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Canais idnicos na epilepsia: aspectos fisiopatoldgicos e terapéuticos
SILVA, A. S. (2013)
Trabalho de Conclusdo de Curso/Farméacia/CCS/UFPB

RESUMO

Vérias décadas tém sido dedicadas ao estudo da fisiopatologia da epilepsia, mas o
conhecimento na &rea s6 contribuiu para uma compreensdo parcial dos mecanismos
envolvidos. Dados da Organizacdo Mundial da Saude apontam uma prevaléncia mundial
de epilepsia por volta de 50 milhdes de pessoas. No Brasil, estudos sobre os aspectos
epidemioldgicos da epilepsia sdo escassos, porém, baseado no dltimo censo demogréfico e
na prevaléncia mundial, supde-se que quase 2 milhdes de pessoas sejam acometidas pela
doenca no pais. A crise epiléptica € um periodo de excitacdo sincrona anormal de uma
populacédo de neurdnios. O balango entre sistemas de controle que impedem os neurbnios
de uma descarga de potencial de acao excessiva e outros sistemas que facilitam a excitacao
mantém o bom funcionamento do sistema nervoso. Os canais i0nicos estdo envolvidos com
0 processo de excitabilidade dos neurbnios e de comunicacdo entre eles atraves da
liberagdo de neurotransmissores, no entanto, so recentemente é que se tem evidéncia direta
da importancia das disfun¢es nos canais no surgimento natural desse distdrbio neuronal.
As investigacdes genéticas fizeram com que algumas sindromes epilépticas fossem
consideradas canalopatias e, por conseguinte, aumentaram o0 entendimento da
fisiopatologia dos transtonos convulsivos. As canalopatias epilépticas sdo causadas por
mutacdes nos genes que codificam os canais idnicos, tanto 0s canais sensiveis a voltagem
(Na', K*, Ca** e CI), quanto os sensiveis a ligantes, como o receptor nicotinico da
acetilcolina (nNAChR) e receptor ionotropico do &cido y-aminobutirico (GABAA).
Geralmente, essas mutacdes provocam alteracdes nas propriedades eletrofisioldgicas dos
canais levando ao aumento da excitabilidade ou diminuicdo da inibi¢cdo neuronal. Este
desequilibrio do funcionamento das redes neuronais leva ao surgimento das crises
epilépticas, que é a manifestacdo mais marcante da epilepsia. Os farmacos antiepilépticos
atuam em varios alvos moleculares modulando a atividade dos canais idnicos sensiveis a
voltagem (inibidores de canais de Na* e Ca* e ativadores de canais de K*), aumentando a
inibicdo neuronal mediada pelos receptores GABAA (moduladores GABAGérgicos e
farmacos que aumentam a disponibilidade do GABA) ou diminuindo a excita¢do sinaptica
(inibidores dos receptores do glutamato). As modificacBes biofisicas no comportamento
dos canais induzidas pelos antiepilépticos sdo frequentemente opostas aos efeitos gerados
pelas mutacOes. Entretanto, dada a incapacidade de cura dos farmacos disponiveis
atualmente, o grande desafio para as pesquisas cientificas é a descoberta de um tratamento
capaz de prevenir ou reverter a epilepsia.

Palavras-chave: crise epiléptica; canais idnicos; canalopatias.



lonic channels in Epilepsy: pathophysiological and therapeutic aspects
SILVA, A. S. (2013)
Course conclusion work/Farmécia/CCS/UFPB

ABSTRACT

Several decades have been devoted to study of epilepsy pathophysiology, but the
knowledge in the area contributed to only a partial understanding of the mechanisms
involved. Data from the World Health Organization indicate a epilepsy worldwide
prevalence in about 50 million people. In Brazil, studies on the epilepsy epidemiological
aspects are scarce, however, based on the latest census and worldwide prevalence, it is
assumed that almost 2 million people are affected by the disease in the country. An
epileptic seizure is a period of abnormal synchronous excitation of a neuronal population.
The balance between control systems that prevent neurons from a excessive action
potential discharge and other systems that facilitate excitation maintains the proper
functioning of the central nervous system. lon channels are involved in the process of
neurons excitability and communication between them through the release of
neurotransmitters, however, only recently has direct evidence of the importance of
channels dysfunctions in natural emergence of this neuronal disorder. The genetic
investigations led some epileptic syndromes were considered channelopathies and
therefore increased the understanding of convulsive disorders pathophysiology. The
epileptic channelopathies are caused by mutations in genes encoding ion channels, either
voltage-gated ion channels (Na*, K*, Ca** and CI) as ligand-gated ion channels, such as
nicotinic acetylcholine receptors (NAChR) and ionotropic gamma-aminobutyric acid
receptors (GABA,). Generally, these mutations cause changes in channels
electrophysiological properties leading to increased excitability or decreased inhibition.
This imbalance in functioning of neural networks leads to seizures appearance, which is
the most outstanding clinic manifestation of epilepsy. The antiepileptic drugs act on
multiple molecular targets modulating the activity of voltage-sensitive ion channels (Na*
and Ca®* channel inhibitors and K* channel activators), increasing GABA, receptors-
mediated neuronal inhibition (GABAergic modulators and drugs that increase the GABA
availability) or decreasing synaptic excitation (glutamate receptor antagonists). The
biophysical modifications in channels behavior that are induced by antiepileptic drugs are
often opposite to the effects generated by mutations. However, given the inability to cure
of currently available antiepileptic drugs, the major challenge for scientific research is the
discovery of a treatment capable of prevent or reverse epilepsy.

Keywords: epileptic seizure; ion channels; channelopathies.
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1 INTRODUCAO

Hipdcrates, por volta dos anos 400 a.C., reconheceu a epilepsia como uma
disfuncéo cerebral, indo contra a ideologia da época de que as crises eram maldi¢cdes dos
deuses. Ele escreveu o primeiro livro sobre epilepsia, “Sobre a Doenga Sagrada”, uma das
obras mais importantes do Corpus hippocraticum. Durante séculos, possessdo, magia e
bruxaria foram associadas a epilepsia. Em 1494 foi lancado o Malleus Maleficarum, um
manual de caca as bruxas, onde as crises serviam como caracteristicas para identificar as
feiticeiras (MASIA; DEVINSKY, 2000). Depois de 2400 anos, a etiologia das epilepsias
ainda ndo é totalmente compreendida, e as pesquisas e publicagdes cientificas na area sdo
constantes.

A Associacdo Brasileira de Epilepsia (ABE) (GUILHOTO; MUSZKAT;
YACUBIAN, 2006), de acordo com a Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE)
(FISHER et al., 2005), sugere a definicdo do termo epilepsia como sendo: distdrbio
cerebral causado por predisposicdo persistente do cérebro a gerar crises epilépticas e pelas
consequéncias neurobiologicas, cognitivas, psicossociais e sociais da condicéo,
caracterizada pela ocorréncia de pelo menos uma crise epiléptica.

A crise epiléptica (CE) € um periodo de excitacdo sincrona anormal de uma
populacdo de neurénios, de carater interativo e autolimitado. O balango entre sistemas de
controle que impedem os neurbnios de uma descarga de potencial de acdo excessiva e
outros que facilitam a excitacdo mantém o bom funcionamento do sistema nervoso.
Mecanismos que perturbam o sistema de inibicdo ou promovem a excitacdo podem levar
ao surgimento das crises (SCHARFMAN, 2007). Canais idnicos estdo envolvidos com o
processo de excitabilidade dos neurénios e de comunicacdo entre eles através da liberacdo
de neurotransmissores. Logo, ndo é surpresa que mutacdes em genes que codificam esses
canais e suas subunidades acessorias possuam um papel importante em varias desordens
que se associam a hiper ou hipoexcitabilidade neuronal (STEINLEIN, 2004), incluindo as
CE.
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2 OBJETIVOS

Compilar informacGes sobre o envolvimento das canalopatias no processo
fisiopatoldgico das crises epilépticas, juntamente com consideracdes acerca da terapia

antiepiléptica que tem como alvo os canais idnicos.
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3 METODOLOGIA

As fontes utilizadas para o desenvolvimento do trabalho foram de origem cientifica
nas areas da Neurologia e Farmacologia. As informacGes foram retiradas de artigos
cientificos publicados nos dltimos 12 anos, pesquisados nos bancos de dados
Medline/PubMed, Scielo, Scirus, Wiley Online Library e Science Direct, além de capitulos
de livros.

Os descritores utilizados para a busca dos artigos foram: epilepsia, crises
epilépticas, canais idnicos, canalopatias, fArmacos antiepilépticos, epidemiologia, e suas
respectivas traducOes para o Inglés: epilepsy, epileptic seizures, ion channels,

channelopathies, antiepileptic drugs e epidemiology.
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4 CLASSIFICACAO DAS CRISES E DAS FORMAS DE EPILEPSIA

As CE sdao classificadas em duas categorias (Quadro 1) baseadas na regido do
cérebro em que elas iniciam-se e o qudo longe elas espalham-se, de acordo com
informacdes do eletroencefalograma (EEG). As crises generalizadas originam-se de
estruturas corticais ou subcorticais distribuidas em ambos os hemisférios e rapidamente séo
propagadas, adicionalmente possuindo uma subclassificacdo. Ja as crises focais surgem de
redes neuronais limitadas a um hemisfério, onde podem permanecer localizadas ou
secundariamente generalizar-se (Figura 1). N&o possuem uma classificagdo natural, pois

sdo descritas de acordo com as suas manifestagdes clinicas (BERG et al., 2010).

Figura 1 — Registros eletroencefalograficos na epilepsia.

(A) Normal B) Generalised seizure (grand mal)
— tonic—clonic type
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Fonte: RANG et al., 2011.

Vérios sinais e sintomas caracterizam as CE e, embora possam ocorrer
simultaneamente durante as crises, quase sempre um deles € predominante. As
manifestagBes clinicas classificam as crises em cinco categorias: de esfera sensorial
(sintomas somatosensorias, visuais, auditivos, olfatérios, etc.), de esfera motora (simples e
complexas), de esfera autonémica, crises com perda de consciéncia (crises dialépticas) e
crises especiais (crises astaticas, aténicas, hipomotoras, etc.) (LUDERS et al., 1998).

A etiologia da epilepsia é dividida em trés tipos de causa: primaria, secundaria e
criptogénica. O termo priméario se aplica aos casos em que a epilepsia é atribuida a um
defeito genético conhecido ou presumido e tem como sintoma principal a crise. A causa

secundaria € conceituada como sendo um distlrbio estrutural ou metabdlico, ou uma
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doenca, que através de estudos tem sido relacionado a um aumento consideravel do risco
de desenvolver epilepsia. E quando a natureza da causa da epilepsia ndo é explicada, ela é
dita criptogénica (BERG et al., 2010).

Existem pelo menos quatro grupos em que as formas de epilepsia podem ser
organizadas — sindromes eletroclinicas, constelagdes distintas, epilepsias ndo sindrémicas
de causa secundaria e epilepsias criptogénicas (Quadro 2).

As sindromes sdo um restrito grupo de entidades clinicas identificadas, de maneira
confiavel, por um conjunto de manifestacGes eletroclinicas, podendo ser crises
generalizadas, focais ou ambas, que define uma condicéo epiléptica Unica. Por outro lado,
as constelacdes sdo condigdes clinicas distintas das sindromes por ndo terem fortes
componentes genéticos no desenvolvimento, mas sim lesbes especificas ou outras causas
que tem relevancia no tratamento clinico, particularmente a cirurgia (BERG et al., 2010). E

importante frisar que o agrupamento das sindromes eletroclinicas ndo reflete etiologia.

Quadro 1 — Classificacdo das crises epilépticas.

Crises generalizadas
Tonico—clénica (em qualquer combinagéo)
Auséncia
Tipica
Atipica
Auséncias com caracteristicas especiais
Auséncia Mioclbnica
Mioclonia Palpebral
Miocl6nica
Mioclbdnica
Miocl6nica Atdnica
Miocl6nica Tonica
Clbnica
Tonica
Atbnica
Crises focais

Simples
Complexas

Crises focais secundariamente generalizadas
Crises néo classificadas

Espasmos epilépticos
Fonte: Adaptado de BERG et al., 2010.
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Quadro 2. Sindromes eletroclinicas e outras epilepsias.

Sindromes eletroclinicas organizadas pela idade de inicio
Periodo neonatal
Epilepsia familiar benigna neonatal
Encefalopatia miocl6nica precoce
Sindrome de Ohtahara
Lactente
Epilepsia do lactente com crises focais migratdrias
Sindrome de West
Epilepsia miocldnica do lactente
Epilepsia benigna do lactente
Epilepsia familiar benigna do lactente
Sindrome de Dravet
Encefalopatia mioclénica em distUrbios ndo progressivos
Infancia
Epilepsia generalizada com crises febris plus (podem comecar no lactente)
Sindrome de Panayiotopoulos
Epilepsia com crises miocl6nico atonicas (previamente astaticas)
Epilepsia benigna com descargas centrotemporais
Epilepsia autossémica-dominante noturna do lobo frontal
Epilepsia occipital da infancia de inicio tardio (tipo Gastaut)
Epilepsia com auséncias mioclénicas
Sindrome de Lennox-Gastaut
Encefalopatia epiléptica com espicula-onda continua durante sono
Sindrome de Landau-Kleffner
Epilepsia de auséncia da infancia
Adolescéncia — Adulto
Epilepsia de auséncia juvenil
Epilepsia mioclénica juvenil
Epilepsia com crises generalizadas tdnico—clonicas somente
Epilepsias mioclonicas progressivas
Epilepsia autossdbmica dominante com caracteristicas auditivas
Outras epilepsias familiais do lobo temporal
Relacao menos especifica com a idade

Epilepsia familial focal com focos variaveis

Epilepsias reflexas



SILVA, A.S.(2013) 5

Constelagdes distintas
Epilepsia mesial temporal com esclerose hipocampal
Sindrome de Rasmussen
Crises gelasticas com hamartoma hipotalamico
Epilepsia-hemiconvulsdo-hemiplegia
Epilepsias atribuidas a causa estrutural/metabdlica
Malformag6es do desenvolvimento cortical (hemimegalencefalia, heterotopia, etc.)
Sindromes neurocutaneas (complexo esclerose tuberosa, Sturge-Weber, etc.)
Tumor
Infecgdo
Trauma
Angioma
Insultos perinatais
Acidente vascular cerebral
Epilepsias de causa desconhecida

Crises benignas neonatais

Crises febris

Fonte: Adaptado de BERG et al., 2010.
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EPIDEMIOLOGIA DA EPILEPSIA

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apontam uma prevaléncia
mundial da epilepsia por volta de 50 milhdes (0,4-1%) de pessoas, onde aproximadamente
90% delas vivem em paises em desenvolvimento. A taxa de incidéncia anual nos paises
desenvolvidos varia de 40-70/100.000 habitantes, enquanto que nas regides em
desenvolvimento esse valor pode dobrar (WHO, 2012).

Alguns estudos internacionais exibem uma incidéncia anual que varia de
30-70/100.000: Dinamarca (68,8/100.000) (CHRISTENSEN et al., 2007), Nova lorque
(38,6/100.000) (BENN et al., 2011), Islandia (33,3/100.000) (OLAFSSON et al., 2005) e
Holanda (30/100.000) (KOTSOPOQULOS et al., 2005). Tendo como referéncia a idade, a
incidéncia de epilepsia tem dois picos, um nas duas primeiras décadas de vida e o outro
apos os 60 anos de idade (SMITHSON; WALKER, 2012). No mesmo estudo realizado na
Holanda, a incidéncia de epilepsia em pessoas com idade acima de 65 anos aumentou para
62/100.000 (KOTSOPOQULOS et al., 2005). J& numa pesquisa realizada num distrito rural
no Quénia, entre criancas de 6-9 anos, a taxa de incidéncia anual foi de 187/100.000
(MUNG’ALA-ODERA et al., 2008).

O aumento nos indices de incidéncia e prevaléncia pode estar atrelado a fatores
como baixa condi¢do socioecondmica, acesso limitado aos servicos de salde e fatores
ambientais, tal qual a neurocisticercose (BANERJEE; FILIPPI; HAUSER, 2009). Valenca
e Valenca (2000) e Freitas et al. (2005), em estudos realizados no nordeste brasileiro,
encontraram uma prevaléncia de neurocisticercose entre pacientes com CE de 8,8 e 5,4%,
respectivamente, sendo, no primeiro estudo, a etiologia mais frequente nos pacientes com
idade inferior a 45 anos.

Estudos nacionais sobre os aspectos epidemioldgicos da epilepsia sdo escassos,
principalmente os que abordam incidéncia. Calvano et al. (2010) demonstraram uma
prevaléncia de 2,4% na cidade de Maceio-AL, Gomes et al. (2002) encontraram uma
prevaléncia de 0,5% de epilepsia ativa numa comunidade de baixa renda da cidade do Rio
de Janeiro-RJ e Borges et al. (2004) determinaram a prevaléncia na cidade de S&o José do
Rio Preto-SP, com taxa de 0,8%. O estado do Rio Grande do Sul foi o Unico contemplado
com estudos de incidéncia e prevaléncia. Um trabalho com criangas menores de cinco anos

na cidade de Sao José do Norte evidenciou uma prevaléncia de crises epilépticas de 4,5%
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(2007), enquanto que na cidade de Passo Fundo foi encontrada uma taxa de incidéncia de
epilepsia de 7/100.000 criangas (NUNES; GEIB, 2011).

A grande maioria dos trabalhos ndo permite generalizacGes, pois foram realizados
em pequenas populacdes, e a disparidade entre os resultados pode ser atribuida as
variacfes na metodologia e a estrutura da populacdo (BANERJEE; FILIPPI; HAUSER,
2009). Baseado no ultimo censo demogréfico (IBGE, 2012) e na prevaléncia mundial de

epilepsia (1%) supde-se que 1.907.327 pessoas sejam acometidas pela doenca no Brasil.
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6 FISIOPATOLOGIA DAS CRISES EPILEPTICAS

As CE refletem uma atividade elétrica hipersincrona anormal de uma rede de
neurdnios, causada por um desequilibrio entre os mecanismos de excitacédo e inibicdo do
sistema nervoso central (SNC) (McCORMICK; CONTRERAS, 2001; ENGELBORGHS;
D’HOOGE; DE DEYN, 2000). A geracdo das crises € denominada ictogénese, enquanto
que epileptogénese refere-se a cascata de eventos que culmina com a transformacédo de
uma rede neuronal normal em uma rede hiperexcitavel capaz de gerar crises espontaneas e
recorrentes, incluindo neurodegeneracdo, neurogénese, ativacdo de células gliais, invasdo
de células inflamatorias, mudangas na matriz extracelular, dentre outros (PITKANEN;
LUKASIUK, 2009).

Fundamentalmente, o SNC ¢ uma funcdo do seu “milieu” i6nico, onde os
gradientes elétricos e quimicos criam o cendrio para a atividade elétrica. Um exemplo disso
é o potencial de repouso das membranas, que é configurado normalmente para que 0s
neurdnios nao disparem constantemente, mas esta proximo o suficiente do limiar de acéo
que ainda é possivel os neurdnios dispararem, visto que a geracdo do potencial de acdo €
essencial para o funcionamento do SNC. O controle do potencial de repouso, portanto, se
torna critico para a prevencdo de descargas elétricas excessivas que sdo tipicamente
associadas as CE (SCHARFMAN, 2007).

O potencial de membrana resulta da separacdo de cargas positivas e negativas
através da membrana do neurbnio, com maior concentracdo intracelular de ions potassio
(K*) e magnésio (Mg”*), e uma concentragdo extracelular maior de fons sédio (Na*), célcio
(Ca?") e cloreto (CI"). O balanco entre essas cargas origina um potencial transmembrana de
repouso entre -60 mV e -70 mV (SCHARFMAN, 2007). O fluxo transitorio desses ions e a
posterior mudanca no potencial de membrana (despolarizac¢do ou hiperpolarizacao) s6 sao
possiveis devido aos canais ibnicos.

A comunicagéo entre os neurdnios ocorre com a liberagdo de um neurotransmissor
de um terminal ax6nico pré-sinaptico, que ao ligar-se ao seu receptor na membrana pos-
sinaptica, provoca alteracfes no potencial de membrana do terminal pos-sindptico. Em
uma sinapse excitatoria, 0 neurotransmissor provoca o influxo de ions Na* na célula pds-
sinaptica, através de canais especificos, produzindo uma despolarizacdo chamada de

potencial excitatorio pds-sinaptico (PEPS). J& numa sinapse inibitdria, o neurotransmissor
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gera o influxo de ions CI, produzindo uma hiperpolarizagdo chamada de potencial
inibitorio pos-sinaptico (PIPS) (BADAWY; HARVEY; MACDONELL, 2009).

O potencial de acdo ocorre quando o potencial da membrana da célula nervosa
passa de -70 mV para valores positivos (geralmente 30 mV) em alguns milissegundos, e é
mediado por canais idnicos sensiveis a voltagem. Um PEPS provoca a abertura de canais
de Na* sensiveis a voltagem, fazendo com que o influxo de Na* ultrapasse o efluxo de ions
K", e cargas positivas se acumulem dentro dos neurdnios, causando a despolarizac&o.
Posteriormente, ocorre estimulagio retardada de canais de K* sensiveis a voltagem, com
aumento do efluxo desse fon, e diminuicdo do influxo de ions Na®. O efluxo liquido de
cargas positivas leva o potencial de membrana de volta ao repouso (BADAWY;
HARVEY; MACDONELL, 2009).

O aumento na excitabilidade neuronal é uma caracteristica comum a todas as
sindromes epilépticas (ENGELBORGHS; D’HOOGE; DE DEYN, 2000). Nas crises
focais, a unidade identificAvel mais simples da atividade ictogénica no SNC é a espicula
interictal. Espiculas interictais sdo picos grandes e breves vistos no EEG que ocorrem de
maneira isolada em meio a uma atividade normal (Figura 2). Denotam o local onde houve
ruptura do bom funcionamento dos circuitos corticais e como tais sdo Uteis para o
diagndstico e localizacdo da crise subjacente, mas como sdo frequentemente contidas
dentro de um determinado foco, ndo induzem patologia sintomatica. O registro intracelular
correlacionado as espiculas € chamado de desvio despolarizante paroxistico (DDP)
(McCORMICK; CONTRERAS, 2001) e é visto primeiro em um subconjunto de neurénios
piramidais localizados na camada V do cértex e na regido CA3 do hipocampo, capazes de
gerar intrinsecamente explosdes de dois a cinco potenciais de acdo depois de uma ativagédo
por uma breve despolarizacao (JEFFERYS, 1994).

O DDP exibe uma explosdo de varias despolarizagdes sustentadas e repetitivas com
duracdo de dezenas de milissegundos, geradas pela soma dos maltiplos PEPS e mediadas
por receptores do acido o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico (AMPA) e
receptores do N-metil-D-aspartato (NMDA), ou seja, uma a¢cdo anormalmente exagerada e
prolongada do glutamato (BADAWY; HARVEY; MACDONELL, 2009). Durante a
atividade ictal ocorre aumento da concentracio extracelular de K* nas areas
hiperexcitaveis, com diminuicao do seu efluxo e despolarizacdo, que resulta na ativacédo de
correntes de fons Ca®* (DICHTER, 1997). A ativacdo das correntes de fons Na* e Ca?* nos

dendritos medeia a geracdo de potenciais de agdo lentos que proporcionam a
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despolarizacéo sustentada do soma e do segmento inicial do axonio, assim promovendo 0s
disparos repetitivos durante a explosédo (TRAUB; JEFFERYS, 1994). O encerramento do
DDP ¢é mediado pela ativacdo do efluxo de ions potassio, do influxo de ions cloreto, e das
correntes inibitérias dos receptores GABAA € GABAg, contribuindo para a prolongada
hiperpolarizagdo (McCORMICK; CONTRERAS, 2001).

Figura 2 — Espicula interictal em meio a uma atividade normal registrada no EEG.
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Fonte: BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012.

No neocértex, células piramidais corticais de todas as camadas projetam-se
localmente e para as outras camadas, conectando outras células piramidais (ou neur6nios
estrelados espinhosos na camada 1V) tdo bem quanto interneurdnios GABAEérgicos
(McCORMICK; CONTRERAS, 2001).

O hipocampo (arquicortex) também contém uma rede de neurbnios piramidais
interconectados regulados por interneurénios inibitérios. Além do circuito tri-sinaptico,
formado pelas células granulares do giro denteado, pelos neurénios piramidais de CA3 e
CALl, existem conexd@es excitatorias com outras estruturas corticais, tais como o subiculo e
0 cortex entorrinal (Figura 3). Todas essas conexdes permitem a rapida disseminagdo da
descarga anormal para outras areas adjacentes do cértex se o foco ictogénico for forte o
suficiente (McCORMICK; CONTRERAS, 2001).

Durante a transicdo das crises focais para crises generalizadas secundarias (o
subtipo tbnico-clonica é a mais comum) o paciente pode apresentar uma crise focal, um

alerta consciente da propagacéo da crise. Quando a atividade convulsiva propaga-se e afeta
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ambos os hemisférios, o paciente geralmente perde a consciéncia. A fase inicial da
convulsdo tonico-clbnica esta associada a uma diminuigdo subita da inibicdo GABAérgica,
que leva a uma explosédo de descargas de varios segundos de duracdo. Essa descarga rapida
e sustentada manifesta-se clinicamente como contracdo dos masculos de todo o corpo,
sendo designada como fase tonica. Por fim, quando a inibicdo mediada pelo GABA
comeca a ser restaurada, a excitacdo mediada por AMPA e por NMDA comeca a oscilar
com o componente inibitério. Esse padrdo oscilatorio resulta em movimentos clonicos
(contracdo dos 4 membros). Com o decorrer do tempo, passa a prevalecer a inibicao
mediada pelo GABA, e 0 paciente permanece inconsciente durante o periodo de depressao
pos-ictal até a normalizacdo da funcdo cerebral (GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009).

Figura 3 — Conex0es excitatdrias no hipocampo.
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Fonte: www.netnature.files.wordpress.com. Acesso em: 13/03/2013.

Apenas 0 aumento na excitabilidade neuronal ndo € suficiente para provocar
ictogénese, a sincronizacdo da rede neuronal também se faz necessaria. As sinapses
glutamatérgicas e interacbes ndo sinapticas, como as jung¢bes comunicantes (gap
junctions), entre neurdnios piramidais sdo mecanismos que podem levar a sincronizacéo. O
papel das sinapses excitatorias foi aferido pelo registro, in vitro, de um PEPS “gigante”
durante descargas epilépticas, e pela capacidade de reduzir ou bloquear totalmente essas
descargas com o uso de antagonistas de receptores do glutamato do tipo AMPA ou NMDA
(TRAUB; CUNNINGHAM; WHITTINGTON, 2011). As jungGes comunicantes, por sua
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vez, permitem um fluxo de corrente de baixa resisténcia entre uma célula e outra, de modo
que os neurdnios acoplados séo rapidamente sincronizados (SCHARFMAN, 2007).

Mais um mecanismo de sincronizacdo envolve, paradoxalmente, os interneurdnios
GABAEérgicos que inervam os dendritos dos neurdnios piramidais corticais, como as
celulas em cesto. A descarga de um Unico interneurbnio pode hiperpolarizar
sincronicamente uma populacdo de células piramidais. A hiperpolarizacdo ativa canais de

* do tipo T, relativamente inativos ao potencial de repouso, e o efeito é uma
despolarizacdo (COBB et al., 1995), associada com um aumento na concentracao
extracelular de potéssio (GNATKOVSKY et al., 2008). A despolarizacdo mediada pelos
receptores GABAA combina-se com o efeito excitatorio das sinapses glutamatérgicas para
assegurar a sincronicidade. Essa conclusdo decorre da capacidade de antagonistas desse
receptor inibirem a descarga sincrona dessa populacdo de estruturas corticais (AVOLI,
CURTIS, 2011).

Outra rede neuronal envolvida com o processo de ictogénese é a rede
talamo-cortical. Esta rede estd relacionada as crises de auséncia, uma crise generalizada
primaria, que ¢ caracterizada no EEG por uma atividade do tipo “espicula ¢ onda”,
ligeiramente semelhantes aos padrdes gerados durante o sono de ondas lentas (Figura 4). A
manifestacdo clinica caracteristica das crises de auséncia é a interrupcdo sUbita da
consciéncia, frequentemente acompanhada de olhar fixo e perplexo e sintomas motores
ocasionais, como piscar rapido e estalar dos labios (GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009).

Figura 4 — Atividade do tipo “espicula e onda” caracteristica das crises de auséncia.
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Fonte: Adaptado de RANG et al., 2011.

Células piramidais corticais e células talamo-corticais formam mutuamente

conexdes excitatorias reguladas pela ativacdo de interneurénios GABAérgicos dentro do



SILVA, A.S. (2013) 3¢

tdlamo e do cortex, e de neurdnios talamicos reticulares. Uma explosdo de potenciais de
acdo em um neur6nio talamo-cortical ativa a rede cortical, que gera uma forte onda de
ativacdo através das conexdes excitatdrias. Esta corrente ativa fortemente os neurbnios
GABAEérgicos locais e 0s neurbnios talamicos reticulares, gerando uma ritmicidade
causada por retroalimentacdo oscilatoria entre o cértex e o tdlamo (McCORMICK;
CONTRERAS, 2001).

A formagcdo de correntes de K*, a ativagdo dos receptores GABAA € GABAg ¢ a
inativacdo de correntes despolarizantes, resultam na interrupcdo da atividade nessa rede.
Aproximadamente 300 ms depois, ocorre ativacdo dos canais de Ca** do tipo T durante o
estado de vigilia, expressos em alta densidade nos neurdnios talamo-corticais, mas que
deveriam estar ativos apenas durante o sono. Essa ativacdo permite a formacdo de
espiculas de baixo limiar que geram explosdes de potenciais de acdo dependentes de Na®,
iniciando o préximo ciclo de oscilag&o. Isso ocorre porque os canais de Ca®* do tipo T s&o
inativos no potencial de repouso da membrana e se recuperam do estado inativo quando a
célula estd hiperpolarizada (McCORMICK; CONTRERAS, 2001; GRIFFIN;
LOWENSTEIN, 2009).
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7 CANALOPATIAS

Canais i6nicos sao proteinas transmembranares especificamente adaptadas para
regular o fluxo de ions através da membrana celular, e sdo ativados por mudancas no
potencial de membrana e/ou pela ligacdo de moléculas especificas. Eles consistem,
basicamente, de um poro formado por subunidades principais e Vvérias subunidades
acessorias, submetidas a influéncias regulatérias e da microvizinhanga. A composi¢do
diferencial das subunidades leva a formacéo de canais com diferentes permeabilidades e
afinidades aos ligantes (AVANZINI; FRANCESCHETTI; MANTEGAZZA, 2007). Como
mostrado, os canais ionicos fornecem a base para os processos de hiperexcitabilidade e
sincronicidade neuronais — 0s eventos-chave para a ictogénese — e qualquer mau
funcionamento do canal pode diretamente alterar a eletrofisiologia cerebral e levar ao
desenvolvimento das CE (LERCHE; JURKAT-ROT; LEHMANN-HORN, 2001).

Canalopatias sdo doencas autoimunes ou hereditérias resultantes de uma atividade
defeituosa de um canal i6nico especifico. As desordens hereditarias sdo causadas por
mutacdes em genes que codificam essas moléculas (COOPER; LY, 2003), tanto os canais
sensfveis & voltagem (Na*, K*, Ca®* e CI), quanto os sensiveis aos ligantes, como o
receptor nicotinico da acetilcolina (NAChR), receptor GABAA do GABA e 0s receptores
AMPA e NMDA do glutamato. A relacdo entre os fatores genéticos e o fendtipo da doenca
determina a classificacdo das epilepsias em monogénicas, quando a mutacdo em um Unico
locus génico é responsavel pelo estabelecimento da desordem; e em poligénicas, quando o
componente genético apenas determina um limiar de susceptibilidade (GITAI et al., 2008).

As investigacBGes genéticas, ndo sé fardo com que algumas sindromes epilépticas
sejam consideradas canalopatias, aumentando o entendimento da fisiopatologia dos
transtonos convulsivos, mas também poderdo determinar novos alvos para a
farmacoterapia (WEBER; LERCHE, 2008).

7.1 Canais de Na" sensiveis a voltagem (Nay)

Os Na, sdo essenciais para a iniciacdo e propagacdo do potencial de acdo nas

células excitaveis, incluindo neurénios, masculo e células neuroenddcrinas. Consistem em

um poro formado por uma subunidade o associada com subunidades B auxiliares. A
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subunidade o contém aproximadamente 2.000 residuos de amino&cidos, organizada em
quatro dominios homologos (DI-DIV), cada qual com seis a-hélices transmembranares
(S1-S6) e uma alca do poro adicional localizado entre os segmentos S5 e S6, e dominios
N-terminal e C-terminal citoplasmaticos. O segmento S4 contém residuos de aminoacidos
carregados positivamente a cada trés posi¢des e iniciam a ativacdo do canal em resposta a
despolarizacdo da membrana. A alca citoplasmaética entre o DIIl e DIV serve como um
portdo de inativacdo, bloqueando o canal durante despolarizacdo sustentada da membrana
(CATTERALL; GOLDIN; WAXMAN, 2005).

Figura 5 — Estrutura dos canais de Na* sensiveis a voltagem.
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Fonte: Adaptado de MEISLER; KEARNEY, 2005.

Algado

Cada subunidade a esta associada com uma ou mais subunidades 3, onde os Na, do
SNC e do coracdo contém subunidades 1 até B4, entretanto, os canais do musculo
esquelético apenas a subunidade B1 (YU et al.,, 2003). A subunidade B2 ou P4 esta
associada a subunidade a através de uma ligacdo de dissulfeto, enquanto que a 1 ou B3
estd ligada ndo-covalentemente. Cada subunidade auxiliar é formada por um dnico
segmento transmembrana, um N-terminal extracelular semelhante ao dominio de
imunoglobulina (Ig) e um C-terminal citoplasmatico curto. Essas subunidades estdo
envolvidas com a interagdo com moléculas de adesdo celular, a matriz extracelular e o
citoesqueleto (MANTEGAZZA; CATTERALL, 2010).

A nomenclatura do canal consiste no simbolo quimico do principal ion permeavel
com o principal regulador fisiol6gico subscrito (voltagem — Na,). O niUmero que se segue
indica a subfamilia do gene (apenas Na,1l), e 0 proximo numero identifica a isoforma
especifica do canal (ex.: Na,1.1) (CATTERALL; GOLDIN; WAXMAN, 2005). Nove
subunidades a (Na,1.1-Na,1.9) e quatro subunidades B (Na,f1-Na,p4) foram identificadas.
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Na,1.1-Na,1.3, Na,1.6, codificados pelos genes SCNI1A-SCN3A e SCN8SA
respectivamente; e Na/f1-Na,f4 (SCNIB-SCN4B) sdo expressos no SNC
(MANTEGAZZA; CATTERALL, 2010).

7.1.1 Na,1.1 (gene SCN1A — cromossomo 2g24.3)

Mais de 700 mutacGes no Na,1.1 tem sido relacionadas as sindromes epilépticas.
Aproximadamente trinta mutacdes, todas missense, foram reportadas em familias com
Epilepsia Generalizada com Crises Febris Plus (GEFS+) (SCAYG; GOLDIN, 2010). Essa
sindrome é uma epilepsia mais leve em que a crianca apresenta crises febris, evoluindo
para epilepsia generalizada na fase adulta (CAMFIELD; CAMFIELD, 2002).

As mutacBes missense definem-se pela codificacdo de um aminoacido diferente do
normal (substituicdo de um nucleotideo em um determinado cddon) e estdo associadas,
paradoxalmente, ao aumento e diminuicdo da atividade do canal de Na* nos modelos
experimentais.

Lossin et al. (2002) estudaram os efeitos de trés mutacBes nos residuos de
aminoacidos T875M, W1204R e R1648H (a primeira letra representa 0 aminoécido
original, o numero refere-se a posicao e a Gltima letra ao novo aminoécido) em células ndo
neuronais e a anormalidade funcional comum observada foi uma inativacdo do canal
prejudicada, levando ao aumento da corrente persistente de Na*. Esta corrente persistente
diminui o limiar para o disparo de potenciais de acdo, 0 que resulta diretamente em
hiperexcitabilidade. Spampanato et al.(2004) identificaram uma mutacdo em um residuo
de aspartato (D1866Y) do C-terminal da subunidade o do Na,1.1 em uma pequena familia
com GEFS+, na Italia. Em odcitos de Xenopus, essa mutacdo diminuiu a modulacdo da
subunidade a pela Bl e provocou um desvio positivo na dependéncia a voltagem da
inativacdo do canal, suficiente para levar a hiperexcitabilidade. Para uma analise mais
detalhada dos efeitos das mutagdes in vivo, Tang et al. (2009), criaram um modelo de rato
transgénico com cromossomo artificial bacteriano (BAC transgene strategy) que expressa a
mutacdo no residuo R1648H. Os animais transgénicos mostraram reducdo na corrente de
Na® e reforco na inativagdo lenta nos neurdnios inibitdrios. Deste modo, essa mutagio
causa um comprometimento seletivo da excitabilidade dos interneurénios GABAErgicos in

Vivo.
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Outra sindrome relacionada com mutacGes no Na,1.1 é a Epilepsia Miocl6nica
Severa do Lactente (SMEI) ou Sindrome de Dravet (DS). Mais de 600 muta¢des tém sido
associadas a essa sindrome, onde mais da metade sdo mutacfes nonsense ou frameshift e o
restante sdo missense (MEISLER; KEAMEY, 2005). SMEI é caracterizada por um inicio
precoce, geralmente no primeiro ano de vida, com crises muitas vezes associadas a alta
temperatura corporal, podendo evoluir para um estado de mal epiléptico e deterioracdo
mental (ENGEL JR, 2001).

Nas mutacGes nonsense, um determinado cddon de um residuo de aminoacido é
substituido por um cdédon de terminagdo. Algumas dessas mutacfes resultam da
desaminacdo de dinucleotideos CpG (nucleotideo de citosina proximo a um nucleotideo de
guanina na sequéncia linear de bases do DNA), incluindo cinco CpGs localizados em um
cddon de arginina da classe CGA. A desaminacdo converte esse codon em UGA, um
cédon de terminacdo. Na mutacdo frameshift, hd insercdo ou delecdo de pares de
nucleotideos (em nimero ndo multiplo de 3). Dois tetranucleotideos repetidos no SCN1A
tém sido sitios desse tipo de mutacdo frente a delecdo de uma coOpia dessa repeticao,
produzindo uma proteina ndo s6 com varias mutacbes missense como com um numero
menor de aminoacidos. Ambas as mutacdes geram proteinas truncadas (MEISLER,;
KEAMEY, 2005).

Para gerar um modelo animal de SMEI, Yu et al. (2006), realizaram o knockout do
gene SCN1A em ratos. Os ratos homozigotos (SCNL1A™) apresentaram ataxia e morreram
duas semanas apds o nascimento. Ratos heterozigotos (SCN1A™) exibiram CE
espontaneas e mortes esporadicas entre a terceira e quarta semanas de vida. A perda do
Na,1.1 ndo alterou a ativacdo ou a inativacio sensiveis a voltagem dos canais de Na* nos
neurdnios hipocampais, entretanto, a densidade da corrente de Na* praticamente caiu pela
metade nos interneurdnios inibitérios, mas ndo nos neurdnios piramidais excitatorios.
Houve também up-regulation dos canais Na,1.3, porém ndo foi suficiente para compensar
a perda de corrente do Na,1.1. Esses resultados sugerem que a reducdo da corrente de Na*
nos interneurdnios inibitérios GABAérgicos em heterozigotos pode ser a causa da
hiperexcitabilidade que leva a epilepsia em pacientes com SMEI (YU et al., 2006). Outro
estudo revelou que o knockout do SCNI1A também reduziu a corrente de Na' e a
excitabilidade de neurénios de Purkinje do cerebelo, contribuindo para a ataxia vista nos
animais e humanos com SMEI e reforgando a ideia de que 0os Na,l.1 s&o expressos

majoritariamente nos neurdnios GABAérgicos (KALUME et al., 2007).
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Mutacgdes missense também estdo associadas & SMEI. MutacGes R1648C e F1661S
em linhagens celulares de mamiferos acarretaram em aumento na corrente de Na* devido a
inativacdo prejudicada do canal (RHODES et al., 2004). Mutacdo na Arg-1648 ja foi
mostrada anteriormente e esta relacionada a GEFS+ (CAMFIELD; CAMFIELD, 2002).
Comparacéo direta entre R1648H e R1648C revelou que Na,1.1 com R1648C exibe uma
maior condutancia ao Na* e uma menor inativagdo sensivel a voltagem (RHODES et al.,
2004), possivelmente devido a diferentes propriedades das cadeias laterais dos residuos de

aminoacidos mutados.

7.1.2 Na,1.2 (gene SCN2A — cromossomo 2q24.3)

A Epilepsia Familiar Benigna do Neonato/Lactente (BFNIS) tem inicio entre dois
dias e trés meses ap6s 0 nascimento e é causada por mutacdes missense no gene SCN2A,
que codifica o canal Na,1.2. Scalmani et al. (2006) estudaram o efeito funcional de quatro
mutagdes (L1330F, L1563V, R223Q e R1319Q) em neurdnios neocorticais transfectados
em culturas primérias. A mutacdo L1330F substituiu um residuo de leucina por
fenilalanina na alga citoplasmatica entre 0 S4 e S5 do DIl e causou um desvio positivo na
inativacdo sensivel a voltagem; a mutacdo L1563V introduziu um residuo de valina no S2
do DIV do canal e causou um desvio negativo na ativacdo sensivel a voltagem. R223Q e
R1319Q substituiram um residuo de arginina do S4 (sensor) do DI e DIII respectivamente,
aumentando a corrente de Na*. Todos os efeitos sdo consistentes com a hiperexcitabilidade
neuronal e causados pelo aumento na condutéancia do canal (SCALMANI et al., 2006).

Kamiya et al. (2004) descreveram pela primeira vez uma mutacdo nonsense em
SNC2A em um paciente com uma epilepsia de dificil controle semelhante a SMEI. A
mutacdo resultou em um codon de terminacdo logo apés o residuo Arg-102 (R102X),
localizado no N-terminal do Na,1.2, obtendo-se uma proteina truncada que termina antes
da ocorréncia do primeiro segmento transmembrana do DI. Os efeitos dessa mutagdo
foram avaliados na linhagem celular HEK293 e os achados eletrofisioldgicos sugeriram
que os Na,1.2-R102X exercem um efeito negativo dominante nos canais normais levando
ao quadro epiléptico do paciente (KAMIYA et al., 2004).
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7.1.3 Na,1.3 (gene SCN3A — cromossomo 2g24.3)

Apenas uma mutacdo foi descrita no gene SCN3A (K354Q) e foi descoberta em
uma crianca com uma epilepsia focal resistente aos farmacos antiepilépticos (HOLLAND
et al., 2008). A mutacdo K354Q, que substitui um residuo de lisina na al¢a que liga S5 e S6
do DI, foi estudada por Estacion et al. (2010) em neurdnios hipocampais transfectados. Os
resultados mostraram que houve aumento da corrente de Na* no Na,1.3, diminuigio do
limiar de ativacdo, e disparos espontaneos semelhantes a um desvio despolarizante
paroxistico (DDP), fornecendo uma base para o processo de patogenicidade do primeiro
caso de epilepsia ligada a mutacdo no Na,1.3.

7.1.4 Na,p1 (gene SCN1B — cromossomo 19g13.11)

GEFS+ estd também associada a uma mutacdo C121W no dominio Ig extracelular
da subunidade B auxiliar dos canais de Na' sensiveis a voltagem. Utilizando linhagens
celulares de mamiferos, Meadows et al. (2002) observaram que a mutacdo missense
C121W gerou uma diminui¢do da modulacdo da subunidade o pela B, levando a um
aumento na atividade do canal nos potenciais de membrana hiperpolarizados, em
comparagdo com células que expressam a subunidade B normal. A mutacdo ainda
dificultou a interacdo com moléculas de adesdo, evento critico para a localizacdo do canal.
O comprometimento da inativa¢do da subunidade a € o mecanismo que relaciona mutagoes
no SCN1B com a hiperexcitabilidade neuronal na epilepsia (MEADOWS et al., 2002).
Outras mutacdes (R85C e R85H) nessa subunidade ja foram descobertas, além da relacao
de pacientes com Epilepsia do Lobo Temporal (TLE) com a muta¢do C121W (SCHEFFER
et al., 2007).

7.2 Canais de K" sensiveis a voltagem

Os canais de potassio sdo proteinas integrais de membrana organizadas em

tetrameros e formadas por subunidades o e auxiliares (MILLER, 2000). Todos os canais

possuem uma regido altamente conservada responsavel pela seletividade ao ion K*, o
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chamado dominio P, que consiste em duas a-hélices transmembrana e uma alga de poro
entre elas. Os canais que possuem subunidades o com apenas um dominio P sdo divididos
em dois grupos: aqueles que possuem seis segmentos transmembrana (6TM) e 0s que
possuem apenas dois (2TM). Os 6 TM incluem os canais de K* sensiveis a voltagem (K,) e
os canais de K* ativados pelo Ca** (Kc,), que possuem um segmento TM extra (S0); 0s
2TM sdo representados pelos canais de K™ retificadores de influxo (Kj,). Existem ainda
canais com subunidades o contendo dois dominios P (Kzp), com oito e quatro segmentos
transmembrana, que precisam apenas se dimerizar para formar o poro com quatro
dominios P (BIGGIN; ROOSILD; CHOE, 2000).

As subunidades o dos canais K, possuem seis segmentos transmembrana (S1-S6)
com a alca do poro entre S5 e S6 (dominio P). O S4 possui papel na sensibilidade a
voltagem do canal. O C-terminal e o N-terminal sdo citoplasmaticos, este Gltimo ainda
possui uma regido denominada dominio T1, com funcdo de tetramerizacdo das
subunidades o e sitio de ligagao da subunidade B; ¢ um dominio chamado “inativation
ball”, responsavel pela rapida inativagdo do canal (BIGGIN; ROOSILD; CHOE, 2000).
Essas subunidades formadoras do poro sdo agrupadas em doze subfamilias (K,1-K,12),

cada qual com suas diferentes isoformas (GUTMAN et al., 2005).

Figura 6 — Estrutura dos canais de K" sensiveis a voltagem.

Fonte: Adaptado de CHOE, 2002.
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Os K, apresentam subunidades acessorias transmembrana e citoplasmaticas,
incluindo: subunidades B (Kvp), proteinas de interagdo com os canais de K™ (KChIPs) e
subunidades similares a dipeptidil-peptidase (DPPs) (NORRIS; FOEGER; NERBONNE,
2010). As subunidades B sdo proteinas solUveis que apresentam um N-terminal semelhante
ao dominio “inativation ball” das subunidades o e associam-se aos membros das
subfamilias K,1 e K,4. Trés subfamilias (K,f1-K,B3) sdo expressas no SNC e exibem a
funcdo de modular a inativacdo e a expressao dos canais em resposta a moléculas
sinalizadoras (TORRES et al., 2007). As KChIPs (KChIP1-KChIP4) também sédo proteinas
sollveis, sensiveis ao Ca?* e modulam algumas atividades dos canais K.4, aumentando
tanto a densidade na superficie celular quanto a cinética de recuperagdo do estado inativo
(SHIBATA et al., 2003). A KChIP3 atua como um sensor de Ca®*, e o influxo desse fon
através de canais sensiveis a voltagem (Ca,3) induz um desvio despolarizante na inativacdo
sensivel & voltagem, ligando assim o aumento da viabilidade do K,4 ao aumento da
concentracdo de Ca?* no local (ANDERSON, 2010). As DPPs (DPP6 e DPP10) s&o
glicoproteinas integrais de membrana com um N-terminal intracelular curto, um dominio
transmembrana e um C-terminal extracelular longo. Sua funcdo ainda ndo € conhecida,
mas o dominio extracelular pode conferir propriedades de adesdo celular e interagcbes com
outras proteinas (NADAL et al., 2003).

Funcionalmente os K, influenciam no potencial de repouso da membrana e na
repolarizacdo ap0s os potenciais de acdo, atividades estas que os tornam relevantes na
excitabilidade neuronal. Em consequéncia disso, mutacdes em genes que os codificam sdo
causas de epilepsia (COOPER, 2010).

7.2.1 Canais M (genes KCNQ2 e KCNQ3 - cromossomos 20g13.3 e 8g24.22)

Genes KCNQ codificam cinco subunidades K,7 (K,7.1-K,7.5), onde quatro delas
(Ky7.2-K,7.5) séo expressas no SNC. Subunidades K,7.2 (KCNQ2) e K,7.3 (KCNQ3)
formam um heterotetrdmero conhecido como canal M, um tipo de canal de K* sensivel a
voltagem de abertura e fechamento muito lentos. S&o inativados por receptores acoplados a
proteina Ggu1, tal como receptores muscarinicos da acetilcolina M; e M3 (BROWN;
PASSMORE, 2009), dai o nome do canal. Canais M sdo expressos na regiao

somatodendritica de neurénios piramidais do cortex e hipocampo (COOPER et al., 2000),
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e repolarizam a membrana da célula nervosa impedindo disparos repetitivos apds os
potenciais de acdo, bem como suprimem a geracdo espontanea deles (BROWN;
PASSMORE, 2009). Novas evidéncias sugerem que os K,7.2/K,7.3 também podem ser
importantes reguladores da apoptose neuronal (ZHOU et al., 2011).

Mutacdes nos genes KCNQ2 e KCNQ3 sdo a causa de uma sindrome epiléptica
rara, a Epilepsia Familiar Benigna Neonatal (BFNC), caracterizada pelo surgimento de
crises generalizadas ou focais nos primeiros dias de vida e com remissdo espontanea em
um més (ZIMPRICH et al., 2006). As mutacGes ocorrem principalmente nos segmentos
transmembrana e no C-terminal.

Castaldo et al. (2002) avaliaram os efeitos funcionais da mutagdo R124W no Kv7.2
(KCNQ2) em o06citos de Xenopus co-expresso com um K,7.3 normal. R124W é uma
mutacdo missense que substitui um residuo de arginina no dominio S4 por um de
triptofano. Os pesquisadores observaram que os canais M exibiram uma abertura mais
lenta, uma cinética de inativacdo mais réapida e diminuicdo na sensibilidade a voltagem,
tudo isso sem alteracGes na densidade da expressdo na superficie celular. Soldovieri et al.
(2007) descreveram a mutacdo A196V do KCNQ2, também no dominio S4, e observaram
que a mutacdo causou um desvio despolarizante na ativacéo sensivel a voltagem. Todos 0s
resultados sugerem que as alteragdes na cinética do canal M podem ser a causa da epilepsia
nos neonatos.

Outro mecanismo de mutacdo no KCNQ2 envolve um dominio de interacdo do
Ky7.2 com a proteina calmodulina, uma subunidade auxiliar necessaria para a
funcionalidade dos canais M (WEN; LEVITAN, 2002). Richards et al. (2004) reportaram
que a mutagdo R353G, localizada na regido C-terminal, diminuiu a afinidade do canal pela
calmodulina, sugerindo alteracdo na conformacédo estrutural do dominio. Por abolir a
interacdo, diminuindo a ativacdo pela calmodulina, a mutacdo poderia causar uma reducédo
da corrente do canal M e provocar efeitos na excitabilidade neuronal.

As mutacdes no K, 7.3 (KCNQ3), até hoje descobertas, localizam-se apenas na al¢a
do poro (dominio P). Em 2008, Li et al. identificaram a quarta mutacdo (R330C) no
KCNQ3 relacionada a BFNC, em uma familia chinesa. Sugiura et al. (2009) analisaram 0s
efeitos da mutagdo W309R, previamente reportada, utilizando a linhagem celular HEK293
expressando o K,7.3 mutante e o K,7.2 normal. Os resultados obtidos mostraram que a
mutacdo W309R comprometeu drasticamente a corrente de K* do canal M, sendo,

portanto, a possivel causa das crises nessa sindrome.
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7.2.2 Proteina Lgil (gene LGI1 — cromossomo 10g23.33)

A proteina 1 rica em leucina inativada em glioma (Lgil), produto do gene de
mesmo nome e expressa principalmente no cérebro, consiste em um polipeptidio formado
por um peptideo sinal N-terminal e dois dominios estruturais distintos: um dominio
formado por trés regides ricas em residuos de leucina (LRR) ladeadas por conjuntos
conservados de residuos de cisteina, e o outro dominio formado por sete regiGes formadas
por repeticdes de 50 aminoacidos (EPTP ou EAR). Possui duas isoformas, Lgil de cadeia
longa e de cadeia curta, esta Ultima possuindo apenas uma regido EPTP (STAUB et al.,
2002).

Pelo fato da Lgil apresentar baixos niveis de expressdo em tumores de células
gliais (gliomas), pensava-se que ela atuaria como um supressor de tumor, porém essa
conclusdo ja foi descartada (PIEPOLI et al., 2006). Sua funcdo permanece obscura, mas
Senechal et al. (2005) mostraram que a Lgil é uma proteina secretada, e propdem que ela
seja um importante fator para o desenvolvimento cerebral. No entanto, mutacdes no gene
LGI1 foram identificadas como sendo uma causa da Epilepsia Autossdmica Dominante
com Caracteristicas Auditivas (ADLTE), caracterizada como uma condi¢do com idade
média de inicio entre a adolescéncia, apresentando crises focais auditivas com
generalizacdo secundaria, sem presenca de anormalidades estruturais cerebrais e de
evolucdo benigna (MICHELUCCI et al., 2003).

Chabrol et al. (2007) identificaram uma mutacdo missense L232P, na segunda
regido EPTP da Lgil, em uma familia com ADLTE e analisaram 0s mecanismos dessa e da
mutacdo E383A, previamente reportada, em células PC12 semelhantes a neurdnios. No
lisado celular, os niveis de Lgil-L232P, Lgil-E383A e Lgil normal foram semelhantes,
indicando que as mutacdes ndo alteraram a expressdo da proteina. Todavia, somente Lgil
normal foi detectada no meio de cultura, demonstrando que as mutagOes reduziram
notavelmente a estabilidade ou secre¢do da Lgil. Striano et al. (2008) chegaram a mesma
conclusédo ao estudarem a mutacgdo 1122K, utilizando células HEK293. A primeira mutagao
LGI1 que néo afeta a secrecdo da Lgil foi descoberta por Striano et al. (2011), R407C ndo
induziu grandes arranjos estruturais, mas poderia desestabilizar a interacdo com outras
proteinas-alvo.

Schulte et al. (2006) mostraram que a proteina Lgil esta associada ao K,1.1,

juntamente com K,1.4 e K1, formando o complexo do canal de K" do tipo A nos
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terminais axonicos; e que a Lgil seletivamente previne a inibi¢do do K,1.1 pela
subunidade K,B1. Esses pesquisadores concluiram que mutagdes no gene LGI1 tornaram a
proteina incapaz de inibir a atividade da K1, o que resultou em canais com uma cinética
de inativacdo mais rapida. Sirerol-Piquer et al. (2006) evidenciaram que o principal efeito
dessas mutacgdes é a retencdo da Lgil no reticulo endoplasmaético, impedindo-a de entrar no
complexo de Golgi e na via secretéria. Portanto, outra explicagdo plausivel para os achados
de Schulte et al. (2006) é de que somente 0s canais sem a proteina Lgil conseguem
alcancar a superficie celular, ja que o complexo contendo a Lgil estaria retido no reticulo
endoplasmatico (SIREROL-PIQUER et al., 2006). No terminal pré-sinaptico, a Lgil
mutante falha em prevenir a rapida inativacdo do K,1.1, o resultado € a despolarizacdo da
membrana do neurdnio e o influxo de fons Ca®* através de canais sensiveis a voltagem. O
grande influxo de Ca** provoca uma macica liberacdo de vesiculas contendo glutamato,
gerando a hiperexcitabilidade associada a ADTLE (CALEO, 2009).

7.2.3 Kcal.1 (gene KCNMAL — cromossomo 10g22.3)

Canais de K* ativados pelo Ca®* (também conhecidos como canais BK, IK e SK)
sao tetrameros de subunidades a associadas a subunidades auxiliares . Cada subunidade o
contém sete dominios transmembrena (S0-S6), onde o0 S4 é o sensor de voltagem e o0 SO
além de colocar o N-terminal para o meio extracelular, contribui para as interacbes com as
subunidades B. O grande C-terminal possui quatro dominios hidrofébicos (S7-S10) e dois
dominios de ligacdo ao Ca*": 0 dominio RCK (também sensivel ao Mg*) e o “Ca®* bowl!”
(LATORRE; BRAUCHI, 2006). Essas caracteristicas fazem com que o0os Kc, sejam
detectores de despolarizacdes e do aumento da concentragdo do Ca*, exercendo a fungéo
especializada de regular a excitabilidade em resposta & ativagdo de canais de Ca?* sensiveis
a voltagem (PETRIK; CHEN; BRENNER, 2009). As subunidades P possuem dois
segmentos transmembrana e N-terminal e C-terminal intracelulares. Até hoje foram
identificadas quatro isoformas (B1-p4), onde P2 e B3 sdo expressas principalmente no
cerebro (ORIO et al., 2002).

Em pacientes portadores de uma sindrome que associa Epilepsia Generalizada e
Discinesia Paroxistica (GEPD) foi identificada uma mutacdo missense (D434G) no Kc,l.1,

produto do gene KCNMAL. Essa mutacdo aumentou a sensibilidade do canal ao ca*,
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produzindo uma maior corrente de potédssio (DU et al., 2005). Yang et al. (2010)
investigaram por qual mecanismo a mutacdo alterou a ativagdo sensivel ao Ca** para
resultar em ganho de funcdo do canal. Para isso, utilizaram canais BK de ratos com a
mutacdo D369G, que equivale a mutacdo D434G nos canais humanos, expressos em
oécitos de Xenopus. Tanto a mutacdo D369G quanto o sitio de ligacdo ao Ca?*, que é o
residuo D367, localizam-se dentro de uma regido chamada AC no dominio RCK; e os
resultados mostraram que a mutacdo provocou uma mudanc¢a dindmica e conformacional
nessa regido, tornando-a mais rigida, o que levou os pesquisadores a conclusdo de que uma
regido AC menos flexivel pode ser mais efetiva na combinacéo da ligacdo ao Ca®* para a
ativagdo do canal (YANG et al., 2010). Du et al. (2005) propuseram que 0 aumento da
atividade do Kc,l1.1 induz uma repolarizacdo mais rapida do potencial de membrana apds
0s potenciais de acdo, permitindo que os neurbnios disparem em um ritmo mais rapido,

levando ao aumento da excitabilidade que resulta em GEPD.

7.3 Canais de Ca®* sensiveis & voltagem (Ca,)

Em vérios tipos celulares, os Ca, medeiam o influxo de Ca’* frente &
despolarizacdo da membrana e esse ion passa a atuar como um segundo mensageiro,
participando de eventos intracelulares como contracdo, secrecdo, liberacdo de
neurotransmissores e expressao génica (CATTERALL, 2000).

A subunidade o, formadora do poro dos Ca, € estruturalmente similar a subunidade
a dos Nay, possuindo quatro dominios homdlogos (DI-DIV), cada qual com seis segmentos
transmembrana (S1-S6), alca do poro entre S5 e S6 e N-terminal e C-terminal
intracelulares. Em adicdo, esta subunidade esta associada as subunidades auxiliares 3, 020 ¢
v (CATTERALL, 2000). A identificagdo numérica dos Ca, € baseada na subfamilia dos
genes (1-3) que codificam as subunidades o;. De acordo com essa nomenclatura, canais
Ca/l (Ca,1.1-Ca,1.4) medeiam correntes de Ca** do tipo L; os Ca,2 (Ca,2.1-Ca,2.3)
medeiam correntes dos tipos P/Q, N e R, respectivamente; e os Ca,3 (Ca,3.1-Ca,3.3) sédo
responsaveis por correntes do tipo T (CATTERALL et al., 2005). O Ca,1.1 é encontrado
nas células musculares esqueléticas e € 0 unico que se associa a subunidade y; todos os
demais canais sdo encontrados nos neur6nios e associam-se as subunidades B e 0,0, com

excecdo dos Ca,3 que sdo mondmeros de subunidades as. Os canais de Ca®* ainda podem



SILVA, A.S. (2013) 5

ser classificados, de acordo com suas propriedades biofisicas, em canais ativados por alta
voltagem (Ca,1 e Ca,2) e ativados por baixa voltagem (Ca,3) (ADAMS; SNUTCH, 2007).

Figura 7 — Estrutura dos canais de Ca®* sensiveis & voltagem.

COOH

COOH

Fonte: Adaptado de VACHER et al., 2008.

As subunidades B (Ca,1-Ca,p4) sdo proteinas intracelulares, formadas por um
dominio SH3, um dominio GK e um dominio de interagdo com a subunidade o (AID),
exercendo funcBes de regulacdo da expressdo e da dependéncia a voltagem do canal
(BURAEI YANG, 2010). O peptideo 6 esta ligado a membrana através de uma ponte de
glicosil-fosfatidilinositol e ancora a grande subunidade ay, que € uma proteina extracelular,
por uma ligacdo de dissulfeto (DAVIES et al., 2007). Subunidades Cay020 (0281-0,64)
aumentam a corrente de Ca** por promover o trafego de Ca,o; para a membrana plasmatica
(CANTT et al., 2005). Existem oito subunidades y (y1-y8) que se associam aos Ca,l1.1,
todas com quatro segmentos transmembranares, N-terminal e C-terminal intracelulares,
promovendo a diminuicdo da corrente de Ca®* por causarem um desvio hiperpolarizante na
inativacdo sensivel a voltagem (BLACK, 2003).

A explosdo de potenciais de agdo no sistema talamo-cortical é evocada pela
ativacdo de canais Ca,3 e € pensado que eles também d&o origem as descargas do tipo
espicula e onda, caracteristico das crises de auséncia (AVOLI; CURTIS, 2011).
Recentemente, mutagdes pontuais nesses canais de Ca** foram identificadas em pacientes
com epilepsia, fornecendo ferramentas que podem ser uteis na elucidacéo do envolvimento

desses canais na fisiopatologia da doenca. Entretanto, por essa desordem ser poligénica,
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mutacfes em um (nico gene, tal qual o CACNA1H, pode nem sempre contribuir
substancialmente para a fisiopatologia da epilepsia (ADAMS; SNUTCH, 2007).

7.3.1 Ca,2.1 (gene CACNA1A — cromossomo 19p13.2-p13.1)

Alguns modelos de animais relacionam mutagdes na subunidade a; dos Ca,2.1 com
atividade epiléptica, mas em humanos poucas mutacfes foram identificadas, ja que sao
principalmente associadas a Enxaqueca Hemiplégica Familiar e & Ataxia Episodica
(PIETROBON, 2010). Em um garoto de 11 anos com um quadro de epilepsia generalizada,
ataxia episddica e progressiva e déficit de aprendizagem foi identificada uma mutacao
nonsense (R1820X) no Ca,2.1 que resultou em perda da regido C-terminal e da atividade
do canal (JOUVENCEAU, 2001). O primeiro caso familiar de epilepsia de auséncia
associada a uma mutagdo no CACNALA foi identificado por Imbrici et al. (2004). Os
pesquisadores encontraram a mutacdo missense E147K afetando o segmento S2 do DI e
estudaram-na expressando-a, juntamente com as subunidades 0,61 e B4, em odcitos de
Xenopus. Os resultados eletrofisiolégicos mostraram que a mutacdo E147K causou uma
reducdo sutil na atividade do canal, em comparacdo com a mutacdo R1820X, mas 0s
autores sugerem que esse comprometimento pode ter um papel central no desenvolvimento

das crises.

7.3.2 Ca,3.2 (gene CACNA1H - cromossomo 16p13.3)

Variagdes genéticas no CACNA1H tém sido associadas a Epilepsia de Auséncia da
Infancia (CAE), Epilepsia de Auséncia Juvenil (JAE), Epilepsia Mioclénica Juvenil (JME)
e Epilepsia Astatica Mioclonica (MAE), mas ndo séo suficientes para causar as sindromes
(HERON et al., 2007). MutagcOes missense, anteriormente identificadas em pacientes com
CAE, foram analisadas por Khosravani et al. (2004) utilizando células HEK293
transfectadas com canais Ca,3.2. As mutacOes F161L e E282K resultaram em um desvio
hiperpolarizante na ativacdo sensivel a voltagem, enquanto que a V831M causou um
desvio despolarizante na inativacdo sensivel a voltagem. Em neurbnios, esse

comportamento poderia gerar um maior influxo de Ca®* pela abertura do canal em
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potenciais de membrana mais hiperpolarizados, resultando em oscilagdes do circuito
tdlamo-cortical e na propensao para as crises nos pacientes com CAE (KHOSRAVANI et
al., 2004).

Analisando diversas mutacdes, Vitko et al. (2005) chegaram a concluséo de que as
variacgoes individuais no gene CACNA1H produzem efeitos leves na atividade do canal e,
portanto, sugerem que o CACNA1H seja considerado um gene de susceptibilidade que
contribui para o desenvolvimento de desordens poligénicas caracterizadas por disritmia

talamo-cortical.

7.4 Canais de CI sensiveis a voltagem

Trés familias bem estabelecidas de genes que codificam canais de CI* sdo
conhecidas: a familia do regulador de condutancia transmembrana da fibrose cistica
(CFTR), a familia dos canais de CI" sensiveis a ligantes e a familia CIC, que engloba os
canais sensiveis a voltagem (JENTSCH et al.,, 2002). Nos mamiferos, existem nove
proteinas CIC (CIC-1-CIC-7, CIC-Ka e CIC-Kb) que constituem uma familia de
transportadores e atuam como canais de CI” na membrana plasmatica ou trocadores de CI’
/H", localizados principalmente em compartimentos intracelulares como endossomos,
lisossomos ou vesiculas sinapticas (DUTZLER, 2006; JENTSCH, 2007). Sdo amplamente
distribuidas e participam de processos como controle do potencial de repouso da
membrana, transporte de ions através dos epitélios e acidificacdo de organelas
intracelulares (DUTZLER, 2006). Muitos, mas ndo todos, sdo sensiveis a voltagem.
Adicionalmente, podem ser modulados por anions e pelo Ph (JENTSCH et al., 2002).

Todas as proteinas CIC sdo formadas por duas subunidades idénticas, cada uma
com seu préprio poro e apresentando um dominio transmembrana e um dominio
regulatorio citoplasmatico. Cada subunidade possui 18 a-hélices, sendo 17 delas
transmembrana, e N-terminal e C-terminal intracelulares (DUTZLER et al., 2002). Este
ultimo possui dois subdominios da familia da cistationina -sintase (CBS1 e CBS2), que
possivelmente desempenham fungdes regulatdrias, mas a sua relevancia ainda precisa ser
identificada (ESTEVEZ et al., 2004).
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Figura 8 — Estrutura das proteinas CIC.
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7.4.1 CIC-2 (gene CLCN2 — cromossomo 3g27.1)

Os canais CIC-2 sdo expressos em muitos tecidos. No cérebro, eles sdo encontrados
nas células piramidais hipocampais e nas células da glia (SIK; SMITH; FREUND, 2000).
Sdo ativados pelo aumento do volume celular, pela acidificacdo do pH extracelular e por
hiperpolarizacdo da membrana. Sendo assim, as correntes de ClI" sdo aumentadas pelo
acumulo desse ion no meio intracelular. Como os CIC-2 sdo expressos nos neurénios, €
pensado que eles contribuem para o estabelecimento da baixa concentracdo intraneuronal
de CI', um pré-requisito para a resposta inibitoria do GABA. Devido o receptor do GABA
ser um canal de CI" sensivel a ligantes, o gradiente eletroquimico de CI através da
membrana plasmatica determina se 0 GABA despolariza (com alta concentracdo de cloreto
intracelular - [CI];) ou hiperpolariza (com baixa [CI]j) a membrana pds-sinaptica
(STALEY, 1994). De acordo com esse raciocinio, mutacdes que diminuam a atividade do
CIC-2 podem resultar em aumento da excitabilidade em certos neur6nios.

Haug et al. (2003) identificaram trés mutacdes no gene CLCN2 em trés familias
com diferentes formas de epilepsia generalizada: um codon de terminacéo prematuro, uma
mutacdo frameshift (que resultou em delecdo de 44 aminoacidos) e uma mutagdo missense
(G715E). Os pesquisadores estudaram as complicac¢Oes funcionais das mutacdes utilizando
células HEK?293 transfectadas e os resultados mostraram que as duas primeiras mutacoes
resultaram em perda de fungdo do canal, que seria responsavel pela diminuicdo do
gradiente transmembranar de CI" e comprometimento da inibicio GABAérgica. J& a

mutacdo G715E, surpreendentemente, aumentou a atividade do canal, levando & concluséo
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de que ambos, ganho e perda de funcdo do CIC-2, podem causar epilepsia (HAUG et al.,
2003). Entretanto, mesmo o knockout do CIC-2 em ratos ndo resultou em epilepsia, fato
que pde em duvida as evidéncias de que as mutacdes no CLCN2 sdo epileptogénicas
(BLANZ et al., 2007).

7.5 Canais de CI sensiveis a ligantes: receptores do acido y-aminobutirico do tipo A

Os receptores GABAA sdo canais ibnicos permeaveis ao Cl, e fazem parte da
superfamilia dos receptores pentaméricos cis-loop (que também inclui os receptores
nicotinicos da acetilcolina, os receptores da glicina, os receptores ionotropicos 5-HT3 e 0s
canais ionicos ativados pelo Zn?*). Sdo formados por pentameros de diferentes
subunidades (al-a6, B1-B3, y1-y3, 3, €, m, 0 ¢ pl-p3), que apresentam 30% de homologia
na estrutura proteica primaria, mas ainda mais similaridade nas estruturas secundaria e
terciaria (OLSEN; SIEGHART, 2008). A maioria dos receptores GABAa contém duas
subunidades al, duas subunidades 2 e uma subunidade y2 (SIEGHART et al., 1999).

Cada subunidade possui um longo N-terminal extracelular, quatro segmentos
transmembrana (M1-M4), onde o segmento M2 esta envolvido na estrutura do poro e na
seletividade ao ion, e um C-terminal relativamente curto, também extracelular (OLSEN;
SIEGHART, 2008; KERAMIDAS et al., 2004). Os dominios extracelulares formam os
sitios de ligacdo de agonistas, como o GABA e o muscimol, e antagonistas, como a
bicuculina. O canal ainda é modulado positivamente pelos barbitdricos, etanol,
neuroesterdides e benzodiazepinicos, que potencializam a abertura do canal pelo GABA
(JOHNSTON, 2005; HOSIE; WILKINS; SMART, 2007).

Pelo fato dos receptores GABAA serem 0s principais mediadores da transmissao
sindptica inibitdria do SNC e equilibrarem a tendéncia dos circuitos neuronais excitatorios
induzirem CE, mutagdes em suas subunidades s@o responsaveis por varias sindromes
epilépticas (MACDONALD; KANG; GALLAGHER, 2010).
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Figura 9 — Estrutura do receptor GABAA.
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7.5.1 Subunidade a1 (gene GABRA1 — cromossomo 5g34-q35)

Em individuos portadores de Epilepsia Miocldnica Juvenil (JME) de uma familia
canadense foi encontrada uma mutagdo missense (A322D) no gene GABRAL, que
substituiu um residuo de alanina por aspartato no segmento M3 da subunidade al do
receptor GABAAa. Células HEK293 expressando o receptor mutado (ol az22pp2y2) exibiram
uma diminuicdo na corrente de CI', indicando que as crises podem surgir através da perda
de funcdo do receptor (COSSETTE et al., 2002). Outros pesquisadores mostraram que a
mesma mutacdo reduziu a expressdo celular da subunidade al por causar sua rapida
degradacdo associada ao reticulo endoplasmatico (ERAD) através do sistema ubiquitina-
proteassoma (GALLAGHER et al., 2007), e ainda diminuiu a expressao de receptores
normais (alf2y2 e a3P2y2) pela associagdo da subunidade alaszzep COM outras
subunidades, prevenindo seu trafego para a superficie (DING et al., 2010).

Maljevic et al. (2006) identificaram em um paciente com Epilepsia de Auséncia da
Infancia (CAE) a mutagdo frameshift S326fs328X no gene GABRAL, que causou a
delecdo de um Unico par de base no codon do residuo S326 criando um cédon de
terminacdo no local do residuo L328. Os experimentos evidenciaram uma completa perda
de funcdo e ndo integracdo do receptor a membrana celular, sugerindo que a proteina
mutada é provavelmente degradada (MALJEVIC et al., 2006). Compartilhando esse
pensamento, Kang et al. (2009) mostraram que dois mecanismos estdo envolvidos no

processo da diminuicdo da expressdo do receptor: a degradacdo do mRNA através do
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mecanismo de decaimento de mRNA mediado por mutagcdes nonsense (NMD), assim
prevenindo ou diminuindo a expressédo da subunidade mutada; e a ativacdo da ERAD pelas

proteinas defeituosas que escaparam do NMD.

7.5.2 Subunidade y2 (gene GABRG2 — cromossomo 5g31.1-g33.1)

Uma mutacdo missense (R43Q) na subunidade y2 foi identificada em uma familia
com CAE e crises febris (WALLACE et al., 2001). Utilizando células HEK293
transfectadas, Bianchi et al. (2002) reportaram que a mutacdo R43Q diminuiu
substancialmente a amplitude da corrente de CI°, embora sem causar comprometimento na
condutancia ou no tempo de abertura do canal, sugerindo reducdo da expressao do receptor
na superficie celular. Kang e Macdonald (2004) confirmaram que os receptores ol 2y2ra3q
tiveram sua expressao reduzida devido a retencdo nos compartimentos intracelulares,
incluindo o reticulo endoplasmatico. Essa reducdo resultaria em uma corrente inibitéria
GABAérgica diminuida in vivo e no consequente aumento na excitabilidade neuronal e
epilepsia.

Baulac et al. (2001) identificaram em uma familia francesa portadora de GEFS+,
também no gene GABRG2, a mutacdo K289M, que afeta um residuo de lisina da alca
extracelular entre os segmentos M2 e M3 da subunidade y2. A andlise funcional do
receptor mutado em odcitos de Xenopus confirmou a diminuicdo na amplitude da corrente
do canal. Os experimentos de Bianchi et al.(2002), contudo, ndo mostraram diferencas de
corrente entre os receptores normais e mutados, associando a ndo conformidade dos
resultados ao sistema de expressdo (oocitos versus células HEK293). Entretanto, os
resultados obtidos foram compativeis com a diminuicdo da inibicdo neuronal: uma taxa de
desativagdo mais rapida, pois os receptores y2kzgom tiveram um tempo médio de abertura
mais curto.

Mutacdes nonsense na subunidade y2 também estdo associadas a GEFS+. Harkin
et al. (2002) descreveram os efeitos da mutacdo Q351X, que gera uma proteina truncada,
utilizando odcitos de Xenopus. Os estudos evidenciaram que 0s receptores ndo eram mais
responsivos ao GABA e eram degradados no reticulo endoplasmatico. Kang et al. (2009)
acrescentaram que a subunidade y2q3s1x ainda exerce um efeito negativo sobre a expresséo

dos receptores normais devido a sua agregacdo com as subunidades al, B2 e y2 para
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formar oligbmeros que ficam presos no reticulo endoplasmatico. O resultado seria o
comprometimento da montagem e do trafego dos receptores alP2y2 para a superficie

celular e reducéo na corrente do canal.

7.5.3 Subunidade B3 (gene GABRB3 — cromossomo 15q11.2-q12)

Tanaka et al. (2008) identificaram trés mutacGes missense no gene GABRB3, que
codifica a subunidade B3 do receptor GABAA, em pacientes com CAE oriundos da
América Central. P11S, S15F e G32R acometem o N-terminal extracelular do polipeptidio,
um dominio importante para a ligacdo do GABA e de moduladores alostéricos. Ambas as
mutacdes diminuiram a amplitude da corrente de CI" e aumentaram a N-glicosilacdo do
dominio extracelular (TANAKA et al., 2008), o que poderia afetar o processamento e
posterior montagem dos receptores (BULLER et al., 1994). Os autores sugerem que 0
aumento na N-glicosilacdo afetaria a maturacdo e o trafego dos receptores do reticulo
endoplasmatico a membrana plasmatica, resultando na reducdo da corrente do canal e
surgimento das crises de auséncia.

Em estudo mais recente, a mutacdo G32R foi responsavel pelo aumento da
expressao da subunidade B3 e diminui¢do da expressao da subunidade y2, sugerindo uma
substituicdo parcial de receptores alB3y2 por receptores alB3 e homopentdmeros de
subunidades 3. Além disso, receptores alB3g32ry2 apresentaram um tempo médio de
abertura mais curto, indicando que a mutagcdo diminuiria a corrente do canal por alterar
tanto a expressdo dos receptores na superficie celular, quanto a cinética do canal (GURBA
etal., 2012).

7.6 Canais de cations sensiveis a ligantes: receptores nicotinicos da acetilcolina

Os receptores nicotinicos ionotrépicos da acetilcolina (NAChR) sdo pentameros
permeéveis a cations (Na*, K* e Ca?") envolvidos na transmissdo sinaptica excitatoria,
também pertencentes a superfamilia dos receptores cis-loop, e podem ser divididos em dois
grupos: os receptores musculares, encontrados nas jun¢ées neuromusculares esqueléticas e

formados pelas subunidades al, B1, y, 6 ou €; e os receptores neuronais, encontrados em
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todo o sistema nervoso, mas também em tecidos ndo neuronais, e formados apenas por
subunidades a (a2-a10) e B (B2-p4) (KALAMIDA et al., 2007). Por sua vez, os receptores
neuronais dividem-se em duas subfamilias: os receptores sensiveis a a-bungarotoxina
(aBgtx) e os insensiveis a aBgtx. Os sensiveis podem ser homopentameros (a7, a8 e a9)
ou heteropentdmeros (a7a8 e a9al0), enquanto que os insensiveis sdo somente
heteropentameros (02-a6 e 2-f4) (GOTTI; CLEMENTI, 2004).

Todas as subunidades apresentam um grande dominio N-terminal extracelular
contendo sitios de ligacdo para inumeros moduladores (acetilcolina, nicotina, epibatidina,
tubocurarina, a-bungarotoxina, etc.), quatro segmentos transmembranares formadores do
poro (M1-M4), um grande dominio intracelular entre os segmentos M3 e M4 e um curto
dominio C-terminal extracelular (KARLIN, 2002). O interior do poro ¢ composto pelas a-
hélices dos segmentos M2 (MIYAZAWA; FUJIYOSHI; UNWIN, 2003) e é permeavel a
cations monovalentes, mas exibe uma grande permeabilidade a fons Ca®*, que participam
da maioria das funcdes dos nAChR, podendo facilitar a liberacdo de neurotransmissores
quando receptores nicotinicos pré-sinapticos sdo ativados, despolarizacdo da célula pos-
sinptica e atuacdo como segundo mensageiros para iniciar varios processos celulares
(GOTTI; CLEMENTI, 2008; ROLE; BERG, 1996).

Figura 10 — Estrutura dos receptores nicotinicos.

ACh
~C

cooooooocaodocodlonoocioonos
M1 |

Extracellular

{ ‘I.r,"(_‘f s }r'_,'![r
ey
( {(
Ip p"'\ J"?\.)-’I‘

Y ."\ .-I\ /'-. f‘. -
" Intracellular

Fonte: Adaptado de http://www.nature.com/nrn/journal/v3/n2/images.gif. Acesso em 01/04/2013.

Como os nAChR sdo encontrados em areas como o hipocampo, neocortex e tadlamo
e podem influenciar no controle da excitabilidade neuronal, alteragdes funcionais nesses
receptores podem provocar um desequilibrio da excitacdo versus inibicdo, 0 que esta na
origem das CE (RAGGENBASS; BERTRAND, 2002). Efeitos mutagénicos em genes que
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codificam subunidades dos nAChR estdo relacionadas a Epilepsia Autossémica-Dominante
Noturna do Lobo Frontal (ADNFLE), uma sindrome epiléptica rara clinicamente
caracterizada por ataques decorrentes do sono, com vocalizacao bizarra, gemidos, falta de
ar e atividade motora proeminente, como movimentos hipercinéticos, contragdes tonicas e
hiperextensdo for¢cada (MARINI; GUERRINI, 2007; SCHEFFER et al., 1995).

7.6.1 Subunidade 02 (gene CHRNA2 — cromossomo 8p21)

Em uma familia italiana com individuos portadores de uma epilepsia relacionada ao
sono semelhante a ADNFLE foi identificada uma mutacdo missense (I1279N) no gene
CHRNA2, que codifica a subunidade a2 do nAChR. Os estudos eletrofisiologicos em
c¢lulas HEK293 transfectadas evidenciaram que os receptores mutados a2 279np4 ativados
por acetilcolina 0,3 puM evocaram 50% da corrente méxima do canal (ativada por
acetilcolina 100 uM), enquanto que os receptores normais mal atingiram 10% da amplitude
méaxima (ARIDON et al. 2006). Portanto, a mutacdo influenciaria na transicdo do estado
fechado para aberto do nAChR, aumentando a sensibilidade do receptor & acetilcolina.
Como consequéncia, 0s neurdnios responderiam frente a um estimulo colinérgico menor e
gerariam as crises por facilitarem as oscilacbes espontaneas sincronizadas no sistema
talamo-cortical, sugerem os pesquisadores.

No estudo anterior, a subunidade a2 foi testada em conjunto com a subunidade 4,
porém ¢ mais provavel que ela se conecte a subunidade 2 in vivo. Partindo desse ponto,
Hoda et al. (2009) expressaram receptores 0279nf2 em 06citos de Xenopus e analisaram
suas propriedades funcionais. O aumento na sensibilidade a acetilcolina foi reafirmado,
além disso, os receptores mutados apresentaram uma maior sensibilidade a nicotina e uma
reducdo no blogueio causado pela carbamazepina, o farmaco de primeira escolha para
pacientes com ADNFLE.

7.6.2 Subunidade a4 (gene CHRNA4 — cromossomo 20q13.2-q13.3)

Vérias mutacfes missense no gene CHRNA4 foram encontradas em pacientes com

ADNFLE, causando substituicbes de aminoacidos principalmente no segmento M2
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(STEINLEIN et al., 1995; CHO et al., 2003; ROZYCKA et al., 2003; CHEN et al., 2009).
Estudos funcionais em od6citos de Xenopus revelaram que receptores a4f2 carregando as
mutacdes S248F (WEILAND et al., 1996) e S247F (KURYATOV et al., 1997) exibem
uma dessensibilizacdo mais rapida apos ativacdo pela acetilcolina e uma recuperacdo mais
lenta desse estado, em comparagdo com receptores normais. O efeito das mutagdes,
portanto, seria a reducdo da atividade do nAChR que poderia resultar em
hiperexcitabilidade se os receptores mutados fizessem parte do circuito inibitorio, por
exemplo, regulando a liberacdo de GABA na membrana pré-sindptica (KURYATOV et al.,
1997).

7.6.3 Subunidade B2 (gene CHRNB2 — cromossomo 1¢21.3)

Anélises no gene CHRNB2 de pacientes com ADNFLE revelaram mutacfes que
provocam alteracdes na sequéncia primaria da subunidade 2 dos nAChR (DE FUSCO et
al., 2000). Registros eletrofisioldgicos de células HEK293 co-expressando subunidades 04
¢ subunidades 2 carregando a mutagdo V287L mostraram que os receptores mutados
apresentam uma dessensibilizacdo mais lenta frente a ativacao pela nicotina, resultando em
um maior influxo de ions. Nos pacientes com ADNFLE, a mutacdo seria responsavel por
uma ativacdo prolongada dos nAChR diante de um estimulo colinérgico, levando a um
aumento na liberacdo de neurotransmissores ou em hiperexcitabilidade, desencadeando as
crises.

Um estudo com odcitos de Xenopus expressando subunidades f2 com uma mutagio
missense no mesmo residuo de aminoacido (V287M) ndo revelou nenhuma alteracdo na
dessensibilizacdo do receptor, por outro lado, os nAChR mutados apresentaram-se mais
sensiveis a acetilcolina (PHILLIPS et al., 2001), efeito este também causado pela mutagdo
1312M (BERTRAND et al., 2005).



Terapia
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8 TERAPIA ANTIEPILEPTICA

Os farmacos antiepilépticos (FAE) destinam-se principalmente a evitar as CE
enguanto permitem o funcionamento normal do SNC e fornecem um controle satisfatorio a
maioria dos pacientes. Para isso, 0s FAE atuam em varios alvos moleculares modulando a
atividade de canais i0nicos sensiveis a voltagem, aumentando a inibigdo neuronal mediada
pelos receptores GABAA ou diminuindo a excitacdo sinaptica. As modificacdes biofisicas
no comportamento dos canais induzidas pelos FAE sdo frequentemente opostas aos efeitos
gerados pelas mutages associadas as sindromes epilépticas (ROGAWSKI; LOSCHER,
2004).

Apesar do tratamento medicamentoso, cerca de 30% dos pacientes ainda
apresentam crises (FERRIE; SMITHSON; WALKER, 2012; SCHILLER, 2009). A
tolerancia aos FAE continua a ser um grande desafio clinico e € definida pela ILAE como
sendo a falha de tentativas adequadas de dois esquemas terapéuticos bem tolerados,
apropriadamente escolhidos e utilizados (quer como monoterapia ou em combinagdo) em
alcancar o controle pleno das CE (KWAN et al., 2010). Terapias ndo farmacoldgicas como
intervencbes cirurgicas (SPENCER; HUH, 2008), estimulacdo do nervo vago
(MILBY; HALPERN; BALTUCH, 2009) e dieta cetogénica (NEAL et al., 2008) podem
ser Uteis nessas circunstancias.

A seguir, descrevemos 0s mecanismos pelos quais os FAE interagem com 0s canais

ibnicos e outros alvos moleculares para produzirem os seus efeitos terapéuticos.

8.1 Carbamazepina

E um derivado iminodibenzil, estruturalmente similar aos antidepressivos
triciclicos, introduzido no inicio dos anos 60 para o tratamento de varias formas de
epilepsia (AMBROSIO et al., 2002), sendo frequentemente o farmaco de escolha para as
crises focais (GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009). Atua ligando-se aos canais Na, e
diminuindo as correntes de Na, efeito este aumentado em potenciais de membrana mais
despolarizados, limitando, assim, o disparo repetitivo de alta frequéncia. O metabdlito

10,11-epoxicarbamazepina também exibe essa atividade, o que sugere uma contribuicdo
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para a eficacia terapéutica (McLEAN,; MacDONALD, 1986;
WILLOW; GONOI; CATTERALL, 1985).

A carbamazepina ainda exerce efeito indutor sobre vérias subfamilias do citocromo
P450, interagindo com antiepilépticos, tais quais a lacosamida, o fenobarbital, a fenitoina,
o0 valproato de sodio, e outros farmacos que também sdo metabolizados por essas enzimas
hepaticas (TATEISHI et al., 1999).

8.2 Fenitoina

A fenitoina é um dos FAE mais utilizadas, e é eficaz contra crises ténico-clonicas e
focais, porém sem atividade contra crises de auséncia (MATTSON et al., 1985). Atua
diminuindo a taxa de recuperacdo dos Na, do estado inativo. A estabilizacdo do canal na
forma inativa bloqueia o disparo repetitivo e sustentado dos potenciais de acdo de alta

frequéncia, mecanismo responsavel pela sua atividade (MacDONALD; KELLY, 1995).

8.3 Fenobarbital

Os barbituricos, semelhantemente aos benzodiazepinicos, agem acentuando a
inibicdo sinaptica mediada pelo GABA através da ligacdo ao receptor GABAAa
(MacDONALD; ROGERS; TWYMAN, 1989). O fenobarbital aumenta a corrente de CI°
por aumentar a duracdo da abertura do canal, mas sem gerar alteracbes na frequéncia
(TWYMAN; ROGERS; MacDONALD, 1989).

Devido aos seus efeitos sedativos, o fenobarbital vem sendo menos utilizado na
prética clinica. Quando utilizado, como farmaco alternativo, é eficaz na terapia das crises
focais e generalizadas tonico-clonicas (GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009).

8.4 Valproato de sodio

O mecanismo de acdo do valproato permanece incerto. Diminui o disparo repetitivo
de alta frequéncia por inibir os canais de Na* (McLEAN; MacDONALD, 1986), como
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também reduz a corrente de Ca?* nos canais do tipo T (KELLY; GROSS; MacDONALD,
1990). Outro mecanismo proposto envolve o aumento da atividade do &cido glutamico
atividade das suas enzimas degradativas, resultando na potencializacdo da inibigédo
GABAérgica (GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009). Esses efeitos combinados podem
explicar o amplo espectro de agdo do valproato de sodio, sendo utilizado para o tratamento
de crises generalizadas (ténico-clonicas e auséncia) e focais (MATTSON; CRAMER;
COLLINS, 1992).

8.5 Etossuximida

Esse composto bloqueia os canais de Ca*" sensiveis a voltagem de baixo limiar
(Ca,3 ou canais do tipo T). A reducéo da corrente de Ca®* nos neurdnios talamo-corticais,
que estdo relacionados com a descarga oscilatéria ritmica caracteristica das crises de
auséncia, € responsavel pelo uso da etossuximida nesse tipo de crise, com pouco ou
nenhum efeito sobre outros tipos de epilepsia. A inibicdo dos canais de Ca*" é mais
acentuada em potenciais de membrana mais hiperpolarizados (COULTER,;
HUGUENARD; PRINCE, 1989).

8.6 Clonazepam

Os benzodiazepinicos sdo usados primariamente como sedativos/ansioliticos, mas
alguns, como o clonazepam, diazepam, lorazepam e midazolam, possuem atividade
antiepiléptica. Essas substancias tém a habilidade de aumentar a inibigéo sinaptica mediada
pelo GABA, modulando alostericamente o receptor GABAA e aumentando a frequéncia de
abertura do canal de CI, mas ndo a duracdo de abertura (DAVIES, 1995;
TWYMAN; ROGERS; MacDONALD, 1989). Porém, devido aos efeitos adversos
proeminentes, incluindo tontura, ataxia e sonoléncia, ndo sdo farmacos de primeira

escolha.
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O clonazepam, diferentemente dos outros benzodiazepinicos citados, atua
especificamente sobre os receptores GABAa dos neurdnios reticulares talamicos e, por
isso, € utilizado no tratamento das crises de auséncia (GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009).

8.7 Lamotrigina

Interage com os canais de Na* sensiveis a voltagem retardando consideravelmente a
recuperacdo do estado inativo, sem apresentar efeitos significativos na dependéncia a
voltagem da ativac&o ou inativacdo rapida (XIE et al., 1995). E um antiepiléptico de amplo
espectro, possuindo eficacia no tratamento de crises generalizadas e focais. Indicado em
casos de Sindrome de Lennox-Gastaut (MOTTE et al., 1997), epilepsia miocl6nica juvenil
(BUCHANAN, 1996) e até em crises de auséncia (HOLMES et al., 2008).

8.8 Gabapentina

A gabapentina, eficaz no tratamento de crises focais em associacdo a outros FAE
(MORRELL et al., 2000), é um analogo lipofilico do GABA capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica. Mostrou eficacia em varios modelos animais de epilepsia, porém,
surpreendentemente, ndo conseguiu mimetizar a acdo do GABA em seus receptores em
cultura primaria de neurdnios (GOA; SORKIN, 1993).

O seu mecanismo de agdo ¢ atribuido a ligacdo a subunidade 0,6 dos canais Ca,1-2,
com reducdo da corrente ibnica que resultaria na diminuicdo da liberacdo de vesiculas
contendo neurotransmissores de terminacdes excitatorias, mas os detalhes permanecem
incertos (GEE et al., 1996; FINK et al., 2002).

8.9 Tiagabina

A tiagabina inibe o transportador do GABA, seletivamente o GAT-1, diminuindo a

sua captacdo nas fendas sinapticas, e assim, aumenta e prolonga a transmissao inibitéria
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GABAérgica (BORDEN et al., 1994). E utilizada como adjuvante na terapia de crises
focais (SCHMIDT et al., 2000).

8.10 Vigabatrina

Analogo estrutural do GABA que aumenta os niveis de GABA no cérebro e
estimula a sua liberacdo, consequentemente potencializando a transmissdo inibitéria.
Vigabatrina liga-se irreversivelmente e inibe a enzima que metaboliza 0 GABA, a
transaminase do GABA (GABA-T) (JUNG et al., 1977). E indicada como adjuvante no
tratamento de crises focais (DEAN; MOSIER; PENRY, 1999).

8.11 Felbamato

O mecanismo de acdo do felbamato ainda ndo esta totalmente estabelecido, porém
acredita-se que esse composto inibe os receptores do glutamato do tipo NMDA e
potencializa a acdo do GABA em seus receptores. Essa acdo conjunta nos sistemas
excitatério e inibitério pode explicar o seu uso como FAE (RHO; DONEVAN;
ROGAWSKI, 1994). O felbamato ndo gera efeitos adversos inaceitaveis sobre o
comportamento como outros inibidores dos receptores NMDA, entretanto, relatos apés a
sua comercializacdo constataram que ele esteve associado a casos de anemia aplasica fatal
e insuficiéncia hepatica, de modo que, hoje em dia, seu uso estd essencialmente restrito a
pacientes com epilepsia extremamente refrataria (GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009).

8.12 Lacosamida

E um dos mais novos antiepilépticos aprovados para uso. Diferentemente dos
outros farmacos que agem sobre os canais de Na*, a lacosamida desloca o limiar da curva
de inativacdo lenta para a direcdo de potenciais mais hiperpolarizados, promovendo a

entrada dos canais em um estado inativo mais rapidamente, mas sem interagir com a
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inativacdo rapida. O resultado € a reducdo da habilidade dos neurdnios piramidais em
sustentar os disparos de potenciais de acao repetitivos (ERRINGTON et al., 2008).

Estudos clinicos mostram eficécia e segurancga do uso de lacosamida, como terapia
adjuvante, em criancas e adultos, para o tratamento de crises focais
(GAVATHA; IDANNOU; PAPAVASILIOU, 2011).

8.13 Retigabina

Apresenta um mecanismo de ac¢do Unico dentre os FAE, pois promove o0 aumento
das correntes de K'. A retigabina liga-se aos canais de K' sensiveis a voltagem
(especificamente os K,7), ativando-os, por gerar um desvio hiperpolarizante na
dependéncia a voltagem da curva de ativacdo. A corrente de K™ hiperpolariza o potencial
de membrana, conduzindo a uma inibigdo da atividade neuronal (TATULIAN et al., 2001).

Retigabina tem mostrado eficacia e seguranca, em combinacdo com outros FAE, no
tratamento de crises focais (FRENCH et al., 2011; PORTER et al., 2012).



(Perspectivas



SILVA, A.S. (2013) g

9 PERSPECTIVAS PARA A TERAPIA ANTIEPILEPTICA

E not6rio e inquestionavel o beneficio que os FAE utilizados na clinica trazem para
0s que sofrem com os mais diversos tipos de transtornos epilépticos. Como vimos, a
maioria dos farmacos age em canais idnicos para diminuir a excitabilidade neuronal,
enquanto que as mutacdes, geralmente, resultam em um ganho de fungdo nesses mesmos
alvos. Isso prova a importancia dos canais idnicos na epilepsia e suporta a constante busca
por novos genes envolvidos no processo ictogénico que poderdo servir de alvo para o
desenvolvimento de novos FAE (ROGAWSKI; LOSCHER, 2004).

Novas abordagens, no campo da farmacogenética e das células-tronco, tém sido
estudadas a fim de desenvolver outras estratégias de tratamento (LOSCHER et al., 2009;
REID et al., 2010; ROPER; STEINDLER, 2012). Entretanto, dada a incapacidade de cura
dos FAE disponiveis atualmente, o grande desafio para as pesquisas cientificas é a
descoberta de um tratamento capaz de prevenir ou reverter a epileptogénese (BAULAC;
PITKANEN, 2009), beneficiando pessoas com risco conhecido devido a uma
predisposicdo genética, histdrico de lesdo cerebral ou pacientes com curso progressivo de

epilepsia.
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