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RESUMO 

O PAPEL PROFILÁTICO DO EXERCÍCIO FÍSICO SOBRE A 

MODULAÇÃO NEUROVASCULAR E OS EFEITOS DA TROMBINA NO 

DESENVOLVIMENTO DE CONVULSÕES PÓS-TRAUMÁTICAS 
 

Autor: Willian Link Papalia  

Orientadora: Michele Rechia Fighera 

Co-orientador: Luiz Fernando Freire Royes 

 

O traumatismo cranioencefálico (TCE) é considerado um problema de saúde pública 

mundial devido a sua grande incidência e altos gastos públicos. Embora a fisiopatologia do TCE 

seja multifatorial, a ocorrência de alterações na coagulação está fortemente associada a piores 

prognósticos clínicos. O dano vascular induzido pelo TCE altera a permeabilidade da barreira 

hematoencefálica (BHE), causando o extravasamento de proteases séricas, como a trombina, para 

o parênquima cerebral. No cérebro, a presença dessa protease promove a ativação de vias pró-

inflamatórias e da excitabilidade neuronal através dos receptores PAR-1, o que pode favorecer o 

aparecimento de crises epilépticas pós-traumáticas. Uma vez que o exercício pode influenciar 

positivamente o microambiente extracelular e pode promover processos de reparo neural, é 

importante elucidar o envolvimento do exercício físico na proteção contra o desenvolvimento de 

crises epilépticas após o TCE e sua relação com o sistema neurovascular. Dessa forma, este trabalho 

apresenta em um primeiro momento, um artigo de revisão a respeito dos efeitos do exercício físico 

no sistema neurovascular diminuído a permeabilidade da BHE após TCE. Além disso, em um 

segundo momento, foi investigado o efeito do TCE grave induzido por percussão de fluído em 

ratos Wistar, os quais foram submetidos a análise eletroencefalográfica (EEG) via rádio telemetria 

e posteriores analises bioquímicas. Os animais do grupo TCE apresentaram um aumento 

significativo do número de polipontas/pontas e na frequência das ondas nos registros 

eletroencefalográficos, assim como, uma redução na latência para o aparecimento da primeira crise 

e aumento no tempo médio das crises. Em relação às análises bioquímicas, foi observado um 

aumento na expressão de trombina e PAR-1 no hipocampo dos animais 6 horas após o TCE, assim 

como, nos marcadores inflamatórios (IL-1β e TNF-α). Além disso, o TCE induziu um aumento na 

expressão das proteínas p/t-AKT, p/t-P70, ERK 1/2 e GFAP. Adicionalmente, os animais que 
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foram submetidos ao TCE apresentaram uma redução na expressão da Na+,K+-ATPase alfa 1 

(NKA). Considerando os dados apresentados, podemos sugerir que a ativação das vias 

inflamatórias e da trombina aumentaram a excitabilidade cerebral dos animais, contribuindo para 

o desenvolvimento das crises convulsivas. 

Palavras-chave: Epilepsia; TCE; Trombina; PAR-1; EEG; inflamação, crises convulsivas. 
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ABSTRACT 

THE ROLE OF THROMBINE IN THE DEVELOPMENT OF POST-TRAUMATIC 

EPILEPTIC SEIZURES 

Author: Willian Link Papalia 

Advisor: Michele Rechia Fighera 

Co-advisor: Luiz Fernando Freire Royes 

 

Traumatic brain injury (TBI) is considered a worldwide public health problem due to its 

high incidence and high public costs. Although the pathophysiology of TBI is multifaceted, the 

occurrence of coagulopathy is strongly associated with poor outcomes. Changes in the 

neurovascular tissue after trauma, increase the permeability of the blood-brain barrier (BBB), 

allowing the passage of proteases from the circulatory system, such as thrombin, to the brain 

parenchyma. In the brain, the presence of this protease promotes the activation of pro-inflammatory 

pathways and neuronal excitability through PAR-1 receptors, which may facilitate the appearance 

of post-traumatic seizures. In this sense, it is important to elucidate the exercise of physical exercise 

in protection against the development of post traumatic epilepsy and its relationship with the 

neurovascular system. Since exercise can positively influence the extracellular microenvironment 

and may promote neural repair processes, it is important to elucidate the involvement of physical 

activity in protecting against the development of epileptic seizures after TBI and its relationship 

with the neurovascular system. Along these lines, this paper presents a literature review regarding 

the effects of physical exercise on the neurovascular system after TBI. Furthermore, the effect of 

severe TBI induced by fluid percussion injury in Wistar rats was investigated, which were analyzed 

through an electroencephalographic (EEG) analysis via radio telemetry and subsequent 

biochemical analyses. The animals in the TBI group reinforced a significant increase in the number 

of spikes and in the frequency of waves in the electroencephalographic recordings, as well as 

decreasing the latency for the onset of the first crisis and increasing the mean duration of the 

seizures. Regarding biochemical analysis, an increase in thrombin and PAR-1 expression was 

observed in the hippocampus of animals 6 hours after TBI, as well as an increase in inflammatory 

markers, such as IL-1β and TNF-α. In addition, TBI induced an increase in protein expression p / 

t-AKT, p / t-P70, ERK 1/2 and GFAP. Additionally, animals that were discovered by TBI 



8 

 

dissipated a reduction in the expression of Na +, K + -ATPase (NKA). Activation of inflammatory 

pathways and thrombin increased the animals brain excitability, contributing to the development 

of seizures. 

Keywords: Epilepsy; TBI; Thrombin; PAR-1; EEG; inflammation, seizures 
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APRESENTAÇÃO 

 

 

No item INTRODUÇÃO está descrita uma revisão de literatura sobre os temas abordados 

nesta dissertação.  

 Na sequência será descrito o REFERENCIAL BIBLIOGRÁFICO utilizado para o 

desenvolvimento dessa dissertação.  

No item seguinte, será descrito o OBJETIVO GERAL deste trabalho e na sequência, será 

dividido os objetivos específicos em CAPÍTULO I e II.  

No item CAPÍTULO I terá o ARTIGO CIENTÍFICO (artigo de revisão), onde será 

apresentada a revisão bibliográfica da literatura sobre traumatismo cranioencefálico, trombina e 

exercício físico. As Referências Bibliográficas encontram-se no respectivo manuscrito e 

representam uma parte da revisão literária desta dissertação. 

No item CAPÍTULO II, será apresentado uma INTRODUÇÃO, os MATERIAIS E 

MÉTODOS dos procedimentos e técnicas utilizados no protocolo de TCE experimental e os 

RESULTADOS obtidos.   

 Os itens DISCUSSÃO e CONCLUSÃO da dissertação apresentam interpretações e 

comentários gerais sobre o manuscrito científico e dos resultados obtidos do modelo experimental 

de TCE contidos no final deste trabalho. 

O item REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS refere-se somente as citações que 

aparecem nos itens INTRODUÇÃO, REFERENCIAL BIBLIOGRÁFICO E DISCUSSÃO 

desta dissertação. 
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1. INTRODUÇÃO  

A incidência anual de TCE é estimada em 50 milhões de casos em todo o mundo, assim, 

aproximadamente metade da população global terá um episódio de TCE em sua vida (KHELLAF 

et al., 2019). Anualmente, o TCE custa à economia global cerca de 400 bilhões de dólares, 

representando 0,5% do produto mundial bruto (DEWAN et al., 2018; LO et al., 2021). Em alguns 

países europeus, é a causa mais comum de morte e invalidez em pessoas com menos de 40 anos 

(MAAS et al., 2017). Na América Latina, os dados oficiais não são precisos, mas as estatísticas 

revelam que o TCE afeta predominantemente jovens adultos do sexo masculino e, muitas vezes, é 

o resultado de acidentes de carro ou violência (GODOY et al., 2020). Particularmente em países 

em desenvolvimento, como o Brasil, os pacientes encontram dificuldade em encontrar assistência 

de saúde adequada em tempo hábil para o diagnóstico, tratamento e reabilitação dos danos causados 

pelo TCE, havendo maior mortalidade nesses locais (KHELLAF et al., 2019). Uma das principais 

consequências do TCE são as crises epilépticas, sendo uma das maiores causas de epilepsia 

adquirida no mundo e responsável por cerca de 20% das epilepsias adquiridas (HUNT et al., 2013). 

As crises epilépticas pós-traumáticas podem se desenvolver dentro das primeiras horas até semanas 

após a lesão e são consideradas um fator de risco para o desenvolvimento de epilepsia, podendo 

causar a incapacidade e até mesmo morte dos indivíduos (BETJEMANN e LOWENSTEIN, 2015; 

PEETS et al., 2005).  

Os mecanismos envolvidos na patofisiologia das crises epilépticas pós-traumáticas ainda 

não são completamente entendidos, sendo necessário mais estudos sobre as alterações iniciais do 

TCE que podem estar desencadeando esse tipo de epilepsia. Uma das alterações iniciais causadas 

pelo TCE são os danos neurovasculares, que induzem ao aumento na permeabilidade da BHE e 

consequentemente o extravasamento de proteases do sangue para o parênquima cerebral, como a 

trombina (FLETCHER-SANDERSJOO et al., 2020b; MHATRE et al., 2004).  A trombina é uma 

protease sérica pertencente à família das quimiotripsinas, e é gerada pela clivagem proteolítica de 

seu precursor inativo, protrombina, através da protrombinase (PLESERU e MIHAILA, 2018). 

Além do papel central da trombina na cascata de coagulação do sangue, onde converte fibrinogênio 

solúvel em fibrina insolúvel, a trombina também regula processos celulares por meio de receptores 

ativados por protease (PARs), sendo o PAR-1 o receptor que está presente predominantemente nas 

células do SNC (LIU et al., 2008). Estudos recentes têm identificado que a presença de trombina 

no SNC reduz a expressão de proteínas relacionadas a manutenção da homeostase química, além 
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de aumentar marcadores pró-inflamatórios. Os mecanismos de ação da trombina ainda não estão 

completamente elucidados, mas apresentam relação com o desenvolvimento de doenças 

neurodegenerativas, psiquiátricas e crises epilépticas (KRENZLIN et al., 2016; PIAO, C. S. et al., 

2019a). Dessa forma, se faz necessário mais estudos para investigar as alterações causadas pela 

presença da trombina no parênquima cerebral e se existe alguma relação com o desenvolvimento 

de crises epilépticas pós-traumáticas. 
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2. REFERENCIAL BIBLIOGRÁFICO 

2.1 TRAUMATISMO CRANIOENCEFÁLICO  

2.1.1 Definição e dados epidemiológicos  

Desde os princípios os problemas de saúde no mundo são causa de grande preocupação 

para a sociedade e para os órgãos públicos. Acidentes automobilísticos são responsáveis por 

gerarem grandes gastos no tratamento dos indivíduos envolvidos nestes eventos. Sendo que um 

evento comum em acidentes de trânsito é o traumatismo cranioencefálico (TCE), considerado uma 

epidemia mundial, chega a atingir cerca de 69 milhões de pessoas por ano no mundo (DEWAN et 

al., 2018; MENON et al., 2010). O TCE é caracterizado por uma lesão ao encéfalo causada pela 

aplicação de uma força mecânica externa ao corpo que seja capaz de induzir o choque do encéfalo 

com a parede craniana (MENON et al., 2010). As alterações causadas pelo TCE levam os 

indivíduos a incapacidades temporárias ou permanentes. Além disso, distúrbios emocionais e 

comportamentais também são causas frequentes que podem comprometer a vida social e 

econômica dessas pessoas.  

De acordo com os dados epidemiológicos do Center for Disease Control (CDC), nos 

Estados Unidos da América (EUA) são gastos aproximadamente 76 bilhões de dólares por ano com 

o tratamento de pessoas que sofrem TCE, números que vem aumentando anualmente (BLENNOW 

et al., 2016; FAUL e CORONADO, 2015).  

No Brasil, antes de 2012, havia uma estimativa de 500 casos por 100.000 habitantes, 

resultando em um custo superior a 250 milhões de dólares e 998.994 internações no Sistema Único 

de Saúde (SUS), incluindo um custo médio de US $ 239,91 para cada internação (DATASUS) 

(CARTERI e SILVA, 2021). 

Houve uma média de 131.014,83 internações hospitalares por ano devido a TCE de 2008 

a 2019 no Brasil. A incidência foi de 65,54 por 100.000 habitantes no mesmo período. Em 

comparação com os resultados do último estudo, utilizando a mesma base de dados para avaliação 

dos dados de 2008 a 2012, não houve mudança na incidência, embora tenha havido aumento no 

número de internações hospitalares médias anuais e nas taxas de mortalidade (DE ALMEIDA et 

al., 2016). Considerando as estimativas globais de 200 casos por 100.000 habitantes, a incidência 

de TCE relatada no país pode estar subestimada. Em comparação com uma estimativa regional 



18 

 

robusta recente, o Brasil tem aproximadamente um décimo dos casos estimados na América do 

Norte, Europa e regiões da África; o mesmo estudo estimou uma incidência de 909 para a região 

da América Latina (CARTERI e SILVA, 2021). Estima-se que esses números sejam ainda maiores 

devido à falta de dados epidemiológicos mais precisos no Brasil. 

Desta forma, se reforça a importância de estudos a respeito do TCE objetivando a 

implementação de futuras estratégias de promoção da saúde da população brasileira e mundial que 

visem reduzir a incidência, mortalidade e custos do traumatismo crânio-encefálico, assim como, 

esclarecer as alterações cerebrais em busca de otimizar os tratamentos e minimizar os danos 

secundários. 

 

2.1.2 Classificações e fases do TCE 

 2.1.2.1 Classificação clinica   

Clinicamente, o evento traumático encefálico pode ser classificado de acordo com a 

Escala de Coma de Glasgow (ECG), permitindo uma avaliação do estado neurológico do indivíduo 

na fase aguda do TCE e auxiliando no manejo clínico dos pacientes na chegada ao pronto 

atendimento. De acordo com a escala, podemos classificar o TCE em leve, moderado ou grave. A 

pontuação na escala é baseada nos sinais clínicos do paciente como abertura ocular, resposta 

motora e verbal.  A partir da pontuação obtida na soma total dos itens a escala irá definir a gravidade 

da lesão, sendo que quanto maior for a pontuação obtida, 13-15, menor é a gravidade, como 

demonstrado na tabela 1 (SILVERSIDES et al., 2005). 

 

 Escala de coma de Glasgow  

   

Parâmetros Resposta Observada Escore 
   

Abertura Ocular 

Espontânea 4 

Ao estímulo verbal 3 

Ao estímulo doloroso 2 

Nenhuma 1 

Resposta Verbal 
Orientada 5 

Confusa 4 
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Palavras inapropriadas 3 

Sons incompreensíveis 2 

Nenhuma 1 

Resposta Motora 

Obedece a comandos 6 

Localiza à dor  5 

Movimento de retirada 4 

Flexão anormal (decorticação) 3 

Extensão anormal (descerebração) 2 

Nenhuma 1 
   

Trauma leve Trauma moderado Trauma grave 

13-15 09-12 03-08 

Tabela 1: Escala de Coma de Glasgow 

  

 

2.1.2.2 Classificação em modelos experimentais 

 Entre os estudos experimentais com o TCE, existem diferentes métodos para indução da 

lesão cerebral, cada modelo tem suas características especificas que leva a diferentes tipos de lesão, 

podendo induzirem lesões focais ou difusas. Nas alterações focais, apenas uma região específica 

do encéfalo é atingida, enquanto nas difusas, o impacto é distribuído por mais de uma região do 

encéfalo (NORTJE e MENON, 2004). Dessa forma, os modelos de TCE são capazes de provocar 

tanto uma lesão focal, quanto difusa em um mesmo evento. Basicamente, a variabilidade dos 

modelos visa mimetizar ao máximo os casos clínicos de TCE para uma maior exatidão no momento 

de transpor os resultados experimentais para modelos clínicos (D'AMBROSIO et al., 2004) 

 Como existem diferentes modelos para a indução da lesão cerebral em modelos 

experimentais, cada modelo tem sua classificação da gravidade da lesão, podendo ser em 

Atmosfera (ATM) ou por aceleração em metros por segundo (m/s). Entretanto, uma unidade em 

comum entre os modelos de TCE é o tempo de inconsciência após o trauma, podendo assim fazer 

uma relação/comparação entre os modelos e a gravidade do dano causado. Na tabela 2, é 

demonstrado diferentes modelos e as suas classificações quanto a gravidade da lesão. 
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2.1.2.3 Fases do TCE  

O TCE apresenta dois principais momentos de progressão e desenvolvimento da lesão ao 

encéfalo. As alterações iniciais, são denominadas de dano primário, o qual é caracterizado pelo 

evento mecânico que gerou o dano tecidual. Este apresenta um curto espaço temporal e é incapaz 

de ser apenas tratado, mas pode ser prevenido ou amenizado a partir de medidas de segurança, 

como o uso de capacetes, “air bags” e sinto de segurança. O Segundo momento descrito no TCE, 

é chamado de dano secundário, o qual é entendido como o processo que parte do dano primário, 

ocorrendo entre minutos a anos após o TCE. Em relação aos mecanismos envolvidos, essa segunda 

fase do TCE está relacionada a múltiplos processos fisiopatológicos, como edema, desequilibrio 

hidroeletrolítico, excitotoxicidade, eventos hipóxico-isquêmicos, trombose e inflamação (DA 

SILVA FIORIN et al., 2016; SILVER et al., 2019). O dano secundário inicia um processo de 

reorganização dos circuitos cerebrais,  como necrose e apoptose celulares, neurogênese, 

Tabela 2: Escala de gravidade da lesão em modelos experimentais. 
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gliogênese, angiogênese, entre outros (PITKANEN et al., 2009; PITKANEN et al., 2007). Durante 

essa fase, os processos subjacentes ocorrem em fases distintas, embora essa distinção não seja bem 

delimitada. Diferente do dano primário, o dano secundário pode se desenvolver em dias, meses ou 

até mesmo anos após a lesão mecânica, criando assim, uma grande janela de tempo para possíveis 

intervenções terapêuticas, visando minimizar o desenvolvimento de outras patologias 

desencadeadas a partir do TCE. 

2.1.3 Disfunções pós-traumáticas 

Com a evolução dos sistemas de saúde e dos serviços de emergência, o número de 

sobreviventes após o TCE vem aumentando. Entretanto, a vida desses pacientes após o trauma, na 

maioria dos casos, não retorna às mesmas condições. Grande parte dos sobreviventes do TCE 

apresentam disfunções motoras que acabam influenciando nas suas atividades diárias, além do 

aparecimento de alterações neurológicas, como Alzheimer, Parkinson, depressão e epilepsia, 

reduzindo a qualidade de vida dos indivíduos (PITKANEN e MCINTOSH, 2006; 

SCHWARZBOLD et al., 2014). Uma vez que cerca de 50% dos pacientes que sofrem um TCE 

grave vão desenvolver epilepsia pós-traumática, estudos nesse tema estão sendo cada vez mais 

frequentes (DEGRAUW et al., 2018; GUPTA et al., 2014; ROYES e GOMEZ-PINILLA, 2019). 

2.1.3.1 Dano vascular e TCE  

As alterações no sistema cerebrovascular é um dos primeiros e diretos danos causados 

pelo TCE, enquanto, a formação de edema, extravasamento de proteases séricas e o rompimento 

da BHE são consequências imediatas após a lesão. Eventos primários do TCE são o gatilho para a 

ativação de cascatas neuroquímicas e processos de hipoperfusão e dano tecidual (SALEHI et al., 

2017). Além disso, a quimiotaxia de citocinas pro-inflamatória para o local da lesão, bem como, o 

aumento dos fatores angiogênicos e redução das “tigh juntions” contribuem para o aumento da 

permeabilidade da BHE (JHA et al., 2019). 

Desta forma, com o dano ao tecido cerebrovascular e o aumento da permeabilidade da 

BHE, ocorre a passagem de proteínas de alto peso molecular, como a protrombina. 

Consequentemente, essa proteína será facilmente encontrada no parênquima cerebral e pode 

contribuir para os danos secundários do TCE e o desenvolvimento de doenças, como a epilepsia 

(FLETCHER-SANDERSJOO et al., 2020; MHATRE et al., 2004). 
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2.2 EPILEPSIA 

2.2.1 Definição e dados epidemiológicos   

A epilepsia é uma doença neurológica crônica caracterizada por uma predisposição 

persistente do tecido cerebral em gerar crises epilépticas (DEVINSKY et al., 2018).Já as crises 

epilépticas são descritas como uma alteração transitória e sincrônica no cérebro, normalmente 

apresentando uma atividade neuronal excessiva e descontrolada. Uma vez que estas alterações 

neuronais apresentam uma resposta motora é denominado uma crise convulsiva, desta forma, pode 

se dizer que a epilepsia é uma doença neurológica que altera o padrão da atividade neuronal 

podendo ou não apresentar crises convulsivas (DEVINSKY et al., 2018). 

Dados epidemiológicos demonstram que cerca de 70 milhões de pessoas no mundo vivem 

com epilepsia e estima-se que cerca de 80% vivem em países de baixa e média renda (MEGIDDO 

et al., 2016; PREUX et al., 2015). No Brasil, apesar dos dados epidemiológicos serem escassos e 

desatualizados, no período de 1980 até 2003, foram registrados mais de 30 mil óbitos em 

decorrência da epilepsia, o que está de acordo com o baixo número de pessoas que recebem o 

diagnóstico e o tratamento (FERREIRA IDE e TABOSA E SILVA, 2009). 

 

2.2.2 Classificação das epilepsias e das crises 

2.2.2.1 Tipos de crises 

Segundo a “International League Against Epilepsy” (ILAE), podemos classificar as crises 

epilépticas pela anatomia inicial do evento: em crises de início focal, início generalizado e de início 

desconhecido. As crises epilépticas de início focal são caracterizadas por apresentar uma atividade 

neuronal excessiva em uma região especifica do encéfalo, não abrangendo outras áreas e tão pouco 

outro hemisfério. Por outro lado, as crises epilépticas de início generalizado apresentam uma 

alteração na atividade neuronal excessiva, originada em algum local de uma rede neuronal com 

rápido envolvimento de redes distribuídas bilateralmente. Já as crises epilépticas de iníco 

desconhecido, não apresentam ou não é identificado o início da crise (FISHER, 2017). 

Para as crises focais, o grau de percepção opcionalmente pode ser incluído no tipo de crise. 

Percepção é uma característica potencialmente importante da crise e é suficiente para justificar seu 

uso como classificador de crise. Percepção preservada significa que a pessoa está consciente de si 
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e do ambiente durante uma crise, mesmo que imóvel. Uma crise focal perceptiva corresponde ao 

prévio termo “crise parcial simples”. Uma crise com percepção comprometida corresponde ao 

termo prévio “crise parcial complexa”. Percepção comprometida durante qualquer parte da crise 

torna a crise focal disperceptiva. Além disso, crises focais também são subagrupadas naquelas com 

sintomas e sinais motores e não motores no início da crise. Se ambos, sinais motores e não motores, 

estão presentes no início da crise, os sinais motores irão geralmente dominar, a menos que sintomas 

e sinais não motores (em geral sensoriais) sejam proeminentes (FISHER, 2017). 

Crises focais perceptivas ou disperceptivas opcionalmente podem ser também 

caracterizadas por um dos sintomas listados de início motor ou não motor, refletindo o primeiro 

sinal ou sintoma mais proeminente da crise epiléptica, por exemplo, crise focal disperceptiva com 

automatismos (FISHER, 2017). 

O tipo de crise “focal evoluindo para tônico-clônica bilateral” é um tipo especial de crise, 

que corresponde ao termo de 1981 “crise parcial com generalização secundária”. Início focal 

evoluindo para tônico-clônica bilateral reflete um padrão de propagação da crise, mais do que um 

tipo unitário de crise epiléptica, mas é uma apresentação tão comum e importante que a 

categorização separada foi continuada. O termo “evoluindo para tônico-clônica bilateral” em vez 

de “secundariamente generalizada” foi usado para distinguir uma crise de início focal da crise de 

início generalizado. O termo “bilateral” é usado para padrões de propagação e “generalizado” para 

crises epilépticas que envolvem circuitos bilaterais desde o início (FISHER, 2017). 

Crises generalizadas são divididas em crises motoras e não motoras (ausências). Outras 

subdivisões são semelhantes àquelas da classificação de 1981, com a adição das crises mioclono-

atônicas, comuns na epilepsia com crises mioclono-atônicas (síndrome de Doose), crises mioclono-

tônico-clônicas, crises de ausências, entre outras. 

A classificação de 2017 permite anexar um número limitado de qualificadores às crises de 

início desconhecido, a fim de melhor caracterizar a crise. Crises de início desconhecido podem ser 

referidas pela simples palavra “não classificadas” ou com características adicionais, incluindo 

motoras, não motoras, tônico-clônicas, espasmos epilépticos e parada comportamental. Um tipo de 

crise de início desconhecido pode posteriormente ser classificada tanto como de início focal quanto 

de início generalizado, mas qualquer comportamento associado (por exemplo, tônico-clônico) a 

uma crise previamente “não classificada” pode ainda ser aplicado. A esse respeito, o termo “início 

desconhecido” é um termo substituto – não da característica da crise, mas do desconhecimento.  
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2.2.2.2 Classificação etiológica 

Um dos primeiros passos em situações clinicas frente a epilepsia é a identificação do tipo 

de crise e classificação etiológica da doença. Essa classificação, dependendo do caso, necessita do 

auxílio de exames de neuroimagem, como a tomografia ou a ressonância magnética. Primeiramente 

deve ser investigado se existem alterações estruturais que podem estar desencadeando as crises 

epilépticas. Além da etiologia estrutural, existem cinco outros grupos etiológicos para classificação 

da epilepsia: genético, infeccioso, metabólico, e imune, bem como um grupo desconhecido. 

Estes grupos etiológicos não apresentam uma classificação hierárquica e os pacientes podem ser 

classificados em mais de um grupo por exemplo.  

Etiologia estrutural  

A etiologia estrutural é definida por uma anormalidade visível em exames de neuroimagem 

estrutural, na qual quando associada a avaliações eletroencefalográficas, são capazes de inferir que 

as crises epilépticas são causadas por estas alterações estruturais detectadas nos exames de imagem. 

Estas alterações estruturais no tecido nervoso podem ser adquiridas através de um acidente vascular 

cerebral, alterações gênicas que levam a malformações do desenvolvimento cortical e por TCE, o 

qual é a maior causa de epilepsia adquirida do mundo (GAILLARD et al., 2009). 

Etiologia genética  

 O conceito de epilepsia genética é que ela resulta diretamente de uma mutação genética 

conhecida ou presumida, sendo estas mutações as responsáveis pelo aparecimento das crises 

epilépticas. As epilepsias nas quais uma etiologia genética foi implicada são bastante diversas e, 

na maioria dos casos, os genes subjacentes ainda não são conhecidos (SCHEFFER et al., 2017). 

Essas alterações podem ser constituídas por uma inferência genética, ou por um histórico 

familiar de uma doença autossômica dominante hereditária ou simplesmente por uma mutação 

genica, a qual o paciente apresenta uma mutação nova (FISHER, 2017) 

 

Etiologia infecciosa  

O conceito de uma etiologia infecciosa é aquela que resulta diretamente de uma infecção 

conhecida, na qual as convulsões são uma manifestação central da doença. Uma etiologia 
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infecciosa se refere a um paciente com epilepsia, em vez de convulsões ocorrendo no cenário de 

infecção aguda, como meningite ou encefalite. Exemplos comuns em regiões específicas do mundo 

incluem neurocisticercose, tuberculose, HIV, malária cerebral, panencefalite esclerosante 

subaguda e infecções que causam anormalidades congênitas, como aquelas causadas pelo Zika 

vírus, toxoplasmose e citomegalovírus. Essas infecções, às vezes, também têm uma 

correspondência com a etiologia estrutural. Uma etiologia infecciosa também pode referir-se ao 

desenvolvimento da epilepsia após a infecção, como encefalite viral que leva ao aparecimento das 

convulsões após a infecção aguda. 

 

Etiologia metabólica  

Um grande número de alterações metabólicas está associada à epilepsia. O conceito de 

epilepsia metabólica é que ela resulta diretamente de um transtorno metabólico conhecido ou 

presumido, no qual as convulsões são uma manifestação central do distúrbio. As causas 

metabólicas referem-se a um defeito metabólico bem delineado com manifestações ou alterações 

bioquímicas em todo o corpo, como porfiria, uremia, aminoacidopatias ou convulsões dependentes 

de piridoxina. 

 Em muitos casos, as alterações metabólicas têm um comprometimento genético. É 

provável que a maioria das epilepsias metabólicas tenha uma base genética, mas algumas podem 

ser adquiridas, como a deficiência de folato cerebral. A identificação de causas metabólicas 

específicas da epilepsia é extremamente importante devido às implicações para terapias mais 

direcionadas e prevenção potencial de deficiência intelectual (SCHEFFER et al., 2017). 

 

Etiologia imune  

O conceito da etiologia da epilepsia imune é quando ela resulta diretamente de um distúrbio 

imune no qual as crises epilépticas a manifestação central desta afecção. Podem ser diagnosticadas 

quando há evidencias de uma inflamação imune no sistema nervoso central (SCHEFFER et al., 

2017). Uma variedade de epilepsias imunológicas foi recentemente reconhecida com apresentações 

características em adultos e crianças (VEZZANI et al., 2016). Uma etiologia imunológica pode ser 

conceituada onde há evidência de inflamação do sistema nervoso central autoimune mediada. O 
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diagnóstico dessas encefalites autoimunes está aumentando rapidamente, particularmente com 

maior acesso aos testes de anticorpos. Exemplos incluem encefalite anti-receptor NMDA (N-metil-

D-aspartato) e encefalite anti-LGI1 (LANCASTER e DALMAU, 2012). Com o surgimento dessas 

entidades, esse subgrupo etiológico merece uma categoria específica, principalmente dadas as 

implicações do tratamento com imunoterapias direcionadas (SCHEFFER et al., 2017). 

 

Etiologia desconhecida 

Nessa categoria estão os casos aonde não é possível fazer o diagnóstico específico além da 

semiologia eletroclínica básica dos pacientes. Desta forma não é possível identificar a causa das 

crises epilépticas e o diagnóstico vai depender do nível da avaliação disponível e realizada no 

paciente.  

Desta forma, uma percentagem dos indivíduos acometidos por lesões adquiridas no tecido 

cerebral como TCE, poderá desenvolver epilepsia pós-traumática ao longo do tempo.  Assim, 

admite-se que a lesão induz uma reorganização dos circuitos cerebrais que, com o tempo, 

transforma-se em um foco gerador de descargas epilépticas. Esse processo através do qual um 

cérebro previamente assintomático torna-se capaz de gerar crises epilépticas espontâneas é 

denominado epileptogênese (CAVALHEIRO et al., 1991). 

 

2.3 EPILEPSIA PÓS-TRAUMÁTICA 

Dentro da classificação etiológica, a EPT, se enquadra dentro das epilepsias estruturais 

adquiridas onde as alterações estruturais causadas pelo TCE são os principais responsáveis pelas 

crises epilépticas.  
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A EPT é descrita como a ocorrência de crises epilépticas recorrentes e espontâneas após 

um período latente do TCE. As crises epilépticas desenvolvidas após o TCE são classificadas de 

acordo com a janela de tempo em que aparecem como demonstrado na figura 2. Crises precoces, 

ocorrem dentro das primeiras 24 horas após o trauma. Crises iniciais, se desenvolvem dentro da 

primeira semana e as crises tardias são aquelas que surgem após um período latente maior que 

uma semana após o TCE. Toda crise desenvolvida dentro das primeiras semanas após o trauma é 

em decorrência da lesão e não caracterizam como epilepsia pós-traumática, mas sim como crises 

pós-traumáticas (ANWER et al., 2021).  

 

2.3.1 Modelos experimentais de epilepsia pós-traumática 

 

Modelos animais confiáveis são essenciais para elucidar a fisiopatologia da EPT sem a 

necessidade do uso de agentes farmacológicos para indução da epilepsia. Atualmente existem 

diversos modelos para induzir o desenvolvimento de EPT. Embora esses modelos fornecem 

evidências importantes na compreensão da EPT, nenhum deles, até o momento, abrange em sua 

totalidade os efeitos clínicos do TCE. Dessa forma, deve ser observado as característas específicas 

Figura 1: Classificação das crises pós-traumaticas- Figura criada pelo autor, Willian Link Papalia 
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de cada modelo para que possa se obter as respostas equivalentes aos objetivos traçados pela 

pesquisa.  

 

2.3.1.1 Modelo de percução de fluidos  

 

O modelo de percusão de fluidos é amplamente utilizado e eficiente no desenvolvimento 

de EPT. Este modelo aumenta a sucetibilidade a convulsões e reproduz a histopatologia associada 

a lesão cerebral traumática, incluindo lesão difusa da substância branca e uma contusão focal dentro 

do córtex cerebral com uma gravidade variável de leve, moderado ou grave. Além disso, o modelo 

induz a danos neurovasculares e axonais, formação de edema hemorrágico e défices motores e 

cognitivos de até 1 ano após a lesão (LIFSHITZ et al., 2016). 

 

  

Figura 2: Figura ilustrativa do modelo de indução de lesão por percussão de fluídos 

(https://conductscience.com/maze/animal-models-of-traumatic-brain-injury). 
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2.3.1.2 Modelo de impacto cortical controlado 

 O modelo de impacto cortical controlado produz uma lesão cerebral usando um sistema 

pneumático ou impactador eletromagnético para comprimir o cérebro exposto para causar uma 

lesão cerebral. Esse modelo é capaz de induzir perda de tecido cortical, hematoma subdural agudo, 

lesão axonal, degeneração generalizada, não só a nível cortical, mas incluindo substância branca, 

hipocampo e tálamo (YANG et al., 2010). Desta forma, o modelo é capaz de induzir o 

desenvolvimento progressivo de hiperexcitabilidade neocortical, levando a descargas 

epileptiformes espontâneas sugestivas de um processo epileptogênico (HUNT et al., 2009). 

 

2.3.1.3 Modelo de penetração  

O modelo de lesão cerebral por penetração mostra um risco elevado no desenvolvimento 

de EPT. O modelo visa mimetizar acidentes aonde ocorre a penetração de objetos, fragmentos 

ósseos e até mesmo acidentes com armas de fogo onde fragmentos do projétil, revestido por cobre, 

ficam alocados no tecido cerebral (VAKIL e SINGH, 2017). Resumidamente, o modelo consiste 

em uma craniotomia para exposição do tecido cerebral, onde será inserido uma broca e, 

Figura 3: Figura ilustrativa do modelo de indução de lesão por impacto cortical controlado 

(https://conductscience.com/maze/animal-models-of-traumatic-brain-injury). 
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posteriormente, um fragmento de metal. Atualmente, o único modelo que apresentou alta eficácia 

no desenvolvimento de EPT por penetração foi utilizando fragmentos de cobre, onde mais de 95% 

dos animais apresentam crises convulsivas espontâneas após o TCE (KENDIRLI et al., 2014). 

 

 

2.4 DISFUNÇÕES NEUROVASCULARES E CRISES EPILÉPTICAS  

A hipótese tradicional e clássica a respeito das epilepsias enfatiza a hiperexcitabilidade da 

rede neuronal por um desbalanço entre a liberação de neurotransmissores excitatórios e inibitórios, 

que eventualmente levam a crises epilépticas. Desta forma, a contribuição do sistema vascular 

através da interação dos vasos sanguíneos e o tecido neuronal foi pouco abordada até os dias atuais. 

Entretanto, estudos atuais sugerem uma causa ou contribuição do tecido vascular no 

desenvolvimento de fatores epileptogênicos através da ruptura da BHE, e alterações estas que 

podem abranger diversas etiologias de epilepsias e não apenas a EPT (BARUAH et al., 2019). 

O sistema neurovascular é um dos componentes cruciais da BHE através do revestimento 

interno dos vasos serem repletos de células endoteliais selados por junções estreitas “tigh juntions”, 

sendo capaz de manter a homeostase iônica e controlando a passagem de proteínas e moléculas do 

Figura 4: Figura ilustrativa do modelo de indução de lesão por objeto penetrante 

(https://conductscience.com/maze/animal-models-of-traumatic-brain-injury). 
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sistema vascular para o SNC. Alterações nesse sistema vascular podem desencadear na infiltração 

de proteases do sistema sanguíneo, como a protrombina, que podem ativar processos inflamatórios 

e aumentar a excitabilidade neuronal, facilitando o desenvolvimento de crises epilépticas. 

 

2.4.1 Trombina  

 

A trombina é uma protease do sangue que apresenta um papel central na cascata de 

coagulação, além de desempenhar um papel intracelular. A trombina é formada a partir do seu 

percursor inativo pro-trombina, o qual é sintetizado principalmente em células hepáticas e liberada 

na corrente sanguínea (PLESERU e MIHAILA, 2018). Após um dano tecidual, a molécula de pro-

trombina se liga aos fatores teciduais, que estão ancorados à membrana plasmática celular e 

juntamente com protrombinases faz a conversão de pro-trombina (inativa) para trombina (ativa) 

(BUSHI et al., 2013). Dessa forma a trombina ativa desempenha um papel fundamental na cascata 

de coagulação aonde converte o fibrinogênio solúvel em fibrina insolúvel, formando os polímeros 

de fibrina e consequentemente os coágulos (WEISEL et al., 2017).  

Além disso, a trombina exerce uma resposta intracelular através dos receptores de proteases 

ativas (PARs). Estes receptores são divididos em 4 principais isoformas identificadas 

numericamente por PAR-1/2/3 e 4, entretanto, apenas as isoformas 1,3 e 4 podem ser ativas por 

trombina. No SNC a principal isoforma encontrada é a PAR-1, a qual está presente em células 

neuronais, astrocitárias e microgliais (LUO et al., 2007). Estes receptores são pertencentes a família 

dos receptores acoplados à proteína G, onde podem ativar múltiplas vias de sinalização intracelular 

dependente do dímero associado à proteína G. No geral, a ativação do receptor PAR-1 em células 

neuronais desencadeia respostas intracelulares capazes de ativar vias pró inflamatórias, oxidativas 

e apoptóticas, assim como, de crescimento e proliferação neuronal (TRITSCHLER et al., 2007). 

Além disso, pode aumentar as concentrações citoplasmáticas de Ca2+ através da ativação de inositol 

3-fosfato (IP3) no retículo endoplasmático ou indiretamente pela ativação dos receptores de 

glutamato NMDA (BEN SHIMON et al., 2019). Alterações que após um TCE podem potencializar 

os processos inflamatórios, excitotóxicos e de excitabilidade neuronal, eventos comumente vistos 

em processos epileptogênicos.  
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Dessa forma, visto que a sistema vascular desempenha um papel fundamental na 

homeostase do SNC e que quando em desequilíbrio pode desencadear crises epilépticas, é de 

fundamental importância investigar os processos pelo qual o sistema vascular pode estar 

relacionado com as crises epilépticas desenvolvidas após TCE.  

2.4.2 Inflamação e crises epilépticas 

Estudos experimentais e clínicos sugerem uma relação da neuroinflamação com o 

desenvolvimento das crises epilépticas assim como no processo de epileptogênese (LEE et al., 

2021; RAVIZZA et al., 2011; VEZZANI e FRIEDMAN, 2011). A inflamação no sistema nervoso 

central (SNC) atua como a imunidade inata e é predominantemente exercida pelas células da 

micróglia, como fossem macrófagos residentes do SNC e liberando citocinas inflamatórias, assim 

como também células astrocitárias e neuronais podem exercer funções importantes no processo de 

defesa imune (BADIMON et al., 2020). 

Os primeiros indícios clínicos da relação dos mediadores inflamatórios com o 

desenvolvimento de epilepsia ocorreram quando pacientes resistentes ao tratamento convencional 

apresentaram uma redução das crises convulsivas após o uso de anti-inflamatórios (RIIKONEN, 

2004). O aumento de marcadores inflamatórios no SNC ativa receptores específicos nas células 

glias que, por sua vez, podem alterar a permeabilidade da BHE e aumentam a excitabilidade 

neuronal, favorecendo assim o desenvolvimento das crises epilépticas.  

As células astrocitárias exercem um papel fundamental na neuroinflamação sendo 

frequentemente vistos em pacientes com epilepsia do lobo temporal mesial e da maioria dos 

modelos animais de crises epilépticas (WETHERINGTON et al., 2008). Além da sua função 

estrutural, as células astrocitárias desempenham um papel de controle na manutenção da 

concentração intersticial de glutamato, através da captação desse neurotransmissor pelos seus 

transportadores controlando a excitabilidade neuronal, assim como apresentam um papel estrutural 

na formação da BHE (CHOI et al., 2008). Insultos ao tecido nervoso como traumas, infecções e 

crises epilépticas resultam em uma gliose reativa, onde alterações morfológicas e bioquímicas 

dessas células acabam induzindo a liberação de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β e TNF- α, 

danificando a permeabilidade da BHE e contribuindo para as crises convulsivas (MUKHTAR, 

2020). 



33 

 

 

2.5 EXERCÍCIO FÍSICO  

A pratica de exercício físico está presente na sociedade desde os primórdios, onde em 

épocas primitivas apresentava um caráter puramente para sobrevivência e alimentação. Já durante 

o período Greco-Romano, Hipócrates (460 – 370 AC) e depois Galeno (129 – 210 d.C), 

reconheceram a necessidade do exercício físico para o benefício da saúde e como profilaxia para 

atletas (SPEED e JAQUES, 2011). Em tempo atuais, Jeremiah Morris foi reconhecido como a 

primeira pessoa que utilizou a atividade física em epidemiologia (BLAIR et al., 2010). Hoje, 

evidências mostram que a atividade física regular contribui para a saúde em geral e melhora na 

qualidade de vida, principalmente sobre o ponto de vista cardiovascular e metabólico (PEDERSEN 

e SALTIN, 2015; WARBURTON et al., 2006). Entretanto, os efeitos do exercício físico não se 

limitam apenas aos sistemas periféricos, estudos tem mostrado efeitos benéficos também no SNC, 

que estão associados ao aumento da neurogênese, melhora na aprendizagem e memória. Além 

disso, o exercício físico profilático apresenta uma atenuação dos danos ao tecido cerebral após 

eventos traumáticos, como acidentes vasculares cerebrais e traumáticos cranioencefálico (RADAK, 

Z. et al., 2013).  

Os efeitos profiláticos do exercício físico aeróbico, metabolicamente, estão relacionados ao 

aumento das defesas anti-oxidantes e anti-inflamatórias. A prática de exercício físico aeróbico 

promove aumento dos níveis de oxigênio circulante e consequentemente uma maior geração de 

espécies reativas de oxigênio, fatores que são responsáveis por induzir uma resposta adaptativa 

anti-oxidante e anti-inflamatória quando em níveis moderados (RADAK, Z. et al., 2013). Estudos 

experimentais revelam que o exercício físico aeróbico prévio é capaz de reduzir os níveis de 

citocinas pro-inflamatórias, infiltração de neutrófilos e a inibição de ATPases em células neuronais 

após TCE, bem como, reduzir a quebra da BHE (DE CASTRO et al., 2017). Desta forma, o 

desenvolvimento das defesas anti-onxidantes e anti-inflamatórias, induzidas pelo exercício físico, 

resultam em uma melhor resposta celular frente a um processo neurodegenerativo 

(LEEUWENBURGH e HEINECKE, 2001). 
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3. OBJETIVOS  

3.1 OBJETIVO GERAL 

- Elucidar os mecanismos neurovasculares envolvidos no desenvolvimento das crises epilépticas 

precoces após um traumatismo crânio-encefálico, visando possíveis alvos para futuras intervenções 

terapêuticas. 

3.2- OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

CAPÍTULO I 

- Realizar uma revisão a respeito dos seguintes tópicos: 

1. O papel da trombina e dos receptores de trombina no SNC 

2. TCE e ruptura da BHE 

3. O papel da trombina na patofisiologia do TCE 

4. Exercício físico e geração de trombina 

4. Efeitos gerais do exercício físico nas vias neurovasculares e sua relação com a fisiopatologia 

induzida pelo TCE 

CAPÍTULO II 

- Analisar a presença de trombina ativa no hipocampo de ratos em 6 horas após o TCE. 

- Avaliar a expressão dos receptores de trombina e PAR-1 no hipocampo dos animais após 6 horas 

da lesão. 

- Verificar a ativação do complexo-1 da mTOR através da razão entre a expressão de P70S6K e p-

P70S6K nos animais após 6 horas do TCE. 

- Analisar os processos de excitabilidade neuronal pela expressão proteica dos transportadores de 

glutamato EAAT-2 nos animais que foram submetidos ao TCE após 6 horas do trauma. 

- Verificar marcadores pró-inflamatórios como TNF-α e IL-1β no hipocampo de ratos submetidos 

ao TCE 6 horas após a lesão.  
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- Investigar a expressão do GFAP em amostras hipocampais dos animais que foram submetidos 

ao TCE após 6 horas. 

- Avaliar as alterações eletroencefalográficas induzidas pelo TCE durante as 6 primeiras horas do 

trauma em ratos. 
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CAPÍTULO I 

4. MANUSCRITO  
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Abstract  

 

Disruption of the blood-brain barrier and occurrence of coagulopathy after traumatic brain injury (TBI) has important 

implications for multiple secondary injury processes. Given the extent of post-traumatic changes in neuronal function, 

significant alterations in some targets, such thrombin (a protease that plays a physiological role in maintaining 

blood coagulation) play an important role in TBI-induced pathophysiology. Despite the magnitude of thrombin in 

synaptic plasticity being concentration-dependent, the mechanisms underlying TBI have not been fully elucidated. The 

understanding of this post-injury neurovascular dysregulation is essential to establish scientific-based rehabilitative 

strategies. One of these strategies may be supporting physical exercise, considering its relevance in reducing damage 

after a TBI. However, there are caveats to consider when interpreting the effect of physical exercise on neurovascular 

dysregulation after TBI. To complete this picture, this review will describe how the interactions established between 

blood-borne factors (such as thrombin) and physical exercise alters the TBI pathophysiology. 

 

Keywords: blood-brain barrier, thrombin, traumatic brain injury, physical exercise, protease-activated receptor-1. 
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Introduction 

Traumatic brain injury (TBI) is a public health problem responsible for high morbidity and mortality rates 

and caused by an external mechanical force to the brain. It is estimated that 69 million people annually suffer a TBI 

worldwide [1], and this pathological situation is characterized by a combination of primary damage of brain tissue and 

secondary injury mechanisms that develop chronically after injury [2]. Although the pathophysiology of TBI is 

multifaceted, the occurrence of coagulopathy is strongly associated with poor outcomes [3-5]. From a mechanistic 

perspective, the TBI-induced vascular damage alters blood-brain barrier (BBB) permeability and causes leakage of 

proteins transmitted by the blood and the extravasation of serum proteases, such as thrombin, into the brain parenchyma 

[6, 7].  

 Thrombin is a protease that belongs to the chymotrypsin family and is generated by the proteolytic cleavage 

of its inactive precursor prothrombin by prothrombinase [8]. Apart from the central role of thrombin in blood 

coagulation, thrombin regulates cellular functions via protease-activated receptors (PARs) [9]. In the central nervous 

system (CNS), thrombin exerts, depending on the concentration, either cytoprotective (50-100 nM) or cytotoxic effects 

(>500 nM) on neural cells [10]. For instance, in vitro studies have demonstrated that low thrombin concentrations 

enhance nerve growth factor synthesis and glial cell secretion, modulate neurite outgrowth, reverse process-bearing 

stellate astrocytes to epithelial-like astrocytes, stimulate astrocyte proliferation, and modulate endothelial cell 

cytoskeleton [11, 12]. In hippocampal neuron cultures, thrombin administration also protects against cell death caused 

by hypoglycemia, hypoxia, and growth supplement deprivation [13-15]. Nevertheless, high thrombin levels in the brain 

during intracerebral hemorrhage and/or BBB breakdown are known to decrease glutamate transporter expression 

(EAAT1 and EAAT2) and exacerbate the release of pro-inflammatory factors (e.g., TNF-α and IL- 1β) and 

pathological processes evidenced in neurodegenerative disorders [16, 17].  

Especially in TBI, research in recent years has revealed that thrombin-PAR1 activation in the pathogenesis of 

hyperexcitability in neural networks may lead to post-traumatic epilepsy [16, 18]. Early thrombin-PAR1 activation is 

also followed by a counter-regulatory response characterized by PAR-1 degradation, which is a biological event 

associated with post-traumatic amnesia [19]. In the late post-TBI phase, astrocyte activation associated with increased 

PAR-1 and thrombin expression promotes neuronal dysfunction, neurotoxicity, and oxidative/inflammatory stress [20-

22].  

  Regarding the role of thrombin in TBI-induced pathophysiology, it is important to note that the magnitude of 

thrombin in synaptic plasticity is dependent on concentration, and the exact forms of molecular signaling exerted by 

this protease after TBI are still not yet fully understood [18, 23]. The understanding of post-injury neurovascular 

dysregulation in TBI is essential to establish scientific-based rehabilitative strategies. One of these strategies may be 

supporting exercise training, considering its relevance in reducing damage after a TBI, limiting secondary brain 

damage, and promoting neuronal repair and behavioral rehabilitation [2, 24].  

  Homeostasis in the vascular system is the physiological process that maintains the balance between excessive 

bleeding and coagulation to reach normal blood circulation [25]. In this scenario, physical exercise (low to moderate 
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intensity) positively modifies coagulation markers and fibrinolytic response in apparently healthy populations [26, 27]. 

Nonetheless, acute high-intensity exercise sessions may act as a potential trigger for increased thrombotic risk due to 

higher venous blood flow, blood viscosity, laminar shear stress, and coagulation system activation [28]. It is evident 

that exercise intensity significantly influences the balance between coagulation and fibrinolysis, although 

methodological variations including differences in training programs, populations studied, and analytical methods may 

compromise a definitive conclusion on the effects of physical exercise. Despite the modulation induced by exercise 

training providing a unique non-pharmacological therapeutic approach to control TBI-related secondary damage [29, 

30], information on the involvement of neurovascular pathways elicited by physical exercise and their relation with 

brain damage after TBI is scarce. Conceptually, several possibilities, or a combination of different mechanisms, must 

be considered. Given the above, this review will highlight the main findings in the literature on how the interactions 

established between (i) blood-borne factors (e.g., thrombin) and physical exercise affect the function of the gliovascular 

unit, which may contribute or suppress secondary brain damage and (ii) how changes in the metabolism of this protease 

alter TBI pathophysiology. 

 

The role of thrombin and thrombin receptors in the CNS 

Thrombin is a serine protease that converts soluble fibrinogen into insoluble fibrin strands and catalyzes many 

other coagulation-related reactions. In addition to being involved in blood clotting and tissue repair, this protease is 

also considered a multifunctional signaling molecule in different cell types through the proteolytic activation of cell 

surface receptors (i.e., PARs) [31]. In the CNS, there are seven (7) subtypes of thrombin receptors in the membrane 

coupled to the G protein activated by proteolytic protein cleavage instead of ligand binding. Three PARs (PAR-1, -3, 

and -4) are activated by thrombin, while PAR-2 is activated by trypsin and mast cellular tryptase [32].  

Although this protease is produced in the brain immediately after a cerebral hemorrhage or BBB breakdown, 

clinical and experimental evidence indicates that variations in thrombin concentrations in the brain parenchyma exert 

cytoprotective or cytotoxic effects on neural cells. For instance, experimental data (in vivo and in vitro) have indicated 

that high thrombin concentrations (500 nM) within the brain parenchyma induce cell death in mixed neuronal/astrocyte 

cultures [33]. The activation of the PAR-1 receptor elicited by high thrombin levels also increases N-methyl-D-

aspartate (NMDA) receptor responses in CA1 pyramidal cells [34]. Gelatinase A activation (i.e., matrix-

metalloproteinases 2; MMP-2) elicited by high thrombin levels in endothelial cells degrades the extracellular matrix, 

causing BBB disruption [12]. However, in vitro studies have demonstrated that low thrombin concentrations (50-100 

nM) protect primary rat astrocytes from hypoglycemia or oxidative stress-induced cell death. Intracerebral infusion of 

low thrombin doses (thrombin preconditioning) reduces brain injury induced by subsequent intracerebral infusion of 

high thrombin doses, an intracerebral hemorrhage, or cerebral ischemia [35-37]. Although the precise mechanisms of 

thrombin-induced brain tolerance are not known, thrombin receptor activation, up-regulation of thrombin inhibitors, 

and heat shock proteins in the brain may be associated with this tolerance [33, 35, 36, 38].  
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In homeostasis, cell proliferation and differentiation signals elicited by thrombin are regulated through 

mitogen-activated protein kinases (MAPKs), such as protein kinase-1, which is regulated by extracellular signal-

regulated kinases (ERK1 and ERK2) [39]. Despite being specific to each cell, signaling pathway activation such as 

phosphoinositide 3-kinase and phospholipase C  (Ca2+ and protein kinase C) elicited by thrombin are signaling 

cascades involved in the cytoskeletal rearrangements necessary for growth cone orientation, cell migration, and 

neuronal plasticity [10]. It is worth mentioning that the modulation of thrombin activity and its receptors in the CNS 

can establish new therapeutic strategies for TBI. However, the dichotomy in the effects of thrombin in brain injury 

reinforces the idea that further research should be carried out on the role of thrombin in TBI-induced physiopathology.  

 

TBI and capillary leakage 

Traumatic brain injuries frequently cause cerebrovascular lesions in which the capillary leakages of blood-

derived proteins represent a link between vascular factors and TBI-related pathology. Following TBI, BBB dysfunction 

is characterized not only by the potential interruption to the tight junction’s but also by increased transcytosis and 

altered transport properties [40]. This increased transcellular permeability of the BBB allows proteins and solutes to 

extravasate from the cerebral vasculature into the extracellular space within the brain, promoting edema formation, 

perpetuating the inflammatory response, and aggravating neuronal injury [41].  

Although the most immediate cause is not the sole etiology of BBB breakdown, the second messenger 

cascades including inflammatory cytokines, angiogenic factors, tight junction degradation, adhesion molecules/factors 

promoting protein extravasation, and cytoskeletal rearrangements are some of the additional factors contributing to a 

leaky endothelium/vasogenic edema [42]. In the necrotic nucleus of the injury, high osmolarity drives the movement 

of water along this gradient and induces acute swelling and the activation of several secondary injury cascades 

(cytotoxic edema and vasogenic edema). The positive activation/regulation of various ion channels, including 

aquaporin-4, acid-sensing ion channels, Na+/H+ exchangers, furosemide-sensitive Na+/K+/2Cl- cotransporter, and N-

methyl-D-aspartate receptors (NMDARs), allow the excessive influx of water to cause oncotic cell death in neurons, 

astrocytes, and glial cells 1 hour to 7 days after neuronal injury [43].  

Considering that the BBB after TBI becomes permeable to high molecular weight proteins, excessive 

thrombin production may be due to the entry of elements in the coagulation cascade, including prothrombin, from the 

blood [44]. After being synthesized in the liver and released into the bloodstream [12] prothrombin activates a 

coagulation cascade characterized by converting the zymogen factor X to factor IXa, which converts prothrombin into 

thrombin to convert fibrinogen into fibrin. In the CNS, thrombin accumulation after brain injury alters cell function by 

cleaving and activating PARs [16, 18, 45]. The activation of PARs induces many intracellular pathways, including 

phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/Akt pathway, MAPKs, and Rho-dependent responses to control cellular 

responses such as cell shape, integrin activation, and platelet aggregation [46]. Thrombin is the only protease to mediate 

synaptic plasticity, neuroinflammation, glutamate excitotoxicity, and oxidative stress [47]. Consequently, its neuronal 
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accumulation modulates neuronal calcium responses, neurotoxicity, and vulnerability to excitotoxicity after neuronal 

injury [6, 48]. Thrombin and PAR-1 pathway is described in fig. 1. 

 

The role of thrombin in TBI pathophysiology 

After TBI, the excitotoxicity evidenced by extracellular glutamate increase is a major contributing factor in 

apoptosis and neuronal death [49, 50]. In this scenario, by mediating glutamate excitotoxicity [47], thrombin 

accumulation after BBB interruption induced by TBI modulates the neuronal responses of calcium, neurotoxicity, and 

vulnerability to excitotoxicity [6, 48]. In primary cortical and hippocampal astrocyte cultures, significantly down-

regulated glutamate-aspartate transporter (GLAST) and suppressed glutamate uptake by astrocytes induced by 

thrombin exposure reinforces the involvement of this protease in glutamate efflux and astrocytic death [51-53]. 

In experimental TBI models (see table 1), the acute increase in thrombin expression in the hippocampus 

followed by reduced gene and protein expression of GLT1 (EAAT2) and GLAST (EAAT1) transporters imply that 

thrombin affects astrogliosis and astrocyte regulation of glutamate clearance after TBI [16]. The activation of PAR-1 

elicited by high thrombin levels in the CNS also induces glutamate release from astrocytes and increases cerebral 

glutamate levels, suggesting the involvement of this protease in TBI-induced excitotoxicity [17, 54]. Under normal 

conditions, the absorption of glutamate and other anionic excitatory amino acids from the circulation is limited by the 

BBB; however, BBB dysfunction after TBI leads to higher intracerebral thrombin levels followed by glutamate 

receptor overstimulation [50, 55]. High Ca2+ concentrations elicited by overactivated glutamate receptors (specifically 

NMDARs) activate a cascade of cell degradation processes involving numerous enzymes that damage cell structures, 

often to the point of cell death. Glutamate excitotoxicity triggered by glutamate receptor overstimulation also 

contributes to intracellular oxidative stress. This complex and integrated cascade of chemical reactions occurs when 

excessive free radical production is caused by an insufficiency of the neutralizing antioxidant response system. Since 

the CNS, with its high oxygen consumption and lipid-rich content, is highly susceptible to oxidative stress, damage to 

the brain induced by oxidative stress has a strong potential to negatively impact normal CNS functions [56].  

Although any cellular component may be a target of free radical damage, failure of important enzymes to 

function in neuronal metabolism induces cell excitability after TBI. After TBI, the inhibition of calcium pumps, sodium 

pumps, and Na+/Ca2+ exchangers with concomitant increases in levels of oxidative stress markers reinforces the idea 

that failure of some selected targets leads to secondary damage after neurological injury [57, 58]. Hence, intracellular 

Ca2+ induced by thrombin increases free radical generation [59], and selective targets such as ATPases are involved 

in the pathophysiology of TBI [2]. Moreover, it is plausible that early thrombin-induced coagulation cascade/reactive 

oxygen species (ROS) generation may be essential for ATPase alteration in this neurological disease. However, further 

research is necessary to confirm this assumption.  

As previously described, TBI-induced coagulation system activation releases thrombin causing BBB 

breakdown and inflammatory reactions to stimulate free radicals in microglia and macrophages. These oxidative stress 

responses lead to nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) transduction. The predominant Nrf2 is one of the 
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most important transcription factors that modulate cell defense. One of the most important Nrf2 target genes is the 

antioxidant enzyme superoxide dismutase (SOD) [60]. Low α-thrombin levels (50-100 nM) enhance manganese 

superoxide dismutase (MnSOD) expression as a predicted response for scavenging reactive superoxide (O2•¯) in 

human brain endothelial cells [61]. Nevertheless, cyclooxygenase, prostaglandin E2, and cytokine production elicited 

by high thrombin levels after TBI can induce ROS production, and a positive feedback cycle is formed [62]. 

Neuroinflammation can cause acute secondary injury after TBI with increased risk for developing other 

neurodegenerative conditions, including Alzheimer’s disease, chronic traumatic encephalopathy, and post-traumatic 

epilepsy [63-65].  

The upregulation of cytokine and chemokine expression in different cell types (neurons, astrocytes, microglia, 

and endothelial cells) elicited by thrombin also contributes to chronic disease development after TBI [66]. In periphery 

cells, thrombin induces endothelial dysfunction, inflammation, and is related to diabetes and cardiovascular disease 

development [67]. From a metabolic point of view, TBI also jeopardizes the systemic physiology of organs in which 

subsequent dysfunctions in their metabolism attack the brain and exacerbate the general pathogenesis of TBI [2]. 

However, how the interaction between thrombin and the neuroendocrine system affects peripheral metabolism and 

how the peripheral pathophysiology elicited by thrombin production can exacerbate brain pathology after TBI is still 

not fully understood. Thus, it is crucial to understand how thrombin generation affects systemic and central physiology 

to have a thorough understanding of the pathogenesis of TBI, and a better grasp of these pathways is necessary to 

design effective treatments. 

 

Physical exercise and thrombin generation 

Blood homeostasis represents a complex interaction between platelets, coagulation, and fibrinolysis to 

maintain vascular wall integrity. Considering that thrombin a key enzyme in the coagulation cascade [68], lifestyle 

interventions that improve the coagulation profile involving thrombin generation may lead to important metabolic 

benefits. One of these interventions is physical exercise, usually associated with a significant shortening of activated 

partial thromboplastin time and a marked increase in factor VIII (FVIII). The increase in FVIII and blood fibrinolysis 

is directly related to exercise intensity and duration and the training status of individuals [69, 70]. In this sense, 

strenuous physical exercise has traditionally been discouraged for people with hemophilia because of the perceived 

risk of bleeding. The shear stress induced by vigorous exercise increases the possibility of vascular thrombotic events 

since the release of pro-coagulant microparticles from platelets triggers thrombin generation [71].  

Long exercise sessions, such as marathon running, also activate blood clotting factors, where thrombin 

accumulation and reticulated fibrin followed by increased coagulation FVIII are associated with hypercoagulability 

[72-74], although this assumption is not universal [75]. Current knowledge of the effects of exercise on clotting factors 

is that exercise increases  FVIII levels in healthy people, people with hemophilia B (HB), and people with mild and 

moderate hemophilia A (HA). These clinical data suggest the benefits of regular exercise in improving muscle function, 

endurance, and quality of life without increased bleeding being a problem [76]. In line with this view, clinical studies 
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have not found any evidence that global coagulation capacity, which is measured by thrombin generation or 

thromboelastographic methods, increases after exercise in severe HA or HB patients [77].  

 Although the exact molecular signaling pathways have not yet been defined, it is plausible that regular 

physical exercise improves clotting markers [78, 79]. This idea is based on increased antioxidant defenses induced by 

continuous physical exercise that indirectly modulate thrombin generation [80]. In this context, physical exercise of 

moderate intensity (40% Vo2max) reduces the risk of inflammatory thrombosis evoked by vigorous exercise (80% 

Vo2max), which is a form of preconditioning [81]. Effectively reducing inflammatory/oxidative stress elicited by 

previous interval aerobic training (40% Vo2max) in healthy individuals before the hypoxic exercise test reinforces the 

notion that: a) blood is subjected to oxidative stress during extreme hypoxic exposure; b) elevated oxidative stress may 

contribute to activating the neutrophil/coagulation system; and c) aerobic capacity and resistance to hypoxia-induced 

thrombotic risk improve [82, 83]. For more information see table 2. 

It is well known that physical exercise is involved in the relationship between platelet activation, blood 

clotting, and fibrinolysis; however, the contradictory statements elicited by different physical training protocols on 

coagulation processes and the relationship between changes on the periphery of the CNS must be considered. 

  

 General effects of physical exercise on neurovascular pathways and its relation with TBI-induced 

physiopathology  

 Physical exercise is essential for anyone aiming to live a healthy lifestyle. From a metabolic perspective, the 

importance of physical exercise on bidirectionality between the peripheral and CNS explains, at least in part, why 

some exercise protocols offer new opportunities to maintain health and reduce the risk of neurological diseases. 

Systematic reviews and meta‐analyses have provided compelling evidence that physical activity promotes low‐to‐

moderate risk reductions of dementia [84, 85]. Furthermore, physical exercise improves endogenous repair 

mechanisms in the brain and enhances functional recovery after experimental TBI [86, 87]. This assumption is based 

on significant adaptive responses to regulate physical exercise characterized by mitochondrial biogenesis, oxidant 

production reduction, and increased antioxidant defenses [88, 89]. The capacity to control cell metabolism, plasma 

membrane integrity, and synaptic plasticity explains the effective protection elicited by physical exercise on TBI-

induced physiopathology.  

 Aerobic physical exercise has neuroprotective properties through various mechanisms, mainly by 

counteracting elevated oxidative stress and increasing BDNF production [90]. Physical activity enhances neuronal 

functions and delays or prevents cell damage and neurobehavioral disability after TBI [57, 91]. The effects of physical 

exercise on increasing antioxidant defenses [92], improving mitochondrial biogenesis [93], and upregulating the 

metabotropic BDNF are a telling demonstration of the capacity of exercise to promote metabolic homeostasis [90].  

It is already a common consensus that a healthy mind lives in a healthy body, although it is not entirely clear 

which peripheral mechanism is caused by physical exercise. In this scenario, previous aerobic exercise training protects 
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against dysglycemia, impaired hepatic signaling, high levels of circulating and neuronal cytokines, the opening of the 

BBB, neutrophils infiltration, and Na+/K+-ATPase activity inhibition in the ipsilateral cortex after TBI [94]. These 

experimental data corroborate the idea that failure in the integrity of the BBB promotes the leakage of vascular 

mediators and leads to secondary damage after TBI [6, 95].  

Several studies support the hypothesis that the generalized nature of neurological diseases, such as TBI, is 

partly due to modified lifestyles such as reduced physical activity. In this sense, the prophylactic effects induced by 

aerobic training via the enhancement of endogenous anti-inflammatory (1L-10), inhibition of neutrophil infiltration, 

attenuating BBB breakdown and pro-inflammatory (IL-1β, TNF-α) accumulation may be a new therapeutic approach 

to control acute inflammation that leads to long-term cell damage and neurobehavioral disability after TBI [96]. 

Notably, ROS generation is a necessary and unavoidable consequence of aerobic metabolism, and the rate of ROS 

generation in biological tissue is closely related to oxygen consumption [97]. Nonetheless, the development of 

compensatory responses to oxidative stress elicited by physical training reflects the decrease in ROS generation 

markers, translating into BBB maintenance [98-101] (fig. 2). 

Regarding the involvement of the BBB in TBI-induced physiopathology, it is important to note that mural 

cells (pericytes), astrocyte terminals, and intercellular junctions play a critical role in tissue integrity and vascular 

permeability of the BBB [102]. After TBI, membrane integrity loss leads to capillary leakage, alterations in vascular 

permeability, decreased cerebral blood flow, and impaired hemodynamic responses. Moreover, TBI-induced BBB 

disruption also facilitates angiotensin II (Ang II) access, which initiates neuronal inflammation by promoting vascular 

permeability via Ang II type 1 receptor (AT1-receptor)  activation, increasing inflammatory cell recruitment, ROS 

generation, and microglial activation in autonomic areas (e.g., paraventricular nucleus) and potentiates glutamatergic 

toxicity [101, 103-106] (fig. 3). 

 Norepinephrine release during physical activity reduces neuroinflammation via microglia activation and β2-

astrocyte and lymphocyte receptors [107]. Furthermore, the significant reduction of neuronal Ang II followed by 

microglial activation suppression reinforces the antioxidant capacity elicited by physical exercise [101, 108]. In this 

scenario, it is plausible that regular physical exercise may decrease BBB permeability due to its antioxidant capacity, 

which, at least in part, decreases oxidative/inflammatory stress after neuronal injury. In addition, physical exercise-

induced BBB maintenance may protect against serum protease extravasation and toxicity induced by neuronal 

thrombin accumulation after TBI, albeit data on the role of physical exercise in BBB functions after TBI is scarce [2]. 

 

Conclusion  

Traumatic brain injury is a devastating disease frequently followed by significant behavioral disabilities with 

profound alterations in brain function [2, 24]. In this context, BBB breakdown after TBI causes the leakage of serum 

proteases, such as thrombin [6, 95], which in turn exacerbates the pathogenesis of this neurological injury. Although 

its functions are not fully understood, neuronal thrombin accumulation modulates neuronal responses of calcium, 

neurotoxicity, and vulnerability to excitotoxicity after TBI [6, 48]. In the long term, the upregulation of cytokine and 
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chemokine expression elicited by early thrombin accumulation contributes to chronic disease development after TBI 

[66]. However, it should be noted that thrombin magnitude in synaptic plasticity is dependent on the concentration, 

and the exact forms of molecular signaling exerted by this protease after TBI must be better elucidated in the literature. 

Given that the brain’s inability to perform metabolic homeostasis after TBI increases the consequences of a 

secondary brain injury, understanding post-injury neurovascular dysregulation in TBI is essential for establishing 

scientifically based rehabilitation strategies. One possible strategy may be physical exercise, which facilitates 

endogenous repair mechanisms in the brain and enhances functional recovery after experimental TBI. The exact 

molecular signaling pathways have not yet been defined, although improving clotting state markers and increasing 

antioxidant defenses induced by continuous physical exercise may indirectly modulate thrombin generation after TBI. 

Furthermore, the BBB maintenance elicited by physical exercise may protect against serum protease extravasation and 

toxicity induced by neuronal thrombin accumulation after TBI. Thus, in spite of their functions often being unreported 

in clinical practice, promising results of physical exercise on neurovascular pathways may positively influence treating 

the pathophysiology of TBI. 
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Figures Legends 

Fig. 1 Thrombin/PAR1 pathways – Activation of PAR-1 can modulate different cell responses, including inflammation, 

neuronal excitability, and cell death. Thrombin/PAR-1 increases pro-inflammatory cytokine production such as TNF-

α and IL-1β via MAPK/ERK/NFκB. It also stimulates PLC production of IP3, leading to Ca2+ release from the 

endoplasmic reticulum. PAR-1 activation results in Ca2+ influx through Src/NMDA2A and promotes excitotoxicity, 

ROS production, and apoptotic pathway activation. Abbreviations: ERK= extracellular signal-regulated kinases, IL= 

interleukin, IP3= inositol 1,4,5 triphosphate, MAPK= mitogen-activated protein kinases, NFκB= nuclear factor kapa - 

beta, NMDA= N-methyl-D-aspartate, NO= nitric oxide, PAR-1= protease-activated receptor-1, PKC-B= protein 

kinase C - beta, PLC= phospholipase C, ROS= reactive oxygen species, TNF-α= necrosis factor alpha. 

Fig. 2 Effects of exercise on the neurovascular pathway – Exercise increases mitochondrial biogenesis, antioxidant 

enzymes, and anti-inflammatory cytokines, preventing ROS production. ROS production is related to increased BBB 

permeability, which can provoke toxicity and cell death. Sedentary individuals are more prone to neurochemical 

damage than trained individuals. Abbreviations: BBB= blood-brain barrier, CAT= catalase, IL= interleukin, ROS= 

reactive oxygen species, SOD= superoxide dismutase. 

Fig. 3 Protective effects of exercise on TBI – Physical exercise (1) promotes neurochemical changes on neuronal tissue, 

including decreased blood-brain barrier permeability (2) that can protect cerebral parenchyma against traumatic brain 

injury (3) by preventing exacerbated thrombin extravasation (4) from capillary. In neuron cells, norepinephrine reduces 

neuroinflammation through microglia and astrocytes β2 receptors and downregulates AT1 activation leading to 

decreased inflammation and ROS damage (5). Abbreviations: Ang II = angiotensin II, AT1= angiotensin II type 

1 receptor, BBB= blood-brain barrier, ROS= reactive oxygen species.    
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Figure 1. 
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Figure 2. 
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Figure 3.  
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CAPÍTULO II 

5. PROTOCOLO DE TCE EXPERIMENTAL 

 

O PAPEL DA TROMBINA NO DESENVOLVIMENTO DE CRISES 

CONVULSIVAS PÓS-TRAUMÁTICAS 

 

5.1. INTRODUÇÃO 

O traumatismo crânio-encefálico (TCE) é um dos maiores responsáveis pelo 

desenvolvimento de epilepsia adquirida no mundo. Entretanto, os mecanismos envolvidos na 

patofisiologia das crises epilépticas pós-traumáticas não estão completamente esclarecidos. Os 

danos neurovasculares, causados pelo TCE, induzem um aumento na permeabilidade da BHE e, 

consequentemente, o extravasamento de proteases do sangue para o parênquima cerebral 

(FLETCHER-SANDERSJOO et al., 2020b).  

Dentre essas proteases, a trombina é um polipeptídio sérico pertencente à família das 

quimotripsinas, gerada pela clivagem proteolítica de seu precursor inativo, protrombina, através da 

protrombinase (PLESERU e MIHAILA, 2018). Ela apresenta um papel principal na conversão de 

fibrinogênio solúvel em fibrina insolúvel na cascata de coagulação. Além disso, a trombina, através 

do receptor PAR-1, pode ativar vias inflamatórias e aumentar a excitabilidade neuronal de forma 

excessiva, favorecendo o aparecimento de crises epilépticas (BEN SHIMON et al., 2019). Nesta 

linha de pensamento, é plausível propor que o sistema neurovascular está relacionado com o 

desenvolvimento de crises epilépticas e pode ser um alvo em potencial para intervenções 

terapêuticas ou preventivas. 

Dessa forma, avaliamos os efeitos de um modelo experimental de TCE grave no 

aparecimento de crises convulsivas nas primeira 6 horas, assim como, na expressão de proteínas 

envolvidas no sistema neurovascular e inflamatórias. 

5.2 MATERIAIS E MÉTODOS 
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5.2.1 Delineamento experimental  

Os experimentos realizados nesse trabalho foram aprovados pelo Comitê de Ética e Bem-

Estar Animal da UFSM sob o número 2280010819, assim como, foram tomadas todas as medidas 

necessárias para reduzir o estresse e o número de animais utilizados no experimento. Para 

realização do estudo foram utilizados ratos Wistar machos com aproximadamente 350g, os quais 

foram mantidos com ciclo claro/escuro de 12 horas e em temperatura de 24± 2º C, com ração e 

água ad libitum. Os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos independentes, NAIVE, 

CONTROLE e TCE. Todos os animais, exceto os do grupo NAIVE, passaram pelos precedimentos 

cirúrgicos para implante dos eletrodos e de uma cânula para indução do TCE pelo modelo de 

percussão de fluídos.  

Resumidamente, os animais foram anestesiados em uma câmera de anestesia com 

isoflurano 5%, onde foi realizado os procedimentos cirúrgicos para implante dos eletrodos e da 

cânula para indução do TCE. 72 horas após o procedimento cirúrgico os animais TCE e 

CONTROLE realizaram o registro basal do EEG. Logo após, os animais do grupo TCE foram 

submetidos ao trauma grave (2.8±0.2 ATM). Assim que os animais retomavam a consciência, eles 

eram novamente levados para a realização do EEG até as 6 horas após o TCE e então eram 

imediatamente eutanasiados, para retirada do tecido hipocampal ipsilateral (mesmo lado da lesão) 

para as analises biológicas (Figura 5). 
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5.2.2 Procedimento cirúrgico 

Os animais foram anestesiados em uma câmera de anestesia com isoflurano 5 % e fixados 

em um estereotáxico e mantidos a isoflurano 2.5%, onde foi realizado uma incisão sobre o couro 

cabeludo e a fáscia subjacente foi removida. Após a visualização da sutura central e lambdóide, foi 

demarcada a região específica para a realização da craniotomia, (2 mm anteroposterior 3 mm 

mediolateral). Foi aplicado uma cola de cianoacrilato na base da cânula e colocada sobre o crânio 

no orifício criado pela craniotomia. Logo após, foi fixada a cânula com metacrilato de metila 

(acrílico dental) ao redor da mesma, quando finalizado o procedimento será colocado uma tampa 

com rosca no orifício da cânula para evitar a entrada de elementos externos. Os eletrodos para o 

registro eletroencefalográfico foram implantados no córtex frontal, temporal (área perilesional) e 

ociptal (Figura 6). Os eletrodos foram fixados com metacrilato de metila na calota craniana por 

microparafusos específicos, que foram fixados e soldados em um micro conector para o sistema de 

EEG. Todo processo foi realizado com o animal anestesiado via máscara de anestesia com 

isoflurano aproximadamente 2,5%, controlado por um sistema de anestesia inalatória desenvolvido 

no laboratório. 

Figura 5: Mostra o procedimento cirúrgico nos animais TCE e CONTROLE. Inicialmente os animais 

foram submetidos a análise eletroencefalográfica para obter o registro basal. Logo após, os animais 

do grupo TCE foram submetidos ao trauma grave (2.8±0.2 ATM). Assim que os animais retomavam 

a consciência, eles eram novamente levados para a realização do EEG, assim como, os animais 

CONTROLE, por até as 6 horas e, então eram imediatamente eutanasiados para retirada do tecido 

hipocampal ipsilateral. Figura criada pelo autor, William Link. 
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5.2.3 Análise eletroencefalográfica  

Os registros eletroencefalográficos foram realizados através de rádio-telemetria DSI 

Instrument. Originalmente para utilização do sistema, realizamos uma cirurgia abdominal para 

implante do transmissor e os fios passam subcutaneamente pelo dorso até o encéfalo. Neste 

trabalho, os transmissores ficaram acoplados externamente aos animais em uma mochila e o 

conector fêmea ficava exposto para a conexão com os fios do transmissor. Os registros foram 

captados pelo software ART Dataquest e, posteriormente analisados no software NeuroScore. Para 

identificação das “pontas e polipontas” foram adotados alguns parâmetros de acordo com 

(KUMAR, 2021). Resumidamente, os ‘as pontas ou polipontas” foram considerados quando o 

registro apresentava uma amplitude de 3x maior do que amplitude basal, duração maior do que 2s 

e espiculas de 50-100ms dentro do evento.  

 

5.2.4 Western blot 

As amostras de hipocampo ipsilateral foram homogeneizadas em tampão (RIPA-Buffer – 

Sigma Aldrich), centrifugadas a 12700 x g, durante 12 min a 4º C, o pellet foi descartado e o 

sobrenadante utilizado. Em seguida, a concentração de proteína de cada amostra será determinada 

pelo ensaio da proteína do ácido bicinconínico (Thermo Fisher Scientific), e o β-mercaptanol será 

Ref. 

Ch1 

Ch1 

Ch2 

Ch2 Ch3 

Ch3 

Figura 6: Mostra o local onde foram inseridos os eletrodos para o registro eletroencefalográfico 

no córtex frontal, temporal (área perilesional) e ociptal. Figura criada pelo autor, Willian Link  

Papalia. 
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adicionado nas amostras a uma concentração final de 8%. Todas as amostras conterão uma 

concentração de proteína de 2 μg/μL. Desta forma, será utilizado uma quantidade de 10μL de 

amostra, contendo 20μg de proteína, que será submetida a uma eletroforese em gel de 

SDSpoliacrilamida com 4% -12% e transferidas para uma membrana de nitrocelulose usando o 

sistema de transferência Trans Blot® Turbo™, no qual a carga de proteína será confirmada pela 

solução de Ponceau S (Sigma Aldrich - P 7170).  

Após o bloqueio com BSA 4%, as membranas foram incubadas durante a noite a 4°C com 

anticorpos primários específicos (Anti-trombina 1:1000; Anti-PAR-1 1:1000; Anti-AKT t/p 

1:1000; Anti-ERK1/2 1:1000; Anti-P70S6K 1:1000; Anti-EAAT-1 1:1000; Anti-GFAP 1:1000; 

Anti-NKA t/p 1:1000; Anti Il-1b 1:1000; Antif TNF-a 1:1000) para a determinação das proteínas 

desejadas. Logo após, a incubação com anticorpo primário, as membranas foram lavadas com TBS-

T (TBS mais 0,1% Tween 20) à temperatura ambiente e incubadas com anticorpos secundários 

conjugados com peroxidase de rabbit (1: 5000), por 2h à temperatura ambiente. As bandas foram 

visualizadas por quimiluminescência aumentada utilizando substrato ECL Western Blotting 

(Pierce ECL, BioRad) e os sinais foram capturados com o fotodocumentador ChemiDoc MP 

imaging system + (BioRad).  

As bandas foram quantificadas usando o software Image Lab (Bio-Rad) e o Ponceau de 

cada membrana foi usado para corrigir a expressão de proteína encontrada. O resultado final de 

intensidade de sinal de cada banda foi expresso em % em relação ao controle. De acordo com 

(FUNCK, 2014) com pequenas modificações. 

 

5.2.5 Análise estatística 

Os dados foram expressos em média ± erro padrão da média (SEM). Será utilizado teste T 

e análise de variância de uma via (ANOVA), seguida do Teste de Tukey para verificar os resultados 

obtidos. Valores significativos serão apresentados quando P<0,05.  
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5.3 RESULTADOS 

 

A figura 7 demonstra a expressão de trombina e do seu receptor PAR-1 no hipocampo ipsi 

lateral de ratos submetidos a trauma grave. No gráfico (A) a análise estatística mostrou um aumento 

significativo da presença de trombina no parênquima cerebral após 6 horas do TCE. Assim como 

também houve um aumento na expressão proteica do receptor para trombina PAR-1 clivado (forma 

ativa) após o TCE no gráfico (B).  

 

 

 

A figura 8 mostra a razão da proteína p/t-AKT e p/t-P70, nos gráficos (A) e (C) 

respectivamente. No gráfico (B), é mostrado a expressão proteica total de ERK 1/2. A análise 
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Figura 7: (A) O TCE aumentou a expressão de trombina em 6 horas após o trauma quando comparado 

aos grupos NAIVE e CONTROLE, (**=p<0,001). No gráfico B), houve diferença na expressão de 

PAR-1 entre o grupo NAIVE/CONTROLE e CONTROLE/TCE (*=p<0,05), assim como entre os 

grupos NAIVE/TCE (***=p<0,0002). 
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estatística revela um aumento da expressão destas proteínas em 6 horas após o TCE, quando 

comparados ao grupo controle e naive.  

 

Figura 8: A razão entre a expressão total e fosforilada de AKT, gráfico (A) aumentou 

significativamente entre o grupo TCE e CONTROLE (*=p<0,001). Já a razão da expressão de 

P70S6K, gráfico (C) demonstrou um aumento em 6 horas após o trauma quando comparada aos 
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grupos NAIVE e CONTROLE (**=p<0,002). No gráfico (B), a expressão total de ERK 1 e2 

apresentou um aumento após o TCE quando comparado aos grupos NAIVE e CONTROLE, 

(**=p<0,001 e *=p<0,01 respectivamente). 

Figura 9: No gráfico (A) é demonstrado uma diminuição da expressão de EAAT-2 no grupo 

CONTROLE em relação ao grupo NAIVE (*=p<0,05). Já quanto a razão de p-NKA/t-NKA houve 

uma diminuição no grupo TCE e CONTROLE quando comparados ao grupo NAIVE (*=p<0,05), 

gráfico (B). Assim como no gráfico (C) é demonstrado a expressão de GFAP aumentada no grupo 

TCE em relação ao NAIVE e CONTROLE (***=p<0,001 e *= p<0,05 respectivamente). 
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A figura 9 demonstra o efeito do TCE sobre a expressão de marcadores relacionados a 

atividade neuronal. No gráfico (A), a análise estatística revela uma diminuição da expressão dos 

transportadores de glutamato EAAT-2 no grupo CONTROLE em relação ao NAIVE, porém não 

houve diferença entre os grupos TCE e CONTROLE ou NAIVE. Após o trauma teve um aumento 

na expressão de GFAP, mostrada no gráfico (B), assim como houve uma diminuição na razão da 

p/t-NKA. 

 

 

A figura 10 mostra os marcadores pro-inflamatórios analisados neste trabalho. A análise 

estatística mostrou um aumento da expressão das proteínas IL-1β (A) e TNF-α (B) no hipocampo 

ipsilateral em 6 horas após o TCE.  

 

 

Figura 10: No gráfico (A), houve um aumento da expressão de IL-1β após 6 horas do trauma no 

grupo TCE comparado com o grupo NAIVE e no grupo CONTROLE em relação ao NAIVE 

(**=p<0,001 e *=p<0,05 respectivamente).  
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Na figura 11 estão representados os resultados referentes as análises de EEG. A análise 

estatística revelou que o TCE diminuiu a latência para a primeira crise e aumentou o tempo médio 

de duração dos eventos, gráficos (A) e (B) respectivamente. Quanto a análise do número de 

“pontas/polipontas” (C) e na frequência (D) o TCE aumentou significativamente quando 

comparados ao período basal.  

 

 

Basal Pós TCE
0

20

40

60

80

100

N
º 

d
e
 S

p
ik

e
s
/m

in

*

B
as

al

Pós 
TC

E

0

10

20

30

40

F
re

q
. 

H
z
/m

in

*

C
ontr

ole
 

TC
E

0

10

20

30

40

50

L
a
tê

n
c
ia

 (
m

in
)

**

C
ontr

ole
 

TC
E

0

10

20

30

40

50

D
u

ra
ç

ã
o

(s
)

**

A) B)

D)C)

Figura 101: A latência para a primeira crise diminuiu no grupo TCE assim como 

aumentou a duração média das crises comparado com os animais controle, 

gráficos (A) e (B) (** =p<0,001). Nos gráficos (C) e (D) é demonstrado o Nº de 

polipontas e a frequência em Hz dos registros aonde o TCE aumentos os eventos 

epileptiformes (*=p<0,001). 
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Na figura 12 está representado as imagens demonstrativas dos registros EEG com a 

identificação dos eventos epileptiformes de acordo com os parâmetros estipulados previamente na 

metodologia.  

 

 

 

 

 

 

Figura 112: (A) Demonstrativo do período basal e (B) demonstrativo dos eventos epileptiformes 

identificados durante as 6 horas após o TCE. 

 

Na figura 13 é apresentado a análise espectral dos registros de EEG onde é analisado a força total 

das ondas em Volts 2 pela frequência em 5-35 Hz no decorrer do tempo do registro.  
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Figura 123: Demonstrativo das análises espectrais referente ao período basal (A) e após o TCE 

(B). 
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5.4 CONCLUSÃO PARCIAL  

Previamente, podemos concluir que estes resultados sugerem que o TCE grave provoca o 

aumento de trombina em células do hipocampo, assim como é capaz de induzir alterações 

eletroencefalográficas e crises convulsivas precoces durante as 6 primeiras horas após o trauma. 

Estas alterações podem estar sendo desencadeadas pelo aumento dos marcadores inflamatórios, 

aumento da ativação de P70S6K e redução de proteínas reguladoras da homeostase extracelular.  
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6. DISCUSSÃO 

Com o desenvolvimento das melhorias nos serviços de emergência, o aumento do número de 

sobreviventes após TCE grave vem aumentando e possibilitando maior tempo para intervenções 

terapêuticas, assim como, o investimento em estudos clínicos sobre os danos secundários do TCE 

(KIM e YUN, 2020). Sendo assim, o desenvolvimento de doenças neurológicas fica mais evidente 

com o aumento do tempo de vida dos indivíduos acometidos por um TCE. Nesta linha de 

pensamento, podemos destacar o desenvolvimento da EPT, uma doença adquirida através das 

alterações neuroquímicas e estruturais no encéfalo induzidas pelo dano mecânico do trauma. O 

TCE grave é a uma das maiores causas de epilepsia adquirida no mundo, chegando a desenvolver 

a EPT em 50% dos indivíduos que sofrem uma lesão (SEMPLE et al., 2019). Desta forma, existe 

a necessidade de esclarecer estes mecanismos iniciais após um TCE na tentativa de encontrar novos 

alvos terapêuticos para reduzir ou minimizar os danos causados. Como podemos ver na revisão 

bibliográfica, a prática de exercício físico exerce um efeito profilático nos sistemas vasculares, 

inflamatórios e oxidativos modulando as respostas celulares após um dano no tecido nervoso, além 

de diminuir a permeabilidade da BHE, também apresenta um efeito protetor quanto a geração de 

trombina após um dano tecidual. 

Visto a importância do sistema neurovascular no desenvolvimento de crises epilépticas 

resolvemos analisar a relação da trombina em um modelo experimental de TCE. Como já descrito 

por (SALEHI et al., 2017), o TCE grave induz ao aumento da permeabilidade da BHE, dano 

hemorrágico e morte neuronal por hipóxia. Nossos resultados mostraram estar em acordo com a 

literatura, pois foi possível ver um aumento dos níveis proteicos de trombina ativa no parênquima 

cerebral em 6 horas após o TCE grave. A trombina, quando em sua forma ativa é capaz que auxiliar 

nos processos de coagulação, fazendo a conversão de fibrinogênio solúvel em fibrina insolúvel. 

Entretanto, ela pode desempenhar um papel intracelular através da ativação dos seu principal 

receptor no SNC, o PAR-1 (CHENGWEI et al., 2013; XI et al., 2003). A ativação do PAR-1 em 

células neuronais está relacionada ao aumento da excitabilidade neuronal, marcadores 

inflamatórios, como a IL-1b e TNF-a, além de ativar vias de regulação da proliferação celular e 

autofágicas, como PI3K/AKT e mTOR (PARRALES et al., 2013). Estas alterações neuroquímicas 

são bem descritas, não apenas após o TCE, mas também durante as crises epilépticas e podem estar 

relacionadas com a epileptogênese. Durante nossos registros eletroencefalográficos, vimos um 

aumento no número de eventos epileptiformes nos animais em 6 horas após o TCE, revelando que 
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houve um aumento na atividade neuronal de forma excessiva e descontrolada. Quando analisamos 

a expressão de proteínas relacionadas com a manutenção da homeostase química no espaço 

extracelular, foi observado que o TCE não alterou a expressão dos transportadores de glutamato 

EAAT-2, entretanto, foi visto um aumento na reatividade astrocitária pelo aumento de GFAP, o 

que favorece uma maior susceptibilidade a crises epilépticas (DA SILVA FIORIN et al., 2016; 

PIAO, C. et al., 2015; PIAO, C. S. et al., 2019). 

 Além disso, alguns autores trazem uma relação do aumento da atividade do complexo 1 da 

mTOR com a redução dos EAAT-2, resultado que foi confirmado em nossos experimentos, uma 

vez que ouve um aumento na fosforilação da proteína P70S6K e um “downsteam” do complexo 1 

da mTOR através da ativação de AKT e ERK1/2 (PARRALES et al., 2013). A hiperativação da 

mTOR está bem descrita na literatura em pacientes diagnosticados com esclerose tuberosa, onde 

uma deficiência nos complexos tuberosos leva a hiperativação da mTOR e o desenvolvimento de 

crises epilépticas. Em modelos animais de EPT a hiperativação do complexo 1 da mTOR é 

diretamente relacionado por desencadear uma proliferação celular excessiva, brotamento axonal e 

posterior formação das fibras musgosas (DEVINSKY et al., 2018). Ainda nessa linha de 

pensamento, o aumento de marcadores inflamatórios induzidos pelo TCE, como a IL1-b e TNF-a, 

também podem favorecer o desenvolvimento de convulsões pela ativação dos receptores de 

glutamato do tipo NMDA (OLMOS e LLADO, 2014). Adicionalmente, o aumento das 

concentrações de trombina pode ativar a subunidade NR2B do receptor NMDA, aumentando o 

influxo de Ca2+ intracelular e favorecendo a excitabilidade neuronal (BEN SHIMON et al., 2019). 

Desta forma, podemos concluir que o TCE leva a um aumento da permeabilidade da BHE, 

permitindo a passagem de proteases do sangue, como a trombina, o que leva a ativação de vias 

relacionadas com a proliferação celular, inflamatórias e de excitabilidade neuronal através da 

ativação do receptor PAR-1. Estes danos secundários, desencadeados após o trauma, podem ser 

minimizados ou evitados pelo efeito profilático do exercício físico, uma vez que, as adaptações dos 

sistemas antioxidantes e anti-inflamatórios podem diminuir a permeabilidade da BHE reduzindo 

os níveis de trombina no parênquima cerebral. No geral, estas alterações causadas pelo TCE podem 

estar sendo responsáveis pelas mudanças na atividade neuronal vistas nos registros EEG e podem 

ser um indício de um processo de epileptogênese. 
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7. CONCLUSÃO  

Desta forma, podemos concluir de forma geral que, ao submeter os animais ao modelo de 

TCE grave por percussão de fluidos, foi observado o aumento de trombina no hipocampo dentro 

das 6 horas após a lesão, assim como, induziu ao aparecimento de crises convulsivas precoces após 

o trauma. 

 Estas alterações podem estar relacionadas com o papel pro-inflamatório e pro-excitotóxico 

desempenhado pela trombina ao se ligar no receptor PAR-1. As respostas intracelulares 

desencadeadas pela trombina levam a ativação da via PI3K/AKT/mTORC1 e podem favorecer a 

excitabilidade neuronal. Além disso, a hiperativação da mTORC1pode causar uma proliferação 

neuronal excessiva e desordenada, assim como aumentar o brotamento axonal. Sendo assim, estas 

alterações encontradas, nessa fase inicial após o TCE, podem ser um indício de um processo 

epileptogênico pós-traumático.  

Considerando todos os dados apresentados nesta dissertação, podemos sugerir que as 

alterações secundárias após o TCE podem ser atenuadas pelo efeito profilático do exercício físico. 

As adaptações geradas pelo exercício físico prévio, a nível central, podem reduzir a permeabilidade 

da BHE e, consequentemente diminuir a presença de trombina no parênquima, limitando os danos 

secundários e reduzindo o risco do desenvolvimento de doenças neurológicas após TCE.   
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8. PERSPECTIVA  

Como perspectiva para futuros projetos visando elucidar estes possíveis mecanismos, temos 

o objetivo de realizar experimentos “in vitro” expondo as células neuronais à trombina em ratos 

previamente treinados, assim como, utilizar de antagonistas para esclarecer o papel da trombina na 

ativação das vias neuroquímicas relacionadas com o desenvolvimento de crises convulsivas. Além 

disso, também temos como perspectiva analisar este protocolo de TCE grave durante o processo 

de desenvolvimento de EPT, analisando estes parâmetros não só nessa fase precoce após o TCE, 

mas também em uma fase tardia.  
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