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O traumatismo crânio encefálico (TCE) é uma das maiores causas de morte e de 

incapacitação, resultando frequentemente em disfunções neurológicas e prejuízo cognitivo. 

Neste contexto, tem sido demonstrado que a bradicinina, o principal metabólito do sistema 

calicreína-cininas, está envolvida no aumento da permeabilidade da barreira 

hematoencefálica, na formação de edema e no acúmulo de leucócitos induzidos pelo TCE. 

Achados experimentais também indicam uma interconexão entre os receptores das cininas e a 

atividade da enzima Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo Fosfato (NADPH)-oxidase. Esta 

enzima é uma conhecida produtora de radical superóxido e também parece estar envolvida na 

toxicidade induzida pelo TCE. Embora se conheça o envolvimento do sistema calicreína-

cininas e da atividade da NADPH-oxidase na neuroinflamação desencadeada pelo TCE, 

poucos trabalhos têm avaliado seus efeitos no desenvolvimento do déficit cognitivo pós-

traumático. Diante disto, o presente estudo avaliou o papel dos receptores das cininas (B1 e 

B2) e da apocinina (um inibidor da NADPH-oxidase) nos déficits neuromotor e de memória, 

bem como no volume de lesão cortical e nas alterações oxidativas e inflamatórias induzidas 

pelo modelo de lesão cerebral moderada por percussão de fluido lateral em camundongos. 

Para tanto, avaliou-se os efeitos dos antagonistas dos receptores das cininas dos subtipos B1 

(des-Arg
9
-[Leu

8
]-bradicinina) e B2 (HOE-140) e da apocinina, injetados subcutaneamente 30 

min e 24 horas após o trauma. O presente estudo demonstrou que tanto o HOE-140, como a 

apocinina protegeram contra o prejuízo de memória desencadeado pelo trauma, mas não 

apresentaram efeitos estatisticamente significantes sobre a disfunção motora. Cabe salientar 

que os testes de ansiedade e locomoção indicam que a melhora de memória alcançada com os 

tratamentos não se devem a interferências inespecíficas sobre a execução do teste de 

memória. O tratamento com HOE-140 atenuou ainda a atividade da NADPH-oxidase, 

reforçando a interconexão entre o receptor B2 e a enzima.  Além disso, ambos os tratamentos 

foram eficazes em atenuar, em córtex ipsilateral, os parâmetros inflamatórios (níveis de 

interleucina-1β, fator de necrose tumoral-α e de metabólitos do óxido nítrico) e o dano 

oxidativo (lipoperoxidação, carbonilação proteica e inibição da Na
+
, K

+
ATPase) induzidos 

pelo modelo estudado. Por outro lado, apenas o tratamento com HOE-140 obteve uma 

redução estatisticamente significante sobre o edema cerebral. Os resultados apresentados 

permitem concluir que as cininas, por ação do receptor B2 e possivelmente da NADPH 

oxidase, estão envolvidas na neuroinflamação e no estresse oxidativo. Além disso, é plausível 

que a excessiva ativação dos receptores B2 seguida da ativação da enzima NADPH-oxidase 

facilite a progressão da lesão cortical repercutindo, desta forma, na deterioração da memória 

de reconhecimento de objetos. 

Palavras-chave: Bradicinina. Traumatismo Cranioencefálico por Percussão de Fluido. 

Memória de Reconhecimento. NADPH-oxidase. 
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Traumatic brain injury (TBI) is a major cause of death and disability. This condition 

results in neurological and cognitive impairment. In this context, it has been demonstrated 

that bradykinin, the main metabolite of the kallikrein-kinins system is involved in the 

increased permeability of the blood-brain barrier, in edema formation and leukocyte 

accumulation induced by TBI. Experimental findings also indicate an connection between 

kinin receptors and the activity of the enzyme nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

(NADPH)-oxidase, an enzyme that produces superoxide radical. It is known that the 

kalikrein-kinin and NADPH-oxidase activity participate of neuroinflammation triggered by 

TBI. However, few studies have evaluated their effects on the development of posttraumatic 

cognitive impairment. Hence, the present study evaluated the role of kinin receptors (B1 and 

B2) and the NADPH-oxidase inhibitor (apocynin)in neuromotor deficits, memory impairment, 

cortical lesion volume, oxidative and inflammatory damage induced by moderate lateral fluid 

percussion injury in mice. Therefore, we determined the effects of kinin receptors antagonists 

(des - Arg9-[Leu8]-bradykinin and HOE-140) and apocynin injected subcutaneously 30 min 

24 hours post trauma. The present study demonstrated that both, HOE-140 and apocynin, 

protected against memory impairment triggered by trauma, but showed no effects in motor 

dysfunction caused by TBI. It should be noted that memory improvements was not due to 

nonspecific effects over the memory test, because the pharmacological treatment used in this 

study did no alter locomotor and/or anxiety-like behavioral. Treatment with HOE-140 also 

attenuated the NADPH-oxidase activity, reinforcing the connection between the B2 receptor 

and this enzyme. Moreover, both treatments attenuated the ipsilateral cortex inflammation 

(levels of interleukin-1β, tumoral necrosis factor-α and nitric oxide metabolites) and oxidative 

damage (lipid peroxidation, protein carbonylation and inhibition of Na
+
, K

+
 ATPase) induced 

by tested model. On the other hand, only treatment with HOE-140 reduced the cerebral 

edema. The results presented in this study suggest that kinins, through of the B2 receptor and 

possibly through NADPH-oxidase, are involved in neuroinflammation and oxidative stress 

caused by trauma. Moreover, it is plausible that excessive activation of B2 receptors and 

subsequent activation of the enzyme NADPH-oxidase facilitate the cortical lesion progression 

resulting in deterioration of object recognition memory. 

 

Keywords: Bradykinin. Fluid Percussion. Brain injury. Recognition memory. NADPH-

oxidase. 
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No item INTRODUÇÃO, está descrita uma revisão bibliográfica sobre os temas 

abordados nesta tese. Os resultados que fazem parte desta tese estão sob a forma de dois 

artigos, os quais se encontram, no item ARTIGOS CIENTÍFICOS. As seções Materiais e 

Métodos, Resultados, Discussão e Referências Bibliográficas encontram-se nos artigos e 

representam a íntegra deste trabalho. Os itens DISCUSSÃO e CONCLUSÕES encontrados 

no final desta tese apresentam interpretações e comentários gerais sobre os artigos científicos 

contidos neste trabalho. O item REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS refere-se somente às 

citações que aparecem nos itens INTRODUÇÃO e DISCUSSÃO desta tese. 
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1.1.  TRAUMATISMO CRÂNIOENCEFÁLICO (TCE) 

 

 

1.1.1. Definição e quadro epidemiológico 

 

  

Por definição, o TCE é “uma agressão ao cérebro, de natureza não degenerativa e não 

congênita causada por uma força física externa, que pode produzir um estado diminuído ou 

alterado de consciência” (UMPHRED, 1994). Essa condição é considerada um problema de 

saúde em ascensão tendo em vista a ocorrência de grande número de acidentes automotores e 

dos crescentes índices de violência urbana (ARREOLA-RISA et al., 1995). Nos últimos anos, 

o traumatismo cranioencefálico alcançou o patamar de epidemia mundial e vem sendo 

associado a altos índices de morbidade e mortalidade, além de trazer consigo expressivos 

impactos socioeconômicos (ZITNAY, 2005). 

A Organização Mundial de Saúde revela o óbito de 5 milhões de pessoas em 

decorrência de TCE anualmente, o que representa 9% de todos os falecimentos mundiais 

ocorridos em um ano (WHO, 2009). Dados disponibilizados pelo Centro para Controle e 

Prevenção de Doenças (CDC) do Governo americano também alertam para a dimensão dessa 

condição de saúde. O relatório do CDC revelou uma incidência 1.700.000 novos casos, a cada 

ano, nos Estados Unidos da América (EUA). Desse número, 52.000 pacientes falecem, 

275.000 necessitam de tratamento hospitalar intensivo e 1,365 milhão são tratados e liberados 

dos departamentos de emergência. Além disso, há uma estimativa que mais de 98.000 

pacientes permanecem com alguma incapacidade ou déficit neurológico a cada ano nos EUA 

(KRAUS e CHU, 2005).  Em razão disso, tem-se uma população de 5,3 milhões de pessoas 

que convivem com as graves sequelas do TCE, gerando uma despesa anual de 76,5 bilhões de 

dólares para os cofres públicos americanos (FAUL et al., 2010; CORONADO et al., 2011). 

No Brasil, os estudos epidemiológicos são escassos e, em sua maioria, seccionados por 

regiões, o que dificulta a interpretação da situação como um todo. O único trabalho 

epidemiológico de âmbito nacional disponível foi realizado pela Universidade Federal da 

Bahia. O trabalho realizou uma análise epidemiológica das internações hospitalares em 

decorrência do TCE no Sistema Único de Saúde Brasileiro (FERNANDES, 2010). Esse 

estudo verificou que as internações se concentram na região sudeste (43%) do Brasil, entre os 

indivíduos do sexo masculino (81,5%), na faixa etária de 14-35 anos (53%).  Entretanto, é na 
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faixa etária de 35-69 anos que se observa o maior coeficiente de letalidade hospitalar. As 

quedas (35,2%) e os acidentes de trânsito (22,88%) parecem ser as circunstâncias que mais 

contribuem para ocorrência do TCE, mesmo que os acidentes motociclísticos tenham 

apresentado um aumento expressivo (75%) nos últimos anos do período estudado (2001-

2007). Os estudos regionais realizados nos estados de Pernambuco, Santa Catarina e Bahia 

apresentam perfis epidemiológicos semelhantes ao descrito acima e ainda demonstram uma 

preponderância de casos leves e graves (MELO, SILVA e MOREIRA, 2004; MOURA et al., 

2011; RUY e ROSA, 2011).  

 

 

1.1.2. Classificação do TCE  

 

 

O TCE resulta em lesões ao parênquima cerebral que ocorrem em consequência da 

lesão mecânica e de um complexo mecanismo fisiopatológico desencadeado pelo dano. Para 

facilitar o estudo deste imbricado quadro, estudiosos classificaram as lesões advindas do 

mesmo de acordo com: a) à gravidade das lesões (lesões leves, moderadas ou graves); b) ao 

mecanismo físico de lesão (lesões por contato ou por aceleração/desaceleração); c) à 

distribuição das lesões (lesões focais ou difusas); d) à progressão das lesões (lesões primárias 

e secundárias). 

 

 

1.1.2.1. Classificação quanto à gravidade das lesões 

 

 

Embora se disponha de modernas tecnologias para classificação dos diferentes tipos de 

enfermidades, o TCE ainda é amplamente classificado com base em sinais clínicos 

principalmente no momento da admissão no serviço de saúde (ROSENFELD et al., 2012). A 

Escala de coma de Glasgow (ECG) é a ferramenta mais utilizada atualmente para dividir 

grosseiramente os pacientes em três categorias: leve, moderado e grave (SAATMAN et al., 

2008). Essa escala atribui escores para sinais clínicos como: abertura dos olhos, resposta 

motora e resposta verbal. A soma dos escores é, então, utilizada para categorizar os pacientes. 
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Escala de coma de Glasgow 

Abertura dos olhos (O) Espontânea 4 

 Ao falar 3 

 Ao sentir dor 2 

 Olhos sempre fechados 1 

Melhor resposta motora (M) Obedecer 6 

 Localizar 5 

 Reflexo de retirada 4 

 Flexão anormal 3 

 Resposta extensora 2 

 Sem resposta motora 1 

Resposta verbal (V) Orientada 5 

 Conversa confusa 4 

 Palavras inapropriadas 3 

 Sons incompreensíveis 2 

 Sem resposta verbal 1 

Escore de coma = (O+M+V)   

 

Tabela 1 – Escala de coma de Glaslow – Tabela usada para avaliar, em humanos, a gravidade do trauma 

na chegada em unidades de saúde. Adaptada de KRAUS e CHU (2005). 

   

 

O trauma leve se caracteriza por produzir um escore de ECG de 13 ou mais e os 

pacientes são comumente assintomáticos. Quando os sintomas estão presentes, os mais 

frequentes são dor de cabeça, náusea e vômitos. Alguns pacientes podem também apresentar 

uma leve e transitória desorientação e amnésia nas primeiras horas que seguem o trauma 

(DECUYPERE e KLIMO, 2012). Já os pacientes com TCE moderado apresentam uma ECG 

de 9 -12 e os sintomas clínicos podem variar amplamente. As pessoas acometidas podem 

sofrer perda de consciência, convulsão pós-traumática leve, déficits neurológicos focais, 

porém ainda respondem a comandos. O TCE moderado também está associado a uma maior 

probabilidade de resultados anormais em exames de neuroimagem (DECUYPERE e KLIMO, 

2012). Os pacientes que sofrem TCE grave apresentam ECG de 8 ou menos. Contusões 

intracranianas, hematomas e lacerações cerebrais formam o grupo de lesões normalmente 

incluídas nessa categoria. Os indivíduos frequentemente necessitam de intervenção cirúrgica e 

contínuo monitoramento da pressão intracraniana (PIC). A taxa de mortalidade pode atingir 
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60% dos pacientes adultos. A recuperação é longa (mais de um ano) e normalmente 

incompleta (DECUYPERE e KLIMO, 2012).  

 

 

1.1.2.2. Classificação quanto ao mecanismo físico de lesão 

 

 

Esse tipo de classificação permite entender como forças específicas, em magnitudes 

específicas, agem sobre o parênquima cerebral. Desta forma, é possível predizer quais padrões 

de lesões provavelmente resultarão do TCE (SAATMAN et al., 2008).  

De acordo tal sistema, as lesões podem ser por contato, quando resultam do impacto 

de um objeto sobre a cabeça ou do contato do cérebro com o crânio. Esse tipo de lesão 

frequentemente associa-se a quedas e perfurações (GENNARELLI e GRAHAM, 2005).  

Um segundo tipo de lesão resulta de forças de aceleração e desaceleração. Nesse caso, 

não é necessário o impacto do crânio com estruturas externas. O crânio e as diferentes 

estruturas cerebrais desfrutam de densidades desiguais. Assim, quando ocorre o movimento 

brusco da cabeça, esses tecidos movimentam-se em velocidades díspares. Isso faz com 

cérebro se movimente dentro da caixa craniana (FERREIRA et al., 2009), gerando forças de 

cisalhamento, tensão e compressão que agem sobre o tecido cerebral (GENNARELLI e 

GRAHAM, 2005). A ruptura de vasos sanguíneos, as lesões dos axônios e a laceração do 

tecido cerebral são a resultante de todo esse processo (FERREIRA et al., 2009). As lesões por 

aceleração e desaceleração ficam normalmente atreladas a acidentes de trânsito e quedas de 

grandes alturas (GENNARELLI e GRAHAM, 2005). 

 

 

1.1.2.3. Classificação quanto à distribuição das lesões 

 

 

 A análise clínica e neurorradiológica das lesões possibilita a classificação do TCE em 

focal ou difuso (GRAHAM, GENNARELLI e MCINTOSH, 2002). No TCE focal, o dano é 

produzido frequentemente por trauma de contato, resultando em compressão focal das 

estruturas cerebrais localizadas abaixo do crânio do lado do impacto, bem como no lado 

oposto à agressão. Esse tipo de lesão causa lacerações e hematomas e extensiva morte celular 

local (GENNARELLI e GRAHAM, 2005; ANDRIESSEN, JACOBS e VOS, 2010). Já no 
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TCE difuso, o mecanismo responsável pelas lesões é a aceleração e desaceleração (Gennarelli 

& Graham 2005). Nesse caso, o principal achado fisiopatológico é o dano axonal difuso 

(DAD) (ANDRIESSEN, JACOBS e VOS, 2010). Embora apresentem características 

patofisiológicas diferenciadas, os dois tipos de lesões traumáticas (focais e difusas) causam 

quadros clínicos semelhantes. Ambos os tipos de lesão podem causar coma, perda de 

consciência, amnésia pós-traumática e disfunções motoras (ANDRIESSEN, JACOBS e VOS, 

2010). 

 

 

1.1.2.4. Classificação quanto à progressão das lesões 

 

 

Em um quarto sistema de classificação, utilizam-se como base os mecanismos 

patofisiológicos envolvidos no TCE, bem como seus possíveis alvos terapêuticos. Neste 

quadro classificatório emergem o dano primário e o dano secundário.  

 Em geral, a lesão primária compreende o dano mecânico imediato e irremediável ao 

parênquima cerebral que ocorre no momento do trauma (GENNARELLI e GRAHAM, 2005; 

WERNER e ENGELHARD, 2007; SAATMAN et al., 2008). Nesse tipo de lesão, estão 

incluídas as lacerações ao tecido cerebral, os danos aos vasos sanguíneos (hemorragias e 

hematomas) e as axotomias primárias (rompimentos axonais) (GAETZ, 2004). Desta forma, o 

dano primário não é passível de tratamento, podendo ser apenas evitado com políticas 

socioeducativas de incentivo ao uso de capacetes, de combate à violência urbana e no trânsito 

(XIONG, MAHMOOD e CHOPP, 2013). 

Por outro lado, o dano secundário abrange todos os eventos metabólicos, celulares e 

moleculares que se iniciam minutos após a lesão primária e em decorrência da mesma. A 

evolução dessas cascatas pode perdurar por dias, meses e até anos após a lesão, causando 

significativa morte celular, atrofia tecidual e consequentemente déficits funcionais nos 

indivíduos acometidos (GENNARELLI e GRAHAM, 2005). A natureza prolongada do dano 

secundário cria uma janela temporal que permite intervenções terapêuticas que podem 

prevenir e/ou reduzir as sequelas do paciente em longo prazo (XIONG, MAHMOOD e 

CHOPP, 2013). 

As alterações neuroquímicas mais associadas ao dano secundário incluem uma ampla 

variedade de processos, tais como: edema cerebral, distúrbio da permeabilidade da barreira 

hematoencefálica (BHE), aumento da PIC, dano cerebral isquêmico, excitotoxicidade, 
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estresse oxidativo e nitrosativo, disfunção mitocondrial e consequente déficit de adenosina 

trifosfato (ATP), DAD, deposição amiloide, inflamação, apoptose e necrose celular 

(WERNER e ENGELHARD, 2007; AARABI e SIMARD, 2009). 

 

 

1.1.3. Disfunções relacionadas ao TCE 

 

 

O TCE está relacionado a uma significante diminuição na qualidade de vida do 

afetado e seus familiares (SERNA e SOUSA, 2005; RIGGIO, 2010). Após a lesão, o vitimado 

passa a manifestar sequelas que incluem problemas vasculares e neurológicos, incapacidades 

de origem física e cognitiva, bem como problemas comportamentais/emocionais (RIGGIO, 

2010).   

Uma das frequentes sequelas do TCE é a disfunção motora. A função motora é 

mediada por uma complexa rede neural originária no córtex e que se estende até os músculos 

esqueléticos. Tal rede inclui estruturas (córtex, córtex sensorio-motor, núcleo subcortical, 

cerebelo, tronco cerebral e medula espinhal) cuja correta comunicação coordena os 

movimentos (VANDER, SHERMAN e LUCIANO, 2001). Acredita-se que lacerações ou 

perturbações neuroquímicas em qualquer uma dessas estruturas culminem com um prejuízo 

na funcionalidade motora do indivíduo afetado (FUJIMOTO et al., 2004). 

O prejuízo cognitivo, por sua vez, é a mais frequente e persistente sequela encontrada 

nos pacientes de TCE (CICERONE et al., 2000).  Em humanos, a cognição é definida como o 

processo que inclui a discriminação, a seleção, a aquisição, a compreensão e a retenção, bem 

como a expressão e a aplicação de informações em situações apropriadas. O déficit cognitivo 

inclui qualquer redução da eficiência ou velocidade deste processo ou no desempenho de 

atividades rotineiras (CICERONE et al., 2000). Segundo JUNQUE (1999), as lacerações que 

interferem nas circuitarias da porção dorsolateral do parênquima neural, bem como atrofia 

hipocampal e parahipocampal e o dano axonal são as principais lesões responsáveis pelas 

deficiências cognitivas citadas acima. 

Estudos experimentais utilizando ratos ou camundongos também descrevem algumas 

alterações neuroquímicas como responsáveis pelo déficit cognitivo associado ao TCE. Neste 

sentido, as mudanças na neurotransmissão glutamatérgica (BIEGON et al., 2004; 

SCHWARZBACH et al., 2006; HAN et al., 2009), colinérgica  (ARCINIEGAS, 2003), a 

geração de espécies reativas de oxigênio (ERO)s ou nitrogênio (ERN)s (MARKLUND et al., 
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2001; ABDEL BAKI et al., 2010; AIGUO, ZHE e GOMEZ-PINILLA, 2010; SINGLETON et 

al., 2010) e o aumento dos níveis de citocinas pro-inflamatórias (SANDERSON et al., 1999; 

SCHERBEL et al., 1999; BERMPOHL et al., 2007; CLAUSEN et al., 2009; KHUMAN et al., 

2011) mostraram-se implicadas na referida sequela. Ademais, estudos de nosso grupo também 

indicam que o mau funcionamento da enzima sódio (Na
+
), potássio (K

+
) ATPase pode 

desempenhar um importante papel na fisiopatologia do déficit de memória espacial induzido 

pelo PFL em ratos (LIMA et al., 2008).  

Embora não haja consenso quanto ao papel da morte celular nessa disfunção, alguns 

estudos demonstram uma melhora no desempenho cognitivo de camundongos tratados com 

inibidores de morte celular como necrostatina e o inibidor das caspases inhibitor z-VAD-fmk 

(KNOBLACH et al., 2002; YOU et al., 2008). Nesta mesma linha, trabalhos também 

mostram que a piora da memória e a perda neuronal parecem ser eventos concomitantes ou 

correlacionáveis em diferentes espécies de roedores submetidas a diferentes modelos de 

trauma cerebral (HICKS et al., 1993; FOX et al., 1998; MARKLUND et al., 2001; 

CLAUSEN et al., 2005; HAN et al., 2009; LEVY et al., 2009; ABDEL BAKI et al., 2010; 

AIGUO, ZHE e GOMEZ-PINILLA, 2010; SINGLETON et al., 2010).   

Embora se disponha de resultados experimentais positivos e de estratégias de 

reabilitação, ainda não se conhece um tratamento farmacológico que efetivamente apresente 

resultados nos déficits cognitivo e motor causado pelo TCE humano. 

 

 

1.1.4. Modelos Experimentais de TCE 

 

 

A alta incidência mundial do TCE e as devastadoras sequelas a ele associadas 

produziram a necessidade de ampliar o entendimento da fisiopatologia das lesões traumáticas, 

bem como o estudo de novos tratamentos. Nesse sentido, nas últimas três décadas, modelos 

animais foram desenvolvidos na tentativa de replicar os abstrusos aspectos do TCE humano 

(XIONG, MAHMOOD e CHOPP, 2013). Dentre esses, podemos citar quatro modelos mais 

amplamente utilizados:  

A) modelo de trauma por lesão em cabeça fechada (LCF), conhecido em inglês como “close 

head injury” ou “weight-drop”, onde um peso em queda livre atinge o crânio exposto com ou 

sem craniectomia (MORALES et al., 2005);  
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B) modelo de trauma por impacto cortical controlado (ICC) que utiliza um pistão pneumático, 

cujo jato de ar deforma lateralmente a dura-máter (membrana cerebral mais externa) causando 

lesões predominantemente focais (MORALES et al., 2005); 

C) modelo de trauma por lesão por ondas de explosão que avalia o efeito de ondas de choque 

sobre o parênquima cerebral na tentativa de mimetizar os efeitos de explosões à bomba 

(RENEER et al., 2011). 

D) modelo de trauma por lesão por percussão de fluido lateral (PFL), onde o insulto cerebral é 

induzido por uma injeção de fluido sobre a dura-máter através de uma craniectomia 

(THOMPSON, SEBASTIANELLI e SLOBOUNOV, 2005). 

 Segundo THOMPSON, SEBASTIANELLI e SLOBOUNOV (2005), o modelo de 

PFL é um dos modelos mais clinicamente relevantes, produzindo alterações comportamentais, 

fisiológicas e histológicas já  amplamente documentadas em ratos. Nesse sistema, a percussão 

do fluido produz uma breve deformação no tecido cerebral, num processo em que a gravidade 

da lesão depende da intensidade da pressão do pulso de fluido (MCINTOSH et al., 1989).  O 

PFL produz uma combinação de danos corticais focais aliadas a lesões difusas em estruturas 

como hipocampo e tálamo. O córtex contundido abaixo da lesão inicial, em semanas, torna-se 

uma cavidade forrada por glia que continua a expandir-se por até 1 ano (BRAMLETT e 

DIETRICH, 2002). Ao longo dos meses, as cascatas degenerativas persistem em regiões 

vulneráveis como hipocampo ipsilateral, tálamo, septo medial, estriado e amídala (HICKS et 

al., 1996; THOMPSON et al., 2005; LIU et al., 2010). Aliado a isso, o PFL ainda produz 

déficits neurocomportamentais e cognitivos, tais como dificuldades motoras e prejuízos de 

memória, que são comumente vistos em pacientes com TCE (MORALES et al., 2005). 

 

  

1.1.5. Fisiopatologia do dano secundário associado ao TCE  

 

 

Para o melhor entendimento da fisiopatologia do dano secundário, a literatura 

contemporânea vem analisando separadamente as cascatas desencadeadas pelas lesões focais 

e difusas (GAETZ, 2004; ANDRIESSEN, JACOBS e VOS, 2010). Entretanto, é importante 

ressaltar que tais processos podem ocorrer simultaneamente e interagir entre si em um único 

paciente (SKANDSEN et al., 2010).  
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1.1.5.1. Mecanismos fisiopatológicos das lesões focais 

 

 

 Um dos principais eventos secundários envolvidos no trauma focal é a isquemia 

(GENNARELLI, 1993; GENNARELLI e GRAHAM, 2005). As lesões focais produzem 

zonas de profunda redução no fluxo sanguíneo cerebral que podem levar à necrose neuronal 

por isquemia (BULLOCK et al., 1991). Isso porque, ao mesmo tempo em que se estabelece 

essa redução no aporte de oxigênio, há um aumento na glicólise na tentativa de suprir a alta 

demanda energética requerida pela Na
+
,K

+
ATPase que luta para reestabelecer o equilíbrio  

iônico da célula (KAWAMATA et al., 1995). A falta de energia leva ao mau funcionamento 

das bombas iônicas de membrana, desencadeando a despolarização dos terminais nervosos, a 

excessiva liberação de neurotransmissores excitatórios (GAETZ, 2004) e o estabelecimento 

do edema citotóxico.  

O principal neurotransmissor excitatório envolvido na excitotoxicidade induzida pelo 

TCE é o glutamato (BULLOCK et al., 1995; GLOBUS et al., 1995). De fato, o aumento dos 

níveis extracelulares desse neurotransmissor é uma conhecida consequência do TCE em 

humanos e em modelos experimentais (BULLOCK et al., 1995; GLOBUS et al., 1995; 

BULLOCK et al., 1998). Estudos mostram que o excesso do mesmo leva ao acúmulo de íons 

cálcio (Ca
++

) intracelular, o que resulta na abertura de poros na membrana mitocondrial, 

chamados de poros de permeabilidade mitocondrial transitório (PPMT). A presença desses 

poros é a responsável pela despolarização da membrana mitocondrial interna e, 

consequentemente, pela diminuição da produção energética (KRISTAL e DUBINSKY, 1997; 

SCORRANO, PETRONILLI e BERNARDI, 1997; XIONG et al., 1997; PATERGNANI et 

al., 2011). Por meio dos PPMT, as EROs produzidas pela mitocôndria danificada e o 

citocromo c, presente no espaço intermembrana da mitocôndria, são liberados para o 

citoplasma (BUKI et al., 2000; SULLIVAN et al., 2002; CHENG et al., 2012) iniciando o 

processo de apoptose.  

Por outro lado, em condições de baixo aporte de energia, o excesso de Ca
++

 

intracelular desencadeia o processo de necrose, através da ativação de serina proteases como a 

calpaína (SAATMAN, CREED e RAGHUPATHI, 2010). A ativação dessas enzimas leva à 

clivagem de proteínas estruturais (SCHOCH et al., 2012), o que culmina com morte celular 

por necrose (YAMASHIMA et al., 2003). 

Ademais, o excesso de Ca
++

 também ativa enzimas dependentes de Ca
++

 como: a 

óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), a óxido nítrico sintase neuronal (nNOS), a fosfolipase 
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A2 e também as enzimas geradoras de superóxido (O2
-.
) (GAETZ, 2004). A produção de 

óxido nítrico (NO) associada à produção EROs leva à formação de uma poderosa ERN, o 

peroxinitrito, que, por sua vez, danifica as membranas, as proteínas e o DNA celular (RADI et 

al., 1991; CHERIAN, HLATKY e ROBERTSON, 2004; LAU e TYMIANSKI, 2010). O 

peroxinitrito (ONOO
-
) é também capaz de iniciar um processo de apoptose independente de 

caspases, conhecido como necro-apoptose (KOMJATI, BESSON e SZABO, 2005). Nesse 

processo, o DNA danificado pelo ONOO
-
 inicia uma cascata que culmina com liberação do 

fator indutor de apoptose do interior da mitocôndria, o qual causa a condensação e a lise da 

cromatina, desencadeando, assim, o processo de apoptose (LORENZO e SUSIN, 2007; 

BARITAUD et al., 2010). A figura 1 esquematiza as lesões focais. 

 

 

 

Figura 1 – Esquema simplificado dos processos moleculares iniciados após uma lesão focal – 
Em suma, o aumento do glutamato extracelular resulta num influxo Ca

++
 suprafisiológico que inicia várias 

cascatas intracelulares que operam em paralelo. No canto superior esquerdo: Aumento da atividade das enzimas 

dependentes de cálcio,  nNOS e eNOS, aumentam a produção de NO, levando à peroxidação lipídica e 

eventualmente à morte celular por necrose. Na parte do meio da esquerda: A atividade da calpaína também é 

aumentada devido ao excesso de cálcio intracelular, resultando, em última análise, nas vias de necrose celular. A 

ruptura da membrana lisossomal e a liberação da catepsina desempenham um papel importante nesse processo. 

No canto superior direito: o aumento de cálcio intracelular resulta na sobrecarga de cálcio mitocondrial causando 

o aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial. Como resultado dessa disfunção mitocondrial, tem-se 

estresse oxidativo, a liberação citocromo-c no citoplasma, o qual inicia a rota apoptótica. Glu: Glutamato; 

[Glu]e: concentração de glutamato extracelular; R E.: retículo endoplasmático [Ca
++

] concentração de cálcio 
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intracelular; nNOS: NOS neuronal; eNOS: NOS endotelial;  MPTP: poro de permeabilidade mitocondrial 

transitório; ATP: adenosina trifosfato; ADP: adenosina difosfato; EROs: espécies reativas de oxigênio; apaf-1: 

proteína ativadora de apoptose-1. Ilustração adaptada de ANDRIESSEN, JACOBS e VOS (2010).  

 

 

Outra importante consequência do desequilíbrio iônico causado pela depleção 

energética é o aumento da osmolaridade intracelular. O excesso de íons no citoplasma 

desencadeia o influxo passivo de água para o interior da célula através das aquaporinas 

(canais proteicos que permitem a passagem de água), o que caracteriza o edema citotóxico 

(BADAUT et al., 2001; KEMPSKI, 2001; BADAUT et al., 2002). A demasiada concentração 

de glutamato parece também estar envolvida no edema citotóxico. Isso porque o 

funcionamento de seus receptores e transportadores também resulta no aumento das 

concentrações de Ca
++

, Na
+
, íons hidrogênio e íons cloreto intracelulares, o que intensifica o 

influxo de água para o citoplasma das células (AMARA e FONTANA, 2002). O edema 

citotóxico é de fundamental importância no TCE, pois, inevitavelmente, leva à morte celular 

por necrose ou por inchaço demasiado (LIANG et al., 2007). Entretanto, esse processo, por si 

só, não é capaz de causar o aumento de volume cerebral característico do edema (LIANG et 

al., 2007). O mecanismo citotóxico aumenta a quantidade de água no meio intracelular à custa 

da diminuição da água no meio extracelular. Esse processo cria um novo gradiente de 

concentração na área necrótica central da lesão, que se torna hiperosmolar em relação ao 

sangue. Assim, ocorre o fluxo de água do plasma para o meio extracelular, aumentando o 

volume do cérebro, um processo conhecido como edema osmótico intersticial (KATAYAMA 

e KAWAMATA, 2003). 

 

 

1.1.5.2. Mecanismos fisiopatológicos das lesões difusas 

 

 

Segundo JOHNSON, STEWART e SMITH (2013), as lesões resultantes das torções 

mecânicas seguidas por retração axonal e vazamento do axoplasma (citoplasma axonal) 

constituem a axotomia primária, uma ocorrência relativamente rara. A axotomia secundária 

surge através de alterações patológicas da estrutura axonal que pode se prolongar por meses e 

anos após a lesão cerebral. Esse é o processo que concretiza o DAD caraterístico das lesões 

difusas. 
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No processo secundário, ocorre uma alteração da permeabilidade do axolema 

(membrana axonal) próximo aos nódulos de Ranvier (porção axonal desprovida de bainha de 

mielina) (PETTUS et al., 1994) com o consequente aumento do influxo de Ca
++

 e inchaço 

mitocondrial (BUKI et al., 2000). Proteases específicas passam, então, a degradar proteínas 

estruturais como a tubulina e outras proteínas associadas aos microtúbulos e neurofilamentos, 

prejudicando o transporte axonal normal (BUKI et al., 2003; MCGINN et al., 2009). Nesse 

caso, não ocorre a interrupção do transporte axonal nem o inchaço axonal (STONE, 

SINGLETON e POVLISHOCK, 2001; MARMAROU, C. R. et al., 2005). STONE et al. 

(2004); FARKAS e POVLISHOCK (2007) sugerem também que, em alguns casos, pode 

ocorrer uma combinação entre inchaço axonal (formação de bulbos axonais) e interrupção do 

transporte axonal, sem excessiva alteração da permeabilidade de membrana. A figura 2 

demonstra ambos os tipos de lesões axonais.  

O processo de DAD culmina com rompimento ou desconexão do axônio danificado. 

Embora o axônio entre em processo de degeneração (conhecido como degeneração 

Walleriana), não ocorre necessariamente a morte do soma neuronal (SINGLETON et al., 

2002). As sinapses que perderam seu “input” entram em processo de reorganização sináptica 

que pode ser adaptativo ou inadequado (BUKI e POVLISHOCK, 2006; JOHNSON, 

STEWART e SMITH, 2013).  

 

 

 

Figura 2 - Processo molecular e celular desencadeado por lesões difusas. – A: representa o 

movimento de aceleração e desaceleração lateral causador do dano axonal difuso; B: representa as forças de 

cisalhamento, tensão e compressão agindo sobre o tecido cerebral; C: representa em etapas os mecanismos de 
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dano axonal difuso; C1.I: representa o mecanismo de dano axonal que não apresenta inchaço ou interrupção do 

transporte axonal; C1.II: representa o mecanismo de dano axonal onde há inchaço e interrupção do transporte 

axonal por ação da calcineurina; C2: representa o processo de degeneração Walleriana; C3: representa a 

formação de novas conexões. Ilustração adaptada de ANDRIESSEN, JACOBS e VOS (2010). 

 

 

1.1.5.3. Mecanismos fisiopatológicos da neuroinflamação 

 

 

O processo inflamatório inclui um conjunto de cascatas celulares e moleculares 

iniciadas em resposta a danos teciduais cujo objetivo é preservar a homeostase do tecido. Tal 

resposta é mediada por inúmeras moléculas, incluindo as citocinas, quimiocinas, cininas, 

fatores de crescimento, NO, prostaglandina (PG)s e EROs.  Além de modular a resposta 

inflamatória celular, essas substâncias também auxiliam na recuperação tecidual (DAS; 

MOHAPATRA; MOHAPATRA, 2012). Embora seja necessária, a inflamação apresenta 

efeitos colaterais que acabam por danificar células vizinhas saudáveis, exacerbando os danos 

iniciais (AUFFRAY, SIEWEKE e GEISSMANN, 2009). Desta forma, a neuroinflamação é 

considerada um componente essencial do dano secundário associado ao TCE.   

Um dos acontecimentos centrais na neuroinflamação é a ativação da micróglia 

(LOANE e BYRNES, 2010). As células da micróglia são dinâmicas e constantemente 

patrulham o seu microambiente à procura de agentes nocivos e processos prejudiciais 

(NIMMERJAHN, KIRCHHOFF e HELMCHEN, 2005). Elas expressam um conjunto de 

receptores que reconhecem padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) e padrões 

moleculares endógenos associados a perigo (DAMPs). Esses receptores permitem a micróglia 

identificar e reagir a estímulos nocivos e eventos danosos (BLOCK, ZECCA e HONG, 2007).  

Assim, essas células respondem à presença de restos de células danificadas e proteínas 

plasmáticas, mudando da sua forma quiescente para forma ativa fagocitária e migratória 

(indiscriminável dos macrófagos) (GIULIAN et al., 1989; DAVALOS et al., 2005). A 

micróglia ativa passa, então, a produzir citocinas, NO, EROs, e fatores tróficos que podem 

exercer efeitos em células vizinhas (LU et al., 2009) e alterar a permeabilidade da BHE 

(CHODOBSKI, ZINK e SZMYDYNGER-CHODOBSKA, 2011).  

Os astrócitos tornam-se rapidamente ativos em resposta aos mediadores pro-

inflamatórios produzidos pelos fagócitos ativos (GIULIAN et al., 1989), em um processo 

conhecido como astrogliose (MYER et al., 2006). Essas células produzem citocinas pro-

inflamatórias, constituem os maiores produtores de quimiocinas (moléculas atratoras de 

células inflamatórias), e apresentam papel fundamental na abertura BHE (DONG e 
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BENVENISTE, 2001). Estudos também mostram que os astrócitos estão envolvidos na 

formação de cicatrizes gliais (DONG e BENVENISTE, 2001) e das cavidades encontradas no 

parênquima cerebral (LU et al., 2009). Por outro lado, os astrócitos ativos produzem e liberam 

fatores tróficos como neurotrofinas (RUDGE, 1993), fator de crescimento nervo (NGF) 

(GOSS et al., 1998), fator de crescimento do fibroblasto (FGF), substâncias que têm sido 

relacionadas à neurogênese após o trauma. A figura 3 detalha o processo de ativação das 

células da glia. 

 

 

 

Figura 3. Representação da ativação das células da glia após uma lesão no sistema nervoso 

central – A lesão do parênquima neural leva à ativação da micróglia e subsequente liberação de citocinas pró-

inflamatórias, tais como a interleucina-1 beta (IL-1β), IL-6 e fator neurotrófico ciliar (CNTF). Essas moléculas 
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iniciam o processo de gliose. Os astrócitos transitoriamente ativados são uma fonte de quimiocinas tais como 

fator derivado de células de estroma-1 (SDF1), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e da proteína 

quimiotática de monócitos 1 (MCP1). Outros fatores como o FGF e o fator de crescimento semelhante à insulina 

1 (IGF-1) fornecidos pelos astrócitos reativos apoiam a proliferação sobrevivência e a diferenciação celular. 

Outros astrócitos proliferam de forma reativa, tornam-se hipertróficos e aumentam a expressão da proteína glial 

fibrilar ácida (GFAP). Isso acaba por resultar na formação de uma cicatriz astrocitária bem compactada, que 

representa uma fonte de fatores que limitam as respostas regenerativas. Esse último conjunto de moléculas inclui 

o fator de necrose tumoral (TNF)-α e hialuronato. Ilustração adaptada de  (MULLER, SNYDER e LORING, 

2006). 
 

 

 

1.1.5.3.1. Alteração da permeabilidade da barreira hematoencefálica  

 

 

A BHE é formada por células endoteliais unidas entre si por “thigh junctions” 

(cordões proteicos que atravessam as membranas celulares de células endoteliais vizinhas, 

mantendo-as intimamente unidas), revestidas por podócitos de astrócitos e por pericitos. 

Acredita-se que a micróglia também interaja fortemente com as demais células formadoras da 

BHE (ABBOTT, RONNBACK e HANSSON, 2006). A figura 4 mostra a estrutura normal da 

BHE. Em condições normais, a BHE restringe a entrada células imunológicas e de inúmeras 

substâncias presentes na circulação. Essa função possibilita que a BHE possa garantir a 

homeostase do parênquima neural, ao mesmo tempo que permite a troca de moléculas 

informacionais entre o sistema nervoso central (SNC) e o sangue  (ABBOTT, RONNBACK e 

HANSSON, 2006; BANKS, 2010) . 

 

 

 

Figura 4. Representação das células formadoras da barreira hematoencefálica. - Ilustração 

adaptada de ABBOTT, RONNBACK e HANSSON (2006). 
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 O aumento da permeabilidade que ocorre após o trauma se deve a vários fatores: a 

destruição mecânica da integridade vascular; as disfunções nas tight junctions; as alterações 

na membrana basal dos capilares sanguíneos; a mudança na expressão e/ou atividade dos 

transportadores associados à BHE; as alterações nas interações funcionais normais entre as 

células da glia (astrócitos e micróglia) e as células endoteliais (CHODOBSKI, ZINK e 

SZMYDYNGER-CHODOBSKA, 2011). Todas essas alterações são desencadeadas por 

moléculas secretadas pelos astrócitos e micróglias. As cininas, EROs, citocinas, pro-

inflamatórias  (IL-1β e fator de necrose tumoral (TNF)-α-), glutamato, matriz 

metaloproteinase (MMP)s e o NO formam o referido grupo de mediadores.   

Uma das maiores repercussões da disfunção da BHE é o estabelecimento do edema de 

origem vasogênica. Nesse tipo de edema, ocorre o movimento do plasma presente nos vasos 

para o espaço extracelular. Assim, o edema vasogênico não apresenta inchaço celular, mas 

sim, um aumento nos espaços extracelulares (UNTERBERG et al., 2004; DONKIN e VINK, 

2010).  

O edema cerebral é um importantíssimo evento relacionado ao dano secundário e, em 

casos extremos, até à morte (GAETZ, 2004). O principal dano associado ao edema é o 

aumento da PIC que decorre do aumento do volume cerebral (DONKIN e VINK, 2010). O 

excesso de pressão dentro da caixa craniana produz compressão dos vasos sanguíneos e, 

consequentemente, causa uma diminuição do fluxo sanguíneo. Além disso, a elevada pressão 

ainda pode causar esmagamento e herniações de estruturas vitais como o tronco cerebral 

(UNTERBERG et al., 2004; DONKIN e VINK, 2010).  

Evidências experimentais têm mostrado que o edema vasogênico ocorre nas primeiras 

horas após o TCE (BARZO et al., 1996; O'CONNOR, CERNAK e VINK, 2006), período em 

que se destaca a neuroinflamação desencadeada pelo trauma. Já o edema citotóxico parece 

iniciar instantaneamente (período em que se estabelece o processo isquêmico), mas 

desenvolve-se de maneira mais lenta e duradoura, podendo persistir por até 14 dias (BARZO 

et al., 1997). 

 

 

1.1.5.4. Mediadores pro-inflamatórios e o TCE 

 

 

A comunicação entre as células durante a neuroinflamação é realizada por mediadores 

inflamatórios secretados pelas células locais ou pelas células inflamatórias sanguíneas.  As 
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citocinas constituem o maior grupo de mediadores inflamatórios (CEDERBERG e SIESJO, 

2010). Dessas, as citocinas pro-inflamatórias são as principais responsáveis por iniciar a 

neuroinflamação. Esse grupo inclui: a IL-1α, a IL-1β, TNF-α, o interferon-γ, e a IL-6. Elas 

desencadeiam a expressão de moléculas de adesão, a ativação da cascata de apoptose, a 

liberação de quimiocinas e a ativação de enzimas e de outras células inflamatórias 

(CEDERBERG e SIESJO, 2010). Por outro lado, quando se inicia o processo de resolução da 

inflamação, um outro grupo de citocinas ganha importância. São elas: IL-4, IL-10, IL-13 e o 

fator de crescimento transformador-β. Esses mediadores apresentam efeitos anti-inflamatórios 

e de reparação tecidual na neuroinflamação desencadeada pelo TCE (CEDERBERG e 

SIESJO, 2010).   

No TCE, a IL-1β tem sido amplamente caracterizada como uma promotora de 

neuroinflamação, estando aumentada no tecido nervoso e no líquor de roedores e pacientes 

nos primeiros dias após o TCE (HELMY et al., 2011). Estudos experimentais realizados em 

roedores indicam seu envolvimento no aumento dos níveis de várias citocinas  (BASU et al., 

2002; CLAUSEN et al., 2009; CLAUSEN et al., 2011), na ativação da micróglia (CLAUSEN 

et al., 2009) e na expressão de moléculas de adesão (BASU et al., 2002). Ela ainda parece 

desempenhar importante papel na neurodegeneração, (LAWRENCE, ALLAN e 

ROTHWELL, 1998; JONES et al., 2005; CLAUSEN et al., 2009; CLAUSEN et al., 2011) na 

abertura da BHE (VECIL et al., 2000), no edema cerebral (CLAUSEN et al., 2009; 

CLAUSEN et al., 2011) e no déficit cognitivo (SANDERSON et al., 1999; CLAUSEN et al., 

2009).  Entretanto, seu papel no desenvolvimento do déficit motor ainda é controverso. 

Enquanto sua neutralização reduziu o dano motor em camundongos submetidos ao modelo de 

trauma por LCF e à lesão criogênica (TEHRANIAN et al., 2002; JONES et al., 2005), outros 

estudos não mostraram tais melhorias independentemente da espécie e do modelo utilizados 

(SANDERSON et al., 1999; KNOBLACH e FADEN, 2000; CLAUSEN et al., 2009; 

CLAUSEN et al., 2011).  

Da mesma forma que a IL-1β, os níveis de TNF-α aumentam rapidamente após o TCE 

em humanos e roedores (HELMY et al., 2011). Estudos farmacológicos e com animais 

geneticamente modificados mostram efeitos benéficos com a supressão do TNF-α. Tais 

benefícios incluem melhora no desempenho motor e cognitivo (SHOHAMI et al., 1996; 

SHOHAMI et al., 1997; KNOBLACH, FAN e FADEN, 1999; SCHERBEL et al., 1999; 

BERMPOHL et al., 2007; KHUMAN et al., 2011), redução na resposta inflamatória e na taxa 

de apoptose (QUINTANA et al., 2005). Por outro lado, SCHERBEL et al. (1999) mostraram 

que, quatro semanas após o trauma, os benefícios da supressão do TNF desaparecem. 
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Segundo HELMY et al. (2011), tais achados sugerem que o TNF pode ser prejudicial na fase 

aguda, mas que a sua presença é necessária para processos regenerativos e de cura durante a 

fase crônica do TCE.  

Embora as citocinas sejam importantes mediadores inflamatórios envolvidos no TCE, 

elas não são os únicos. Existe também um importante envolvimento de fatores da coagulação, 

fatores da cascata complemento, das cininas, do NO, entre outros. Nesta tese, nos deteremos 

no NO e no sistema calicreína-cininas. 

O NO é um mensageiro químico gasoso que desempenha uma grande gama de funções 

fisiológicas no SNC. Esse mediador é sintetizado por 3 isoformas da NOS: duas constitutivas 

(nNOS e  eNOS) e uma induzível chamada iNOS. Sob estímulo inflamatório, a iNOS passa a 

ser expressa em astrócitos, micróglia e células endoteliais (CHERIAN, HLATKY e 

ROBERTSON, 2004). 

No TCE, a ativação diferencial das três isoformas da NOS gera flutuações nos níveis 

de NO após o trauma, criando as alterações hemodinâmicas características dessa condição 

(CHERIAN, HLATKY e ROBERTSON, 2004). O pico de NO que ocorre imediatamente 

após a lesão é provavelmente devido à ativação excitotóxica da eNOS da nNOS. Após o pico 

inicial de NO, pode haver um período de níveis diminuídos (MAUTES, FUKUDA e NOBLE, 

1996). Esse período está associado a um baixo fluxo sanguíneo cerebral (FSC) (CHERIAN et 

al., 1994) e uma reduzida atividade de ambas as isoformas constitutivas da NOS (WADA, 

CHATZIPANTELI, BUSTO, et al., 1998). No período mais tardio, aproximadamente 24 

horas após o trauma, ocorre um segundo aumento nos níveis NO. Aumento esse que se deve 

principalmente à atividade da iNOS (CHERIAN, HLATKY e ROBERTSON, 2004). Estudos 

também mostram que, nesse mesmo período de tempo, se estabelece um aumento do FSC 

(HAYWARD et al., 2011).  A NOS induzível produz uma quantidade grande e tóxica de NO 

de forma sustentada (GUZIK, KORBUT e ADAMEK-GUZIK, 2003).  

Ao contrário das citocinas, o NO não fica restrito a um único receptor, mas reage com 

estruturas como o DNA, o grupo heme da hemoglobina e com as proteínas (MARSHALL, 

MERCHANT e STAMLER, 2000). Muitos desses alvos são moléculas reguladoras como 

fatores de transcrição, o que confere ao NO um potencial regulador na neuroinflamação 

(BOGDAN, 2001). Entretanto, seus efeitos sobre a inflamação são ambíguos. Alguns 

trabalhos demonstraram que o NO diminui a migração leucocitária (GRISHAM, GRANGER 

e LEFER, 1998) e liberação de IL-β (KIM et al., 1998) e outros mostram que esse agente 

aumenta a secreção de TNF-α (ZHANG et al., 2000) e a ativação do fator nuclear kappa B 

(NF-κB) (HIERHOLZER et al., 1998; HIERHOLZER et al., 2002) em camundongos 



Introdução -  51 

 

submetidos à choque hemorrágico. Além disso, o seu produto, o ONOO
-
, está envolvido na 

necro-apoptose, na inibição da respiração mitocondrial e na ativação de neutrófilos. 

Da mesma maneira, o papel das diferentes isoformas da NOS na fisiopatologia do 

TCE tem se mostrado contraditória. Um estudo recente sugeriu que tanto as isoformas 

constitutivas quanto a induzível contribuem significantemente para a formação de ONOO
-
 e 

consequente nitração de proteínas após o TCE em camundongos (HALL, WANG e MILLER, 

2012). Ademais, o bloqueio farmacológico ou genético da iNOS  parece diminuir o déficit 

motor (JONES et al., 2004; LOUIN et al., 2006) e cognitivo (JONES et al., 2004), a apoptose 

(LU et al., 2003), bem como o volume de lesão resultante do TCE em ratos (JAFARIAN-

TEHRANI et al., 2005). Por outro lado, SINZ et al. (1999) não observaram melhoras na perda 

neuronal e nas performances motoras ou cognitivas em animais deletados para iNOS.   

Tanto o derramamento sanguíneo no tecido cerebral quanto a abertura da BHE, 

promovem uma massiva entrada de proteínas sanguíneas no parênquima cerebral. Dentre 

essas proteínas temos os componentes da cascata da coagulação e do sistema calicreína-

cininas (cascata geradora de cininas), o qual possui potentes mediadores inflamatórios que, 

por sua vez, desempenham importante papel na fisiopatologia do TCE. 
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1.2.  SISTEMA CALICREÍNA-CININAS  

 

 

1.2.1. Conceito e funções 

 

 

O sistema calicreína-cininas representa uma cascata metabólica que, quando ativada, 

desencadeia a liberação de cininas. As principais são a bradicinina (BK) e a calidina (KD), 

peptídeos contendo 9 e 10 aminoácidos respectivamente (MOREAU et al., 2005) que 

apresentam uma meia vida curta de aproximadamente 30 s (REGOLI e BARABE, 1980; 

MARCEAU, HESS e BACHVAROV, 1998). Elas atuam como hormônios locais 

(autacóides), sendo ativas somente perto de seu local de formação e rapidamente hidrolisadas 

após a liberação (MARCEAU e REGOLI, 2004). Tais peptídeos apresentam atividade 

vasodilatadora, estimulam nervos sensoriais simpáticos e estão envolvidos no controle da 

pressão arterial e da permeabilidade da BHE (MOREAU et al., 2005; ALBERT-

WEISSENBERGER, SIREN e KLEINSCHNITZ, 2013). 

 

 

1.2.2. Mecanismos de síntese de cininas 

 

 

As cininas são produzidas nos vasos sanguíneos e nos tecidos lesionados a partir de 

proteínas precursoras chamadas cininogênios, os quais são produzidos pelo fígado e podem 

ser de dois tipos: cininogênios de alto peso molecular (HK) ou cininogênios de baixo peso 

molecular (LK).   A calicreína, uma serina protease que pode ser tecidual ou plasmática, é a 

responsável por liberar as cininas a partir da clivagem dos HK ou LK (MOREAU et al., 

2005). 

Nos mamíferos, existem duas grandes cascatas bioquímicas produtoras de cininas. O 

sistema gerador de cininas plasmático, também conhecido como sistema de contato é mais 

complexo e se inicia com a ativação da cascata da coagulação. A segunda é mais simples e 

envolve a calicreína tecidual (TK) e seu substrato é o LK (MOREAU et al., 2005; ALBERT-

WEISSENBERGER, SIREN e KLEINSCHNITZ, 2013). 
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1.2.2.1. Sistema de Contato 

 

  

O sistema de contato é formado pelo HK e por 2 serina proteases: fator XII  (FXII) da 

cascata da coagulação (também chamado fator Hageman) e a pré-calicreína plasmática. A 

calicreína plasmática (PK) é secretada pelos hepatócitos em uma forma inativa chamada pré-

calicreína. Essa última circula no plasma como um heterodímero ligado ao HK (complexo 

PK-HK). A ligação do fator XII inativo a superfícies carregadas negativamente, como, por 

exemplo, membranas basais danificadas, leva à auto ativação do FXII (RAIDOO e BHOOLA, 

1998). O FXII ativado, por sua vez, cliva a pré-calicreína liberando a calicreína ativa, que, 

então, libera a bradicinina a partir da clivagem do HK (KAPLAN et al., 1997). Uma segunda 

forma de ativação da pré-calicreína ocorre pela ligação do HK presente no complexo HK-PK 

à superfície de células endoteliais, leucócitos e plaquetas (MOTTA et al., 1998; LIN, PIXLEY 

e COLMAN, 2000; ZHAO et al., 2001).   

 

 

1.2.2.2. Sistema Tecidual 

 

 

Da mesma forma que a calicreína plasmática, a forma tecidual da enzima também é 

sintetizada na forma de pró-calicreína e, após a clivagem por ação de proteases, libera a TK 

ativa que, por sua vez, catalisa a produção de calidina a partir da clivagem do LK.  As 

proteases capazes de clivar e ativar a pró-calicreína incluem metaloproteases, esterases 

(NODA, TAKADA e ERDOS, 1985; KAMADA et al., 1990) e a plasmina, protease 

responsável por quebrar a rede fibrina. A TK é amplamente distribuída nos rins, vasos 

sanguíneos, SNC, pâncreas, glândulas salivares, adrenais, neutrófilos, intestino, entre outros, e 

sua ativação ocorre tanto em condições saudáveis quanto em processos de lesão tecidual e 

inflamação (MOREAU et al., 2005). Embora o LK seja considerado o principal substrato da 

TK sabe-se que ela também é capaz de clivar o HK para liberar bradicinina (MOREAU et al., 

2005). 
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Figura 5 - As duas principais rotas formadoras de cininas (bradicinina e calidina) - O quadro 

superior esquematiza a ativação por contato enquanto o quadro inferior demostra a cascata de ativação tecidual.        

Adaptada de ALBERT-WEISSENBERGER, SIREN e KLEINSCHNITZ (2013). 

 

 

1.2.3. Degradação das cininas 

 

 

A degradação das cininas é realizada rapidamente por dois tipos de peptidases 

conhecidas como cininases (ALBERT-WEISSENBERGER, SIREN e KLEINSCHNITZ, 

2013). As cininases I incluem as carboxipeptidases N e M que são zinco metaloproteases. 

Elas clivam peptídeos contendo Arg ou Lys nas extremidades carboxi terminais, 

transformando a BK e a KD em des-Arg
9
-BK e des-Arg

10
-KD, respectivamente. Ambos os 

metabólitos são cininas ativas com ligação preferencial pelo receptor B1 (SKIDGEL, 1988; 

MOREAU et al., 2005).  A enzima conversora da angiotensina (ECA) é a cininase II que é 

capaz de degradar tanto a BK e KD quanto os seus metabólitos ativos. Assim, a ECA é 

considerada a maior enzima inativadora de cininas (ERDOS, 1990; JASPARD, WEI e 

ALHENC-GELAS, 1993). A figura 5 demonstra esquematicamente as duas principais formas 

de ativação do sistema calicreína-cininas, bem como seu metabolismo e interação com seus 

receptores B1 e B2. 
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1.2.4. Receptores de cininas 

 

 

 Dois tipos de receptores acoplados a proteína G medeiam os efeitos fisiológicos das 

cininas, são eles: os receptores B1 (B1R) e os receptores B2 (B2R) (MOREAU et al., 2005; 

ALBERT-WEISSENBERGER, SIREN e KLEINSCHNITZ, 2013). Enquanto as cininas 

nativas (BK e KD) têm alta afinidade pelos B2R, os seus metabólitos des-Arg
9
-BK e des-

Arg
10

-KD ligam-se primariamente nos B1R (MOREAU et al., 2005; ALBERT-

WEISSENBERGER, SIREN e KLEINSCHNITZ, 2013). Interessantemente, a PK 

(HECQUET et al., 2000; HECQUET et al., 2002) e o HK (KOLTE et al., 2011) também 

ativam diretamente os B2R. 

 O B2R é o principal responsável pelas ações fisiológicas das cininas. Esse receptor é 

comumente encontrado em tecidos saudáveis, particularmente em células endoteliais, células 

de músculo liso, fibroblastos, neurônios, astrócitos e neutrófilos (COUTURE et al., 2001). 

Sua expressão pode ser aumentada pela própria BK (PESQUERO et al., 1996) e também pela 

IL-1β em uma rota que envolve prostanóides e proteína quinase A (PKA) (SCHMIDLIN et 

al., 1998). 

 Já o B1R apresenta baixa expressão constitutiva, tendo sua expressão aumentada na 

presença de estímulos inflamatórios ou de lesões teciduais. A IL-1β e o TNF-α e a própria BK 

são exemplos de mediadores inflamatórios indutores do B1R (BASTIAN et al., 1998; 

PHAGOO, POOLE e LEEB-LUNDBERG, 1999; PHAGOO et al., 2000). 

Além das diferenças citadas, os receptores B1R e B2R também divergem quanto à 

susceptibilidade à dessensibilização. Ao ser ativado por agonistas, o B2R entra em um 

processo de internalização e endocitose seguido de extensiva reciclagem para a superfície 

celular (DE WEERD e LEEB-LUNDBERG, 1997). O B1R, por sua vez, sofre 

dessensibilização em um grau muitíssimo reduzido (LEEB-LUNDBERG et al., 2005). 

 

 

1.2.4.1. Cascata de transdução de sinal dos receptores B1 e B2 

 

 

Os receptores B1 B2 são receptores de 7 domínios transmembrana acoplados à proteína 

G inibitória (Gi) e  à proteína G acoplada a fosfolipase C (Gq) (CALIXTO et al., 2004; 

MOREAU et al., 2005). A ativação da proteína Gq ativa a fosfolipase C, propiciando a 
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liberação do Ca
++

 do retículo endoplasmático, e à translocação da proteína quinase C (PKC) 

para a membrana. O aumento do Ca
++ 

desencadeia a ativação da eNOS,  da nNOS e da 

fosfolipase A2 (ALBERT-WEISSENBERGER et al., 2012). Há também um aumento na 

produção de ácido araquidônico (LAL et al., 1997; XING, TAO e INSEL, 1997) e, 

consequentemente, uma maior síntese de PGs (CALIXTO et al., 2000). O NO e as PGs 

(especialmente a prostaciclina) são os responsáveis pelo mais conhecido efeito das cininnas, a 

vasodilatação. Isso é possível porque ambos os mediadores promovem o aumento do 

conteúdo de guanosina monofosfato cíclica e adenosina monofosfato cíclica (AMPc), 

moléculas conhecidamente vasodilatadoras (MARCEAU e REGOLI, 2004; MOREAU et al., 

2005; ALBERT-WEISSENBERGER, SIREN e KLEINSCHNITZ, 2013). A ativação do B2R 

também pode promover fosforilação transitória de proteínas quinases ativadas por mitógeno 

(MAPK)s especificamente a quinase regulada por sinal extracelular (ERK)1/2 e a p38 

(SABATINI et al., 2013). Outros estudos mostram que ativação dessa rota pelo B2R também 

é capaz de ativar o NF-κB  (PAN et al., 1998; CHEN et al., 2004; BRECHTER e LERNER, 

2007; LEE et al., 2008).  

 O B1R também interage diretamente com Gq e proteínas Gi e recruta essencialmente 

as mesmas vias de sinalização do B2R (ALBERT-WEISSENBERGER, SIREN e 

KLEINSCHNITZ, 2013; SABATINI et al., 2013). Entretanto, os padrões de sinalização são 

diferentes em termos de concentração e de duração e intensidade da resposta, que parecem ser 

maiores nos B1R (MOREAU et al., 2005; ALBERT-WEISSENBERGER, SIREN e 

KLEINSCHNITZ, 2013).  

 

 

1.2.5. Sistema Calicreína-cininas no TCE 

 

 

Todos os componentes do calicreína-cininas estão presentes no tecido cerebral. A TK 

é encontrada em várias regiões cerebrais, estando expressa nas proximidades dos vasos 

sanguíneos  (KITAGAWA et al., 1991). A expressão do B1R é baixa em condições normais, 

mas é rapidamente aumentada durante a neuroinflamação. O B2R, no entanto, é 

constitutivamente expresso em neurônios (RAIDOO et al., 1996; GROGER et al., 2005), 

astrócitos (CHOLEWINSKI et al., 1991; JEFTINIJA et al., 1996), micróglia (NODA et al., 

2003), oligodendrócitos (KASTRITSIS e MCCARTHY, 1993) e células endoteliais (WAHL 
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et al., 1993; WAHL et al., 1996; WAHL et al., 1999; ALBERT-WEISSENBERGER, SIREN 

e KLEINSCHNITZ, 2013). 

Acredita-se que após uma lesão tecidual (traumática ou isquêmica), as cininas sejam 

os primeiros mediadores inflamatórios gerados no local da lesão (WALKER, PERKINS e 

DRAY, 1995). Isso porque as células destruídas liberam enzimas lisossomais que podem 

liberar a BK e a KD de seus respectivos cininogênios (THORNTON et al., 2010). Além disso, 

o extravasamento de plasma e sangue para o tecido lesado ativa o fator XII da cascata da 

coagulação dando inicio a geração de cininas pelo sistema de contato (FRANCEL, 1992).  

De fato, a literatura mostra que, no hemisfério ipsilateral de ratos submetidos ao PFL, 

os níveis de cininogênios encontram-se significantemente aumentados de 1 até 15 horas após 

a lesão (ELLIS, CHAO e HEIZER, 1989). Em camundongos, as cininas acumulam-se no 

tecido cerebral a partir de 2 horas após o TCE (TRABOLD et al., 2010). Esses achados estão 

de acordo com estudos realizados em humanos que demonstram aumento nos níveis de 

cininas no plasma e no líquor nas primeiras 72 horas após o trauma (SUGIMOTO et al., 1998; 

MARMAROU, A. et al., 2005; KUNZ et al., 2013) 

Sabe-se que as cininas geradas após a lesão estimulam os receptores B2 em células 

endoteliais e astrócitos, aumentando assim a permeabilidade da BHE (THORNTON et al., 

2010; ALBERT-WEISSENBERGER, SIREN e KLEINSCHNITZ, 2013).  De fato, a 

literatura demonstra que a ativação do B2R em astrócitos medeia a secreção da IL-6, 

(SCHWANINGER et al., 1999) o aumento do conteúdo de Ca
++

 intracelular e 

consequentemente a síntese de PGs, NO e a expressão de metaloproteinases (HSIEH et al., 

2004; HSIEH et al., 2007; YANG et al., 2013). Ademais, estudos do grupo de Papura revelam 

que a BK, através do B2R estimula a liberação de aminoácidos excitatórios de astrócitos 

(PARPURA et al., 1994; LIU et al., 2009) e de células de Schwann (PARPURA et al., 1995; 

JEFTINIJA et al., 1996). A BK sabidamente também causa a degranulação de mastócitos 

resultando na liberação de outras substâncias vasoativas como a histamina, serotonina e 

substância P. Além disso, o aumento de Ca
++

 e de AMPc e nas células endoteliais,  mediado 

pelo B2R, parece estar envolvido na abertura das “tight  junctions” (HE, ZHANG e CURRY, 

1996; HE, ZENG e CURRY, 2000).  Tais ações explicam o envolvimento das cininas na 

abertura da BHE que ocorre após o TCE e são esquematicamente resumidas na figura 6. 
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Figura 6 – Representação esquemática do envolvimento das cininas na abertura da barreira 

hematoencefálica. Ativação do B2R em astrócitos medeia a secreção da IL-6, a síntese de PGs, NO, a 

expressão de MPPs e a abertura das “tight junctions”. O estímulo B2R também causa a liberação de outras 

substâncias vasoativas como a histamina, serotonina e substância P. Adaptada de ABBOTT, RONNBACK e 

HANSSON (2006). 

 

 

 A expressão e a função dos receptores de cininas também vêm sendo bastante 

avaliadas em estudos com modelos experimentais de TCE envolvendo bloqueio 

farmacológico e animais geneticamente modificados.  

Interessantemente, o padrão de expressão dos receptores de cininas parece se 

modificar de acordo com o modelo de TCE experimental aplicado. Em modelos de trauma por 

ICC, o receptor B1 tem sua expressão aumentada 6 horas após a lesão cerebral, enquanto o 

B2R não apresenta significante incremento em sua expressão (TRABOLD et al., 2010). 

HELLAL et al. (2003) demonstraram, em modelos de trauma por LCF, que ambos os 

receptores encontram-se aumentados 24 horas após a lesão. Entretanto, o grupo de ALBERT-

WEISSENBERGER et al. (2012) evidenciou esse aumento apenas na expressão do B1R 7 dias 
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após a lesão induzida  por modelo de LCF. Já no TCE por lesão criogênica, o aumento na 

expressão do B1R foi evidenciado somente nas primeiras 12 horas após o trauma, enquanto a 

indução do B2R permaneceu elevada por até 48 horas em camundongos (RASLAN et al., 

2010). 

 A literatura dispõe ainda de trabalhos indicando os benefícios do bloqueio dos 

receptores das cininas sobre o TCE experimental. Entretanto, os resultados são contraditórios 

no que diz respeito a qual receptor desempenha um papel benéfico e qual desempenha um 

papel maléfico nessa condição.  

Vários estudos destacam o B2R como um indutor do edema cerebral causado por 

diferentes modelos experimentais de TCE em camundongos e em ratos (STOVER, DOHSE e 

UNTERBERG, 2000; GORLACH et al., 2001; PLESNILA et al., 2001; HELLAL et al., 

2003; KAPLANSKI et al., 2003; IVASHKOVA et al., 2006; TRABOLD et al., 2010). Além 

disso, a depleção genética ou a inibição farmacológica do B2R apresenta efeitos protetores em 

vários outros aspectos do TCE experimental. Esses efeitos incluem: 

A) a redução da PIC (ZWECKBERGER e PLESNILA, 2009); 

B) a melhora sobre as disfunções neuromotoras agudas (HELLAL et al., 2003; 

KAPLANSKI et al., 2003; IVASHKOVA et al., 2006; TRABOLD et al., 2010);  

C) a redução  da migração de neutrófilos (HELLAL et al., 2003); 

D) a menor indução da iNOS (HELLAL et al., 2003); 

E) a diminuição do volume de lesão cerebral induzida pelo trauma (GORLACH et al., 

2001; ZWECKBERGER e PLESNILA, 2009; TRABOLD et al., 2010).  

Contudo, outros dois estudos observaram apenas tendências não significativas de 

melhora no quadro do TCE, com a supressão farmacológica ou genética da função do receptor 

B2 em camundongos. Porém, o bloqueio do B1R mostrou ações protetivas sobre a atividade 

neuromotora, a astrogliose, o dano axonal (ALBERT-WEISSENBERGER et al., 2012), o 

volume de lesão, a abertura da BHE e sobre a secreção de citocinas pró-inflamatórias 

(RASLAN et al., 2010). 

 Os efeitos promissores dos antagonistas dos B2R, principalmente em relação ao edema 

cerebral, e ao aumento da PIC, levaram alguns grupos a avaliar seus efeitos em estudos 

clínicos. Os resultados obtidos são conflitantes, enquanto alguns demonstram pequenas 

melhoras outros não a veem. No entanto, é preciso ter-se em mente que esses trabalhos ainda 

são poucos e que suas metodologias não são perfeitas (ALBERT-WEISSENBERGER, 

SIREN e KLEINSCHNITZ, 2013), demonstrando a necessidade de mais estudos clínicos e 

experimentais.  
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1.3.  NICOTINAMIDA ADENINA DINUCLEOTIDEO FOSFATO 

(NADPH)-OXIDASE 

 

 

As cascatas que integram o dano secundário do TCE comumente alimentam as rotas 

produtoras de EROs. Devido ao alto consumo de oxigênio, ao abundante conteúdo de lipídeos 

sensíveis à oxidação e à restrita capacidade regenerativa dos neurônios, o SNC torna-se um 

órgão especialmente susceptível ao insulto oxidativo (ADIBHATLA e HATCHER, 2010). As 

EROs produzidas após o TCE frequentemente derivam da disfunção mitocondrial e de fontes 

enzimáticas que incluem a xantina oxidase, as ciclooxigenases, a mieloperoxidase e a 

NADPH-oxidase.   

A NADPH-oxidase é um complexo multienzimático que catalisa a redução de 

oxigênio molecular a partir da oxidação do NADPH para gerar o radical O2
-.
 ou peróxido de 

hidrogênio (H2O2) (BEDARD e KRAUSE, 2007; BROWN e GRIENDLING, 2009; SURACE 

e BLOCK, 2012). Duas de suas subunidades estão ligadas a membrana plasmática, a 

subunidade catalítica (chamada de NOX) e a p22
phox

, enquanto as outras se encontram no 

citoplasma. Durante o processo de ativação, as subunidades citoplasmáticas unem-se à NOX 

iniciando o a geração de O2
-.
. 

  Até o momento, se conhecem 7 tipos de NADPH-oxidase, cada uma contendo uma 

NOX diferente. São elas NOX1, NOX2 (também conhecida como gp91
phox

), NOX3, NOX4, 

NOX5, DUOX1 e DUOX2. Além dos diferentes componentes estruturais, as DUOX1 e 2 

também diferem das demais por serem produtoras preferenciais de H2O2 (GEISZT et al., 

2003; RADA e LETO, 2010; YOSHIHARA et al., 2012). 

 

 

1.3.1. Função da NADPH-oxidase no sistema nervoso central 

 

 

As diferentes isoformas da NADPH-oxidase são encontradas em todas as células do 

SNC (KAHLES e BRANDES, 2013).  Estudos com roedores mostram que as isoformas 

contendo NOX 1, 2 e 4 são expressas em artérias cerebrais, estando presente no endotélio e 

musculatura lisa (KAHLES e BRANDES, 2013). Essas mesmas isoformas são também 
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expressas em astrócitos (ABRAMOV et al., 2005; REINEHR et al., 2007), neurônios 

(COYOY et al., 2008) e micróglia (HARRIGAN et al., 2008). 

Nesse contexto, funções fisiológicas para a NADPH-oxidase no SNC têm sido 

propostas por vários autores. A mais conhecida é a produção de O2
-.
 como substrato para a 

explosão respiratória, cuja principal função é destruir os microrganismos invasores 

fagocitados (KOBAYASHI, VOYICH e DELEO, 2003). Outra função descrita para NADPH-

oxidase é modular a pressão arterial através da regulação da ação da angiotensina II (um 

peptídeo endógeno responsável pela regulação da homeostase cardiovascular e da pressão 

arterial) na vasculatura cerebral (WANG, G. et al., 2004). Estudos também indicam a 

participação da NADPH-oxidase na proliferação da micróglia (MANDER, JEKABSONE e 

BROWN, 2006), na apoptose neuronal induzida pela micróglia (MARIN-TEVA et al., 2004) 

e na liberação de glutamato por astrócitos ou pela micróglia (BARGER et al., 2007; 

HARRIGAN et al., 2008; LIU et al., 2009). Outra possível função fisiológica dessa enzima é 

a geração de EROs necessária para a sinalização intracelular envolvida nos eventos 

moleculares da formação da memória (KISHIDA e KLANN, 2007).  

 

 

1.3.2. Mecanismo de ativação da NADPH-oxidase 

 

 

Por ser o protótipo das enzimas NADPH-oxidase, a isoforma de fagócitos tem seu 

mecanismo de ativação amplamente estudado. Assim, o processo de ativação dessa enzima 

será descrito nesta tese como base para função da NADPH-oxidase de forma geral. 

 Em condições normais, a NOX2 (subunidade catalítica da isoforma de fagócitos) 

encontra-se inativa e associada a p22
phox

 na membrana do fagossomo (lisossomo contendo 

inúmeras enzimas proteolíticas e enzimas produtoras de EROs usadas para digerir corpos 

estranhos). A partir de um estímulo externo, que pode ser um ligante de receptor, um 

microrganismo ou restos celulares, há a ativação de quinases como PKC, PKA e MAPK (p38 

e ERK1/2). A partir de então, ocorre a fosforilação da subunidade p47
phox

 (EL BENNA et al., 

1996; JOHNSON et al., 1998; DEWAS et al., 2000; BEY et al., 2004) que gera uma mudança 

conformacional que permite a sua translocação para membrana e a associação da p47
phox

 com 

p22
phox

 (HEYWORTH et al., 1991; LEUSEN et al., 1994). Ao mesmo tempo em que ocorre 

essa associação, a p67
phox

, que se encontra ligada a p47
phox

, une-se a NOX2 ativando-a 

(NISIMOTO et al., 1999; HAN e LEE, 2000).  Durante esse processo, há troca de um GDP 



Introdução -  63 

 

por um GTP em uma Rac GTPase (uma pequena proteína G). A formação do complexo 

P22
phox

- P47
phox

- P67
phox

- gera um sítio de ligação para a Rac GTPase ativada, cuja associação 

com o restante do complexo resulta na criação da enzima funcional (BROWN e 

GRIENDLING, 2009). A NADPH-oxidase ativa passa a catalisar a redução do oxigênio 

molecular à custa da oxidação do NADPH citoplasmático (BEDARD e KRAUSE, 2007). O 

O2
-.
 produzido é, então, liberado no meio extracelular ou no interior do fagossomo (BEDARD 

e KRAUSE, 2007). No interior dessa organela, o O2
-.
 é rapidamente convertido em outras 

espécies reativas potencialmente mais tóxicas como o H2O2 e ONOO
-
 (KOBAYASHI, 

VOYICH e DELEO, 2003).  

 

 

 

Figura 7 - Representação esquemática da ativação da NADPH-oxidase. A) Na enzima inativa, 

apenas a p22 e a NOX encontram-se na membrana. B) Após o estimulo externo, ocorre a fosforilação da p47 e a 

ativação da Rac GTPase que levam à associação de todas as subunidades na membrana do fagossomo. C) 

NADPH-oxidase unida e ativada produzindo superóxido a partir do NADPH.  Adaptada de  LAM, HUANG e 

BRUMELL (2010). 
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1.3.3. NADPH-oxidase e neurodegeneração 

 

 

Baseado no grande potencial produtor de EROs da NADPH-oxidase, recentes revisões 

(GAO, ZHOU e HONG, 2012; SURACE e BLOCK, 2012) propõem um papel essencial para 

ativação da enzima de fagócitos na neuroinflamação e no estresse oxidativo associados à 

neurodegeneração. 

De fato, existem duas formas pelas quais a atividade da NOX2 pode induzir 

neurotoxicidade. Uma delas é o excesso de produção de EROs, a outra é a sinalização 

intracelular mediada pelas EROs que permite o aumento da resposta inflamatória da micróglia 

e, consequentemente, a propagação da neurotoxicidade (SURACE e BLOCK, 2012). 

A ativação dos PAMPS e DAMPs da micróglia parecem ser os responsáveis por 

transformar o sinal dado pelos agentes estressores em ativação da NOX2 dentro da micróglia. 

Assim, é através desses receptores que os patógenos, restos celulares e proteínas como a β-

amiloide estimulam a translocação das subunidades reguladoras para membrana (LOANE e 

BYRNES, 2010).  

Em condições patológicas, a NOX2 torna-se uma fonte crônica de O2
-. 

(SURACE e 

BLOCK, 2012). O O2
-.
 produzido por ela pode ser dismutado à H2O2 (MCCORD e 

FRIDOVICH, 1969). Esse agente oxidante é relativamente estável, mas está envolvido na 

modulação da atividade de quinases e fosfatases, sendo prejudicial apenas em concentrações 

suprafisiológicas. Porém, quando combinado com o O2
-.
, o H2O2 pode ser transformado em 

radical hidroxila (OH*), em uma reação altamente acelerada pela presença de metais como 

ferro, na chamada reação de Fenton  (CEDERBAUM, DICKER e COHEN, 1980; 

MOREHOUSE e MASON, 1988). Essas espécies reativas, produzidas em consequência da 

ativação da NOX2 (O2
-.
, OH

-
, H2O2), acumulam-se no fagossomo podendo alcançar 

concentrações superiores a 1M (HAMPTON, KETTLE e WINTERBOURN, 1998). Tais 

EROs vazam do interior da célula, danificando os tecidos circundantes (BROWN e NEHER, 

2010; SUNDAR et al., 2010). Outra importante consequência da ativação da enzima de 

fagócitos é a produção de ONOO
-
, (através da reação do NO com o O2

-.
) que pode 

desencadear a apoptose neuronal (KUHN et al., 2004; BROWN e NEHER, 2010).  

Considerando que a sobreposição da produção das EROs e ERNs à neutralização das 

mesmas causa a oxidação de lipídios proteínas e DNA, a NADPH-oxidase de fagócitos torna-

se uma importante fonte de dano tecidual no SNC (INFANGER, SHARMA e DAVISSON, 

2006). Estudos têm demonstrado que, além de induzir estresse oxidativo, a NOX2 está 
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envolvida na produção de mediadores inflamatórios (TNF-α PGE2, IL-1β e IL-6), na 

expressão da iNOS e na proliferação da micróglia (QIN et al., 2004; WANG, T. et al., 2004), 

(MANDER, JEKABSONE e BROWN, 2006; QIN et al., 2013). Além disso, (CHOI, S. H. et 

al., 2012) revelaram que a alta atividade da NOX2 pode estar associada ao estado pró-

inflamatório clássico da micróglia e que a inibição dessa enzima passa a célula para um estado 

alternativo que amortece a resposta inflamatória e promove a reparação e cura de tecidos. 

 O mecanismo pelos qual as EROs modulam a resposta inflamatória inclui fosfatases  

que podem ser inibidas temporariamente pela oxidação de resíduos de cisteínas presentes em 

seus sítios redox sensíveis (CHIARUGI e CIRRI, 2003). Além disso, fatores de transcrição 

como o NF-κB e o fator nuclear-2 (fator nuclear relacionado aos eritrócitos e receptores de 

glicocorticoides) e quinases como as MAPKs apresentam sítios de regulação redox 

(BODWELL, HOLBROOK e MUNCK, 1984; BLOOM, DHAKSHINAMOORTHY e 

JAISWAL, 2002; YANG et al., 2007; LEE et al., 2011).  

A partir dos dados acima citados, alguns autores concluem que o excesso de atividade 

da NADPH-oxidase pode ser considerado uma fonte de dano em patologias do SNC como 

isquemia, TCE, doença de Parkinson e doenças Alzheimer (INFANGER, SHARMA e 

DAVISSON, 2006; GAO, ZHOU e HONG, 2012). 

 

 

1.3.4. NADPH-oxidase e o TCE 

 

 

A maior parte dos estudos envolvendo lesões cerebrais e a NADPH-oxidase avalia seu 

papel no dano causado por isquemia e reperfusão cerebral. Os dados disponíveis indicam que 

a isoforma da NADPH-oxidase contendo a NOX2 é a mais importante isoforma envolvida na 

lesão cerebral isquêmica (KAHLES e BRANDES, 2012).  

Contudo, cinco trabalhos avaliaram, até o momento, a participação da NADPH- 

oxidase na propagação da lesão causada por TCE. Um desses estudos revelou um significante 

aumento na atividade da enzima e na produção de O2
-. 

de 1-96 horas após a lesão por CCI 

(ZHANG et al., 2012) em camundongos. Outros trabalhos avaliaram a expressão da 

subunidade catalítica, NOX1 ou NOX2. O mais recente deles verificou uma elevação na 

expressão da NOX1 que se estendeu por até 8 dias após a lesão cerebral por ondas  de choque 

em ratos (ABDUL-MUNEER et al., 2013). O outro estudo evidenciou um aumento no 
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conteúdo proteico da NOX2 em micróglias ativadas nas primeiras 24 horas a pós o CCI 

(DOHI et al., 2010) de camundongos. 

Além disso, a deleção genética da subunidade gp91
phox 

parece reduzir a área de lesão e 

número de células apoptóticas (DOHI et al., 2010), bem como atenuar o prejuízo motor (LO 

et al., 2007) em diferentes modelos de TCE experimental. Já a inibição farmacológica da 

enzima tem sido avaliada com o uso da apocinina (40-Hydroxi-30-metoxiacetofenona).  

A apocinina é uma droga originalmente isolada de uma planta medicinal chamada 

Picrorhiza kurroa. Atualmente, ela é obtida comercialmente, apresenta baixo custo e pouca 

toxicidade.  Estudos com esse fitoquímico mostram que ele parece atuar como uma pró-droga, 

uma vez que tem de ser oxidada, à sua forma dimérica, a diapocinina, que é supostamente a 

forma ativa de apocinina (STOLK et al., 1994; JOHNSON et al., 2002). PETRONIO et al. 

(2013) mostraram ainda que apocinina liga-se significantemente a albumina sérica e que tem 

facilidade para adentrar em membranas celulares  

Trabalhos realizados em modelos experimentais revelam que a apocinina é 

considerada como um dos fármacos mais promissores para o tratamento de doenças 

inflamatórias e neurodegenerativas, nas quais há o envolvimento das EROs (GHOSH et al., 

2012; LI, J. et al., 2013; LI, M. et al., 2013; LIU et al., 2013), embora, um trabalho recente 

tenha demonstrado que esse fármaco apresenta baixa atividade antioxidante por si só 

(PETRONIO et al., 2013). Estudos demonstram que a apocinina age como um inibidor não 

específico da NADPH-oxidase (STOLK et al., 1994). Contudo, existem evidências indicando 

que essa molécula exerce seus efeitos predominantemente sobre a isoforma que contem a 

NOX2 (JAQUET et al., 2009). O mecanismo de ação dessa substância parece envolver a 

inibição da translocação da p47 e p67 para membrana (STOLK et al., 1994; CHOI, B. Y. et 

al., 2012).  

Os estudos envolvendo esse fármaco e o TCE foram realizados em ratos e 

camundongos. Os resultados desses trabalhos indicam efeitos benéficos sobre: a produção de 

EROs; a lipoperoxidação; o dano oxidativo ao DNA; a ativação da micróglia; a disfunção da 

BHE; a deposição β-amiloide; e a morte neuronal  induzidas por dois modelos de TCE 

experimental (ICC e LCF) (CHOI, B. Y. et al., 2012; ZHANG et al., 2012). 
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1.3.5. Bradicinina, produção de EROs e atividade da NADPH-oxidase 

 

 

Embora uma ligação entre bradicinina e a atividade NADPH-oxidase ainda não tenha 

sido estudada em modelos de TCE, a literatura evidencia uma ação estimulatória da BK sobre 

a atividade dessa enzima em culturas celulares. 

 Em culturas de astrócitos, estudos demonstram que a ativação do receptor B2 

desencadeia a produção de EROs em consequência da ativação da NADPH-oxidase (LIU et 

al., 2009; HSIEH et al., 2010; AKITA e OKADA, 2011; LIN et al., 2012). O efeito da BK 

sobre a NADPH-oxidase parece estar envolvido na liberação de glutamato (LIU et al., 2009); 

na ativação das MAPKs e do NF-κB (HSIEH et al., 2010) e no aumento da expressão das 

MMP-9 (LIN et al., 2012) e da heme oxigenase (HSIEH et al., 2010; YANG et al., 2013). Um 

trabalho deste ano revelou ainda que a BK é capaz de induzir morte celular de neurônios por 

meio da ativação do B2R, em um efeito que pôde ser revertido com a adição do antioxidante 

N-acetilcisteína (YANG et al., 2013). 

Além disso, ação da BK sobre atividade da NADPH-oxidase e a produção de EROs já 

foi demonstrada em outros tipos celulares. Em artérias coronárias humanas, a estimulação 

com BK induz vasodilatação dependente da atividade da NADPH-oxidase (LARSEN et al., 

2009). Em células de músculo liso vascular de roedores, a BK induz a ativação da ERK-1/2 

via produção de O2
-. 

derivada da NADPH-oxidase (GREENE, VELARDE e JAFFA, 2000; 

VELARDE et al., 2004). Na isquemia renal, o antagonismo do B2R foi capaz de reduzir a 

produção de EROs e a morte celular (CHIANG et al., 2006).  Em macrófagos de porcos da 

índia, a BK também aumentou a produção de O2
-.
 via B2R (BOCKMANN e PAEGELOW, 

2000). O mecanismo pelo qual a bradicinina ativa a NADPH-oxidase parece envolver o 

aumento de Ca
++

 intracelular e a ativação da PKC  (WOODFIN et al., 2011)VELARDE et al., 

2004; LIN et al., 2012).  

Embora a importância do sistema calicreína-cininas e da atividade da NADPH oxidase 

na neuroinflamação desencadeada pelo TCE estejam bem estabelecidas, poucos trabalhos têm 

avaliado seus efeitos no desenvolvimento do déficit cognitivo pós-traumático. Sabe-se, 

também, que o bloqueio da ação dos principais mediadores inflamatórios parece diminuir 

déficits neuromotores e cognitivos. Assim, agentes que consigam diminuir a neuroinflamação 

podem exercer efeitos positivos sobre o déficit de memória causado pelo trauma. Além disso, 

a literatura corrente mostra uma interconexão entre os sistemas citados, em astrócitos, 

levantando a possibilidade de interconexão dos mesmos também no TCE.  
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Levando em conta os fatos citados acima e o crescente número de pessoas 

incapacitadas em decorrência do traumatismo craniano, torna-se pertinente a avaliação da 

participação dos receptores das cininas e da atividade da NADPH-oxidase no 

desenvolvimento dos déficits cognitivos e neuromotores, bem como de seus efeitos na 

neuroinflamação e estresse oxidativo causados pelo TCE experimental em camundongos.  
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2.1.  OBJETIVOS GERAIS  

 

 

2.1.1. Capítulo I: 

 

 

Avaliar o efeito de antagonistas dos receptores B1 e B2 das cininas nas alterações 

bioquímicas, motoras e cognitivas associadas ao TCE moderado induzido por PFL em 

camundongos. 

 

 

2.1.2. Capítulo II: 

 

 

Avaliar o efeito de um inibidor da enzima NADPH-oxidase nas alterações 

bioquímicas, motoras e cognitivas associadas ao TCE moderado induzido por PFL em 

camundongos. 
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2.2.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

2.2.1. Capítulo 1: 

 

 

A) Determinar o decurso temporal das disfunções motoras e cognitivas causadas pelo 

TCE moderado induzido por PFL em camundongos durante o período de 7 dias após a lesão; 

 

B) Determinar a melhor janela temporal para o bloqueio farmacológico dos receptores 

B1 e B2 das cininas, por meio da dosagem do conteúdo de cininas em córtex cerebral de 

camundongos submetidos ao TCE moderado induzido por PFL durante o período de 7 dias 

após a lesão; 

 

C) Avaliar o efeito de antagonistas dos receptores B1 e B2 das cininas sobre o déficit 

motor e cognitivo causado pelo TCE moderado induzido por PFL; 

 

D) Avaliar o efeito do antagonista com ação protetora sobre alterações 

comportamentais na neuroinflamação (IL-1β, TNF-α, NO e edema) causada pelo TCE 

moderado induzido por PFL; 

 

E) Avaliar o efeito do TCE moderado induzido por PFL e do antagonista com ação 

protetora sobre alterações comportamentais na a atividade da NADPH-oxidase; 

 

F) Avaliar o efeito do antagonista com ação protetora sobre alterações 

comportamentais no estresse oxidativo (conteúdo de proteínas carboniladas, de espécies 

reativas ao ácido tiobarbitúrico – TBARS - e atividade da Na
+
, K

+
 ATPase ) causado pelo 

TCE moderado induzido por PFL; 

 

G) Avaliar o efeito do antagonista com ação protetora sobre alterações 

comportamentais na progressão da lesão cortical (volume de lesão) causada pelo TCE 

moderado induzido por PFL. 
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2.2.2. Capítulo II: 

 

 

A) Determinar o efeito da apocinina nos déficits motor e cognitivo causados pelo TCE 

moderado induzido por PFL; 

 

B) Determinar o efeito da apocinina na neuroinflamação (liberação de IL-1β, TNF-α, 

NO e formação de edema) causada pelo TCE moderado induzido por PFL; 

 

C) Determinar o efeito da apocinina no dano oxidativo (conteúdo de proteínas 

carboniladas, TBARS, e inibição da atividade da Na
+
, K

+
 ATPase ) causado pelo TCE 

moderado induzido por PFL; 

 

D) Determinar o efeito da apocinina na progressão da lesão cortical (volume de lesão) 

causada pelo TCE moderado induzido por PFL. 
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3.1.  Capítulo I: 

 

 

3.1.1. HOE-140 protects against memory deficits and brain damage induced by 

moderate lateral fluid percussion injury in mice. 
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3.2.  Capítulo II: 

 

 

3.2.1. The effect of NADPH-oxidase inhibitor Apocynin on cognitive impairment 

induced by moderate lateral fluid percussion injury: role of inflammatory and 

oxidative brain damage 
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4.1 DISCUSSÃO 

 

 

O sistema calicreína-cininas representa uma cascata que, quando ativada, desencadeia 

a liberação de cininas. Sabendo-se que todos os componentes do sistema calicreína-cininas 

estão amplamente expressos no SNC (FRANCEL, 1992; WALKER, PERKINS e DRAY, 

1995; THORNTON et al., 2010), espera-se que, após a lesão cerebral, as cininas (BK e a KD) 

sejam geradas a partir de seus respectivos cininogênios (THORNTON et al., 2010). Nesse 

sentido, os resultados experimentais aqui apresentados apoiam a proposição acima, visto que 

o trauma moderado induzido por PFL aumentou o conteúdo de cininas 3 horas, 6 horas e 1 dia 

após a lesão. Tais resultados orientaram a escolha dos horários para a intervenção 

farmacológica anti-cininas. Desse modo, após efetuar duas administrações subcutâneas (30 

min e 24 horas após lesão) de antagonistas dos receptores B1 e B2, seus efeitos foram 

avaliados sobre os parâmetros comportamentais (neuroescore e memória de reconhecimento 

de objetos), de inflamação e de estresse oxidativo. As análises bioquímicas foram realizadas 2 

horas e 30 minutos após cada tratamento. Já os testes comportamentais foram executados em 

tempos escolhidos a partir de curvas de tempo. Os resultados das referidas curvas apontaram 

os tempos de 3 horas, 6 horas e 1 dia após a lesão como melhores para o teste de neuroescore, 

enquanto 7 dias após a lesão mostrou-se um bom tempo para o teste de memória. 

Desta forma, o presente trabalho demostrou que o HOE-140 reduziu o aumento dos 

níveis de citocinas (IL-1β e TNF-α) causado pelo TCE induzido por PFL quando analisados 3 

horas e 1 dia após a lesão. A literatura atual suporta o efeito anti-inflamatório do bloqueio 

farmacológico do receptor B2. SU et al. (2009) verificaram que o tratamento com bradyzide 

ou SSR240612 (ambos antagonistas B2R), semelhantemente, atenua o aumento de TNF-α e 

PGE2 após lesão cerebral isquêmica. O LF16-0687Ms , outro antagonista B2R, também 

diminui a síntese de prostaglandina E2 após trauma induzido por modelo de LCF 

(KAPLANSKI et al., 2003).   

Da mesma forma, verificou-se que o trauma por PFL aumentou o conteúdo de água no 

hemisfério ipsilateral 3 horas e 1 dia após a lesão, coincidindo com aumento do conteúdo de 

cininas.  Em concordância com a literatura atual (STOVER, DOHSE e UNTERBERG, 2000; 

GORLACH et al., 2001; PLESNILA et al., 2001; HELLAL et al., 2003; KAPLANSKI et al., 

2003; IVASHKOVA et al., 2006; TRABOLD et al., 2010), o bloqueio do receptor B2 foi 

efetivo em reduzir o edema cerebral induzido pelo trauma. Assim, os nossos achados 
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reforçam o envolvimento das cininas no edema cerebral pós-traumático e sugerem um 

importante papel para o B2R nesse problema associado ao TCE. 

O modelo de TCE experimental utilizado aumentou os níveis de NOx no córtex 

ipsilateral dos animais lesionados. Sabe-se que a produção excessiva de NO induz a nitração 

de proteínas, exacerbação da lesão cerebral e déficit cognitivo em diversos modelos 

experimentais de TCE (WADA, CHATZIPANTELI, BUSTO, et al., 1998; WADA, 

CHATZIPANTELI, KRAYDIEH, et al., 1998; WADA et al., 1999; LU et al., 2003; GAHM 

et al., 2006).  Dessa forma, a redução nos níveis de NOx obtida com o tratamento com HOE-

140 reforça o papel danoso do B2R na fisiopatologia do TCE em camundongos.  

Outro importante achado foi a constatação de que a lesão traumática ativa a enzima 

NADPH-oxidase. Esse aumento deve-se, muito provavelmente, ao estimulo do B2R, tendo em 

vista a ação inibidora do HOE-140 sobre a referida enzima. De fato, a ação estimulante da 

bradicinina sobre a produção de EROs e atividade da NADPH-oxidase em diferentes tipos 

celulares (GREENE, VELARDE e JAFFA, 2000; LIU et al., 2009; HSIEH et al., 2010; LIN 

et al., 2012),  já é conhecida na literatura. Além disso, os achados aqui relatados indicam que 

a inibição da NADPH-oxidase pode resultar em uma diminuição do estresse oxidativo 

induzido pelo trauma. Isso porque o tratamento com HOE-140 também atenuou a 

carbonilação de proteínas, o acúmulo de TBARS e protegeu contra a inibição da atividade da 

Na
+
, K

+
 ATPase. Cabe relembrar que essa é uma enzima importante para a função neuronal e 

altamente sensível ao dano oxidativo. Além disso, a perda das propriedades eletrônicas dos 

dendritos, causada pelo mau funcionamento da Na 
+
, K 

+
 ATPase bloqueia o processamento 

do sinal dentro do neurônio, destruindo o processo de formação da memória (DICKEY et al., 

2005). Tal fato indica um possível papel para essa enzima no prejuízo de memória de 

reconhecimento de objetos. Embora o efeito do HOE-140 sobre a atividade da Na 
+
, K 

+
 

ATPase tenha sido avaliado apenas 3 horas e 1 dia após a lesão, o mesmo tratamento preveniu 

o desenvolvimento do déficit de memória de reconhecimento de objeto quando analisado 7 

dias após a lesão.  

Evidências experimentais recentes apoiam o envolvimento de muitas das alterações 

bioquímicas descritas aqui em problemas de memória resultantes de lesões cerebrais. 

Trabalhos têm mostrado que o bloqueio precoce de mediadores inflamatórios, tais como TNF-

α e IL-1β, melhora a memória em testes realizados após o trauma (SANDERSON et al., 1999; 

LONGHI et al., 2008; CLAUSEN et al., 2009; BARATZ et al., 2011). Nessa mesma linha de 

raciocínio, roedores tratados com substâncias antioxidantes têm menor déficit de memória 

quando comparados com os controles em modelos de trauma por ICC ou por PFL (ABDEL 
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BAKI et al., 2010; AIGUO, ZHE e GOMEZ-PINILLA, 2010; SINGLETON et al., 2010), 

atestando, assim, o papel do estresse oxidativo na deterioração da memória associada ao TCE.   

Também é possível especular que a soma das ações protetivas obtidas com HOE-140 

reduz a progressão do dano secundário, resultando em uma menor lesão cerebral, cuja 

consequência poderia ser um melhor desempenho cognitivo. De fato, vários estudos 

evidenciam uma relação entre a piora da memória e a lesão neural em diferentes espécies de 

roedores submetidas ao trauma (HICKS et al., 1993; FOX et al., 1998; MARKLUND et al., 

2001; CLAUSEN et al., 2005; HAN et al., 2009; LEVY et al., 2009; ABDEL BAKI et al., 

2010; AIGUO, ZHE e GOMEZ-PINILLA, 2010; SINGLETON et al., 2010). Nesse contexto, 

os nossos resultados do presente estudo mostraram que o tratamento com HOE-140 foi eficaz 

na redução do volume de lesão cortical induzida pelo trauma. Esse achado confirma estudos 

prévios que já verificaram um papel protetor para o antagonismo do B2R na neurodegeneração 

induzida por diferentes modelos de lesão cerebral (GROGER et al., 2005; KLASNER et al., 

2006; TRABOLD et al., 2010; YANG et al., 2013). 

Considerando que o tratamento com HOE-140 protegeu do aumento da atividade da 

enzima NADPH-oxidase após a lesão, postulou-se que o efeito protetor obtido com o 

antagonista do B2R poderia dever-se à sua ação sobre a referida enzima. Na tentativa de 

provar essa possibilidade, foi realizado um segundo estudo utilizando a apocinina, um 

conhecido inibidor da NADPH-oxidase.  

Os resultados do segundo trabalho apoiam a hipótese levantada, pois demonstraram 

que o tratamento com apocinina apresenta efeitos bastante semelhantes aos obtidos com o 

HOE-140. Analisando os resultados do referido trabalho, vemos que a apocinina atenuou o 

déficit de memória de reconhecimento de objetos, reduziu o aumento da carbonilação de 

proteínas, o conteúdo de TBARS e a inibição da Na 
+
, K 

+
 ATPase induzidos pelo TCE. Esses 

resultados encontram-se de acordo com a literatura, pois alguns trabalhos já demostraram uma 

diminuição do estresse oxidativo com o tratamento com apocinina em diferentes modelos de 

lesão cerebral (CHOI, B. Y. et al., 2012; CHOI, S. H. et al., 2012; ZHANG et al., 2012).  

O tratamento com apocinina também atenuou o aumento dos níveis de IL-1β, TNF-α e 

NOx causado pelo trauma por PFL. De fato, há um vasto conjunto de resultados 

experimentais evidenciando o envolvimento das espécies reativas na ativação do NF-kB e das 

MAPKs, os quais sabidamente aumentam a expressão de genes pró-inflamatórios (HADDAD, 

2002; HADDAD e LAND, 2002; HSU e WEN, 2002; RYAN et al., 2004; RAHMAN e 

ADCOCK, 2006). Também tem sido demonstrado que a atividade da NADPH-oxidase está 

envolvida na ativação das MAPKs e do NF-kB, no aumento mediadores pró-inflamatórios 
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(YANG et al., 2007), e na proliferação da micróglia induzida por citocinas (MANDER, 

JEKABSONE e BROWN, 2006). A literatura dispõe ainda de trabalhos que relatam uma 

relação entre a atividade de NADPH-oxidase e a produção de NO em diferentes tipos de 

celulares.  Esses estudos demonstram que a inibição da sinalização redox dependente da 

NADPH-oxidase pela apocinina diminui significativamente a expressão de iNOS em células 

endoteliais (WU, TYML e WILSON, 2008) e em modelo de pleurisia em camundongos 

(IMPELLIZZERI et al., 2011). Também foi demonstrado que camundongos knockout 

gp91phox tem uma redução da expressão da iNOS após acidente vascular cerebral isquêmico 

(CHEN et al., 2011). Assim é plausível que a inibição da NADPH-oxidase causada pelo 

HOE-140 e pela apocinina afete a sinalização intracelular que desencadeia a produção de 

mediadores inflamatórios, resultando em uma menor resposta inflamatória.   

Da mesma forma que o HOE-140, o tratamento com a apocinina preveniu o déficit de 

memória induzido pelo trauma sete dias após a lesão. O presente resultado confirma trabalhos 

anteriores que mostraram que a inibição da NADPH-oxidase é protetora contra o prejuízo de 

memória dependente de hipocampo em animais com isquemia cerebral e TCE (RAZ et al., 

2010; SHEN et al., 2011; SONG et al., 2012). Sabe-se que as EROs estão envolvidas na 

sinalização pró-inflamatória e que, mediadores pro-inflamatórios medeiam o desenvolvimento 

do déficit cognitivo induzido por TCE.  Ademais, ao se levar em conta que a lesão neural tem 

uma relação com a piora da memória em roedores, torna-se possível que a menor lesão 

cerebral obtida com tratamento com a apocinina resulte em um déficit de memória reduzido. 

Em apoio a essa hipótese, foi demonstrado que o tratamento com apocinina reduziu também o 

volume da lesão cerebral induzido por trauma semelhantemente ao tratamento com HOE-140. 

Assim, pode-se dizer que o tratamento com apocinina diminuiu a produção de EROs e a 

resposta inflamatória, resultando em uma menor lesão neural e consequentemente menor 

prejuízo de memória. Cabe ainda salientar que o tratamento com apocinina protegeu contra a 

inibição da enzima Na
+
, K 

+
-ATPase. Tendo em vista o envolvimento de Na

+
, K 

+
-ATPase 

nos mecanismos de plasticidade sináptica como a potenciação a longo prazo, um prejuízo no 

seu funcionamento via geração de  EROs pode estar relacionado a um déficit de memória 

após o TCE. 

 Por outro lado, o tratamento com apocinina não obteve resultados significantes sobre 

o edema cerebral embora o tratamento com HOE o tenha. As causas para essa diferença de 

resultados não foram estabelecidas neste trabalho. Porém, uma possível explicação seria uma 

ação do B2R, independente da atividade da NADPH-oxidase, no desenvolvimento do edema 

cerebral induzido por TCE. Esses achados corroboram outros estudos, que não verificaram 
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redução do edema com tratamento com apocinina realizados pré ou pós lesão em diferentes 

modelos de dano cerebral (LO et al., 2007; TANG et al., 2008; JACKMAN et al., 2009). 

Entretanto, também existem resultados experimentais demonstrando que o tratamento com 

apocinina (5 mg / kg, i.p.) e com gp9 ds tat (outro inibidor da NADPH-oxidase) reduzem o 

edema induzido por lesão cerebral criogênica ou por impacto cortical controlado 

(JINNOUCHI et al., 2007; ZHANG et al., 2012). Assim, para melhor entender o 

envolvimento da NADPH-oxidase no desenvolvimento de edema cerebral após TCE, mais 

estudos são necessários. 

Outro parâmetro comportamental avaliado foi a função neuromotora. A deterioração 

da função motora é uma conhecida consequência do TCE tanto em humanos, quanto em 

modelos experimentais de ratos e camundongos. Assim, um claro, porém transitório, déficit 

motor foi observado nas primeiras 24 horas após o trauma. Entretanto, nenhuma das drogas 

testadas (HOE-140, DAL-BK, Apocinina) mostrou efeitos significativamente protetores sobre 

a disfunção motora, embora, uma tendência sem significância estatística tenha sido vista com 

o tratamento com Apocinina (5 mg/kg). Essa pequena diferença entre os resultados 

alcançados com HOE-140 e a apocinina pode ser um indício de que a melhora na resposta 

motora exija uma ampla inibição da atividade da NADPH-oxidase após o trauma, a qual não 

pôde ser obtida com as doses testadas de HOE-140 e apocinina. 

Portanto, levando-se em conta a ocorrência dos seguintes fatores: a existência de uma 

ligação entre o estímulo do B2R e o aumento da atividade da enzima NADPH-oxidase em 

culturas de astrócitos (LIU et al., 2009; HSIEH et al., 2010; AKITA e OKADA, 2011; LIN et 

al., 2012); a inibição da NADPH-oxidase causada pelo antagonista do B2R; e a semelhança 

entre os resultados obtidos com o HOE-140 e com a apocinina, pode-se sugerir que os efeitos 

danosos do B2R envolvem pelo menos em parte o aumento da atividade da enzima NADPH-

oxidase.  

Corroborando a referida conclusão, um trabalho recente demonstrou que a estimulação 

de astrócitos com bradicinina leva à produção de múltiplos mediadores inflamatórios, cujo 

contato com neurônios induziu a apoptose dos mesmos. Os efeitos da bradicinina foram 

revertidos na presença do antioxidante N-acetilcisteína (YANG et al., 2013). Assim, sugere-se 

que tanto B2R quanto a enzima NADPH-oxidase estão envolvidas no dano secundário 

associado ao TCE experimental, embora mais estudos nessa área ainda sejam necessários para 

pavimentar essa proposição. 
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5.1. CAPÍTULO I: 

 

 

A) A lesão cerebral induzida por PFL causa um prejuízo motor transitório que perdura por até 

1 dia após a lesão, enquanto o déficit de memória se estabelece apenas 7 dias após lesão; 

 

B) O TCE moderado induzido por PFL causa um aumento nos níveis de cininas que se 

estabelece nos tempos de 3 horas, 6 horas e 1 dia após a lesão, indicando que os melhores 

momentos para o bloqueio farmacológico dos receptores da BK concentram-se nas primeiras 

24 horas após o trauma;  

 

 C) O antagonismo farmacológico do B2R reduz os efeitos deletérios das cininas sobre déficit 

cognitivo causado pelo TCE moderado induzido por PFL, entretanto nenhum dos antagonistas 

testados parece exercer efeitos na disfunção motora causada por essa lesão cerebral; 

 

D) O antagonismo farmacológico do B2R reduz a neuroinflamação (liberação de IL-1β, TNF-

α, NO e formação de edema) desencadeada pelo TCE moderado induzido por PFL em 

camundongos; 

 

E) O antagonismo farmacológico do B2R reduz o aumento da atividade da NADPH-oxidase 

desencadeada pela pelo TCE moderado induzido por PFL em camundongos; 

 

F) O antagonismo farmacológico do B2R reduz o aumento do estresse oxidativo (aumento do 

conteúdo de proteínas carboniladas, de TBARS e diminuição da atividade da Na
+
, K

+
 

ATPase) causado pelo TCE moderado por PFL em camundongos; 

 

G) O antagonismo farmacológico do B2R reduz a progressão da lesão cortical (volume de 

lesão) causada pelo TCE moderado induzido por PFL em camundongos. 
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5.2. CAPÍTULO II: 

 

 

A) A inibição farmacológica da NADPH-oxidase com a apocinina reduz o déficit de 

memória, porém parece não participar significantemente do déficit motor causado pelo TCE 

induzido por PFL em camundongos; 

 

B) A inibição farmacológica da NADPH-oxidase com a apocinina reduz a 

neuroinflamação (liberação de IL-1β, TNF-α, NO) causada pelo TCE induzido por PFL em 

camundongos, porém parece não participar da formação do edema cerebral desencadeado por 

essa lesão; 

 

C) A inibição farmacológica da NADPH-oxidase com a apocinina reduz o estresse 

oxidativo (conteúdo de proteínas carboniladas, TBARS e inibição da Na
+
, K

+
 ATPase) 

causado pelo TCE induzido por PFL em camundongos; 

 

D) A inibição farmacológica da NADPH-oxidase com a apocinina reduz a progressão 

da lesão cortical (volume de lesão) causada pelo TCE induzido por PFL em camundongos. 
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5.3. CONCLUSÃO FINAL 

 

 

 

Figura 8 – Representação esquemática da conclusão da presente Tese. A estimulação do B2R ativa 

a NADPH-oxidase que, ao produzir EROs, induz estresse oxidativo e expande a resposta inflamatória. A soma 

dessas ações amplifica a lesão do parênquima neural que se repercute em um prejuízo de memória. 

 

 

O modelo experimental de TCE moderado induzido por PFL causa a produção de 

cininas em camundongos. Essas, por ação do B2R e possivelmente da NADPH-oxidase, 

induzem neuroinflamação e estresse oxidativo. Os referidos fatores podem estar envolvidos 

na progressão da lesão cortical a qual pode repercutir na deterioração da memória de 

reconhecimento de objetos.  Assim, o B2R e a NADPH-oxidase podem ser alvos promissores 

para farmacoterapias aplicadas ao TCE humano, embora mais estudos nessa área ainda sejam 

necessários. A figura 8 sumariza a conclusão do presente estudo. 
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