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Introducere

Epilepsia de lob temporal este o tulburare neurologica frecventd, caracterizata prin crize recurente, datorate unei
activitati neuronale sincronizate, excesive, adesea initiat in hipocamp. Peste 30% din pacienti sunt rezistenti la
tratamentul medicamentos, cu un impact major asupra vietii pacientului si apartinatorilor si o povara socio-
economica severa.

Mecanismele epileptogenezei nu sunt elucidate complet, iar cauzele farmacorezistentei sunt multiple si complexe,
partial datorate caracteristicelor farmacocinetice ale medicamentelor anticonvulsivante (ATC) disponibile.
Imbunititirea biodisponibilititii medicamentelor prin crearea complexelor de incluziune cu ajutorul beta-
ciclodextrinei ($-CD) este o metoda insuficient testatad in cazul ATC. Totodat3, efectele acestui oligosaharid asupra
celulelor neuronale nu au fost investigate.

Obiective

Scopul cercetdrii este intelegerea mai buna a mecanismelor care stau la baza initierii si propagarii crizelor intr-un
model de epilepsie in vitro 0Mg?* si a efectelor a patru blocanti ai canalelor de sodiu voltaj-dependente (VGSC)
solubilizati cu 3-CD asupra parametrilor activitatii epileptiforme (SLE).

Metodologie generala

Sectiunile de hipocamp cu grosime de 300 um au fost obtinute de la sobolani Wistar P7-13 de sex masculin. S-a
inregistrat potentialul de cAmp din regiunea CA3 a hipocampului folosind un microelectrod. Activitatea de baza a
fost inregistrata in lichid cefalorahidian artificial normal (nLCRA) iar activitatea epileptiforma a fost declansata
folosind LCRA fara magneziu si cu continut ridicat de potasiu (0Mg2*LCRA). S-a testat efectul individual al B-CD si
efectul carbamazepinei (CBZ, 100 uM), lacosamidei (LAC, 100, 50, 25 uM), rufinamidei (RUF, 100, 50 pM) si
fenitoinei (PHT, 100, 50, 25 pM) complexate cu 3-CD, dizolvate In 0MgZz*LCRA. Protocolul de inregistrare s-a
incheiat prin washout cu 0Mgz*LCRA si nLCRA (Figura 1.). Fazele SLE au fost delimitate pe Inregistrari pe baza
frecventei de descarcare neuronala.

RUF

i

300 sec preictal postictal

TmV

0.5mV ! ‘

10 sec

Figura 1. Inregistrare completd cu delimitarea fazelor SLE pe baza frecventei de descircare.

In Studiul 1 a fost investigat impactul B-CD, si a celor patru medicamente complexate cu B-CD asupra duratei si
caracteristicilor diferitelor faze ale SLE. Totodat3, in cazul PHT, LAC, RUF s-a efectuat o analiza comparativa intre
diferite concentratii, pentru a intelege efectul dependent de doza al acestora.

A fost masurata durata fazelor preictale, ictale, postictale, interictale si a fost calculata frecventa SLE. Rezultatele
au evidentiat ca 3-CD cauzeaza scurtarea fazelor preictale si ictale si creste frecventa SLE prin scurtarea fazelor
interictale. Toate medicamentele testate au scurtat durata fazei ictale, totodata au crescut frecventa SLE. LAC in
concentratie de 100 uM a suprimat complet activitatea ictald. In concentratiile mai mici pe 1angi scurtarea fazei
ictale si cresterea frecventei SLE, a influentat durata fazei pre- si postictale in mod dozaj-dependent. La aplicarea
de CBZ a crescut durata fazei preictale si a scazut durata fazei ictale si postictale, frecventa SLE a crescut.



in Studiul 2 am urmdrit variatiile frecventei de descircare neuronali la inceputul fazei ictale, prin care am studiat
modul in care oscilatiile rapide contribuie la dezvoltarea crizelor. S-a calculat frecventa de descarcare in cazul
primelor 10 (SF1) si urmatoarelor 10 intervale (SF2) dintre varfuri ictale.

In cadrul acestui studiu a fost masurati si densitatea spectrali a puterii (PSD) in perioada de tranzitie preictal-
ictala: ultimele 2 varfuri preictale, burst-ul debutului ictal si urmatoarele 2 varfuri ictale, pentru frecventele
subripple (1-100 Hz), ripple (100-200 Hz), fast ripple I. (200-300 Hz), fast ripple II. (300-400 Hz).

In SLE control nu s-a modificat frecventa de descircare intre cele doud segmente comparate. Dintre toate
substantele testate CBZ a fost singura care a cauzat scaderea frecventei in ambele faze si a cauzat reducerea ratei
de descarcare 1n a doua faza fata de prima. 3-CD nu a influentat rata de descarcare fata de control, dar a cauzat
incetinirea acesteia In a doua faza fata de prima.

Densitatea spectrald in banda subripple a crescut progresiv in perioada de tranzitie preictal-ictald. In cazul
celorlalte frecvente cresterea a fost prezenta doar in burst-ul ictal. Toate substantele testate au influentat PSD in
momente si la frecvente variabile. Efectele principale ale acestora au fost predominant de crestere a densitatii
spectrale. RUF in concentratia de 100 pM a fost singurul blocant VGSC care a cauzat doar scaderea densitatii
spectrale.

In Studiul 3 am urmarit interactiunile complexe intre ritmurile cerebrale oscilatorii. Cuplarea fazi-amplitudine
(PAC) este o forma de interactiune in care faza oscilatiilor de frecventa joasa moduleaza amplitudinea oscilatiilor
de frecventa inalta. PAC a fost calculata in ferestre de 5 secunde de la sfarsitul fazei preictale, la inceputul fazei
ictale si la sfarsitul fazei postictale pentru frecventa modulatoare de 1-12 Hz si frecventele modulate gamma (30-
100 Hz), ripple (100-200 Hz) si fast ripple (200-400 Hz).

Rezultatele au demonstrat ca puterea cuplarii este mai scazuta la inceputul fazei ictale fata de fazele pre- si
postictale in cazul celor trei frecvente studiate. Moleculele testate au avut sporadic efecte asupra PAC, CBZ a cauzat
cele mai multe modificari prin cresterea PAC 1n faza ictala si postictald pentru frecventele gamma si ripple.

Discutii, concluzii

Modelele in vitro ale epilepsiei ofera un mediu controlat pentru studierea ATC, permitand testarea rapida a
diferitelor concentratii de medicamente. Utilizarea (3-CD ca excipient a imbunatatit solubilitatea medicamentelor
anticonvulsivante, suprimand activitatea epileptiforma la concentratii mai mici decat cele utilizate cu alte metode
de solubilizare.

S-a dovedit ca B-CD nu este un excipient inert; aplicata individual, a demonstrat atat efecte anticonvulsivante, cat
si proconvulsivante moderate, reducand durata fazelor preictale siictale, dar crescand frecventa SLE. Mecanismele
exacte prin care 3-CD influenteaza excitabilitatea neuronalad nu sunt complet intelese.

Blocantii canalelor de sodiu (VGSC) testati - lacosamida, carbamazepina, rufinamida si fenitoina - au prezentat
efecte diferite si dozaj-dependente in suprimarea activitatii epileptiforme.

Analiza noastrad a evidentiat variatii ale puterii spectrale in faza de tranzitie preictal-ictala. Efectele blocantilor
VGSC asupra PSD au fost variabile si dependente de concentratie, reflectind mecanisme complexe de actiune.
Puterea PAC a variat in diferite faze ale SLE, cu scadere in faza ictala fata de faza preictala si recuperare partiala in
faza postictala.

Rezultatele noastre pot fi comparate doar partial cu cele din literatura de specialitate din cauza diferentelor intre
modelele experimentale in vitro si in vivo.

Studiul nostru aduce o contributie semnificativa la intelegerea efectelor 3-CD si a blocantilor VGSC asupra
activitatii neuronale epileptiforme intr-un model in vitro. Efectele 3-CD asupra activitatii neuronale nu au fost
studiate anterior, desi a fost folosita in studii clinice in combinatie cu diferite medicamente. Efectele blocantilor
VGSC asupra SLE nu au fost testate in combinatie cu 3-CD. Observatiile noastre referitoare la efectele dependente
de doza, variabilitatea in eficacitatea medicamentelor si analiza detaliata a parametrilor PSD si PAC ofera o
intelegere mai profunda a mecanismelor de actiune si a potentialului terapeutic al acestor substante.



