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Resumo: O presente trabalho relata a influéncia dos
cotransportadores de cloreto, NKCC1 e KCC2, nos
processos epilépticos sustentados por mecanismos nao
sinapticos, em ratos submetidos a alcoolizagdo prolon-
gada. Ratos Wistar machos adultos administrados com
etanol, durante 3 meses, foram analisados a partir de
indugdo de atividades epileptiformes ndo sinapticas
(AENS), por meio do modelo de zero calcio e alto po-
tassio, além de avaliacdo histologica, utilizando fatias
de hipocampo. Os dados sugerem que o consumo de
etanol promove mudangas nos mecanismos ndo sinapti-
cos que modulam os eventos paroxisticos. O uso de
bumetanida (BUM), bloqueador especifico de NKCCl,
durante a indu¢do das AENS, suprimiu a potenciag@o
observada e provocou diminuicdo consistente em todos
os parametros analisados. Os achados indicam que o
cotransportador NKCC1 desempenha papel central na
modulacdo das AENS e seu bloqueio pode ser uma
estratégia promissora para reduzir os danos pela intoxi-
cagdo e abstinéncia alcoolicas.

Palavras-chave: Eletrofisiologia, alcoolismo,
NKCC1, Atividades ndo sinapticas, bumetanida

Abstract: This paper reports the influence of the chlo-
ride cotransporters, NKCC1 and KCC2, on epileptic
processes not supported by synaptic mechanisms, inves-
tigated in rats subjected to prolonged ethanol consump-
tion. Adult male Wistar rats administered with ethanol
for 3 months were analyzed during induction of nonsyn-
aptic epileptiform activity (NSEA) in hippocampal slices
by means of the zero-calcium and high potassium mod-
el. In addition, histological evaluation was performed.
The data suggest that alcohol consumption may induce
changes in non-synaptic mechanisms that modulate the
paroxysms. The use of bumetanide (BUM), specific
blocker of NKCC1, during the AENS induction, sup-
pressed the potentiation observed and caused consistent
reduction in all parameters analyzed. The findings sug-
gest that the NKCCL1 cotransporter plays a pivotal role
in modulating AENS and its blockade may be a promis-
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ing strategy to reduce damages promoted by alcohol
intoxication and abstinence.

Keywords: Electrophysiology, alcoholism, NKCCL1,
Nonsynaptic activities, bumetanide

Introducéo

A ingestdo cronica de alcool promove alteracdes fi-
sioldgicas e patoldgicas no cérebro [1,2]. Existem rela-
tos clinicos mostrando que alcoolistas, frequentemente,
possuem historico de convulsdes, tanto durante a intoxi-
cagdo, como nos periodos de abstinéncia do alcool [2].
Em modelos animais, foi relatado o impacto do consu-
mo de etanol, a longo prazo, sobre AENS [3]. As inves-
tigacdes sobre esses mecanismos tém ganhado atencdo
desde que foram observadas atividades sincronizadas
mesmo apés o bloqueio da agdo sinaptica em fatias
hipocampais [4]. Evidéncias apontam os mecanismos
ndo sinapticos, tais como os cotransportadores de ca-
tion-cloreto, como alvos para o controle das atividades
epileptiformes [5]. Mudangas na expressdao de cotrans-
portadores de cation-cloreto e de células gliais do hipo-
campo tém sido observadas pelo uso cronico de etanol,
acompanhadas de aumento hidrico celular, génese de
eventos paroxisticos, inchago cerebral ¢ neuroinflama-
¢do [3]. Processos de edema celular ¢ hipersincronismo
neuronal podem ser evitados pela administracdo de
diuréticos, o que sugere o envolvimento dos cotranspor-
tadores NKCC1 e KCC2 nas alterages da osmolaridade
do tecido nervoso provocadas pelo alcool [3,5]. Essas
informagdes em conjunto, sugerem uma forte ligagdo
entre alcoolismo e crises epilépticas mediadas por me-
canismos ndo sinapticos. Curiosamente, a potencializa-
cdo das AENS ocorreram para a doses mais baixas de
etanol e demonstrou-se que esse efeito foi devido a agdo
dos cotransportadores NKCCI.

Materiais e métodos
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O presente trabalho obedeceu as normas estabeleci-
das pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UFSJ, conforme protocolo 03/2011.

Alcoolizagdo dos animais - Ratos Wistar machos,
com seis semanas de idade, foram aleatoriamente divi-
didos em quatro grupos, contendo 14 animais cada:
controle, Etanol 1 (E1), Etanol 2 (E2) e Etanol 3 (E3). A
partir da sexta semana de vida, os grupos Etanol recebe-
ram uma dose diaria de 1,0g/kg, 2,0g/kg e 3,0g/kg,
respectivamente, de uma solugdo de 30% v/v de etanol,
por gavagem, durante trés meses. Para o grupo controle,
na mesma dosagem e periodo, foi administrada solucao
salina. Ao término do periodo de alcoolizacdo, os ani-
mais dos grupos Etanol foram levados para inducdo das
AENS, 2 horas apds a tltima dose de etanol ingerida.

Eletrofisiologia (n=5 por grupo) - Apos eutaniza-
¢do, os hipocampos foram isolados dos encéfalos. sob
gotejamento com solucdo de Ringer gelada, e secciona-
dos em fatias de 400 um de espessura. As secgdes per-
maneceram imersas em solugdo Ringer normal, em uma
camara de perfusdo, por, aproximadamente, 40 minutos,
a 31° C. Em seguida, as fatias foram transferidas para
uma camara de interface, para indugdo das AENS, por
meio de perfusdo com solugdao de Ringer com alta con-
centracdo de potassio e zero-calcio adicionado. O po-
tencial extracelular (PE) foi registrado a partir do posi-
cionamento de um eletrodo de registro na regido do GD
de cada fatia experimental. O eletrodo de registro foi
constituido de fio de prata cloretado, inserido em mi-
cropipeta de vidro preenchida com solug¢do de NaCl 2,0
M (impedéncia de 5 a 10 MQ). O eletrodo foi direta-
mente conectado a um pré-amplificador (modelo Al 402
x 50, ULTRALOW NOISE AMPLIFIER - AXON
INSTRUMENTS) interligado a um amplificador (mode-
lo CYBERAMP 380 — AXON INSTRUMENTS) para
uma amplificagdo final de 500 vezes. Por meio de uma
interface analdgico-digital, os sinais do PE, pré-filtrados
com filtro passa-baixa de 1 kHz, foram digitalizados a
uma frequéncia de amostragem de 3 kHz. A fim de
testar os efeitos do bloqueio do NKCCI, o diurético
bumetanida (12,5uM diluida em 500uL de DMSO ad-
quiridos a partir de Sigma, St. Louis, MO) foi adiciona-
do a solugdo de indugdo, ap6s 20 minutos do inicio dos
eventos das AENS.

Para analise quantitativa do PE das AENS foram
analisados parametros tais como: amplitude da compo-
nente DC (DC), amplitude dos population spikes (PS’s),
duragdo dos eventos (DE), intervalo entre eventos (IE) e
laténcia (LT). As quantifica¢cGes foram realizadas por
meio de um sistema computacional desenvolvido em
plataforma MATLAB, versao 7.1.

Histologia por Imunofluorescéncia (n=5 por gru-
po) - Apds os procedimentos de alcoolizagdo, os ani-
mais foram anestesiados, utilizando-se ketamina
(100mg/kg) e xilazina (5mg/kg), e imediatamente sub-
metidos a perfusdo transcardiaca com solugdo salina e
paraformaldeido (1%). A seguir, os encéfalos foram
removidos ¢ mantidos em solugdo de paraformaldeido
(1%) overnight e seccionados a 40um de espessura
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(vibratomo - Leica VT 1000S). Para a marcacdo fluo-
rescente as fatias foram duplamente marcadas com T4
Anti-NKCCI1 (1:500, DSHB, Iowa) ¢ Anti-KCC2 (1:500
Abcam). Apos incubagdo com anticorpos primarios, as
fatias receberam ambos os anticorpos secundarios CY?2
(Jackson ImmunoResearch 1:200), e CY3 (Jackson
ImmunoResearch 1:200) por 2 horas. Em seguida, fo-
ram lavadas em PBS e montadas em laminas, com a
adi¢do posterior de glicerol para a montagem das la-
minulas. As amostras foram mantidas em freezer -20 °C
até a analise por microscopia confocal (LSM-710 -
Zeiss). Foram utilizadas 3 secc¢des por animal.

Densitometria éptica - As imunomarcagdes foram
quantificadas utilizando-se a técnica de densitometria
optica [3]. Esta técnica consiste em converter as ima-
gens capturadas para escala de cinza e tragar os seus
respectivos histogramas. As marcagdes do tecido a se-
rem quantificadas correspondem, na imagem, as regides
com pixels apresentando maiores intensidades. Assim,
um limiar inferior para a intensidade de cada pixel foi
estabelecido como critério para quantificagdo das mar-
cacdes. A expressdo de cada mecanismos foi adotada
como sendo o numero de pixels com intensidade maior
ou igual ao limiar adotado dividido pela quantidade total
de pixels da imagem. O sistema de quantificagdo foi
desenvolvido em MATLAB, com imagens de alta reso-
lugdo e sob mesma ampliagdo Optica. Os valores foram
representados como percentagem correspondente a
marcagdo da imagem da sec¢@o.

Anélise estatistica dos dados - Foi realizado, para
cada uma das variaveis testadas, o teste de
D’Agostino/Pearson para verificagdo da normalidade
dos erros amostrais. Demonstrada a normalidade dos
dados, foi utilizado para comparagdo multipla das mé-
dias o teste post-hoc de Dunnett, apos a analise de vari-
ancia de um critério. O nivel de significancia de proba-
bilidade de erro adotado foi de 5%.

Resultados

Os mecanismos néo sinpticos das atividades epi-
leptiformes sdo alterados pelo &lcool por meio da
funcionalidade dos cotransportadores.

Os registros eletrofisiologicos das AENS mostraram
diferencas significativas entre os grupos alcoolizados
com caracteristicas que se relacionam a concentragdo de
alcool utilizada. Verificou-se a ocorréncia de uma po-
tenciagdo para o pardmetro DC, quando os animais sdo
alcoolizados na dosagem de 1g/kg, todavia na concen-
tracdo de 3g/kg, ocorre uma depressdo do DC. O para-
metro PS mostrou diferencgas significativas nos grupos
de maior concentragdo (E2 e E3), em relagdo aos demais
grupos. Os valores de DE mostraram uma diminuigo
significativa em todos os grupos alcoolizados em rela-
cdo a seus controles, sendo que essa diminuigdo foi
ainda mais intensa nos registros dos grupos E3. No IE,
observou-se uma reducgéo significativa para os trés gru-
pos alcoolizados, quando comparados ao controle. A LT
para inicio das AENS aumentou significativamente para
os grupos E2 e E3.
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Os valores do PE, apds a perfusdo com BUM, se
mostraram com diminui¢do em todos os grupos alcooli-
zados, em relacdo ao periodo anterior a perfusdo. O
grupo controle ndo apresentou diferencas estatisticas
apos a perfusdo com BUM. Os parametros quantificados
dos registros foram comparados com os periodos anteri-
ores a acdo da BUM para identificagdo das alteragdes
eletrograficas. A sintese da quantificagdo dos parame-
tros que caracterizam os grafoelementos do potencial
extracelular para os grupos estudados, além das compa-
ragOes estatisticas, entre os grupos, antes e apos a perfu-
sdo com BUM, ¢ apresentada na Figura I. Observa-se a
supressdo da potenciagdo do DC para o grupo alcooliza-
do com a menor dosagem.
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Figura 1 - Analise comparativa dos parametros quantifi-
cados para o potencial extracelular da AENS dos grupos
submetidos a alcoolizag@o por 3 meses. Os dados dos grafi-
cos para os valores ANTES BUM foram normalizados em
relacdo ao controle. Os valores para os parametros analisados
APOS BUM foram normalizados em relagdo aos valores de
seus respectivos grupos ANTES BUM. Todos os valores sdo
apresentados como média + EPM normalizados. Barras de
erro indicam o EPM. *p <0,05.

O uso de alcool promove alteragdes ndo sinépti-
cas na expressdo de cotransportadores.

Sinais imunorreativos de NKCC1 para o anticorpo
T4 revelaram a presenga da enzima no corpo celular de
c¢lulas granulares ¢ em processos dendriticos da cama-
da molecular do GD. Uma maior expressdo da enzima
NKCCI foi verificada em animais de todos os grupos
alcoolizados. Destacou-se a alcoolizagdo com 3g/kg que
apresentou uma expressdo de NKCC1 ainda mais inten-
sa, como visto na Figura II - A.

As imunomarcagdes para KCC2 exibiram uma nitida
marcacao perissomatica em células granulares do GD de
todos os animais analisados. Imagens tipicas das marca-
¢des para KCC2 no GD de animais dos grupos estuda-
dos sdo apresentadas na Figura II - A. Nesta imagem,
sdo também apresentadas as analises comparativas das
quantifica¢des por densitometria optica (Figura Il — B e
C). Considerando-se toda a extensdo do GD, os animais
alcoolizados apresentaram aumento significativo da
expressdo de KCC2 em todos os grupos tratados com
alcool por 3 meses.
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Figura 2 - Imagens representativas das imunomarcacdes
em microscopia confocal para NKCC1 (vermelho) e KCC2
(verde). As imagens demonstram a mudangas provocadas pelo
alcool. Houve super-expressdo de NKCCI1 em todos os gru-
pos. Em KCC2, observa-se marcacdo perissomatica mais
intensa, além de um aumento da intensidade também na ca-
mada molecular do GD. As barras brancas (10um) indicam a
escala. Os dados dos graficos sdo apresentados normalizados
em relagdo ao controle, como média + EPM. Barras de erro
indicam o EPM. *p <0,05.

Discussao

As principais alteragdes observadas com a acooliza-
¢do a longo prazo sdo: i) A predisposi¢do a hiperexcita-
bilidade e ao hiper-sincronismo mediados pela alcooli-
zagdo com a menor concentragdo de etanol. ii) As alte-
racdes na expressao dos cotransportadores de cloreto em
dependéncia do uso de alcool; iii). O incremento de
NKCCI esta associado as alteragdes eletrograficas ob-
servadas.

Para trés meses de intoxicagao por alcool observa-se
0 mesmo comportamento de potencia¢do para a dosa-
gem de 1 g/kg, ja descrito para o tratamento por 1 més,
no que se refere a componente DC [3]. Para dosagens
mais altas (2 e 3 g/kg), a alcoolizagdo parece continuar
afetando os fluxos i6nicos, como observado pela redu-
¢do da componente DC. Essa observagdo encontra apoio
em verificagdes de ocorréncia de degeneragdo continua
pelo uso prolongado de alcool [6].

A sobre-regulagdo de NKCC1 também foi observada
nos animais alcoolizados por 1 més [3]. De acordo com
Khirug e colaboradores [7], o aumento desses cotrans-
portadores, principalmente no cone de implantacdo
axonal, provoca intenso recrutamento neuronal e, con-
sequentemente, leva ao sincronismo entre células granu-
lares hipocampais. Esse hiper-sincronismo esta eviden-
ciado pelo aumento da amplitude dos PS’s. Além disso,
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a alta expressdo de NKCCI1 deve aumentar a taxa de
acumulo de cloreto intracelular, favorecendo a excitabi-
lidade neuronal e diminuindo os periodos interictais
(IE).

A neurodegeneragdo, afeta diretamente a matriz ex-
tracelular [8] que, por conseguinte, altera os fluxos
extracelulares. Com menor atuagdo funcional dos neu-
ronios, provocada pelo processo neurodegenerativo, € o
aumento da regulagdo de K™ extracelular por astrocitos
reativos [3,6], pode-se esperar a diminui¢do da duracio
dos periodos ictais, como mostra o parametro DE.

O acumulo de cloreto provocado pelo aumento do
NKCCI pode ser diminuido pelo aumento do KCC2.
Esse fato pode ser responsavel pela diminui¢do no tem-
po para aciimulo efetivo de cloreto intracelular, dificul-
tando o inicio para a indugdo de crises, como observado
no parametro LT.

Varios estudos tém relatado inchagco em células hi-
pocampais, provocado pelo alcool, e isso parece ser
devido pelo aumento dos fluxos de ions provocados pela
elevada expressdo do NKCCl1, o que acaba promovendo
afluéncia simultanea de cations, anions ou ambos [3].
Um aumento do inchaco associado a [Cl]; fornece uma
forga motriz favoravel para extrusdo liquida de Cl- e K*
pelo KCC2, o que ajudaria na recuperagdo do inchago.
Esse aspecto poderia explicar o aumento da expressdo
de KCC2, como um mecanismo compensatorio para
evitar o acumulo de cloreto interno [9]. Porém, em con-
digdes de alto [K*],, como o utilizado para inducdo de
AENS, pode ocorrer uma inversdo na funcionalidade do
KCC2 [9]. Nesse contexto, o KCC2 provocaria ainda
maior acumulagdo do cloreto interno, e, consequente-
mente, levaria o tecido a um sincronismo significativa-
mente maior, como o observado via pardmetro PS, no
grupo E3. O incremento observado no pardmetro PS
também podem estar relacionados a inversdo da funcio-
nalidade de KCC2. Reforcando essa hipdtese, varios
trabalhos evidenciam a diminuicdo de mecanismos
excitatorios e de insulto por edema celular, com a utili-
zagdo da furosemida, um diurético bloqueador de
NKCCI1 e KCC2 [10].

Concluséao

Os resultados discutidos nesse trabalho destacam a
complexa interagdo entre os cotransportadores NKCCl1
e KCC2 nas alteragdes dos mecanismos ndo sindpticos,
induzidas pelo consumo de alcool a longo prazo. Con-
clui-se que o co-transportador NKCC1 desempenha um
papel central na modulacdo das atividades epileptifor-
mes ndo sinapticas e seu bloqueio pode ser uma estraté-
gia promissora para reduzir os danos induzidos pelo
alcool no cérebro. Assim, propdem-se que tais meca-
nismos ndo sinapticos merecem atengdo ¢ devem ser
investigados como potenciais alvos de intervengdo far-
macologica, que precisam ser considerados no design de
novas drogas, para o tratamento de alcoolistas.
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