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Abstract 

Hippocampal sclerosis (HS) is associated to temporal lobe epilepsy (TLE) and cause 

altered expression of neurotransmitter receptors such as metabotropic glutamate receptor 1 

(mGluR1). However, whether its expression level is increased or decreased in temporal 

lobe epilepsy is still controversial. Calcium-sensing receptor (CASR), another receptor 

from the same family of mGluR1, is expressed in hippocampus, but its role in brain is 

unknown. VILIP-1, a neuronal calcium sensing protein (NCS) is expressed predominantly 

in brain and in humans its expression was identified by immunohistochemistry in 

subpopulations of pyramidal neurons in CA1 and CA4 in hippocampus.   Activation of 

mGluR1 is suggested that may regulates VILIP-1 expression during hippocampal plasticity. 

However, there are no studies associating VILIP-1 and hippocampal sclerosis. We 

hypothesized that not only mGluR1 but also VILIP and CASR is involved in hippocampal 

sclerosis in TLE patients. The objective of this study was to analyze the pattern of 

expression of VILIP-1, CASR and mGluR1 in hippocampal tissues from patients with TLE 

who underwent amygdalohippocampectomy. Our results demonstrated the presence of 

hippocampal sclerosis in hippocampal tissues in patients with TLE with reduction in the 

number of neurons in CA1 and gliosis. By the expression analysis of the transcripts of 

VILIP-1, CASR and mGluR1 in total hippocampus using real time PCR, we did not find 

differences on mRNAS expression of patients compared with controls. However, when we 

compared the protein expression from hippocampi from patients with controls, by 

immunohistochemistry, we not only found an important reduction on neuron cell number in 

patients, but also an important reduction on positively stained neurons for VILIP-1, CASR 
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and mGluR1, suggesting that not only mGluR1, but also CASR and VILIP1 are associated 

to HS in patients with TLE. 
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Resumo 

A esclerose hipocampal está associada à epilepsia de lobo temporal medial (ELT) e 

causa expressão alterada de receptores tais como o Receptor Metabotrópico de Glutamato 

(mGluR1). Contudo, ainda há controvérsias se sua expressão está aumentada ou diminuída 

em ELT. O Receptor Sensor de Cálcio (CASR), outro receptor da mesma família do 

mGluR1, é expresso em hipocampo, mas seu papel no cérebro ainda é desconhecido. 

VILIP-1 é uma proteína sensora de cálcio neuronal (NCS)  expressa predominantemente no 

cérebro e em humanos e sua expressão foi mapeada por imunoistoquímica na subpopulação 

de neurônios piramidais em CA1 e CA4 de hipocampo. Sugere-se também que a ativação 

de mGluR possa regular a expressão de VILIP-1 durante a plasticidade hipocampal. No 

entanto, não há estudos associando VILIP-1 e esclerose hipocampal. Nós hipotetizamos que 

além do mGluR1, o CASR e o VILIP-1 estão associados a esclerose hipocampal em ELT. 

O objetivo deste trabalho foi analisar o padrão de expressão de VILIP-1, CASR e mGluR1, 

em hipocampo de pacientes com ELT submetidos a amigdalohipocampectomia. Nossos 

resultados demonstraram a presença de EH nos tecidos hipocampais de pacientes com ELT 

com redução no número de neurônios em CA1 e presença de intensa gliose. Pela análise da 

expressão dos transcritos VILIP-1, CASR e mGluR1 em hipocampo total  utilizando PCR 

em tempo real não encontramos diferença na expressão dos RNAs mensageiros dos 

pacientes quando comparado com os controles. Entretanto, quando comparamos a 

expressão protéica em hipocampo de pacientes e controles, utilizando o método de 

imunoistoquímica, encontramos não somente redução significativa no número de neurônios 

presentes em CA1 de pacientes, mas também redução importante nos neurônios 

positivamente marcados para VILIP-1, CASR e mGluR1. Estes achados sugerem que não 
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apenas mGluR1, mas também CASR e VILIP-1, estão associados à EH em pacientes com 

ELT.  
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Introdução 

Epilepsia e Esclerose Hipocampal 

Epilepsia é uma desordem neurológica caracterizada por crises recorrentes, que são 

reações físicas repentinas, geralmente rápidas, causadas por descargas elétricas excessivas 

em um grupo de células no cérebro. Essas crises são sincronizadas e geralmente, não 

provocadas [1]. Um dos tipos mais comuns é a epilepsia de lobo temporal medial (ELT), 

representada por crises parciais complexas, originadas no lobo temporal que surgem em 

estruturas mediais tais como hipocampo [2, 3].  Segundo a Associação Brasileira de 

Epilepsia (www.epilepsiabrasil.org.br) crises parciais complexas são definidas como 

“crises que podem se iniciar como um aviso. O aviso pode ser uma sensação de sonho, de 

medo, opressão no estômago que sobe para a garganta, alucinações (ouvir sons, sentir 

cheiros e gostos estranhos) e outras que o paciente é incapaz de descrever com precisão. A 

essas sensações seguem-se perda de contato com o ambiente, aumento da salivação, 

movimentos de mastigação, de marcha, e/ou movimentos com as mãos. Após a crise o 

individuo volta progressivamente a ter contato com o meio”. 

Com o tempo, observaram-se mudanças patológicas em indivíduos com ELT, sendo 

mais comum a esclerose hipocampal [4], diagnosticada através de imagens de ressonância 

magnética, caracterizada por atrofia hipocampal, formato anormal, perda de estrutura 

interna e de sinal hiperintenso T2 [5, 6]. Histologicamente, esclerose hipocampal está 

associada à perda neuronal, gliose e reorganização sináptica [7, 8]. 

Segundo a ILAE (International League against Epilepsy) existem alguns critérios 

mínimos para o diagnóstico de epilepsia de lobo temporal medial com esclerose 

hipocampal: perda neuronal e gliose em CA1 e endofolium; reorganização sináptica não 
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limitada às fibras musgosas e camada supragranular do giro denteado, dispersão das células 

granulosas e corpo das células granulares estendidos [9]. 

O tratamento clínico de ELT é feito utilizando drogas antiepilepticas, cujo principal 

alvo são as sinapses, incluindo aumento da transmissão inibitória do neurotransmissor ácido 

gama-aminobutírico, diminuição da transmissão excitatória do neurotransmissor excitatório 

glutamato ou por interferência com vias de sinalização intracelular desses 

neurotransmissores [10]. Contudo, a resistência ao tratamento farmacológico é um 

problema clínico crucial em pacientes com ELT e a cirurgia de amígdalo-hipocampectomia 

seletiva, que consiste na retirada de parte do hipocampo, representa, em muitos casos, uma 

estratégia terapêutica. Estudos de material obtido de cirurgias de pacientes com ELT 

intratável revelaram que remoção da formação hipocampal danificada pode reduzir ou 

mesmo abolir as crises [11]. Acredita-se que a perda neuronal e esclerose hipocampal em 

ELT estejam associadas à excitotoxidade provocada pelo glutamato [25]. O glutamato é o 

principal neurotransmissor excitatório do sistema nervoso central e é essencial na regulação 

das funções cerebrais e desenvolvimento neural [25]. Sua ação é possível através da 

ativação de dois tipos distintos de receptores: receptores ionotrópicos de glutamato 

(iGluRs) e metabotrópicos (mGluRs). Os iGluRs são proteínas que controlam os canais 

dependentes de cátion relacionados à respostas excitatórias rápidas ao glutamato e são 

divididos em AMPA (2-amino-3-(5-methyl-3-oxo-1,2- oxazol-4-yl)propanoic acid)/kainato 

e receptores NMDA (N-methyl D-aspartate). Ao contrário, os mGluRs se relacionam com 

respostas mais lentas e se acoplam a uma variada cascata de segundos mensageiros via 

proteína G heterodimérica [25]. 

 



 18

Receptores que Acoplam a Proteína G 

           A maioria da transdução de sinais em resposta a hormônios, neurotransmissores, 

peptídeos, fatores de crescimento e odores assim como sinais físicos tais como a luz, são 

mediados por receptores transmembrana que acoplam a proteína G (GPCR- G-protein-

coupled receptors) [12, 13].  

Apesar da diversidade de ligantes receptores, a estrutura global de um GPCR é 

semelhante entre os receptores e consiste em 7 domínios transmembrana (TMs) α-hélices 

com 3 alças extracelulares e 3 alças intracelulares, uma porção extracelular N-terminal 

extracelular e uma porção C-terminal citoplasmática (Figura 1) [13-15]. 
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Meio Intracelular

Meio Extracelular

Meio IntracelularMeio Intracelular

Meio Extracelular

 

Figura 1- Característica estrutural de uma GPCR (adaptado de  

http://www.gpcr.org/7tm/articles/JMM/Figures.html). 

 

Um complexo GPCR inclui o receptor, uma proteína G heterodimérica composta de 

uma subunidade α ligada a uma guanosina difostato (GDP) e das subunidades β e γ, um 

efetor e uma proteína reguladora da sinalização de proteínas G (RGS- regulator G proteins) 

[16-19]. As subunidades β e γ formam um complexo indissociável e representam uma 

unidade funcional. No estado basal, o complexo βγ, assim como a guanosina difostato 

(GDP) ligado à subunidade α estão associados. Quando ativados por agonistas, os GPCRs 

passam por uma mudança conformacional e interagem com o heterodímero da proteína G. 

Essa interação resulta na dissociação de GDP da subunidade α que é então substituído por 

GTP. A ligação do GTP à subunidade α induz uma mudança conformacional, que leva a 
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dissociação de subunidade α do complexo βγ. O GTP ligado à subunidade α, assim como o 

complexo βγ são agora capazes de interagir com a proteína efetora e regular suas funções. 

As subunidades ativadas afetam suas moléculas alvo até a atividade GTPase intrínseca de 

Gα  hidrolisar o GTP para inativar o Gα e causar sua reassociação com  βγ, dessa forma, 

completando o ciclo. A ativação de efetores por α leva à amplificação do estimulo 

extracelular e a ativação ou inibição de moléculas de sinalização dependendo da natureza 

da proteína G: Gs estimula produção de adenilato ciclase, Gi inibe a produção de adenilato 

ciclase e Gq .ativa fosfolipase C (PLCβ) [20, 21]. O estimulo termina com a remoção do 

agonista [22, 23].  

Baseado em diferenças estruturais, os GPCRs nos mamíferos são agrupados em três 

famílias principais: família A (ou Classe 1) em que estão os receptores semelhantes à 

rodopsina; família B (ou de Classe 2) em que estão os receptores semelhantes ao glucagon 

ou secretina; família C (ou de Classe 3) ao qual pertencem os receptores semelhantes aos 

receptores metabotrópicos de glutamato que incluem o receptor sensor de cálcio, receptores 

gustativos, receptores GABAb, entre outros [24]. 

Receptores Metabotrópicos de Glutamato 

Os mGluRs transmitem baixa ativação neural em mudanças de longa duração na 

atividade sináptica. Como conseqüência, sinalização de mGluR tem um papel importante 

na plasticidade sináptica (memória e aprendizagem, por exemplo) [27].  

Após ser estimulado pelo ligante (glutamato), o receptor se desacopla de sua 

proteína G heterodimérica, é internalizado (endocitose) por compartimentos da membrana 

celular e diminui sua ação (down regulation). Tais acontecimentos permitem a 

dessensibilização do receptor para regulação de sua atividade, uma vez que a super 
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estimulação envolve excitotoxicidade levando à morte de células neuronais associado com 

isquemia aguda do cérebro e neurotrauma [28,31]. 

Pertencentes ao grupo 3 dos receptores que acoplam a proteína G, os receptores 

metabotrópicos de glutamato (mGluRs) possuem relação com diferentes aspectos de 

fisiologia e patologia no sistema nervoso central (CNS) [32]. Os mGluRs  possuem ao 

menos 8 receptores diferentes. Tais receptores têm sido classificados em 3 principais 

subgrupos e são divididos de acordo com a homologia de suas sequências, segundos 

mensageiros acoplados e propriedades farmacológicas [25]. Os receptores mGluRs do 

Grupo I (mGluR-1, -3 e -5) estão acoplados à via de sinalização Gq. A ativação da 

subunidade α associada a Gq resulta na ativação de PLCβ (fosfolipase C β), que estimula 

hidrólise de fostatidilinositol 4,5 - bifosfato (PIP2) para gerar IP3 (inositol 1,4,5-trisfosfato) 

que leva à abertura de canais de Ca2+ do retículo endoplasmático, causando a liberação 

deste íon e consequente estímulo da ativação da proteína quinase C (PKC) e ativação de 

canais de cálcio dependente de voltagem (Figura 2) [34, 35]. Além disso, também podem 

disparar uma variada cascata de sinalização e modular a atividade de canais ativados por 

íon e outros ligantes que se acoplam nele, transmitindo por várias vias de sinalização tais 

como PLC, adenilil ciclase, fosfolipase A2, fosfolipase D (PLD) e proteínas quinases [36, 

37]. Membros dos grupos II (mGluR-2 e -3) e III (mGluR-4, -6, -7 e -8) são acoplados à via 

de sinalização Gi/Go que  inibem atividade adelinato ciclase e diminuem a formação de 

adenosina monofosfato cíclico (cAMP). Em geral, mGluRs do grupo I são considerados 

excitatórios enquanto os receptores dos grupos II e III tem propriedades 

predominantemente inibitórias [38].  

Eles possuem um grande domínio extracelular que tem homologia significativa com 

proteínas periplasmáticas ligadoras de bactérias (PBP, do inglês periplasmic binding 
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proteins). Baseado na comparação da sequência detalhada de aminoácidos, propõe-se que o 

domínio extracelular de mGluRs tem estrutura semelhante ao das PBPs pois  compartilham 

a mesma estrutura do sítio de ligação com agonistas constituídos por 2 lobos separados por 

uma região de dobradiça, e vários estudos incluindo cristalografia de raio X indicam que 

esses lobos se fecham como uma “Venus” flytrap na presença do ligante. Dentro das 

bactérias, essas proteínas estão envolvidas no transporte de vários tipos de moléculas tais 

como aminoácidos, íons, açucares e peptídeos. [33].  

Demonstrou-se também que mGluRs -1,-3 e -5 (mGluRs do grupo I) são sensíveis a 

Ca2+, enquanto mGluR2 é consideravelmente menos sensível ao íon [39]. Os 3 mGluRs 

sensíveis ao Ca2+ tem idênticas serinas e treoninas nos aminoácidos homólogos 

posicionados nos resíduos 165 e 188, respectivamente,  em mGluR1a [40]. Enquanto que 

mGluR-2 tem um aspartato nessa posição. Alem disso, troca de serinas por aspartato em 

mGluRs -1, -3 e -5, consideravelmente reduz a sensibilidade ao cálcio,  e a inserção de 

serina  em mGluR-2 substituindo aspartato, aumenta sua aparente afinidade por Ca2+ a um 

nível semelhante ao dos mGluRs do grupo I [39].  
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Figura 2-Representação esquemática da transdução de sinal de um mGluR1 (adaptada de L.B. Dale et 

al. / Neurochemistry International 41 (2002) 319–326).  

Papel de mGluRs do grupo I em epilepsia 

Os receptores mGluR do grupo I são encontrados principalmente pós-

sinapticamente, com localização adjacente às margens da fenda sináptica. Sua ativação 

aumenta excitabilidade neural e facilita indução de potenciação da força sináptica (LTP) 

[27] assim como depressão da força sináptica (LTD) e internalização de receptores AMPA, 

resultados esses obtidos com a utilização de agonistas ativos de receptores do Grupo I, 

confirmando sua atividade pró-convulsivante [41, 42]. Contrariamente, antagonistas de 

mGluR do grupo I, seletivos para mGluR-1 (AIDA, LY367385) e para mGluR-5 (MPEP, 

SIB 1893) tem atividade anticonvulsivante em vários modelos experimentais de crises [43, 

44]. 

Devido à atividade pró-convulsivante conhecida de mGluR1 em modelos animais, 

pesquisas têm sido realizadas sobre o papel desta proteína e de seu mRNA na   doença 

epilepsia. Trabalhos utilizando imunoistoquímica e PCR em tempo real mostraram 
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expressão aumentada de mGluR-1 em pacientes com ELT [45] quando comparados com 

controles sem epilepsia. Outro estudo utilizando apenas pacientes com esclerose 

hipocampal mostrou que tanto mGluR-1 como mGluR-5 possuem expressão aumentada na 

camada molecular do giro denteado e em CA1 [46]. 

Notenboom e colaboradores (2006) relataram aumento na imunoreatividade de 

mGluR-5 em hipocampo humano de pacientes com ELT quando comparado com pessoas 

sem epilepsia. No referido trabalho, a maior imunorreatividade foi observada em corpos 

celulares e dendritos apicais de neurônios hipocampais na camada molecular do giro 

denteado de pacientes com epilepsia de lobo temporal medial intratável. Imunoreatividade 

aumentada de mGluR-5 também foi observada em algumas células da glia. Ao contrário, 

imunoreatividade ao mGluR-1 não se mostrou diferente em lobo temporal de pacientes com 

epilepsia e controles provenientes de necropsia [47]. Essas características dão suporte à 

relação entre de receptores mGluR-5 e epilepsia de lobo temporal crônica. 

Em outro estudo, observou-se aumentada imunoreatividade de receptores mGluR do 

grupo I em pacientes com epilepsia de lobo temporal medial, sugerindo que esses 

receptores podem facilitar um aumento na excitabilidade hipocampal e terminais pós-

sinápticos [48].  

Outros autores, contudo, mostraram reduzida expressão em mRNA para mGluR1 

em hipocampo de pacientes com ELT, fato que pode estar associado com a perda de 

neurônios expressando este mRNA e com o tempo de duração das crises, pois observaram 

que é menor o nível de mRNA para mGluR1 quanto maior o numero em anos de crise [49]. 

Um estudo com ratos que receberam estímulo na amígdala relatou mudanças no 

hipocampo de animais sacrificados 24h, 7 dias ou 28 dias após crises provocadas por 

estimulo elétrico. Utilizando a técnica de hibridização in situ, o trabalho mostrou transitório 



 25

aumento na regulação dos mRNAs mGluR-1  e mGluR-5, sendo que os níveis de mGluR-1 

mRNA decaíram no 7º dia após a crise e os níveis de mGluR-5  mRNA começaram a decair 

após 24h [50], sugerindo que a alteração nos níveis dos transcritos dependem do tempo que 

se passou após uma crise.  

Um trabalho com o objetivo de delinear o papel de mGluR-1 e mGluR-4 em 

epileptogenese e dano hipocampal, gerou camundongos transgênicos superexpressando 

mGluR-1-EGFP e camundongo deficiente para mGluR-4 (mGluR4 KO) e, através da 

aplicação de pilocarpina, induziu epilepsia nesses dois modelos animais. Um aumento 

significativo na frequência e severidade das crises crônicas e recorrentes foi encontrado em 

camundongo mGluR-1-EGFP. Já os camundongos mGluR-4 KOs mostraram maior 

susceptibilidade as crises induzidas por pilocarpina quando comparado com camundongos 

controle que expressavam níveis normais de mGluR4.  Esses resultados apontam para os 

papéis distintos de mGluR-1 e mGluR-4 em ELT. Aumento na expressão de mGluR-1 está 

relacionado ao agravamento da excitabilidade em epilepsia crônica com relação à 

freqüência e severidade das crises. Ao contrário, mGluR-4 age como neuroprotetor e anti-

crises. [51] 

Receptor Sensor de Cálcio 

Cálcio é um íon abundante e organismos multicelulares necessitam constantemente 

monitorar e ajustar as concentrações de Ca2+ extracelular ([Ca2+]o) nos fluidos corpóreos 

para manter um ambiente estável. Esse processo é denominado homeostase sistêmica de 

cálcio e requer um detector de cálcio extracelular.  Outra proteína GPCR, o Receptor 

Sensor de Cálcio (CASR) é que tem a função de detectar e ajustar o [Ca2+]o . Antes da 

identificação molecular deste sensor, já se sabia que aumento ou diminuição do cálcio 
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sistêmico ionizado (que é normalmente 1.2 mM) regula as concentrações séricas de 

hormônio paratormônio (PTH) [52]. A ativação de CASR inibe a secreção de PTH e 

promove excreção urinária de Ca2+. Sua inativação, leva à secreção de PTH promovendo a 

liberação de Ca2+ dos ossos. Portanto, o CASR age para balancear mudanças na [Ca2+]o 

através de um mecanismo de feedback negativo de secreção de PTH. 

O gene de CASR humano está localizado no cromossomo 3q13.3-21 e se estende 

por mais de 50kb de DNA genômico, que está contido dentro do exon 6.  A proteína CASR 

humana possui aproximadamente 120 kDa e pertence à família das proteínas que se 

acoplam à proteína G (GPCR) [53]. Ele pertence à subfamília do receptor metabotrópico 

glutamato, que compreende, entre outros, os mGluRs [54], o receptor GABAB [55], 

receptores gustativos [56] e de ferormonas [57]. Os eventos que ocorrem em virtude da 

ativação do CASR são complexos e podem ser mediados por várias vias diferentes de 

sinalização. O CASR funcional se assemelha a um homodímero [58] que recruta a proteína 

Gq heterotrimérica, resultando em estimulação da atividade da fosfolipase C e subsequente 

mobilização de cálcio através da geração de inositol-1,4,5-trifosfato e ativação de proteína 

quinase C [59]. O CASR também pode se ligar e ativar Gi/o e G12/13 resultando em inibição 

da atividade de adenilato ciclase e estimulação de Rho-GEF (fator que media a troca do 

nucleotídeo guanina na proteína Rho), respectivamente [60]. Além disso, a porção 

intracelular do CASR pode se ligar diretamente à proteína Filamina-A e essa interação é 

necessária para estimulação das quinases ERK1 e ERK2 [61, 62]. 

Assim como nos receptores metabotrópicos de glutamato, na ativação de CASR, o 

agonista se liga ao domínio Venus-flytrap-like (VFT), dentro do domínio N-terminal 

extracelular do receptor (Figura 3). O domínio VFT está ligado ao domínio 7TM por um 

domínio rico em cisteína [63]. 
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Figura 3-  Estrutura de “Venus Flytrap” da proteína CASR (adaptado de Trends in Endocrinology).  

(a) forma inativa e (b) forma ativa após a ligação de um agonista 

 

O CASR é expresso em paratireóides, rins e em outros tecidos não diretamente 

relacionados com homeostase de cálcio tais como intestinos, e cérebro [64, 65], porém, a 

função neuronal do receptor sensor de cálcio não está clara, contudo, várias publicações 

demonstram que ele é expresso em cérebro de mamíferos [66-69].  

No sistema nervoso central, Ca2+ como segundo mensageiro está associado a quase 

todos os eventos celulares, incluindo proliferação e migração celular, função dos canais de 

íons, secreção de neurotransmissores, prolongamento dos axônios e crescimento dendrítico 

[70-75]. Foi demonstrado que a transmissão sináptica na região CA1 do hipocampo induz 

depleção transitória do cálcio extracelular [76], sugerindo que mudanças no [Ca2+]o sejam 

detectadas pelo CASR que está presente nessas sinapses. Desativação do CASR levaria 

então à inativação da correspondente cascata de sinalização intracelular que modula a 

resposta sináptica e plasticidade.  O possível papel do CASR na plasticidade sináptica foi 

sugerido com a demonstração de heterodimerização em neurônios, do CASR com mGluRs 

do grupo I. CASR e mGluR1 foram co-imunoprecipitados de cérebro bovino e co-
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localizados em cérebro de ratos (na Purkinje cerebelar, nas áreas do hipocampo CA1, CA3 

e giro denteado) [77].  

O CASR é também expresso em células não-neuronais no cérebro (oligodendrócitos 

[78], astrócitos [79] e microglia [80]). Nas células gliais ele têm muitas funções diferentes 

incluindo sensibilidade, regulação iônica extracelular e de nutriente do meio para suportar 

viabilidade neural e especificamente, regular mudanças rápidas pela sinapse. O papel do 

CASR glial é incerto, podendo estar envolvido na resposta da célula glial à mudança do 

meio local.  

Sua expressão foi confirmada em células piramidais de todas as camadas de 

hipocampo de rato e nas células granulares do giro denteado [81].  O mesmo estudo 

mostrou maior expressão da proteína e de mRNA de CASR entre10° até 30° dias de vida 

em ratos, diminuindo após esse período até chegar no padrão de expressão da fase adulta e 

o maior aumento coincide com o tempo durante o qual potenciais de longa duração podem 

primeiramente ser induzidos nesses animais corroborando para a possibilidade de que o 

CASR tenha papel na indução de potenciação de longa duração (LTP). Em LTP há um 

aumento na eficiência sináptica seguido de estimulação das sinapses. Acredita-se que esse 

fenômeno seja um mecanismo celular para a formação e consolidação de memória.  Ratos 

submetidos a crises induzida por kainato, mostraram aumento na regulação de CASR 

mRNA em CA1-CA2 e giro denteado da formação hipocampal [82]. Mutação no gene do 

CASR foi descrita em uma família do sudeste da Índia com epilepsia idiopática 

generalizada sugerindo uma associação com epilepsia [83]. Entretanto, não está claro se 

esta mutação resulta em perda ou ganho de função do receptor. 

O papel do CASR no cérebro, não está definido. Devido à sua homologia com o 

mGluR1 incluindo a mesma via de sinalização intracelular, e a sua presença já descrita no 
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hipocampo, nós hipotetizamos que o receptor sensor de cálcio está envolvido na morte 

celular e na esclerose hipocampal em epilepsia de lobo  temporal medial.   

VILIP-1 

A subfamília das “Visinin-like protein” (VSLN), pertencente à família das proteínas 

sensoras de cálcio neuronal (NCS), é composta das proteínas VILIP-1, VILIP-2, VILIP-3, 

hipocalcina e neurocalcina δ.  

VILIP-1 é uma proteína de aproximadamente 22KDa codificada pelo gene 2p24.2 e 

embora sua expressão tenha sido detectada em órgãos periféricos (como coração, fígado, 

pulmão e testículos humanos), ela é expressa predominantemente no cérebro. Em humanos, 

o mapeamento da expressão dessa proteína por imunoistoquímica mostrou expressão em 

neurônios de septum e claustrum, núcleos de base laterais, na subpopulação de neurônios 

piramidais em CA1 e CA4 de hipocampo, células nervosas na amígdala, cerebelo, tronco 

encefálico. Pouca imunorreatividade foi observada em hipotálamo e nenhuma marcação foi 

observada em tálamo e putamen caudado [84].  

VILIP-1 é uma proteína que se liga ao cálcio com alta afinidade, se expressa na 

membrana celular, citoplasma e citoesqueleto, e possui uma sequência consenso M-G-X3-S 

N-terminal que a capacita a se translocar para diferentes compartimentos subcelulares da 

membrana por um mecanismo chamado de “Ca2+ -myristoil switch” que é dependente da 

ligação de Ca2+ . Há evidências de que em meio sem Ca2+ a proteína se encontra retida em 

um compartimento hidrofóbico [85]. A ligação ao Ca2+ induz mudança conformacional que 

deixa a proteína disponível para a interação com membrana celular e/ou proteínas alvo [86]. 

Esse mecanismo foi observado em neurônios e acredita-se que funcione como um 
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mecanismo de transdução para ativação seletiva de cascatas de sinalização de receptores e 

moléculas efetoras de sinal [87].  

Quando ocorre um aumento de Ca2+  intracelular suscitados por uma variedade de 

sinais extracelulares tais atividade elétrica e liberação de neurotransmissores, proteínas 

sensoras de Ca2+ assim como as VSNLs servem como efetoras para transdução de sinal 

causada pelo Ca2+ celular.  

Mostrou-se que VILIP-1 influencia atividade adenilil ciclase e cAMP em alguns 

tipos celulares, entre eles células de rim de embriões humanos [88], linhagem de células β 

pancreáticas MIN6 [89] e em várias linhagens celulares de tumores de pele [90]. Redução 

na expressão de VILIP-1 mostrou reduzir os níveis de adenilil ciclase e de cAMP. 

Em estudo sobre relação entre VILIP-1 e doenças que afetam o cérebro, detectou-se 

aumento nos níveis dessa proteína em fluido cérebro-espinhal de pacientes com doença de 

Alzheimer [91]. 

VILIP-1, assim como mGluR1, está associada a mudanças moleculares relacionadas 

à plasticidade hipocampal dependente do receptor in vivo e sabe-se que a ativação de 

mGluR pode funcionar como um disparo para a regulação hipocampal da expressão de 

VILIP-1, que assim como outras proteínas, pode levar a mudanças na sinalização neuronal 

durante plasticidade hipocampal, resultando em aumento ou redução da plasticidade de 

longa duração. A interação entre mGluRs e proteínas NCS poderia, dessa forma, 

corresponder a um mecanismo importante ligando a consolidação de potenciais de longa 

duração hipocampal e outras formas de plasticidade, influenciando aprendizado e memória 

em cérebro de mamíferos. No entanto, não há estudos associando VILIP-1 e esclerose 

hipocampal [92]. 
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Anatomia do hipocampo 

As três proteínas estudadas, VILIP-1, CASR e mGluR1 são expressas no 

hipocampo. O hipocampo é uma estrutura situada à posição medial dos dois lobos 

temporais, póstero-inferiormente à amígdala. A formação hipocampal pode ser dividida em 

3 regiões: o giro denteado (ou fascia denteada), corno de Ammon (ou hipocampo 

propriamente dito) e complexo subicular (Figura 4) [93]. O corno de Ammon e giro 

denteado são a parte mais simples do córtex, o alocortex (ou arqueocortex), quando 

comparados com o  complexo isocortex.  

Histologicamente, o corno de Ammon é dividido em 3 camadas: stratum oriens, 

stratum pyramidale e a zona molecular que é subdividida em strata radiatum, lacunosum e 

moleculare  [94-96] (Figura 5). O stratum oriens é mal definido, principalmente em 

humanos, por estar subjacente ao stratum pyramidale. É composto de células nervosas 

espalhadas e é cruzado por axônios das células piramidais. O stratum pyramidale é a 

principal camada e contem os neurônios piramidais, os principais elementos do corno de 

Ammon. O strata radiatum consiste principalmente em dendritos apicais dos neurônios 

piramidais, arranjados paralelamente, o que dá aparência estriada a esta camada. O stratum 

moleculare toca o sulco hipocampal. Por causa do rápido desaparecimento do sulco durante 

o desenvolvimento, o stratum moleculare do corno de Ammon se funde com aquele do giro 

denteado. O stratum moleculare contem poucos neurônios que também são considerados 

interneurônios. A estrutura heterogênea aparece em cortes frontais do corno de Ammon, 

principalmente devido à diferença na aparência dos neurônios piramidais nas diferentes 

regiões.  
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O corno de Ammon é dividido em subregiões: CA1, CA2, CA3 e CA4 (CA= “cornu 

ammonis”). O stratum pyramidale de CA1 é grande em humanos, mas estreito e denso em 

ratos [97]. CA2 é composta por neurônios grandes, ovóides e uma camada de corpos 

celulares densamente compacta, tornando o stratum pyramidale denso e estreito, em 

contraste com CA1 [98]. 

CA3 corresponde à curva do corno de Ammon que entra na concavidade do giro 

denteado. Sua camada de neurônios piramidais é como aquela em CA2, mas sua densidade 

é menos marcada.  CA4 está dentro da concavidade do giro denteado, e é isto que o 

distingue do CA3. Existem poucos neurônios nesse campo. Eles são ovóides, grandes e 

espalhados. Em secção transversa do corpo hipocampal, encontramos uma estrutura densa 

de lâmina dorsalmente côncava. Sua concavidade envolve CA4. Essa estrutura chama-se 

giro denteado. 

O giro denteado é separado de CA1, CA2 e CA3 pelo sulco hipocampal que 

desaparece logo após seu desenvolvimento, embora persista uma cavidade residual. O 

corno de Ammon e o giro denteado estão juntos, mas artérias e veias frequentemente 

acompanham a rota inicial do sulco hipocampal, separando essas duas estruturas [99]. A 

estrutura do giro denteado é mais simples que a do corno de Ammon. As 3 camadas do 

alocortex são aqui claramente visíveis: o stratum moleculare e granulosum e a camada 

polimórfica. O stratum granulosum, a principal camada, contem corpos de neurônios 

granulares. O stratum moleculare é fino e separado do stratum moleculare do corno de 

Ammon pelo sulco hipocampal. A camada polimórfica (ou camada plexiforme) se une à 

camada granular de CA4. O giro denteado (fascia dentata) e CA4 constituem a area dentata 

[100] enquanto CA4 sozinho é às vezes chamado de endofolium ou hilo da fascia dentata. 
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No final do stratum radiatum de CA1 se encontra o limite entre corno de Ammon e o 

subiculum [98, 100, 101]. 

 

 

 

 
Figura 4- Anatomia do hipocampo (adaptado de www.spinwarp.ucsd.edu) 
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Figura 5- Estrutura do hipocampo.  A= alveus; SO= stratum oriens; SPy= stratum pyramidale; SR= 

stratum radiatum; SL= stratum lacunosum; SM= stratum moleculare; HS= hippocampal sulcus; SM1 

e SM2= stratum moleculare (giro denteado); SG= stratum granulosum; PL= camada polimórfica 

(Barra 600 μm)  [102] 
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Objetivos 

Objetivo Geral  

 Analisar a expressão de VILIP-1, CASR e mGluR1 em hipocampo de 

pacientes com epilepsia de lobo temporal medial. 

Objetivos Específicos 

 Analisar o padrão de expressão em CA1 e a localização celular em 

neurônios piramidais das proteínas VILIP-1, CASR e mGluR1 em hipocampo de pacientes 

com epilepsia de lobo temporal medial e comparar com a expressão em controles. 

 Verificar a expressão de RNA mensageiro de VILIP-1, CASR e mGluR1 

nesses pacientes e compará-los com controles. 
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Material e Métodos 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade de Ciências Médicas 

da Unicamp Os pacientes foram informados dos objetivos da pesquisa e assinaram um 

termo de consentimento livre e esclarecido 

Tecidos 

O critério para a inclusão de pacientes foi presença de esclerose hipocampal 

confirmada por imagens de ressonância magnética. 

Foram processados 2 tecidos de hipocampos provenientes de necropsia de pessoas 

sem histórico de doenças neurológicas e 8 tecidos de hipocampos de pacientes provenientes 

de cirurgia para Epilepsia de Lobo Temporal Medial (amigdalo-hipocampectomia seletiva) 

submetidos ao procedimento no Hospital das Clínicas (HC) – Unicamp.  

Os tecidos coletados foram divididos em duas partes, sendo que uma parte foi 

fixada em paraformaldeído 4% e a outra foi colocada em nitrogênio líquido para posterior 

extração de RNA. 

Imunoistoquímica 

1. Processamento histológico 

Fixação  

A fixação se deu em solução de paraformaldeído 4% diluído em PBS (pH 7,4) por 

24h e após esse período o material foi lavado em água corrente por 3 minutos e transferido 

para álcool etílico 70% 

Inclusão 

Após passar pelo menos 24 horas em álcool etílico 70%, iniciou-se o processamento 

histológico conforme tabela abaixo: 
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Solução Tempo Temperatura 

Álcool 80% 30’ 600C 

Álcool 90% 30’ 600C 

Álcool absoluto 30’ 600C 

Xilol I 30’ 600C 

Xilol II 30’ 600C 

Xilol III 30’ 600C 

Parafina I 30’ 600C 

Parafina II 30’ 600C 

Após o procedimento acima o material foi emblocado e em seguida cortado em 

micrótomo com espessura de 4 μm e colocado em lâminas silanizadas. 

2. Reação de Imunoistoquímica 

Procedeu-se a desparafinização das lâminas com banhos sucessivos de 30 segundos 

cada em: xilol I a 110oC, xilol II e xilol III, à temperatura ambiente, álcool absoluto I, 

álcool absoluto II, álcool absoluto III, álcool 80% e álcool 50%. As lâminas foram então 

lavadas em água corrente por 5 minutos. O bloqueio da peroxidase endógena foi realizado 

colocando-se as lâminas em três banhos sucessivos de água oxigenada 3% por 5 minutos 

cada. As lâminas foram novamente lavadas em água corrente por 5 minutos e mergulhadas 

em água destilada.  Para a recuperação antigênica utilizou-se panela a vapor, onde os 

tampões estavam à temperatura de 95o C. 

Para o VILIP1 utilizou-se o tampão Tris-Edta (10mM) pH 9,0 (Solução 1M:  12,11g 

de tris-hidroximetilaminometano, 3,70g de EDTA diluídos em 1L de água destilada).  Para 
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os anticorpos CASR e mGluR1 utilizou-se o tampão citrato (10mM) pH 5,6 (Solução 1M: 

19,21g de ácido cítrico diluídos em 1L de água destilada)  por 30 minutos. 

As lâminas foram incubadas por 30 minutos nos referidos tampões. Após esfriar, 

aproximadamente 20 minutos, as lâminas foram lavadas em água corrente por 5 minutos, 

enxaguadas em água destilada. Após este procedimento, foi feito o bloqueio de proteínas 

inespecíficas utilizando leite desnatado, Nestlé® – Molico Cálcio Plus, a 3%  em água 

destilada. As lâminas ficaram incubadas nessa solução por 30 minutos, temperatura 

ambiente. As lâminas foram enxaguadas com água destilada e colocadas em tampão PBS 

para posterior incubação com os anticorpos primários (policlonais) que obedeceram as 

seguintes diluições:  

VILIP1 (coelho) – diluição 1:300 

CASR (coelho) - diluição 1:500  

mGluR1(coelho) - diluição 1:250  

Os anticorpos VILIP-1, CASR e mGluR1são provenientes de coelho e foram 

produzidos no Laboratório de Endocrinologia Pediátrica- FCM- Unicamp e foram diluídos 

em diluente específico para anticorpo primário (Novocastra IHC Diluent). As lâminas, 

incubadas em câmara úmida, ficaram em contato com o anticorpo primário por 30 minutos 

a 37oC  e overnight a 40C. As lâminas foram lavadas em 4 banhos sucessivos de 5 minutos 

cada em solução de PBS 10x. Para a visualização utilizou-se o sistema Advance™ HRP 

Enzyme (Dako North America, Inc.) seguindo as indicações do fabricante. Para a coloração 

as lâminas foram lavadas em dois banhos sucessivos de 5 minutos cada em PBS 10x. 

Adicionou-se aos cortes, previamente secos, 100 µl do cromógeno 3,3’-Diaminobenzidine 

tetrahydrochloride (DAB) (Dako North America, Inc.) por 5 minutos.  
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As lâminas foram lavadas por 5 minutos em água corrente e contra-coradas com 

hematoxilina (núcleo) por 40 segundos. Após outra lavagem em água corrente por 5 

minutos as mesmas foram passadas em água amoniacal 1% e lavadas novamente por 5 

minutos em água corrente. Para a montagem em meio permanente as lâminas passaram por 

três banhos sucessivos de álcool absoluto e, em seguida, por quatro banhos sucessivos de 

xilol. Após secagem parcial, foram montadas em meio de montagem a base de resina, 

Entellan, Merck.   

3. Contagem das células e análise dos resultados  

Em cada lâmina foram contados neurônios marcados e não marcados utilizando 

microscópio ótico e a lente panorâmica de 40X. Após a contagem, foi feita a proporção de 

neurônios piramidais positivos para as proteínas estudadas.  

PCR em tempo Real 

Foram usados primers e as sondas para os genes VILIP-1, CASR e mGluR1. Os 

genes GAPDH (Human Glyceraldehyde 3-phosphate Dehydrogenase) e HPRT1 

(Hypoxantine phosphoribosyltransferase 1) foram utilizados como controle endógeno. Na 

reação utilizou-se 100ng de cDNA(6,25 μl de TaqMan, 0,625 μl de primer e sonda, 0,625 

μl de água e 5 μl de cDNA). As condições do ciclo foram: 50ºC por 2 min, 95ºC por 10 min 

seguidos por 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos (passo de fusão) e 60ºC por 1 min 

(anelamento/passo de extensão). Todos os experimentos de quantificação relativa foram 

feitos em triplicata. A expressão relativa dos genes VILIP-1, CASR e mGluR1foi 

determinada utilizando o programa 7500 System Software (Applied Biosystem).  
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Análise estatística 

Para os resultados de imunoistoquímica, este trabalho faz apenas uma análise 

descritiva dos resultados por impossibilidade de análise estatística. Para os resultados de 

PCR em tempo real foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Foi considerado significante 

p<0,05. 
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Resultados 

Dos 8 tecidos de hipocampo de pacientes com epilepsia coletados nas cirurgias, 

todos demonstraram marcação positiva na imunoistoquímica para as proteínas de interesse: 

VILIP-1, CASR e mGluR1 . Em 3 tecidos não foram identificados giro hipocampal e estes 

foram excluídos da análise.  Nos 5 tecidos dos pacientes (Tabela 1) em que parte do Corno 

de Ammon estava preservada, CA1, principalmente stratum pyramidale e stratum 

moleculare eram visualizados, com apenas poucas amostras contendo CA2, CA3 e CA4. 

Consequentemente, analisamos a expressão das proteínas CASR, mGluR1 e VILIP-1 

apenas na sub-região CA1. 

Tabela 1 - Características clínicas e demográficas dos pacientes estudados  

 

M, masculino; F, feminino; entre parênteses, o lado mais afetado quando bilateral 

 
Imunoistoquímica  

Nos tecidos analisados, foi observada intensa gliose, com redução importante do 

número de neurônios piramidais e aumento do número de glia, confirmando a presença de 

esclerose hipocampal (Figura 6).  

 

Paciente Gênero Idade 
(anos) 

Lado da EH Idade da primeira 
Crise 

Forma de ELTM

P1 M 34,4 Direito 3 meses Familial 
P2 F 22,1 Esquerdo  6 meses Familial 
P3 F 54,9 Esquerdo 4 anos Esporádico 
P4 F 43,8 Bilateral (Esquerdo) 2 anos Esporádico 
P5 M 42,8 Direito 1 ano e 8 meses Esporádico 
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Figura 6- Histologia de stratum pyramidale de CA1. 
Hipocampo controle (A) e de paciente com ELT (B) em cortes corados por hematoxilina-eosina (HE). A seta 
fina indica neurônios piramidais presentes em CA1 e a seta grossa indica células da glia.  Panorâmica usada: 
20X; escala da barra=100µm 

 

Análise da Expressão e Localização de VILIP-1 

Observamos na imunoistoquímica marcação positiva para VILIP-1 em uma menor 

proporção dos neurônios hipocampais nos tecidos controles, quando comparado com as 

outras proteínas analisadas sendo que aproximadamente 28% dos neurônios piramidais 

localizados no stratum pyramidale de CA1 foram positivos para a marcação. A marcação, 

tanto nos controles quanto nos pacientes ocorreu em membrana citoplasmática de neurônios 

piramidais de CA1 (Figura 7). Além da redução no número de neurônios piramidais em 

tecidos de pacientes com epilepsia, houve redução importante da porcentagem de células 

positivas quando comparado com o grupo controle, sendo que apenas 10 a 21% dos 

neurônios piramidais apresentavam expressão de VILIP-1 (Tabela 2 e Figura 8). 

BA 
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Figura 7- Imunoistoquímica de tecido hipocampal de controle (A e B) e paciente com ELT (C e D) 

marcado com anticorpo anti-VILIP-1 em neurônios piramidais de CA1.  

A seta indica um neurônio piramidal e mostra a expressão da proteína VILIP-1 principalmente em 

membrana plasmática, mas também em citoplasma. Panorâmicas utilizadas: A e C=40x; B e D= 100x. 

Escala da barra=50µm; (B,D) escala da barra=10µm. 

B

A B

A 



 44

Tabela 2- Porcentagem de Células Marcadas pelo Anticorpo anti-VILIP-1 

 
Casos Células Marcadas (%) 

C1 26% 
C2 30% 
P1 12% 
P2 11% 
P3 21% 
P4 16% 
P5 16% 
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Figura 8- Expressão de VILIP-1 em neurônios piramidais de CA1. 

Porcentagem de neurônios marcados pelo anticorpo anti-VILIP-1 nos grupos controle (C) e paciente 

(P). 

 

Análise da Expressão e Localização de CASR 

Na análise da marcação para proteína CASR na imunoistoquímica, 

aproximadamente 90% dos neurônios piramidais dos controles foram marcados pelo 

anticorpo anti-CASR (Figura 9). A expressão de CASR nos pacientes mostrou-se reduzida 

(com variação entre 78 e 36% de células positivas), em comparação com sua expressão nos 

controles (Tabela 3 e Figura 10).   
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Figura 9- Imunoistoquímica de tecido hipocampal de controle (A e B) e paciente com ELT (C e D) 

marcado com anticorpo anti-CASR em neurônios piramidais de CA1.  

A seta indica neurônio marcado e demonstra a expressão da proteína CASR em membrana e 

citoplasma. Panorâmicas utilizadas: A e C=40x; B e D= 100x. Escala da barra=50µm; (B,D) escala da 

barra=10µm. 
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Tabela 3- Porcentagem de neurônios piramidais de CA1 marcados pelo anticorpo anti-CASR. 

 
Casos Células marcadas (%) 

C1 90% 
C2 90% 
P1 58% 
P2 75% 
P3 39% 
P4 78% 
P5 36% 

 
 

 

 

90% 90%

58%

75%

39%

78%

36%

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

C1 C2 P1 P2 P3 P4 P5

 
Figura 10- Expressão de CASR em neurônios piramidais de CA1.   

Porcentagem de neurônios marcados pelo anticorpo anti-CASR nos controles (C) e pacientes (P). 

 

 

Análise da Expressão e Localização de mGluR1 

Pela técnica de imunoistoquímica, observamos marcação positiva para mGluR1 na 

maioria dos neurônios hipocampais dos tecidos controles, sendo que aproximadamente 

90% dos neurônios piramidais localizados no stratum pyramidale de CA1 foram positivos 

para a marcação. A marcação, tanto nos controles quanto nos pacientes ocorreu em 

membrana e citoplasma de neurônios piramidais de CA1 (Figura 11). Além da redução no 

número de neurônios piramidais em tecidos de pacientes com epilepsia, houve redução 
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importante da porcentagem de células positivas quando comparado com o grupo controle, 

sendo que apenas 21 a 39% dos neurônios piramidais apresentavam expressão de mGluR1 

(Tabela 4 e Figura 12).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11- Imunoistoquímica de tecido hipocampal de controle (A e B) e paciente com ELT (C e D) 

marcado com anticorpo anti-mGluR1 em neurônios piramidais de CA1.  

A seta indica um neurônio marcado mostrando expressão da proteína mGluR1 principalmente em 

membrana celular, mas também em citoplasma. Panorâmicas utilizadas: A e C=40x; B e D= 100x. 

Escala da barra=50µm; (B,D) escala da barra=10µm. 
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Tabela 4- Porcentagem de Células Marcadas pelo Anticorpo anti-mGluR1 em controles (C) e pacientes 

com ELT (P). 

 
Casos Células Marcadas (%) 

C1 94% 
C2 87% 
P1 39% 
P2 42% 
P3 24% 
P4 22% 
P5 21% 

 

 

Figura 12- Expressão de mGluR1 em neurônios piramidais de CA1.  

Porcentagem de neurônios marcados pelo anticorpo anti-mGluR1 nos controles (C) e pacientes (P). 

 

 

Avaliação quantitativa da expressão de RNA por PCR em tempo real 

Foram analisadas as expressões dos RNAs mensageiros (mRNAs) de VILIP-1, 

CASR e mGluR1 por PCR em tempo real nos dois controles e cinco pacientes com ELT. O 
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transcrito de VILIP-1 (Figura 13-A) apresentou expressão relativa entre 0,696 a 2,06, com 

controles tendo expressão de 1 e 1,182. Em relação ao mRNA de CASR (Figura 13-B), a 

variação na expressão relativa foi de 0,104 a 12,937, com expressão de 1 e 0,116 nos 

controles. Houve uma expressão significativamente alta de CASR no paciente 4. Este 

experimento foi repetido várias vezes para afastar erros de concentração de RNA, porém os 

resultados persistiram. Para o transcrito de mGluR1 (Figura 13-C) nos pacientes com ELT, 

encontramos uma expressão relativa variando entre 0,725 a 1,624 enquanto que para os 

controles houve expressão de 1 e 1,896. A expressão dos mRNAs das três proteínas 

mostrou-se variável pois em alguns casos as expressão dos mRNAs se encontravam baixa e 

em outros aumentadas em relação aos controles. As expressões dos três mRNAs também se 

mostraram discordantes entre si em relação aos controles (Figura13-D).
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Figura 13- Expressão relativa dos RNAs mensageiros de VILIP-1 (A); CASR (B) e mGluR1 (C) e de 

todos (D) por  PCR em tempo real real de tecido hipocampal de controles (C) e Pacientes (P). 
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Discussão 

Em nosso estudo, analisamos a expressão das proteínas VILIP-1, CASR e mGluR1 

e da mensagem dos RNAs VILIP-1, CASR e mGluR1 em hipocampos de pacientes com 

epilepsia de lobo temporal medial submetidos à amigdalo-hipocampectomia em 

comparação com controles.  VILIP-1 é uma proteína que apresenta localização reversível 

em diferentes compartimentos celulares tais como complexos adaptadores, estruturas do 

citoesqueleto, membranas plasmática e intracelular e moléculas efetoras [104]. Sabe-se 

também que VILIP-1 é regulada pelo mGluR1 em potenciação de longa duração na 

plasticidade sináptica [105], por isso nosso interesse foi analisar a expressão deste sensor 

neuronal de cálcio. Outra proteína com função de detectar e ajustar a concentração de 

cálcio no meio extracelular, o CASR, tem sua função bem descrita em paratireóide, porém, 

apesar de bem expresso no cérebro, sua função no SNC ainda não está bem definida. Sabe-

se que ocorrem mudanças nos níveis de cálcio extracelular em torno das sinapses e que 

transmissão sináptica induz depleção transitória de cálcio extracelular em CA1 de 

hipocampo [76, 103], o que prova a importância de Ca2+ em atividade cerebral. Além disso, 

mutação no gene CASR foi encontrada em integrantes de família com epilepsia idiopática 

generalizada, porém não está claro seu papel nesta doença [83]. 

O  mGluR1 um receptor de glutamato, o neurotransmissor excitatório mais 

abundante no cérebro e sua importância na gênese da epilepsia já está bem estabelecida 

embora haja controvérsias no seu papel na doença.   

Dados da literatura mostram controvérsia em relação à expressão de mGluR1 em 

ELT. De um lado autores mostram que em modelos animais de epilepsia e em humanos 

com ELT há aumento na expressão da proteína mGluR1 [46, 106], porém há relato de 
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diminuição no transcrito mGluR1 e proteína em humanos com ELT comparado com  

controles humano e não humano [49]. 

Em hipocampos humanos, mGluR1 é principalmente expresso em corpos neuronais 

em CA1 e CA3 [107], as subregiões onde ocorre a maior perda celular em casos de 

epilepsia de lobo temporal medial [108-110].  

A perda neuronal seletiva associada com excitotoxicidade ocorre em regiões que são 

vulneráveis a mudanças na permeabilidade a Ca2+ [49]. Estudos em modelos animais de 

epilepsia mostraram que as regiões hipocampais mais vulneráveis (hillus, CA1 e CA3) têm 

maior número de neurônios com níveis reduzidos de proteínas ligadoras de Ca2+ (Ca
2+

-

binding protein) quando comparados com outras regiões menos vulneráveis a crises 

contínuas, sugerindo-se a possibilidade de que a abundância de mGluR1 nessas regiões 

aumente a entrada de Ca2+ nas células expondo neurônios hipocampais de regiões 

específicas em risco de dano excitatório [111].  

Grigorenko et al. (1997) identificou através PCR em tempo real e de Western blot 

redução tanto na expressão gênica como protéica de mGluR1 e aponta 2 possíveis causas 

responsáveis por esta diminuição: (1) pode ocorrer alteração na expressão nos neurônios 

sobreviventes em hipocampo com epilepsia refratária ou (2) a redução na expressão devido 

à morte de células expressando mGluR.  A hipótese mais aceita é a de que diminuição de 

mGluR1 em hipocampo de pacientes com ELT ocorra devido à degeneração seletiva dos 

neurônios com expressão da proteína [108, 112].  

Nosso estudo mostrou expressão protéica de mGluR1 difusa, tanto em controles 

como em pacientes, em todas as áreas de CA, giro denteado e em glias, entretanto focamos 

nosso estudo na sua expressão  em neurônios piramidais de CA1. Os resultados de 

expressão de mRNA contrastaram com os de imunoistoquímica onde houve redução no 
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número de neurônios positivos para proteínas VILIP-1, CASR e mGluR1 quando 

comparados com tecidos controles, enquanto que  para os mRNAs VILIP-1, CASR e 

mGluR1 não encontramos diferença de expressão entre controles e pacientes. Uma hipótese 

para justificar este resultado é o fato de que a imunoistoquímica não é um método 

quantitativo, e não permite avaliar a intensidade de expressão protéica nas células. Com 

isso, não podemos excluir a hipótese de que há aumento da expressão de mGluR1 nas 

células remanescentes na tentativa de compensar a perda neuronal. Devido a limitações 

técnicas, a expressão gênica foi realizada com tecido hipocampal total e não apenas com 

CA1 o que pode justificar as variações de expressão encontradas no PCR em tempo real. 

Grigorenko et al. (1997) observou menor nível do mRNA de mGluR1 quanto maior 

o número em anos de crise. Considerando os pacientes avaliados neste trabalho que 

apresentam maior número de anos com crise (P1 e P2 com crises iniciadas aos 3 e 6 meses 

de idade, respectivamente), não apresentaram menor nível de expressão do mRNA mGluR1 

quando comparado com P4 (com crise iniciada aos 2 anos), mas apresentam expressão 

reduzida do mRNA quando comparado com P3 e P5 (com crise iniciada aos 4 anos e 1 ano 

e 8 meses, respectivamente). O alto grau de expressão de CASR no paciente 4 pode estar 

associado à área analisada, uma vez que foi usado tecido hipocampal total. De interesse, 

paciente 4 é o único com esclerose hipocampal bilateral.   

Durante a pesquisa nos deparamos com alguns fatores limitantes, entre eles: 

dificuldade de obter material de cirurgia de pacientes com ELT, a qualidade do material 

cirúrgico e a dificuldade de conseguir material controle. Muitas vezes a abordagem 

cirúrgica não permitiu uma análise histológica do tecido retirado, devido à aspiração do 

material e nem sempre identificamos as estruturas de interesse no material retirado. Devido 

a estas dificuldades, houve perda de amostras de 3 pacientes. A disponibilidade de tecidos 
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controles com poucas horas pós-mortem também é escassa, o que limita a possibilidade a 

análise estatística de nossos resultados. Entretanto, apesar do número limitado de controles 

e pacientes, devido à grande dificuldade de acesso a este material humano, nossos dados 

têm sua importância.    

Considerando a semelhança entre as proteínas mGluR1 e CASR e a 

heterodimerização entre elas, descrita por Gama et al. (2001) em cultura de células de 

cérebro bovino, nossos resultados sugerem modulação da expressão de CASR em pacientes 

com ELT. Contudo, a relação entre mGluR1 e CASR em cérebro e o papel de CASR em 

mudanças na permeabilidade neuronal ao cálcio em pacientes com epilepsia permanece mal 

elucidada.  

VILIP-1 tem capacidade de, através de mudança conformacional, migrar para a 

membrana em resposta à sinalização por cálcio. Após aumento nas concentrações de cálcio 

intracelular, VILIP-1 transloca-se para a membrana celular, mecanismo molecular 

detalhado por cristalografia e ressonância nuclear magnética [113] e demonstrado também 

em neurônios hipocampais [114]. Neste trabalho, resultados de imunoistoquímica 

mostraram a expressão da proteína VILIP-1 principalmente na membrana citoplasmática de 

neurônios piramidais de CA1, tanto em pacientes quanto nos controles, sugerindo o 

estímulo por cálcio nesta subregião do hipocampo está contribuindo para a localização 

desta proteína. 
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Conclusão 

Nossos resultados demonstraram a presença de EH nos tecidos hipocampais de 

pacientes com ELT com redução no número de neurônios em CA1 e presença de intensa 

gliose. Além disso, houve redução no número de neurônios piramidais marcados para 

VILIP, CASR e mGluR1, sugerindo que não apenas mGluR1, mas também CASR e VILIP 

estão alterados em hipocampo de pacientes com ELT. O uso da imunoistoquímica permitiu 

comparar expressões de CASR e VILIP-1 em humanos com ELT com controles, 

produzindo resultados não descritos anteriormente na literatura. Entretanto, persiste a 

dúvida quanto ao grau de expressão destas proteínas em CA1.  Futuras pesquisas se farão 

necessárias para elucidar diferenças moleculares entre indivíduos controles e com ELT 

individualizando as diferentes regiões hipocampais. 
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Anexos 
 

Anexo I: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

FORMULÁRIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MÉDICA, Página 1 de 3 
 
Título do projeto: Caracterização neuropatológica da epilepsia de lobo temporal mesial 
familiar  
 
Investigadores principais:  
 
Profa. Cláudia V. Maurer Morelli, Prof. Dr. Luciano de Souza Queiroz, Prof. Dr. Fernando 
Cendes e Profa. Dra. Iscia Lopes Cendes 
 
OBJETIVO DA PESQUISA: 
 
 Eu entendo que fui convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa 
envolvendo pacientes e famílias de indivíduos com epilepsia. O objetivo geral do estudo é 
comparar se a lesão do tecido nervoso cerebral encontrada em pacientes com epilepsia 
familiar são iguais àquelas encontradas em pacientes com epilepsia na forma esporádica 
(sem antecedentes familiares). Esse estudo pode eventualmente melhorar o diagnóstico e 
levar a um melhor tratamento dessa doença. Tanto as amostras de tecido nervoso como a 
informação médica a meu respeito, bem como a respeito de minha família que forem 
obtidas para esse estudo, poderão ser compartilhadas com outros pesquisadores que 
trabalham com epilepsia. O sigilo será mantido em todos os estudos colaborativos através 
da utilização de um número de código para a identificação dos indivíduos participantes. 
 
PROCEDIMENTO: 
 
 Eu entendo, que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores 
participantes farão perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiais. O meu 
consentimento se refere ao uso do material que será retirado durante a cirurgia para a 
realização de estudos científicos. É importante lembrar que a cirurgia mencionada acima, 
faz parte do tratamento médico. A pesquisa laboratorial utilizando as amostras de tecido 
poderá ser feita durante um período máximo de 30 anos após a coleta. Após o término desta 
pesquisa com prazo de duração de cerca de 4 anos, pretende-se armazenar este material 
durante no máximo 30 anos caso haja a necessidade de se dar continuidade a pesquisas 
complementares. Neste caso será feito novo protocolo para submissão à aprovação do 
Comitê de Ética em Pesquisa local  e se necessário ao Conselho Nacional de Ética em 
Saúde (CONEP).  
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RISCO E DESCONFORTO: 
 

 Não há quaisquer riscos ou prejuízos adicionais para os sujeitos da pesquisa, 
já que o material utilizado para a pesquisa (pequena amostra de tecido nervoso) será obtido 
de pacientes submetidos à retirada cirúrgica do tecido lesado, como forma de tratamento.  
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FORMULÁRIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MÉDICA, Página 2 de 3 
 
Título do projeto: Caracterização neuropatológica da epilepsia de lobo temporal mesial 
familiar  
 
Investigadores principais:  
 
Profa. Cláudia V. Maurer Morelli, Prof. Dr. Luciano de Souza Queiroz, Prof. Dr. Fernando 
Cendes e Profa. Dra. Iscia Lopes Cendes 
 
VANTAGENS: 
 
 Eu entendo que não terei nenhuma vantagem pessoal com a participação neste 
estudo e que o diagnóstico e o tratamento de possíveis familiares com a epilepsia familiar 
ou esporádica não serão modificados. Contudo, os resultados desse estudo podem, em 
longo prazo, oferecer vantagens para os indivíduos com epilepsia e suas famílias, 
possibilitando um melhor diagnóstico e um tratamento mais adequado. Caso, no futuro, 
pesquisas com o material venham a trazer resultados com algum tipo de benefício aos 
familiares envolvidos, estes serão prontamente informados. 
 
SIGILO: 
 
 Eu entendo que toda informação médica, assim como os resultados dos estudos 
decorrentes desse projeto de pesquisa, serão submetidos aos regulamentos do HC- 
UNICAMP referentes ao sigilo da informação médica, o que garante que os dados pessoais 
dos participantes não serão de livre acesso.  
 Se os resultados ou informações fornecidas forem utilizados para fins de publicação 
científica, nenhum nome será revelado. 
 
FORNECIMENTO DE INFORMAÇÃO ADICIONAL:  
 
 Eu entendo que posso requisitar informações adicionais relativas ao estudo a 
qualquer momento. A Dra. Iscia Lopes Cendes, tel (019) 3788-8907 estará disponível para 
responder minhas questões e preocupações. Em caso de recurso, dúvidas ou reclamações 
contactar a secretaria da comissão de ética da Faculdade de Ciências Médicas-UNICAMP, 
tel. (019) 3788-7232. 
 
RECUSA OU DESCONTINUAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO: 
 
 Eu entendo que a minha participação é voluntária e que eu posso me recusar a 
participar ou retirar meu consentimento e interromper a minha participação no estudo a 
qualquer momento sem comprometer os cuidados médicos que recebo atualmente ou 
receberei no futuro no HC- UNICAMP. Eu reconheço também que a Dra. Iscia Lopes 
Cendes pode interromper a minha participação nesse estudo a qualquer momento que 
julgarem apropriado. 
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FORMULÁRIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MÉDICA, Página 3 de 3 
 
Título do projeto: Caracterização neuropatológica da epilepsia de lobo temporal mesial 
familiar  
 
Investigadores principais:  
 
Profa. Cláudia V. Maurer Morelli, Prof. Dr. Luciano de Souza Queiroz, Prof. Dr. Fernando 
Cendes e Profa. Dra. Iscia Lopes Cendes 
 
 
 Eu confirmo que o(a) 
Dr(a)._______________________________________________ 
me explicou o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos, 
desconforto e possíveis vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi 
explicado, assim como compreendi esse formulário de consentimento e estou de pleno 
acordo em participar desse estudo.  
 
_______________________________________________________________________ 
Nome do participante ou responsável 
 
_________________________________________________          __________________ 
Assinatura do participante ou responsável                                         data 
 
 
 
________________________________________________________________________ 
Nome da testemunha 
 
____________________________________________________      
___________________ 
Assinatura da testemunha                                                                   data 
 
 
 
RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR: 
 
 Eu expliquei a _____________________________________________________ 
o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possíveis riscos e vantagens que 
poderão advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a 
fornecer uma cópia desse formulário de consentimento ao participante ou responsável. 
 
________________________________________________________________________ 
Nome do pesquisador ou associado 
 
___________________________________________________         
___________________ 
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Assinatura do pesquisador ou associado                                              data 
 

 

 

 
 
 
 


