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Resumo: Tem sido proposto que a acidificacdo
dependente da atividade neuronal, a qual ocorre durante
o periodo ictal, age como um mecanismo intrinseco de
regulagdo para término de crises epileptiformes. O
objetivo do presente trabalho foi investigar, por meio de
simulagBes computacionais, quais mecanismos s&o
essenciais para descrever as alteragcBes do pH extra- e
intracelular e qual o efeito dessas alteracGes durante as
crises epileptiformes ndo-sinapticas (AENS). O modelo
matematico utilizado descreve a camada granular do
giro dentado do hipocampo de rato. Nesse modelo, a
movimentacdo idnica extracelular é representada por
uma equacgdo de eletrodifusdo. S&o descritos transportes
ibnicos transmembranicos (canais ibnicos, bomba de
Na/K, cotransportadores e trocadores i6ncos), alteracdes
dos volumes celulares e acoplamentos néo-sinapticos.
Para descrever o comportamento do pH, foram incluidos
os trocadores Na*/H"* (NHE) e HCOs/Cl- (HCE), a
bomba de H* e o0 efeito da enzima anidrase carb6nica.
As simulagbes sugerem que a acidificacdo intracelular
neuronal é causada pela atividade do NHE e que a
acidificacdo simultdnea extracelular é causada pelo
influxo de HCOs; por meio do trocador HCE. A
acidificacdo extracelular durante o evento reduz as
permeabilidades ibnicas da membrana neuronal
diminuindo a excitabilidade.

Plavras-Chave: epilepsia, pH, modelo matematico.
Abstract: It has been proposed that the acidification
caused by neuronal activity, which occurs during the
ictal period, acts as an intrinsic regulatory mechanism
for termination of epileptiform seizures. The objective of
this study was to investigate, by means of computational
simulations, mechanisms relataed to the regulation of
the intra- and extracellular pH and their effects during
non-synaptic epileptiform seizures. The mathematical
model describes the granular layer of the dentate gyrus
of rat hippocampus. The extracellular ion movement is
represented by an  electrodiffusion  equation.
Transmembrane ion transport (ion channels, Na / K
pump, cotransporters and exchangers), changes in cell
volume and non-synaptic couplings are described. To
describe the pH behavior, Na*/H* (NHE) and HCO3/CI
(HCE) exchangers, the pump of H* and the effect of the
carbonic anhydrase enzyme were included. Simulations
suggest that neuronal intracellular acidification is
caused by the NHE activity, and the simultaneous
extracellular acidification is caused by the influx of
HCOj through the HCE. The extracellular acidification
during the ictal period reduces the ionic permeability
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reducing excitability and facilitates the pump Na / K
effect of ending the discharge.
Keywords: epilepsy, pH, mathematical model.

Introducéo

Crises epilépticas neonatais sdo frequentemente néo
tratdveis com drogas anti-epilépticas, tais como
fenobarbital [1], as quais aumentam a acdo inibitdria
mediada por receptores GABAA em adultos [2].
Portanto, a procura por novas drogas anti-epilépticas e
outras estratégias terapéuticas é particularmente
importante para crises em neonatos. A manipulacdo do
pH pode ser um caminho Util para controlar atividades
epileptiformes em neonatos e cérebros jovens [3].

Embora os resultados da literatura apontem um
mecanismo de acdo do pH sobre as atividades
epileptiformes, 0s mecanismos que determinam o
comportamento do pH durante as atividades
epileptiformes ainda ndo estdo bem esclarecidos [3].
XIONG et al. [4,5] observaram que durante o periodo
ictal de atividades epileptiformes ndo-sinapticas
(AENS) ocorre uma reducdo progressiva do pH no
citoplasma neuronal e no meio extracelular.

O pH pode ser modulado diretamente pelo transporte
de H*, por exemplo, por meio do trocador H*/Na* ou
pela bomba de H*, ou indiretamente, por alteracfes da
concentracdo de HCOjs, causadas pela ativacdo de
trocadores como o trocador HCOs3/Cl- [7]. Como
durante as AENS ocorrem intensas movimentagdes
ibnicas que podem ativar esses transportadores de H* e
HCOs3, a atuacdo desses mecanismos pode explicar o
comportamento do pH durante as AENS.

Com o objetivo de elucidar quais transportadores
ibnicos de H* e HCO3 seriam suficientes para descrever
a acidificacdo intra- e extracelular observada durante as
atividades epileptiformes, o objetivo do presente
trabalho foi investigar, por meio de modelagem
matematica e simulacGes computacionais, as alterac6es
de pH e seus efeitos durante as AENS.

Materiais e Métodos

Modelo para AENS - No modelo para simular as
AENS [6], a camada granular do giro dentado do
hipocampo de rato é representada por uma rede de
unidades funcionais. Cada unidade funcional ¢
composta pelo corpo celular de um neurdnio e um
segmento glial, associados a um compartimento
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extracelular. Para simular a manobra experimental para
inducdo de AENS, a solucdo de banho do tecido foi
representada por duas camadas de compartimentos
formando a base e as faces laterais da camada de corpos
celulares. Esses compartimentos extracelulares tém suas
concentracdes ibnicas mantidas constantes
(INa*1°=130mM, [K*]°=4mM e [CI]°=130mM) e
representam a solucdo de perfusdo do tecido em
experimentos.
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Figura 1: Representacdo esquematica das interfaces
neurdnios/extracelular/células gliais. (A) imagem da camada
granular do GD; (B) os constituintes basicos; (C) unidade
funcional formada por glia, neurbnio e extracelular
circundante; (D) rede tridimensional [extraido de 6].

Na* K*, Ca?* e ClI sdo as espécies ibnicas
representadas. A movimentacdo de cada espécie idnica
no meio extracelular é descrita por uma equacdo de
eletrodifuséo [6].

A movimentacdo ibnica através da membrana
neuronal € descrita por canais ibnicos dependentes de
voltagem, bomba de Na/K e co-transporte K-Cl (KCC).
Também sdo consideradas as  gap-junctions
promovendo a interconexdo entre os citoplasmas de
células adjacentes. Para a membrana glial, foram
considerados canais i6nicos com permeabilidades
constantes, bomba de Na/K, o co-transporte Na-K-2Cl
(NKCC) e trocadores HCO3/Cl- e H*/Na*.A densidade
de corrente ibnica, através dos canais correspondentes, é
calculada pela equagdo de Goldman-Hodgkin-Katz
(GHK) para corrente. Nos casos da bomba de Na/K e
co-transportes KCC e NKCC, os fluxos idnicos foram
determinados considerando as reagdes dos ions com as
respectivas enzimas transportadoras [6].

Para calcular a densidade de corrente, através das
gap-junctions, a equacdo de Nernst-Planck [6] é
aplicada de forma discreta a cada uma das espécies
ibnicas. Para o efeito de campo elétrico entre neurdnios,
que € outro tipo de conexdo ndo-sinaptica, € assumido
que a corrente gerada por um neurdnio afeta outros
neurdnios, com efeito dependente da distanca.

Para o calculo do potencial transmembrana, admite-
se o equilibrio dindmico para o qual o somatério das
correntes transmembrénicas é nulo e deriva-se uma
equacdo equacdo de GHK de potencial modificada.

O modelo também considera a variagdo dos volumes
intra- e extracelulares. A equagdo para o célculo do
volume intracelular, neuronal ou glial, é derivada
admitindo o equilibrio osmético em cada instante de
tempo e que o volume total é constante.

Comportamento do pH - Para descrever as
variagdes de pH no modelo para AENS, os niveis de pH
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intra- e extracelulares foram determinados pelas
concentracdes de HCO5 e H* [7]. No meio extracelular,
a movimentacao desses ions foi descrita pela equacéo de
eletrodifusdo [6]. Considerando o meio extracelular uma
fonte infinita de CO; [7], a seguinte reacdo contribui
para equilibrar o nivel de pH nos meios intra- €
extracelular:

H*+HCO; +>H,0+CO,

)

A partir dessa reacdo, as taxas de variacdo das
concentracdes de H* e HCO3 foram dadas por:

(—a“;t]] =V ([H TIHCO.]" - KA [H,0]"[CO, ")
. @
(7‘9““;05]”) ~ Vi ([H T'THCO,I" - KA. [H,OT"CO.T")

e ®)

onde m representa 0 meio (extracelular ou intracelular),
vac € uma constante de proporcionalidade que traduz o
efeito da anidrase carbdnica aumentando a velocidade
da reacdo e Kdac™ € a constante de equilibrio da reacéo.
Para descrever as alteracfes de pH causadas pelas
atividades neuronal e glial, os seguintes transportadores
ibnicos foram repesentados: trocador id6nicos H*/Na*
(NHE), trocador HCO3/CI- (HCE) e bomba de H*.
Considerando as reacGes de Na* e H* com a enzima
trocadora em equilibrio em cada instante de tempo e que
o0 NHE pode inverter a direcdo do transporte idnico em
funcdo dos gradientes de Na* e H*, a seguinte equacédo
para o calculo do fluxo idnico promovido pelo NHE foi
derivada:
[HT[Na'P
Na'l 410 o,NHE
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onde Quna € uma constante e Kdion"NH& e Kdion®NHE sdo
as constantes de dissociacdo do fon (Na* ou H*) nas
faces intra e extracelular, respectivamente.

De forma analoga ao NHE, a seguinte equacédo foi
derivada para o fluxo iénico promovido pelo trocador
HCE:
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onde Qucoici € uma constante que permite ajustar a
intensidade do fluxo do trocador, Kdion""E e Kdign®"¢E
sdo as constantes de dissocia¢do do ion (HCO3; ou CI")
nas faces intra e extracelular, respectivamente.

A bomba de H* também foi calculada considerando
as reacOes de H* e ATP, com a enzima, em equilibrio em
cada instante de tempo:

B T 5 (712 T
([H™T + Kdy )[ATPT' + Kd jyrp )

Priina =

(6)
}
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onde Py é uma constante de proporcionalidade e Kdy' e
Kdare' sd0 as constantes de dissociagdo de H e ATP na
face intracelular.

As constantes das equagdes 2-6 foram ajustadas
simulando as alteracBes de pH nos meios intra- e
extracelular, durante as AENS, registradas por [4,5].

Recursos Computacionais — As equacbes foram
resolvidas numericamente pelo método das diferencas
finitas, considerando um erro maximo de 10%* A
linguagem computacional foi o FORTRAN 90. Para as
simulacBes, foi necessario paralelizar o codigo do
programa para executd-lo em um cluster com 04
estacGes de trabalho (Intel® Core™ 17 CPU, 2.95 Hz,
8GB RAM, 1TB HD).

Resultados

Nas simulagdes computacionais de AENS, o
aumento da [K*] nos compartimentos representativos da
solucdo de banho das fatias de hipocampo causa a
difusdo desse ion para a regido dos corpos celulares e,
consequentemente, o influxo de CI- em neurénios [6].
Portanto, ocorre a despolarizacdo das células e surgem
as descargas epileptiformes ndo-sinapticas (Figura 2).
Como em manobras experimentais com fatias de
hipocampo de rato, o potencial extracelular simulado
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apresenta uma variacdo lenta e negativa da linha de
base, somada a ocorréncia de population spikes (Figura
2A). Em relagdo as concentragdes ibnicas, ocorrem 0
acimulo de K* e reducdes da concentragdes de Cl e
Na*, no meio extracelular. Simultaneamente, observam-
se, em neurdnios, a reducdo da [K*] e o aumento das
[CIT e [Na*]. Em glias, a [Na*] sofre pequenas
flutuacdes e ocorre o0 acimulo de Cl- e K*,

O comportamento do pH para a mesma simulagdo
descrita acima esta apresentado na Figura 2B. Como
observado nas manobras experimentais de Xiong e

Stringer [4,5], durante o periodo ictal, ocorre
acidificagdo no citoplasma neuronal e no meio
extracelular. Simultaneamente, observa-se a

alcalinizaclo glial. Essas alteragcBes estdo associadas
com 0 aumento da [H*] no meio extracelular e em
neurdnios e com sua reducdo em glias (Figura 2C). Em
relacio ao HCOj, ocorreram 0 seu acUimulo em
neurdnios e glias e reducdo no meio extracelular (Figura
2D). Os niveis de H* e HCOj3 sdo restabelecidos durante
0 periodo interictal, retornando o valor do pH para os
valores de equilibrio, tanto em neurdnios e glias, quanto
no meio extracelular. Na parte inferior das Figura 2C e
D, séo apresentadas as taxas de variagdo  das
concentragdes de H* e HCO5™ provocadas por cada um
dos mecanismos descritos no modelo.
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Figura 2 — Simulagdo de AENS, reproduzindo o comportamento do pH. (A) Concentracdes idnicas e potenciais extra- e intracelular.

(B) pH nos meios extracelular e intracelular neuronal e glial. Abaixo, para comparacdo, pH neuronal e extracelular experimentais,
extraidos de [4,5]. (C) [H*] nos meios extra- e intracelulares e taxas de variagdo da [H*] causadas pelos diferentes mecanismos
considerados. (D) [HCOs] nos meios extra- e intracelulares e taxas de variagdo da [HCOz7]. Simbolos: AC — anidrase carbonica, elet
— eletrodifusdo, vol — variacdo de volume, NHE — trocador Na*/H*, bomb H — bomba de H*, HCE — trocador CI/HCOs".

Investigando o efeito da variagdo do pH sobre as
AENS, na Figura 3, foram feitas simulacfes em que a
permeabilidade de Na* através dos canais i6nicos reduz
em funcdo da reducdo do pH extracelular, conforme
obtido experimentalmente por [8]. Pode-se observar que
a reducdo que ocorre no pH extracelular diminui a
excitabilidade da rede neuronal, diminuindo a duracdo
dos eventos (Figura 3A). Adicionalmente, a dindmica de
alteracdo das permeabilidades idnicas em fungdo do pH
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levam ao surgimento de pds-eventos no fim do periodo
ictal. Esse tipo de pds evento surge normalmente
quando sdo aplicadas drogas, como ouabaina e
amilorida, que afetam mecanismos de transportes idnico
[9]. Assim, as simulacBes sugerem que essas drogas
podem gerar os pds-eventos, que prolongam o periodo
ictal, por meio de alteracGes do pH extracelular. Neste
caso, a reducdo da permeabilidade de sodio antecipa o
ponto critico de término do evento favorecendo o efeito
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hiperpolarizante da corrente eletrogénica da bomba.
Nesse momento, o pH tende a ser reestabelecido e
reinicia, momentaneamente, o evento (dados das
simulacfes correspondentes a essa descricdo ndo
apresentados). Como observado em  manobras
experimentais, ocorre o bloqueio das AENS quando o
pH é reduzido no meio extracelular (Figura 3B).

(A) canais ndo sensiveis ao pH

e e

10mV|
20s

canais sensiveis ao pH

R

(B) pH=7.2
) pH =6,9
100 s

Figura 3 — Modulagdo dos canais idnicos pelas variaces de
pH extracelular afetam as AENS. (A) Simulacbes de AENS
considerando canais de Na insensiveis (superior) e sensiveis
(inferior) a pH. Observa-se o surgimento de pds-eventos no
fim do periodo ictal quando os canais sdo sensiveis a pH. (B)
Efeito da reducéo do pH extracelular bloqueando as AENS.

Discussao

O objetivo do presente trabalho foi investigar, por
meio de simulagdes computacionais, quais mecanismos
podem explicar as alteragdes de pH durante as AENS.
Segundo [7], durante atividades epileptiformes, uma
explicacdo para a acidificacdo dos meios extra- e
intracelular é a producdo de é&cidos via atividade
metabolica. As simulagbes do presente trabalho
permitem propor uma hipétese alternativa: as alteracdes
de pH sdo causadas pelos trocadores ibnicos NHE e
HCE, ativados pelas alteragBes ibnicas resultantes da
ocorréncia dos potenciais de acdo durante o evento
epileptiformes. Segundo as simulag¢Ges, 0s potenciais de
acdo levam ao acimulo de Na* e CI" no meio
intracelular neuronal. O acimulo de Na* ativa 0 NHE
(Figura 2C), que causa o influxo de H*, acidificando o
citoplasma neuronal. O acimulo de CI ativa o0 HCE
(Figura 2D), causando o influxo de HCOg', que reduz a
acidificacdo intracelular neuronal. O acimulo de K*
extracelular, devido ao seu efluxo por canais idnicos,
causa o influxo de CI" em glias por meio do KCC.
Portanto, a concentragdo intracelular de Cl" aumenta e
ativa o HCE glial (Figura 2D), causando o influxo de
HCOj3 em glias, que resulta na acidificacdo extracelular.

SCHWITZER et al. [10] mostraram que a reducdo
do pH extracelular de 7,2 para 6,9 durante experimentos
com fatias de hipocampo causam a supressdo das
atividades epileptiformes ndo-sinapticas. No presente
trabalho, a reducdo do pH também causou a supressao
das AENS (Figura 6B). Segundo as simulacBes, o
principal efeito da reducdo do pH extracelular, que leva
ao blogueio das AENS, é a reducgdo da permeabilidade
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de Na* através de canais ibnicos dependentes de
voltagem. A reducdo da permeabilidade de Na* adianta
0 segundo ponto critico de crises de AENS, o qual é
caracterizado pelo instante em que o efluxo de Na* pela
bomba de Na/K supera o seu influxo por canais idnicos,
causando o término do periodo ictal [6].

Concluindo, o presente trabalho reforca a hipotese
de que o controle do pH pode reduzir a excitabilidade
neuronal e favorecer o controle de crises epileptiformes.
Além disso, sugere quais mecanismos idnicos sdo
essenciais para determinar os niveis de pH e, portanto,
podem ser alvo de drogas e ou manobras experimentais
para o controle das alteracdes de pH
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