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RESUMO

O brometo de soédio, farmaco antiepiléptico de primeira geracéo, ainda € utilizado
para tratar epilepsia refrataria em criancas. Seu mecanismo de acdo ndo esta
totalmente elucidado. Neste trabalho propomos, i- investigar sua agao nas atividades
epileptiformes (AE’S) de natureza nao-sinaptica na regiao do giro dentado in vitro; ii-
comparar sua agdo com solucdo contendo alta concentracdo de cloreto de sadio;
com bloqueadores de canais de cloreto dependente de voltagem (SITS, DIDS); iii-
investigar o possivel envolvimento das gap junctions no momento da atuacdo do
farmaco. O estudo envolveu medidas experimentais tais como registros
extracelulares de campo e medidas do sinal Optico intrinseco. Obtivemos inibic&o
das AE’S induzidas pelo modelo do zero caélcio e alto potassio com 9 mM de NaBr
(n=6). Com a perfuso da solucdo de zero Ca™ + alta concentragdo de NaCl nos
registros (n=7) de campo, obtivemos um bloqueio transitorio. Comparou-se o efeito
do NaBr com os bloqueadores de canais de cloreto dependente de voltagem o SITS
1mM (n=3) e DIDS 250 uM (n=8), obteve-se uma semelhanca nos registros de
potencial elétrico extracelular, mostrando possivel envolvimento dos canais de
cloreto dependente de voltagem. O bloqueador de gap junctions (N-octanol) em
concentragbes de 0,07/mM foi utilizado juntamente com o brometo 5mM. Este
reduziu a alta frequéncia elucidada no periodo transiente durante a aplicacdo da
droga. O efeito do Br ndo € apenas no potencial de membrana, por meio de sua
maior permeabilidade em relagédo ao CI" induzindo hiperpolarizagdo, mas apresenta
também uma maior permeabilidade aos canais de cloreto dependente de voltagem.
O aumento da frequéncia das descargas pode ser devido ao efeito competitivo do
Br  sobre os canais de cloreto, reduzindo a permeabilidade ao CI'. O NaBr tem pouca
afinidade pelos cotransportadores NKCC1 e substitui parcialmente CI° nos
cotransportadores KCC2.A origem da alta freqiiéncia nos registros com o brometo,

provavelmente esta relacionada com as gaps junctions.



ABSTRACT

Sodium bromide, first-generation antiepileptic drug, is still used to treat refractory
epilepsy in children. Its mechanism is not fully elucidated. In this work, i-investigate
its actions on the epileptiform activity (EA's) of non-synaptic region of the dentate
gyrus in vitro, ii-compare his action with a solution containing high concentration of
sodium chloride; blocker of chloride channels voltage dependent (SITS, DIDS), iii-
investigate the possible involvement of gap junctions at the time of action of the drug.
The study involved experimental measurements such as extracellular field records
and computer simulations. AE'S returned inhibition induced model of zero calcium
and high potassium with 9 mM NaBr (n=6). With the perfusion of calcium solution
zero high concentration of NaCl in the records (n=6) obtained a field transient
blockage. We compared the effect of NaBr with chloride channel blockers of voltage-
dependent (DIDS 250 puM, n=8 and SITS 1 mM, n=3), we obtained a similarity in the
records of extracellular field potential, suggesting a possible involvement of chloride
channels voltage dependent. The blocker of gap junctions (N-octanol) at
concentrations of 0,07 mM was used with 5 mM bromide. This reduced the high
frequency elucidated in the transient period during drug application. The effect of Br’
isn’t just in membrane potential, through its greater permeability compared to the CI
inducing hyperpolarization, but also show a higher permeability to the chloride
channels voltage-dependent. The increased frequency of discharges can be due to
the competitive effect of Br on chloride channels, reducing the permeability to CI.
The NaBr has a little affinity for the cotransporter NKCC1 and partially replacing ClI"in
cotransporter KCC2. The origin of high frequency in records with bromide, is probably

related with the gaps junctions.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPILEPSIA

Epilepsia € um tipo de disfuncdo cerebral caracterizada clinicamente por
alteracdes subjetivas ou comportamentais subitas (crises epilépticas), com tendéncia
a se repetirem ao longo da vida do paciente. Essas crises refletem uma atividade
anormal, de inicio subito, acometendo uma ou varias areas do cortex cerebral. Essa
alteracdo da atividade elétrica cortical, por sua vez, pode ser causada por um
ndmero de patologias estruturais e neuroquimicas.(1-4)

Admite-se epilepsia como um grupo de doencas que tém em comum, crises
epilépticas que recorrem na auséncia de condicdo toxico-metabodlica ou febril. A
epilepsia €, naturalmente, ndo uma doenca especifica, ou mesmo uma sindrome
Unica, mas uma ampla categoria de complexos de sintomas decorrentes de qualquer
namero de funcbes do cérebro desordenado que pode ser secundario a uma
variedade de processos patologicos.(5)

As crises epilépticas sdo eventos clinicos que refletem disfuncdo temporaria
de um conjunto de neurdnios de parte do encéfalo. Os sintomas de uma crise
dependem das partes do cérebro envolvidas na disfuncdo(1). E importante ressaltar
que as crises epilépticas sdo resultado de descargas anormais excessivas em uma
populacdo de neurdnios hiperexcitaveis, resultante de correntes elétricas que sao
fruto da movimentacéo idbnica da membrana celular.(3)

A Classificacdo atual das crises epilépticas baseia-se na classificacdo de
1981, partindo de um consenso de especialistas, analise de crises por gravacoes de
video e considerando a sua semiologia como uma sequéncia de eventos ictais
desenvolvidos no tempo. Além da fenomenologia clinica, o eletroencefalograma
(EEG) ictal e interictal foram considerados. A dicotomia parcial/ generalizada foi
preservada, mas a distincdo entre simples e crises parciais complexas foi
inteiramente baseado em perda da consciéncia.(6)

As crises epilépticas sdo uma das formas pelas quais se definem e
classificam-se as epilepsias. Existem duas classificacdes para as crises epilépticas
segundo a Liga Internacional Contra Epilepsia: crises parciais: originam-se em um

pequeno grupo de neurdnios que constituem o foco da crise; e crises generalizadas:
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caracterizadas pelo envolvimento dos dois hemisférios desde o inicio da crise.(1, 2,
7)

As sindromes epilépticas foram identificadas por seus tipos caracteristicos de
crises, 0 padrdo de recorréncia das crises, idade de inicio, associadas a sinais
clinicos e neuroldgicos, achados eletroencefalograma (EEG), presenca ou auséncia
de ocorréncia familiar e progndstico. Epilepsias e sindromes epilépticas séo
geralmente divididas em idiopaticas e sintomaticas.(6, 8)

As epilepsias idiopéaticas sdo geralmente benignas, no sentido em que nao
estdo associadas a lesdes cerebrais, anormalidades neurolégicas que nao crises ou
deficiéncia mental, e tendem a ser autolimitadas ou responder prontamente as
drogas antiepilépticas. Fatores genéticos sdo importantes, e as manifestacdes séo
geralmente relacionadas com a idade.(1, 5, 9)

Epilepsias sintométicas acontecem em consequéncia de uma leséo
identificavel ou etiologia demonstravel fisica ou metabdlica. As epilepsias nos
adultos sdo classificadas como sintomaticas, relacionadas a localizacdo do foco.
Dentre as causas destas epilepsias podemos citar traumas, derrames, tumores e
infeccdes.(8)

O entendimento das sindromes epilépticas favorece a um bom prognéstico e
também na escolha da terapia. O tratamento medicamentoso das epilepsias é ainda,
em Ultima analise, aceito como tratamento sintomatico, isto €, visa primariamente o
controle das crises epilépticas.(6, 8, 10)

A selecdo dos farmacos € baseada, primariamente, em sua eficicia para tipos
especificos de crises e epilepsias. Outros aspectos que devem ser levados em conta
séo: efeito colateral via de administragédo, propriedades farmacoldgicas e interages
medicamentosas. Além disso, em paises com caracteristicas socioeconémicas como
as brasileiras o custo da medicacdo é relevante, ainda mais que o tempo de

utilizacdo do medicamento pelo paciente é indeterminado.(1, 6, 8)
1.1.1 Epilepsia nas criancgas e tratamento farmacoldgico
A epilepsia € uma das desordens neuroldégicas comum na infancia que

acomete aproximadamente 0,5% a 1% da populacdo infantil. Embora quase 60%
das sindromes epilépticas em criangas sejam remissivas, 8% a 28% das criangas
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apresentam pelo menos duas crises convulsivas refratarias ao tratamento
clinico.(11-13)

Na Europa e nos Estados Unidos 31 anticonvulsivantes foram aprovados para
uso, 11 desses farmacos antiepilépticos (FAE’s) foram aprovados pelo Food and
Drug Administration (FDA), apenas nos ultimos 20 anos. Apesar da disponibilidade
de novas opc¢des terapéuticas, a taxa de falha do primeiro FAE utilizado em criangas
com epilepsia recém-diagnosticada permanece muito elevada (20% a 40%). Essas
falhas foram atribuidas tanto a alta incidéncia de efeitos adversos e/ou falta de
eficacia dos farmacos.(12)

As escolhas do tratamento para a epilepsia sao baseadas em estudos clinicos
e experiéncias clinicas, mas as respostas aos farmacos e os efeitos adversos podem
em parte, ser estimados com base nos mecanismos de acdo conhecidos das drogas.
Os farmacos antiepilépticos a nivel molecular, atuam através da inibicdo dos canais
de sédio dependente de voltagem, inibicdo dos canais de célcio, abertura dos canais
de potassio, aumento do acido gama-aminobutirico (GABA) mediando inibicdo no
cérebro, a inibicdo da funcédo excitatoria do glutamato ou alteracdo das vias de
sinalizacéo intracelular.(14)

Geralmente os FAE’s possuem atividade de amplo espectro clinico e
frequentemente exercem uma acdo em mais de um alvo molecular. Novas
evidéncias sugerem que o receptor e as subunidades dependentes de voltagem séo
modificados por crises cronicas. Assim, as tentativas de entender a relacdo entre o
alvo e o efeito continuardo a fornecer informacdes importantes sobre a
neuropatologia das redes epilépticas e facilitardo o desenvolvimento de novas

terapias para o tratamento da epilepsia refrataria.(12, 14)

1.1.2 Epilepsias in vitro

A utilizacdo de modelos experimentais tem contribuido, enormemente, tanto
para conhecimento de importantes processos celulares e moleculares, que podem
estar envolvidos na geracéo, sustentacéo e término das crises epilépticas, quanto no
conhecimento acerca da funcionalidade cerebral normal.(8)

Os modelos experimentais sao valiosas ferramentas na epileptologia,
favorece o controle das condicbes ambientais, a analise independente de

parametros, o controle da uniformidade genética, o controle das concentracbes
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ibnicas e de drogas, devido a auséncia da barreira hematoencefalica, entre
outras.(6, 8)

Os estudos in vitro, principalmente as preparacdes de fatias de cérebro (com
espessura entre 200-600 uM), se constitui como uma das formas mais comumente
empregadas. Essa forma de preparacdo tem como principal vantagem a
acessibilidade a muitas propriedades do tecido que seriam dificeis de mensurar in
Vvivo.(9)

Além disso, as fatias sdo espessas 0 bastante para preservar a circuitaria de
uma area especifica do cérebro. Portanto, a espessura congrega dois aspectos
essenciais: a necessidade de se manter uma circuitaria neuronal intacta e preservar
a viabilidade do tecido. Essa técnica favorece o estudo das propriedades
eletrofisiolégicas dos neurbnios como também de uma populacao neuronal.(6, 9)

Uma das regides do sistema nervoso central que melhor ilustra todos os
aspectos supracitados das preparacdes in vitro € o hipocampo. A orientacéo regular
e a organizacdo lamelar de sua estrutura permitem a manutencdo de muitas
conexdes nas preparacbes. Nao bastasse sua citoarquitetura favoravel, o
hipocampo ainda é implicado como um dos principais sitios envolvidos no processo
de epileptogénese.(15)

As células granulares do giro dentado ndo tém sido encontradas participar na
epileptogénese espontanea ou evocada in vivo e in vitro, baseado em registros
intracelulares com picrotoxina, pentilenotetrazol, penicilina e baixo cloreto.(16) Com
base nestes estudos, parece que o giro dentado ndo expresssa bursts endégenos e

€ muito resistente a expressao de atividade epileptiforme sincrona.(17, 18)

1.2 MODELO DE ATIVIDADES EPILEPTIFORMES NAO-SINAPTICAS

A atividade de campo extracelular pode estar associada com 0s potenciais de
acao (eventos registrados intracelularmente). Uma correlagéo intracelular das
descargas epileptiformes no cortex e hipocampo é o burst que tem sido denominado
uma mudanca de despolarizacao paroxistica (PDS). O PDS é geralmente aceito ser
um breve, aumento da frequéncia das descargas dos potenciais de acao iniciados
por uma lenta despolarizacdo da membrana. Estes bursts tém caracteristicas de

PDS, mas sem evidéncia de sincronizac¢ao.(18) (19)
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Provavelmente estes bursts celulares sdo mediados por mecanismo
endogenos dentro das células granulares. Uma caracteristica dos bursts enddgenos
€ que eles sdo dependentes de voltagem, eles aumentam a frequéncia quando a
célula é despolarizada e diminuem a frequéncia quando a célula é
hiperpolarizada.(20)

Os eventos epileptiformes na regido do giro dentado apresentam atividades
neuronais sincronas com maiores duracfes e amplitudes, sob condicdes
experimentais de alta concentracdo extracelular de K* e baixa concentracdo de Ca'".
(FIGURA 1). E necessaria uma elevacdo do potassio extracelular in vitro, para

elucidar as descargas tipo crise.(19)
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Figura 1 Registro de eventos epileptiformes né&o-sinapticos (salva de espiculas formadas por
potenciais de a¢do sincronos, denominadas population spikes, apés um deslocamento negativo da
linha de base) caracteristicos das regides do hipocampo, apés perfusdo ACSF 0-Ca’" + [K']. Na
regido CAl, eventos epileptiformes, os bursts apresentam population spikes (PS’s) com grandes
amplitudes, na regido CA3, os PS’s ocorrem de forma mais estavel e com menor intervalo de tempo
entre os eventos. E no GD, ha atividade neuronal intensa, com variacdo negativa da linha de base
seguida de PS’s de grandes amplitudes. Retirado de DUDEK e colaboradores, 1993).

As AE’s tipica da supresséo de conexdes sinapticas é caracterizada por uma
salva de espiculas, formadas pelo disparo simultineo de potenciais de acéo,
denominadas de populacfes de espiculas (do inglés population spike), superpostas
a um deslocamento negativo lento da linha de base (FIGURA 2).(21, 22)
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Figura 2 Caracteristicas dos bursts da regido do giro dentado. Exemplo de uma sequéncia de bursts
encontrados neste trabalho Durante as atividades epileptiformes induzidas através do protocolo
experimental alto-K* (8 mM) e zero-Ca"" adicionado, burst é caracterizado por um deslocamento lento
e negativo do potencial extracelular, em nivel DC, simultdneo com a ocorréncia de uma seqiiéncia de
atividades de alta frequéncia, os PS’s.

Os population spikes com amplitude entre 20 a 40 mV sdo em parte um
reflexo do nimero de células granulares sincronicamente ativas. Provavelmente
representam a ativacdo de uma grande porcentagem ou toda da camada granular. O
inicio destes paroxismos das células granulares € um passo importante para a
propagacédo das crises dentro e através do hipocampo.(23)

A inducdo de atividades epileptiformes (AE’s), em fatias de hipocampo de
ratos na camada granular do giro dentado, nos quais os ions Ca*" sdo retirados do
liquido cefalorraquidiano artificial (ACSF) do tecido, mostram a importancia das

comunicagdes neuronais nao-sinapticas sobre as crises epilépticas.(21, 22, 24)

1.3 MECANISMOS NAO-SINAPTICOS

Véarios mecanismos estdo por tras das interacfes nao-sinapticas, incluindo
interacdes eletrotbnicas mediadas por gap ou interacdes efapticas(22, 25) e
mudancas extracelulares dos ion(26). Estes desempenham um papel na iniciacdo e
propagacéo de descargas tipo crise.

A sincronizacéo dos bursts pode ocorrer por acoplamento eletrotonico através
das gap junctions.(26) As gap junctions tem sido demonstradas existir no giro
dentado e tem sido proposto produzir pequenos potenciais despolarizantes.

Contudo o numero de conexdes neuronais através de gap junctions no
hipocampo parece ser pequeno e pouco provavel para explicar a sincronizagédo
extensiva.(26)

fons extracelulares também tém sido propostos desempenhar um papel na

sincronizagdo das descargas neuronais. Certamente, um aumento do potassio



22

extracelular pode causar uma despolarizacdo da membrana celular e pode ter um
papel importante na regulacao da excitabilidade neuronal.(27)

A interacdo entre os neurdnios pode ser mediada pelo fluxo de correntes
transmembranas através do meio extracelular, este processo é denominado de
efeito de campo. Mas esses ndo parecem ser suficientes para sustentar as
descargas epileptiformes.(28)

Aumento da excitabilidade e sincronizacdo da atividade neuronal sdo ambos
importantes na epileptogénese Embora muitos estudos concentram-se em
mecanismos sindpticos de sincronizacao, interacdo nao-sinaptica também pode ser
parte integrante desse processo. InteracBes ndao-sinapticas podem sincronizar
atividade neuronal como resultado da alteracdo no microambiente i6nico e efeitos de
campo elétrico.(26, 28, 29)

O tamanho do espaco extracelular parece fundamental para modular estes
mecanismos nao-sindpticos de sincronizacdo. Diminuindo o espaco extracelular
devem aumentar as flutuacBes ibnicas exageradamente, como o0 aumento da
concentracdo de potassio extracelular que resulta em aumento da atividade
neuronal.(30)

A reducdo do espaco extracelular também aproxima os neurdnios fisicamente
e aumenta a resisténcia extracelular, aumentando assim os efeitos de campo elétrico
pelo maior direcionamento das correntes nas proximidades das membranas
neuronais. Portanto, reduzir o tamanho do espaco extracelular aumenta mecanismos
ndo-sinapticos de sincronizacéo.(31)

A regido do giro dentado é resistente a atividade epileptiforme néo-sinaptica
gquando comparada com a area de CAl. O espaco extracelular em CAl é menor
(12%) e maior no giro dentado (15%), assim proporciona uma possivel explicacao
para a propensacao de bursts no baixo [Ca ™*] entre as duas regides.(15)

A capacidade, de cada regido em gerar ou sustentar a atividade epileptiforme
nao-sindptica depende das circunstancias, mais especificamente sobre o nivel de
reducéo de célcio e aumento do potassio. Uma condicdo que favorece o surgimento
e a sincronizacado de atividades epileptiformes no giro dentado é o aumento de
potassio no meio extracelular e zero Ca'", nesta situacio as células granulares tem
a capacidade de gerar bursts enddgenos.(19, 32, 33)

Os primeiros estudos visando medir as mudancgas do espago extracelular no

hipocampo e neocortex forneceu evidéncias fisioldgicas de que o0 espaco
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extracelular no hipocampo € particularmente pequeno.(34-36) McBain e
colaboradores (1990) mostrou que a fragcdo de volume extracelular foi de
aproximadamente 0,12 na area CA1 em comparac¢do a 0,18 ou maior em outras
areas do cérebro.

Traynelis e colaboradores (1988) mostraram que a resisténcia do tecido a
crise na area CA1 aumentou no inicio da alta [K'],. Eles também mostraram que as
solucdes de banho feitas com solutos hiperosmolar impermeaveis bloqueia atividade

tipo crise induzida com alta [K*], em CAL1.(37)

1.3.1 Papel das gaps junctions e influéncias do pH

O possivel papel das gaps junctions na modulacdo do pH intracelular foi
testado através de bloqueadores de gap junctions (carbenexolona, octanol e
oleamida).Estes suprimiram a atividade epileptiforme reversivelmente, de maneira
similar ao pH 7.0. Estes achados sao consistentes com a hip6tese de que as gap
junctions sé@o importantes na sincronizagcdo dos bursts e estes sdo modulados pelo
pH. Octanol tem sido utilizado para bloquear as gaps em muitos sistemas e € eficaz
neste estudo, mas esta acdo pode ser inespecifica. Pode atuar pelo menos via
acidificacdo. Visto que as gap junctions sdo moduladas pelo pH intracelular, isto
deve ser consistente com a proposta do papel das gap junctions na sincronizagéo
dos bursts.(38)

Os autores examinaram o papel do pH na regulacdo da sincronizacao dos
bursts no modelo do zero calcio e alto potassio. pH afeta muitos processos
fisiologicos que pode estar envolvido na sincroniza¢do ndo-sinaptica, potencialmente
incluindo a regulacdo do volume celular, vias de comunicacdo intercelular n&o-
singptica (como as gap junctions), ou a sinalizagdo do célcio. O papel das gaps na
sincronizagao dos bursts tem sido examinado usando medidas quantitativas nas
alteracbes do pH intracelular em CAl. O pH extracelular foi alterado pelas
mudangas na concentragdo de NaHCOs;. O aumento do pH de 7.3 para 7.6
aumentou a amplitude dos population spikes enquanto a diminuigdo do pH de 7.3

para 7.0 diminuiu os population spikes (figura 3).(38)
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Figura 3 Efeitos do pH, em bursts prolongados na camada granular do giro dentado. A: aparecimento
de bursts com ACSF 0-Ca™ e 9 mM [K']o(pH7,3);solucdo de perfusdo com baixo pH 7,0 com
supressdo dos bursts¢ Apos uma hora o pH retornou para 7,3 0s bursts reapareceram com grande
amplitude. B:um diferente slice foi primeiramente exposto ACSF 0-Ca + 9 mM [K+] em pH 7,3 os
bursts apareceram; a perfuséo de solucao foi alterada em cima com pH 7,0 , no meio pH 7,3 e abaixo
pH 7, 6. Retirado de Schweitzer e colaboradores, 2000.

fon H" é regulador de inimeros processos fisioldgicos, este tem uma relagéo
entre epilepsia e atividade epileptiforme. Os efeitos da [H'] no mecanismo de
propagacao e sincroniza¢do, exceto na transmissao sinaptica classica, ndo tem sido
completamente caracterizados. Efeitos da [H™], no fendmeno dos eventos tipo crise
tem sido atribuidos algumas vezes a modulacédo dos canais NMDA controlados pelo
Ca (sensiveis a [H']). O modelo utilizado pelos autores é baseado nas alteracées
das [K'] e [Ca'™"] no ambiente extracelular, mensurados durante a crise. Durante a
atividade tipo crise os neurdnios acumulam H*, resultando na acidificacdo do espago
intracelular. O pH do espago extracelular também diminui durante a crise, apés as
mudancgas alcalinas. Mudangas no pH associadas as atividades neuronais serve
como local de sinais de feedback. Existem alguns estudos analisando a interacéo do
pH extracelular com a atividade epileptiforme, mas dados correlacionando o pH
intracelular e atividade neuronal sao faltantes.(38)

Os bursts foram associados com uma acidificagdo intracelular, atingindo
valores mais baixos no final de cada evento. ApGs a terminacdo do burst, o pH

intracelular recuperou- se lentamente (figura 4).
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Figura 4 A duracéo dos bursts espontaneos se correlaciona com a acidificacdo do pHi. Em algumas
fatias do cérebro (20%), potenciais de campo espontdneos comecam antes do pH; ter se recuperado.
Dois exemplos representativos sdo mostrados (marcados com *). Nestes casos, duragdo do burst foi
sempre menor. Retirado de Xiong e colaboradores, 2000.

Quando o pH; diminui a certos valores, os bursts param. A recuperacdo de
determinados valores coincide com o inicio do préximo burst. Em alguns slices
(20%),contudo, ocasionalmente os bursts espontaneos iniciam antes do pH; ter
retornado a niveis esperados. Nestas instancias a duragdo do proximo burst foi
menor que a do anterior como nos bursts espontaneos (figura6). Isto sugere que
atingir determinados niveis de acidificagcdo intracelular esta correlacionado com o
término do burst.(38-40)

Os bursts das células granulares do giro dentado foram associados com
acidificacao intracelular. Apos o término do burst o pH intracelular foi retornando
lentamente. Os dados também mostram uma relacdo entre os niveis de acidificacao
intracelular e a duracdo dos bursts. Isto representa que a acidificacdo em certos
niveis resulta na terminacdo das descargas epileptiformes. Estudos prévios tém
sugerido possiveis mecanismos envolvidos no término da crise. Um possivel
mecanismo € que a elevacdo do potassio leva uma despolarizacdo bloqueando a

geracdo de spikes nos neurdnios. Alternativadamente, a excitabilidade neuronal
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pode ser bloqueada pelo aumento da atividade da bomba de Na'/K® ATPase.
Existem evidéncias que mudancgas no potassio extracelular podem estar envolvidas
no inicio da crise, mas no término da crise, ou na determinacao da duracao da crise,
nao parece estar diretamente relacionadas com os niveis de potassio extracelular.
Outro candidato € a inativacdo dos canais de s0dio.(38, 39)

No presente estudo, a acidificacdo intracelular pode ser uma forca de
restricdo importante para impedir a atividade neuronal de alcancar niveis que
ameacam a integridade da funcdo cerebral normal. Além disso, estes dados
sugerem que a modulagdo da homeostase do pH podem oferecer novas
oportunidades terapéuticas clinicamente para epilepsia refrataria. Quando pH; atinge
um certo limiar, ele desabilita os processos celulares que sdo necessarios para um

funcionamento continuo do disparo neuronal.(39)

1.4 CONTROLE DA HOMEOSTASE DO CLORETO NO MEIO INTRA E
EXTRACELULAR

7

Homeostase do cloreto é mantida por varios tipos de canais, trocadores,
bombas e transportadores de CI. Possivelmente um ou mais deles poderia mediar a
diminuicao rapida da concentracao intracelular de cloreto. A figura 5 mostra o efeito

de diferentes inibidores dos fluxos de cloreto.
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Figura 5 Esquema ilustrativo da Homeostase do cloreto. Em condi¢cdes normais trocadores, bombas,
canais ionicos e transportadores (NKCC1 e KCC2) séo responsaveis pela manutencéo do equilibrio
neuronal do cloreto.

A sinalizacao elétrica em neurdnios e células gliais € baseada na atividade de
bombas idnicas e carreadores que estabelecem gradientes ibnicos transmembrana,

e sobre o funcionamento de canais iGnicos, que geram resposta de corrente e
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voltagem com base na eletrodifuséo.

1.4.1 Canais de cloreto do tipo dependente de voltagem

Os canais aniénicos sdo permeaveis a todos os anions haletos. O potencial
reverso do Brometo (Br’), lodeto (I'), e nitrato (NO3™) sdo positivos e aumentam nesta
ordem (Tabela 1). Estes ions tém uma permeabilidade maior que o Cloreto (CI").(41)

Potenciais reversos indicam que o canal de cloreto seleciona os ions haletos,
conforme a sequéncia: I'> Br> CI> F na proporcdo 1.98:1.46:1:0.44. Apos a
inclusdo dos outros anions, a sequéncia da seletividade alterou: NO3z™> |[->
Benzoato> Br > SCN™> CI> acetato> propionato> F> aspartato> glutamato >SO,.
(41, 42)

Tabela 1 Mudancas no potencial reverso e propor¢cdes da permeabilidade dos

anions

Test ion AErev N Ptest/Pci

mV
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
I 15.0 2 1.98
Nitrate 19.0 2 2.35
Li -3.7 7 0.38
Na 0 7 0.25
K -1.1 3 0.25
Cs -6.2 2 0.35

Observacgédo: AE,=mudancas no potencial reverso; Ps/P=propor¢cdes de permeabilidade.
Fonte: Robison e Stokes, 1959.

As proteinas CIC sdo ambas expressas em procariotos e eucariotos e tem
papel crucial no transporte do cloreto, regulacdo do volume celular, acidificacao
organelas, e excitabilidade da membrana.(43, 44)

A familia dos canais de cloreto dependentes de voltagem é expressa em
niveis significativos no cérebro, inclui as subunidades CIC-2, CIC-3, CIC-4, CIC-5,
CIC-6 e CIC-7.(45) Somente CIC-2 tem se expressado em neurdnios e ativado em

potenciais de membrana de repouso. No entanto, é possivel que os outros membros
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da familia de CIC contribuam para este processo. CIC-2 pode ser ativado por
hiperpolarizacdo e acidificacdo extracelular. A subunidade CIC-2 é também ativada
pelo inchagco da célula induzido pela hipotonicidade, Isto sugere que CIC-2 pode
estar envolvido na diminuicdo da regulacdo do volume. A diminuicdo do pH
extracelular também ativa CIC-2, quando expressos em o00citos ou em células de
mamiferos.(46-48) Ele pode ser fechado pelo aumento do pH extracelular acima de
7,4, sugerindo que o pH extracelular € um importante regulador fisiolégico deste
canal. E altamente expressado em células piramidais do hipocampo e células de
Purkinje no cerebelo e menos abundante em outros neurdnios e glia.(49) A
sequéncia de seletividade do CIC-2 aos haletos é CI >Br >I". Isto se aplica tanto a
condutancia e a sequéncia de permeabilidade. Este é pouco inibido por 1 mM DIDS
(acido 4,4-diisotiocinatoestilbeno-2,2-disulfénico), moderadamente por 1 mM 9-AC(
9-antraceno) ou difenilcarboxilato, e um pouco mais eficientemente por acido 5-nitro-
2-(3-fenilpropilamino)-benzéico (NPPB). Bloqueadores de canais de cloreto
dependentes de voltagem como DIDS (4cido 4,4-diisotiocinatoestilbeno-2,2-
disulfénico) e SITS (acido 4-acetamido-4-isotiocianatoestilbeno-2,2’-disulfénico
acido), modulam canais anibnicos e transportadores de atividade e em ambos o
mecanismo € irreversivel. (50-52) DIDS e NPPB suprimiram a atividade epileptiforme
ndo- sinaptica no estudo de Bikson e colaboradores (1999). Cadmio (Cd*") e zinco
(Zn?**) também inibem CIC-2. Contudo nenhum bloqueador é especifico para um tipo
de CIC (tabela 4).(49) A ativacdo de CIC-2 por [CI]; tem sido vista em neurbnios
hipocampais, pode ser importante para prevenir a acumulacdo de cloreto no meio
intracelular, como pode ocorrer em particular durante um aumento de frequéncia na

atividade neuronal.(53)
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Tabela 2 Farmacologia dos canais de cloreto

Inhibitor Type’ Substance clc1 cic2 CETR Cl(Ca) Cl(Vol) g'-'
D|sulfon!c stllk.Jen'es DIDS, SITS o e o + o
(irreversibly binding)
Disulfonic stilbenes .
(reversibly binding) DNDS oz o
Arylaminobenzoates DPC 0 o] o] o]
NPPB * * *
Fenamates FFA 0 * 0
NFA ) 0 * 0
Anthracene carboxylates  9-AC ¥ o] o} o} o]
Indanylalkanoic acids IAA-94 0 *
Clofibric acid derivatives Clofibric acid, CPP  * o]
Sulfonylureas Glibenclamide, * Varies o
tolbutamide
Other compounds ts-tm-Calix(4)arene “
Suramin [T
Tamoxifen ++
Metal ions Zn** 0 *
cd* 0

Observacéo: Inibidores de canais de cloreto. ++, IC50< 5 pM; +, 5 pM< I1C50 < 100 pM; 0, 100 pM< ICg
< 2 mM; -, ICso> 2 mM; DPC, difenilaminocarboxilato; NPPB, acido 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino)
benzobico; FFA, &cido flufendmico; NFA, &cido niflumico; 9-AC, 9-antracenocarboxilato; 1AA, acido
indaniloxiacético; CPP, acido 2-(p-fenoxicloro) propidnico; DIDS, acido 4,4-diisotiocinatoestilbeno-2,2-
disulfénico; SITS, acido 4-acetamido-4-isotiocianatoestilbeno-2,2’- disulfénico &cido, DNDS, acido
4,4'-dinitro-estilbeno-2,2'-disulfénico. * Poténcia com aplicag&o extracelular/ intracelular

Fonte: Jentsch e colaboradores, 2002.

1.4.2 Cotransportadores de cation-cloreto (CCCs)

O trafego de ions através de membranas biol6gicas € mediado por canais e
transportadores, e estes dois tipos de moléculas formam a base da sinalizacao
elétrica no sistema nervoso. Entretanto, o volume de pesquisa sobre canais
voltagem e ligante-dependentes & muita vezes maior do que aquela sobre o estudo
dos transportadores de ions neuronais. Este viés ndo tem nenhum fundamento
racional: ndo reflete uma diferenca no impacto ou versatilidade das funcdes destas
moléculas. O que é geralmente ignorado € que os transportadores idnicos sdo tao
importantes quanto os canais na geracao dos sinais elétricos.(43)

As proteinas CCC sao glicoproteinas com pesos moleculares aparentes de
120-200 kDa. Sete de nove CCCs descritas até agora sao transportadores i6nicos
de membrana (Gambé, Mercado, Payne) e em termos de funcdo caem em trés
categorias: dois membros s&o co-trasnportadores Na'-K*-2CI" (NKCCs; isoformas
NKCC1 e NKCC2), um membro é cotransportador Na*-CI" (NCC), e quatro membros
s&o cotransportadores K*-CI" (KCCs, isoformas KCC1-4).(54)


http://physrev.physiology.org/cgi/content-nw/full/82/2/503/T1#TF1-150%23TF1-150
http://physrev.physiology.org/cgi/content-nw/full/82/2/503/T1#TF1-150%23TF1-150
http://physrev.physiology.org/cgi/content-nw/full/82/2/503/T1#TF1-150%23TF1-150
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A familia CCC nos mamiferos é constituida de nove membros codificados
pelos genes Slcl12al-9, dois cotransportadores Na*-K*-ClI” sensiveis a diuréticos da
alca e 4 cotransportadores de K'-CI' (KCC1-4). NKCC2 e KCC1l séo
cotransportadores renais especificos. Os restantes cotransportadores sdo mais
amplamente expressos e sao encontrados no sistema nervoso central. A localizag&o
celular precisa do KCC1, KCC3 e KCC4 ainda néo foi relatada no cérebro. NKCC1
tem sido relatado no plexo coréide, oligodendrécitos, e neurdnios, considerando que
a expressao do KCC2 tem se mostrado restrita aos neurdnios. Estes dois cation-CI
cotransportadores funcionam em dire¢cbes opostas, afetam a neurotransmisséo
GABAérgica e glicinérgica através da regulacdo dos niveis de cloro intracelular.
Dependendo da concentracdo intracelular de cloreto na célula, ClI" despolariza ou
hiperpolariza a membrana plasmatica. (55) Dois estudos recentes tem examinado a
concentracéo de cloreto intracelular nos neurdnios durante o desenvolvimento, com
a técnica de patch clamp perfurado com gramicidina. Ambos os estudos tem relatado
uma diminuicdo da concentracdo de CI durante o desenvolvimento pds-natal. No
estudo de Rivera e colaboradores, utilizaram oligonucleotideos antisensos para
KCC2, encontraram uma diminuicdo nos niveis de expressdo de KCC2 em slices de
hipocampo de 11-13 dias pdés-natal e demonstraram uma mudanca positiva do
potencial reverso do GABA/CI', apoiam a visdo que a extrusdo do cloreto € através
do KCC2. Assim KCC2 constitui mecanismo de bombeamento de cloreto
responsavel pela hiperpolarizacdo através do influxo de cloro apés a ativacédo de
receptores GABAA nos neurdnios maduros.(55, 56)

Acredita-se que geralmente a corrente de despolarizacdo atual é mediada
pelo movimento passivo de ions HCOj3 através dos receptores GABAa/canal de
cloro. A permeabiidade dos receptores GABAA para HCOg3 é aproximadamente de
1/5 para CI'. A participacdo de HCO3; nas correntes de GABA é dificil de estimar, na
presenca de uma for¢ca motriz de CI'. Foi levantada a hipotese, no entanto, que sob
uma estimulagéo prolongada, os colapsos de gradiente de cloreto e do gradiente de
HCO3 permanecem intactos. Na auséncia de um gradiente de cloreto, GABA
desencadeia um efluxo de HCO3 " e despolariza a membrana.(57)

Estimulacdo dos receptores do tipo GABAa induz entrada de CI” para dentro
da célula. Nas condicBes normais, este CI" pode ser expulso por meio de um
cotransportador. Com a estimulagcdo de alta frequéncia, no entanto, o

cotransportador K*-CI" pode ser a limitagdo de taxa e cloreto poderiam se acumular
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nos neurénios e dissipar a forgca motriz. Além disso, foi proposto que a estimulagéo
repetida, pode elevar a concentracdo extracelular K, suficiente para reverter a forga
motriz para cotransporte K*-CI". (55)

Com excecdo do NKCC2 e do NCC, que sao predominantemente
encontrados nos rins, todos os CCCs séo expressos em células neuronais ou gliais —
ou ambas — pelo menos em algum ponto do desenvolvimento do SNC. O KCC1 é
considerado uma isoforma que “mantém a casa em ordem” em varios tipos
celulares, incluindo células gliais, mas os dados atuais sugerem pouca ou henhuma
expressdo em neurdnios centrais. (58, 59) Em contraste, o0 KCC2 € um CCC
excepcional, jA& que é expresso exclusivamente em neurbnios do SNC 3.
Surpreendentemente, ha poucos trabalhos sobre o KCC3 apesar de sua presenca
em varias regides cerebrais.(59, 60) Interessantemente, 0s niveis da proteina KCC3
mostram um aumento que é similar ao aumento extensivo estudado do KCC2, um
topico que sera discutido em detalhe abaixo. Sabe-se menos ainda sobre o papel do
KCC4 no sistema nervoso, isoforma que é expressa em altos niveis no cérebro
embrionario®’. Outro CCC que tem atraido interesse consideravel entre os
neurobiologistas é o NKCC1.(43)

O KCC2 é localizado na membrana plasmatica do soma e dos dendritos em
varias regides encefalicas, por ex. células granulares cerebelares, células talamicas,
neurdnios auditivos do tronco e neurénios corticais.(43)

Evidéncias funcionais indicam que o NKCC1 é expresso em axonios.(43) A
co-expressdo de NKCC1 e KCC2 em neurbnios especificos que é evidente com
base em dados estruturais e funcionais(61) indica um controle rigido do [CI]i que

pode resultar na geracao de gradientes intraneuronais de CI” (Figura 6).
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Figura 6 Mecanismos de transporte por tras das respostas mediadas por receptores GABA, e glicina
em neurbnios imaturos e maduros. (esquerda) NKCC1 media captacdo de CI° em neurbnios
hipocampais e corticais adultos, enquanto um transportador de C" ainda n&o identificado, chamado de
X, opera em alguns neurdnios, tanto em paralelo com NKCC1 como em sua auséncia. (Direita) em
neurdnios maduros do SNC, o KCC2 é o principal co-transporador K-Cl e é frequentemente co-
expresso com KCC3. o transporte de CI” por todos CCCs é abastecido pelos gradientes de Na* e K*
gerados pela Na-K ATPase. Como a concentracgdo intracelular de CI° € alta em neurdnios imaturos
(indicado pela sombra do azul) Ecaga-a € Egiy- Nd0 sé@o diretamente afetados pela concentragéo
intracelular de HCO3, ao passo que em neurdnios maduros, o efluxo de rede de HCO3; mediado por
canais pode ter um grande efeito nos potenciais reversos. Retirado de Blaesse e colaboradores,
20089.

Outros estudos tem mostrado que a expressédo de NKCC e KCC varia com 0
desenvolvimento de acordo com as respostas GABAérgicas e com o0
desenvolvimento diminui a concentracédo intracelular de cloreto. Expressdo de NKCC
em neurbnios granulares estd aumentada no nascimento e depois diminui
rapidamente, atingindo niveis muito baixos de expressao dentro de 1 a 2 semanas.
Em contraste ao NKCC1, a expressdo de KCC2 é baixa no nascimento e aumenta
durante o desenvolvimento pés-natal.(55) Como indica a figura 7, a super regulacéo
de KCC2 e uma baixa regulacdo de NKCC1 sdo consistentes com a diminuicao
significativa no CI intracelular observada durante o desenvolvimento pos-natal. Esta
mudanca na forca motriz de CI" é responsavel pela mudanca na dire¢do e natureza
das correntes GABA e glicina, que ocorrem durante 0 mesmo periodo. Assim parece
haver uma correlacéo forte entre a expressao de cotransportadores cation-cloreto e
alteracdo dos niveis intracelulares de cloreto durante o desenvolvimento. No
entanto, se os cotransportadores participam da regulacao intracelular de cloreto nos
neurénios ficou demonstrada ser funcionante. Evidéncias farmacoldgicas recentes,
suportam que o papel do cotransporte (NKCC1) Na* e K" sensivel ao acimulo de
cloreto, a exposicdo a baixa concentracdo de bumetanida leva a um colapso do

gradiente de cloreto, este funciona como inibidor do cotransporte Na*-K*-CI".(62)
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Figura 7 Regulacdo do desenvolvimento da expressdo de NKCCle KCC2 coincide com as mudancgas
de GABA induzida por correntes de CI" despolarizantes (excitatério) para hiperpolarizantes (inibitéria).
Durante a vida embrionaria precoce e tardia pés-natal, os neurbnios imaturos expressam o
cotransportador Na'-K™-2CI". A presenca do cotransportador Na'-K*-2CI" se correlaciona com alta [C] i
nesses neurdnios. Na maturagdo, ha uma diminuicdo da expresséo cotransportador Na*-K*- 2Cl ‘e um
aumento na expressdo do cotransportador KCC2 K'-CI. Estas mudancgas coincidem com uma
diminuicdo na [Cl] i. (Retirado de Delpire e colaboradores, 2000; Adaptado de Lu et al,1999).

O trabalho pioneiro sobre o papel do cotransporte K'-CI" na transmissao
GABAérgica hiperpolarizante convencional foi feito em prepara¢des com crustaceos
e neurdnios corticais de mamiferos.(63) Em neurénios, Ex € mais negativo do que o
potencial de repouso (Vm), o que permite que o cotransporte K*-CI" dé suporte aos
PIPS hiperpolarizantes convencionais (quando o KCC esta préximo ao equilibrio, o
Eci esta proximo a Ek). Entretanto, a permeabilidade a HCOj3™ dos receptores GABA
implica em Egaga-a> Eci, € assim a extruséo ativa de Cl" . € uma condi¢cdo necessaria
mas nao suficiente para as respostas hiperpolarizantes GABAA. Na maioria dos
neurbnios centrais estudados até agora, o principal extrusor de cloreto é o KCC2,
mas em alguns neurdnios o KCC3 parece ter um papel significativo em ajustar o
Ecasa-.(58)

O NKCCL1 parece ser o principal responsavel pelo mecanismo de captagdo de

CI" pelas correntes despolarizantes mediadas por GABA e mediadas por receptores
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pés-sinapticos e extra-sinapticos em neurdnios hipocampais e neocorticais em
desenvolvimento.(61)

Com respeito a sua fonte de energia, os transportadores ibnicos caem em
duas categorias: transportadores ativos primarios sao abastecidos diretamente por
ATP, enquanto que transportadores ativos secundrios tiram a energia para o
transporte do ion do gradiente eletroquimico de outras espécies ibnicas. O
transportador iénico priméario ubiquo, a Na'-K* ATPase, gera gradientes de
membrana de K" e Na* que fornecem a principal fonte de energia para a maioria dos
transportadores ativos secundarios, incluindo todos os CCCs (Fig 6). A extrusédo de
CI" pelo cotransportador K*-CI" mediado pelo KCC é dirigida pelo gradiente de K,
engquanto que a captacdo de CI" em muitos (mas néo todos; ex: neurénios € dirigida
pelo NKCC1 que explora o gradiente de membrana do Na* como sua fonte de
energia para o cotransportador de Na'-K'-2CI. O cotransportador KCC2 opera
proximo ao equilibrio, o que permite a maximizagdo da eficiéncia de coletar energia
do gradiente de K* para abastecer a extrusdo do CI".(43)

Uma das principais fun¢cdes dos CCCs é manter uma [CI]i constante frente
aos fluxos mediados por canais que tendem a dissipar o gradiente eletroquimico
transmembrana do CI, por exemplo, a forca das correntes de CI" mediadas por
receptores GABAa. A [CIT]i também é afetada pelos transportadores i6nicos ativos
dependentes de cloreto envolvidos na regulacdo neuronal de HCO3/pH.(64) O
trocador CI/HCO3; independente de sédio AE3 pode funcionar como um mecanismo
de captura de CI significativo nos neurbnios, e em alguns neurdnios pode
representar o transportador X na figura 6. Além do seu papel na homeostase do CI
neuronal, o HCOj3; funciona como um carregador significativo de corrente
despolarizante pelos receptores GABA A.(63) Isso se deve a regulagédo do pH, que
leva a um nivel de HCOj3 intracelular mais alto do que seria esperado com base em

uma distribuicdo passiva.

1.4.3 Farmacologia dos CCCs e seletividade dos ions

O sitio de transporte do sédio pelos CCCs pode aceitar Na* ou Li* e o sitio de
transporte de K" podem aceitar K*, Rb*, NH4" ou Cs"*, embora com diferencas de
afinidades significativas aparentes. A substituicdo completa de K™ intracelular por

Cs" inibe o efluxo de CI" através do KCC2, e os dados disponiveis indicam uma
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seqliéncia de seletividade K'~Rb*»Cs". Assim, a pratica frequiente de uso de Cs* em
experimentos usando técnica de clampeamento de correntes é obrigatdria a interferir
na funcdo de KCC2. Quanto aos anions, apenas Br- tem se mostrado substituir em
parte CI" pelo NKCC e KCC.(43)

O sitio para cada um dos ions parece ser bastante especifico: K* pode ser
substituido por Rb*, mas nédo por outros cations testados, enquanto Cl'pode ser mal
substituido por Br mas ndo por NO3’, em contraposicdo ao sistema de troca
CI/OH.(54, 65, 66).

1.4.4 CCCs e abombade Na'™-K" ATPase de membrana

A partir da relaco funcional entre a Na'-K* ATPase de membrana e os CCCs
(Figura 6) fica imediatamente claro que qualquer fator que tenha um efeito na Na*-K*
ATPase tera influéncia na operacdo dos CCCs. Isso significa que ligantes
endodgenos (ex- ouabaina e agrinas enddgenas) que regulam as isoformas
neuronais da Na'-K* ATPase também afetardo as fun¢des dos CCCs. Além disso,
manipulacdes que levam a fungdes alteradas de KCC ou NKCCs também podem
refletir uma mudanca na funcéo da Na*-K* ATPase.(43)

1.4.5 CCCs e Epilepsia

Enquanto a maioria (~70%) das epilepsias é idiopatica, os casos restantes
sao atribuidos a doencas cerebrovasculares, leséo cerebral traumatica e tumores.
Uma diminuicdo de KCC2 associada com a atividade epileptiforme foi observada em
inimeros estudos in vivo e in vitro em modelos animais, e este mecanismo pode
atuar como um dos links entre lesdo neuronal e epilepsia. Em um estudo importante,
Miles e colaboradores mostraram que fatias hipocampais obtidas de pacientes com
epilepsia do lobo temporal geravam atividade interictal que era atribuivel a
transmissdo despolarizante mediada por GABA em uma subpopulacédo de neurénios
principais. Um estudo de acompanhamento mostrou que a despolarizacdo estava
relacionada com uma diminuicdo de KCC2 e que, de maneira interessante, a
atividade interictal era bloqueada por bumetanida. As cascatas moleculares que
levaram a essa super regulacdo do KCC2 em vérios estados patofisioldgicos incluem

aguelas mediadas pela sinalizacdo BDNF-TrkB.(67)



36

A transmissao mediada por GABA néo € suprimida em tecido epiléptico, mas
a capacidade de extrusédo do CI" parece ter um papel chave na susceptibilidade dos
neurbnios para a atividade epileptiforme. Em camundongos transgénicos, a
propensdo para a epilepsia in vivo e a hiperexcitabilidade in vitro € aumentada em
uma relacdo inversa ao nivel de expressdo de KCC2. A inibicdo GABAérgica
também pode reverter em excitacdo sem qualquer mudanga na expressao funcional
dos KCCs, como mencionado acima. De fato, as crises epilépticas sdo associadas
com grandes transientes extracelulares de K*, que podem ter um componente
GABAérgico. Um aumento patofisioldgico na [K+], pode levar a um circulo vicioso
gue envolve uma outra despolarizacdo tanto do potencial de membrana quanto de

EGABAA e um inchaco celular que aumenta a sinalizacéo efaptica pro-epiléptica.(60)

1.4.6 Bloqueadores de CCCs como drogas anticonvulsivantes putativas

Indmeros estudos examinaram a possivel utilidade de drogas diuréticas,
especialmente furosemida e bumetanida, no tratamento de distlrbios epilépticos.
Enquanto que algumas observagbes indicam uma acgdo anticonvulsivante, a
interpretacdo é complicada pela grande diversidade de alvos celulares das drogas
dentro e fora do cérebro e, no caso da furosemida, por causa da falta de
especificidade em nivel molecular.(56) A busca por novas drogas é particularmente
importante no caso de crises neonatais, onde os anticonvulsivantes padrdes tem
pouca efichAcia. No momento, a bumetanida atraiu muita atencdo como uma droga
putativa para suprimir crises em neonatos, uma idéia que € baseada na suposicao
de que a susceptibilidade as crises é ligada as acdes despolarizantes de GABA no
encéfalo neonato. Entretanto, os padrées de expressdo de KCC2 e as
caracteristicas de desenvolvimento paralelas do EEG humano ndo sugerem que o
GABA poderia despolarizar em excesso no cortex do neonato a termo, mas a
situacdo é provavelmente diferente para neonatos pré-termo. Além disso, trabalhos
in vitro resultaram em dados conflitantes acerca das propriedades anticonvulsivantes
da bumetanida. Claramente, € necessaria muita pesquisa para testar a hipotese de
uma conexao de acdes despolarizantes de GABA ndo-patologicas com a geracao de
crises em neonatos e suas possiveis implicacdes clinicas.(56)

InvestigagOes foram realizadas sobre o uso de inibidores cotransportadores,

como furosemida e bumetanida, como agentes antiepilépticos. Os estudos,
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realizados nas fatias de hipocampo, sugere o bloqueio de NKCC como fundamental
para os efeitos antiepilépticos antagbnicos do transporte de cloreto. Este fato foi
também confirmado pela simulacdo computacional.(68) De acordo com essas
simulacdes, a acumulacéo de CI" em espacos intracelulares durante o estado ictal foi
mediada pelo cotransportador NKCC, o qual aconteceu com quase o mesmo fluxo
durante o estado ictal. O efluxo de CI foi denominado pelo cotransportador KCC e
durante o estado ictal este foi sempre menor que o influxo de CI" por NKCC.
Somente na transicdo entre o estado ictal/interictal, o efluxo de KCC superou o
influxo de NKCC e foi responséavel pela diminuicdo da concentracdo intracelular de
CI'. Estes resultados mostram que NKCC como um importante alvo para drogas
antiepilépticas e bumetanida tem se destacado por sua adequacao. Bumetanida tem
aproximadamente uma afinidade 500 vezes maior para NKCC1 (Ki of ~0.1u M) que
para KCC2 (Ki of ~25-50 uM), diferentemente furosemida inibe NKCC1 e KCC2 com
poténcia igual (Ki of ~25-50 uM). Portanto, em baixas doses (2-10 uM bumetanida é
relativamente um inibidor especifico de NKCC1.(43)

O NKCC1 pode ser seletivamente bloqueado por um composto diurético, a
bumetanida (1-10 mM), que tem uma afinidade até 500 vezes maior pelo NKCC1 (Ki
0.1 mM) do que por furosemida.(43) A furosemida, outro diurético, bloqueia tanto
NKCCL1 quanto os KCCs com igual poténcia, e € freqientemente usada a 100 mM
ou mais para inibir KCC2 em experimentos com culturas neuronais e slices. 100 mM
nao levam a um bloqueio completo, e um fator de confusdo 6bvio é o efeito
simultaneo em NKCC1.(43) Além disso, a furosemida tem efeitos inibitérios nos
receptores N-metil D-aspartato (NMDA) e GABAA.(56) O acido dihydroindenyloxy-
alkanoic (DIOA) é outra droga nao-especifica que tem sido usada extensivamente
para bloguear cotransporte K-ClI.

Hé dois compostos que inibem cotransporte K*-CI” na faixa micromolar: DIDS
e DIOA afetam cotransporte (K*-Cl) de maneira especifica da espécie, tém varios

outros alvos e pode afetar a viabilidade celular.(66, 69, 70)

1.5 FARMACO BROMETO DE SODIO

O uso de brometos nas epilepsias foi uma descoberta de Sir Charles Locock,
em 1857. Anteriormente, os sais de brometo foram amplamente utilizados para o

tratamento de hepatoesplenomegalia, sifilis e eczemas. Durante 60 anos, o elixir



38

triplo de brometo (aménio, sédio e potassio) foi amplamente utilizado no tratamento
das epilepsias com sucesso.(71-77)

Mais tarde, com a descoberta de novas substancias antiepilépticas,os
brometos cairam em desuso e as experiéncias terapéuticas foram relatadas
ocasionalmente.(71, 78)

Boenigk e colaboradores (1985) relataram resultados positivos com o
tratamento alternativo de brometos para epilepsias refratarias na infancia com crises
tbnico-clonicas generalizadas (CTCG). Este tipo de epilepsia geralmente acomete
criancas entre 6 meses e 3 anos de idade. Especialmente, se o seu inicio é durante
o primeiro ano de vida, a epilepsia tende a funcionar um curso desfavoréavel, levando
a ataques frequentes e prolongados. Os sintomas focais foram ausentes neste caso,
mas principalmente lateralizacdo alternada pode ser observado (epilepsia do tipo
grande mal). Paresias poés-ictal e até mesmo déficits neurologicos irreversiveis
podem acontecer.(76)

No estudo de Woody e colaboradores (1990) a duracdo do tratamento com
brometos nos 11 pacientes variou 9 a 18 meses. Dois dos pacientes, um com
epilepsia fotossensivel e um com epilepsia sintomética de localizacdo relacionada,
tiveram o completo controle das crises com a adigdo de brometo no tratamento com
valproato. Quatro criangas, duas com sindrome de Lennox-Gastaut e dois com
epilepsias sintoméaticos de localizacdo-relacionada, teve uma reducédo de 75 a 95%
na frequéncia das crises. Trés criancas apresentaram melhora transitéria (2-4
semanas), enquanto duas criang¢as (incluindo as criangcas com afasia adquirida com
epilepsia) ndo apresentaram melhora. Nos seis pacientes que responderam
favoravelmente, a dose efetiva média foi de 33 mg / kg/ dia de brometo (variagéo,
11-50 brometo mg / kg / dia), e a concentragdo terapéutica média efetiva foi de 14,1
mmol / L.

Mais recentemente, Steinhoff e colaboradores(1992) investigaram a eficacia
do Br em um estudo controlado retrospectivo de 60 pacientes com epilepsia
refrataria: freqiéncia CTCG foi reduzida em 50% de 58% dos seus pacientes.

No estudo de Ernst e colaboradores (1988), 36 criangcas com epilepsia grave
mostraram aspectos novos para o tratamento de epilepsias intrataveis de outra
forma com CTCG. Seis dos 19 casos de criangas com crises tdnico-clénicas

generalizadas nao apresentaram mais crises, enquanto outras nove criangas
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melhoraram consideravelmente. Geralmente, 0s niveis totais no sangue de 80 a 110
mg/dl, a dose diéria variou entre 50 e 80 mg/kg.

Para o monitoramento do tratamento com brometo, tem de ser considerado o
seguinte fator: brometos sdo rapidamente e completamente absorvidos a partir do
trato intestinal. Uma vez que eles ndo sdo excretados nas fezes, toda dose
administrada € transportada na corrente sanguinea. O ion brometo rapidamente
torna-se distribuido em todos os espacos extra e intracelular. Apdés o inicio da
terapia, aumenta o nivel de brometo em um curto periodo de tempo no corpo, em
detrimento do cloreto, que € mais facilmente excretado pelos rins do que o
brometo.(74)

A meia-vida plasmatica de brometo foi encontrada ser 12 dias. Portanto, o
nivel sanguineo ndo deve ser estimado antes de trés semanas apés a Uultima
alteracdo na dosagem. N&o ha evidéncias de que o brometo induz ou inibe as
atividades das enzimas metabolizadoras no figado, levando a interacdes
metabdlicas com outros medicamentos anticonvulsivantes.(75)

Uma vez que o brometo, no entanto, € um depressor central, espera-se
aumentar os efeitos depressores de outras drogas antiepilépticas. Assim, os efeitos
colaterais observados neste estudo podem ser pelo menos em parte uma
consequéncia do tratamento combinado com primidona e / ou fenobarbital, embora
nao houvesse indicios de que brometos afetaram o0s niveis sanguineos destes
medicamentos.(74)

Ernst e colaboradores (1988) recomendam como uma dose ideal 50-80
mg/kg/dl e Br" 80-120 mg/dl, em 6tima faixa de nivel sérico de Br. Os efeitos tOxicos
podem ocorrer quando a concentragdo sérica for superior a 150 mg / dl.

De acordo com Woody e colaboradores (1980), a fenitoina e a carbamazepina
sao ineficazes e também podem piorar o quadro clinico. O fenobarbital constitui o
tratamento de primeira escolha e acido valproico, de segunda escolha. Nos casos
que nado respondem a medicagdo, a terapia com brometo ainda pode ser segura e
eficaz, utilizada como um adjuvante antiepiléptico em criancas e adolescentes.

Os resultados Ernst e colaboradores (1988) apontam a terapia com Br  com
uma opcéao, em casos de epilepsias com CTCG resistentes a terapia com FAE'’s de
primeira linha, ndo s6 nas criancas, mas também em adolescentes e adultos jovens.

Estudo recente num centro de epilepsia na Alemanha investigou a eficacia e

tolerancia do brometo de potassio em 113 pacientes (1 a 20 anos) com epilepsia
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grave e crises tonico-clonicas generalizadas. A dose inicial foi de 45 mg/kg e
aumentada para 70 mg/Kg. Dentre estes pacientes 49% nao tiveram crises nas
Gltimas quatro semanas do estudo e 31% mostraram uma diminuicdo maior que
50%.(79)

Efeitos toxicos encontrados com o uso de brometos foram deméncia e delirio,
podem ocorrer como fazendo parte do bromismo.(72) Bromoderma, prurido, pustulas
acneiformes na parte superior do corpo, também podem ocorrer. Como os brometos
atravessam facilmente a placenta do feto, hipotonia e depressao neuroldgica. Isto
essencialmente impede o uso de brometo na mulher gravida.(80, 81)

A toxicidade do brometo no paciente com crises pode ocorrer com menos
freqiéncia em criancas e adolescentes, pode ser evitado através do monitoramento
das concentracdes das drogas no sangue.(80)

A maior fragdo do brometo € encontrada no fluido cérebro espinhal (FCE)
sendo eliminado do SN através do plexo cordéide, por intermédio de um processo que
envolve um sistema carreador. O Br é removido do fluido cérebro espinhal por
transporte ativo e também pela exocitose alveolar (via vilosidades aracnoides).
Como a extrusdo do Br no SN se da juntamente com a extrusao do fluido cérebro
espinhal satura o sistema carreador, pois através deste que sai normalmente o
brometo.(75)

Aumentando o nivel plasméatico do Br- no plasma aumenta o nivel de Br tanto
no fluido cérebro espinhal quanto no fluido intersticial cerebral. Esse aumento no
FCE se for de uma magnitude adequada pode saturar o sistema carreador e impedir
a eliminacéo do brometo. Uma vez que o Br™ entra no cérebro e liquor do sangue, se
nao for possivel a remocédo deste no liquido cefalorraquidiano (CSF) pelo transporte
ativo em todo o plexo coréide, a sua concentracdo aumenta no CSF.(75)

Quando o transporte € blogueado, o brometo se distribui como cloreto. A
grande carga de brometo satura o sistema que transporta o brometo para fora do
CSF em todo o plexo cordide e inibe este processo. Certamente, o auto blogueio
deste sistema de transporte resulta em um maior nivel de brometo no cérebro.(75)

A atividade farmacoldgica dos Br tem sido investigada, mas ainda permanece
sem uma completa elucidacdo. Dois mecanismos principais foram propostos para
explicar a acdo antiepiléptica: hiperpolarizacdo neuronal, através da geracdo de
potenciais pos-sinépticos inibitérios gerados pelo influxo facilitado de ions brometo, e
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acidose extracelular, gerada a partir da interacdo com a enzima carbono
anidrase.(75, 82)

Em um estudo em células ganglionares de ra o brometo de sédio causou
hiperpolarizacdo quando se fez uma substituicdo equimolar de cloreto de sddio (112
mM) por NaBr no liquido cefalorraquidiano artificial (ACSF) e também exibiu minimos
efeitos excitatorios sinapticos. Neste estudo o brometo aumentou rapidamente a taxa
dos potenciais de acdo evocados ha evidéncias que sugerem a interacdo com
canais de sodio, aumentando assim, a entrada de s6dio ha membrana ativa.(83)

Em culturas de neurdnios corticais de ratos foi investigado o efeito do brometo
em correntes ativadas por acido gama-aminobutirico (GABA), empregando técnicas
de clampeamento de corrente e registro intracelular. Esses achados sugerem que o
brometo potencializa correntes ativadas por GABA em uma concentracao
terapéutica de 10 mM a 20 mM, determinando uma grande hiperpolarizagéo induzida
por GABA. Baseado nestes achados foi postulado que o efeito do brometo pode
ocorrer através da potenciacdo de potenciais pos-sinapticos inibitorios (PIPS)
obtidos pelo GABA. O receptor GABA aparece acoplado ao canal de cloro e o efeito
do brometo no sitio ligado aos benzodiazepinicos tem sido relatado.(84)

Tem-se sugerido que os brometos atravessam a membrana celular mais
rapidamente do que os cloretos, promovendo hiperpolarizacéo e facilitacdo da acao
de neurotransmissores inibitorios. De acordo com Dreifuss e colaboradores (1982), o
brometo tem diametro de hidratacdo menor se comparado com o cloreto, e sendo
assim apresenta movimento passivo mais rapido através da membrana celular. O
movimento rapido através da membrana deveria hiperpolariza-la, sendo ativado por
neurotransmissores.

De acordo com Balcar e colaboradores (1987), o antagonismo seletivo por
brometo de picrotoxina e crises induzidas por pentilenotetrazol, sugeriu que poderia
agir sobre os canais de cloreto associado ao acido y-aminobutirico (GABA). Brometo
provavelmente ndo aumenta a quantidade total de GABA em todo o cérebro, pode
afetar a descarboxilase do acido glutamico ou GABA transaminase, ou alterar os

receptores GABA.

1.6 JUSTIFICATIVA
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Os brometos foram os primeiros farmacos eficazes para epilepsia.
Introduzidos em 1853 por Sir Charles Locock, os brometos mantiveram-se Uteis
como opcdo terapéutica por aproximadamente 60 anos. Com o advento de
tratamento menos toxicos e mais eficazes, O emprego de brometos tornou-se menos
usual. Porém, esses permanecem como uma Otima ferramenta no tratamento de
epilepsias refratarias em criangcas. Quanto ao seu mecanismo de acgdo foram
propostos dois sistemas principais: hiperpolarizacdo neuronal, através de potenciais
pos-sinapticos inibitdrios gerados pelo influxo facilitado de ions Br e acidose
extracelular, promovida a partir da interagdo com a enzima anidrase carbonica.

Os estudos neurofisicos dos mecanismos moleculares subjacentes a
hiperexcitabilidade e sincronizacdo dos neurénios tem um rentavel papel na busca
por alvos para novas estratégias anticonvulsivantes para controlar as crises que
afetam principalmente as criangas. O tratamento de crises refratérias, normalmente
associadas a acumulacdo de cloreto intracelular, envolve uma complexa interacéo
dos mecanismos responsaveis pelo controle do nivel de cloreto intracelular. Multiplas
combina¢Bes de drogas, cada uma com mecanismos diferentes, vira a ser uma
poderosa estratégia a ser investigada. Uma acdo conjunta mais eficiente e com
menores efeitos colaterais, pode ser obtida com cada composto sendo usado em
doses menores, presumindo seus efeitos sinérgicos sobre o sistema.

Nés propusemos uma combinacao terapéutica com o uso de bumetanida e
brometo visando a reducédo da incidéncia de crise. A administracdo da bumetanida
reduziria a concentracdo de cloreto intracelular e brometo reforcaria a negatividade
Ecasa, Onde os efeitos sistémicos da bumetanida e brometo s&o descritos. Embora
agindo de acordo com diferentes mecanismos, ambos os efeitos reduz a
excitabilidade neuronal. Uma vez que os efeitos sdo complementares, as doses de
bumetanida e brometo para ser utilizado podem ser reduzida, e conseqientemente,

seus efeitos colaterais também.



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Estudar o efeito do brometo de sodio sobre as atividades epileptiformes,
induzidas por supresséo da atividade sinaptica por perfusdo com ACSF 0-Ca™" e alto

K" em fatias de hipocampos de ratos.

2.2 ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito do brometo de sédio em concentragbes crescentes (5, 7, 9, 11
mM) na atividade epileptiforme interictal e ictal induzida por perfusdo com
ACSF zero-Ca'" e alto K", em fatias de hipocampo de ratos.

2. Determinar o possivel envolvimento dos canais de cloreto a partir da utilizacéo
de bloqueadores de canais de cloreto SITS (acido 4-acetamido-4-
isotiocianatoestilbeno-2,2-disulfénico  &cido) e DIDS (acido  4,4-
diisotiocinatoestilbeno-2,2-disulfénico acido), nos experimentos com inducao
das atividades epileptiformes pela solu¢cdo sem calcio;

3. Verificar a influéncia dos cotransportadores NKCC e KCC durante o bloqueio
das AE’s, através dos experimentos com alta concentracdo de NaCl e NaBr;

4. Analisar o efeito da permeabilidade do Br  sobre os canais de CI" dependente de
voltagem;

5. Auvaliar o efeito de competicéo entre os ions Cl" e Br;

Avaliar a distribuicdo espaco- temporal da acdo do brometo de sodio sobre a
AE’s, utilizando o registro do sinal éptico intrinseco;
7. Analisar o surgimento da alta frequiéncia durante a aplicacdo do farmaco e o

possivel envolvimento das gaps junctions.



44

3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Para a realizacéo deste estudo, foram utilizados 64 ratos da linhagem Wistar,
machos, faixa etaria 4 a 5 semanas, provenientes do biotério da Universidade
Federal de S&o Jodao Del Rei (MG). Os animais permaneceram em ambiente
climatizado, recebendo racao padronizada e 4gua ad libitum, com ciclo claro-escuro
de 12horas. Todos os procedimentos deste estudo estiveram de acordo com o
protocolo 1081/05 aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital S&o
Lucas da PUCRS e pela Comisséo de Etica em pesquisa envolvendo animais da
UFSJ-CEPEA (N°19/2011).

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 Grupo Controle

Os experimentos (n=6) foram realizados em fatias de hipocampo de ratos
Wistar (4 a 5 semanas). Foi utilizado o modelo de inducdo das atividades
epileptiformes (AE’s) por perfusido com ACSF zero-Ca'™" + alto K* (8 mM) e registrou-
se estes eventos epileptiformes . Estas fatias foram perfundidas somente com ACSF

zero-Ca™™ + alto K™.

3.2.2 Grupo NaBr

Os experimentos (n=24) foram realizados em fatias de hipocampo de ratos
Wistar (4 a 5 semanas). Apés inducdo das atividades epileptiformes (AE’s) por
perfusdo com ACSF zero-Ca’™ + alto K* (8 mM), o Br foi perfundido num tempo de
20min. Foi feita uma substituicdo equimolar nas seguintes concentracoes: 5, 7, 9 e
11 mM de NaCl por 5, 7, 9 e 11 mM de NaBr, numa solugdo sem Ca* e com alto K*
(8 mM).

3.2.3 Grupo NaCl
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Para os registros (n=7) com alta concentracao de NacCl, esse foi dissolvido em
ACSF zero-Ca™ (aumento de 15 mM na concentragdo de NaCl) em uma

concentracéo final de 142 mM e aplicado por perfusao (tempo: 20min).

3.2.4 Grupo SITS

Para os registros (n=3) com o blogueador de canais de cloreto (SITS, acido 4-
acetamido-4-isotiocianatoestilbeno-2,2’-disulfénico acido), esse foi dissolvido em
ACSF zero-Ca™ + alto K* em uma concentracédo final de 1 mM e aplicado por
perfusdo (tempo: 20min a 30min).

3.2.5 Grupo DIDS

Para os registros (n=8) com o bloqueador de canais de cloreto DIDS (acido
4.4-diisotiocinatoestilbeno-2,2-disulfénico), esse foi dissolvido em ACSF zero-Ca*™" +
alto K" em uma concentracéo final de 250 uM e foi aplicado por perfusdo (tempo:
20min).

3.2.6 Grupo OCTANOL + NaBr

Para os registros (n=12) com o bloqueador de gaps jucntions (N-OCTANOL),
esse foi dissolvido em ACSF zero-Ca™" + alto K* numa concentracéo final de 0,07
mM e foi aplicado por perfuséo (tempo: 20min).

3.3 CURVA DE ALTA CONCENTRACAO DE NaCl

Para saber a chegada do brometo e o tempo de exposi¢do a esse farmaco
durante as AE’s, foi estimado o comportamento da concentracdo do NaBr e assim o
tempo de exposicao a esse farmaco. Para isso foi feita uma curva de NacCl, todo final
dos experimentos, sendo que no lugar da substancia em estudo, utilizou-se alta
concentracdo NaCl e foi registrado o potencial elétrico extracelular. Pela curva foi
possivel verificar que o brometo de sodio leva certo tempo para chegar as fatias

como indicado pela linha vermelha e permanece atuando por um tempo como
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indicado pela linha azul (Figura 8). Assim € possivel verificar as descargas em salva

(bursts) que estéo sobre a influéncia do brometo.

Periodo de exposigao ao NaBr

Periodo de troca para o NaBr
[
ru*ur* U

1 [NacI]

Amplitude (mV)

L L s n L L L L L L
£l O 0 = = o) o - £ £ = g 3

Tempo (s)

Figura 8 Exemplo tipico de um experimento com aplicagdo de brometo. A linha vermelha indica o
tempo para o NaBr chegar a fatia e a linha em azul o seu tempo de atuacéao.

3.4 PREPARO E MANUTENCAO DAS FATIAS HIPOCAMPAIS

Os animais foram decapitados para o isolamento dos hipocampos.
Imediatamente a calota craniana foi exposta fazendo-se um corte longitudinal no
escalpo (figura 9A), depois foi cortada mediana e lateralmente (figura 9B).
Posteriormente as partes superiores da calota craniana foram removidas (figura 9C)
permitindo a retirada do encéfalo (figura 9D). J& completamente desconectado, o
encéfalo foi retirado e imerso em ACSF (liquido cefalorraquidiano artificial) normal
(composicdo: 127 NaCl, 2 KCI, 1.5 MgSQO,, 1.1 KH,PO4, 26 NaHCO3, 2 CaCl,, 10
glicose), resfriada 0 a 2 °C (Figura 9 E)
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Figura 9 Esquema do procedimento realizado para a retirada do encéfalo da cavidade craniana. A)
abertura do escalpo; B) corte mediano e lateral na calota craniana; C) remoc¢é&o das partes superiores
da calota craniana; D) retirada do encéfalo da cavidade craniana; E) remo¢do do mesmo para uma
solucado nutriente.

Em um segundo momento, para separacado dos hipocampos, o encéfalo foi
removido para uma placa de petri forrada com papel filtro e banhado
constantemente com a mesma solucdo ACSF normal. Com auxilio de um bisturi
foram feitas duas incisbes para separar, primeiro, o cerebelo e, depois, os dois
hemisférios cerebrais. Enquanto um dos hemisférios era dissecado, o outro era
mantido imerso em solugdo ACSF normal resfriada (0 a 2° C). O procedimento de
dissecacdo de cada hemisfério foi iniciado com um corte para retirada do cértex
frontal. A face desse corte foi utilizada para apoiar o restante do hemisfério cerebral
sobre o papel filtro. Duas micro-espatulas especiais auxiliaram para retirada do
talamo. Apos remocao do talamo, torna-se mais facil a visualizacdo do dorso inferior
do hipocampo. Introduziu-se cuidadosamente as espatulas por baixo de seu dorso, o
hipocampo foi virado e completamente isolado.

Apés o isolamento dos hipocampos, os mesmos foram fatiados em um
fatiador do tipo “Mc llwain” (figura 10), obtendo-se fatias de 400 um de espessura.
Calculos de difusdo de oxigénio sobre o tecido mostram que as fatias devem ter
essa espessura.(85) As fatias foram imediatamente transferidas para a camara de
perfusdo para descanso, a qual era sempre preenchida com solucdo de ACSF
normal e mantida a temperatura e oxigenacao constantes. Apos cerca de 40 minutos
de perfusdo as fatias foram transferidas para a camara de interface, para registro
das atividades epileptiformes. As fatias foram colocadas sobre uma membrana (0.4

pM Millicell culture plate inserts; Milleppori, Bedford, MA, USA) e inicialmente
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perfundidas em ACSF normal (em mM: 127 NaCl, 2 KCI, 1.5 MgSOa, 1.1 KH,PO4, 26
NaHCO3;, 2 CaCl,, 10 glicose; pH equilibrado em 7,4 com oxigenagao).
Posteriormente a solucdo foi trocada por uma segunda solucdo alterada (em mM:
127 NaCl, 7 KCI, 1.5 MgSQ,, 1.1 KH,PO4, 26 NaHCO3, 0 CaCl,, 10 glicose). O alto
K" necessario para gerar a excitabilidade do tecido e o zero Ca*" para bloquear as

conexdes sinapticas.

Figura 10 Fatiador do tipo “Mcllwain tisosue slicer” (vista superior). Os hipocampos foram posicionados
na mesa maével formando angulo de 70 em relacéo a fimbria do hipocampo.

3.5 SOLUCOES DE PERFUSAO

Para a sustentacdo das atividades metabdlicas do tecido foi utilizada ACSF
normal. A inducdo de atividades epileptiformes foi obtida elevando-se a
concentracdo de K* e zerando-se a concentragdo de Ca' (ACSF zero Ca "'+ alto
K"). (Tabela 3).
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Tabela 3 Composicfes das solucdes de perfusdo nos experimentos com fatias de
hipocampos de rato (concentracbes em mM)

ACSF Normal ACSF Zero Ca "+ K" ACSF Zero Ca "'+ K'+ Br’
NacCl (127) NacCl (127) NaCl (*) NaBr (¥)

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

KH,PO4 (1,1) KH,PO, (1,1) KH,PO, (1,1)

NaHCO; (26) NaHCO; (26) NaHCO; (26)
D-GLICOSE (10) D-GLICOSE(10) D-GLICOSE (10)

MgSO04 (1,5) MgSO;, (1,5) MgSO;, (1,5)

CaCl,.2H,0 (2) CaCl,.2H,0 (0) CaCl,.2H,0 (0)

* Substituigcdo equimolar dos ions CI por Br’

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

Para evitar floculacédo, o pH foi ajustado para 7,4, através de borbulhamento
com mistura carbogénica (95% O, e 5% CO,), antes da adicdo dos sais contendo

fons divalentes.

3.6 REGISTRO ELETROFISIOLOGICO - EQUIPAMENTOS

3.6.1 Camara de perfuséo

A céamara de perfusdo tem como funcdo manter em descanso as fatias,
preservando-as de lesdes de excitoxicidade, comuns apds o procedimento de corte.
A cémara foi fabricada no Laboratério de Neurociéncia Experimental e
Computacional da Universidade Federal de S&o Jodo Del Rei (LANEC-UFSJ) e é
constituida de conexdes e tubos em PVC, que sdo estruturados em forma de U
(figura 11). As fatias eram colocadas em uma rede de nylon, que fica situada no
ramo com maior diametro. Todo o sistema foi preenchido com ACSF normal (em
mM: 127 NaCl, 2 KCI, 1.5 MgSOy,, 1.1 KH,PO,4, 26 NaHCOg3, 2 CaCl,, 10 glicose, pH
equilibrado em 7.4, através de constante oxigenacéo (95% O, e 5% CO, ). Através
do borbulhamento com mistura carbogénica, também foi estabelecido um fluxo de
solucdo que permite uma perfusdo suave e adequada das fatias, sempre as
mantendo em descanso sobre a rede de nylon. Através do banho-maria, a camara
de perfusdo permanece com temperatura controlada de aproximadamente 31,5° C.

As fatias foram armazenadas nesta camara por pelo menos 40 minutos.
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termémetro
carhogénio ringer normal

315

rede de nylon

banho-maria

Figura 11 Diagrama esquematico da camara de perfusdo montada com tubos e conexdes em PVC. A
camara é preenchida com ACSF normal, mantida a temperatura e oxigenacao constantes. As fatias
séo depositadas no ramo de maior diametro sobre uma rede de nylon.

3.6.2 Camara de interface

Apos o tempo determinado de descanso na camara de perfusdo, as fatias
foram transferidas para outra camara, chamada camara de interface. Essa camara
de interface foi construida, também no LANEC-UFSJ, especialmente para este
trabalho, em material acrilico transparente e tubos de PVC, como mostrado na figura
12. Consiste de dois compartimentos: a cuba, que é a parte superior da camara
(mostrada a esquerda por uma visao superior), € o banho-maria, que consiste da
parte inferior (apresentada com detalhes a direita através da vista lateral).

A cuba é composta por trés cilindros, sendo dois de PVC e um, o exterior, de
acrilico transparente. Possui também uma base em acrilico transparente, a qual é
acoplada a parte superior do banho-maria. O cilindro central delimita com o
intermediario um compartimento que € preenchido com a solucao de banho, que
pode ser ACSF normal ou outra solucéo alterada, dependendo do experimento. As
fatias foram depositadas sobre o cilindro central (figura 12.1). Neste cilindro é
colocada uma membrana (0.4 pum Millicell culture plate inserts; Millipore, Bedford,
MA, USA) que fica transparente quando perfundida na solucéo.
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Figura 12 Camara de interface. Sendo, a esquerda, vista superior mostrando em detalhe a
constituicdo da cuba. Em 1, membrana millipore, o local onde as fatias foram depositadas; em 2, o
recipiente por onde é controlado o nivel da solucdo de banho das fatias; em 3, o termémetro
responséavel pelo controle da temperatura da solugcdo de banho das fatias; e, em 4, os orificios por
onde chega o oxigénio na cdmara. Em 5, sdo mostradas duas das quatro resisténcias envolvidas em
invélucros de vidro; em 6, o tubo enrolado no cilindro central por onde passa a solugdo de banho
aquecida; em 7, o local por onde o carbogénio chega na camara; e em 8, um dos dois borbulhadores
de oxigénio existentes na cAmara.

Ainda na camara de interface, o nivel da solucdo é controlado através de
succao, utilizando uma bomba a vacuo de diafragma. Através do recipiente isolado e
vaso comunicante (figura 12.2), é controlada a altura da solucdo de banho que
mantém as fatias na interface solugcdo de ACSF Normal / oxigénio umidificado. O
oxigénio chega a cuba através de perfuracdes que se encontram entre o cilindro de
acrilico mais externo e o cilindro de PVC intermediério (figura 12.3).

O banho-maria € composto de 4 resisténcias (5 Q, 20 W) ligadas em paralelo
e encerradas em invélucros de vidro. Duas delas séo vistas na figura 12, indicadas
pelo nimero 5. As resisténcias sdo alimentadas com tensfes continuas até 12V,
permitindo o aquecimento da agua destilada dentro da camara. As tensdes séo
controladas via um software em plataforma LABVIEW 6.1 (NATIONAL
INSTRUMENTS). A intensidade da tenséo é calculada de acordo com a temperatura
desejada através de um maddulo de controle eletrénico. Esse mddulo é comandado
por meio de uma placa AD/DA (modelo PCI-6071E — NATIONAL INTRUMENTS) em
conjunto com o software. O equipamento € capaz de manter temperaturas
constantes em torno de 34° C, com precisdo de um décimo de grau. A 4gua contida
no banho-maria aquece as paredes do tubo, enrolado ao cilindro central no interior
do recipiente (figura 12.6), que conduz a solucdo para a cuba, permitindo a perfusao
das fatias com a temperatura da solucdo devidamente controlada. Tubos de plastico

conduzem o carbogénio ao interior do banho-maria (figura 12.7) para ser distribuido,
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por meio de borbulhadores (figura 12.8), dentro da agua. Assim, o carbogénio é
aguecido e umidificado para, a seguir, ser direcionado sobre a face superior das
fatias mantidas na cuba.

Uma tampa em forma de disco encobre o ambiente em torno das fatias,
permitindo uma melhor oxigenacgé&o e contribuindo para homogeneizar a temperatura
no interior da cuba. A tampa contém um orificio central que permite a insercdo do
eletrodo para o registro do potencial elétrico, bem como a exaustdo do carbogénio.

Na camara de interface, as fatias foram posicionadas sobre a membrana,
situada na interface — liquido de perfusdo / carbogénio (95% O, e 5% CO,)
umidificado. No primeiro momento, a perfusdo foi feita com ACSF normal. A seguir,

a perfusao foi trocada para a solugédo de inducido (ACSF 0- Ca™ e alto K*).

3.6.3 Registro do Potencial Elétrico Extracelular (PE)

Para aquisicdo dos sinais do potencial elétrico extracelular (PE), foi utilizado
um eletrodo formado por filamentos de prata e micropipeta de vidro (modelo
THINWALL, TW150F-3 — WPI). A pipeta foi estirada em um puxador de pipetas
(modelo DMZ UNIVERSAL PULLER — ZEITZ-INSTRUMENTS) e preenchida com
solugdo de NaCl 1,0 M, com resisténcia final de 5 a 10 MQ, suficiente para
proporcionar um baixo nivel de ruido. Os filamentos de prata foram cloretados (numa
fonte de corrente continua) para se evitar o efeito de bateria provocado pela
acumulacdo de cargas na interface metal-liquido. Apo6s cloretado, o eletrodo foi
conectado a uma headstage (modelo Al 402 x 50, ULTRALOW NOISE AMPLIFIER —
AXON INSTRUMENTS) interligada a um amplificador (modelo CYBERAMP 380 —
AXON INSTRUMENTS) para a aquisicdo do sinal. O programa SAE (Sistema
Auxiliar de Experimentos), desenvolvido no LANEC, foi utilizado para controle do
amplificador, digitalizagéo, exibicdo em tempo real e armazenamento em arquivos. A
amostragem do sinal foi feita na taxa de 10.000 amostras por segundo, o sinal foi
amplificado 500 vezes e foi utilizado um filtro para redugéo do ruido de fundo. O
processamento do sinal foi feito off-line. O programa MATLAB 6.5 (MATHWORKS)
foi utilizado como saida grafica. O computador empregado na aquisicdo e
processamento dos sinais foi um Pentium Il de 1 GHz e 512 MB de RAM.

Um microscopio estereoscopico (modelo NIKON - SMZ 1500), com

capacidade de ampliacdo de 112.5 vezes, foi utilizado para visualizar as fatias pelo
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método de luz transmitida. No intuito de manter a camara de interface fixa, a
montagem do microscépio foi feita sobre uma mesa XY, independente da camara,
permitindo ajustar o campo visual, sem mover a camara. Dessa forma, o
microscopio varre toda a extensdo da membrana onde se encontram as fatias,
permitindo uma melhor visualizagdo de suas camadas, sem o inconveniente de
deslocar o eletrodo, quando da mudanca do campo visual.

Uma luz gerada na parte inferior do microscopio, abaixo da camara de
interface, atravessava esta, atingia as fatias e permitia uma melhor visualizacédo das
camadas. O posicionamento do eletrodo sobre o tecido foi feito com o auxilio de um
micro-manipulador mecanico (modelo KITE-L — WPI), permitindo a inser¢do do
eletrodo na fatia e na posicéo de interesse (no caso, o giro dentado), com o minimo
de leséo.

Para minimizar as vibragdes mecanicas durante os experimentos, utilizou-se
uma mesa anti-vibracdo, que consiste em um tampo de pedra suspenso por
camaras de ar, onde séo dispostos 0s equipamentos. As camaras de ar permitiram
ajustar o nivel de trabalho da mesa. No intuito de isolar os equipamentos de

possiveis interferéncias eletromagnéticas, a mesa foi envolvida por uma gaiola de

Faraday. (Figura 13).

Figura 13 Equipamentos utilizados para obtencao do registro simultdneo do PE e do IOS durante as
AE’s em fatias do hipocampo. 1- Amplificador CYBERAMP 380 para amplificacdo do sinal elétrico; 2-
“Setup” para registro do potencial elétrico extracelular; 3- Pré-amplificador (Headstage modelo Al 402
x 50) para aquisicdo dos sinais e foi interligada a um amplificador biolégico; 4- Microscopio



54

estereoscopico (modelo NIKON — SMZ 1500) para visualizagdo das fatias e obtencdo do IOS; 5-
Imagem do sinal éptico intrinseco obtida na tela do microcomputador através do programa Matlab 6.5
(Imagem VET_online).

O PE foi registrado a partir do posicionamento do eletrodo de registro no giro
dentado (GD). O eletrodo foi conectado a uma headstage por meio de um holder. A
headstage foi interligada a um amplificador biolégico. Os sinais foram armazenados
em um computador. Para o registro do 10S, as fatias foram iluminadas pela luz
gerada na base do microscopio. Uma binocular acoplada a camara de CCD foi

utilizada para captura da luz transmitida.

3.7 ANALISE QUANTITATIVA DOS PARAMETROS DO POTENCIAL
ELETRICO EXTRACELULAR (PE)

Para andlise quantitativa do PE, foram observados parametros como:
amplitude da componente DC (variacdo negativa da linha de base do sinal elétrico
extracelular), amplitude dos PS’s, e duracdo dos eventos (DE). Com a ajuda do
MATLAB, versdo 7.1, foram desenvolvidos, no LANEC, programas para leitura e
andlise dos arquivos contendo o0s potenciais elétricos registrados durante os

experimentos, conforme procedimentos descritos a seguir

3.8 ANALISE QUANTITATIVA DA AMPLITUDE DA COMPONENTE DC

A Transformada Discreta de Fourier (DFT) foi utilizada como ferramenta e
aplicada ao sinal do potencial extracelular, para separar a componente DC dos PS’s,
cujas componentes juntas formam os bursts epileptiformes. Assim, a partir do
calculo da DFT do sinal elétrico (exemplo ilustrado pela figura 14), foi possivel cortar
a frequéncia baixa, abaixo de 10 Hz, que corresponde a componente DC da
frequéncia alta que corresponde aos PS’s. Posteriormente, fazendo a Transformada
Inversa de Fourier, foi obtido o sinal contendo apenas a componente DC, sem o0s
PS’s.
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Figura 14 Procedimento para obtencdo da componente DC. A) O sinal completo de um burst
contendo a componente DC e os PS’s. B) O sinal elétrico apds a aplicacdo da Transformada de
Fourier, indicando o espectro de frequiéncia x amplitude. A frequéncia foi cortada abaixo de 10 Hz. C)
O sinal elétrico da componente DC livre dos PS’s. A componente DC é a variagdo maxima do sinal
em relacédo a linha de base (linha pontilhada).

Uma vez obtida a componente DC, a linha de base foi determinada pela
média de um trecho do PE antes do evento. Assim, a amplitude da componente DC

foi obtida como sendo a variacdo maxima do sinal em relacdo a linha de base.

3.9 ANALISE QUANTITATIVA DA AMPLITUDE DOS POPULATIONS SPIKES

Para o calculo da amplitude dos PS’s, foi feita a subtracdo do sinal completo,
que corresponde ao burst (DC + PS’s), pelo sinal sem os PS’s (sinal da componente
DC). Restando apenas o sinal correspondente a alta freqiiéncia, calculou-se seu
moddulo e depois a integral, obtendo-se assim, os valores de contribuicdo dos PS’s
nos bursts. Na figura 15 tem-se a ilustracdo desses procedimentos.

A
) burst B) DC ) Populations spikes

SmV

50s
Figura 15 Representacdo do procedimento adotado para obtencdo da amplitude dos PS’s. Em A)

observa-se o sinal completo, em B) observa-se o sinal da componente DC, que sera subtraido do
sinal completo e, em C), observa-se o resultado da subtracéo, que € o sinal referente aos PS’s.

3.10 ANALISE QUANTITATIVA DA DURACAO DOS EVENTOS

A partir da linha de base e do sinal da componente DC, a duragcdo dos

eventos foi calculada. Para isso, foram adotados os instantes tina € tinicia, que estéo
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representados na figura 16. O instante de tempo inicial foi considerado quando o
sinal atinge uma variacdo de 20 % da amplitude méxima, em relacdo a linha de
base, e, o instante de tempo final, quando o sinal retorna a 20 % da amplitude
maxima em relacéo a linha de base. Subtraindo-se tsna de tiniciar, fOi Obtida a duracéo

do evento.

50 60 70

t(s)

t

inicial final

Figura 16 Exemplo da técnica utilizada para o célculo da duragdo do evento. Subtraindo-se o instante
tinal PelO instante t;ycia (Maiores detalhes no texto), encontra-se a duracéo do evento da AE.

3.11 SINAL OPTICO INTRINSECO

Esta técnica possibilita o monitoramento do surgimento das atividades
epileptiformes esponténeas nas fatias de hipocampo, auxilia no posicionamento dos
eletrodos e também possibilita avaliar a extensédo do recrutamento.

A técnica consiste em uma transiluminacéo das fatias usando uma lampada
(PHILIPS — Projection Lamp, 6 V e 20 ou 30 W) do sistema de iluminagédo do
microscépio binocular na posicao vertical (modelo SMZ 1500- Nikon, Japao).(86, 87)
As fatias foram vistas de cima através de uma objetiva de 3x ou 4x, dependendo do
tamanho da regido de estudo. As imagens de video foram capturadas com uma
camera CCD -CoolSNAP Procf 1,4 megapixel, EUA). As imagens foram
processadas on-line para compor as caracteristicas espaco-temporal (CET). Para
este efeito, os quadros foram digitalizados por meio de uma placa de aquisicdo de
quadros (DC10 Plus, Pinnacle, EUA), controlado por um software desenvolvido em
plataforma de aquisicdo MatLab. Todas as imagens foram capturadas a uma taxa de
30 quadros por segundo. Opcionalmente, as imagens podem ser processadas off-
line. Neste caso, todos os quadros capturados foram armazenados em um disco

DVD. O sinal eletrografico foi usado para controlar o intervalo de quadros para ser
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capturado. Para obter as imagens das mudancas de transmisséo de luz (VTL), o
calculo foi realizado de forma semelhante ao método descrito por Holtkamp e
colaboradores. (2003) e Andrew e colaboradores (1996). Uma vez determinada a
sequéncia de quadros correspondentes as AE’s, foi extraido o IOS de um sitio de
interesse da fatia. O 10S é extraido a partir do calculo das intensidades de luz de
cada pixel do sitio, referente a um determinado quadro, a partir das médias das trés
componentes correspondentes ao padrao RGB do pixel. Calculadas as intensidades
de cada pixel do sitio, para cada quadro da sequéncia, obtém-se um sinal do tipo

1M1 (1), que corresponde a intensidade de luz do pixel de coordenadas (i,j), para

cada instante de tempo, t, da sequéncia de quadros. A intensidade média de luz do

sitio de interesse é dada por (equacao 1):

>
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Considerando que cada sitio selecionado corresponde a um retangulo com m X n
pixels.

A variacdo da intensidade média dos pixels desse sitio, durante as AE's, pode
ser calculada tendo como referéncia a intensidade de luz, medida no mesmo sitio,

chamada de intensidade controle, .., que é uma média das intensidades dos

sitios dos quadros que antecedem o evento. Assim, a variacdo da intensidade média

dos pixels do sitio, ai(t), foi obtida da diferenca (equacéo 2):

Al_(t) = Icont - I_(t) J

que normalizada pela propria intensidade controle, fica (equacéo 3):

Al (1)

cont

Al (t) =

O resultado, portanto, foi uma sequéncia de imagens que correspondem ao

IOS do giro dentado, ao longo do tempo. Essas imagens, apresentadas de forma
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sequencial, como um filme, permitiram acompanhar a evolucdo temporal dos
eventos de AE’s na camada granular do giro dentado das fatias de hipocampos.

Usando uma escala de intensidade de cinza, a série de imagens da variacdo de
transmitancia de luz (VTL) revelou areas da fatia onde variaram as mudancas de
transmitdncia de luz com o tempo. Condensou-se em uma Unica imagem as
caracteristicas espaco-temporal (CET) da atividade paroxistica, o contorno da
camada envolvida na atividade assemelha-se a uma poligonal, elaborado
manualmente, definindo as posi¢cdes de pixels que sao ligados formando a figura
(poligonal 17.A). As imagens CET foram construidas coluna por coluna. Para cada
imagem VTL, a intensidade média dos pixels de uma regido quadrada (21x21 pixels)
centrada em cada pixel da poligonal foi calculada. Estes valores sao as intensidades
de cada pixel da coluna obtida retificando as poligonais através de uma linha
vertical. A imagem CET é composta por essas colunas,da esquerda para a direita,

seguindo a sequéncia temporal (Figura 17.B e 17.C).(88)

Figura 17 Representacdo esquematica do procedimento para compor as imagens CET. (A) fatia de
cérebro e as poligonais que representam o contorno da camada de interesse. (B) sequéncia temporal
de quadros mostrando as poligonais retificadas, extraido de cada uma delas. (C) Disposicdo de cada
poligonal retificada lado a lado, as imagens sédo compostas CET e os pixels séo calculados de acordo
com a equacdo 1. A escala indica o percentual da variagdo de transmitancia de luz de acordo com a
equacdo3. Retirado de Almeida e colaboradores (2011).



4 RESULTADOS

4.1 POTENCIAL ELETRICO EXTRACELULAR

As atividades epileptiformes (AE’s) foram induzidas na camada granular do
giro dentado com ACSF zero- Ca'™ e com alto K*. Mudancgas na [K'],, levaram ao
aparecimento de atividades tipo bursts (descargas em salva). Os eventos
epileptiformes foram caracterizados pelo decaimento lento da linha de base
superposto pelas populacdes de espiculas com grande amplitude.

Para obtencdo dos potenciais de campo todas as fatias hipocampais foram
expostas ao ACSF zero Ca'™ e com alto K. O surgimento das AE’s espontaneas
iniciou-se aproximadamente apds 40 min de perfusdo (tempo de laténcia para os
animais na faixa etaria de 4 a 5 semanas). Posteriormente cada grupo recebeu um

tipo de tratamento.

4.1.1 Grupo NaBr

O Brometo de sodio foi utilizado em 4 concentracdes (5, 7, 9 e 11 mM). Foram
realizados n=24 registros com NaBr, obteve-se 6 registros para cada concentracao.
As fatias foram expostas ao brometo de sédio por 20 minutos para avaliar sua
atividade antiepiléptica, in vitro. Através do sistema de perfuséo, a troca completa
das solugdes levou aproximadamente 2,5 min. A figura 18.1 mostra um exemplo
tipico de cada concentracdo dos potenciais de campo. Os eventos analisados séo
caracteristicos do giro dentado, com amplitude de 10 mV, duracdo dos eventos entre
30 a 60 s, intervalo entre eventos com variacao de 50 s e componente DC 5 a 10mV.

Todos o0s registros de campo com NaBr nas 4 concentracdes foram
caracterizados por um aumento da frequéncia dos eventos antes do bloqueio das
AE’s (figura 18.2) e uma diminuigdo destes com posterior desaparecimento das

amplitudes.
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Figura 18 Casos tipicos dos registros de potenciais de campo nas quatro concentracdes de NaBr.
Em 1- utilizou-se uma concentracdo de 5 mM de NaBr seguido por 7 mM, 9 mM e 11 mM. Em 2
ampliacdo do trecho da alta frequéncia dos eventos presente em todos 0s registros.

Com auxilio de um capacitor hidraulico foram também realizados registros
com NaBr 9 mM (n=4), para diminuir a taxa de excursdo do ion Br™ nas fatias e com
isto tentar extinguir a alta frequéncia dos eventos. Verificou-se uma prolongacao da
alta frequéncia e podemos inferir que este efeito do NaBr é dependente da

concentracéo e ndo do tempo de exposi¢ao das fatias ao farmaco (figural9).
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Figura 19 Exemplo de um registro de campo com aplicacdo de NaBr 9 mM de uma fatia de
hipocampo de rato de 4 semanas submetido ao NaBr 5 mM (tempo: 20 min). A barra acima mostra o
tempo de exposi¢ao ao farmaco de acordo com as escalas de cinza.

A supressao ou nao das AE’s foi demonstrada através da aplicacdo do NaBr
nas quatro concentracées. Com estes dados foi construido grafico do tempo de
bloqueio (min) x concentragcdo (mM) (figura 20) com seus respectivos valores das
médias e desvio padrdo. Em 7 mM teve supressao das atividades em 4 registros
(n=6), 9 mM (n=6) e 11 mM (n=6) houve o bloqueio em todas as fatias(figura 18.1).
Na reperfusdo com ACSF 0-Ca’, presenciamos reversibilidade das AE’s em todas
as fatias, sem dano nas atividades neuronais. A resposta do NaBr foi concentracao-
dependente (figura 20). Com ajuste de uma funcao sigmoidal, foi construida a curva
dose-resposta. Esta indicou que para o blogueio total das AE’s foram necessérios,
aproximadamente, 9 mM de NaBr.(Ceso- concentracdo que produz 50 % do efeito

maximo).
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Figura 20 Grafico da relacdo concentracao-resposta (redugéo ou supressao das AE’s pelo NaBr 5, 7,
9 e 11 mM). Cada ponto representando a média dos registros extracelulares do potencial elétrico de
cada concentracao e a média dos tempos destes registros. Este grafico mostra que na concentracéo
de 7 mM se tem um blogueio das AE em quatro registros (n=6), 9 mM é a concentracdo suficiente
para a supresséo das AE (n=6) e com 11 mM existe uma saturac¢éo da resposta (n=6).

O NaBr suprimiu as AE’s e foi reversivel com a reperfusdo com ACSF zero-
Ca'" e alto K" . Foram analisados os parametros amplitude da componente DC (mV),
intervalo entre eventos (IE)(s), duracdo do evento (DE) (s) e amplitude dos
populations spikes (PS) (mV) antes (6 bursts de cada registro) e apds (6 bursts de
cada registro) a perfusdo com o farmaco (figura 21).Esses grupos de NaBr foram
comparados com grupo controle (n=6). Os dados foram normalizados mediante a
razao entre os valores apds e antes da aplicacdo do NaBr e do grupo controle.
Observa-se que nao houve diferenca significativa entre as médias normalizadas das
diferentes concentragcbes de NaBr e o controle para componente DC; para as
variaveis PS e IE houve diferenca significativa entre o controle e a concentracéo de
11 mM; e a variavel DE mostrou diferenca significativa entre o controle e as

concentracbes de 7,9 e 11 mM.
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Figura 21 Efeito do NaBr no componente DC e nas varidveis de PS, IE e DE. A presenca de
asteriscos mostra a existéncia de diferenca significativa, ao nivel de 5% de probabilidade de erro,
entre as médias mediante o teste de Mann-Withney.

4.1.2 Grupo NaCl 142 mM

A solucdo de ACSF zero- Ca*" e com alto K* foi modificada, aumentou-se 15
mM na concentracdo de NaCl (142 mM). Foram realizados 7 registros de campo
com alta concentracdo de NaCl (figura 22 A). O incremento na concentracao de
NaCl resultou apds 10 + 5 min no prolongamento do estado interictal para 1,51 +
0,12 (normalizado em relacdo a média dos IE dos seis eventos que precederam o
incremento de NaCl). No final da perfusdo, a atividade epileptiforme né&o-sinaptica

tinha tendéncia a voltar para a duracédo do estado interictal anterior para a perfuséao,
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como pode ser visto pela curva ajustada aos dados (Figura 22B). Ndo foram
observadas alterac¢des significativas para os parametros componente DC, DE e PS.

Abaixo o grafico com analise dos intervalos entre eventos antes da perfusao
da alta concentracdo de NaCl (6 eventos anteriores) e durante a aplicacdo. Foram
calculados os tempos de bloqueio parcial e estes foram normalizados com a média
dos intervalos entre eventos antes da perfusdo com NaCl 142 mM (figura 22 B).

A) B)

NaCl

[NaCI]

142 mM

10 mv
B)

39 - 500 s

t(s)

Figura 22 Em (A) exemplo de um registro de potencial elétrico extracelular de uma fatia de
hipocampo de rato de 4 semanas submetido ao NaCl 142 mM (tempo: 20 min). Em (B) a média do IE
(s) de 6 eventos antes da aplicagcdo de NaCl foi utilizada como fator de normalizagéo, ou seja, o
intervalo para cada evento ap0s a aplicacéo foi dividido por esse fator mostrando que o IE aumenta
com cerca de 1 min e retorna ap6s 20 min de aplicacao.

Podemos observar um bloqueio transitorio, seguido de um reequilibrio das
atividades epileptiformes. Isto se deve a passagem dos ions CI pelos
cotransportadores NKCC1 e KCC2. No caso dos ions Br’, esses tem baixa afinidade.

pelos cotransportadores NKCC1 e passam muito pouco pelo KCC2.(54, 66)
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4.1.3 Grupo Sits e Dids

Os canais de cloreto dependente de voltagem tem um papel importante no
efeito do brometo nas atividades epileptiformes ndo- sinapticas. Investigamos como
os bloqueadores destes canais atuam nas AE’s n&o- sinapticas.

Estes bloqueadores de canais de cloreto atuam sobre os tipos CLC-2 e outros
canais de cloro(49) e foram utilizados para testar o seu efeito.

As fatias (n=3) foram expostas ao ACSF zero-Ca™" + alto K'+ SITS 1 mM por
30 minutos. O efeito do SITS ndo aconteceu préximo a sua aplicagdo, as mudancgas
nos registros comecaram aproximadamente 15 minutos apés sua perfusédo (figura
23) .

SITS

5 min

Figura 23 Exemplo de um registro de potencial elétrico extracelular de uma fatia de hipocampo de
rato de 4 semanas submetido ao SITS 1 mM (tempo: 20 min). Apds o registro foi feita a curva com

alta concentracdo de NacCl, simulando o registro.

O registro abaixo é caracteristico das fatias que foram expostas ao ACSF
zero-Ca™ + alto K™+ DIDS 250 uM por 20 minutos (figura 24). O registro de campo
(Figura 24 A) foi simultaneo ao registro do sinal 6ptico intrinseco (Figura 24 B).

Experimentos com DIDS (n=8) foram realizados semelhantes aos com NaBr.
Demorou aproximadamente 15 min para DIDS produzir efeito semelhante da alta
frequéncia encontrado com NaBr. Potenciais extracelulares exibiram aumento da
frequéncia (14,64 + 4,35 vezes), porém, sem blogueio. O efeito do DIDS na camada

granular do giro dentado foi uma reducéo de 0,4 £ 0,2 vezes.
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Figura 24 Em A: Exemplo de um registro de potencial elétrico extracelular de uma fatia de hipocampo
de rato de 4 semanas submetido ao DIDS 250uM (tempo: 20 min). Concomitante ao sinal elétrico foi
registrado o sinal optico intrinseco (B).

Ao reperfundirmos as fatias com ACSF zero-Ca'™" + alto K, as AE’s ndo
retornaram ao normal (a alta frequéncia dos eventos persistiu). Isto se deve a alta
ligacdo destes bloqueadores aos canais de cloreto dependente- de voltagem,
mostrando efeito irreversivel dos derivados de estibenos DIDS e SITS.(49-52)

4.1.4 Grupo Octanol

As fatias (n=12) foram expostas a dois tipos de tratamentos, 1° ao NaCl 5
mM(figura 25.A) e 2° NaBr 5 mM + Octanol 0,07 mM (figura 25.B). Comparou-se 0s
dois tratamentos nestes registros (n= 12), foi utilizado o teste de exato de Fischer, os
dois tratamentos apresentaram diferenca significativa p<0,05. Destes registros n=8
tiveram o bloqueio das atividades epileptiformes durante a perfusdo com solucéo
ACSF 0- Ca™" + alto K" contendo NaBr 5 mM + Octanol 0,07 mM.

Os experimentos com o bloqueadores de gaps (octanol), foram realizados
com o intuito de investigar a origem da alta freqiéncia que esta presente nos
momentos da aplicagdo do NaBr. Nossas suspeitas recaem sobre as gaps, que

devem ter suas condutancias moduladas pelo pH intracelular. O bloqueio das gaps
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mostrou, além da reducdo do evento, que também ja foi observado nos estudos de
Janet Stringer e colaboradores (1996), também uma reducdo da alta frequéncia
Analisando os dados, observou-se 0 seguinte: a frequéncia dos population
spikes foi de 9.5 (= 2.9) Hz para o efeito do brometo 5 mM e de 0.47 (£ 0.14)Hz para
brometo+octanol (ou seja, houve reducgéao). Esses valores foram determinados
estimando os intervalos de tempo entre os population spikes das manobras

experimentais.

NaBr NaBr+octanol

il [
10 mV

1000 s

Figura 25 Exemplo de um registro de potencial elétrico extracelular de uma fatia de hipocampo de
rato de 4 semanas submetido ao NaBr 5 mM (a) e ap6s a mesma fatia foi submetida ao NaBr 5 mM +
Octanol 0,07 mM (b)(tempo: 20 min).

4.1.5 Sinal Optico Intrinseco

Adicionalmente ao estudo do potencial elétrico extracelular, foi feita a analise
qualitativa do sinal éptico intrinseco (I0OS) ao longo da camada granular do GD,
utilizando as imagens do I0OS com a finalidade de visualizar o recrutamento
neuronal.

A andlise do I0S possibilitou identificar o grau de recrutamento neuronal por
meio do calculo do comprimento da regido envolvida nas atividades epileptiformes.
Analisou-se a evolugdo temporal do comprimento da area de AE’s durante
experimentos com aplicacdo de NaBr 5, 7, 9 e 11 mM adicionado no ACSF zero-
ca'" (tempo de 20 min).

Foram capturadas as imagens dos eventos antes da perfusdo com brometo

de sodio, durante e apés a aplicagéo (intervalo de tempo de 2 em 2 min). A captura
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das imagens foi simultdnea ao potencial elétrico durante a aplicacdo do brometo e
SITS. Durante a exposi¢cdo ao NaBr, houve uma redugé&o no recrutamento espacial
neuronal, pois a regido de variacdo do IOS diminuiu. E apos a retirada do NaBr, as
AE’s retornaram

Caracteristicas tipicas dos potenciais de campo e a imagem |IOS antes e
durante a aplicacdo do NaBr sdo mostrados na figura 26.a. Na figura 26.b, as
imagens IOS correspondem, cada uma, a um instante no tempo indicado no tracado
mostrado na parte A da figura. As imagens revelam claramente a regido de
recrutamento neuronal que aparece esbranquicada, sendo, no exemplo, restrita a
lamina infra-piramidal. O comprimento da poligonal foi denominado extenséo de

recrutamento (ER).

A) NaBr

5 min

5mV

Figura 26 Potencial extracelular (A) e imagens IOS (B) simultdneas, antes, durante e depois da
aplicacdo do NaBr (barra superior). Os instantes de tempo numerados permitem mostrar a
correspondéncia entre o registro extracelular e as imagens I0S. A imagem IOS em destaque em (B)
mostra a linha poligonal ao longo da camada granular de DG, por meio da qual exemplifica-se a
quantificacdo de ER.
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Para cada concentracdo (5 mM, n=3; 7 mM, n=3; 9 mM, n=3; 11 mM, n=3, a
ER de cada evento foi reqgistrada antes, durante e depois da aplicacdo de NaBr

(figura 27)
As curvas ajustadas correspondem a composicao de duas funcdes sigmoides:

ER(t) = A, fanh(z,(t—tc,) +1) + A, J-tanh(r,(t -tc,))

Os ajustes foram feitos utilizando-se o método gradiente. Os valores foram
normalizados em relacdo a média da ER antes da aplicacdo do brometo. A curva
média (linha continua) e intervalos SD das curvas (linhas tracejadas superior e
inferior), indicando o intervalo de desvio padréo para cada instante de tempo, foram
calculados. Para 5 mM de NaBr a reducdo na regido recrutada ocorreu somente
apos ~ 2 min da aplicacdo de NaBr e ndo houve supresséo total de 10S. No entanto,
para as concentracbes maiores, inicialmente ER diminui e, posteriormente, a

atividade é completamente suprimida.

5 mM NaBr 7 mM NaBr
1.67
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Figura 27 ER normalizada, medida para cada evento (circulos), antes, durante e depois da aplicagao
da NaBr (conforme barras superiores), para cada concentracdo (5, 7, 9 e 11 mM) investigadas.
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Linhas continuas: média de todas as curvas ajustadas para cada experimento (n=3 para cada
concentracdo). Linhas tracejadas: Intervalos SD para cada instante de tempo.

Experimentos com SITS mostraram efeitos similares no parametro ER, no que
se refere a reducdo do parametro, diferindo quanto ao tempo de resposta e a
duracéo do efeito (figura 28).

Apébs ~15 min, os bursts foram suprimidos por uma concentracdo de 1 mM de

SITS. O blogueio, embora parcial teve um efeito irreversivel.

SITS

d (mm)

i
0- OO}CBBWDWOH foo OO0 0_ OODDODDW__—__-;;OD
0 20 40 60 80 100 120 140
t (min)

Figura 28 ER normalizada, medida para cada evento (circulos), antes, durante e depois da aplicacéo
de SITS (conforme barra superior). Linhas continuas: média de todas as curvas ajustadas para cada
experimento (n=3). Linhas tracejadas: intervalo SD para cada instante de tempo.



5 DISCUSSAO

Os Brometos foram o primeiro tratamento eficaz para epilepsia. Introduzido
em 1853 por Sir Charles Locock, os brometos mantiveram-se Uteis como opgao
terapéutica por aproximadamente 60 anos. Com o advento de tratamentos menos
toxicos e mais eficazes, o uso de brometos tornou-se menos usual.(82) Porém, os
brometos permanecem como uma ferramenta valiosa no tratamento de epilepsias
refratarias para as recentes drogas antiepilépticas, como refrataria a crises tonico-
clonicas e epilepsias mioclonicas severas em criangas.(41, 83, 84) No entanto, a
atividade farmacoldgica dos brometos permanecem sem uma completa elucidacgéo.

O Brometo também é eficaz bloqueando a atividade epileptiforme n&o-
sindptica. A atividade epileptiforme n&o-sinaptica é particularmente pronunciada no
giro dentado. Os experimentos atuais foram projetados para identificar os
mecanismos de acdo NaBr em atividade epileptiformes ndo- sinapticas induzidas no
giro dentado.

A hipbétese mais aceitavel para explicar o mecanismo do brometo para o
bloqueio da atividade epiléptica é o aumento da hiperpolarizagdo neuronal,
mediadas por inibidores poés-sinapticos.(45) O efeito antiepiléptico do brometo
acredita ser devido a potencializacdo dos potenciais pOs-sinapticos inibitérios por
GABA, desde que ions Br™ atravesse as membranas celulares mais rapidamente que
ClI', realcando as correntes ativadas por GABA e levando a grande hiperpolarizacéo.
Mas nao s6 os canais de cloreto ativados por GABA séo mais permeaveis para o
brometo, os canais de cloreto dependente de voltagem sdo também mais
permedaveis (I'> Br > CI' > F;1.98:1.46:1:0.44).(41, 42) Esse fato justifica porque o
brometo tem também efeitos sobre as atividades epileptiformes nao-sinapticas.

Em nosso estudo, obtivemos o bloqueio da atividade epileptiforme pelo NaBr
em concentracfes superiores a 5 mM. O gréafico da relacdo concentracdo-resposta
(concentracdo do farmaco x tempo de supresséo da atividade epileptiforme) mostra
que com 7 mM houve o bloqueio da atividade epileptiforme em 70% dos registros; 9
mM é a concentracao suficiente para a completa supressdo da AE’s e com 11 mM
observamos que houve saturacdo da resposta. Portanto, o efeito do brometo de
sbdio é concentracdo dependente. Meierkord e colaboradores (2000) observaram o
bloqueio consistente das AE’s, quando fatias de hipocampo banhadas com baixa

solucdo de Ca'™ foram perfundidas com NaBr na concentracdo de 11 mM
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Observaram que, em CAl o NaBr reduz a frequiéncia ou bloqueia as descargas. No
entanto, no giro dentado, observou-se que a frequéncia aumenta e sé depois de
aumentar o bloqueio ocorre. Em todos os experimentos realizados no presente
trabalho, este aumento na frequiéncia dos eventos que precederam o bloqueio foi
tipico efeito de NaBr. A quantificagdo dos parametros relacionados com eventos
epileptiformes ndo- sinapticos antes e depois do blogueio NaBr (Figura 21) mostra
gue a caracteristica basica dos eventos em termos de dinamica e amplitude de
tempo ndo sdo dramaticamente afetadas pela NaBr. Esta reversibilidade do efeito
NaBr indica que na faixa de 7-9 mM NaBr é facilmente revertido o efeito e nédo
afetam de forma permanente a atividade do tecido neuronal. Meierkord e
colaboradores (2000) utilizaram as mesmas concentracbes de NaBr e obtiveram
para a concentracdo de 5 mM uma reducdo de 25% na frequéncia dos eventos
epileptiformes. Em 7 mM houve uma reducédo de 50% e blogqueio em uma fatia, ja
em 9 mM aconteceu uma reducdo de 80% e NaBr 11 mM bloqueou completamente
as atividades epileptiformes em todas as fatias. As diferencas deste trabalho, com o
nosso estudo incluem: 1. estes autores ndo zeraram o calcio do ACSF, mas
utilizaram menor concentracdo deste ion para inducao da atividade epileptiforme; 2.
o estudo foi realizado na area de CA1 do hipocampo e ndo no giro dentado. Talvez
estes fatores possam explicar as diferencas de resultados entre o presente trabalho
e o de Meierkord e colaboradores (2000).

A maioria dos trabalhos estudou o efeito do brometo em modelos sinapticos.
Meierkord e colaboradores (2000) utilizaram NBQX (bloqueador de receptor
glutamatérgico, AMPA) e APV (bloqueador de receptor NMDA) em culturas de
neurbnios para isolar potenciais pos-sinapticos inibitérios mediados por GABA.
Suzuki e colaboradores (1994) utilizaram GABA e sugeriram que o0 brometo
potencializa as correntes ativadas por GABA em uma concentracao terapéutica de
10 mM a 20 mM, causando uma grande hiperpolarizacdo induzida por este. No
estudo de Meierkord e colaboradores (2000) através de um protocolo de estimulagéo
pulso-pareado, usado para monitorar a eficacia da inibicio GABAérgica em
concentragbes de 5 mM de NaBr, foi verificado um aumento significativo na
amplitude inibitoria pos-sinaptica em culturas de neurdnios hipocampais. Em células
ganglionares o brometo de sédio causou hiperpolarizacdo quando foi feita uma
substituicdo equimolar de cloreto de sodio (112 mM) por NaBr em ACSF. Neste

estudo, também foram observados efeitos excitatorios sinapticos minimos. No
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entanto, no presente estudo, a auséncia de Ca’™ na solucdo de banho induz a
inativacdo dos receptores GABAérgicos. Outro mecanismo que foi proposto foi
inibicdo da enzima anidrase carbonica. (75)No entanto, os achados de Meierkord e
colaboradores (2000), mostram que o NaBr néo alterou a linha de base do pH e
aumentou a alcalose induzida por estimulo, o que seria melhor do que pré-
anticonvulsivante. Portanto, outro mecanismo deve ser responsavel pelo bloqueio.
Pode-se esperar que a potencializacdo observada da acao inibitéria dos receptores
GABAérgicos por brometo pode também ter lugar para os canais de cloreto néao
dependente de neurotransmissdo. Essa foi a logica que norteou o projeto dos
experimentos realizados no presente trabalho. Suzuki e colaboradores (1994)
estimaram que a taxa de permeabilidade relativa de canais GABAA para Br com
relacdo a CI" € 1.51. Segundo os autores, esta maior permeabilidade relativa seria
responsavel pelo aumento observado no GABA, através das correntes ativadas por
GABA elucidadas pela aplicacdo de brometo. Estimou-se que a concentracdo
terapéutica do Br (20 mM) corresponde a um aumento 1,30 vezes das correntes
externas (Holding Potential 0 mV), o suficiente para hiperpolarizar o potencial de
membrana.

No entanto, dadas as circunstancias da inducao atividade epileptiforme néo-
sinaptica, o efeito unicamente na permeabilidade parece ndo ser suficiente para o
bloqueio. Isto pode ser deduzido pelo modelo matemético de Almeida e
colaboradores (2008). De acordo com o modelo e as simulacbes, o efeito
fundamental de aumentar a concentracdo de K* extracelular para induzir a atividade
epileptiforme n&o-sinaptica, € concomitante a reducéo do potencial de Nernst CI.
Esta reducéo é promovida pela funcéo de interacdo dos cotransportadores NKCC e
KCC. O primeiro é responsavel pelo influxo de CI', e o ultimo pela sua extrusdo. Na
situacdo da inducdo da atividade epileptiforme n&o-sinaptica, as simulacdes
mostram que o fluxo de CI, por NKCC em relagdo ao seu efluxo por KCC, é mais
eficaz e o efeito liqguido € um acumulo de CI" no espaco intracelular. Esse acumulo é
responsavel pelo potencial de Nernst CI" superar o potencial de membrana. O efluxo
de CI' € capaz de induzir a despolarizacdo neuronal progressiva, constituindo a
caracteristica basica do estado interictal. Com base nesta dindmica, podemos inferir
gue o efeito do Br' ndo é apenas no potencial de membrana, por meio de sua maior
permeabilidade em relacdo ao Cl induzindo hiperpolarizacdo, seria também estender

0 estado interictal. No entanto, isso ndo esta de acordo com nossas descobertas no



74

campo do giro dentado, onde a marca registrada do efeito NaBr foi 0 aumento da
frequéncia seguido pelo blogueio.

Podemos enfatizar que a hiperpolarizacdo pelo Br s6 seria responsavel pelo
prolongamento do estado interictal, testamos o efeito do incremento da
concentracéo extracelular CI" em 15 mM (Figura 22A). No experimento de 11 mM,
substituicdo CI" por Br’, considerando presumidamente a permeabilidade do canal de
cloreto aumenta de 1,51, o incremento correspondente CI° seria de 55 mM.
Portanto, efeito esperado seria menor ao observado com 15 mM de CI". Com adi¢éo
de 15 mM de NaCl, um prolongamento transitério do estado interictal foi de fato
observado. Além disso, no final da perfusao, a atividade epileptiforme ndo-sinaptica
mostrou uma tendéncia a voltar para a duracdo do estado interictal anterior a
perfusdo. O que pode ser inferido a partir desta constatacdo é que o cloreto tem
permeabilidade através da membrana, por meio de canais, cotransportadores e
outros processos, isto promove um equilibrio i6bnico entre os espacos intra e
extracelulares e reduz o gradiente de cloreto e também o seu efeito. Para sustentar
o efeito de bloqueio, Br ndo deve acumular-se no espaco intracelular. Portanto,
pode-se supor que Br' pode nao substituir CI" no cotransportador NKCC e, por outro
lado, pode substituir pouco o CI" no cotransportador KCC. Na verdade, estes dados
estdo de acordo com relatos que mostram Br™ substitui pouquissimo o CI' no NKCC e
parcialmente no KCC.(54, 56, 66)

Entretanto, os experimentos com NaCl e NaBr, quando comparados,
mostram, no primeiro caso, que a atuacao do CI é, inicialmente, um bloqueio, mas
que é seguido de um retorno das atividades epileptiformes, mesmo que se
mantendo a perfusdo com o sal, 0 mesmo ja ndo acontece com o NaBr. As
perfusdes com este sal mostram que o bloqueio se da de forma permanente, uma
vez mantida a perfusdo. Se compararmos os dois sais, a diferenca entre eles esta
justamente na substituicio do cloreto pelo brometo. O primeiro, sabidamente,
transportavel pelos cotransportadores, deve resultar em um reequilibrio, permitindo
influxo CI' e reducdo de seu potencial de Nernst. Isso conduziu a uma
despolarizacdo com retorno das atividades. Ja a perfusdéo com o NaBr,
considerando-se que o brometo ndo tem afinidade com a enzima cotransportadora,
nao apresentard influxo desse ion e o potencial de Nernst mais negativo
provavelmente ser4d mantido. Nesta condicdo, o blogueio das atividades

epileptiformes também ficara mantido. Portanto, a comparacdo destes dois
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experimentos, que devera ser melhor ilustrada com simula¢cdes computacionais,
aponta, como papel importante para 0 mecanismo bloqueador do brometo, a baixa
afinidade desse ion nos sitios de ligacao de cloreto nas enzimas cotransportadoras,
com destaque para os do tipo NKCC1.

Trabalhando com a hip6tese de que deve haver um efeito mais complexo do
Br sobre os canais de cloreto, especificamente a competicdo entre Cl" e Br,
testamos o efeito de um bloqueio parcial dos canais com bloqueadores de canais de
cloreto (SITS e DIDS) durante a atividade epileptiforme néo- sinaptica (Figuras 23 e
24). Estes bloqueadores foram usados em uma concentracdo de 50% do bloqueio.
O aumento da freqiéncia observada esta de acordo com o0 aumento da mesma
frequéncia anterior ao bloqueio epileptiforme nao-sindptico com NaBr. Esta
observacdo sugere que o aumento da frequéncia pode ser devido ao efeito
competitivo do Br sobre os canais de cloreto, reduzindo a permeabilidade CI. Os
resultados deste estudo permitem inferir que o efeito antiepiléptico do Br™ sobre as
AE’s nao-sinpticas pode ocorrer através das propriedades Unicas deste anion: i)
substitui muito pouco CI" nos cotransportadores NKCC; ii) substitui parcialmente CI
nos cotransportadores KCC; seguido de uma: iii) maior permeabilidade nos canais
de cloreto do que CI; iv) competicdo com CI” nos canais de cloreto, reduzindo a sua
permeabilidade. A interacdo do Br' com os cotransportadores evita sua acumulagao
no espaco intracelular, sustentando seu gradiente transmembréanico, favoravel a
acado de hiperpolarizacdo no potencial de membrana. O canal de cloreto € mais
permeavel aos ions Br’, isso aumenta a sua acdo. Essa acédo é ainda potencializada
guando ha competicdo do Br com CI", o Br reduz a permeabilidade do canal para
este ion. Quando ocorre a acumulacdo intracelular de CI, esse é o principal
responsavel pelo aumento da excitabilidade nesta situacdo, tipica de varias
condi¢cbes que sustentam as crises, o efeito depressor do ClI” é extremamente eficaz.

Se 0 brometo também pudesse substituir o cloreto sobre o CCCs, nenhuma
objecdo poderia ser considerada no pressuposto que brometo pudesse também
acumular intracelularmente. Uma vez que issO ndo acontece, 0 mecanismo
antiepiléptico do brometo ndo é o unico porque o brometo refor¢ca o potencial Nernst
do cloreto levando hiperpolarizacdo, mas também n&o poderia pois nédo tem
afinidade com a enzima NKCC.

Ja os experimentos com o0s bloqueadores de gaps (N-octanol), o que

pretendemos mostrar foi a origem da alta freqiéncia que surge no momento da
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aplicacdo do NaBr. Nossas suspeitas recaem sobre as gaps, que devem ter suas
condutancias moduladas pelo pH intracelular. O bloqueio das gaps tem nos
mostrado, além da reducdo do evento, que também ja foi observado pela Janet
Stringer e colaboradores (1996), também uma reducédo da alta freqiéncia. Na nossa
teoria, 0 bloqueio das gaps, devera reduzir a alteracdo que o pH tem sobre a
abertura das gaps. Achados da literatura mostram uma grande confluéncia de gaps

do tipo axo-axodnicas.



6 CONCLUSOES

1- O efeito do brometo de sodio € concentracédo- dependente, obtendo-se o bloqueio
das AE’s pelo NaBr em concentragdes superiores a 5 mM.
2- Ha possivel envolvimento dos canais de cloreto dependente de voltagem;
3- O NaBr tem pouca afinidade pelos cotransportadores NKCC1 e substitui
parcialmente CI nos cotransportadores KCC2.
4- O efeito de Br- ndo é apenas no potencial de membrana, por meio de sua maior
permeabilidade em relagdo ao CI induzindo hiperpolarizacdo, mas apresenta
também uma maior permeabilidade aos canais de cloreto dependente de voltagem.
5- O aumento da frequéncia das descargas pode ser devido ao efeito competitivo do
Br sobre os canais de cloreto, reduzindo a permeabilidade CI".
6- A origem da alta freqiiéncia nos registros com o brometo esté relacionada com as
gaps.
7- O registro do sinal éptico intrinseco permitiu visualizar a inibicdo da atividade
epileptiforme envolvendo as regides do giro dentado, apés a perfusdo com NaBr.
Em sintese, estas observacdes permitem considerar que o mecanismo de

efeito antiepiléptico do brometo poderia ser dividido em trés acdes principais:
a) a compensacao da acumulacéo de cloreto por meio de seu efeito hiperpolarizante
através dos canais de cloreto;
b) o seu efeito antagonizado sobre o cloreto através dos canais, devido a uma
suposta competicdo com o cloreto;
c) a baixa afinidade da enzima NKCC para o brometo;
d) a competicdo com CI" nos canais de cloreto, reduzindo a sua permeabilidade.

Confirmando-se estes resultados, uma combinacao terapéutica podera ser
realizada utilizando a bumetanida e brometo visando a reducéo da incidéncia de
crise. Simulacdes de Almeida e colaboradores (2011) apontam para a combinacao
terapéutica com a: administracdo da bumetanida (reduziria a concentragdo de
cloreto intracelular) e brometo (reforcaria a negatividade Egasa), Onde os efeitos
sistémicos da bumetanida e brometo sao descritos. Embora agindo de acordo com
diferentes mecanismos, ambos os efeitos reduzem a excitabilidade neuronal. Uma
vez que os efeitos sdo complementares, as doses utilizadas de bumetanida e
brometo podem ser reduzidos, e consequentemente, seus efeitos colaterais

também.
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6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Para um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na supressao
das atividades epileptiformes pelo NaBr, pretendemos seguir nesta linha de
pesquisa de investigacao desenvolvendo os seguintes estudos:
1° Avaliar por técnica de patch-clamp, os canais de cloreto envolvidos no mecanismo
de acéo do Br’;
2° Avaliar o efeito do brometo em fatias de hipocampo de ratos submetidos ao
tratamento com pilocarpina e em tecido hipocampal obtido de pacientes com
epilepsia refrataria ao tratamento medicamentoso;
3° Simulacdes computacionais auxiliardo investigar melhor os mecanismos celulares
envolvidos (influéncia de: correntes de membrana idnica, bomba de Na* / K'-
ATPase, cotransportadores e trocadores.envolvidos) no presente estudo e que
também influenciam na epilepsia.
4° Além disso, temos interesse de ampliar estes estudos: tratando animais
submetidos ao status por pilocarpina com brometo de sodio e bumetanida;
5° ApGs os testes experimentais pretendemos aplicar na clinica o uso de brometos

associado a bumetanida.
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Summary

The mechanisms responsible for the anticonvulsant effect of bromide remain unclear.
The most acceptable hypothesis is the potentiation of the GABAergic inhibition. This
potentiation is dependent on the release of neurotransmitters. However, bromide
effectively blocks the nonsynaptic epileptiform activities, where the
neurotransmission is absent. In the present study, we investigated the mechanism
responsible for NaBr effect on nonsynaptic epileptiform activity. These studies were
conducted on hippocampal slices submitted to nonsynaptic epileptiform activity
induction by perfusion with zero-added Ca*" artificial cerebrospinal fluid (zero- Ca™
ACSF). Effects of NaBr, NaCl and chloride channels blockers were registered and
analyzed. Bromide application suppressed epileptiform activity. The minimum
bromide concentration necessary to full blockage was 9 mM, according to dose-
response curve. The hallmark of the blockage is the increase of frequency with a
concomitant amplitude reduction. The size of the granular layer involved in the
activity decreases progressively with increasing frequency, according to the images
of the processed intrinsic optical signal. NaCl increment resulted transient blockage
of the activity. Chloride channel blocker resulted in increased frequency with
reduction of the size of the granular layer depolarized. The findings allow to infer that
the antiepileptic effect of Br' on the nonsynaptic epileptiform activity may occur
through the unique properties of this anion: i) poorly replaces CI' on NKCC
cotransporters; ii) replaces CI" on KCC cotransporters; iii) more permeable then CI
on the chloride channels; iv) compete with CI" on the chloride channels, reducing CI
permeability.
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Introduction

Bromides were the first effective treatment for epilepsy. Introduced in 1853 by
Sir Charles Locock, bromides remained useful as therapeutic option for nearly 60
years. With the advent of less toxic and more effective treatments, the use of
bromides became less usual (Joynt, 1974). However, bromides are still valuable
tools in the treatment of epilepsies refractory to current antiepileptic drugs, such as
medically refractory tonic-clonic seizures and severe pediatric myoclonic epilepsies
(Korinthenberg et al., 2007; Ernst et al., 1988; Steinhoff et al., 1992). Despite its long
history and usefulness, the biophysical mechanisms of bromides action remain
without a complete elucidation.

The antiepileptic effect of bromide is believed to be due to: i) bromide
inhibitory interaction with the enzyme carboanhydrase, resulting in extracellular
acidosis and consequent inhibition of epileptiform activity; ii) bromide potentiation of
inhibitory postsynaptic potentials by GABA, since Br™ ions cross cellular membranes
more quickly than CI, enhancing GABA-activated currents and leading to large
hyperpolarization (Woodbury and Pippenger, 1982; Takeuchi and Takeuchi, 1967;
Suzuki et al., 1994; Meierkord et al. 2000).

The bromide enzyme carboanhydrase inhibition was refused (Meierkord et al.
2000). The experimental findings with hippocampus slices showed that bromide had
no effect on the extracellular pH at resting conditions. The pH responses to electrical
stimulation were different when NaBr or acetazolamide is present in the perfusate.
The acetazolamide is a blocker of the enzyme carboanhydrase and the NaBr effect
showed no similarities with the blocker effect. Unlike, the bromide effect increased
the salkalotic shift, indicating pro-instead of anticonvulsant effect. Therefore, the
bromide anticonvulsant properties may not be attributed to interactions of the anion
with the enzyme carboanhydrase.

The second hypothesis had been supported by different experimental
approach (Suzuki et al., 1994 and Meierkord et al., 2000). Suzuki et al. (1994)
showed that bromide potentiates GABA-activated currents in cultured cerebral
neurons. Meierkord et al. (2000) confirmed these findings with different approach,
testing the effect of bromide on GABAergic inhibition in a paired-pulse protocol and
on inhibitory postsynaptic currents. The inhibitory GABAergic currents studied

depend on the neurotransmission release. However, neurotransmission is absent in
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epileptiform activities induced in zero-calcium solution. On the other hand, not only
GABA-activated chloride channels are more permeable to bromide, the voltage-
dependent chloride channels are also more permeable (' > Br > ClI' > F;
1.98:1.46:1:0.44) (Woodbury and Pippenger, 1982; Franciolini and Nonner, 1987).
Since this type of channels is not involved with neurotransmission, bromide effects
may be involved with the non-synaptic mechanisms of the epileptiform activity. In
fact, Meierkord et al. (2000) observed consistent blockage of NEAs, when
hippocampal slices bathed with low-Ca™ solution were perfused with NaBr at the
concentration of 11 mM. However, any inference can be made from their data in
terms of the mechanisms by which bromide blocks nonsynaptic epileptiform activity.
In the present study, we investigated the bromide effects on nonsynaptic
epileptiform activities induced in rat hippocampus slices. Our findings would allow to
infer that the antiepileptic effect of Br' on the nonsynaptic epileptiform activity may
occur through the unique properties of this anion: i) poorly replaces CI" on NKCC
cotransporters; ii) replaces ClI" on KCC cotransporters; iii) more permeable then CI
on the chloride channels; iv) compete with CI" on the chloride channels, reducing its

permeability.

Experimental Procedures

Hippocampal slices preparation and non-synaptic epileptiform activity
induction

The experimental protocols were approved by the Ethics Committee of the University
Federal of Sdo Jodo del-Rei. Hippocampal slices from male Wistar rats were
prepared (4-6 weeks old). After euthanization in a CO, chamber, the brains were
removed. Transverse slices (400 pum) through the hippocampus were cut with a
tissue chopper. The slices were stored in an oxygenated holding chamber for = 1 h
before recording. All recordings were acquired in an interface-chamber and
continuously perfused with artificial cerebrospinal fluid (ACSF) at 32°C under a
stream of humidified 95% 0O,/5% CO,. Composition of the ACSF was (in mM): NacCl
127, KCI 2, MgS0O4 1.5, KH2PO4 1.1, NaHCO3 26, CaCl2 2 and glucose 10. All
solutions were bubbled constantly with 95% O,/5% CO,. Slices were equilibrate for
1h in normal ACSF. Recording electrodes were made of microfilament capillary thin-

walled glass (0.9 mm ID, 1.2 mm OD) pulled on a micropipette puller (DMZ Universal



92

Puller — Zeitz-Instruments). Electrodes were filled with 2 M NaCl and had
impedances between 5 and 10 MQ and connected to a headstage (model Al 402 x
50, ultralow noise amplifier — Axon Instruments, USA). The headstage was
connected to a biological amplifier (model Cyberamp 380 — Axon Instruments, USA).
The amplified signal was then digitized (sampling frequency of 10 kHz) using a
system developed in MatLab platform. Recording electrodes were placed in the cell
body layer of the region of interest. Nonsynaptic epileptiform activity was induced in
the hippocampus by changing to ACSF containing 0-added calcium and high
potassium. The potassium was raised to 8 mM to induce epileptiform activity in the
dentate gyrus. The non-synaptic epileptiform activity can take more than an hour to
appear, but once it appears, the interval between field bursts and the burst duration
remain stable for many hours (Bikson et al., 1999; Pan & Stringer, 1996).

In our laboratory, the interface-chamber is a variant of those used in several
studies aimed at analysing with in vitro slices (Pan & Stringer, 1996). The chamber
consists of two coupled modules: the perfusion module and the heating module. The
slice perfusion module consists of two cylinders and an acrylic base, which attaches
superiorly to the heating module. The central cylinder is where a Millipore membrane
(0.4 Km Millicell culture plate inserts; Millepore, Bedford, MA, USA) is inserted. The
slices are deposited on the membrane. The region in between the membrane and the
acrylic base has approximately 0.34 ml, allowing the solution in contact with the
slices, through the membrane, to be constantly renewed. The acrylic base has small
holes through which carbogen, after crossing the water bath of the heating module,
can humidify and oxygenate the slices. A disc-shaped lid covers the perfusion
module ensuring homogeneity of the environment surrounding the slice. The lid has a
central hole that allows insertion of the recording electrode and the carbogen release.

Bromide solutions were prepared in four different concentrations (5, 7, 9 and
11 mM of NaBr) added to the zero-added Ca’™ ACSF by CI substitution. The
chloride channel blockes SITS solution (4-acetamido-4’-isothiocyanostilbene-2,2’-
disulfonic acid - Sigma Chemical, St Louis, MO) and DIDS (4,4'-
diisothiocyanatostilbene-2,2'-disulphonic acid - Sigma Chemical, St Louis, MO) were
prepared adding, respectively, 1 mM and 250 puM to the zero-added Ca’™ ACSF
composition.

Intrinsic optical signal recordings
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To monitor regions of the slices where the activities spontaneously emerge
and to guide the electrode positioning and also to evaluate the site size of the
granular layer that was depolarized, the slices were transilluminated from below
using a halogen lamp from the illuminating system of the upright binocular
microscope (model SMZ 1500 — Nikon, Japan). The slices were viewed from above
through a 3x or 4x objective, depending on the size of the region studied. The video
images were captured using a CCD camera (Cool SNAP-Pro cf 1.4 megapixel
cooled, USA). The images were processed on-line for composing the images of the
light transmittance changes (LTC). For this purpose the frames were digitalized by
means of a frame-grabber board (DC10 Plus, Pinnacle, USA), controlled by an
acquisition software developed in MatLab platform. All images were captured at a
rate of 30 frames per second. Optionally, the images can be processed offline. In this
case, all captured frames were stored on a DVD disc. The electrographic signal was
used to control the range of the frames to be captured.

To obtain the LTC images, the calculation was carried out similarly to the
method described by Andrew et al. (1996) and Holtkamp et al. (2003). Briefly, the
averages of the corresponding pixels of the first 50 frames, before the epileptiform
event, formed the control image (Tcont), which was subtracted, pixel by pixel, from
each subsequent experimental image (Texp). The resultant image of this subtraction
was divided, pixel by pixel, by the Tcont. Specifically

-T
LTC = (Texp cont) (1)

cont

Using a false color scale, the LTC images revealed areas of the slice where
the light transmittance changes with time. To condense on a single image the
spatiotemporal features (STF) of the paroxysmal activity, the contour of the layer
involved in the activity is resembled by a polygonal, drawn manually, by setting pixel
positions that are then linked forming the polygonal (Figure 1.A).

The STF images were built column by column. For each LTC image, the
average intensity of the pixels of a square region (21x21 pixels) centered in each
pixel of the polygonal was calculated. These values corresponds to the intensities of
each pixel of the column obtained rectifying the polygonal over a vertical line. The
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STF image is composed disposing these columns, from left to right, following the
temporal sequence (Figure 1.B and 1.C).

Quantitative analysis — extracellular potential

The parameters extracted from the extracellular potential were: DC shift (DC); event
duration (ED); maximum amplitude of population PS (PS); interval between events
(IE). The Digital Fourier Transform was used to quantify the DC-shift. Once in the
frequency domain, the signal corresponding to the event to be analyzed was
recalculated considering only the components inferior to 10 Hz. This process allows
reconstructing the event without population spikes. From this signal, the DC could be
determined avoiding subjective criteria for determining the parameter. On the other
side, with the signal reconstruction considering only the components superior to 10
Hz, the maximum PS was also measured. The instant of time where the negative
deflection reaches 20% of the DC was considered the initial time and the instant of
time where the negative deflection returns to 20% of the DC was considered the final
time. ED was calculated by subtracting the final time from the initial time of an event.
IE was calculated subtracting the initial time of an event and the final time from the
preceding event. In Figure 2 is depicted a schematic representation of the
parameters quantified for analysis of the bursts characteristics changes. These

parameters were based on the study conducted by Roper et al. (1993).

Statistical Analysis

The Kolmogorov-Smirnov test was used to test whether the distribution of
sampling errors have normal distribution. When this was observed the t test was
used, otherwise a nonparametric test, Mann-Whitney test, was performed to compare

each pair of treatment. The level of significance throughout the study was P <0.05.

Results

Effect of sodium bromide on nonsynaptic epileptiform activity
Electrographically, the non-synaptic epileptiform activity, recorded in the

extracellular space of the granular layer of the dentate gyrus, is characterized by

ictogenic period with intense population spikes bursts with amplitudes around 10 mV,

duration between 30 — 60s and inter-event interval around 50s (Fig. 3). These bursts
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are always accompanied by a negative DC-shift (5-10 mV). Concurrently to the
electrographic manifestations, the optical images show that the site of the
epileptiform activities are restricted to the DG area and, the granular layer involved in
the activity never cover the entire layer.

Bath application of NaBr is rapidly equilibrated in the tissue as can be
monitored by the baseline shift promoted by the change of the junction potential of
the micropipette electrode when CI" is changed by Br". In our perfusion system, the
complete exchange of the perfusate demands approximately 2.5 min.

Typical features of field potentials and 10S image before, during and after
NaBr application are shown in figure 3, for different NaBr concentrations (5, 7, 9 and
11 mM, n=6 for each concentration).

When bromide was applied, field potentials morphology changed showing an
increase in the events frequency, and a decrease of their duration, with posterior
disappearance of the amplitudes. At all concentrations tested and also in all
corresponding trials the increasing frequency was typical. However, the blockage
was effective only with 9 and 11 mM. At 5 mM, no blockage was observed. At 7 mM,
the blockage was observed in 4 trials.

The STF image (figure 3B) corresponds to 9 mM of NaBr. The site size of the
depolarized granular layer decreases progressively following the extracellular
potential. The correspondent period of time to the simultaneous suppression of field
potentials and I0S was assumed as the blockage duration (BD). BD depends on
NaBr concentration, as shown in figure 3A, and was chosen as the parameter to
evaluate the bromide dose-response (figure 3C). A sigmoidal function was adjusted
(gradient method) as the representative function for the BD dose-response. The fitted
curve indicates that for a full NEA blockage it is necessary at least ~9 mM of NaBr.

The reversibility of the bromide effects were evaluated comparing the
parameters DC, IE, ED and PS before and after the NaBr application to each
concentration studied. Each parameter corresponds to the average of 6 events after
NaBr application normalized in respect to the average of 6 events before the NaBr
application. The parameters were calculated for each concentration tested (5, 7, 9
and 11 mM). The Control group refers to registers where no NaBr was applied. For
each parameter, the NaBr groups were compared with the Control. The DC
parameter showed no significant difference for all NaBr concentrations. PS and IE

showed significant difference only at 11 mM and DE at 7, 9 and 11 mM.
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Effect of sodium chloride increment on nonsynaptic epileptiform activity

To test the effect of the extracellular CI" increment on the nonsynaptic
epileptiform activity, 7 trials were performed. Incrementing the NaCl concentration
resulted after 10£5 min in the prolongation of the interictal state to 1.51+0.12
(normalized with the average of the IE of the 6 events preceding the NacCl
increment). At the end of the perfusion, the nonsynaptic epileptiform activity had
tendency to return to the interictal state duration previous to the perfusion, as can be
seen by the curve adjusted to the data (Figure 5B). No significant changes were
observed for the parameters DC, ED and PS.

Effect of chloride channels blockers on nonsynaptic epileptiform activity

Since it is very well established that chloride channels play an important role in
the effect bromide on synaptic epileptiform activity, it is useful to investigate how
blockers of this channels act on NEAs. CLC-2, one of the members of the chloride
channel family is significantly expressed in the brain and can be activated by
hyperpolarization and extracellular acidification (Jentsch et al.,, 2002). DIDS, a
chloride channel blocker, acts on CLC-2 and other types of chloride channels
(Jentsch et al., 2002) and was used to test its effect. DIDS experiments were
performed similar to those with NaBr. It took ~15 min for DIDS to have effect.
Extracellular potential also exhibit the frequency increase (14.64+4.35-fold), however,
without blockage. The effect of DIDS on the site size of the granular layer that was
depolarized was the reduction in 0.4+0.2-fold. These effects are not reversible since
the blockers bind irreversibly to channels (Jentsch et al, 2002). A typical effect of
DIDS is shown in figure 6.

Discussion

The mechanisms responsible for the NaBr anticonvulsant effects are still
unknown. NaBr is also effective to block of the nonsynaptic epileptiform activity. The
nonsynaptic epileptiform activity is particularly pronounced in dentate gyrus. The
current experiments were designed to identify the mechanisms of NaBr action on

nonsynaptic epileptiform activity induced in the dentate gyrus.



97

The duration of the blockage (BD) along 20 min of perfusion shows that NaBr
concentration-dependently blocked the discharges (Figure 3 b). The blockage is
effective in the 7 to 11 mM concentrations ranging. This dependence on the
concentration was also observed in nonsynaptic activity induced in hippocampus
CA1 region (Meierkord et al 2000). These authors also observed that in CA1l the
NaBr reduces the frequency or blocks the discharges. However, in dentate gyrus, we
observed that the frequency increases and only after this event the blockage takes
place (Figure 3 a). In all experiments conducted in the present work this increase in
the frequency of the events preceding the blockage was the hallmark of the NaBr
effect.

The quantification of the parameters related to nonsynaptic epileptiform events
before and after the NaBr blockage (Figure 4) shows that the basic characteristic of
the events, in terms of amplitude and time dynamics, are not dramatically affected by
the NaBr. This reversibility of the NaBr effect indicates that in the range of 7 to 9 mM
NaBr is easily washed and do not affect permanently the neuronal tissue activity.

Two mechanisms of action of bromide are being proposed: the inhibition of
carbonic anhydrase (Woodburry and Pippenger, 1982) and the potentiation of the
GABA-activated currents (Suzuki et al., 1994). The first hypothesis was not
supported by the experiments conducted by Meierkord et al. (2000), where the NaBr
did not changed the pH baseline and enhanced the alkalotic shift stimulus induced,
which would be rather pro- than anticonvulsant. Meierkord e al. (2000) also
addressed experiments to test the second hypothesis. The GABA-ergic potentiation
observed by Suzuki et al. (1994) was meansured by means of paired-pulse protocol
and patch-clamp recordings from cultured hippocampal neurons. However, in the
present study, the absence of Ca'" in the bath solution induced the GABA-ergic
receptors inactivation. Therefore, other mechanism must be responsible for the
blockage.

It can be expected that the observed potentiation of the bromide inhibitory
action of the GABA-ergic receptors can also take place for the not neurotransmission
dependent chloride channels. This principle guided the design of the experiments
performed in the present work.

Suzuki et al. (1994) estimated that the relative permeability ratio of GABAa
coopled channels to Br- with respect to Cl- is 1.51. According to the authors, this

higher relative permeability would be responsible for the increased in the GABAa
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activated outward currents elicited by the application of bromide. It was estimated
that the therapeutic concentration of Br' (20 mM) corresponds to a 1.30-fold
enhancement of the outward currents (holding potential 0 mV), enough to
hyperpolarize the membrane potential. However, under the circumstances of the
nonsynaptic epileptiform activity induction, the solely effect on the permeability
seems not to be enough for the blockage. This can be deduced from the
mathematical model of Almeida et. (2008). According to the model and simulations,
the crucial effect of raising extracellular K*, for inducing the nonsynaptic epileptiform
activity, is the concomitant reduction of the CI" Nernst potential. This reduction is
promoted by the interplay action of NKCC and KCC cotransporters. The former is
responsible for the CI influx, and the last one for its extrusion. In the situation of the
nonsynaptic epileptiform activity induction, the simulations show that the NKCC influx
of CI, relative to its KCC efflux, is more effective and the net effect is a intracellular
Claccumulation. This accumulation is responsible for the CI° Nernst potential
overcoming the membrane potential. The CI efflux is them able to induce the
progressive neuronal depolarization, constituting the basic characteristic of the
interictal state. Taking this dynamic in to account, we can infer that the solely effect of
Br' on the membrane potential, by means of its higher permeability in respect to CI’
inducing hyperpolarization, would be the prolongation of the interictal state. However,
this is not in agreement with our experimental findings on the DG field, where the
hallmark of the NaBr effect was the frequency increase followed by the blockage.

To confirm that the hyperpolarization reinforcement by Br- would only be
responsible for the prolongation of the interictal state, we tested the effect of the
increment of the extracellular CI" concentration in 15 mM (Figure 5). In the
experiment of 11 mM CI substitution by Br’, considering the presumed chloride
channel permeability increase of 1.51, the corresponding CI" increment would be of
5.5 mM. Therefore, smaller effect would be expect then the observed with 15 mM of
CI. With addition of 15 mM of NaCl, a transient prolongation of the interictal state
was in fact observed. Additionally, at the end of the perfusion, the nonsynaptic
epileptiform activity had tendency to return to the interictal state duration previous to
the perfusion. What can be inferred from this finding is that the chloride permeation
trough the membrane, by means of channels, cotransporters and other processes,
promotes an ionic equilibration between intra and extracellular space, reducing the

chloride gradient and also its effect. To sustain the blockage effect, Br' must not
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accumulate in the intracellular space. Therefore, it can be supposed that Br may not
replace CI" on NKCC cotransporter and, on the other hand, may replace on KCC
cotransporter. In fact, these are in according with reports showing Br  poorly
replacing CI" on NKCC and partially on KCC (Payne et al., 2007; Geck et al., 1980).
Working with the hypothesis that there must be a more complex Br- effect on
the chloride channels, specifically the CI" and Br' competition, we tested the effect of
a partial blockage of the channels with chloride channels blockers (SITS and DIDS)
during the nonsynaptic epileptiform activity (Figure 6). These blockers were used in a
half-maximal concentration for the blockage. The observed frequency increase is in
accordance with the same frequency increase preceding the nonsynaptic epileptiform
blockage with NaBr. This observation suggests that the frequency increase can be
due to Br- competitive effect on the chloride channels, reducing the CI" permeability.
Working with the hypothesis that there must be a more complex Br- effect on
the chloride channels, specifically the CI" and Br" competition, we tested the effect of
a partial blockage of the channels with chloride channels blocker (DIDS) during the
nonsynaptic epileptiform activity (Figure 6). These blockers were used in a half-
maximal concentration for the blockage. The observed frequency increase is in
accordance with the same frequency enhancing of frequency noted in the
nonsynaptic epileptiform blockage with NaBr. This observation suggests that the
frequency increase can be due to Br competitive effect on the chloride channels,

reducing the CI" permeability.

Conclusions

The results of this study allow to infer that the antiepileptic effect of Br™ on the
nonsynaptic epileptiform activity may occur through the unique properties of this
anion: i)poorly replaces CI" on NKCC cotransporters, ii) replaces CI" on KCC
cotransporters; iii)more permeable then CI" on the chloride channels; iv) compete
with CI" on the chloride channels, reducing its permeability. The Br interaction with
the cotransporters avoids its accumulation in the intracellular space, sustaining its
transmembrane gradient, favourable to the hyperpolarization action on the
membrane potential. The chloride channel more permeable to Br' enhances its
action. This action is even potentiated when the Br" competition with CI" reduces the

channel permeability to this ion. When the CI intracellular accumulation is the main
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responsible the increased excitability, situation typical of several conditions that
sustain seizures, the depression of the CI" effect is remarkably effective.
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Figure 1. Schematic representation of the procedure for composing the STF
images. (A) Hippocampus slice demarking the DG region. (B) The polygonal
representing the contour of the granular layer of each frame is formed by the pixels
representing the light transmittance changes. For each frame is represented the
corresponding rectified polygonal. (C) Disposing each rectified polygonal side by
side, from left to right, the STF images are composed. (below) Extracellular potential
registered simultaneously. The color scale indicates the percentage of the light
transmittance change. Extracted from Almeida et al. (2011).
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Figure 2. Schematic representation of the parameters quantified for analysis of the
bursts characteristics. tinitial = initial time (instant of time where the negative
deflection reaches 20% of the DC); tfinal = final time (instant of time where the
negative deflection returns to 20% of the DC); latency (LT), DC shift (DC); event
duration (ED); maximum amplitude of population PS (PS); event duration (ED);
interval between events (IE).
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[Br] (mM)

Figure 3. (A) Effects of NaBr on nonsynaptic epileptiform activity at different
concentrations. On top, the black region corresponds to the interval of NaBr
application. The corresponding blockage duration (BD) of each typical extracellular
potential are depicted. (B) Spatio temporal feature image (STF) of the epileptiform
activity and NaBr blockage. The false color scale indicates the percentage of the light
transmittance change. (C) Bromide dose-response. (SP = suprapyramidal, A = apex ,
IF = infrapyramidal)



105

H
1
1

Variagao (mV)
=
o

o
o

0.0-

Variacao (s)

Figure 4 — NaBr effect after the washout. The parameters DC, PS, DE and IE,
average of 6 events after NaBr application, were normalized in respect to the
average of 6 events before the NaBr application, at each concentration (5, 7, 9 and
11 mM). The Control group refers to registers where no NaBr was applied. Asteriscs
indicates significant difference between the NaBr group and Control. Mann-Whitney
test was performed to compare each pair. The level of significance was P <0.05.
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Figure 5 - Effect of NaCl on nonsynaptic epileptiform activity. (A) Typical extracellular
potential. During NaCl application, frequency decreases transiently. (B) During NaCl
application, the IE parameters (normalized in respect to the average of the 6 events
previous to the NaCl increment) were plotted in function of the instant of the event
occurrence. All curves (n=6) were plotted in the same graphics allowing to observe
the tendency.
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Figura 6. (A) Effect of chloride channels blocker on nonsynaptic epileptiform activity.
On top, the black region corresponds to the interval of DIDS application.
Simultaneously, (B) the spatio temporal feature image (STF) of the effect The false

color scale indicates the percentage of the light transmittance change. (SP =

suprapyramidal, A = apex , IF = infrapyramidal)
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ANEXO B - Combined Effect Of Bumetanide, Bromide And Gabaergic
Agonists - An Alternative Treatment For Intractable Seizures
Artigo aceito pela revista: Epilepsy & Behavior, 20: 148-150, 2011.
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Combined effect of bumetanide, bromide and GABAergic agonists - an

alternative treatment for intractable seizures

The epilepsies are one of the most common serious brain disorders that know
no geographic, social, or racial boundaries, occurring in men and women and
affecting people of all ages, though more frequently affecting young people in the first
two decades of life and people over the age of 60 (7, 8). Worldwide, there are at least
50 million people who have epilepsy and many of these cases a refractory to
treatment with the currently available therapies (7, 9, 10). The most common risk
factors for epilepsy are cerebrovascular diseases, brain tumours, alcohol, traumatic
head injuries, genetic inheritance, and malformations of cortical development (11,
12). In resource-poor countries, endemic infections, such as malaria and
neurocysticercosis seem to be major risk factors (13).

The paradoxical excitatory action of GABA observed in the immature brain
plays a role in neonatal development (14, 15), but also is responsible for their
increased seizure propensity and lowered seizure threshold (16). Differently from
mature neurons of adults, the immature neurons of neonates exhibit a much higher
[CI]; induced by the higher Na*K*2CI" co-transporter type 1 (NKCC1) expression and
lower K'CI" type 2 (KCC2) expression. Under this circumstance the activation of
GABA\ receptors is followed by an efflux of CI', induced by the positivity of Nernst
potential for CI" in respect to the membrane potential, which accounts for the
excitatory action of GABA.

Almost all neurological insult (hypoxia-ischemia, metabolic derangement,
hemorrhage, and infection) sustained during the neonatal period can trigger the
synchronous firing of hyperexcitable neurons that underlie epileptogenesis (17).
Investigations conducted in human epileptogenic tissue had shown that dysplastic
tissue may retain immature properties, exhibiting mechanisms of seizure generation
resembling that observed during development in the immature brain (18, 19).

To unravel the mechanisms involved in seizure-initiation, epileptogenesis,
spontaneous recurrent seizures and to search for a new treatment options, several
experimental models mimicking different aspects of the epileptic process have been
developed. Along of the seizures induction process, which leads to spontaneous
seizures, many studies conducted with experimental models, had identified the

activation of an inflammatory state (20). Concomitantly with the inflammation
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expression changes of NKCC1 and KCC2 co-transporters have been observed that
resemble the immature brain (21). An increasing number of investigations suggest an
important role for cation-chloride co-transporters in controlling neuronal functions
(12). Deregulation of their expression may contribute to the mechanisms of
hyperexcitability, which, in combination with neuronal coupling, may lead to
synchronization and, therefore, to seizures. The hyperexcitability is mainly attributed
to the chloride accumulation in the intracellular space (21) and the hypersynchronism
to the non-synaptic coupling promoted by the extracellular space volume decrease
(22, 23).

The neurophysical studies of the molecular mechanisms that underlie the
hyperexcitation and synchronization of neurons has a profitable role in the search for
targets for novel anti-convulsants strategies to control seizures that mainly affect
infants. The treatment of refractory seizures, normally associated to intracellular
chloride accumulation, involves complex interaction of the mechanisms responsible
for controlling the intracellular chloride level. Multiple combined drugs, each one
targeting different mechanisms, must be a promising powerful strategy to be
investigated. It can be conjectured a more efficient action coupled with less side
effects, since each compound would be used in low doses, presuming their
synergistic effect on the system.

The initial attention about cation-chloride co-transporters (CCCs) first focused
on their physiological roles in the recovery of cell volume after swelling or shrinkage
in hypotonic or hypertonic media (24). Later, was identified the CCCs importance on
regulation of intracellular CI" in the central nervous system (CNS) (25). In mature
brain, the normal level of intracellular chloride must be low enough to establish
inhibitory GABAergic neurotransmission. This condition is due to minimal NKCCL1
expression but robust KCC2 expression.

The chloride accumulation, typical in immature brain, as well as in some adult
epilepsy syndromes, is promoted by the equilibrium established by the resulting
changes in the expression of NKCC1 and KCC2. The findings about the mechanisms
involved show that the co-transporters activities, driven by gradients established by
the Na/K pumps function (26), have the net effect of controlling the intracellular
chloride level. Studies conducted by our research group, based on computational
simulation, have also shown the importance of the interplay between these

mechanisms to determine the excitability level (22). The KCC co-transporter is
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responsible for the CI” extrusion, counteracted by CI" influx, promoted by NKCC co-
transporters. The simulations reproduce the CI" accumulation corresponding to an
extracellular K* increase, typical in situations of intense neuronal firing.

Animals with epilepsy induced by pilocarpine exhibit gaba reverse potential,
Ecasa, positively shifted in granule cells (21, 27). This shift in Egaga alters synaptic
integration, increasing granule cells excitability and results in compromised “gate”
function of the dentate gyrus.

Investigations have been carried out on the use of co-transporters inhibitors,
such as furosemide and bumetanide, as antiepileptic agents (27, 28) . The studies,
conducted in hippocampal slices, suggest the blockage of the NKCC as critical to the
anti-epileptic effects of chloride-transport antagonism (29). This fact was also
confirmed by computational simulation (22). According to these simulations, the CI”
accumulation in the intracellular space during the ictal state was mediated by the
NKCC co-transporter, which happened with almost the same flux along of the ictal
state. The CI" efflux was dominated by the KCC co-transporter and during the ictal
state it was always smaller than the CI" NKCC influx. Only at the transition between
the ictal/interictal states, the KCC efflux overcame the NKCC influx and was
responsible for the intracellular CI" concentration decrease. These findings show
NKCC as an important target for antiepileptic drugs and bumetanide has been
highlighted for its adequacy. Bumetanide has an approximately 500-fold greater
affinity for NKCC1 (K; of ~0.1uM) than for KCC2 (K; of ~25-50 uM), differently
furosemide inhibits NKCC1 and KCC2 with equal potency (K; of ~25-50 upM).
Therefore, at low doses (2-10 pM) bumetanide is relatively specific inhibitor of
NKCC1 (30).

Bromides were the first effective treatment for epilepsy. Introduced in 1853 by
Sir Charles Locock, bromides remained useful as therapeutic option for nearly 60
years. With the advent of less toxic and more effective treatments, the use of
bromides became less usual (31). However, bromides are still a valuable tool in the
treatment of refractory epilepsies to current antiepileptic drugs, such as medically
refractory tonic-clonic seizures and severe pediatric myoclonic epilepsies (32-34), the
pharmacological activity of bromides remains without a complete elucidation.

The most acceptable hypothesis for explaining bromide mechanisms for
epileptic activity blockage is the increase of neuronal hyperpolarization, mediated by

inhibitory postsynaptic potentials (35). The antiepileptic effect of bromide is believed
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to be due to the potentiation of inhibitory postsynaptic potentials by GABA, since Br’
ions cross cellular membranes more quickly than CI, enhancing GABA-activated
currents and leading to large hyperpolarization (36). But not only GABA-activated
chloride channels are more permeable to bromide, the voltage-dependent are also
more permeable (I > Br > Cl > F; 1.98:1.46:1:0.44) (37). This fact justifies why
bromide also has effects on non-synaptic epileptiform activity (NEA). Meierkord et al.
(38) observed consistent blockage of NEAs, when hippocampal slices bathed with
low-Ca*™" solution were perfused with NaBr at the concentration of 11 mM. If bromide
would also substitute for chloride in the CCCs, no objection would be considered on
the assumption that bromide would also accumulate intracellularly. Since this is not
the case, the antiepileptic mechanism of bromide may not only be through bromide
reinforcement of the CI" hyperpolarizing Nernst potential, but may also be due to
bromide having low affinity with the NKCC enzyme in comparison with CI" (39, 40). In
synthesis, these considerations support the mechanism of bromide antiepileptic
effect may be divided in three main actions: i) compensation of CI" accumulation by
means of its hyperpolarizing effect through the chloride channels; ii) its antagonitic
effect on the chloride through the channels, due to its supposed competition with
chloride; iii) the low NKCC enzyme affinity to bromide .

We propose a combined therapeutic use of bumetanide and bromide aiming at
the seizure incidence reduction. The administration of bumetanide would reduce the
intracellular chloride concentration and bromide would reinforce the Egaga Negativity,
according to figure 1, where the systemic effects of bumetanide and bromide are
depicted. Although acting according to different mechanisms, both effects reduce the
neuronal excitability. Once the effects are complementary, the doses of bumetanide
and bromide to be used could be reduced and, consequently, their side effects as
well. In fact, in recent case report about the use of bumetanide for autism treatment,
the authors did not observed, at the dosage investigated, any side effect [31]. To
overcome the bromide severe side effects described in the clinic field [32], it is
indispensible to administer it with the care and follow-up testing with periodic
monitoring of serum bromide should be an inviolable rule. We also propose that effort
should be directed to find anions or anionic compounds able to replace bromide with
the aim to avoid its side effects. These proposals open up new perspectives on the
use of bromide, i.e., valuing its clinical efficacy associated with a reduction of its side

effects. Furthermore, we also hypothesize that clinical observation of seizure
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reduction would also be indicative of the Egasa negativity (figure 1). Under such
clinical conditions, after bumetanide and bromide effects had already established,
shifting GABA from excitation to inhibition, the administration of GABA agonists
should be considered in the treatment of uncontrollable seizures. With the action of
these agonists, it is assumed that the doses of bumetanide and bromide could be

reduced further.
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FIGURE 1 — Block diagram indicating the systemic action of the conjoint effect of
bumetanide, bromide and GABAa agonist. Bromide acts by blocking the NKCC
activity. This co-transporter is responsible for the CI influx, which induces the
accumulation of this ion in the intracellular space, inducing excitability increase. An
NKCC antagonist is, therefore, able to counteract the chloride accumulation
decreasing excitability. Bromide acts directly on Egaga improving its negativity and
also decreasing excitability. The conjoint effect of an NKCC antagonist and bromide
are therefore complementary. The clinical observation of seizure reduction could be
indicative of an induced Egasa negativity in respect to Vy, (intracellular potential),
when the use of GABA-ergic drugs can be useful. — NKCC = Na, K, 2CI co-
transporter; Ecasa = GABA reverse potential;
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