FACULDADE DE MEDICINA
MESTRADO EM CIENCIAS MEDICAS

FERNANDA NOAL CARLESSO

ACAO DO BROMETO DE SODIQ NA
ATIVIDADE EPILEPTIFORME NAO-
SINAPTICA

Porto Alegre
2008



PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO S UL
FACULDADE DE MEDICINA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA E CIENCIAS DA SAUDE
AREA DE CONCENTRACAO: NEUROCIENCIAS

FERNANDA NOAL CARLESSO

ACAO DO BROMETO DE SODIO NA ATIVIDADE EPILEPTIFORME NAO-
SINAPTICA

Porto Alegre
2008



FERNANDA NOAL CARLESSO

ACAO DO BROMETO DE SODIO NA ATIVIDADE EPILEPTIFORME NAO-
SINAPTICA

Dissertacdo apresentada como requisito
para obtencdo do grau de Mestre, pelo
Programa de Pés-graduacdo em Medicina e
Ciéncias da Saude, da Faculdade de
Medicina da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul.

Orientador: Prof. Dr. Jaderson Costa da Costa
Co-orientador: Prof. Dr. Antonio-Carlos Guimardes de Almeida

Porto Alegre
2008



FERNANDA NOAL CARLESSO

ACAO DO BROMETO DE SODIO NA ATIVIDADE EPILEPTIFORME NAO-
SINAPTICA

Dissertacdo apresentada como requisito
para obtencdo do grau de Mestre, pelo
Programa de Pés-graduacdo em Medicina e
Ciéncias da Saude, da Faculdade de
Medicina da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul.

Aprovada em 03 de marco de 2008

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Magda Lahorgue Nunes

Prof. Dr. Cristina Maria Moriguchi Jeckel

Prof. Dr. Marino Muxfeldt Bianchin



DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGCAO NA PUBLICACA O (CIP)

C278a Carlesso, Fernanda Noal
Acdo do brometo de sédio na atividade epileptiforme néo-
sinaptica/ Fernanda Noal Carlesso. Porto Alegre: PUCRS, 2008.

100 f.: gréf. il. tab.

Orientacédo: Prof. Dr. Jaderson Costa da Costa.
Co-Orientacdo: Prof. Dr. Antdnio-Carlos Guimarades de Almeida.

Dissertacao (Mestrado) — Pontificia Universidade Catdlica do Rio

Grande do Sul. Faculdade de Medicina. Programa de Pés-
Graduacdo em Medicina e Ciéncias da Salde. Mestrado em
Medicina e Ciéncias da Salde. Area de concentracao:

Neurociéncias.

1. BROMETOS/farmacologia. 2. EPILEPSIA/terapia. 3. IN VITRO.
4. ANTICONVULSIVOS/uso terapéutico. 5. SINAPSES ELETRICAS/efeito de
drogas. 6. MODELOS MATEMATICOS. 7. RATOS WISTAR. 8. ANIMAIS DE
LABORATORIO. |. Costa, Jaderson Costa da. Il. Almeida, Antdnio-
Carlos Guimaraes de. lll. Titulo.

C.D.D. 618.853
C.D.U. 616.853:661.32(043.2)
N.L.M. WL 385

Rosaria Maria Lucia Prenna Geremia
Bibliotecaria CRB 10/196




DEDICATORIA

Dedico aos meus pais, familiares e amigos que
sempre me apoiaram e incentivaram durante o
mestrado.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Prof. Dr. Jaderson Costa da & agtie contribuiu para a
realizacdo deste trabalho com muita competénciatramalo muita confianca e incentivo para
realizar parte de meu trabalho em Minas Gerais.

Ao meu co- orientador Prof. Dr. Anténio-Carlos Gandes pela dedicacéo, apoio e
oportunidade para desenvolver meu trabalho emadeudtorio.

Ao Prof. Dr. Antbnio Marcio e também aos outrosf@ssores do laboratério de Sao
Joao Del Rei, por sempre se mostrarem a dispopa@oajudar.

Ao Prof. Dr Mério Antdnio Duarte e sua familia, godo carinho, amizade, apoio,
incentivo e pela acolhida.

Ao Prof. Dr Martin Cammarota, por passar espinittico e observador, ajudando-
me na escrita do artigo.

A todo grupo do Laboratério de Neurociéncia Comgiotzal e Experimental pelo
apoio e acolhimento durante o desenvolvimento desalho.

A todo grupo do Laboratério de Neurociéncias peloi@ amizade e carinho.

A querida Gianina, pela amizade e por me ajudasosdta do artigo.

Aos amigos Jociane e Mauro, pela amizade e porreeagtarem me ajudando na
realizacao deste trabalho.

As secretarias Nelcy Arndt, Thais Carneiro, Soniandva, Simone Nascimento,
pela disposicdo em sempre me ajudar.

Aos amigos, que sempre estiveram comigo me apoipdoticipando na realizacéo

deste trabalho.



RESUMO

Justificativa: Apesar do brometo ter sido a primeira terapéutiaea po tratamento das
epilepsias refratarias em criancas, seu mecanisgnacdo ainda ndo foi completamente
esclarecido. O mecanismo de acdo proposto, suggéce@ABAérgica. Entretanto, apesar de
compartilhar a cinética idbnica com os cloretos siwidade na membrana neuronal
independente da atividade sinaptica ndo foi estdadbjetivos: Este estudo tem como
objetivo verificar o efeito do NaBr sobre as atades epileptiformes (AE), induzidas por
supressdo das conexdes nao-sinapticas por perdosdidiquido cefalorraquidiano artificial
(ACSF) 0- C& e alto K. Métodos e Resultados:O estudo envolveu medidas
experimentais e simulacdo. Os experimentos comogNgBr (n=23), grupo SITS (n=3),
grupo controle (n=3) foram realizados em fatiashggcampo de rato$Vistar (4 a 6
semanas). Apds inducgéo das atividades epilepti®poe perfusdo com ACSF 0- Cae alto

K* (8 mM), o Bf foi aplicado por substituicio nas seguintes camnagdes: 5, 7, 9 e 11 mM
de NaCl por 5, 7, 9 e 11 mM de NaBr. O SITS tambénaplicado por perfusdo (tempo:
20min). A aplicacdo do Bresultou na supressao reversivel das AE do ginteddo (GD).
Antes da completa supressao das AE, foram obsenamlaeguintes alteracées no potencial
elétrico extracelular (PE): (i) reducdo da ampktuda componente DC; (ii) aumento
transitorio das amplitudes dpspulation spikesseguido de reducéo até completa supressao;
(i) reducdes da duracdo e intervalo entre evenfisnultdneo ao potencial elétrico
extracelular foi registrado o sinal Optico intrioggI0S). Em termos temporais, da mesma
forma que o PE, observaram-se reducdes da durac@io éntervalo entre eventos.
Espacialmente, o IOS sugere uma particdo da regi@acompreende os eventos, sugerindo
uma reducdo do recrutamento espacial. As simuladigsearam-se na modelagem
matematica de mecanismos subcelulares e eletrapgndie neurdnios (bombas de sédio-
potassio, canais ibnicos, gap-junctions, co-trarieppeletrodifusao, efeito de campo elétrico
e variacao de volume), compreendendo uma redeldea<@ranulares e gliais interligada a
uma rede extracelular. A reproducdo do comportamespaco-temporal durante o bloqueio
foi possivel supondo-se o efeito competitivo epti& e o CI, tanto em canais como em co-
transportesConclusfées:9 mM de NaBr € a concentragcdo minima necessaragpeompleto
bloqueio das atividades, com tempo minimo de e&tin¢Simulacbes computacionais
sugerem duas explicacbes para o efeito inibitowoNABr sobre as AE’s: (i) atuacao

competitiva do Brcom o Cl, decrementando a permeabilidade deste ion quesyaorez,



reduz seus efluxo e influxo durante os periodosrictal e ictal, respectivamente; (i) o
potencial de Nernst do Bgue tem efeito inibitério, favorecendo a reducacercitabilidade.
Possivel envolvimento dos canais dev@ltagem-dependentes (semelhanca dos registros do

PE e sinal 6ptico intrinseco entre NaBr e SITS).

Palavras-chave: brometo de sddio, epilepsia, canal de cloro veltaglependente, SITS,

atividade epileptiforme ndo- sinaptica.



ABSTRACT

Rationale: Bromide was the first therapeutic option in theatneent of refractory pediatric
epilepsies. Despite this fact the pharmacologictvidy of bromides has not been profusely
investigated and remains without a complete elucidaThe mechanism of action proposed
suggests GABAergic activation. Bromides share idnetics with chlorides. However, its
activity on nonsynaptic mechanisms has not beetiedtuyet. Purpose: This study aims to
verify the effect of NaBr on epileptiform activityfEA) induced by suppression of
nonsynaptic connections through perfusion with 8="Cand high K artificial cerebrospinal
fluid (ACSF).

Methods and Results: The study involved experimental measures and sitioul.
Experiments were taken on hippocampal slices fromtal rats (4 to 6 weeks old). The
studied groups were NaBr (n=23), SITS (n=3), amutrod (n=3). After EA induction with O-
Ca™ and high K (8 mM) ACSF, Brwas applied by perfusion. We replaced choride for
bromide in the following concentrations: NaCl 5,97and 11 mM for NaBr 5, 7, 9 and 11
mM. SITS was also perfused (time: 20min).” iBversely suppressed EA in the dentate gyrus
(DG). Before full EA suppression, we observed tbkofving changes in the extracellular
field potentials (FP): (i) decrease of DC amplitud® transitory increase of population
spikes amplitudes, followed by reduction until fuduppression; (iii) decrease of event
duration and inter-event interval. Simultaneoust recorded the intrinsic optical signal
(I0S). In accordance to FP recordings we obsereededse of event duration and inter-event
interval. SITS response was similar to the NaBr.d@S suggests partition in the region
compreheding the events, pointing a reduction atigprecruitment with NaBr. Simulations
were based on mathematical modeling of subcellatat electrochemical mechanisms of
neurons (sodium-potassium pump, ion channels, gapctipns, co-transporters,
electrodiffusion, field effect and volume variatjpoomprehending a net of granular and glial
cells connected to extracellular net. Reproduatibspace-time behavior during blockade was
possible with the assumption of competitive effleetween Brand ClI, either in channels or
contransports.

Conclusion: NaBr at 9 mM is the minimum required concentrationfull blockade of EA,
with minimum extinction time. Computational simiibens suggest two explanations for the

inhibitory effect of NaBr on EA: (i) Brcompeting with C| decreasing permeability of the



latter, which reduces efflux and influx during intal and ictal periods, respectively; (ii) Br
Nernst potential, that has inhibitory effects, famg reduction in excitability. Possible
involvement of voltage-dependent €hannels (FP and IOS recordings similar for Nafst a
SITS).

Key-words: sodium bromide, epilepsy, voltage-dependent atdorchannel canal, SITS,

nonysynaptic epileptiform activity.
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1 INTRODUCAO

A epilepsia é um distarbio cerebral caracterizadw manifestagbes clinicas
espontaneas e recorrentes na auséncia de condipém metabolica ou febrfl.

A epilepsia acomete 1-2% da populacdo mundial, senhuma distincdo social,
étnica, geogréfica, etaria ou sexual. De acordo Bapczinski e colaboradores (2004) ha
uma suposta prevaléncia de 2.800.000 pacienteseqilepsia no Brasil, e 16,5/1.000 na
regido de Porto Alegre.

A terapia corrente é sintomatit@s farmacos disponiveis reduzem a freqiiéncia das
crises na maioria dos pacientes, mas somente 4@ fivres das crisé's®

Em 1857, dois milénios apds inimeras tentativaapéarticas infrutiferas para o
tratamento das crises epilépticas, Sir Charles ¢lgcam obstetra inglés, introduziu o
brometo de potassio para o tratamento da epiléBidrometo constituiu o Unico farmaco
eficaz para o tratamento das epilepsias até 19idhdyp Alfred Hauptmann, explorando as
propriedades sedativas do fenobarbital, observeuindicdo na frequéncia das crises
epilépticas em pacientes que faziam uso de bromBesde entdo o farmaco ganhou a
reputacdo de ter um alvo muito pequeno e ser mefietiso que outros anticonvulsivantes.
Em contraste ha estudos que mostraram que os lm®méb mais efetivos que outros
farmacos no tratamento de sindromes especiaisdaie crises refratarias tonico-clénicas de

infAncia e para epilepsia severa miocl6énica enncaist !



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 EPILEPSIA

O termo epilepsia se refere a uma mudanca traiesiér comportamento devido a
disparos ritmicos e sincronicos das populacdesedednios no Sistema Nervoso Central
(SNC). Também pode se definir como um distarbiccimmal no cérebro caracterizado pela
ocorréncia de crises periddicas e imprevisiteRortanto, epilepsia é um tipo de disfuncéo
cerebral caracterizada clinicamente por alteragidgetivas ou comportamentais subitas
(crises epilépticas), com tendéncia a se repetaenpngo da vida do pacierite.** Essas
crises refletem uma atividade anormal, de inicioiteyiacometendo uma ou varias areas do
cortex cerebral. Essa alteracdo da atividade &détortical, por sua vez, pode ser causada por
um ntmero de patologias estruturais e neuroquimicasmite-se epilepsia como um grupo
de doencas que tém em comum, crises epilépticagepaerem na auséncia de condicéo
toxico-metabdlica ou febril. Crises epilépticas g@ntos clinicos que refletem disfuncao
temporaria de um conjunto de neurdnios de parteedoéfalo”® As mudancas na
excitabilidade neuronal que estdo por tras da @pid€nese ndo sO induzem atividade
anormal em neurdnios individuais, mas também ragrutma massa critica de células
superexcitaveis em atividades altamente sincroagzagie sdo propagadas por vias normais
ou patoldgicad®

E importante ressaltar que as crises epilépticasesiultado de descargas anormais
excessivas em uma populacdo de neurdnios hipedegist resultante de correntes elétricas
que sdo fruto da movimentacgéo idnica da membraotacés crises epilépticas sdo uma das
formas pelas quais se definem e classificam-spitepsias->

Grande parte das crises sdo geradas nas estratutesl e hipocampal, embora
outras estruturas subcorticais também estejam é@dasl em alguns tipos de crises. A
expressao clinica de uma crise depende do seudeaaigem, curso de tempo, e propagacao
da descarg®.

Existem dois aspectos essenciais para a classifiaias crises epilépticas segundo a
Internacional League Against Epilepsy: a) a regiédical de origem e b) a alteracdo ou nao
da responsividade do paciente ao ambiente durarieeaAssim, quanto a area de origem as

crises que derivam da disfuncdo de uma area dolticalizada, sdo denominadas crises
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parciais, as que decorrem do acometimento simutédeemultiplas areas corticais nos dois
hemisférios (ou do cértex como um todo) sdo chamadaes generalizad&s-* Por outro
lado, a preservacdo ou nao da responsividade denpacao ambiente durante as crises
classifica e qualifica as crises parciais. As erigarciais se subdividem em: simples:
caracterizam-se pela preservacdo sem comprometimdat consciéncia, complexas:
acompanhadas por alteracdo ao ambiente e com corejimeento da consciéncia; e parciais
simples ou complexas evoluindo para crises seciamdante generalizadas. As crises
generalizadas (crises de auséncia, crises de aas@fpgica tbnicas, clonicas, mioclénicas e
atdnicas) sdo aquelas em que desde o inicio, adeshclinicos e eletrencefalograficos
sugerem o envolvimento de ambos os hemisfériopass?

Estas crises se subdividem em convulsivas (sintmoi@r predominante podendo
haver ou nédo alteracéo da consciéncia) e ndo camasl(sem sinal motor muito evidente). A
classificacdo das epilepsias e sindromes epilépéideaseada nas semelhancas em relacdo ao
tipo de crise, idade de inicio, sinais clinicos rmuroldgicos associados, historia familiar,
achados eletrencefalograficos e prognostico. N&oréeto considerar epilepsia como uma
Gnica sindrome, existem mdltiplas sindromes epdépt A maioria das sindromes
epilépticas, entretanto, ndo tem necessariamenisagsacomuns. Crises epilépticas séo
sintomas comuns de doencas neurologicas agudas amifesiacdo clinica de doenca
sistémica. Na avaliacdo ou no seguimento do paciemin epilepsia € central a questdo da
causa das crises epilépticas. Quase todas as dogquoeaatingem a substancia cinzenta,
algumas patologias de substancia branca (ex: deemgdabodlicas) e iniumeras doencas
sistémicas podem causar crises epilépticas. Tiésefacausais podem estar envolvidos:
predisposicao individual, presenca de leséo epigptica cerebral (local ou generalizada) e
alteracbes bioquimicas ou elétricas cerebrais.eEagr causas da epilepsia podemos citar
fatores genéticos e perinatais, distarbios do dedeimento, doencas infecciosas, fatores
toxicos, trauma ou agentes fisicos, distarbios wlases, metabdlicos e nutricionais, doengas
degenerativas e hereditarfés.

A epilepsia é mais prevalente em populacfes irfaatmbora ndo existam farmacos
antiepilépticos aprovados pelo FDA, especificameietgenvolvidos para esta populacdo. A
terapia corrente para estes é ainda associadawdustascial incidéncia de efeitos colaterais
indesejados, desconhecidos efeitos sobre o cérefyroal em desenvolvimento e, muitas

vezes, uma substancial falta de eficacia contsaesf
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2.2 BROMETOS

A partir de sua descoberta em 1826, os sais dedbooioram amplamente utilizados
para o tratamento de hepatoesplenomegalia, sfdiszemas. Somente em 1853, Sir Charles
Locock introduziu o brometo de potassio na terap@ule seus pacientes com epilepsia.
Durante 59 anos, o elixir triplo de brometo (broong¢ amonio, brometo de sodio e brometo
de potassio) foi amplamente utilizado no tratamelamepilepsias com suce$so.

Com o advento do fenobarbital (1912) e da fenitq@87), deu-se inicio a era
moderna dos farmacos antiepilépticos (FAES). Estdsstituiram os sais de brometo em
funcdo da menor toxicidade e maior efic4cia.

O brometo de sodio apresenta tempo de meia-vidsangue humano de 10,5-14
dias, sendo necessarios 40-50 dias para atingteady-state Assim, € dificil se referir a
concentracdo sangiinea e determinar a dosagermduzioo monitoramento terapéutico do
farmaco. Além disto, o nivel sérico terapéuticosgedrmaco é considerado proximo do nivel
toxico. Os efeitos adversos do brometo sdo sigmfes e podem causar a morte, onde o
bromismo severo esta associado a uma concentrac@ootheto acima de 200 mg/dl e se
manifesta por dor de cabeca, delirio e deméncapqde ser acompanhado de alucinatbes
19

No entanto, os brometos permanecem ainda hoje conaoalternativa terapéutica
para pacientes com epilepsias refratarias aos Fig&ntes, particularmente em criancas,
como crises refratarias tonico-clonicas ou comepgib miocldnica grave? %

Estudos clinicos recentes com brometos limitam-geskricdo de casos isolados.
Exemplos de casos isolados:

— 1°caso: Paciente de 15 meses de idade sofridatda@le desenvolvimento como sequela
de asfixia neonatal severa. Desde os 5 meses, foodadas crises clonicas focais do
membro superior esquerdo e face com distarbio descd@ncia, ocasionalmente
generalizadas secundariamente. Apresentava elettfiabograma (EEG) ictal com
descargas localizadas na regido anterior direisacrises tornaram-se mais frequentes e,
aos 7 meses, a incidéncia excedia 50 ou 60 porAdia.8 meses, sua consciéncia e
respiracdo estavam afetadas devido as crises eatesrfrequientes. Regimes terapéuticos
com outros farmacos anticonvulsivantes foram tergachas sem bons resultados. Aos 15
meses, brometo de potassio (KBr) oral, em dosemexlie 80 mg/kg/dia, foi adicionado

ao regime terapéutico, controlando as crises caampknte em 1 més.
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— 2° caso: paciente de 8 anos de idade, vinha secwlopanhado devido a um retardo
psicomotor de origem desconhecida desde os 2 mésesdade. Aos 4 meses,
desenvolveram-se crises audiogénicas mioclénicasgstas se transformaram em
hemiconvulsGes direitas ou esquerdas freqlientemassociadas a generalizacao
secundaria desde os 16 meses. Apesar da admiastiagzarios anticonvulsivantes orais,
as crises eram diarias e 0 paciente frequentenatinigia status epilepticu¢SE). Esta
paciente passou a receber KBr 86mg/kg/dia em mapée As crises tornaram-se menos
frequentes e de menor intensidade depois de Adgastir da administracao, cessando por

completo no 18° di&

Estudo recente num centro de epilepsia na Alemanbestigou a eficacia e
tolerancia do brometo de potassio em 113 paci¢htas20 anos) com epilepsia grave e crises
tbnico-clonicas generalizadas. A dose inicial fei4b mg/kg e aumentada para 70 mg/Kg.
49% dos pacientes nao tiveram crises nas ultimasajgemanas do estudo e 31% mostraram
uma diminuic&o maior que 50%%.

Um outro estudo demonstra a efetividade do brordet@ddio (30-50mg/Kg/dia)
para o tratamento da sindrome Wolf-Hirschorn. Hs#ologia € caracterizada por uma
delecao parcial do braco curto do cromossomo d@entes apresentam crises refratarias e
facilmente desenvolvem SE. A eficacia do brometcsdaidio neste estudo foi de 100% em

quatro individuos tratados com este farm@co.

2.2.1 Mecanismo de acao

A sua atividade farmacoldgica tem sido investigadas ainda permanece sem uma
completa elucidagdo. Dois mecanismos principaisiniopropostos para explicar a agéo
antiepiléptica: hiperpolarizacdo neuronal, atradésgeracdo de potenciais pds-sinapticos
inibitérios gerados pelo influxo facilitado de iobhemeto, e acidose extracelular, gerada a
partir da interacéo com a enzima carbonoanidrad&Em um estudo realizado por Meierkord
e colaboradores, foi analisado o efeito do brondetsddio (NaBr) em fatias de cortex de
ratos em dois modelos diferentes de epilepsia ¢b@&" e baixoMg™™). O brometo de sbdio
reduziu as freqiiéncias e bloqueou as descargagidiadupor baixo C3 e as descargas
recorrentes induzidas por baixo Mgleuma maneira concentragcdo-dependente. Também se

testou a hipétese de um possivel envolvimento dér Na acidififcacdo do meio extracelular
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através da inibicdo da enzima anidrase carbérecaloscomparado com a acetazolamida. No
entanto, o NaBr néo teve efeito na acidose e s@ramnentou a alcalasBleste mesmo
trabalho através de um protocolo de estimulacasopphreado, usado para monitorar a
eficacia da inibicdo gabaérgica em concentracde$ deM de NaBr, foi verificado um
aumento significativo na amplitude inibitéria pdséptica em culturas de neurbnios
hipocampai€® Em células ganglionares de rd o brometo de sdalisac hiperpolarizacéo
quando ocorre substituicdo equimolar de cloretsdtko (112mM) por NaBr em solucao de
Ringer e também exibe minimos efeitos excitatésioapticos. A hiperpolarizacdo poderia
ter ocorrido em consequéncia da maior permeab#idedmembrana pelo brometo do que ao
cloreto?Em culturas de neurénios corticais de ratos foestigado o efeito do brometo em
correntes ativadas por acido gama-aminobutirico B&\ empregando técnicas de
clampeamento de corrente e registro intracelulase& achados sugerem que o brometo
potencializa correntes ativadas por GABA em umaenttacao terapéutica de 10 mM para
20 mM, determinando uma grande hiperpolarizacdozigéd por GABA. Baseado nestes
achados foi postulado que o efeito do brometo paocterer através da potenciacdo de

potenciais pds-sinapticos inibitérios (PIPS) otdigelo GABA?

2.2.2 Permeabilidade dos anions pelos canais de cloreto

Os canais anionicos sdo permeaveis a todos ossahadetos. O potencial reverso
do Brometo (Br), lodeto (I), e nitrato (NJOs&o positivos e aumentam nesta ordem (Tabelal).
Estes fons tém uma permeabilidade maior que o 61(84) *°

Potenciais reversos indicam que o canal de claedxiona os ions haletos, conforme a
sequéncia: I> Br> CI> F na proporcao 1.98:1.46410Ap0s a inclusdo dos outros anions, a
sequéncia da seletividade alterou: N@®> Benzoato> Br > SCN> CI|> acetato> propionato>

F> aspartato> glutamato >%0
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Tabela 1 — Mudangas no potencial reverso e proporeé da permeabilidade dos anions

Test ion AE., N Piest/Psi
mvV

Glutamate -32.5 3 0.13
Aspartate -29.6 3 0.17
F -15.7 2 0.44
Propionate -13.4 2 0.5
Acetate -8.5 5 0.66
Cl 0 - 1
SCN 7.9 1 1.44
Br 8.2 2 1.46
Benzoate 13.6 2 1.86
| 15.0 2 1.98
Nitrate 19.0 2 2.35
Li -3.7 7 0.38
Na 0 7 0.25
K -11 3 0.25
Cs -6.2 2 0.35

ObservacadA5.~mudancas no potencial reverfps{P.=proporcdes de permeabilidade.
Fonte: Robison e Stokes (19%9)

2.2.3 Canais de cloreto

A familia dos canais de cloreto voltagem-dependergepressados em niveis
significativos no cérebro inclui CIC-2, CIC-3, CKZ-CIC-5, CIC-6 e CIC-7. Somente CIC-2
tem se expressado em neurdnios e ativado potedeaisembrana de repouso. No entanto, €
possivel que os outros membros da familia de ClEribmam para este proces3bCIC-2
pode ser ativado por hiperpolarizacéo e acidificaméracelular. E altamente expressado em
células piramidais do hipocampo e células de Pjrkio cerebelo e menos abundante em
outros neurénios e gli&® A seqiiéncia de seletividade do CIC-2 aos halets>8r >I". Isto
se aplica tanto a condutancia e a sequéncia deepbilidade. Este é pouco inibido por 1ImM
DIDS (acido 4,4-diisotiocinatoestilbeno-2,2-disulifo), moderadamente por 1mM 9-AC ou
difenilcarboxilato, e um pouco mais eficientemepmbe acido 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino)-
benzéico (NPPB). Ambos cadmio &de zinco (ZA") também inibem CIC-2. Contudo
nenhum bloqueador é especifico para um tipo de(@l@la 2)® A ativacdo de CIC-2 por
[Cl]i tem sido vista em neurbnios hipocampais, pode s®iontante para prevenir a
acumulagcédo de cloreto no meio intracelular, comdepocorrer em particular durante um

aumento de frequiéncia na atividade neurbhal.
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Inhibitor Type Substance CI1C— CI2C— CFTR Cl(Ca) ClI(Vol) CLIC
DISU”OI’]I.C stllt_)en_es DIDS, SITS o ot o + o
(irreversibly binding)

E_lsu_lfomc stilbenes (reversibly o\ oo 16 _ _ o
inding)
Arylaminobenzoates DPC 0 0 0
NPPB * * *
Fenamates FFA o) * )
NFA o) ) * )
Anthracene carboxylates 9-AC * o] 0 o] o]
Indanylalkanoic acids I1AA-94 - 0 *
Clofibric acid derivatives Clofibric acid, CPP " o]
Sulfonylureas Glibenclamide, * Varies 0
tolbutamide
Other compounds ts-tmCalix(4)arene - o
Suramin -
Tamoxifen o
Metal ions ZR* 0 *
cd”* 0

Observacaolnibidores de canais de cloreto. ++gC5uM; +, S5uUM< [Gy< 100uM; 0, 100uM< 1< 2mM; -,
ICse> 2mM; DPC, difenilaminocarboxilato; NPPB, acidmi-o-2-(3-fenilpropilamino) benzéico; FFA, &cido
flufenamico; NFA, acido niflimico; 9-AC, 9-antraasarboxilato; IAA, acidandaniloxiacético; CPP, acido 2-
(p-fenoxicloro) propidnico; DIDS, &cido 4,4-diisotinatoestilbeno-2,2-disulfénico; SITS, acido 4tacddo-4-
isotiocianoestilbeneo-2,2’- disulfonico, DNDS, &wid,4'-dinitro-estilbeno-2,2'-disulfénico. * Potémccom
aplicacdo extracelular/ intracelular

Fonte Jentsch et &f

2.2.4 Extrusao de cloreto

No SNC, varios transportadores de anions incluindm-transportador Na-K-2Cl
(NKCC), o co-transportador K-Cl (KCC), CI/HG® o trocador ClI/HC®acoplado a Na

agem em conjunto para regular o pH intracelularcerecentracdo de anions. O KCC2 é o

principal co-transportador de cloreto envolvido meanutencdo de baixa concentracéo

intracelular de cloreto em neurdnios adultos. Qoaad[CI} é extremamente baixa, ou

concentracdo de potassio extracelulai [KRlta, 0 KCC2 pode funcionar em reverso e serve

para colocar Clpara dentro dos neurénios. A expressdo de NKClaldgamente delimitada

as regides dendriticas onde sua atividade resmltacgimulo de ions cloreto, enquanto que

em neurdnios piramidais adultos sua expressao rdetettavel e contribui pouco para a

homeostase do TlOutros co-trasnportadores tais como CI/HGOo trocador CI/HC®

acoplado ao Nduncionam no controle do pH e estdo menos envavit regulacdo da

[CI];.*° A direcdo do co-transporte de *K CI' é determinado pelos gradientes

transmembranicos Ke CI. Sob condicGes de baixa [Ck elevada [CH consideragses

termodinamicas sugerem que o KCC2 pode operar deiraaeversa acumulando &1
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No encéfalo imaturo, onde concentracdo de cloraetadelular [CIl] € alta e
potencial de equilibrio (&) é positivo ao potencial de repouso de membrana (¥ ativacao
de receptores GABAleva a um efluxo de Cke uma corrente de entrada despolarizante,
enquanto que no encéfalo maduro, baixa; ECHc negativo em relagcdo ao Vm resultam em
influxo de CI e potenciais inibitérios pds-sinapticos hiperpakantes (PIPS) durante a
ativacédo de receptores GARAEsta mudanca durante o desenvolvimento indicaagii#];
nao € distribuida passivamente através das menshreusam regulada por co-transportadores

cation-cloreto e pelos trocadores CI/HC®

2.2.5 Bloqueador de canais de cloreto- SITS

E conhecido que os derivados dos estibenos tai® dS e SITS (4cido 4-
acetamido-4-isotiocianoestilbeneo-2,2’-disulfénjco) modulam  canais  anibnicos e
transportadores de atividade por ambos mecanisvessieel** Estes compostos contém pelo
mMenos um grupo isotiocianato, o que permite qua ek@s reagirem comssamino grupo de
um residuo de lisina sobre o transportador ou camahico>® Segundo L. Vaca existe dois
sitios de ligacdo para o SITS nos canais de clovmtocom alta afinidade responsavel pelo
incremento do numero de transicOes de estados ®rsiutancias e uma baixa afinidade
viculada ao sitio envolvido na reducdo da ampliioe estados de condutanciaEm baixas
concentracdes (<45uM), SITS aumenta numero de i¢fmss para os trés estados de
subcondutadncias numa concentracdo dependente, amomempo reduz o numero de
transicOes para o estado totalmente aberto. Este &i mantido apos a remocéo do SITS da
solucdo de banho. Sugerindo que as modificacbesanal induzidas por este bloqueador
eram irreversiveid *> Um aumento da concentracdo de SITS reduz a amplite todos
estados de condutdncia de uma maneira concentlap@gndente. Este efeito foi

completamente reversivel apés remocéo do SITSldedsnde banhd*

2.3 HIPOCAMPO

A formacéo hipocampal é uma estrutura bem defin@éobo temporal, € essencial
para memoéria a longo prazo e tem um papel cengatpilepsia do lobo temporil.Os

aspectos anatdomicos do hipocampo sédo bastante cidodie Existe um alto grau de
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similaridade entre o de humano e o de rato (figyré&Este possui distintas regides que sao

interconectadas: o giro denteado (GD), corno Amrf@A), complexo subicular, e cértex

entorrinal®” O giro denteado é dividido em trés camadas: camedtaular, camada molecular

e hilus (camada polimérfica) (figura.)

:"
iCA3

- -
"ragpmma®®”

r

Figura 1 — llustracdo da anatomia do hipocampo (retirado d#il®i 2006). A- Hipocampo
humano; B- Fotomiografia digital ilustrando hipogaorhumano; C- Hipocampo de rato com suas
subregides e camadas; D- Fotomiografia digitatriduslo hipocampo de rato. Abreviacdes: s.o,
stratum oriens; s.p, stratum piramidales; s.atstn radiatum; s.Im, stratum molecular-lacunoso;
Sh, subiculum; m, camada molecular; h, hilus; gnada granular do giro denteado. Escala das
barras: B- 1mm; D- 500 pm.

A camada granular contém as principais célulasidodgnteado. E composta por
um empacotamento compacto de corpos celulares lde@ranulares. Estas células sao
neurbnios que apresentam corpos celulares em fdengados, axonios curtos e arborizagcéo
dendritica préxima ao corpo celular. O GD tambémé&almente dividido em trés sub-regides

(Figura 11.5): laminas supra-piramidal, apice e ildarinfra-piramidal e (Figura 2.
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CA1

l&mina
supra-piramidal

apice GD

lamina infra-piramidal

Figura 2 — Desenho esquematico de um corte transversal do
hipocampo mostrando as trés sub-regiées do ginedeo. A regido do
apice que corresponde ao ponto de transicdo entre asdansupra-
piramidal, que é a regido mais proxima da regidaol,CA infra-
piramidal (modificado de MARTINt al, 2002).

O giro denteado é a regido que recebe a maior @ated fibras do caminho
perfurante, que terminam principalmente nos do@temais externos da camada molecular.
E considerado como a principal regido de entradanftemacdes no hipocamp6® A
camada molecular possui dendritos apicais, inteéméas dispersos e terminais sinapticos da
via perforant€® O hilus inclui diferentes tipos de células como @ulas mossye
interneurénios, caracterizado como camada policeifiO hipocampo propriamente dito é
dividido em regides CA1 (Corno de Ammon 1), CA2 A3C(figura 3). O corno Ammon
consiste de uma estrutura curva e estratificadapa@presentado na figura 3, apresentando
sete camadas: a molecular; lacunatetum radiatum s.piramidal, salveus s. oriense a

zona epiteliaf?

Figura 3 —Hipocampo de rato e suas regides (modificado dd PATRINGER, 1996). Em A- Representacao
esquematica da fatia de hipocampo mostrando asem@es basicas. B- Desenho esquematico, modifidad
O'MARA et al (2001), de uma secao horizontal através da fdmdgpocampal indicando varias regides
(corno Ammon, complexo subicular e giro dentead@amadas (ca, cama@déveus co, camadariens cp,
camada piramidakr, stratum radiatumecml, camada molecular - lacunosa; H, hilus; C&nada granular; CM,
camada molecular e camadas |, II, Ill, IV, V e \fegentes no complexo subicular). O complexo sudicgil
composto pelos subiculo (S), pré-subiculo (PrSya-pabiculo (PaS). CE representa o cértex entdreirfaa
fimbria hipocampal.
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Os avangos no conhecimento da citoarquiteturai@diga celular do hipocampo,
que foram facilitados pela utilizacdo de fatiastelddo, permitiram compreender, além das
funcdes normais do hipocampo, a atuacao de drogasas manobras experimentais durante

experimentos envolvendo epilepsia.

2.4 CONEXOES NAO-SINAPTICAS

2.4.1 Sinapses elétricas e tipos de comunicagao internemal

Nas sinapses elétricas as células pré e pos-siaaptomunicam-se por meio de
canais especiais, 0s canais de juncbes comunicajuesservem de condutores entre o
citoplasma das duas células. Estes canais propamiaima passagem de baixa resisténcia
(alta condutividade) para a corrente elétrica fuitre as duas célul&sOs canais i6nicos tém
que gerar corrente idnica suficiente para produmia mudanca no potencial da célula poés-
sinaptica’® A transmissdo elétrica ocorre numa regido de tmreapecializada entre dois
neurénios denominada juncdo comunicante. Nas sBapketricas a separacdo entre dois
neurdnios € muito menor (3,5nm) que o espac¢o nond@alsinaptico, entre neurbnios (20
nm). Este espaco estreito € transposto pelos caleaigingdes comunicantes, estruturas
protéicas especializadas que conduzem o fluxo derde i6nica da célula pré-sinaptica para
a pos-sinapticy” **Os canais de juncdes comunicantes consistem epatge hemicanais,
um na célula pré-sinptica e outro na célula pddptica. Esses hemicanais fazem contato no
espaco entre as membranas das duas células, famend ponte continua entre seus
citoplasmas. Cada hemicanal é denominado conéxamse € formado por seis subunidades
protéicas idénticas, as conexifAsA comunicacdo neuronal elétrica ganhou muita
importancia a partir das décadas de 70 e 80, quasdwesquisadores descobriram que as
comunicacdes ndo-sinapticas também eram suficigrdes a geracdo e sustentacdo das
atividades epileptiforme¥: 44

A comunicacao elétrica entre os neurdnios € ddipés: 1) acoplamento eletronico
entre neurdnios especificos através de “gap jumEtique servem como sinapses elétricas
nos invertebrados, mas parecem ser usadas com rineqiéncias para sinalizacao elétrica

nos vertebrados; 2) acoplamento “efaptico” entrenbranas neuronais proximas, mas nao
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contiguas; e 3) interacdes de “campo”, onde a ge@te uma estrutura promove a geragao
de grandes campos extracelulares que alteram tailidade de neurdnios vizinhdsAs
interacbes efapticas podem ser classificadas coma wansicdo para a forma final de
interacdo elétrica (efeito de campo elétrico), omdatividade sincrbnica de populacdes
neuronais causa grandes campos elétricos extramdulAs células comunicantes devem
estar eletricamente proximas o suficiente paraagueorrentes produzidas por uma afetem o
potencial de membrana da outra, porém sem conitm d Os efeitos de campo elétrico
ocorrem quando correntes elétricas produzidas pfdondades neuronais mudam a
excitabilidade de outros neurdnios vizinhos ndeectados. Ou seja, a corrente gerada por um
neurbnio é conduzida através do meio extracelulatimge outros neurdnios causando
despolarizaces em suas membrén&s.efeito de campo é mais facilmente identificado e
experimentos de inducdo de atividades epileptifsymaois, nesse caso, as correntes
extracelulares, devidas aos potenciais de acao,nsfores por causa do sincronismo.
TAYLOR e DUDEK (1984) mediram o potencial transmeawico de um neurdnio, durante
atividades neuronais sincronizadas, e observaraefeito de campo elétrico através de
espiculas de despolarizacdo, que ocorrem simulaaea population spikesno meio
extracelular. Ogopulation spikes&o variacfes rapidas que sdo observadas em meldida
potencial extracelular quando ocorrem descarganais sincrona®. As flutuacdes idnicas
caracterizam-se pelo movimento dos ions ao longmeéi@ extracelular. Podem contribuir
para a comunicacdo neuronal, uma vez que a memloeokar neuronal é sensivel as
variagdes de concentracées idnicas nas facesergrdracelulares. fons’KCa™, Na', Cl e
Mg*™ aparecem em grandes quantidades no meio extmcelutontribuem de maneira
significativa para as funces neuronais do sisteeneosc’’

Tanto por meio de simulacdo, quanto por realizaci@esxperimentos, observa-se
que a variacdo da concentracdo extracelular deakisa grande alteracdo na excitabilidade
neuronal. O aumento da concentracdo extracelularKtegera a despolarizagdo das
membranas celulares neurorfdisUma diminuicdo no espaco extracelular aumenta as
interacbes nao-sinapticas por flutuacbes nas ctlac@es idnicas extracelulares e pelo

aumento da resisténcia extracelular, reforcandionadisetamente efeitos de campo elétrico.
48, 49
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2.5 MODELO EXPERIMENTAL

Os experimentos de inducdo de atividades epileptds (AE) em fatias de
hipocampo de ratos, nos quais os ions dé €&o suprimidos do liquido cefalorraquidiano
artificial (ACSF) sem CH do tecido, mostram a importancia das comunicag@esonais
ndo-sinapticas sobre as crises epiléptitds: **Os eventos epileptiformes na regido do giro
denteado apresentam atividades neuronais sinctonasnaiores duracdes e amplitudes, sob

condigdes experimentais de alta concentracdo ekitac de K e baixa concentracdo de
ca™. (figura 4)*7 %01

CA3
CA1
wY Y ..
Giro 108
denteado

amy
10s

Figura 4 — Registro de eventos epileptiformes ndo-sinaptisadv@ de espiculas
formadas por potenciais de acdo sincronos, dendaspapulation spikesapds um

deslocamento negativo da linha de base) caragtedstias regides do hipocampo,
apos perfusdo com solugdo semGa com alta [K]. Na regido CAl, eventos
epileptiformes, odburstsapresentam PS’s com grandes amplitudes, na r€fao

os PS’s ocorrem de forma mais estavel e com menervalo de tempo entre os
eventos. E no GD, ha atividade neuronal intensan aescargas em salva

prolongadas e com variagdo negativa da linha de baguido de PS’s de grandes
amplitudes (retirado de DUDE&t al, 1993).

A AE tipica da supressédo de conexdes sinapticastesizam-se por uma salva de
espiculas, formadas pelo disparo simultaneo denpais de acdo, denominadas de
populacdes de espiculas (do ingl@spulation spikg superpostas a um deslocamento
negativo da linha de base (DC). Esses eventos I&finatlos de descargas em salva (DS),
caracterizadas por salvas de potenciais de agaodf5).** *°
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20s
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Figura 5 — Descargas em salva (DS) caracteristicas da relgidgiro denteado. Em A- Descarga em salva
(bursh avaliado durante as atividades epileptiformesizidhs através do protocolo experimental alfo(&
mM) e zero-C& adicionado. DS é caracterizado por um deslocameefativo e lento do potencial
extracelular, em nivel DC, simultineo com a ocaigéde uma seqiéncia de atividades de alta fre@jére
PS’s Em B exemplo de uma sequiéncia de descarga em salv

2.6 MODELAGEM COMPUTACIONAL

2.6.1 Modelo matematico de atividades epileptiformes susthtadas por conexdes nao
sinapticas

O estudo das atividades epileptiformes né&o-sin@gticno giro denteado de
hipocampo de rato, € um instrumento importante @anavestigacdo da influéncia dos
mecanismos subcelulares néo-sinapticos duranteescrispilépticas. Isso motivou o
desenvolvimento de um modelo computacional, querdes as propriedades eletroquimicas
desses mecanismos, para simular atividades efolepés sustentadas apenas por
modula¢des ndo-sinpticas. Esse modelo considaeamextracelular formado por uma rede
tridimensional de compartimentos (Figur&®j cada um dos compartimentos extracelulares
mais internos (cinza escuro) sao conectados dogmwsaelulares (esferas pretas), um glial e
outro neuronal, representando a camada de corphdares do giro denteado. Os
compartimentos extracelulares intermediarios (cingdaro) nédo s&do conectados a
compartimentos intracelulares e representam asbaggido giro denteado, formadas
principalmente por arboriza¢cdes dendriticas. Osqdale compartimentos extracelulares das
bordas laterais e da base (brancos) tém suas doagfs iGnicas mantidas constantes e

representam a solucdo de perfusdo do tecido eniergueos>>
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celulares

Solugdo de
perfusdo
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Figura 6 — Estrutura tridimensional do modelo para representar
tecido banhado pela solucdo de perfusédo (retirad®@@DRIGUES,
2003).

Na’', K" e Cl sdo as espécies ibnicas representadas. Or@a é incluido pois se
objetiva simular atividades epileptiformes ndo pgtités caracteristicas de protocolos
experimentais com zero-Caextracelular. A movimentacdo de cada espécie abnic meio
extracelular € descrita por uma equacédo de eléisdi. A movimentagdo idnica atraveés da
membrana neuronal, entre os meios intra e extdacelé descrita por canais ibnicos
dependentes de voltagem, bomba de Na/K e co-treespeCl (KCC) (Figura 7). Além
desses mecanismos, sao consideradas també@apganctionspromovendo a interconexao
entre os citoplasmas de células adjacentes. Rasdbrana glial, foram considerados canais
ibnicos com permeabilidades constantes, bomba d& Mao co-transporte Na-K-2Cl
(NKCC) (Figura 7B).

co-transporte
potassio-cloreto

Kt cr

Corpo Celular
de Glia

Corpo Celular

K+ Neuronal

Nat gap-junctions
= co-transporte
sodio-potassio-

cloreto

bomba
bomba sodio-potassio
sodio-potassio

canais iénicos
canais i6nicos

A B
Figura 7 — A - Representacdo esquematica dos mecanismasneganbranicos de transporte idnico para
neurdnios. B - Glias (retirado de RODRIGUES, 2003)
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Equacobes:

o] ~
9Cw _ Du 20, ZuFDu ooy o 2FDu corajo - (2.2) onde C,° (MM) e D, (cnfls) sdo,
o AN RTA? RTA?

respectivamente, a concentragdo extracelular estantte de difuséo do ien(Na', K" e CI
), F (C/mMol) é a constante de Farad&(mVC/KmMol) é a constante de Boltzmain(K)
a temperatura do tecidd, a tortuosidade do meia, a valéncia &/° (mV) é o potencial
extracelular.

ov® é calculado considerando que a variacdo e durante as descargas
epileptiformes, € a soma de uma componente em &l Vpc, com outra em alta

freqiiénciaVar. Para o calculo dev,. utiliza-se a equagao derivada por

Vpe = _RT ZNaZNaiCNa + ZKzDKiCK + 220 Doi0C , (2.3)
F z{.DnoCha *+ ZKD C + 25 D¢ Co

Para a componente em alta frequéNaiga denominad®S’s utiliza-se uma equacgao

de campo quase-estacionatio

N m
= L 1o , (2.4), senddN o numero total de neurdnioglg(cm) a distancia entrere

AF y—
~ 4w {d,

ésimo neurdnio e o ponto onde esta sendo calcalgmtdencialo (S/cm) é a condutividade
elétrica efetiva do tecidd, € um fator de contracdo do volume extracelula"g§mA) é a
corrente transmembrénica total mi@simo neurdnio.

A movimentagéo idnica através da membrana neugdabcrita por canais ibnicos
dependentes de voltagem, bomba de Na/K e co-traesfgeCl (KCC). Para a membrana
glial, foram considerados canais ibnicos com pehitidades constantes, bomba de Na/K e o
co-transporte Na-K-2Cl (NKCC).

A densidade de corrente idnica de um ienJ, (mA/cnf), através do canal

correspondente, é calculada pela equacdo de GolHimdgkin-Katz (GHKJ para corrente:

. -z,FVm
: 2,2ym C! —cQe RT , : A
8 :F’WFR?VVmX w \—NZWFVm , (2.5) ondeVm (mV) é o potencial transmembréanico e
1-e RT

Pw (cm/s) é a permeabilidade que é calculada de aamuh as condutancias do modelo de
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HODGKIN e HUXLEY, 1952.C,, (mM) é a concentracdo d¢ sendo que os indicés o
indicam os meios intra e extracelulares, respatiarde.

A densidade de corrente da bomba de Naky (mA/cnT), é calculada associando-
a a corrente de um ion ficticio’ & aplicando a equacéo de GHK de corrente (EquUaSi@
esse ion. Para estimar as concentracées dessé, ioonaidera-se o equilibrio instantaneo das
reacOes de NaK*, ATP, ADP e P com a bomba e derivam-se as seguinfigacies:

i
Cl = Kel Care x

_ _ i A
Charp + Kdprp| 1+ %
ADP,P

, (2.6)
(Cha)’ (CR)?

. 3 2
< < o (ofy
Cly, + Kdi,| 1+ —K- Co +Kd2| 1+ —Na_
|: Na Na( de]il |: K K[ Kdﬁa

ChorCh
. . . cl
ChorCp + Kdjypp,p| 1+ —ATF
Kdarp
(CRa)’ (Cx)?

3 . 2
CO X . CI
Co, + Kd%, |1+ =X Ck +Kdj |1+ —Na
|: Na Na[ Kdlg}:| |: K K Kd;\‘a

dey (ATP, ADP/P, N4 ou K") eKex (MM™) a constante de equilibrio da reacdo de formacao

X

Cq = Kex x

, (2.7) ondeKd, (mM) € a constante de dissocia¢éo

X

de ions A.
A densidade de fluxo devido ao KC@kcc (mMol/scnf), é calculada (Equacéo 2.8)
considerando as reacdes desses ions com a proteduatransporte em estado de equilibrio,

em cada instante de tempo.

i~ _~op,o ~
fece = Quee——e—xCa =G (2.8) ondeKdk " e Kdc/““C, em mM,sdo as
(Kdi™™ +Cy +Cy )(Kde™™ +Cgy +Cgy)

constantes de dissociacéo deekCl, respectivamente,@cc (mmol/scni) uma constante de
proporcionalidade relacionada a densidade de eszigteansportadoras.

Analogamente ao KCC, a densidade de fluxo do NK@&ec (mMol/scnf), é
determinada considerando o equilibrio instantarsorédacdes de NaK™ e CI com a enzima
co-transportadora:

CraCic (Ca)? = CRaCR(C2)*

BC (2.9) onde a=Kd\KCC+Ci,+C,, B=Kd¥C+cCl +cC?,

Aikee = Qnkee

C = (Kd¥K<C + ¢l +c2)?, sendo Kdyg <%, KdV °C e Kdg e,

em mM, as constantes de
dissociacdo de NaK"' e CI e Qukec (MMol/scnf) uma constante de proporcionalidade

relacionada ao nimero de enzimas.
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O modelo também considera as comunica¢des neuniagap-junctionse o efeito
de campo elétrico. Para calcular a densidade denterJ,” (mA/cnt), através dagjap-
junctions a equacéo de Nernst-Plarck aplicada de forma discreta a cada uma das espécie

ibnicas:

c¥ -c@ | 2D, vm® —vm®

39 = -z, FkD,, (2% c® | ), (2.10) onde k (cm') é uma constante de

proporcionalidade, os indices (1) e (2) represendaim neurbnios adjacentes quaisquer e
| (cm) é a distancia entre os centros dos neur@hjces (2).

Para o efeito de campo elétrigade acordo, é assumido que a densidade de corrente
total, Jes (MA/cnT), provocada por uma populacdo de neurénios, qaeestsa a membrana de

um neuronio seja dada por:

Jos ‘ZTBL (2.11) ondd,," (mA) é a corrente transmembranica total do neondyd, (cm)
n=1 n

é a distancia entrereésimo neurbnio e a célula na qual a correntesestdo calculadd € o
ndmero de neurdniostelcm') é uma constante de proporcionalidade.

Para calcular o potencial transmembréanico, adneite-equilibrio dinamico para o
qual o somatorio das correntes transmembranicasoéenderiva-se uma equacédo modificada

em relacdo a equacao de GHK de potencial:

o o i o j FVi PV
Vm—ﬂln PuaCna * PcCk + FoiCoy + PACA + f+f, , (2.12) onde = AGJZ (e RT -1 RT +eRT
F PuaCha + PcCik + RoiCE + PaCr + 2 An F2V,

m

FVi, FVi,
f, =-d, e RT -1)ﬂ+e rT, sendoAy; a area total dagap-junctionse A, e a area total da
F2V,,

membrana celular.

O modelo também considera a variagcdo dos volumé&s ex intracelulares. A
equacdo para o célculo do volume intracelulasl (dm®), neuronal ou glial, é derivada
admitindo o equilibrio osmético em cada instantéetiepo e que o volume tofdble (dn),
extracelular mais neuronal e glial, é constanteiéi€go 2.13). Com a ultima consideracao, a
variacdo do volume extracelular é igual ao negatlasosoma das variacbes dos volumes

neuronal e glial.

Voloa Q77+ 1) (2.13) sendm), (MMol) o nimero de mols do iom e ns(mMol) o

Zmﬁns D Mt
namero de mols de outros solutos presentes nootesglquais ndo sdo considerados neste

modelo.
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Para simular a inducao de atividades epileptifornéssinapticas caracteristicas do
GD, quando se usa protocolo experimental com altoeKzero-C&, a concentracéo
extracelular de Kdos compartimentos que figuram a solucdo de pofisi aumentada. A
representacdo da perfusdo com zerb-@sta originalmente incluida na estrutura do mqdelo

uma vez que as conexdes sinapticas nao foram meatas’’

2.6.2 Modelo matematico do efeito do brometo

12 Simulacao do efeito do NaBr sobre a permeabilide do Cloreto

O ion Br foi incluido no modelo de atividades epileptifosm&io-sinapticas descrito
acima, podendo movimentar-se no meio extraceldeaefetrodifusdo e através da membrana
celular. Para incorpora-lo no modelo, foi considerague esse ion pode reduzir a
permeabilidade dos canais para. ®ara isso, foi admitido que a permeabilidade HeéC

proporcional a concentracdo de canais abertos pesha esse anion:

P, =PI*[CA], (1) onde B"™¢é a permeabilidade maxima de €[CA] é a concentragdo de
canais abertos, a qual foi considerada normalizamt#endo apresentar como maior valor a
unidade (que representa 100 % de canais abertms3iderando a interacdo do Bom esses
canais de Cla seguinte equacao foi incorporada para descoebvi@queio de canais exercido

pelo Br:

% = a[Br]°[CA - SICB], (2) onde: CB representa a concentragdo canagdhdos

pelo Br;
Foi considerado também que o Passa através da membrana por meio de co-
transportes KCC e NKCC. Para traduzir esse mecanias) equagcdes que representam 0s

fluxos promovidos pelo KCC e NKCC foram alteradassdguinte forma:

[K+]|[CI]| _[K+]0[CI-]0 ) (3)
(KK,KCC +[K+]i +[K+]0{KCI,KCC(1+ [Br-]i + [Br-]o ]"'[Cl]. +[CI-]0]

@y cc = Qxee

Br,KCC Br,KCC
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-0 [K*]i[Br] -[K"],[Br], . (4)
(KK,KCC +[K"], +[K+]0{Ksr,ch(]—+ }LCIEL + (€], J+[Br']i +[BI"]O]
Na'l.[K *].[CI"]? =[Na*] [K *].[CI ]2
Dunce = Queee iSRS LICLIEL L
onde

( NaNKCC+[Na ], +[Na*], )

B = (K wee +IK "1, +[K"1,)

C= [KCINKCC(l [Br +K[Br_]i )+[C|_]i+[c|_]o]
P = [KBrNKCc(l ) + [C] )+[Br_]i+[Br_]°J
0. =0 NaLKLICTL[Br] -Na'J K LICI LB, (g
ABICI[D
onde
( K yankee F[Na']; +[Na], )
B = (Kyqece +[K T, +1K1,)

c [Br Ii N [Br]

KCINKCC(1 : )+[C|_]i +[C|_]oj

Br NKCC Br,NKCC

D= (KBFNKCC(l (@], O], >+[Br']i+[Br-]oj

CI NKCC K CI,NKCC

22 Simulacao considerando o efeito inibitorio do Br

Nesta simulacéo, ao incorporar 0 Bo modelo, foi considerado que ele pode passar
através dos canais de’(dorém, com uma permeabilidade maior (1,4 veZe@prtanto, foi
utilizada a equacdo de Goldman-Hodgkin-Katz deecwer para calcular o fluxo do Br

através da membrana:
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Zg, FVp,
RT —
o, = PBrZBrF% [Br]‘ ezBrom [Br]" , (7) onde B = 1,4R,, F é a constante de Faraday, R a
e Rl -1

constante universal dos gases e T a temperatuka &n é o potencial transmembranar que,

a partir da inclusédo do fluxo de Bror canais ibnicos, passou a ser calculado por:

Vv

RT| Pwu[Na'], + P [K"], + Py [CI" ], + P,[A"], + P, [Br]; +fgj +H +y (8)
= In ,
"F PualNa']; + B [K™] + P4[CIT], + P [A], ++P5 [Bri], +2+¢&

ondefy; e fer S0 termos que dependem das correntes por gamnsie do efeito de campo
neuronal, respectivaments,  a permeabilidade do ien(Na', K*, CI, Br ou A). O ion A

€ utilizado para calcular o efeito da bomba sobrpotencial transmembranico. Nessa
simulacdo, ndo foi considerada a reducéo da perhdeale do Cl promovida pelo Br

descrita pelas equacdes (1) e (2).



3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Estudar o efeito do brometo de sédio sobre a atiMcepileptiforme, induzidas por
supressdo da atividade sinaptica por perfusdo c@BFAO-CA™ e alto K em fatias de
hipocampo de rato.

3.2 ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito do brometo de sodio em concengagrescentes (5, 7, 9, 11 mM) na
atividade epileptiforme interictal e ictal induzigar perfusdo com ACSF zero-Cae
alto K, analisandas variaveis amplitude da componente DC, populaeiespiculas
(PS) intervalo entre eventos (IE) e duracao dos evef@&9, em fatias de hipocampo
de ratos.

2. Determinar o possivel envolvimento dos canais deetd voltagem-dependentes nos
experimentos e simulagédo computacional.

3. Avaliar o efeito do bloqueador de canais de clordaxido 4-acetamido-4-
isotiocianatoestilbeno-2,2-disulfénico, SITS) noxpe&imentos com inducdo da
atividade epileptiforme pela solucédo sem célcio.

4. Avaliar a distribuicdo espaco- temporal da acdobdaumeto de sbédio sobre a AE

utilizando o registro do sinal éptico intrinseco.



4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizadogsak® da linhagenWistar,
machos, faixa etaria 4 a 5 semanas, provenientesothrio da Universidade Federal de Sao
Joado Del Rei (MG). Os animais permaneceram em amebidimatizado, recebendo racéo
padronizada e agua ad libitum, com ciclo claro-esce 12horas. Todos os procedimentos
deste estudo estiveram de acordo com o protoc@d/@B aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa do Hospital Sdo Lucas da PUCRS.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.2.1 Grupo controle

Este grupo consistiu de 3 fatias cerebrais quenfoparfundidas na camara de
interface com ACSF Normal por 40min. Esta solugéresentava a seguinte composic¢ao: 127
NaCl, 2 KCI, 1.5 MgS@ 1.1 KHPQy, 26 NaHCQ 2 CaC}, 10 glicose, com pH ajustado
7,4. Apbs perfundiu-se com ACSF zero-Car alto K para inducdo das atividades
epileptiformes.

4.2.2 Grupo NaBr

Os experimentos (n=23) foram realizados em fatakipocampo de ratd¥istar (4
a 6 semanas). Apos inducgéo das atividades epdepis por perfusdo com ACSEro-Ca”
+ alto K" (8 mM), o Bi foi aplicado (tempo: 20min) por substituicdo naguintes
concentracdes: 5, 7, 9 e 11 mM de NaCl por 5, 19 mM de NaBr, numa solucdo sem

Ca™ e com alto K (8mM).
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4.2.3 Grupo SITS

Para os registros (n=3) com o bloqueador de cataisloreto (SITS), esse foi
dissolvido em ACSF zero-Ca+ alto K" em uma concentracao final de 1mM e aplicado por

perfusdo (tempo: 20min a 30min).

4.3 CURVA DE ALTA CONCENTRACAO DE NaCl

Para saber a chegada do brometo e o tempo de gkpa@sesse farmaco durante as
AE foi estimado o comportamento da concentracabaBr e assim o tempo de exposi¢cao a
esse farmaco. Para isso foi feita uma curva de Na@b final de experimento, sendo que no
lugar do brometo utilizou-se alta concentracdo NaGbi registrado o potencial elétrico
extracelular. Pela curva foi possivel verificar querometo de sédio demora um certo tempo
para chegar as fatias como indicado pela linha e¥ane permanece atuando por um tempo
como indicado pela linha azul (Figura 8). Assimasgivel verificar as descargas em salva

(burst9 que estéo sobre a influéncia do brometo.

Periodo de exposigao ao NaBr

Periodo de troca para o NaBr

e~

4 [NacI]

i

200s
10 mV

L | L L L L L L L L L s
™ W o 3 £ 0 o o o ) ) £ £

Amplitude (mV)

Tempo (s)

Figura 8 —Exemplo tipico de um experimento com aplicagdordenbto. A linha vermelha indica o tempo para
o NaBr chegar a fatia e a linha em azul o seu tesepatuacéo.
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4.4 PREPARO E MANUTENCAO DAS FATIAS HIPOCAMPAIS

Para o isolamento dos hipocampos os animais forest@siados com nebulizacdo
com éter etilico (P.A 100%), uma vez que diferemifgss de anestésicos, devem ter rapida
reversibilidade, para se evitar interferéncias s@s medidas experimentdisiediatamente a
calota craniana foi exposta fazendo-se um cortgitiainal no escalpo (figura 9A), depois
foi cortada mediana e lateralmente (figura 9°BlPosteriormente as partes superiores da
calota craniana foram removidas (figura 9C) perdiia retirada do encéfalo (figura 9D). Ja
completamente desconectado, o encéfalo foi retimdimerso em solucdo ACSF (liquido
cefalorraquidiano artificial) normal (composicad@7INacCl, 2 KCI, 1.5 MgS@ 1.1 KH,PQ,,

26 NaHCQ 2 CaC}, 10 glicose), resfriada 0 &2 (Figura9 E).

Figura 9 — Esquema do procedimento realizado para a retirada d
encéfalo da cavidade craniana. A) abertura do gscd&) corte
mediano e lateral na calota craniana; C) remocé® pmhates
superiores da calota craniana; D) retirada do elxéfa cavidade
craniana; E) remocdo do mesmo para uma solucaie mhetr

Em um segundo momento, para separacao dos hiposampacéfalo foi removido
para uma placa de Petri forrada com papel filtlmaehado constantemente com a mesma
solugdo ACSF normal. Com auxilio de um bisturi foréeitas duas incisdes para separar,
primeiro, o cerebelo (figura 10, partes A, B e C)epois, os dois hemisférios cerebrais
(partes D e E). Enquanto um dos hemisférios faeatiado, o outro foi mantido imerso em

solugdo ACSF normal resfriada (0 @@. O procedimento de dissecacdo de cada herisféri
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foi iniciado com um corte para retirada do cortenfal. A face desse corte foi utilizada para
apoiar o restante do hemisfério cerebral sobrepelfdtro. Duas micro-espatulas especiais
auxiliaram para retirada do talamo (parte F). Ageocao do talamo, é facil visualizar o

dorso inferior do hipocampo. Introduziu-se cuidaioente as espatulas por baixo de seu

dorso, o hipocampo foi virado (partes G, H) e catgrhente isolado (parte I).

' B
% \... '

Figua 10 —Isolamento do hipocampodo retnte do cérebrate Nas fotos A, B, C, D e E, os cortes
feitos para facilitar a dissecagcdo. Em F é mostradaletalhe da separagdo do talamo, com ajudaate-mi
espatulas. Em G, H e |, o hipocampo foi isoladoedtante do cortex (retirado de CARVALHO, 2003).

Apbs o isolamento dos hipocampos, os mesmos foatiadbs em um fatiador do
tipo “Mc llwain tissue slicér (figura 11), obtendo-se fatias de 4@@n de espessura.
Célculos de difusdo de oxigénio sobre o tecido rapstque as fatias devem ter essa
espessura . As fatias foram imediatamente tradsferpara a camara de perfusdo para
descanso, a qual era sempre preenchida com sollgddCSF normal e mantida a
temperatura e oxigenacdo constantes. Apds cerd@ deinutos de perfuséo as fatias foram
transferidas para a camara de interface, paratnegias atividades epileptiformes. As fatias
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foram colocadas sobre uma membrana (M} Millicell culture plate inserts; Milleppori,
Bedford, MA, USAe inicialmente perfundidas com solugcdo de ACSHnab (em mM: 127
NaCl, 2 KCl, 1.5 MgSQ@ 1.1 KH,PQy, 26 NaHCQ 2 CaC}, 10 glicose; pH equilibrado em
7,4 com oxigenacéo). Posteriormente a solugdadoatla por uma segunda solucao alterada
(em mM: 127 NacCl, 7 KCI, 1.5 MgSQ1.1 KHPOy, 26 NaHCQ 0 CaCy, 10 glicose). O
alto K' necesséario para gerar a excitabilidade do tecido zero C&" para bloquear as

conexdes sinapticas.

Figura 11 — Fatiador do tipoNcllwain tissue slicer(vista superior). Os
hipocampos foram posicionados na mesa mdvel formandulos de 70
entre a lamina presa a uma extremidade da hast@glitracejadas) e a
fimbria do hipocampo. Em cada corte, o parafusa@amétrico foi girado
para um avanco de 4Qn.

4.5 SOLUCOES DE PERFUSAO

Para a sustentacdo das atividades metabdlicazido fei utilizada ACSF normal.
A inducdo de atividades epileptiformes foi obtidavendo-se a concentracdo dé K
zerando-se a concentragdo dé'GACSF Zero Cd™+ alto K'). (Tabela 3).
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Tabela 3 — Composi¢des das solucdes de perfusdo exqgserimentos com fatias de hipocampos de rato
(concentragBes em mM)

ACSF Normal ACSF Zero Ca™+ K" ACSF Zero Ca™ ™+ K*+ Br’
NaCl (127) NaCl (127) NaCl () NaBr (%)

KCI (2) KCI (7) KCI (7)

KH,PO, (1,1) KH,PO, (1,1) KHPO, (1,1)

NaHCQ; (26) NaHCQ (26) NaHCQ (26)

D-GLICOSE (10) D-GLICOSE(10) D-GLICOSE (10)
MgSO, (1,5) MgSQ (1,5) MgSQ (1,5)

CaCh.2H,0 (2) CaC}.2H,0 (0) CaC}.2H,0 (0)

* Substituicdo equimolar dos ions €IBr

O Br foi aplicado por substituicdo nas seguintes canaedes: 5, 7, 9 e 11 mM de
NaCl por 5, 7, 9 e 11 mM de NaBr.

O bloqgueador de canais de cloreto voltagem depéesl&SITS (acido 4-acetamido-
4-isotiocianoestilbeno-2,2’-dissulfonico) foi didsido em ACSF 0-CH + alto K a uma
concentracao final de 1mM e aplicado por perfusao.

Para evitar floculagdo, o pH foi ajustado para @tdavés de borbulhamento com
carbogénio (95% ©e 5% CQ), antes da adicao de sais contendo ions divalentes

4.6 REGISTRO ELETROFISIOLOGICO - EQUIPAMENTOS

4.6.1 Camara de perfusao

A camara de perfusdo tem como funcdo manter enanes@s fatias, preservando-
as de lesbes de excitoxicidade, comuns apds oqinoerto de corte. A camara foi fabricada
no Laboratério de Neurociéncia Experimental e Caanpanal da Universidade Federal de
Séo Joao Del RELANEC-UFSJ) e é constituida de conexdes e tubosP®i@, que sdo
estruturados em forma de U (figura 12). As fatiascdnsam em uma rede de nylon, que fica
situada no ramo com maior didmetro. Todo o sistérpaeenchido com ACSF normal (em
mM: 127 NaCl, 2 KCI, 1.5 MgS§) 1.1 KH,PQ,, 26 NaHCQ, 2 CaC}, 10 glicose, pH
equilibrado em 7.4, através de constante oxigen#8a% Q e 5% CQ ). Através do
borbulhamento com carbogénio, também € estabelaaidituxo de solucdo que permite uma

perfusdo suave e adequada das fatias, sempre tno@mem descanso sobre a rede de nylon.
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Através do banho-maria, a camara de perfusdo pewgaacom temperatura controlada de
aproximadamente de aproximadamente 3C5As fatias foram armazenadas nesta camara

por pelo menos 40 minutos).

termémetro
carhogénio ringer normal

3.5

LY

rede de nylon

banho-maria

Figura 12 —Diagrama esquematico da camara de perfusdo mocwadéubos e
conexdes em PVC. A camara é preenchida com ACSkahtomantida a
temperatura e oxigenagdo constantes. As fatiasdsfositadas no ramo de
maior diametro sobre uma rede de nylon.

4.6.2 Camara de interface

Apds o tempo determinado de descanso na camararflesgo, as fatias foram
transferidas para outra camara, chamada camanatetéace. Essa camara de interface foi
construida, também no LANEC-UFSJ, especialmenta @ste trabalho, em material acrilico
transparente e tubos de PVC, como mostrado nafitw Consiste de dois compartimentos:
a cuba, que é a parte superior da camara (mosiradguerda por uma Visao superior), e o
banho-maria, que consiste da parte inferior (aptada com detalhes a direita através da
vista lateral).

A cuba é composta por trés cilindros, sendo doid€ e um, o exterior, de
acrilico transparente. Possui também uma base dht@dransparente, a qual € acoplada a
parte superior do banho-maria. O cilindro centralindita com o intermediario um
compartimento que é preenchido com a solucdo deobajue pode ser ACSF normal ou
outra solucédo alterada, dependendo do experimé&stdfatias foram depositadas sobre o

cilindro central (figura 13. 1). Neste cilindro élacada uma membrana (Odn Millicell
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culture plate inserts; Millipore, Bedford, MA, Uy4uefica transparente quando perfundida
na solucéo.

Figura 13— Camara de interface. Sendo, a esquerda, vistaisupestrando em
detalhe a constituicdo da cuba. Em 1, estd o locale as fatias foram
depositadas; em 2, o recipiente por onde é codwotanivel da solucdo de
banho das fatias; em 3, o term6metro responsaleicpatrole da temperatura
da solucdo de banho das fatias; e, em 4, os osffmdr onde chega o oxigénio
na cadmara. E, & direita, a vista lateral mostramdmanho-maria. Em 5, séo
mostradas duas das quatro resisténcias envoluwidasvélucros de vidro; em 6,
o tubo enrolado no cilindro central por onde passalugéo de banho aquecida;
em 7, o local por onde o carbogénio chega na cédmaemn 8, um dos dois
borbulhadores de oxigénio existentes na camara.

Ainda na camara de interface, o nivel da soluc&orgrolado através de succao,
utiizando uma bomba de vacuo de diafragma. Atragiésrecipiente isolado e vaso
comunicante (figura 13.2), é controlada a alturaalacdo de banho que mantém as fatias na
interface solucdo de ACSF Normal / oxigénio um@difio. O oxigénio chega na cuba através
de perfuracdes que se encontram entre o cilindaxdikco mais externo e o cilindro de PVC
intermediario (figura 13.4).

O banho-maria é composto de 4 resisténcia®,(20 W) ligadas em paralelo e
encerradas em involucros de vidro. Duas delas isé&swna figura 13, indicadas pelo nimero
5. As resisténcias sao alimentadas com tensdemuastaté 12 V, permitindo o aguecimento
da agua destilada dentro da camara. As tensteosfoladas via um software desenvolvido
por CARVALHO (2003) em plataforma LABVIEW 6.1 (NADINAL INSTRUMENTS). A
intensidade da tensdo é calculada de acordo coempetatura desejada através de um
mobdulo de controle eletronico. Esse modulo é comamgor meio de uma placa AD/DA
(modelo PCI-6071E — NATIONAL INTRUMENTS) em conjuntcom o software. O

equipamento é capaz de manter temperaturas caestmttorno de 34C, com preciséo de
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um décimo de grau. A agua contida no banho-mane@gas paredes do tubo, enrolado ao
cilindro central no interior do recipiente (figuls8.6), que conduz a solugdo para a cuba,
permitindo a perfusdo das fatias com a temperafasolucdo devidamente controlada. Tubos
de plastico conduzem o carbogénio ao interior dohbamaria (figura 13.7) para ser
distribuido, por meio de borbulhadores (figura 13d&ntro da agua. Assim, o carbogénio é
aquecido e umidificado para, a sequir, ser diremonsobre a face superior das fatias
mantidas na cuba.

Uma tampa em forma de disco encobre o ambienteoero tlas fatias, permitindo
uma melhor oxigenacao e contribuindo para homoganai temperatura no interior da cuba.
A tampa contém um orificio central que permite seigdo do eletrodo para o registro do
potencial elétrico, bem como a exaustao do carbogBroblemas de precipitacdo de gotas de
condensado, formadas na superficie do disco e mi@ plo eletrodo de medi¢do, sdo muito
comuns. Mas, isso pode ser solucionado atravéslmatara dos mesmos com papel de filtro.

Na camara de interface, as fatias foram posiciaadhre a membrana, situada na
interface — liquido de perfuséo / carbogénio (95%e®% CQ) umidificado. Na primeira
hora, a perfusdo foi feita com ACSF normal. A segaiperfusdo foi trocada para uma
segunda solucéo alterada (ACSF 0-"Gaalto K).

4.6.3 Registro do Potencial Elétrico Extracelular (PE) eSinal Optico Intrinseco (I0S)

Para aquisicdo dos sinais do potencial elétricoaeglular (PE), foi utilizado um
eletrodo formado por filamentos de prata e micrefgipde vidro (modelo THINWALL,
TW150F-3 — WPI). A pipeta foi estirada em um puxadie pipetas (modelo DMZ
UNIVERSAL PULLER — ZEITZ-INSTRUMENTS) e preenchidam solu¢do de NaCl 1,0
M, com resisténcia final de 5 a 1QMsuficiente para proporcionar um baixo nivel deau
Os filamentos de prata foram cloretados (numa fdeteorrente continua) para se evitar o
efeito de bateria provocado pela acumulacdo deasang interface metal-liquido. Apés
cloretado, o eletrodo foi conectado a uma headstagelelo Al 402x 50, ULTRALOW
NOISE AMPLIFIER — AXON INSTRUMENTS) interligada amu amplificador (modelo
CYBERAMP 380 — AXON INSTRUMENTS) para a aquisicao sinal. O programa SAE
(Sistema Auxiliar de Experimentos), desenvolvidoLANEC (SILVA, 2000), foi utilizado
para controle do amplificador, digitalizacdo, egém em tempo real e armazenamento em
arquivos. A amostragem do sinal foi feita na ta®al@.000 amostras por segundo, o sinal é
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amplificado 500 vezes e foi utilizado um filtro pareducdo do ruido de fundo. O
processamento do sinal foi feito off-line. O progeaMATLAB 6.5 (MATHWORKS) é
utilizado como saida grafica. O computador empregaal aquisicdo e processamento dos
sinais € um Pentium lll de 1 GHz e 512 MB de RAM.

Um microscépio estereoscopico (modelo NIKON — SMQA), com capacidade de
ampliacdo de 112.5 vezes, foi utilizado para vigaalas fatias pelo método de luz
transmitida. No intuito de manter a camara de fater fixa, a montagem do microscopio foi
feita sobre uma mesa XY, independente da camamajtpelo ajustar o campo visual, sem
mover a camara. Dessa forma, o microscéopio vada toextensdo da membrana onde se
encontram as fatias, permitindo uma melhor visegip de suas camadas, sem o0
inconveniente de deslocar o eletrodo, quando dangaddo campo visual.

Uma luz gerada na parte inferior do microscopi@iain da camara de interface,
atravessava esta, atingia as fatias e permitia omador visualizagdo das camadas. O
posicionamento do eletrodo sobre o tecido foi fedm o auxilio de um micro-manipulador
mecanico (modelo KITE-L — WPI), permitindo a insevglo eletrodo na fatia e na posicao de
interesse (no caso, o giro denteado), com o midienesao.

Para minimizar as vibragdes mecanicas durante psriexentos, utiliza-se uma
mesa anti-vibracdo, que consiste em um tampo da gedpenso por camaras de ar, onde séo
dispostos 0s equipamentos. As camaras de ar parmjtestar o nivel de trabalho da mesa.
No intuito de isolar os equipamentos de possiveerferéncias eletromagnéticas, a mesa é
envolvida por uma gaiola de Faraday.

A captura das imagens, para obtencdo do sinal djpticinseco, contou com a
seguinte montagem experimental: a luz branca, gemadparte inferior do microscopio por
uma lampada (PHILIPS Projection Lamp6 V e 20 ou 30 W), passava por dentro da camara
de interface e atingia a fatia do hipocampo. Umadilar acoplada a camera de CCD
(modelo COOLSNAP PROcf) foi responsavel pela cdmada luz transmitida (luz que
atravessa a fatia). As imagens captadas pela céateef2CD foram gravadas em fitas de
video, por meio de um video cassete (PHILCO — Hbfereo, 7 head) conectado a uma
televisdo (LG — modelo CP-14K40). A taxa de amgsna do video € de 30 imagens por
segundo.

Para observar as AE, o ganho do microscopio fataflo de forma que o giro
denteado da fatia preenchia o0 maximo possivel goarsual. Para os diversos ganhos do
microscopio, foram registradas imagens de uma rg§oaduada para determinar a densidade

depixelspor mm. Na Figura 14, esta representado o conagitna descrito.
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Figura 14 —Equipamentos utilizados para obtencao do registnalgineo do PE e do I0OS durante as AE em
fatias do hipocampo. 1- Amplificador CYBERAMP 38@ra amplificacdo do sinal elétrico; 2- “Setup” para
registro do potencial elétrico extracelular; 3--Bndplificador (Headstage modelo Al 4@250) para aquisicdo
dos sinais e foi interligada a um amplificador 6@to; 4- Microscépio estereoscopico (modelo NIKOISMZ
1500) para visualizacdo das fatias e obtencdo & B Imagem do sinal éptico intrinseco obtida ela to
microcomputador através do programa Matlab 6.5démaVET _online).

O PE foi registrado a partir do posicionamento tir@do de registro no GD. O
eletrodo foi conectado a uma headstage por mewrdbholder. A headstage foi interligada a
um amplificador biologico. Os sinais foram armazkrsgaem um computador. Para o registro
do 10S, as fatias foram iluminadas pela luz genmsaldase do microscépio. Uma binocular
acoplada a camara de CCD captura a luz transmiiglamagens foram gravadas em fitas de

video para posterior processamento das imagengcetgraporal.

4.7 ANALISE DO POTENCIAL ELETRICO EXTRACELULAR E DO 10S

4.7.1 Potencial Elétrico Extracelular (PE)

Para o potencial elétrico extracelular foi feita auranalise quantitativa dos

parametros amplitude da componente DC (variacaativegda linha de base do sinal elétrico
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extracelular em mV), amplitude das populacdes gécelms(mV), duracdo dos eventos de
AE(s), intervalo entre eventos (s), antes, durardpos aplicacdo do brometo de sodio.

Para a obtencédo desses parametros foi aplicada GEmamenta, a transformada
discreta de Fourrier e a inversa no sinal do paéeredétrico extracelular, utilizando o
programa MATLAB, versao 6.5.

Paraseparar as componentes DC das populacbes de aspicujas componentes
juntas formam eventos epileptiformes ou DS, foicgglo a transformada discreta de Fourier
no sinal. Assim, foi possivel filtrar a freqiéndiaixa, abaixo de 10 Hz, que corresponde a
componente DC. O sinal acima de 10 Hz, cujas coemntes tém frequéncia alta, corresponde
aos PS’s. Fazendo a transformada inversa, foi @latidinal contendo apenas a componente
DC, livres dos PS’s. Apés a obtencdo da componefitea linha de base foi determinada
(linha pontilhada na horizontal, figura 15) atradésmédia de um trecho do potencial elétrico
antes do evento. Assim, a amplitude da componeftddD obtida como sendo a variagéo
méaxima do sinal em relacdo a linha de base.

Para o céalculo da amplitude dos PS’s foi feita laragao do sinal completo, pelo
sinal contendo apenas a componente DC. Dessa foob#&ve-se apenas o sinal
correspondente a frequiéncia alta, indicado pelds. IF8ito isso, calculou-se o seu mdodulo e
depois a integral resultando na obtencdo dos \®&ldaecontribuicdo dos PS’s durante os
burstsepileptiformes.

A duracdo dos eventos foi calculada ap0s a detagam da linha de base, da
componente DC e da variacdo dos instantgg™® “tinicial” durante a descarga em salva
(DS). Sendo que, o tempanidal” foi considerado quando o sinal atinge uma vaitade 20
% da amplitude maxima da componente DC e, o teripg’ ‘quando o sinal retorna a 20 %
dessa amplitude maxima, ambos em relacdo a linbagske

O intervalo entre eventos foi obtido pela distareni#re o instante em que ocorre o

fim de um evento, fty” € 0 instante em que se inicia 0 proximo evertiQgal”.
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Registro do potencial elétrico extracelular

————— pnpirfadioarr wn e

|
inicial fI1na| '

Inkclal final

Figura 15 —Procedimento para a obtencdo dos parametros
do potencial elétrico extracelular. As siglas IE,IDC e PS
representam o intervalo entre eventos, a duracd® do
eventos, a componente DC, P,3&spectivamente.

4.7.2 Sinal Optico Intrinseco (I0S)

Para o processamento e extracao dos IOS, foi usaelgistro simultaneo do PE que
permite identificar os trechos das sequéncias dgems correspondentes &ossts

As imagens foram capturadas numa taxa de amostrdge3@ Hz, a uma resolucéo
de 64480 pixels. Durante as medidas, as imagens foraavadas através de um
videocassete, registradas em fitas VHS. O procdssdigitalizacdo envolveu uma placa
digitalizadora de video, DC10 Plus, gerenciada petgramaPinnacle Studie- versao 8.10.
Esse programa salva a sequéncia de quadros emtdoAWa Posteriormente, os quadros
foram extraidos no formato JPEG, com o auxilio maow Fast Movie Processowersao
1.41. No formato JPEG essas imagens foram gravadas em CD’s, para jposter
processamento.

Com o objetivo de condensar as informagdes contidasga sequéncia de imagens,
referentes as atividades epileptiformes, foi adwtach procedimento, ja desenvolvido por
PEREIRA e colaboradores, (2005), que sintetizag@daas informacdes numa imagem unica
denominada imagem da variagdo espaco-temporal agemm VET. O procedimento do
calculo da imagem VET inicia com um tracado de ysoédgonal ao longo da camada

granular do GD, como € exemplificado pela curvabeamco (figura 16).
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L . Seqiiéncia de Imagens originais
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Figura 16 — Esquema do procedimento utilizado para obter ayémaespaco-temporal (imagem VET)
durante as atividades epileptiformes na camadaugnado GD. A- imagem de uma fatia do hipocampo
onde é mostrada uma poligonal (curva branca) teagadbre a camada granular do giro denteado. B-
diagrama esquematico da ampliacdo do giro dentgadorepresenta o conjunto de pixels (quadrados
pequenos) que formam a imagem. Os pixels em bremwespondem aos pixels da poligonal da parte A.
Os pixels em cinza escuro constituem a regido @aadque foi utilizada para calcular as intensidades
médias dos pixels varrendo toda a poligonal. Esgi#o quadrada é sempre centrada em cada pixels da
poligonal (por exemplo, pixel em preto). A partér cada imagem correspondente a cada instante ge,tem
foi construida uma coluna, utilizada para a cogéimuda imagenvET, possuindo as intensidades médias
de luz ao longo de toda a camada granular. O mgmmeedimento € utilizado para a poligonal em
qualquer outra camada da fatia.

A camada granular foi escolhida uma vez que, seg@@®RVALHO (2005), essa
camada apresenta uma maior variagdo na intensidaddOS durante as atividades
epileptiformes ndo-sinapticas. Uma vez levantagaligonal para cada imagem da sequéncia
foram calculadas as intensidades médias de lupiglels contidos nos sitios no entorno dessa
poligonal (pixels cinza escuro). Essas intensidadédias de luz foram subtraidas dos valores
correspondentes da imagem controle (imagem antasalgecer os eventos epileptiformes).
Apo6s normalizar essa diferenca em relagdo a imagernole, os valores foram dispostos em
uma coluna a qual foi feita uma retificacdo dagmial, preservando a mesma métrica. Cada
coluna que se refere a retificacdo da poligonalcada instante de tempo foi disposta lado a
lado respeitando a ordenacdo temporal das imagdeemtes aos eventos epileptiformes.
Com essa imagem foi possivel visualizar qual éredo GD esta ocorrendo AE.



5 RESULTADOS

5.1 POTENCIAL ELETRICO EXTRACELULAR

GRUPO CONTROLE

No grupo controle (n=3), foi induzida atividade leptiforme com ACSF 0-Ca+
alto K, e registraram-se os eventos ao longo do temp® rffi@utos) nestas fatias, desde o
momento do inicio da perfusdo com esta solucdm at®mento término destas atividades.

Foram medidos os eventos (DS) a cada 10 minuttifizou-se a analise de regressao linear

simples.

Esta andlise permitiu verificar as alteracdes @asiveis DC, DE, IE e PS. DC, IE e
DE diminuiram semelhante; PS aumentou ao longempad (figura 17). Observa-se que nos

registros com NaBr, ao retornar com a solugdo A@SEd" e alto K, a atividade

epileptiforme reapareceu a maioria similares aaggistros controles.
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Figura 17 —Graficos dos parametros (DC, DE, IE e PS) dostregi€ontroles analisados durante 120 minutos

(60 a 180 minutos).
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GRUPO NaBr

A atividade epileptiforme foi induzida na camadargiar do giro denteado com
ACSF 0- C&" e com alto K. Mudancas na [K, levaram ao aparecimento de atividades tipo
descargas em salva sincronizadas. As descargaslea([3S) foram caracterizadas pelo
decaimento da linha de base superposto pelas pdgslae espiculas com grande amplitude.

As fatias hipocampais foram incubadas com ACSF U-@Gacom alto K. O
surgimento das AE espontaneas iniciou-se apo6s iapudamente 40 min de perfuséo.
Posteriormente, perfundiu-se com brometo de séai@P minutos para avaliar sua atividade
antiepilépticajn vitro. O NaBr suprimiu as AE e foi reversivel com aerfypsdo com ACSF
0-Cd" e alto K.

Foram realizados n=23 registros com brometo deos@istes obteve-se 5 registros
para concentracdo 5mM de NaBr (figura 18) e 6 nexigpara as concentragdes 7 (figura 19),
9 (figura 20) e 11mM (figura 21). Apos cada re@idti realizado uma curva com alta e baixa

concentracdo de NaCl simulando o registro.

10 mV‘

5 min

t iNac V Nacy

Figura 18 —Exemplo de um registro de potencial elétrico exi@ar de uma fatia

de hipocampo de rato de 4 semanas submetido ao BtaBr (tempo: 20 min).

Apbs o registro foi feita a curva com alta concagéio de NaCl, simulando o
registro.



10 mV

5 min

Figura 19 — Exemplo de um registro de potencial elétrico exidar de uma fatia de
hipocampo de rato de 4 semanas submetido ao NaBr(#mpo: 20 min). Apds o registro
foi feita a curva com alta concentracéo de Na@Giukindo o registro.

; [NaCl]

Figura 20 — Exemplo de um registro de potencial elétrico exhalar de uma fatia de
hipocampo de rato de 5 semanas submetido ao NaBM9(tempo: 20 min). Apds o
registro foi feita a curva com alta concentracadd€l, simulando o registro.
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Figura 21 —Exemplo de um registro de potencial elétrico ex@ar de uma fatia de
hipocampo de rato de 5 semanas submetido ao NaBtM Xtempo: 20 min). Apés o
registro foi feita a curva com alta concentracadd€l, simulando o registro.

A andlise dos registros extracelulares com NaBsistin da medida de 6 descargas
em salvatempo basal) durante a perfusdo com ACSF U:Gaim segundo momento com
perfusdo com NaBr 5, 7, 9, 11mM, analisou-se argotinicio do efeito do NaBr (mediu-se
os eventos durante tempo de 20s, intervalo dede@ante ~14min);. Retornou-se a perfusao
com ACSF 0-CH e analisou-se 6 eventos ap0s a manobra com o loesgierou-se o
retorno das atividades ao normal para medir esEH@s.

Com a perfusdo com solugcédo NaBr (7, 9, 11 mM) olasam-se mudancas como
reducdo da amplitude da componente DC (gréficodjiento transitorio das amplitudes das
populacdes de espiculas (do ingl&spulation spikés(grafico 23); reducbes da duracéo
(grafico 24) e intervalo entre eventos (gréafico,28guidos da reducédo das descargas em
salva (DS) até completa supressao. A aplicacaonde enM de NaBr n&o suprimiu as AE,
mas reduziu: a amplitude da componente DC, o ialerentre eventos e a duragdao dos
eventos. Nao houve alteragcdo da amplitude dosri®Sta concentragéo de NaBr.
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Figura 22 — Grafico referente aos valores da componente DC dPrb)
relacdo ao T basal. Cada ponto no gréafico repr@senvalores da mediana
da componente DC normalizada. Observou-se quedsCdem rela¢do ao
basal em 4 concentrag6es empregadas (5, 7 , 9 K}l lalor minimo em
14 minutos concentracdo de 9 e 11mM e aos 18nipraentracbes de 5 e
7 mM.
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Figura 23 — Grafico referente aos valores do PS (%) em relagab basal.
Cada ponto no grafico representa os valores daamedia componente PS
normalizada. Observou-se queda de PS em relagddaaal em 4
concentragdes empregadas (5, 7 ,9 e 11mM), valoinmaiem 16 minutos
para a concentracdo de 9mM, 18min para a concénotrde 11mM e 23
min para a concentracdo de 7 mM. Ndo houve alteraighificativa com
5mM.
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Figura 24 —Grafico referente aos valores da DE (%) em relagid
basal. Cada ponto no grafico representa os valdaesnediana da
componente DE normalizada. Observou-se queda danbEelagéo ao
basal nas 4 concentracfes empregadas (5, 7, 9M)1do314 minutos
para todas as concentracdes.
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Figura 25 — Grafico referente aos valores do IE (%) em relaadd
basal. Cada ponto no gréafico representa os valdeesnediana da
componente IE normalizada. Observou-se queda damEelacdo ao
basal nas 4 concentracdes empregadas (5, 7 ,9 M)1timegando ao
valor minimo em 13 minutos para todas concentragtes

Foram mensurados os valores de cada variavel gosges tempos: t0, tempo antes

da aplicacdo do NaBr (t basal); t1 (13min) a t18nf{i): exposicdo ao efeito do NaBr
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(concentracgéo de 5, 7 , 9, 11mM) e aos 40 min (@Herfusdo com ACSF 0-CaForam
utilizados os valores das medianas e estes foramatiaados. Analisamos as alteracdes dos
parametros DC, DE, IE e PS antes, durante e apésfasdo com NaBr. Com a perfuséao do
ACSF 0- C&" e alto K encontramos DC com grande amplitude (4,5-12 muf)agkio dos
eventos no minimo 34,10s- 60,6s, intervalo entens 36,0- 81,1s e amplitude dngsts
entre 0,2 a 0,7 mV (tabela 4). O efeito do NaBrregeu aproximadamente 5 minutos apés o
inicio da aplicacao.

A comparacao das distribuicbes do grupo NaBr ena ead dos tempos (ponto a
ponto) pelo teste de Kruskal Wallis ndo foi est&tignente significativa a excecao do grupo 5
que foi diferente dos outros grupos na variavel f®Stempo 7 (p<0, 05, comparacdes
multiplas realizadas pelo teste post hoc de Tukeyadiavel normalizada).

Quando comparados as variaveis nos tempos 0 a& anigrupos, nao foi notada
nenhuma diferenca estatistica entre os gruposticereevariavel PS na qual o grupo 5 tende
ao aumento enquanto que nos outros grupos tendeaadiminuicdo (Ptempo< 0,001, P
interacdo< 0,001, Pgrupo< 0,001).
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Tabela 4 — Tabela comparativa dos valores das vasiéis entre 0s grupos ao longo do tempo.

Grupo 5 Grupo 7 Grupo 9 Grupo 11 Pt Pi Pg
TO T7 T15 TO T7 T15 TO T7 T15 TO T7 T15

DC 12,8 0 10,7 9,9 0 10,5 6,2 0 6,5 6,2 0 10,5 <0,001 <0,124 0,462
(4,5-15,2) (00) (56-164) (3,3-14,0) (0-22) (37-137) (2,2-130) (0-0) (2,0-142) (44-159) (0-0) (4,7-18,8)

s 0,4 0,3 0,5 0,4 0,2 0,4 0,2 o° 0,2 0,3 o° 0,6 <0,001 <0,001 0,010
(0,207 (03-06) (0407 (0209 (01-03) (0,309 (0104) (00) (0,1-06) (0,2-06) (0-0) (0,3-0,9)

E 66,4 0 34,2 51,6 0 27,5 60,0 0 25,1 73,2 0 24,6 <0,001 <0,047 0,035
(36,0-81,1) (0-24) (27,7-51,9) (37,4-634) (0-0,9) (25,8-42,4) (40,2-92,8) (0-0) (14,0-44,3) (52,0-89,4) (0-0) (10,0-39,3)

47,8 0 455 33,5 0 28,3 39,3 0 32,0 40,2 0 30,3 <0,001 <0504 0,366

DE (34,1-60,6) (0-54) (31,0-51,5) (18,2-42,6) (0-1,1) (16,0-31,6) (24,4-50,1) (0-0) (251-36,4) (27,4-42,7) (0-0) (13,2-40,0)
Dados apresentados pela mediana (min-max). Sacempaelos os valores das significancias (P temp®-Mferacédo-Pi, P grupo-Pg) obtidos pelo teste XN(ara medidas repetidas da variavel

normalizada.

3| etras diferentes indicam distribuicdes diferenfesomparacao das distribuicdes em cada um dosomonto a ponto) pelo teste de Kruskal Wallis fuiiestatisticamente significativa a excecéo do
grupo 5 que foi diferente dos outros grupos navatiPS no tempo 7.

(P<0,05, comparagdes mdltiplas realizadas pele pEstt hoc de Tukey da variavel normalizada).




Com grafico do tempo de bloqueio (min) x concer@eafmM) foi demonstrado a
supressdo ou ndo das AE através da aplicacdo doméaBguatro concentragbes. Em 7mM
teve supresséo das atividades em 4 registros (B, e 11mM houve o bloqueio em todas
as fatias. Na re-perfusdo com ACSF (-Cabservou-se que a supressdo das AE foi

reversivel. A resposta do NaBr foi concentracaceddpnte (figura 26).
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Figura 26 — Grafico da relacdo concentracdo-resposta (redugédo o
supressdo das AE’'s pelo NaBr 5, 7, 9 e 11mM). Cpdato
representando a média dos registros extracelutargotencial elétrico
de cada concentracdo e a média dos tempos desfegoe Este
grafico mostra que na concentracdo de 7mM se tenblaqueio das
AE em quatro registros (n=6), 9mM é a concentratdiziente para a
supressdo das AE (n=6) e com 11mM existe uma sdinm@a resposta
(n=6).

GRUPO SITS

Os registros com o SITS foram realizados da mesmmaaf do NaBr. Perfundiu-se
as fatias com ACSF livre de Cae com alto K para induzir a AE. Posteriormente,
perfundiu-se com ACSF 0- Ca+ alto K'+ SITS por 20 a 30 minutos. Reperfundimos com
ACSF 0- C&" e com alto R. O efeito do SITS ndo aconteceu proximo de suaamélo e as
mudancas nos registros comecaram aproximadamentairitios apds sua perfusdo. Os
registros de potencial elétrico com SITS mostramama diminuicdo da duracdo dos eventos e
intervalo entre eventos com uma pequena recuperacaoplitude da componente DC com
pouca alteracdo ao longo do registro e a amplideePS’S mostrou uma diminui¢cdo. Ao

comparar com o efeito do NaBr pode-se notar seaneth no PE para as variaveis DE
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(Figura 27), IE (Figura 28) e PS (Figura 29). Ai&eel DC ndo variou ao longo do tempo
(Figura 30).
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Figura 27 — Grafico do SITS referente aos valores do DE (%) em
relacdo ao T basal (T0). Cada ponto no graficoesspta os valores da
mediana da componente DE normalizada.
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Figura 28 — Grafico do SITS referente aos valores do IE(%) em
relacdo ao T basal (T0). Cada ponto no graficoesspta os valores da
mediana da componente |IE normalizada.
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Figura 29 — Gréfico do SITS referente aos valores do PS (%) em
relacdo ao T basal (T0). Cada ponto no graficoesspta os valores da
mediana da componente |IE normalizada.
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Figura 30 — Grafico do SITS referente aos valores do DC (%) em
relacdo ao T basal (T0). Cada ponto no graficoesspta os valores da
mediana da componente DC normalizada.
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5.2 SINAL OPTICO INTRINSECO

O registro do sinal éptico intrinseco (I0S) podidai analisar quais areas do giro
denteado encontravam-se em AE. Os resultados dani@$aram a evolugao temporal do
comprimento da area de AE durante experimentos ayginacédo de NaBr 5, 7, 9 e 11mM
adicionado ao ACSF livre de Cae alto K. Em termos temporais, da mesma forma que nos
registros do potencial elétrico extracelular, obaem-se reducdes da duracdo e do intervalo
entre eventos até o completo desaparecimento dastets durante a aplicacdo do NaBr ( 7,
9 e 11mM). Apds o retorno com ACSF 0-Caas atividades reapareceram. Com a
concentracdo de 5 mM, ndo ocorreu o desaparecindestas atividades da mesma maneira
gue para os registros extracelulares

Analisou-se a evolucdo temporal do comprimento dea &e AE durante
experimentos com aplicacdo de NaBr 5, 7, 9 e llndMianado no ACSF 0-CA A
perfusdo do NaBr foi de 20 min. A captura das imadei simultanea ao PE.

Adicionalmente ao estudo do potencial elétrico apdlular, foi feita a analise
qualitativa do 10S ao longo da camada granular @ @ilizando a imagem da variagcéo
espaco-temporal (imagem VET), com a finalidade idealizar se o recrutamento neuronal
era alterado, ou nédo, durante a aplicacdo de booen&ITS Pode-se observar pela imagem
VET que, antes da aplicacdo do brometo, a atividgaleptiforme se concentrava na regiao
entre o 4pice e a parte medial da lamina infraagdal (local do eletrodo). Durante a
exposicdo ao farmaco, ha uma reducdo no recrutanespicial neuronal, pois a regido de
variacdo do 10S diminuiu. E apdés a retirada do NaBratividades retornam (figura 31).

Os resultados mostraram que para a concentracdmdé NaBr teve-se uma
diminuicdo da &rea envolvida, decréscimo da di&é&m mm dos eventos; para 7mM, 9mM
e 11mM de NaBr (figura 32), houve uma inibicdo d& @nvolvendo as regides do giro
denteado, o apice e a lamina infra-piramidal, apgserfusdo do NaBr e também para o
bloqueador SITS (figura 33).

Os resultados do 10S do SITS foram semelhantesdadsaBr, observaram-se o

desaparecimento dos DS apés a perfusdo com SITS
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Figura 31 — A - Localizacéo do eletrodo(e) na camada granulgmee (A) do giro denteado. Para localizar a
regido do GD em AE foi tracada uma poligonal no @D; Exemplo de uma imagem da variagdo espaco
temporal das AE durante a aplicagdo de NaBr 9mihulaneamente foi registrado o potencial elétrico
extracelular. Durante a exposicéo ao farmaco, ibi&zeo da AE envolvendo as regides do giro denteadpice

e a lamina infra-piramidal, apés a perfusdo do NpBis a regido de variagdo do IOS diminuiu.
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Figura 32 —Gréficos do brometo de sddio representando os evdmirsty analisados das imagens do
sinal optico intrinseco antes, durante e apos fasis com ACSF 0-CA Analisou-se a evolugéo temporal
do comprimento da area de AE durante experimerdosaplicacdo de NaBr 5, 7, 9 e 11mM adicionado
no ACSF 0-CH. A perfusdo do NaBr foi de 20 min. As imagens @s®ntos foram capturadas
aproximadamente de 2 em 2 min antes, durante eaappbcacédo desse farmaco. A captura das imagens
foi simultanea ao PE.
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Figura 33 —Grafico do bloqueador SITS representando os evébtosty analisados das imagens do

sinal 6ptico intrinseco antes, durante e apés fagiy com SITS. Analisou-se a evolugdo temporal do

comprimento da area de AE durante experimentos epfitacdo do bloqueador SITS 1mM

adicionado na ACSF 0-Ca+ altoK™. A perfuséo do SITS foi de 20- 25 min. A captuas émagens

foi simultdnea ao registro do PE. As imagens desn®s foram capturadas aproximadamente de 2 em
2 min antes, durante e apés a aplicacdo destedddqude canais de cloreto voltagem-dependentes.

5.3 SIMULACAO COMPUTACIONAL

SIMULACAO DA INTERFERENCIA DO NaBr SOBRE A PERMEABI LIDADE DO
CLORETO

O Br passa através dos canais deeClassim, uma hipotese para seu efeito € que
pode provocar a reducdo da permeabilidade doCClion Br foi incluido no modelo de
atividades epileptiformes néo-sinapticas. Pararpwad-lo no modelo, foi considerado que
esse ion pode se movimentar através do meio ekti@cepor eletrodifusdo, e através da
membrana celular, através dos canais de €b-transportes cation-cloréfoEm relacdo aos
canais, a permeabilidade de By considerada 1,4 vezes a permeabilidade do Béra os

co-transportes KCC e NKCC, a afinidade dofBr considerada menor do que a da 8pos
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induzir as atividades epileptiformes aumentando Kd],[ para 8 mM, a [Bt nos
compartimentos de borda que representam a solgferfliséo foi alterada de zero para 11
mM. A figura abaixo mostra o bloqueio das atividad@gpileptiformes provocado pelo Br
Pode-se observar que o aumento da,[8ajisa, inicialmente, a reducéo da duracédo do@vent
e do intervalo entre eventos, como indica o po&moitracelular (figura 34). Posteriormente,
com o aumento da [Bypté 11 mM, ocorre o bloqueio das atividades. Aicéd da [Bil, até
zero faz com que o sistema retorne para o estadativldades caracteristico do periodo
anterior a aplicacdo desse ion. Analisando os piisrde Nernst e transmembranico durante
a manobra, pode-se observar que o aumento dg, [Biz com que o potencial
transmembranico fique mais negativo, afastando-se pdtencial de Nernst de ClI
Consequentemente ocorre uma reducdo da excitalglidaos eventos cessam. Segundo as
simulacdes computacionais com esse modelo, asladi®s epileptiformes ndo-sinapticas sao
induzidas da seguinte forma: a principio, o potraé Nernst de CE mais negativo do que

o de membrana caracterizando o efeito inibitérissdeanion. Com o aumento do K
extracelular para 8 mM, ocorre o acumulo deif@tacelular. Conseqientemente, o potencial
de Nernst do Clfica mais positivo que o0 de membrana. Portantmcca permeabilidade
desse ion é relativamente alta, o seu acumulo no ex¢racelular causa a despolarizagédo

neuronal que sustenta as atividades epileptiformes.
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Figura 34 — Simulacdo com NaBr mostrando reducdo da permdablidgi ao CI Com o aumento da
concentragdo de ‘Kextracelular para 8 mM, ocorre o acumulo dei@tacelular. Conseqiientemente, o
potencial deNernstdo CI (E¢)) fica mais positivo que o de membrana)(EPortanto, como a permeabilidade
do CI é relativamente alta, o seu acumulo no meio eafinbar causa a despolarizagéo neuronal que sustenta
as atividades epileptiformes. Analisando os po#gsaile Nernste transmembranico durante a manobra,
pode-se observar que o aumento da [Bgz com que o Em fique negativo, afastando dg. E
Consequientemente ocorre uma reducgdo da excitatgliel@s eventos cessam.

500s

-
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SIMULACAO CONSIDERANDO O EFEITO INIBITORIO DO Br

Na préxima simulacao, ao incorporar 0 Bo modelo, foi considerado que ele pode
passar através dos canais de frém, com uma permeabilidade maior (1,4 ve2és3ysa
simulac&o, ndo foi considerada a reducdo da peiligeale do Cl promovida pelo B
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Figura 35 —2° Simulagdo com NaBr demonstra o efeito inibité® B, estd mais negativo que g,E
0 que faz o potencial de membrana tender a esie walis negativo causando uma hiperpolarizagéo
neuronal.

SIMULACAO: EFEITO INIBITORIO DO Br " E REDUCAO DA PERMEABILIDADE DO Cl -

Considerando agora que o Brasse pelos canais de €bm uma permeabilidade
elevada e que, além disso, reduz a permeabilidad& doi possivel observar um aumento
transiente de excitabilidade no inicio da aplicag@dr (figura 36). Nessa simula¢cdo, como
a permeabilidade do Bé ainda maior do que a considerada anteriormé&ftegzes a do G)

0 Br acumula rapidamente no meio intracelular e sgtidEna-se mais positivo que g.E
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Figura 36 — Simulacdo com NaBr demonstra o efeito inibitoramN&aBr juntamente com a redugdo da
permeabilidade do CICom o aumento da permeabilidade do(B0Ox), este ion se acumula no meio

intracelular e E; fica mais positivo que o fscausando inicialmente uma despolarizacdo. O awnunt
sua concentracdo reduz a permeabilidade dde@ando a hiperpolarizacéo das células.




6 DISCUSSAO

Brometo € o farmaco mais classico no tratamentep#spsias e foi o principal até

a introducdo do fenobarbital em 1912. Este seatifga dos outros farmacos antiepilépticos
por ser um simples sal inorganico, além de exibirea sedativas. Também possui grande
poténcia anticonvulsivante em casos de crisesdéi@nicas generalizadas e outros tipos de
crises> % %8

Este trabalho teve como objetivo primeiramentedssta eficacia do brometo de
s6dio num modelo de atividade epileptiforme nadysiica (modelo do ACSF 0-Caalto
K", na regido do giro denteado, avaliando, portaua acdo diretamente na membrana
neuronal’® % *°A atividade epileptiforme (AE) tipica da supress&oconexdes sinapticas
caracterizam-se por uma salva de espiculas, fosnaela disparo simultaneo de potenciais
de acdo, denominadas de populacdes de espiculdas @BSinglés population spike
superpostas a um deslocamento negativo da linfiagke (DC). Esses eventos sdo chamados
de descargas em salva (DS), caracterizadas pa@ssaévpotenciais de acam(sf). *> *° As
DS na regido do giro denteado apresentam atividadesonais sincronas com maiores
duracdes e amplitudes, sob condigdes experimateaidta concentracio extracelular deek
baixa concentracdo de TA&" > >

Em nosso estudo, obtivemos o bloqueio da atividgaeptiforme pelo NaBr em

concentragdes superiores a 5mM. Os graficos dealeoncentracdo-resposta (concentragao
do farmaco x tempo de supresséo da atividade &flepe), mostraram que na concentracao
de 5mM teve-se uma reducdo da amplitude das pdmdade espiculas; com 7mM houve o
bloqueio da atividade epileptiforme em 70% dosstegs; 9mM € a concentracdo suficiente
para a completa supressédo da AE e com 11mM obsesvgue houve saturagdo da resposta.
Portanto, o efeito do brometo de sddio é concetralgpendente. Meierkord observou um
limiar de resposta com valores mais elevados. Metdr e colaboradores avaliaram a
frequiéncia dos PSsomente em descargas na fase fétBistes autores utilizaram as mesmas
concentracoes de NaBr e obtiveram para a concéotrdg 5mM uma reducdo de 25% na
frequéncia dos eventos epileptiformes. Em 7mM hauve reducdo de 50% e bloqueio em
uma fatia, ja em 9 mM aconteceu uma reducdo de &0%aBr 11mM bloqueou
completamente as atividades epileptiformes em tadaftias Assim, este autor verificou
que o bloqueio completo das descargas epileptiforooen NaBr se da na concentracdo de
11mM. As diferencas deste trabalho, com o nossedesincluem: 1. estes autores n&o
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zeraram o calcio do ACSF, mas utilizaram menor eotracdo deste ion para inducdo da
atividade epileptiforme; 2. o estudo foi realizagoérea de CA1 do hipocampo e ndo no giro
denteado. Talvez estes fatores possam explicaifexerdcas de resultados entre o presente
trabalho e o de Meierkord e colaboradores. No nestado, observamos reducdo da duracéo
dos eventos, do intervalo entre eventos, das pofpesade espiculas e redugcdo da amplitude
da componente DC ap6és a perfusdo com ACSF0eCalto K.

A semelhanca dos registros do potencial elétritaeslular apds a infusdo do NaBr
com aqueles obtidosom a perfusdo com SITS, sugere que o efeito dondtm seja
semelhante ao do ion clorefmpdendo o brometo utilizar os canais de cloro geita
dependente€ A familia dos canais de cloro voltagem-dependegtescpressa em niveis
significativos no cérebro e inclui os subtipos QCCIC-3, CIC-4, CIC-5, CIC-6 e CIC-7.
Bloqueadores de canais de cloreto voltagem-depslenomo DIDS (acido 4,4-
diisotiocinatoestilbeno-2,2-disulfénico) e SITS iffc 4-acetamido-4-isotiocianoestilbeneo-
2,2’-disulfénico), modulam canais anionicos e tpitadores de atividade e em ambos o
mecanismo é reversivél DIDS e NPPB suprimiram a atividade epileptiforné®nsinaptica
no estudo de Bikson e colaboradores (1999). Somen@C-2 tem se expressado em
neurdnios e é ativado em potenciais de membramepdeiso. A acdo do bloqueador SITS é
inespecifica quanto ao tipo de canal de cloro aoiaro canal de cloro ativado por calcio
(CICa), no canal de cloro do tipo proteina transhmama (CLIC) e no subtipo de canal de
cloro voltagem- dependente CIC-2. Esse subtipoatalcde cloreto voltagem-dependente,
pode ser ativado por hiperpolarizacdo e acidifioagéracelular, e é altamente expressado no
cérebro. A sequéncia de seletividade do CIC-2 atetds é CI>Br >I'. Isto se aplica tanto a
condutancia quanto a sequéncia de permeabilidadgévécao de CIC-2 pela concentracdo de
cloreto intracelular pode ser identificada em neio® hipocampais, prevenindo a
acumulacédo de cloreto no meio intracelular, comdepocorrer em particular durante um
aumento de freqliéncia na atividade neurdhal.

A maioria dos trabalhos estudou o efeito do bronestomodelos sinapticGs?
Meierkord utilizou NBQX (bloqueador de receptor tgimatérgico, AMPA) e APV
(bloqueador de receptor NMDA) em culturas de neosrpara isolar potenciais pos-
sinapticos inibitérios mediados por GABA. Suzulkiaaboradores (1994) utilizaram GABA
e sugerem que o brometo potencializa correntead#ts/ por GABA em uma concentracao
terapéutica de 10 mM a 20 mRRusando uma grande hiperpolarizacdo induzidagter Ho
estudo de Meierkord e colaboradores (2000) atrdeesm protocolo de estimulacéo pulso-

pareado, usado para monitorar a eficacia da irob@&@BAérgica em concentracées de 5 mM
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de NaBr, foi verificado um aumento significativo amplitude inibitéria pds-sinaptica em
culturas de neurdnios hipocampaisEm células ganglionares (8° ganglio abdominal
simpatico de rd) o brometo de sodio causou hipetgpacdo quando foi feita uma
substituicdo equimolar de cloreto de sédio (112npd) NaBr em ACSF. Neste estudo,
também se observaram efeitos excitatérios sindgptidaimos. A hiperpolarizagdo poderia ter
ocorrido em consequéncia da maior permeabilidadmelabrana pelo brometo do que ao
cloreto®® Nosso trabalho destaca-se por abolir as descepiptogénicas num modelo de
inducéo de atividade epileptiforme com ausénciatd@ade sinaptica.

Os primeiros estudos do sinal Optico intrinsecarforfeitos por Orskov e Parpart
(1935), em células em suspenséo colocando- as legésdipertonica. Eles observaram que
havia reducdo da quantidade de luz transmitidaciéaialmente, colocando as células em
solucéo hipotbnica, verificaram o aumento da landmitida. Sabendo que o aumento da
osmolaridade extracelular causava reducao do volkehdar, associaram a diminuicdo de
transmitancia a essa reducao do volume celulafoiDea analoga, associaram o aumento da
transmitancia ao inchacgo celular por causa da &oligpotonica. Posteriormente, surgiram
explicacbes mais detalhadas relacionadas a esseal@8ucdo de volume, por aumentar a
concentracdo de substancias e organelas intrasduBumenta o espalhamento reduzindo a
transmitancia. Por outro lado, o inchacgo celular, reduzir as concentragdes intracelulares,
favorece a transmitancia. Adicionalmente, as vagaglo volume celular causam variagdes
dos indices de refracdo intracelular, extraceludarda camada bilipidica, alterando,
conseqiientemente, os desvios soffridos pelos naomdsos” °* No estudo de AITKEN e
colaboradores (1999), em fatias de hipocampo, esgEges mostraram que a excitagao
sindptica leva a uma reducgéo da reflectancia om awmento na transmitancia de luz pelo
tecido. Segundo esses autores, esse é um exemplomdsinal relativamente rapido
representando a ativacao focal e, presumivelmessejtante do inchago celular devido aos
fluxos ibnicos. Num estudo de Weissinger e colabomes (2000) foram feitos
simultaneamente registros extracelulares e de insagy@ sinal éptico intrinseco com objetivo
de se estudar mudancas espaco-temporal e aparexirdenatividade epileptiforme e
propagacdo de depressdo alastrante durante o deserento do cortex entorrinadl. Esta
técnica € especialmente importante por permitiraveglacdo espaco- temporal da atividade
epileptiforme na fatia de hipocampo. Houve umaigdib da AE envolvendo as regides do
giro denteado, o0 apice e a lamina infra-piramidph)s a perfusdo com NaBr. A reproducéo

do comportamento espaco-temporal durante o blogfmigossivel supondo-se o efeito
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competitivo entre o Bre o CI tanto em canais como em co-transportes. Nao eacoos
registro similar em outros estudos com NaBr.

O estudo da atividade epileptiforme nao-sinapticagiro denteado do hipocampo
de rato, € um instrumento importante para a inyagiio da influéncia dos mecanismos
subcelulares n&o-sinapticos durante a atividadepgiforme?* *° O desenvolvimento de um
modelo computacional é uma ferramenta que auxiba descricdo das propriedades
eletroquimicas desses mecanismos, para simulé&ades epileptiformes sustentadas apenas
por modulacdes n&o-sinapticdsRodrigues e colaboradorg2003) desenvolveram um
modelo matematico capaz de simular computaciondabreAE sustentada por conexdes nao-
sinpticas. Esse modelo considera o meio extracdiotmado por uma rede tridimensional
de compartimentos. Fazem parte do modelo dois sarplulares, um glial e outro neuronal,
representando a camada de corpos celulares do @&nleem arborizacbes dendriticas
desconectadas dos compartimentos extracelularesimigacdes computacionais ddao um
embasamento tedrico e possibilitam estudar a ewdiofisica e 0 comportamento neuronal
no hipocampo. As simulacdes realizadas neste estudiliaram no entendimento do
mecanismo de acdo do NaBr. Na simulacéo do efeitBrdsobre a permeabilidade do ClI
sugere-se, para explicar o efeito inibitério dodtbre a atividade epileptiforme, que esse ion,
ao reduzir a permeabilidade do,Qiminui o efeito excitatério do Clconsequentemente
ocorre a hiperpolarizacao celular reduzindo a ekditdade. Na simulagao, considerando a
reducdo da permeabilidade do,Gb Br no modelo matematico, foi considerado como
podendo passar através dos canais dec@h uma permeabilidade maior (1,4 vezes),
causando uma hiperpolarizacdo das membranas eslul@ brometo possui potencial de
Nernst mais negativo que o potencial de membrama) (& acaba arrastando o Em para
proximo dele. Na simulacdo do efeito inibitério @ juntamente com a reducdo da
concentracdo do cloreto, o brometo passa pelodscdeacloro com uma permeabilidade
elevada e além disso, reduz a permeabilidade detaja brometo acumula-se rapidamente
no meio intracelular e seu potencial de Nernsta@® mais positivo que o de membrana.
Portanto, no inicio da aplicacdo do,Bisse ion passa a ser excitatorio, mas o aumersoad
concentracdo reduz a permeabilidade do lEVando a hiperpolarizacdo das células, com
consequente inibicdo da atividade epileptiforme.

O presente trabalho evidencia que o NaBr bloqueiatiadade epileptiforme
induzida por ACSF 0-Ca e alto K independentemente de mecanismos sinapticos. Estes
dados poderdo explicar a resposta terapéutica mwsetbs em determinadas sindromes

epilépticas’ °



7 CONCLUSOES

1. A concentracdo de 9 mM de NaBr € a concentracdgmainecessaria para o completo
blogueio das atividade epileptiforme com tempo minde extingao;

2. Simulacdes computacionais sugerem duas explicgéies o efeito inibitdrio do NaBr
sobre as AE: (a) atuacado competitiva doddm o CI, reduzindo a permeabilidade deste ion
que, por sua vez, reduz seus efluxo e influxo darass periodos interictal e ictal,
respectivamente; (b) o potencial de Nernst do @r ser mais negativo que o Em,
hiperpolariza a membrana neuronal reduzindo aaxtdade.

3. O mecanismo de acdo do Bprovavelmente envolve canais de cloreto voltagem-
dependentes do subtipo CIC-2.

4. O registro do sinal Optico intrinseco permitiu dbear a inibicdo da atividade
epileptiforme envolvendo as regifes do giro derdg@adapice e a lamina infra-piramidal,

apos a perfusdo com NaBr.



8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Para um melhor entendimento dos mecanismos enwslvith supressao das
atividades epileptiformes pelo NaBr, pretendemadizar estudos utilizando a técnica de
patch-clamp para avaliar os canais de cloreto envolvidos acamismo de acdo do BAlém
disso, temos interesse de ampliar estes estudasalidndo o efeito do brometo em fatias de
hipocampo de ratos submetidos ao tratamento cauogopina e em tecido hipocampal obtido
de pacientes com epilepsia refrataria ao tratammetdicamentoso; 2° verificando o possivel

envolvimento do Brem receptores GABAérgicos e glutamatérgicos.
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Summary

Purpose: In the present study, we investigated\@Br effect on nonsynaptic epileptiform
activity (NEA) simultaneously monitoring extracddu field potential and intrinsic optical
signal images.

Methods: Investigations were carried on hippocamglades submitted to nonsynaptic
epileptiform activity induction by perfusion withem-added artifical cerebrospinal fluid
(zero- C&" ACSF). Effects were analyzed and quantified ongitaaular layer of the dentate
gyrus using image processing.

Results: Bromide application suppressed epileptifaactivity. The minimum bromide
concentration necessary to full blockage was 9médpading to dose-response curve. The
recruited length measured with the IOS is very isgesin identifying the nonsynaptic
activities suppression. Similar results were oladimfter application of chloride channels
blocker.

Discussion: Our findings suggest that chloride rhighstain the neuronal depolarization
during nonsynaptic epileptiform activities. Addilly, effect of bromide may be suggested
by the chloride blockers effect. Through competitigith chloride in its channels, bromide

may reduce chloride permeability, contributing IREEAS suppression.
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Introduction

Bromides were the first effective treatment forlepsy. Introduced in 1853 by Sir
Charles Locock, bromides remained useful as thetepeption for nearly 60 years. With the
advent of less toxic and more effective tratmettigs, use of bromides became less usual
(Joynt, 1974). However, bromides are still a valeaiook in the treatment of epilepsies
refractory to current antiepileptic drugs, suchmelically refractory tonic-clonic seizures and
severe pediatric myoclonic epilepsies (Korintheglatral,, 2007; Ernset al, 1988; Steinhoff
et al, 1992).

Despite the fact bromide therapy has been usedidoades, the pharmacological
activity of bromides remains without a complete caelation. Maybe the most possible
mechanism is related to an increase of neuronatrpgbarization, mediated by inhibitory
postsynaptic potentials (Woodbury and PippengeB2l9Br ions cross cellular membranes
more quickly than C] enhancing GABA-activated currents and leading lémge
hyperpolarization. Thus, the antiepileptic effe¢tbwomide is believed to be due to the
potentiation of inhibitory postsynaptic potentibls GABA (Suzukiet al, 1994). But not only
GABA-activated chloride channels are more permetablomide, the voltage-dependent are
also more permeable (I > Br > Cl > F; 1.98:1.4644) (Woodbury and Pippenger, 1982;
Franciolini and Nonner, 1987). This fact justifigky bromide effects are still present on non-
synaptic epileptiform activity (NEA). Meierkord at. (2000) observed consistent blockage
of NEAs, when hippocampal slices bathed with low-Galution were perfused with NaBr at
the concentration of 11 mM.

The intrinsic optical signal (I0S) is a powerfubtdor monitoring propagation and
recruitment of neuronal activity in brain tissueo(thoff and Witte, 1998; Duarte et al., 2003,
Holtkamp et al, 2003). In the present study, weestigate the effect of NaBr on NEA. We
simultaneously monitored field potential and IO8vdstigations about the effect of chloride
blocker application were also carried out.

Methods

Preparation of hippocampal slices
The experimental protocols were approved by thecEt@ommittee of the Federal

University of S&o Jodo del-RéeAll recordings were carried out in the dentate gy(DG)
granular layer, infrapyramidal subfield, of hippouzal slices prepared from Wistar rats (four
to six weeks old). Rats were anesthetized usingl etiner and decapitated. The brain was

rapidly removed, hemispheres separated for isolatfoeach hippocampus and immediately
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transferred to a chopper. Slicing was performedatd (3 — 4 C), oxygenated artificial
cerebrospinal fluid (ACSF) containing in mM 127 NaZ KCI, 1.5 MgSQ, 1.1 KH,PQ,, 26
NaHCG;, 2 CaC}, 10 glucose, pH balanced at 7.4 and oxygenatianmaintained with 95%
0O, and 5% CQ. The resulting slices (400 um) were allowed toovec for 40 min in a
perfusion chamber containing ACSF (temperature *38.5 °C). After that they were
transferred to an interface chamber and kept uth@esame conditions.

Drugs and solutions

The following solutions were used throughout thedgt Zero-added C& ACSF
containing (in mM) 127 NaCl, 7 KCI, 1.5 MgQQL.1 KH,POy, 26 NaHCQ, 10 glucose, pH
balanced at 7.4 and oxygenation (95%add 5% CGQ). Bromide solutions were prepared in
four different concentrations (5, 7, 9 and 11 mMN#Br) added to the zero-added'Ca
ACSF by Cl substitution. SITS solution (4-acetamido-4’-isottyanostilbene-2,2’-disulfonic
acid - Sigma Chemical, St Louis, MO) was prepaadding 1 mM to the zero-added ‘Ca
ACSF composition.

Extracellular field and intrinsic optical signal recordings

Extracellular field potentials recordings were madeng glass micropipettes (2-5
MQ) filled with 1 M NaCl. Signals were amplified witn Al 402 x 50 pre-amplifier (Axon
Instruments) connected to a Cyberamp 380 ampliigon Instruments), and digitized with
an AD converter (National Instruments), controlleda computer system based on LabView
Platform (National Instruments).developed in otnola@tory.

Slices were transilluminated from below using &égean lamp from the illuminating
system of upright binocular microscope (model SM&DA — Nikon, Japan). To improve
guality of the images, the slices in the interfateamber were maintained resting on a
milipore membrane (Milipore) allowing the white igto pass through the slice and providing
a clear identification of the layers. All video iges were captured using a CCD camera (Cool
SNAP-Pro cf 1.4 megapixel cooled, USA), and stooedvideotape using a VHS video-
recorder (model VR 4236 HZ, Zenith, Brazil) and-lofe converted to .AVI format at 12.5
MHz ratio into 480x 640 pixels per line. It was employed a frame-geatiimard (DC10 Plus,
Pinnacle, USA), controlled by an acquisition softavgPinnacle Studio Version 8.12,
Pinnacle, USA). All the images were captured aata of 30 fps. The electrographic signal
was used to control the range of frames to be cagtu

To obtain images of light transmittance changeBJ), calculations were carried as
described by Andrew et al. (1996). Briefly, avera@f corresponding pixels of the first 50

frames, before the wave propagation, formed thérabimage (Tong), Which was subtracted,
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pixel by pixel, from each subsequent experimentalge (Ey). The resultant image of this

subtraction was divided, pixel by pixel, by thg.I Specifically

Tayp — T,
LTC=( exp cont)

cont

Using a gray intensity scale, series of LTC imagagaled areas of the slice where
light transmittance changes over the time. To gfameuronal recruitment, along the
granular layer of DG, we drew polygonal, for eabitesanalyzed. The length of the polygonal
portion pertinent to the recruited region was dadias the recruitment length (RL).

Results
Bromide effect on nonsynaptic epileptiform activityin the dentate gyrus

As described in previous studies (Jefferys and H&@82; Taylor and Dudek, 1982
and 1984; Yaari et al. 1986), incubation of slitegero-added Ca ACSF (Pan and Stringer,
1996; Xiong and Stringer, 2000) resulted in induttiof spontaneous NEAs that remain
stable for at least 2h. Typical features of fieldtgmtials and 10S image before NaBr
application are shown in figure 1A. In figure 1B)3 images corresponding to an instant of
time along the events, indicated as ‘1’ and ‘29wlthat the neuronal recruitment, indicated
by the white region, is restricted to the infrapyrdal lamina. When bromide was applied,
field potentials morphology changed showing anaase in event frequency, and a decrease
of their duration, with posterior disappearancamiplitudes. There was also a decrease of the
DC shift. The period of time correspondent to simétous suppression of field potentials
and 10S was assumed as the blockage duration @D)lepends on NaBr concentration as
shown in figure 2. The sigmoidal function adjustedlize representative function for the BD
dose-response indicates that for a full NEA bloekags necessary at least ~9 mM of NaBr.

The RL for each bromide concentration is shown gureé 3. For each concentration
(5mM, n=6; 7mM, n=6; 9mM, n=6; 11mM, n=6) is shotre RL of each event registered
before, along and after the NaBr application. Aveudescribed by a composition of two
sigmoidal functions RL(t) = A,[tanh(, (t - tc,) +1)] + A,[1- tanh(, (t - tc,))]) was adjusted
for each experiment through the gradient method. vidiees were normalized in respect to
the mean average of the RL before bromide applicaiihe mean average curve (continuous
line) and SD interval curvgslashed lines superior and inferior, indicating 8 interval for

each associated instant of time) were then cakukdr 5 mM of NaBr the reduction of the
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recruited region happened only after ~2 min of Na®plication and there was no full
suppression of I0S. However, at higher concentati@as soon as NaBr was applied, the
recruited region started to decrease and there maisitained suppression in the 10S
throughout the application.
SITS (4-acetamido-4’-isothiocyanostilbene-2,2’-didtonic acid) effect on nonsynaptic
epileptiform activity in the dentate gyrus

Since it is very well established that chlorideachels play an important role in the
effect bromide on synaptic epileptiform activityjs useful to investigate how blockers of this
channels act on NEAs. CLC-2, one of the memberghef chloride channel family is
significantly expressed in the brain and can bevatetd by hyperpolarization and
extracellular acidification (Jentsch et al., 2002)TS, a chloride channel blocker, acts on
CLC-2 and other types of chloride channels (Jenetchl., 2002)and was used to test its
effect. SITS experiments were similar to those WHBr. It took ~15 min for SITS to have
effect. Changes in field potentials, used for tonitay the occurrence of NEAs, showed
tendency to exhibit changes similar to the onesesl with NaBr concerning duration,
frequency and population spike amplitudes. Thecef®é SITS on recruitment, quantified by
RL parameter was also similar to that of NaBr, @tder the time course and time response
(figure 4). The channels closed by SITS were ablguppress the events at the concentration
of 1 mM. The blockage, although partial had longféect.

Discussion

The main purpose of this study was to verify thiecaty of NaBr on the blockage of
nonsynaptic epileptiform activity induced by zemdad C&" ACSF. The minimal dose
obtained for inducing the full blockage of the NEAf&s 9 mM.Meierkord et al. (2000)
found 11mM as the minimal dose. The different cosmpan of ACSF as well as different
regions studied by these authors may justify tifferdince in the dose-responses.

In all experiments we found that the frequency pileptiform events increased
progressively up to their blockage. Conversely,élard et al (2000) verified decrease in the
frequency and we have no explanation for this desgent. This seems to be an interesting
Issue to be investigated in terms of its biophysasaects.

The novelty of the present study is to investigageronal recruitment by means of
IOS images. Quantification of RL by IOS was higkbnsitive to the blockage effect of the
used drugs. This is evident comparing NaBr effectsield potentials parameters with the

effects on RL. Consequently, the similarity betweaka 5m NaBr and 1mM SITS groups
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allowed previewing that this blocker can be everreneifective for higher concentrations.
The fact that SITS suppresses NEAs is accordaniteBikson et al. (1999), who showed a
consistent  suppression of NEA by application of BPP (5-nitro-2-(3-
phenylpropylamino)benzoic acid) and DIDS (4,45dihiocyanatostilbene-2, 2'-disulfonic
acid ).

The biophysical aspects of chloride channels blsckan NEAs, inducing activity
suppression, are of particular interest in unrawglithe mechanisms that sustain these
activities. Studies carried with experimental gpsig models based on synaptic connections
work with the hypothesis that the effect of bromidedue to the potentiation of inhibitory
postsynaptic potentials by GABA. If GABA is stilihibiting in this kind of model, therefore,
chloride is also contributing with its inhibitoryfect. However, this seems not to be the case
in the experiments we performed. The tendency oA®Eo be suppressed by chloride
channel blockers suggests excitatory contributidncloloride ions. Otherwise, chloride
channel blockers would act increasing the NEAs.rdfoee, during NEAS, the possible role
of chloride is to sustain neuronal depolarization.

The effect of bromide suppressing NEAs might have brigins. As it is widely
accepted, bromide transmembrane concentrationegradan lead to a Nernst potential more
negative than the transmembrane potential, therefostifying its inhibitory effect. An
additional effect of bromide may be related to effect of chloride channels blockers. Due to
competition with chloride in its channels, bromighay reduce the permeability of chloride

channels, thus contributing for NEAs suppression.
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A) NaBr

5 min

5mV

Figure 1: Typical simultaneous extracellular fiplotential and 10S images. (A) Extracellular fielotgntial
registered before, along and after (according édolr indication) application of NaBr. The numbeirestant
of time correspond to the I0S images showed in \igre the polygonal along of the granular layethef
DG is exemplified and also the corresponding RLduse quantify the recruited region (white area).
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Figure 2: Dose-response curve ferlifomide BD, fitted to the experimental data (es§ and the
corresponding SD bars.
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Figure 3: Normalized RL, measured for each eventlés), before, along and after NaBr applicatiaocording
to the bar indication), for each concentration7(39 and 11mM) investigated. Continuous lines: mearage of
all curves fitted to each experiment (n=6 for eaohcentration). Dashed lines: SD interval for eaxstant of
time.
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Figure 4. Normalized RL, measured for each eveintlés), before, along and after SITS (1mM) appi@ma
(according to the bar indication). Continuous linegan average of all curves fitted to each expaminin=3).
Dashed lines: SD interval for each instant of time.



