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Resumo: O presente trabalho relata a influência dos 
cotransportadores de cloreto, NKCC1 e KCC2, nos 
processos epilépticos sustentados por mecanismos não 
sinápticos, em ratos submetidos a alcoolização prolon-
gada. Ratos Wistar machos adultos administrados com 
etanol, durante 3 meses, foram analisados a partir de 
indução de atividades epileptiformes não sinápticas 
(AENS), por meio do modelo de zero cálcio e alto po-
tássio, além de avaliação histológica, utilizando fatias 
de hipocampo. Os dados sugerem que o consumo de 
etanol promove mudanças nos mecanismos não sinápti-
cos que modulam os eventos paroxísticos. O uso de 
bumetanida (BUM), bloqueador específico de NKCC1, 
durante a indução das AENS, suprimiu a potenciação 
observada e provocou diminuição consistente em todos 
os parâmetros analisados. Os achados indicam que o 
cotransportador NKCC1 desempenha papel central na 
modulação das AENS e seu bloqueio pode ser uma 
estratégia promissora para reduzir os danos pela intoxi-
cação e abstinência alcoólicas. 
 
Palavras-chave: Eletrofisiologia, alcoolismo, 
NKCC1, Atividades não sinápticas, 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 NKCC1 cotransporter plays a pivotal role 
in modulating AENS and its blockade may be a promis-

ing strategy to reduce damages promoted by alcohol 
intoxication and abstinence. 
 
Keywords: Electrophysiology, alcoholism, NKCC1, 
Nonsynaptic activities, bumetanide 
 
Introdução 
 

A ingestão crônica de álcool promove alterações fi-
siológicas e patológicas no cérebro [1,2]. Existem rela-
tos clínicos mostrando que alcoolistas, frequentemente, 
possuem histórico de convulsões, tanto durante a intoxi-
cação, como nos períodos de abstinência do álcool [2]. 
Em modelos animais, foi relatado o impacto do consu-
mo de etanol, a longo prazo, sobre AENS [3]. As inves-
tigações sobre esses mecanismos têm ganhado atenção 
desde que foram observadas atividades sincronizadas 
mesmo após o bloqueio da ação sináptica em fatias 
hipocampais [4]. Evidências apontam os mecanismos 
não sinápticos, tais como os cotransportadores de cá-
tion-cloreto, como alvos para o controle das atividades 
epileptiformes [5]. Mudanças na expressão de cotrans-
portadores de cátion-cloreto e de células gliais do hipo-
campo têm sido observadas pelo uso crônico de etanol, 
acompanhadas de aumento hídrico celular, gênese de 
eventos paroxísticos, inchaço cerebral e neuroinflama-
ção [3]. Processos de edema celular e hipersincronismo 
neuronal podem ser evitados pela administração de 
diuréticos, o que sugere o envolvimento dos cotranspor-
tadores NKCC1 e KCC2 nas alterações da osmolaridade 
do tecido nervoso provocadas pelo álcool [3,5]. Essas 
informações em conjunto, sugerem uma forte ligação 
entre alcoolismo e crises epilépticas mediadas por me-
canismos não sinápticos. Curiosamente, a potencializa-
ção das AENS ocorreram para a doses mais baixas de 
etanol e demonstrou-se que esse efeito foi devido à ação 
dos cotransportadores NKCC1. 
 
Materiais e métodos 
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O presente trabalho obedeceu as normas estabeleci-
das pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 
da UFSJ, conforme protocolo 03/2011.  

 
Alcoolização 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 diária de 1,0g/kg, 2,0g/kg e 3,0g/kg, 
respectivamente, de uma solução de 30% v/v de etanol, 
por gavagem, durante três meses. Para o grupo controle, 
na mesma dosagem e período, foi administrada solução 
salina. Ao término do período de alcoolização, os ani-
mais dos grupos Etanol foram levados para indução das 
AENS, 2 horas após a última dose de etanol ingerida.  

Eletrofisiologia (n=5 por grupo) - Após eutaniza-
ção, os hipocampos foram isolados dos encéfalos. sob 
gotejamento com solução de Ringer gelada, e secciona-
dos em fatias de 400 μm de espessura. As secções per-
maneceram imersas em solução Ringer normal, em uma 
câmara de perfusão, por, aproximadamente, 40 minutos,  
a 31º C. Em seguida, as fatias foram transferidas para 
uma câmara de interface, para indução das AENS, por 
meio de perfusão com solução de Ringer com alta con-
centração de potássio e zero-cálcio adicionado. O po-
tencial extracelular (PE) foi registrado a partir do posi-
cionamento de um eletrodo de registro na região do GD 
de cada fatia experimental. O eletrodo de registro foi 
constituído de fio de prata cloretado, inserido em mi-
cropipeta de vidro preenchida com solução de NaCl 2,0 
M  (impedância de 5 a 10  MΩ).  O eletrodo foi direta-
mente conectado a um pré-amplificador (modelo AI 402 
х 50, ULTRALOW NOISE AMPLIFIER – AXON 
INSTRUMENTS) interligado a um amplificador (mode-
lo CYBERAMP 380 – AXON INSTRUMENTS) para 
uma amplificação final de 500 vezes. Por meio de uma 
interface analógico-digital, os sinais do PE, pré-filtrados 
com filtro passa-baixa de 1 kHz, foram digitalizados a 
uma frequência de amostragem de 3 kHz. A fim de 
testar os efeitos do bloqueio do NKCC1, o diurético 
bumetanida (12,5µM diluída em 500µL de DMSO ad-
quiridos a partir de Sigma, St. Louis, MO) foi adiciona-
do à solução de indução, após 20 minutos do início dos 
eventos das AENS.  

Para análise quantitativa do PE das AENS foram 
analisados parâmetros tais como: amplitude da compo-
nente DC (DC), amplitude dos population spikes (PS’s), 
duração dos eventos (DE), intervalo entre eventos (IE) e 
latência (LT).  As quantificações foram realizadas por 
meio de um sistema computacional desenvolvido em 
plataforma MATLAB, versão 7.1. 

Histologia por Imunofluorescência (n=5 por gru-
po) - Após os procedimentos de alcoolização, os ani-
mais foram anestesiados, utilizando-se ketamina 
(100mg/kg) e xilazina (5mg/kg), e imediatamente sub-
metidos a perfusão transcardíaca com solução salina e 
paraformaldeído (1%). A seguir, os encéfalos foram 
removidos e mantidos em solução de paraformaldeído 
(1%) overnight e seccionados a 40µm de espessura 

(vibrátomo - Leica VT 1000S). Para a marcação fluo-
rescente as fatias foram duplamente marcadas com T4 
Anti-NKCC1 (1:500, DSHB, Iowa) e Anti-KCC2 (1:500 
Abcam). Após incubação com anticorpos primários, as 
fatias receberam ambos os anticorpos secundários CY2 
(Jackson ImmunoResearch 1:200), e CY3 (Jackson 
ImmunoResearch 1:200) por 2 horas. Em seguida, fo-
ram lavadas em PBS e montadas em lâminas, com a 
adição posterior de glicerol para a montagem das la-
mínulas. As amostras foram mantidas em freezer -20 ºC 
até a análise por microscopia confocal (LSM-710 - 
Zeiss). Foram utilizadas 3 secções por animal.  

Densitometria óptica - As imunomarcações foram 
quantificadas utilizando-se a técnica de densitometria 
óptica [3]. Esta técnica consiste em converter as ima-
gens capturadas para escala de cinza e traçar os seus 
respectivos histogramas. As marcações do tecido a se-
rem quantificadas correspondem, na imagem, às regiões 
com pixels apresentando maiores intensidades. Assim, 
um limiar inferior para a intensidade de cada pixel foi 
estabelecido como critério para quantificação das mar-
cações. A expressão de cada mecanismos foi adotada 
como sendo o número de pixels com intensidade maior 
ou igual ao limiar adotado dividido pela quantidade total 
de pixels da imagem. O sistema de quantificação foi 
desenvolvido em MATLAB, com imagens de alta reso-
lução e sob mesma ampliação óptica. Os valores foram 
representados como percentagem correspondente à 
marcação da imagem da secção. 

Análise estatística dos dados - Foi realizado, para 
cada uma das variáveis testadas, o teste de 
D’Agostino/Pearson para verificação da normalidade 
dos erros amostrais. Demonstrada a normalidade dos 
dados, foi utilizado para comparação múltipla das mé-
dias o teste post-hoc de Dunnett, após a análise de vari-
ância de um critério. O nível de significância de proba-
bilidade de erro adotado foi de 5%. 
 
Resultados 
 

Os mecanismos não sinápticos das atividades epi-
leptiformes são alterados pelo álcool por meio da 
funcionalidade dos cotransportadores. 

Os registros eletrofisiológicos das AENS mostraram 
diferenças significativas entre os grupos alcoolizados 
com características que se relacionam à concentração de 
álcool utilizada. Verificou-se a ocorrência de uma po-
tenciação para o parâmetro DC, quando os animais são 
alcoolizados na dosagem de 1g/kg, todavia na concen-
tração de 3g/kg, ocorre uma depressão do DC. O parâ-
metro PS mostrou diferenças significativas nos grupos 
de maior concentração (E2 e E3), em relação aos demais 
grupos. Os valores de DE mostraram uma diminuição 
significativa em todos os grupos alcoolizados em rela-
ção a seus controles, sendo que essa diminuição foi 
ainda mais intensa nos registros dos grupos E3. No IE, 
observou-se uma redução significativa para os três gru-
pos alcoolizados, quando comparados ao controle. A LT 
para início das AENS aumentou significativamente para 
os grupos E2 e E3. 
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Os valores do PE, após à perfusão com BUM, se 
mostraram com diminuição em todos os grupos alcooli-
zados, em relação ao período anterior à perfusão. O 
grupo controle não apresentou diferenças estatísticas 
após a perfusão com BUM. Os parâmetros quantificados 
dos registros foram comparados com os períodos anteri-
ores à ação da BUM para identificação das alterações 
eletrográficas. A síntese da quantificação dos parâme-
tros que caracterizam os grafoelementos do potencial 
extracelular para os grupos estudados, além das compa-
rações estatísticas, entre os grupos, antes e após a perfu-
são com BUM, é apresentada na Figura I. Observa-se a 
supressão da potenciação do DC para o grupo alcooliza-
do com a menor dosagem.  

 

 
Figura 1 - Análise comparativa dos parâmetros quantifi-
cados para o potencial extracelular da AENS dos grupos 
submetidos à alcoolização por 3 meses. Os dados dos gráfi-
cos para os valores ANTES BUM foram normalizados em 
relação ao controle. Os valores para os parâmetros analisados 
APÓS BUM foram normalizados em relação aos valores de 
seus respectivos grupos ANTES BUM. Todos os valores são 
apresentados como média ± EPM normalizados. Barras de 
erro indicam o EPM. *p <0,05. 

 
O uso de álcool promove alterações não sinápti-

cas na expressão de cotransportadores. 
Sinais imunorreativos de NKCC1 para o anticorpo 

T4 revelaram a presença da enzima no corpo celular de 
células granulares e em processos dendríticos da cama-
da molecular do GD. Uma maior expressão da enzima 
NKCC1 foi verificada em animais de todos os grupos 
alcoolizados. Destacou-se a alcoolização com 3g/kg que 
apresentou uma expressão de NKCC1 ainda mais inten-
sa, como visto na Figura II - A. 

As imunomarcações para KCC2 exibiram uma nítida 
marcação perissomática em células granulares do GD de 
todos os animais analisados. Imagens típicas das marca-
ções para KCC2 no GD de animais dos grupos estuda-
dos são apresentadas na Figura II - A. Nesta imagem, 
são também apresentadas as análises comparativas das 
quantificações por densitometria óptica (Figura II – B e 
C). Considerando-se toda a extensão do GD, os animais 
alcoolizados apresentaram aumento significativo da 
expressão de KCC2 em todos os grupos tratados com 
álcool por 3 meses. 

 
Figura 2 - Imagens representativas das imunomarcações 
em microscopia confocal para NKCC1 (vermelho) e KCC2 
(verde). As imagens demonstram a mudanças provocadas pelo 
álcool. Houve super-expressão de NKCC1 em todos os gru-
pos. Em KCC2, observa-se marcação perissomática mais 
intensa, além de um aumento da intensidade também na ca-
mada molecular do GD. As barras brancas (10µm) indicam a 
escala. Os dados dos gráficos são apresentados normalizados 
em relação ao controle, como média ± EPM. Barras de erro 
indicam o EPM. *p <0,05. 
 
Discussão 
 

As principais alterações observadas com a acooliza-
ção a longo prazo são: i) A predisposição à hiperexcita-
bilidade e ao hiper-sincronismo mediados pela alcooli-
zação com a menor concentração de etanol. ii) As alte-
rações na expressão dos cotransportadores de cloreto em 
dependência do uso de álcool; iii). O incremento de 
NKCC1 está associado às alterações eletrográficas ob-
servadas. 

Para três meses de intoxicação por álcool observa-se 
o mesmo comportamento de potenciação para a dosa-
gem de 1 g/kg, já descrito para o tratamento por 1 mês, 
no que se refere à componente DC [3]. Para dosagens 
mais altas (2 e 3 g/kg), a alcoolização parece continuar 
afetando os fluxos iônicos, como observado pela redu-
ção da componente DC. Essa observação encontra apoio 
em verificações de ocorrência de degeneração contínua 
pelo uso prolongado de álcool [6].  

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

A neurodegeneração, afeta diretamente a matriz ex-
tracelular [8] que, por conseguinte, altera os fluxos 
extracelulares. Com menor atuação funcional dos neu-
rônios, provocada pelo processo neurodegenerativo, e o 
aumento da regulação de K+ extracelular por astrócitos 
reativos [3,6], pode-se esperar a diminuição da duração 
dos períodos ictais, como mostra o parâmetro DE.  

O acúmulo de cloreto provocado pelo aumento do 
NKCC1 pode ser diminuído pelo aumento do KCC2. 
Esse fato pode ser responsável pela diminuição no tem-
po para acúmulo efetivo de cloreto intracelular, dificul-
tando o início para a indução de crises, como observado 
no parâmetro LT. 

Vários estudos têm relatado inchaço em células hi-
pocampais, provocado pelo álcool, e isso parece ser 
devido pelo aumento dos fluxos de íons provocados pela 
elevada expressão do NKCC1, o que acaba promovendo 
afluência simultânea de cátions, ânions ou ambos [3]. 
Um aumento do inchaço associado à [Cl-]i fornece uma 
força motriz favorável para extrusão líquida de Cl- e K+ 
pelo KCC2, o que ajudaria na recuperação do inchaço. 
Esse aspecto poderia explicar o aumento da expressão 
de KCC2, como um mecanismo compensatório para 
evitar o acúmulo de cloreto interno [9]. Porém, em con-
dições de alto [K+]o, como o utilizado para indução de 
AENS, pode ocorrer uma inversão na funcionalidade do 
KCC2 [9]. Nesse contexto, o KCC2 provocaria ainda 
maior acumulação do cloreto interno, e, consequente-
mente, levaria o tecido a um sincronismo significativa-
mente maior, como o observado via parâmetro PS, no 
grupo E3. O incremento observado no parâmetro PS 
também podem estar relacionados a inversão da funcio-
nalidade de KCC2. Reforçando essa hipótese, vários 
trabalhos evidenciam a diminuição de mecanismos 
excitatórios e de insulto por edema celular, com a utili-
zação da furosemida, um diurético bloqueador de 
NKCC1 e KCC2 [10]. 
 
Conclusão 
 

Os resultados discutidos nesse trabalho destacam a 
complexa interação entre os cotransportadores NKCC1 
e KCC2 nas alterações dos mecanismos não sinápticos, 
induzidas pelo consumo de álcool a longo prazo. Con-
clui-se que o co-transportador NKCC1 desempenha um 
papel central na modulação das atividades epileptifor-
mes não sinápticas e seu bloqueio pode ser uma estraté-
gia promissora para reduzir os danos induzidos pelo 
álcool no cérebro. Assim, propõem-se que tais meca-
nismos não sinápticos merecem atenção e devem ser 
investigados como potenciais alvos de intervenção far-
macológica, que precisam ser considerados no design de 
novas drogas, para o tratamento de alcoolistas. 
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