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“E o exercicio sozinho que suporta o espirito e mantém o vigor da alma.”

Marcus Tulius Cicero (~ 65 a.C.)
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RESUMO
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Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

O papel da enzima Na+,K+-ATPase no déficit cognitivo e no efeito profilatico
induzido pelo exercicio fisico apés o Traumatismo Cranio-Encefalico

Autor: Frederico Diniz Lima
Orientador: Luiz Fernando Freire Royes
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 17 de Setembro de 2009.

O Traumatismo cranio-encefalico (TCE) é uma das maiores causas de morte ou
déficits cognitivos nos paises industrializados. Apesar de os estudos indicarem que o
estresse oxidativo e os déficits funcionais que ocorrem apés TCE serem eventos inter-
relacionados, os mecanismos que delineiam o desenvolvimento destes déficits cognitivos
sdo, ainda, limitados. Neste contexto nds investigamos o envolvimento de marcadores de
estresse oxidativo (espécies reativas ao acido tiobarbiturico; TBARS e carbonilagao
protéica) e a atividade da enzima Na*,K*-ATPase no aprendizado espacial um e trés meses
apos um dano de percussao por fluido (FPI) em ratos. Os resultados revelaram que o FPI
aumentou o tempo de laténcia e o numero de erros no teste do labirinto de Barnes em um e
trés meses apos FPl. Também encontramos aumento no conteudo de TBARS e proteina
carbonil no cértex parietal em um e trés meses apds FPIl. Além disso, a analise estatistica
revelou uma diminuigdo na atividade da enzima Na*,K*-ATPase no cortex cerebral apos FPI
tempo dependente, sugerindo que o déficit cognitivo induzido pelo FPI se deva pela perda
de funcionabilidade de enzimas presentes na células como Na' K'-ATPase. Perda esta
induzida pelo aumento na geracao de radicais livres apés TCE. Apesar de estar envolvido
no aumento da producao de espécies reativas ao Oxigénio (ERO), exercicio fisico tem sido
utilizado na reabilitagdo de apdés TCE. Por outro lado, ainda sdo escassos na literatura
estudos que evidenciam a especificidade dos mecanismos envolvidos na protecao induzida
pelo exercicio fisico apés TCE. Desta forma, investigamos se o treinamento fisico protege
contra o dano oxidativo bem como das alteragbes neuroquimicas representadas pela
imunodetecgdo da subunidade a e da atividade da enzima Na' K'-ATPase no cortex
cerebral de ratos. Os resultados revelaram que o treinamento fisico protegeu contra o dano
oxidativo induzido por FPI. Além disso, o treinamento fisico foi efetivo contra a inibicdo da
enzima Na',K'-ATPase e a diminuigdo dos niveis da sua subunidade a apds FPI. A
correlagdo de Pearson revelou que a diminuigdo dos niveis cataliticos da subunidade a da
enzima Na® K'-ATPase se correlaciona com o aumento dos marcadores de estresse
oxidativo. Além disso, a protecdo exercida pela atividade fisica contra os radicais livres
induzidos por FPI tem relagcdo com a manutengdo do imunoconteudo da subunidade a. A
partir destes achados, sugere-se que a efetiva protegcdo exercida pelo exercicio fisico no
dano neuronal causado induzido pelo TCE se deva pela protegdo de alvos especificos a
acdo de radicais livres, como a enzima Na*, K*-ATPase.

Palavras-chaves: TCE; Na*,K'-ATPase; estresse oxidativo; Carbonilagéo protéica;
TBARS; labirinto de Barnes; exercicio fisico.
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Traumatic Brain Injury (TBI) is the major cause of death or cognitive deficits in
industrialized countries. Although studies have indicate that the oxidative stress and
functional deficits after TBI are connected events, the mechanisms that outline the
development of these cognitive deficits are, still, limited. In this context, we
investigated the involvement of oxidative stress markers (thiobarbituric acid reactive
species; TBARS and protein carbonylation) and the Na*,K*-ATPase enzyme activity
on the spatial learning after one and three months from a fluid percussion injury (FPI)
in rats. The results revealed that FPI increase the latency of escape and the number
of the errors on the Barnes Maze Test one and three months after FPI. We also found
an increase of TBARS and protein carbonylation in parietal cortex after one and three
months FPI. In addition, statistical analysis revealed a decrease of the Na* K'-
ATPase enzyme activity in the parietal cortex after FPI (time-dependent). These
results suggest that cognitive impairment following FPI may result, at least in part,
from increase of two oxidative stress markers, protein carbonylation and TBARS that
occurs concomitantly to a decrease in Na',K'-ATPase activity. Physical exercise,
despite the involvement on the generation of the reactive oxygen species (ROS), is
used on the rehabilitation of TBI. However, although the favorable effects of physical
exercise on traumatic brain injury (TBI) patients is well known, the specific
mechanisms involved in this protection after TBlI has been limited. Thus, we
investigated whether physical training protects against oxidative damage (measured
by protein carbonylation and TBARS) and neurochemical alterations represented by
immunodetection of alpha subunit and activity of Na*,K*-ATPase after FPI in cerebral
cortex of rats. The results revealed that physical training protected against oxidative
damage induced by FPI. In addition, physical training was effective against Na*,K*-
ATPase enzyme activity inhibition and a subunit level decrease after FPI. The
Pearson correlation showed that the decrease of the catalytical levels of the Na* K-
ATPase enzyme a subunit is related with the increasing on oxidative stress markers.
Moreover, the physical activity-related protection against free radicals induced by FPI
links with maintenance of a subunit immunocontent. These results suggest that the
effective protection stimulated by physical exercise on the neuronal damage induced
by TBI has connection with the protection of the specific targets from the free radicals
action, like Na*,K*-ATPase enzyme.

Keywords: TBI; FPI; Na' K'-ATPase; Oxidative damage; Protein carbonylation;
TBARS; Barnes maze; Physical exercise.
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1. INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

O traumatismo cranio-encefalico — lesdo cerebral ou concussdo (TCE)
representa a maior causa mundial de mortalidade em individuos com até 45 anos
(WERNER E ENGELHARD, 2007). Entre os traumatismos cranio-encefalicos, que
recebem cuidados médicos, 80% podem ser classificados como leves, 10% como
moderados e 10% como graves (BEGHI, 2003). Entre as causas do traumatismo
estdo acidentes de transito, mergulho em &guas rasas, agressdes, quedas e
projéteis de armas de fogo (WERNER E ENGELHARD, 2007).

O TCE pode ser dividido em dois estagios: o dano primario, que envolve a
agressao mecanica propriamente dita, e o dano secundario, que € imposto as
células em minutos, horas e dias apdés o trauma. O dano secundario esta
relacionado com o aumento na liberagdo de neurotransmissores excitatérios,
disfuncbes na mitocondria e na homeostase celular de calcio, alteracdo no balango
ibnico, deplegdo de ATP, eventos excitotoxicos e estresse oxidativo (POTTS, 2006;
SAKELARIS et al., 2006; PALMER, 1993).

Em condi¢des normais, até 2% do oxigénio consumido pela cadeia
respiratéria mitocondrial sofre redugdo monoeletrénica, principalmente ao nivel da
coenzima Q, levando a produgdo do radical superoxido, que pode gerar espécies
reativas de oxigénio como o peroxido de hidrogénio e o radical hidroxil (HALLIWEL &
GUTTERIDGE, 1989). Nas situagbes em que a produgao de radicais livres (RL) na
mitocOndria estad aumentada ou os mecanismos antioxidantes estdo exauridos, o
acumulo destas espécies reativas pode levar a alteragdes irreversiveis nas
moléculas de DNA, lipideos e proteinas da membrana, resultando em disfungao
mitocondrial e morte celular (ANSARI et al., 2004; ANSARI et al., 2006). Neste
contexto, recentes estudos tém evidenciado que na fase aguda do TCE, a geragéo
de radicais livres pode causar instabilidade estrutural de muitos constituintes
moleculares das células neuronais (SHAO et al., 2006).

O cérebro ¢é particularmente vulneravel ao estresse oxidativo devido a sua alta
demanda de oxigénio, intensa produgao de radicais livres e altas quantidades de
metais de transicdo (como o ferro), que podem catalisar a produgdo de radicais

livres (ANSARI et al., 2008). Além disso, as membranas neuronais por serem ricas
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em acidos graxos poliinsaturados sdo importantes locais de reagdes de peroxidagéo
lipidica (ZINK, 2001). Desta forma, uma perda na funcionalidade destas membranas,
causada pelo aumento na producido de espécies reativas apos o TCE pode ter um
papel critico nas alteragdes neuroldgicas que surgem apos a lesdo, como a perda de
memoria, os disturbios de coordenagdo motora e a epilepsia pés-traumatica (BEGHI,
2003; RINALDI E CONTI, 2003).

Dentre as diversas proteinas constituintes da membrana neuronal, destaca-se
a enzima Na',K'-ATPase, que é particularmente sensivel ao estresse oxidativo
(JAMME et al., 1995; MOREL et al., 1998). Esta enzima é responsavel pelo
equilibrio eletrolitico celular, pelo controle dos potenciais de repouso e pela
modulacdo da liberagdo e captagcdo de neurotransmissores (STAHL E HARRIS,
1986; ZHAN et al., 2004). Segundo Harmony (1968), uma disfungdo na atividade da
enzima Na® K*-ATPase pode causar oscilagdes no potencial de membrana, levando
a despolarizagdes prolongadas e/ou repetitivas, as quais sdo caracteristicas de
neurbnios de individuos epiléticos. Além disso, recentes estudos tém evidenciado
uma significante correlagéo entre a inibicdo desta enzima e os déficits cognitivos em
diversos modelos de doengas neurodegenerativas como doenca de Alzheimer e
Parkinson (KONG et al., 2005; JOVICIC et al., 2008; BAGH, et al., 2008).

Cabe salientar ainda que, atualmente, poucos tratamentos sao eficazes para
combater a profunda e permanente amnésia de pacientes que sofreram TCE
(MAAS, 2001; NARAIAN et al., 2002; TOLIAS E BULLOCK, 2004). Neste contexto,
acredita-se que os exercicios fisicos podem apresentar um potencial na prevencéao e
tratamento de danos traumaticos cerebrais (GRIESBACH et al., 2004; 2007), assim
como em doengas neurodegenerativas (STUMMER et al., 1995; MATSON, 2005;
MATSON & WAN, 2005; MATSON & MAGNUS, 2006) como a Doencga de Parkinson
(SMITH & ZIGMOND, 2003; CANNING et al., 2009; POTHAKOS et al., 2009) e a
Doenca de Alzheimer (COTMAN & BERCHTOLD, 2002; PEREZ & CANCELA
CARREL, 2008). Muitas das alteragées que provocam o desenvolvimento dessas
doencas ocorrem em areas especificas como cortex cerebral e hipocampo e
envolvem a ativagdo de familias de moléculas neurotroficas como o fator de
crescimento derivado do encéfalo (BDNF- Brain Derived Neurotrophic Factor)
(NEEPER et al., 1995; COTMANN & BERCHTOLD, 2002), neurotrofinas 3, 4/5 e 6
(NT 3, NT 4/5 e NT 6 — Neurotrophic Factor) e fator de crescimento neuronal (NGF —
Nerve Growth Factor) (CHAE & KIM, 2009). Estudos com modelos experimentais
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tém mostrado um aumento das concentracdes das proteinas neurotréficas e de seus
fatores de transcrigdo associado a pratica regular de atividade fisica (YING et al.,
2005; GRIESBACH et al., 2009). O exercicio fisico aumenta os niveis de proteina e
acido dessoxiribonucleico mensageiro (RNAm), do Fator Neurotrofico Derivado de
Encéfalo — BDNF (NEEPER et al.,, 1995; COTMAN & BERCHTOLD, 2002;
GRIESBACH et al., 2004a) assim como de NT-3 no hipocampo de ratos, em cértex e
cerebelo (YING et al., 2003; PATZ & WAHLE, 2004). Adicionalmente, o exercicio
protege os neurdénios de varios tipos de insultos (KAO et al., 2009), pois o BDNF
promove neurogénese em adultos (LEE & SON, 2009) e aumenta a eficacia
sinaptica (TYLER & POZZO-MILLER, 2001; TYLER et al., 2006). E sabido que a
atividade fisica aumenta as concentracbes de RNAmM de NGF e induz o aumento da
expressao génica de neurotrofinas, causando neuroprote¢gdo a isquemia neuronal
(DING et al., 2004). O exercicio fisico pode estar também envolvido na melhoria da
memoria e do aprendizado espacial por modulagédo da neurogénese no hipocampo
(DURING E CAO, 2006; FABEL et al., 2003; van PRAAG et al., 1999), reducéo do
estresse oxidativo (RADAK et al., 2006; OGONOVSKY et al., 2005) e favorecimento
da vascularizacao cerebral (ISAACAS et al., 1992).

Apesar de estar bem descrito na literatura que a producdo excessiva de
radicais livres e a diminuicdo ou exaustao do sistema antioxidante sdo eventos que
podem levar a diversas altera¢des neuroldgicas apos o TCE (ANSARI et al., 2008),
ainda sao escassos na literatura os estudos que relacionam, de uma forma direta e
objetiva o envolvimento da enzima Na’,K'-ATPase, bem como da produgdo de
radicais livres nas alteragbes de ordem psicoldgica e/ou cognitiva apés um trauma
(SALMOND E SAHAKIAN, 2005; COHEN et al., 2007).

Considerando que o dano oxidativo a proteinas constituintes da membrana
neuronal como a Na',K'-ATPase (LEES, 1991; BOLDYREV et al., 1995) pode ter
papel critico em alteragbes neurolégicas que surgem apos o TCE (POTS et al.,
2006), é de grande interesse estudar se a alteragdo na atividade desta enzima apos
o TCE esta relacionada com a geragédo de radicais livres bem como com o déficit
cognitivo. Além disso, apesar de a literatura mostrar o importante papel exercido
pela atividade fisica no tratamento de danos traumaticos cerebrais (BOHANNON,
1993), ainda ndo esta totalmente compreendido se as adaptag¢des do tecido cerebral
pelo exercicio fisico anterior aos traumas, podem exercer efeito profilatico contra os

efeitos deletérios induzidos pelo TCE.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo investigar a influéncia do TCE, em
diferentes periodos de tempo, no aprendizado espacial, na geragao de radicais livres
e na atividade da enzima Na',K'-ATPase. Além disso, este trabalho teve como
objetivo verificar o possivel efeito profilatico do exercicio fisico neste modelo de
TCE.

2.2. Objetivos Especificos

Para um melhor entendimento dos experimentos realizados, convém dividi-

los:

Capitulo |

1. Investigar as consequéncias do TCE no desempenho do teste de

aprendizado espacial em ratos, um e trés meses apos o trauma.

2. Avaliar o conteudo de proteina carbonil e de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) no cértex cerebral de ratos, um e trés meses apos
TCE.

3. Acompanhar o efeito do tempo na atividade da enzima Na',K'-ATPase

apoés o TCE
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Capitulo Il

1. Pesquisar o efeito do exercicio fisico prévio sobre a quantidade de

proteina carbonil e TBARS no cértex cerebral de ratos apds TCE.

2. Verificar se o exercicio fisico prévio protege contra a diminui¢do na

atividade da enzima Na*,K*-ATPase apds TCE.

3. Verificar o efeito do TCE e do exercicio fisico sobre a quantidade e a

subunidade a da enzima Na*,K*-ATPase em ratos.

4. Pesquisar se existe uma correlacdo entre a atividade e o conteudo da
subunidade a da enzima Na’,K'-ATPase com a quantidade de proteina
carbonil e a producdo de TBARS em ratos sedentarios e treinados apos
TCE.
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3.1. Traumatismo Cranio Encefalico

O Traumatismo Cranio Encefalico (TCE) é um dos maiores eventos
patolégicos da civilizagdo moderna, em pessoas de até 45 anos, e pode promover
sérios disturbios neuroldgicos, ou até o ébito (BEGHI, 2003; LANGLOIS et al, 2003).
Os pacientes que sobrevivem a esta condigdo geralmente apresentam
anormalidades neuroldgicas, incluindo déficits cognitivos cronicos, como problemas
de atencdo, de aprendizado e memodria (COHEN, et al, 2007; SALMOND &
SAHAKIAN, 2005). Além disso, a severidade do TCE é definida pelo resultado da
avaliacdo das fungdes neuroldgicas do paciente por meio da escala de Coma de
Glasgow (ECG), largamente utilizada para este fim (MARCIN E POLLACK, 2002), e
assim o TCE é classificado como “Leve” (ECG de 13 a 15), “Moderado” (ECG de 9 a
12) e “Severo ou grave” (ECG <9).

O TCE pode ser ainda classificado como “dano cerebral focal” (dano por
contato), que resulta em contusdo, laceragdo e hemorragia intracranial ou “dano
cerebral difuso” que promove — aceleracao/desaceleragdo (CHEN et al., 2004;
NORTJE E MENON, 2004; MARSHALL, 2000). O TCE também pode ser dividido em
dois estagios: o “dano primario”, que envolve a agressdo mecanica propriamente
dita, e 0 “dano secundario”, que é imposto as células apds minutos, horas ou dias e
esta relacionado com o aumento na liberagdo de neurotransmissores excitatorios,
disfungdes na mitocdndria, homeostase celular de calcio, desbalango ibnico,
deplecdo de ATP, cascata de eventos excitotoxicos e estresse oxidativo (POTTS,
2006; SAKELARIS et al., 2006; PALMER, 1993).



3.1.1 Fisiopatologia especifica do TCE

3.1.1.1 Fluxo sanguineo cerebral

Pesquisas mostram que

isquemia cerebral
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focal ou global ocorre

frequentemente apdés o TCE e sua presenga esta associada a danos neurolégicos

muito significativos como morte ou estado vegetativo (BOUMA et al., 1998; COLE et
al., 2004; INOUE et al., 2005; OVERGAARD E TWEED, 1983).

Tabela 1 - Escala de coma de Glasgow

Resposta Resposta modificada para lactentes
Escore Aberturaocular
4 Espontinea Espontinea
3 Ao estimulo verbal Ao estimulo verbal
2 Ao estimulo doloroso Ao estimulo doloroso
1 Ausente Ausente
Melhor resposta motora
6 Obedece comando Movimentacio espontinea
5 Localiza dor Localiza dor (retirada ao toque)
4 Retirada ao estimulo doloroso Retirada ao estimulo doloroso
3 Flexdo ao estimulo doloroso Flexdo ao estimulo doloroso
(postura decorticada) (postura decorticada)
2 Extensiao ao estimulo doloroso Extensio ao estimulo doloroso
(postura descerebrada) (postura descerebrada)
1 Ausente Ausente
Melhor resposta verbal
5 Orientado Balbucia
4 Confuso Choro irritado
3 Palavras inapropriadas Choro 4 dor
2 Sons inespecificos CGiemido a dor
1 Ausente Ausente

TCE severo (escore Glasgow: 3-8); TCE moderado (escore Glasgow: 9-12); TCE leve (escore Glasgow: 13-15).

Figura 1 — Escala de Coma de Glasgow

A diferencga entre a isquemia cerebral e o TCE, é que a primeira induz a um

estresse metabdlico e perturbagbes ibnicas e a segunda faz com que o tecido

cerebral sofra danos estruturais de células neuronais, astrocitos e micréglia e danos
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nas células endoteliais e micro vascularizagdo cerebral (BRAMLETT e DIETRICH,
2004; IOUNE et al., 2005; OVERGAARD E TWEED, 1983). Desta forma, enquanto o
fluxo sanguineo cerebral médio em adultos jovens € de 54ml/100g/min, um paciente
com TCE pode desenvolver danos teciduais irreversiveis com 15ml/100g/min. Em
pacientes com isquemia o limiar € de 5 a 8,5ml/100g/min. (CUNNINGHAM et al.,
2005).

£
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Figura 2 — Tipos de causas de TCE.

3.1.1.2 Auto-regulagéo cerebrovascular e reatividade ao diéxido de carbono (CO,)

Um dos mecanismos que fornecem, em qualquer tempo, uma irrigagao
cerebral adequada é a auto-regulagdo cerebrovascular, responsavel pela dilatagéo
ou constricao cerebrovascular em resposta ao aumento ou diminuicao na pressao de
perfusdo cerebral (WERNER & ENGELHARD, 2007).
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A pressao de perfusdo cerebral pode ser diminuida ou abolida em muitos
pacientes, mas pode estar presente imediatamente apds o trauma, ou com o passar
tempo, pode haver uma falha na irrigagdo cerebral breve ou persistente tanto em
traumas leves, moderados ou graves (ENEVOLDSEN E JENSEN, 1978;
HAUERBERG et al., 1998; HLATKY et al., 2002; JEAGER et al., 2006; LAM et al.,
1997; LANG et al., 2003; SCHMIDT et al., 2003).

Outro mecanismo responsavel pela irrigagao cerebral € a reatividade ao CO,
(como a dilatagdo ou constricdo cerebrovascular em resposta a hipo ou hipercapnia),
que parece ser um fendbmeno mais robusto, apesar de estar diminuida nos primeiros
estagios apos o trauma (WERNER E ENGELHARD, 2007).

3.1.1.3 Vasoespasmo cerebral

O vasoespasmo cerebral ocorre em mais de um terco dos pacientes com TBI
e indica a severidade do dano causado ao cérebro, determinando o estado definitivo
do paciente (LEE et al., 1997; OERTEL et al., 2005). Dentre os principais
mecanismos envolvidos neste trauma, pode-se destacar a despolarizacao crénica da
musculatura lisa através da reducdo da atividade dos canais de potassio (SOBEY,
2001), liberacdo de endotelina com a redugao de oxido nitrico (ZUCCARELO et al.,
1998), deplecdo do GMP ciclico da musculatura vascular lisa (TODO et al., 1998),
potenciagdo de vasoconstricdo induzida por prostaglandinas (ARMSTEAD, 2006) e
formacgao de radicais livres (DeWITT e PROUGH, 2003; McLAUGHLIN e MARION,
1996).

3.1.1.4 Oxigenagao cerebral

Uma das caracteristicas do TCE € um desbalanco entre o transporte e o
consumo de oxigénio, que pode acontecer por varios mecanismos, entretanto a
hipéxia é o resultado final mais comumente descrito (WERNER e ENGELHARD,

2007). Um limite de 15 a 10 mm Hg é frequentemente associado com o infarto
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tecidual neuronal em pacientes com TCE (JOHNSTON et al., 2005; ROSE et al.,
2006). Entretanto, a ocorréncia de danos teciduais pela privagdo de oxigénio é
possivel mesmo com a pressao intracraniana e a pressdo de perfusdo cerebral
normais (STIEFEL et al., 2006).

3.1.1.5 Disfungdo metabdlica cerebral

Apds o TCE, ha uma redugado consideravel tanto no metabolismo cerebral,
como no seu estado energético (CUNNINGHAM et al., 2005; CLARK et al., 1997;
DIRINGER et al., 2000; GLENN et al., 2003), o que esta diretamente relacionado
com a severidade do dano primario e indica o tipo de resultado que o paciente
podera mostrar (WU et al., 2004). Esta redugéo leva a uma disfungdo na mitocondria
com diminuicdo na taxa respiratéria e na producdo de ATP e aumento na
concentragdo de ions calcio no interior da mitocondria (TAVAZZI et al., 2005;
VERWEL et al., 2000).

3.1.1.6 Inflamacgao

Respostas teciduais inflamatérias e imunolégicas complexas sao induzidas
pelo TCE, similares as que ocorrem no dano isquémico. Tanto o dano primario
quanto o secundario ativam a liberacdo de mediadores celulares que incluem
citosinas, prostaglandinas e radicais livres (GOPCEVIC et al., 2007). Leucdcitos
polimorfonucleados se aderem a membrana endotelial falha como mediadores de
moléculas de adesado, que penetram junto com macréfagos e células T (ZHANG et
al., 2006). As principais citocinas liberadas séo a interleucina 1B (IL-1B), o fator de
necrose tumoral a (TNFa), a interleucina 6 (IL-6) e a interleucina 8 (IL-8) (FINFER &
COHEN, 2001; MUSSACK et al., 2002; GOPCEVIC et al., 2007). A interleucina-8 (IL-
8) é considerada uma das principais citocinas envolvidas na patofisiologia do TCE.
Ela é produzida por varios tipos celulares, incluindo neutrdfilos, células endoteliais,

astrocitos e células da microglia. A liberagdo de IL-8 é estimulada por outras
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citocinas, como a IL-1, além de fatores como a hipdxia, a isquemia e a reperfusao
(mecanismos basicos do estresse oxidativo pds-traumatico). Estudos em humanos
também sugerem que os niveis plasmaticos de IL-8 podem ser parametros preditivos
de mortalidade em TCE grave isolado (MUSSACK et al., 2002; GOPCEVIC et al.,
2007). Ja a ativagao dos astrocitos e da micréglia, logo apds o trauma, promove a
liberacdo de IL-1B e TNFa, levando a uma liberacdo adicional de citocinas e a
producdo de mediadores do sistema imune periférico. Estudos clinicos tém
demonstrado niveis elevados de TNFa em pacientes com TCE (FINFER & COHEN,
2001; CRESPO et al., 2007). Em relagao a IL-6, ha descri¢des de niveis elevados no
plasma e no liquor apés o TCE (FINFER & COHEN, 2001). Além disso, a IL-6, por
estimular a secrecédo de vasopressina, pode estar envolvida na patogénese da
sindrome da secreg¢ao inapropriada de horménio antidiurético (ADH - antidiuretic
hormone) apés o TCE. (BONDANELLI et al., 2005)

3.1.1.7 Edema

O edema ocorre freqiuentemente apés o TCE e a sua classificacdo esta
relacionada com o dano estrutural ou agua e desbalan¢o osmotico induzido pelos
danos primario e secundario (WERNER e ENGELHARD, 2007). A interrupgéo
mecanica, ou ainda os danos na camada endotelial dos vasos cerebrais (barreira
hemato-encefélica), classifica o “edema vasogénico cerebral’, no qual observa-se
um fluxo de ions e proteina para o meio intersticial causando acumulo de agua e
aumentando, anatomicamente, o volume do espaco extracelular (DeWITT et al.,
2003; UTERBERG et al., 2004). Ja no “edema citotoxico cerebral”, existe acumulo
de agua no espaco intracelular de neurdnios, astrécitos e microglia e perturbagao da
parede endotelial vascular, gerando aumento da permeabilidade de ions e falha nas
bombas iénicas, em consequéncia da deplegdo energética. (STIEFEL et al., 2005;
UNTERBERG et al., 2004). Tanto o edema vasogénico quanto o citotdxico, que
parece ser mais frequente, estdo relacionados com aumento na pressao
intracraniana e eventos isquémicos secundarios (MARMAROU, A.; et al., 2000,
MARMAROU, A_; et al., 2006).
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3.1.1.8 Necrose e apoptose

Evidéncias crescentes tém demonstrado que, depois do TCE, dois tipos de
morte celular podem ocorrer: necrose e apoptose (PINEDA et al., 2004; WERNER e
ENGELHARD, 2007). A necrose, € evidente apos o TCE, pois ocorre em resposta a
um dano mecanico severo ou mesmo a um dano tecidual apds hipdxia ou isquemia,
que tem como consequéncia a liberacdo excessiva de neurotransmissores
excitatérios e falha no metabolismo celular. Ja a apoptose ocorre horas apés o
trauma. Neurbnios que sofrem apoptose estdo, em um periodo pds traumatico curto,
morfologicamente normais e com sua produg¢ao de ATP e potenciais de membrana
regulares. O processo de apoptose requer gasto energético e ocorre por ativagéo e
desativacéo de caspases (CHOI, 1996; ELDADAH e FADEN, 2000).

3.1.1.9 Excitotoxicidade e estresse oxidativo

A excitoxicidade € um ponto importante apés TCE na medida em que existe
uma grande e rapida liberagdo de neurotransmissores excitatorios, particularmente o
glutamato, apés o trauma (BULLOCK et al., 1998; ROBERTSON et al., 2001). Um
aumento na quantidade de neurotransmissores excitotéxicos e/ou uma diminuigao
na quantidade de neurotransmissores inibitérios apés um TCE resulta em uma
grande estimulagao dos receptores ionotropicos e metabotropicos com consequente
fluxo aumentado de ions calcio, soédio e potassio (FLOYD et al., 2005; Yl e HAZEL,
2006).

Os ions calcio sdo os maiores sinalizadores em neurbnios € uma pequena
elevacdo na sua concentracido intracelular livre é suficiente para uma fungao
cerebral normal como na transmisséo sinaptica e no aprendizado e na memoria.
Entretanto, a elevagao por tempo maior que o necessario para estas atividades
fisiolégicas estda ligada a produgdo de radicais livres e morte celular
(SCHWARZBACG et al., 2006) e também a problemas de memdria com o aumento
da idade (RAZA et al., 2007; TONKIKH et al., 2006). A producdo excessiva de

espécies reativas de oxigénio (ERO) e, consequentemente a diminuigdo ou exaustéao
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do sistema antioxidante endégeno sao eventos que levam a morte neuronal apos o
TCE. Além disso, proteinas que apresentam residuos de aminoacidos histidina,
arginina e lisina, sdo os alvos imediatos do estresse oxidativo causados pelas EROs
(DEAN et al.,, 1997). Neste contexto, recentes estudos tém evidenciado uma
significativa correlagdo entre a carbonilagdo protéica (DEAN et al., 1997) e a
diminuicdo da funcionalidade de enzimas presentes na célula, como Na’,K*-ATPase
(DALLE-DONNE et al., 2003) sugerindo que mudangas oxidativas desta enzima
podem fazer com que as suas moléculas percam a habilidade de interagdo e, com

isso, diminuam sua taxa de hidrdlise.

3.2. Estresse oxidativo

3.2.1. Radicais livres e espécies reativas

Do ponto de vista quimico, um radical livre é definido como qualquer atomo,
grupo de atomos ou molécula capaz de existir sob forma independente, que contém
um ou mais elétrons desemparelhados (Del MAESTRO, 1980; SOUTHORN &
POWIS, 1988; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).

Nos organismos aerobicos os produtos do metabolismo de carboidratos,
gorduras e proteinas sao armazenados para posterior oxidagdo no Ciclo de Krebs e
na Cadeia de Transporte de elétrons para a formagdo do ATP (POWERS E
HOWLEY, 2000). Ao final deste processo que ocorre na mitocdndria, a citocromo
oxidase promove a redugdo completa de uma molécula de oxigénio (O-), junto com

quatro elétrons e quatro hidrgénios (H") em agua.

Oy + 4H"+4e — 2H,0

O oxigénio utilizado na cadeia de transporte de elétrons representa de 95 a
98% do processado pela mitocdndria, onde o restante (5 a 2%) € reduzido
univalentemente, processo onde uma molécula recebe apenas um elétron, o qual vai

ocupar um dos orbitais externos ao mesmo tempo em que o outro continua
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desemparelhado produzindo, assim, intermediarios altamente reativos — as espécies
reativas de oxigénio, que constituem os radicais livres (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1989). A molécula de oxigénio é, em consequéncia de sua
configuragéo eletrénica, um receptor universal de elétrons formando, com isso,
intermediarios téxicos reativos (MENEGHINI, 1978) como o radical superéxido (O3)
e o radical hidroxil (‘OH®), classificados como RL, pois possuem elétrons
desemparelhados, e o peroxido de hidrogénio (H202), que é classificado como
Espécie Reativa de Oxigénio (ERO), pois ndo possui este desemparelhamento
(FISHER, 1987).

Essas EROs tém meia-vida curta e tém uma forte tendéncia para estabilizar
sua orbita externa captando um elétron de outro atomo ou molécula, que por sua vez
se torna uma molécula radicalar. Um elétron desemparelhado pode se associar com
atomos isolados (hidrogénio ou ions metalicos) ou ainda com moléculas (agucares,
lipidios, proteinas e DNA) o que resulta em um processo de relevancia biolégica,
uma vez que promove alteragbes estruturais importantes (HALLIWELL, 1987;
SLATER, 1984). Os RL participam como componentes fundamentais em muitas
doencgas, o0 que mostra o grande dano oxidativo causado por eles (HALLIWEL,
1987).

O primeiro intermediario formado a partir da redugcédo incompleta do oxigénio
molecular para a formacéo de agua € o radical superdxido, o qual é pouco reativo,
entretanto possui uma grande capacidade de geragdo de radicais secundarios
altamente toxicos (GRISHAM et al., 1986; HALLIWEL e GUTTERIDGE, 1990;
MCCORD et al, 1985; WALKER et al., 1987).

O,+e > Oz._

A partir deste elemento podem se formar outras espécies ativas de oxigénio,
como o perodxido de hidrogénio (H20O2) o e radical hidroxil (OH®*) (ESTERBAUER et
al., 1986; PRYOR, 1984). O H;O; é gerado a partir do superoxido por meio de
dismutagao, sendo esta reagao catalisada pela enzima superdxido dismutase (SOD)
(PAL YU, 1994).

2 Oz._ +2 H+ > H202
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Quando o H;O; recebe mais um elétron e um ion hidrogénio, é formado o
radical hidroxil, que € o mais reativo dos intermediarios, pois pode reagir e alterar
qualquer estrutura celular que esteja proxima e, assim, influenciar enzimas,
membranas ou acidos nucléicos (HEUNKS, 1999). Este radical pode ser formado

pela reagao do H,O, com ions cobre ou ferro pela chamada reacido de Fenton.

Fe"+ Oy <—>Fe™ + 0,
20, +2H" ——> O, + H,05
Fe™ + H,O) ——M > Fe"™"" " OH + OH *

Os metais de transicdo podem catalisar a reacdo entre o H,O, e O,*, levando
a producao de radical hidroxil. Esta € conhecida como reacdo de Haber-Weiss, e
catalisada pelo cobre ou ferro, que pode ser oriundo da ferritina, hemoglobina ou
mioglobina (WERNS & LUCHESI, 1990).

Fe™™"+ 0, ———>Fe"™" + 0,
Fe™ + H,O, ———> Fe™ + OH + OH’
0, +H,O0,———> 0, +OH + OH’

Além das EROs, existem também as Espécies Reativas do Nitrogénio (ERN),
que sdo formadas tanto na mitocéndria, quanto no citosol, sendo que as mais
representativas sdo o 6xido nitrico (NO®) e o peroxinitrito (ONOO"). Por agdo da
enzima oxido nitrico sintase (NOS), presente no citosol e na mitocondria, o NO® é
gerado a partir da arginina (RIOBO et al., 2002). Este radical é essencial para
vasorregulagao, agregacgao plaquetaria e neurotransmissao, mas em excesso inibe a
citocromo-c oxidase levando a consequente formagao de O," (FORFIA et al., 1999).
Entretanto, o ONOO™ é formado a partir de uma reacgéo controlada entre NO* e O,"
(RADI et al., 1994) e ele pode se difundir para o meio intra ou extracelular, e entao
promover a oxidagao de lipidios, proteinas e DNA (BECKMAN et al., 1996). Além
disso, o ONOO" pode inibir a cadeia respiratéria, levando a morte neuronal e
produzir ions nitrénio, que sao capazes de nitrificar residuos de tirosina (BECKMAN
et al.,, 1996). Ambas ERO e ERN s&o espécies necessarias para um bom

funcionamento do organismo, entretanto, quando sdo produzidas em excesso ou
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quando as defesas antioxidantes estdo diminuidas, pode ocorrer dano celular,
devido ao estresse oxidativo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).

i

Fgura 3 - Dano oxidativo as macromoléculas bioldgicas (Torres, 2003).

Além da mitocdndria, existem outras rotas bioquimicas na célula que também
geram a produgado de espécies reativas como a B-oxidagdo (GODIN & WOHAIEB,
1988), oxidagdo de amino acidos, ativagado do citocromo P-450 e a degradacéo da
xantina a acido urico (YU, 1994; CHANCE et al., 1979).

3.2.2 Defesas antioxidantes

Em situagdes fisiologicas normais, o0 metabolismo forma EROs,
continuamente, devido a caracteristica reativa do oxigénio. Para combater os seus
efeitos nocivos, todas as células possuem mecanismos de defesa antioxidante
(HALLWELL e GUTTERIDGE, 1999), os quais séo classificados em “enzimaticos”,
formados pelas enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPX) e “n&o-enzimaticos”, que por serem exdgenos necessitam ser
absorvidos pela alimentagdo e sao divididos em vitaminas lipossoluveis (A, E e B-
caroteno), vitaminas hidrossoluveis (C e do complexo B), os oligoelementos (zinco,

cobre, selénio, magnésio) e os flavondides (derivados de plantas).
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Componentes

(localizagao na célula)

Nutrientes envolvidos

Funcao

Enzima que converte

(mitocdndria)

SOD . . .
(citosol) Cobre e zinco superoxido a peroxido de
citoso
hidrogénio.
SDo Enzima que converte

Manganés e zinco

superoxido a peroxido de

hidrogénio.
Enzima que converte
GPX . . .
. Selénio perdxido de hidrogénio em
(citosol) )
agua.
Enzima que converte
CAT . . .
. Ferro peréxido de hidrogénio em
(citosol) )
agua.
Ac. Ascorbico . Reage com varios tipos de
. Vitamina C
(citosol) RL.
Quebra a reagdo me
A - Tocoferol Vitamina E cadeia de peroxidacao de

acidos graxos.

B — caroteno

B — caroteno

Evita a reacdo em cadeia
da peroxidagao de acidos

graxos.

Tabela 1 — Antioxidantes, nutrientes e funcdes.

3.2.3 Marcadores de estresse oxidativo

3.2.3.1 Oxidagao de proteinas

As proteinas, particularmente os residuos de aminoacidos histidina, arginina e

lisina, sdo os alvos imediatos do estresse oxidativo causados pelas EROs e, como
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consequéncia, surgem danos a estrutura protéica levando a alteragbes na sua
atividade biolégica. No caso de enzimas, pode ocorrer modificagdo na atividade
catalitica, bem como prejuizo no transporte ativo através das membranas celulares e
com isso citolise (DEAN et al., 1997).

A formacgao da proteina carbonil parece ser um fenbmeno comum durante a
oxidacdo, e sua quantificacdo pode ser usada para medir a extensdo do dano
oxidativo (BERLETT & STADMAN, 1997; BEAL, 2003; DALLE-DONNE et al., 2003).
O conteudo de grupos carbonil (>C—O) nas proteinas pode ser medido apds a
reacdo deste grupo com 2,4-dinitrofenilhidrazina (PRATICO & DELANTY, 2000) para
formar 2,4-dinitrofenilhidrazona, que pode ser detectada e quantificada por
espectrofotometria ou por ensaios imunoquimicos (LEVINE, 2002). Segundo o
mesmo autor, a origem e a progressao de varias doencas estdo ligadas a
modificagdes oxidativas das proteinas por EROs, o que implica na etiologia ou
progressao de varias doengas (LEVINE, 2002) e de acordo com Dean et al. (1997),

o estresse oxidativo induz a Carbonilagao protéica.

3.2.3.2 Peroxidacao lipidica

A lipoperoxidagdo € um processo fisioléogico continuo que ocorre nas
membranas celulares (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989), uma vez que os acidos
graxos poliinsaturados sao alvos destas espécies e, durante o estresse oxidativo séo
atacados levando a uma cadeia de reagdes quimicas chamadas peroxidacgao lipidica
(URSO e CLARKSON, 2003).

A membrana plasmatica € um alvo importante dos radicais livres e em
decorréncia da peroxidacéao lipidica ocorrem alteracdes na sua estrutura e na sua
permeabilidade. Como consequéncia, ha perda da seletividade na troca ibnica e
consequente liberacdo do conteudo de organelas, como por exemplo das enzimas
hidroliticas dos lisossomas, além da formacgao de produtos citotdxicos, culminando
com a morte celular (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

O radical hidroxil (OH) é frequentemente reconhecido como a espécie
iniciadora e a mais importante da lipoperoxidagao. Entretanto, a peroxidagao lipidica

pode ser iniciada por qualquer radical primario que tenha suficiente reatividade para
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extrair um atomo de hidrogénio de um grupo metileno do acido graxo poliinsaturado.
Além disso, estudos indicam que o ferro também desempenha papel determinante
na iniciagdo deste processo, sendo necessaria uma relacdo equimolar Fe**: Fe** no
meio (FERREIRA & MATSUBARA 1997).

A peroxidacao lipidica produz aldeidos, gases hidrocarbonados e varios
residuos quimicos, como o malondialdeido (MDA), dienos conjugados e 4-
hidroxinonenal (PUNCHARD & KELLY, 1996). Desta forma, esta reagdo pode ser
estimada pela medida de seus produtos, especialmente o MDA, e é utilizada para
medir indiretamente a producdo de RL através de HPLC, espectrofotometria ou
espectrofluorescéncia (HALLIWELL e CHIRICO, 1993; HAN et al., 2000). A maioria
dos estudos tem utilizado a técnica de quantificacdo das Espécies Reativas ao Acido
Tiobarbiturico (TBARS) como medida indireta de liperoxidagdo (FIGHERA et al.,
2003; MALFATTI et al.,, 2003; MARISCO et al., 2003; ROYES et al., 2003). A
quantificacdo de TBARS é um método que mede a lipoperoxidacédo pela reacdo do
acido tiobarbiturico com o MDA que é um biomarcador de estresse oxidativo, e € um
dos ultimos produtos liberados no processo de lipoperoxidagdo causando dano
celular. Estudos recentes demonstram que a lipoperoxidagao esta envolvida com
alteragdes na atividade da enzima Na®, K'-ATPase (MOREL et al., 1998; JAIN &
LIM, 2001; KAUR et al., 2001).

De acordo com Meerson (1982), a lipoperoxidagao pode causar alguns efeitos
sobre a membrana como o aumento ou diminui¢cao da atividade das enzimas, canais
ibnicos ou receptores ligados a ela por meio de mudangas no microambiente lipidico,
alteracao da permeabilidade nos canais da membrana, inclusive com a formagéo de
novos canais, inativagao irreversivel de proteinas e fosfolipidios através de ligagdes
cruzadas e perda das propriedades funcionais pela oxidagdo de grupos — SH nos
sitios ativos.

Estudos indicam que o estresse oxidativo gerado pelo traumatismo cranio-
encefalico esta ligado a peroxidagao lipidica (HALL et al., 2004; INCI et al., 1998;
TYURIN et al., 2000) e com niveis de TBARS significativamente elevados entre 3 a
96 horas apos o TCE e com picos entre 12 e 72 horas (ANSARI et al., 2008; SHAO
et al., 2006).
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3.3 Enzima Na*, K*-ATPase

Muitos processos considerados fundamentais para o funcionamento das
células como a geragédo do potencial de membrana, contragcédo celular ou remogao
de ions téxicos do seu interior sdo realizados pelas ATPases do tipo P. Essas
enzimas sao proteinas integrais de membrana, com muitos dominios
transmembrana e com massa molecular variando entre 70 a 150 kDa. A familia das
ATPases do tipo P s&o divididas em cinco sub-grupos (I a V) e a Na*, K'-ATPase faz
parte do sub-grupo I, apresentando um estado intermediario fosforilado. As enzimas
pertencentes a este subgrupo sdo responsaveis pela formagdo e manutengdo do
potencial de membrana nas células animais e vegetais, e também, pelo transporte
secundario de agucar, aminoacidos, pequenas moléculas e ions (JORGENSEN,
1982; KUHLBRANDT, 2004; RICE et al., 2001; SWEADNER e DONNERT, 2001).

A enzima Na®, K'-ATPase foi descoberta por Jeans Skou em 1947, quando
observava uma enzima que hidrolisava ATP somente na presenca de Na* e K*, além
de Mg®* (GUYTON e HALL, 1997; STRYER, 1996). A continua operacdo desta
enzima consome um terco do ATP produzido por um animal em repouso
(JORGENSEN, 1996; LEHNINGER et al., 2006; STRYER, 1996).
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3.3.1 Caracteristicas estruturais da enzima Na*, K'-ATPase

A enzima Na®, K'-ATPase possui estrutura oligomérica com duas

subunidades ligadas n&o - covalentemente — “a” e “B” (CORNELIUS, 1991) e uma

“ "

pequena subunidade “y”.

A subunidade catalitica da enzima é a subunidade “a”, que possui dez
dominios transmembrana (M1 — M10), com sitios de ligacdo para Na*, K*, Mg**, ATP
e para seu inibidor especifico, a ouabaina, e ainda dominios citoplasmaticos de
ligacédo de nucleotideos (N) — onde se liga o ATP, além dos dominios de fosforilagdo
(P), localizados entre os segmentos transmembranares M4 e M5, e do atuador (A),
formado pela porgdo N-terminal da cadeia e uma insercdo entre os segmentos
transmembranares M2 e M3 (GUYNN et al., 2002; KAWAKAMI et al., 1985). Sabe-se
também que os sitios de ligagdo de Na' e K' se encontram na regiéo
transmembranar e os sitios cataliticos na porgao citoplasmatica (JORGENSEN et al,
2003).

A subunidade “B” €& uma glicoproteina integral, possuindo apenas um
segmento transmembrana e a sua importancia estad relacionada a formacgédo e
maturagcdao da holoenzima, translocacdo e inclusdo da enzima a membrana,
regulagdo conformacional e na atividade da subunidade “a”, além de estar envolvida
na afinidade por Na" e K* (KAWAKAMI e NAGANO, 1988; KAWAKAMI et al., 1985;
YU et al., 2003).

De acordo com Béguin et al. (1997) e Lowndes et al. (1984) a subunidade “y”
€ um pequeno polipeptidio denominado “componente proteolitico” e parece néo ser
essencial para a maturacéo estrutural ou funcional da enzima Na*, K'-ATPase. Este
polipeptidio faz parte da familia de proteinas FXDY, que possuem baixo peso
molecular (~10 kDa) e um dominio transmembrana e regulam a atividade desta
enzima no coragdo, musculo esquelético e a subunidade “y” parece regular a enzima
no rim e pode estar envolvida no sitio de ligacdo da ouabaina (KUHLBRANDT et al.,

2004).
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O transportador liga 3 Na*
do interior da célula.

A fosforilacao
tavorece P-Enzy.

O transportador
libera 3 Na*

ao exterior e

liga 2 K™ do
exterior da célula.

1@ A defosforilacdo
' favorece Enz;.

O transportador libera
2 K para o interior.

..I‘

Exterior

Interior

Figura 4 — Fases da troca de Na* e K"

3.3.2 Caracteristicas funcionais da enzima Na*, K*-ATPase

De acordo com Skou (1988), as fungdes fisiologicas da enzima Na®, K'-

ATPase sdo de manutengdo do controle do gradiente de Na* e K', gerando o
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potencial de repouso, manutencdo de altas concentracdes de K' intracelular,
responsaveis por reagdes celulares como a glicdlise, regulacdo osmoética e
transporte ativo de outras substancias como acucares, aminoacidos, ions cloro e
contengéo do transporte de ions calcio e prétons hidrogénio.

A Na’, K'-ATPase possui dois estados conformacionais: E1 e E2, que
caracterizam as enzimas do tipo P e, segundo a reagdo de Albert - Post, em um
deles se da a hidrolise do ATP (CHOW e FORTE, 1995; HORISBERG et al., 1991).
Segundo Jorgensen (2003), os mecanismos de transporte ibnico se ddo pela ligagéo
de trés ions Na® em sitios de ligagdo com alta afinidade para este ion na porgéo
citoplasmatica da enzima e com fosforilacdo dependente de Na* e oclusdo dos ions
ligados. Com isso, acontece uma transigdo conformacional (E1 para E2) e transporte
dos ions Na® para a regido extracelular. Logo apds esta transigédo, a enzima perde a
afinidade com o Na® e acontece uma ligagdo de dois ions K* em sitios de alta
afinidade para este ion, agora orientados para a regido extracelular. Com a
desfosforilacdo ativada por K' e oclusdo destes ions ocorre outra transicdo
conformacional (E2 para E1) e transporte dos ions K* para a regio intracelular.

O estado de fosforilagdo da enzima Na®, K'-ATPase, pode ser regulado por
substancias enddégenas como a ouabaina, neurotransmissores como a dopamina
(inibidor) e norepinefrina (estimulador) e horménios como a insulina, além do ATP,
(YU, 2003), além de agentes que ativam a proteina quinase G, como o GMPc e NO.
Por outro lado, ha evidéncia que a proteina Quinase C (PKC) ative a Na®, K'-

ATPase via ativacao de receptores glutamatérgicos (NATHANSON et al., 1995).

3.3.3 Na", K'-ATPase e doencas do sistema nervoso central

Da mesma forma que a enzima Na*, K'-ATPase é responsavel pelo potencial
de repouso da membrana, propagacado do impulso nervoso e outras atividades
importantes, uma falha em seu funcionamento pode ocasionar um aumento ou
diminuicdo da excitabilidade neuronal (GRISAR, 1984). Segundo Harmony (1968),
danos na permeabilidade da membrana neuronal por falha no funcionamento do
sistema de transporte de cations através da mesma, podem causar oscilagbes no

potencial de membrana com despolarizagbes prolongadas ou disparos neuronais
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repetitivos, caracteristicas exibidas por neurbnios de individuos epiléticos. Neste
contexto, alguns pesquisadores reportaram um decréscimo da atividade da enzima
Na®, K'-ATPase em hipocampos de ratos lesionados com cainato (ANDERSON et
al. 1994) e em células gliais de pacientes com epilepsia do lobo temporal (GRISAR
et al., 1984). De fato, diversos estudos tém sugerido que a propagacao de ondas de
despolarizagdo (GRISAR et al., 1984) em coértex epilético pode ser consequéncia de
uma falha na remocgéo do K* do espaco extracelular devido a uma diminuicdo na
atividade da enzima Na®, K'-ATPase (FISHER et al., 1976). Cabe salientar que a
atividade da Na* K*-ATPase também é relevante ndo s6 para o estudo da epilepsia,
mas também para outras patologias, onde mecanismos moleculares como niveis
elevados de prostaglandinas E; (PGEz) e o acumulo de proteina beta-amildide estéo
evolvidos na diminuigdo da atividade da Na',K'-ATPase na doencga de Alzheimer
(HATORI et al., 1998; TOWNSEND e PRATICO, 2005; DICKEY et al.,, 2005).
Contudo, uma faléncia neuronal via deficiéncia de ATP, bem como a geracéo de
ERO pode também acarretar em uma inibicado da sintese protéica e consequente
diminuicdo da atividade da enzima (SANDERS et al., 1970). Estudos com modelos
experimentais de Alzheimer tém evidenciado uma diminuicdo de 30% na expressao
da subunidade catalitica a da enzima Na*,K'-ATPase no hipocampo. Além disso,
células alveolares submetidas a situacdes de hipoxia apresentam uma diminuicdo na
quantidade de subunidade catalitica bem como na atividade da enzima Na®, K'-
ATPase através de processos endocitéticos desencadeados por ERO (DADA et al.,
2003).

3.4 Memoria

A capacidade de armazenar informagdes que possam ser recuperadas e
utilizadas posteriormente é chamada de memdéria (LENT, 2004). “Eu sou quem sou,
cada um é quem é, porque todos lembramo-nos de coisas que nos sao proprias e
exclusivas, e nado pertence a mais ninguém” (IZQUIERDO, 2002). As nossas
memorias fazem com que cada ser humano ou animal seja um ser unico, um

individuo. “...somos aquilo que recordamos, literalmente. Nao podemos fazer aquilo
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que nao sabemos como fazer, nem comunicar nada que desconhecamos, isto €,
nada que ndo esteja na nossa memoaria...” (IZQUIERDO, 2002).

A memodria mantém tudo aquilo que se aprende ou se experimenta durante a
vida, pois ndo se nasce com as informacdes no cérebro, elas sdo adquiridas e
acumuladas na mente: nomes, rostos, lugares, informacdes (LENT, 2004; SQUIRE e
KANDEL, 2003)

Desta maneira, conforme o filésofo grego Aristételes (384 — 322 a.C.) “todo
homem, por natureza, quer saber”, temos a curiosidade de descobrir como a
memoria se forma, e se mantém, em uma oportunidade unica de prolongar a
individualidade humana. Ja Abel e Lattal (2001) descrevem trés fazes para a
memoria: a “aquisi¢do” ou aprendizagem, a “consolidagcéo”, onde armazena-se a

informacéao e a fase de “evocacao”, quando recorda-se o que foi armazenado.

3.4.1 Tipos de memorias

De acordo com Bear et al (2006), a aquisicado de novas informagdées ou novos
conhecimentos é chamada aprendizado e a retencdo desta informacédo aprendida
chama-se memodria. Muitas pesquisas sado feitas sobre memodria e aprendizado e,
uma classificacao dos tipos de memoéria pode ser feita quanto ao conteudo e o
tempo de duracao.

Quanto ao seu conteudo, a memoéria pode ser “declarativa”, que é aquela
sobre fatos e eventos, que consegue-se verbalizar e estdo disponiveis para
evocagao consciente. Sado faceis de formar, mas também faceis de esquecer e
requerem o lobo temporal e o hipocampo; ou como “ndo-declarativa” (também
chamada de “memodria implicita”), pois resulta da experiéncia (habilidades, habitos e
comportamentos) e envolve a amigdala, ganglios da base e cerebelo. Pratica e
repeticdo sao necessarias para a sua formacdo e, por isso, ha uma menor
probabilidade de ser perdida (ALBRIGHT et al., 2000; LEES e JONES, 2000).

A memodria declarativa é classificada quanto ao seu tempo de duracao:

* “Memoria imediata”, também chamada de “memoria de trabalho”, para uso
em curto espaco de tempo. Nao forma “arquivos” e depende da atividade elétrica do

cortex pré-frontal.
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* Memoria de curta duragdo (ou “curto prazo”) aquela que dura apenas
minutos a poucas horas, mas € muito sensivel a perturbacdes e pode ser eliminada
por traumatismo craniano ou processo convulsivo, os quais nao afetam as memodrias
de longa duragéo. Formam “tracos” de memodria.

* “Memodria de longa duragdo” € aquela que pode ser evocada apéds dias,
meses ou anos da armazenagem e também forma “tragos” de memoarias, ou seja,
persiste por muito tempo.

As memodrias de curta e longa duragdo requerem as mesmas estruturas
nervosas, mas envolvem mecanismos diferentes (IZQUIERDO et al., 1998). Neste
contexto, o chamado “traco de memodria” € aquele periodo em que ocorre a
consolidagao da informagao, que corresponde a algumas horas apds o aprendizado
na memoria de longa duragdo, onde a memoria € sensivel a varios tratamentos,
como farmacos ou drogas de abuso, ou mesmo traumatismo craniano (IZQUIERDO,
2002; SQUIRE e KANDEL, 2003).

3.4.2 Formacao da memoria

Com relagéo ao tipo de memoaria, evidéncias mostram que existem diferentes
processos bioquimicos envolvidos na formacdo da memoéria de um fato
(aprendizado) e a evocacgao (lembranga) (ABEL e LATTAL, 2001; IZQUIERDO,
2002). Além disso, a expressao génica, sintese protéica e ativagado de varias vias
metabdlicas estdo relacionadas com a formagédo da memoéria de longa duragdo —
nao existe expressao génica nem sintese protéica na formagdo da memdaria de curta
duracdo (ABEL e KANDEL, 1998; MAYFORD e KANDEL, 1999; ALBRIGHT et al.,
2000; CAMMAROTA et al., 2000; KANDEL, 2001; IZQUIERDO, 2004). O aumento
desta sintese é consequéncia de outras alteracbes cerebrais, fazendo parte das
muitas modificacbes observadas durante o processo de formagdo da memoria.
Porém, anterior a sintese proteica, ocorrem alteragcbes na liberagcdo de
neurotransmissores e na comunicacao entre neurbnios no hipocampo, cortex
cerebral e outras estruturas (McGAUGH, 2000; McGAUGH e IZQUIERDO, 2000). O
glutamato € um dos principais neurotransmissores envolvidos na formagado da

memoria, que se liga a receptores especificos (NMDA, AMPA, Cainato e
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glutamatérgicos metabotropicos), localizados no neurénio alvo (0 que recebe a
informacgéo). Na ligagdo com estes receptores, acontecem alteragbes neuronais
ativando canais ibnicos e mecanismos intracelulares, através de enzimas, que
resultam na sintese de proteinas e aumentando a efetividade da transmissao de
informacdes, que chamamos de plasticidade sinaptica, que parece ser o mecanismo
pelo qual se aprende e se lembra (ABEL e LATTAL, 2001; CAHILL e McGAUGH,
1998; DALMAZ e NETTO, 2004; McGAUGH, 2000; McGAUGH, 2002).

3.4.3 Hipocampo

Uma das estruturas envolvidas na aquisi¢do, consolidagdo e evocacao da
memoria € o hipocampo, situado medialmente ao ventriculo lateral. Abaixo do dele,
se localizam trés regides importantes, o cortex entorrinal, o cortex perirrinal e o
cortex para-hipocampo. No hipocampo existem estruturas importantes para o
processo de aprendizagem, como os campos CA1 a CA3, no corno de Amon e o
giro denteado (BEAR et al., 2002).

As informagdes acessam no hipocampo através do cortex entorrinal, que
envia essas informag¢des ao hipocampo pela “via perforante” (feixe de axénios) que
estabelece sinapses com neurdnios do giro denteado (PAXINOS e WATSON, 1986).
Os axoénios destes neurbnios sdao chamados de fibras musgosas e estabelecem
sinapses em células CA3. Estas se ramificam e o ramo colateral de Schaffer forma
sinapses excitatérias em neurénios da CA1 (LORENTE de NO, 1934) e transmitida a
partir desta, em conjunto com outras areas formando uma saida de informagao pré-
processada no hipocampo (PAXINSO e WATSON, 1986). Em conjunto com suas
conexdes, o0 hipocampo parece ser de grande importancia para a aquisi¢ao,
consolidagao e evocagao da memoria (BERNABEN et al., 1996; CHOU e LEE, 1995;
IZQUIERDO e MEDINA, 1995; MORRIS, 1989; RUBIN et al., 2000).
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3.4.4 Memoria espacial

A habilidade para armazenar, codificar e recuperar informacdes sobre
localizagdes espaciais, configuragdes ou rotas é caracteristica da memoria espacial
que permite lembrar a localizagéo de objetos ou encontrar o caminho dentro do meio
ambiente (KESSELS et al.,, 2001). Neste contexto, estudos com roedores
(EICHENBAUM, 2002) e com primatas (BRASTED et al., 2003) revelam que o
hipocampo exerce um papel importante na memoria espacial.

Existem trés teorias que tentam explicar a formacao de uma representacao
mental da memoria espacial, as quais consideram a nocdo de um sistema com

componentes multiplos.

3.4.4.1 Teoria do mapeamento cognitivo

De acordo com Burgess et al. (2002), o hipocampo possui a capacidade de
codificar relagdes espaciais na forma de um mapa cognitivo alocéntrico (centrado no
mundo) significando uma representagao formada com base em informagdes sobre a
localizagdo absoluta em nosso ambiente (distancia e dire¢do) independente do

observador.

3.4.4.2 Teoria da memdria operacional

De uma maneira diferente, a teoria de Olton (1979) considera que o
hipocampo néo é especializado na memoria espacial, mas em um processo que
consiste em manter e manipular informacdes ao presente momento ou contexto
(ABRAHAMS et al., 1997) e que o déficit de memdria ocorreria porque a localizagéo

espacial seria codificada como um evento ou contexto.
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3.4.4.3 Teoria das estratégias de ligacao

De acordo com Eichenbaum (2002), o hipocampo direito forma estratégias de
ligagédo, captando caracteristicas individuais diferentes da informagcdo em nosso
ambiente. As distintas caracteristicas de uma cena ou de um objeto seriam
processadas por meio de vias diferentes do cérebro, mas conectadas quando
necessario. O autor também sugere que o hipocampo relaciona memorias que
apresentam duas caracteristicas principais: a capacidade de comparar e contrastar
informacdes e capacidade de fazer uso inferente da memadria em novas situagoes.
Ainda segundo o pesquisador, além de estar associado a memoria, o hipocampo

também estaria ligado a capacidade de conectar informacdes.

3.5 Exercicio fisico

A sobrevivéncia de muitos animais €, garantida pelo exercicio, o qual é
responsavel pelo desenvolvimento de qualidades fisicas necessarias para isso. A
excecao dos demais animais, os seres humanos ndo usam O exercicio como meio
de sobrevivéncia, mas como um estilo de vida, recreacdo e, também, como
tratamento terapéutico (JI, 1999). Neste contexto, estudos recentes relatam efeitos
positivos resultantes da pratica de atividade fisica sobre o sistema nervoso, tanto em
humanos como em modelos animais (RADAK et al., 2008). Dentre estes efeitos
figuram o aumento da sobrevivéncia neuronal e a resisténcia cerebral induzidas por
diferentes insultos (BOVERIS & NAVARRO, 2008). Outra linha de pesquisa que tem
despertado interesse da comunidade cientifica envolve o papel do exercicio fisico
sobre os aspectos psicobioldgicos, onde estudos relatam uma forte correlagéo entre
o aumento da capacidade aerobica e melhoria nas fungbes cognitivas (KRAMER et
al.,, 1999; LAURIM et al., 2001). Algumas hipdteses justificam este fato pelas
alteracbes hormonais, liberagcdo de neurotransmissores e ativacdo de receptores
especificos em resposta ao exercicio fisico (GOMEZ-PINILLA et al., 2008).

Entretanto, da mesma forma que o exercicio fisico oferece beneficios para a

saude, é também responsavel pelo aumento no consumo de oxigénio e,
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consequentemente a geragdo de EROs (BOVERIS & NAVARRO, 2008). Apesar
disso, o aumento da sintese de enzimas antioxidantes como SOD (HIGUCHI et al.,
1985; LEEUWENBURGH et al., 1997), CAT (QUINTANILHA, 1984; OH-ISHI et al.,
1997) e GPX (JI et al., 1995; JI et al., 1998) induzidos pelo treinamento fisico
constitui-se em uma adaptagdo metabdlica capaz de proteger as células e tecidos

do estresse oxidativo gerado pelo proprio exercicio fisico (BANERJEE, 2003).

3.5.1 Exercicio fisico, estresse oxidativo e defesas antioxidantes

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio podem ser geradas durante o
exercicio, em paralelo com o aumento do consumo de oxigénio, por meio de
diversas fontes que podem ser mais importantes do que outras em certos 6rgaos e
em periodos ou exercicios especificos (JI, 1996; JI, 1999). Estudos demonstram que
o dano oxidativo no cérebro esta ligado a diminuicdo das fung¢des cerebrais (RADAK
et al., 2001). Em ratos normais, a lipoperoxidagdo no cérebro ocorre somente com a
suplementacado de vitamina C, sugerindo que a oxidacédo de lipidios no Sistema
Nervoso Central (SNC) pode ocorrer em diferentes regides do cérebro, bem como
ser resultado de um aumento regional no consumo de oxigénio (COSKUN et al.,
2005). Além disso, tém evidenciado que o exercicio fisico extenuante pode
manifestar um desbalanco entre EROs e as defesas antioxidantes, resultando em
um ambiente com excesso de radicais livres no corpo (MEYDANI e EVANS, 1993;
JENKINS, 1988; SJODIN et al., 1990; JI, 1995; SEN, 1995). Estudos ‘“in vivo”
utilizando tecidos coletados logo apds o exercicio demonstram que a taxa de
producdo de EROs aumenta significativamente apds o exercicio exaustivo em ratos
jovens e adultos (BEJMA e Ji, 1999). Desta forma, a producdo de EROs n&o so se
eleva como resultado do consumo de oxigénio, mas pode contribuir para a fadiga de
baixa frequéncia (REID et al., 1994) onde a produg¢ao de radicais livres pode ser
proporcional ao desenvolvimento de tensdo muscular (O’NEIL et al., 1996).

Por outro lado, o sistema antioxidante, o qual constitui a defesa contra os
radicais livres gerados no organismo, também pode ser afetado pelo exercicio fisico
(CLARKSON, 1995). Além disso, uma série aguda de exercicios pode aumentar a

atividade de algumas enzimas antioxidantes sem a necessidade de nova sintese
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protéica. Esta atividade de protecdo € limitada a caracteristicas enzimaticas
individuais e o tecido envolvido. Ja como estratégia em longo prazo, as células
podem aumentar a sintese protéica de enzimas antioxidantes para controlar o
estresse oxidativo (RADAK et al., 2008). O acréscimo da atividade de enzimas
antioxidantes no cérebro como resposta ao exercicio fisico regular esta
provavelmente ligado ao excesso de formacgao de radicais livres (RADAK, et al.,
1995a; RADAK, et al., 1995b; SOMANI, et al., 1995), um dos possiveis fatores
associados a regulacéo da fungao cerebral (CARNEY, 2000; RADAK, et al., 1995a;
RADAK, et al., 1995b; SOMANI, et al., 1995; ). Um exemplo disto é a atividade da
enzima SOD que se eleva no tronco cerebral e estriado de ratos apds treinamento
de corrida em esteira, acompanhada de acréscimo na concentragao de glutationa no
cortex e tronco cerebral (OGONOVSKY, et al., 2005).

Além de a atividade fisica acarretar uma série de beneficios tanto na esfera
fisica quanto mental das pessoas, ela também tem sido considerada uma ferramenta
terapéutica contra o TCE (VITALE et al., 1996; GREALY et al., 1999; BOOTH et al.,
2002). Apesar de nado existir um tratamento totalmente eficaz no combate aos
problemas neurolégicos decorrentes do trauma (GRIESBACH et al, 2004), estudos
com animais tém evidenciado que o exercicio fisico tem forte ligagdo a protecéo
neuronal, é capaz de aumento da neurogénese (van PRAAG et al., 1999) e melhoria
na memoéria (FORDYCE & WEHNER, 1993; SAMORAJSKI et al., 1985; van PRAAG
et al., 1999).

3.5.2 Exercicio fisico e cognigao

A atividade fisica tem sido associada com a redugdo do numero doencas
cardiovasculares, cancer de colon e de seio e obesidade e das doengas mentais
(como depressao e ansiedade) (HSS, 2000).

A investigacao cientifica sobre a relagao entre o exercicio fisico e a cognig¢ao
teve inicio na década de 1930 e, nas décadas posteriores, foram observadas
evidéncias sobre a relagao entre a condicao fisica e o tempo de reacao a estimulos
(BURPEE e STROLL, 1936; LAWTHER, 1951; PIERSON e MONTOYE, 1958).

Pesquisas com animais mostram que o ambiente enriquecido, incluindo acesso a
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equipamentos de exercicio fisico, gera resultados positivos no aprendizado e
memoria (VAYNMAN e GOMEZ PINILLA, 2006) e que uma semana de exercicio
voluntario pode aumentar a capacidade de aprendizado e memoria de ratos
(VAYNMAN et al., 2004). Utilizando-se de técnicas de neuroimagem como Potencial
Evocado Relacionado a Eventos (ERP) e Ressonancia Magnética, tem sido
observada uma ligacao entre o exercicio e a cognigdo em humanos onde o exercicio
fisico pode levar a mudangas na estrutura e no funcionamento de regides
especificas do cérebro, como hipocampo e cértex cerebral (BOOTH e LEES, 2006).
Nos ultimos anos tém-se evidenciado os efeitos benéficos do exercicio fisico
regular nas fung¢des cerebrais, com papel preventivo e terapéutico importante na
prevencdo de doencgas neurodegenerativas (STUMMER et al., 1995; MATSON,
2005; MATSON & WAN, 2005; MATSON & MAGNUS, 2006) como a Doenca de
Parkinson (SMITH & ZIGMOND, 2003; CANNING et al., 2009; POTHAKOS et al.,
2009) e a Doenca de Alzheimer (COTMAN & BERCHTOLD, 2002; PEREZ &
CANCELA CARREL, 2008). Segundo McAuley e Rudolph (1995), o exercicio
contribui para a integridade cerebrovascular, o aumento no transporte de oxigénio
para o cérebro, a sintese e a degradagdo de neurotransmissores, bem como a
diminuicdo da presséo arterial, dos niveis de colesterol e triglicerideos, a inibicdo da
agregacao plaquetaria, o aumento da capacidade funcional e, conseqientemente, a
melhoria da qualidade de vida. Além disso, diversos estudos tém sugerido que
alteragdes hormonais (catecolaminas, ACTH e vasopressina); bem como a liberagéo
de B-endorfina (BORTS et al., 1981) e ativacdo de receptores serotoninérgicos
(STRUDER & WEINECKR, 2001,a,b) estdo envolvidos no incremento da fungéo

cognitiva induzida exercicio fisico.
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Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados neste
item, o qual se apresenta dividido sob forma de artigos cientificos (capitulos | e II).
Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussao dos resultados e Bibliografia,

encontram-se nos mesmos.



51

4.1 Capitulo | - O papel da enzima Na+,K+-ATPase no déficit cognitivo e no

dano oxidativo apés traumatismo cranio encefalico experimental.
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Traumatic brain injury (TBI)is a devastating disease that commonly causes persistent mental disturbances
and cognitive deficits. Although studies indicate that oxidative stress and functional deficits occurring after
TBI are interrelated events, the knowledge of the mechanisms underlying the development of such cog-
nitive deficits has been limited. Thus, in the present study, we investigated the effect of fluid percussion
brain injury (FPI) on a spatial learning task and levels of oxidative stress markers, namely, protein car-
bonylation and thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) and Na* K*-ATPase activity 1 or 3 months
after FPI in rats. Statistical analysis revealed that FPI increased the scape latency and mean number of
error in Barnes maze test 1 and 3 months after FPI. We also found that protein carbonylation and TBARS
TBARS content increased in the parietal cortex 1 and 3 months after FPI. In addition, 3 months after FPI, protein
Barnes maze carbonylation levels increased both in ipsilateral and contralateral cortices of FPI animals. Indeed, statis-
FPI tical analysis revealed a decrease in Na*,K*-ATPase activity in the cerebral cortex of 1 month FPI animals.
Furthermore, the decrease in enzyme activity found 3 months was larger, when compared with 1 month
after FPI. These results suggest that cognitive impairment following TBI may result, at least in part, from
increase of two oxidative stress markers, protein carbonylation and TBARS that occurs concomitantly to
a decrease in Na* K*-ATPase activity.

Keywords:
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© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

Traumatic brain injury (TBI) is one of the major events in civil-
ian life [3] and is a leading cause of disability and death [13]. The

damage, among others [17]. The oxidative damage mediated by
reactive oxygen (ROS) and nitrogen species is a significant com-

patients who survive present severe long-term neurological abnor-
malities, including deficits in learning and memory [26]. Functional
deficits result from both direct, immediate mechanical disruption
of brain tissue (the primary injury) and indirect, delayed (sec-
ondary) injury mechanisms. Secondary mechanisms are potentially
amenable to post-injury therapeutic intervention because of their
delayed onset and progression over hours to days and months
after the initial trauma and include intracranial hemorrhage, brain
swelling, raised intracranial pressure, and hypoxic/ischemic brain
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Bioquimica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 90035-003 Porto Alegre, RS,
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ponent of the secondary injury cascade that accompanies TBI
[24]. In fact, increased levels of markers of oxidative stress have
been found in human cerebrospinal fluid after severe TBI [2,31]
and also in animal models of TBI, such as in the fluid percus-
sion and controlled cortical impact models of TBI [23,32]. It is
also remarkable that pharmacological treatment with antioxidants
can significantly ameliorate motor and cognitive outcomes after
TBI. For instance, the antioxidant a-phenyl-N-tert-butyl nitrone
markedly improve neurological reflexes and the performance in
Morris water maze test as well as significantly reduced the loss
of ipsilateral hemispheric tissue [15]. The results of these stud-
ies seem to indicate that oxidative stress and functional deficits
occurring after TBI are interrelated events and that the study of the
mechanisms involved in this interface can open new avenues to
better understand the TBI pathology [5]. Thus, since Na* K*-ATPase
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is especially sensitive to oxidative stress [12,18] and is a key enzyme
involved in maintenance of brain excitability and its inhibition
induces spatial learning deficits [35], we investigated the role of this
enzyme in spatial learning deficits induced by experimental TBI.
For this purpose, spatial learning performance, levels of oxidative
stress markers, namely, protein carbonylation and thiobarbituric
acid-reactive substances (TBARS) and Na*,K*-ATPase activity were
measured 1 or 3 months after a single episode of fluid percussion
in the rat.

Adult male Wistar rats (270-300¢g), maintained under con-
trolled light and environment (12:12h light/dark cycle, 24+ 1°C,
55% relative humidity), with standard laboratory chow (Guabi,
Santa Maria, RS, Brazil) and water ad libitum. All reagents were
purchase from Sigma (St Louis, MO, USA) except TBA, which was
obtained from Merck (Darmstadt, Germany). All experimental pro-
tocols designed aiming to keep the number of animals used to a
minimum, as well as their suffering. Animal utilization reported
in this study has been conducted in accordance with the policies
of the National Institute of Health Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (NIH Publications No. 80-23) revised in 1996,
and with the approval of the Ethics Committee for Animal Research
of the Federal University of Santa Maria (23081.018516/2006-
57).

Fluid percussion brain injury (FPI) was carried out as described
previously by D'’Ambrosio et al. [6,7]. Animals were anesthetized
with a single ip. injection of Equithesin (6 ml/kg), a mix-
ture containing sodium pentobarbital (58 mg/kg), chloral hydrate
(60 mg/kg), magnesium sulfate (127.2mg/kg), propylene glycol
(42.8%), and absolute ethanol (11.6%) and placed in a rodent stereo-
taxic apparatus. A burr hole of 3mm in diameter was drilled on
the right convexity parietal cortex, 2 mm posterior to the bregma
and 3 mm lateral to the midline, taking care to keep the dura mater
intact. A plastic injury cap was placed over the craniotomy with
dental cement. When the dental cement hardened, the cap was
filled with chloramphenicol and the animal was removed from the
stereotaxic device and returned to its homecage. After 24 h, the ani-
mals were anesthetized with halothane, and had the injury cap
attached to the fluid percussion device and placed in a heat pad
maintained at 37 £0.2°C.

Traumatic brain injury was induced by a fluid percussion
device developed in our laboratory. A brief (10-15ms) tran-
sient pressure fluid pulse (3.53+0.17atm) impact was applied
against the exposed dura to model severe TBI Pressure pulses
were measured extracranially by a transducer (Fluid Con-
trol Automacao Hidrdulica, Belo Horizonte, MG, Brazil) and
recorded on a storage oscilloscope (Gould Ltd., Essex, UK). Sham-
operated animals underwent an identical procedure, with the
exception of the FPL Immediately after these procedures, the
cap was removed and the orifice was covered with dental
cement.

The tests for spatial learning assessment as well as neurochemi-
cal determinations (oxidative stress parameters and Na* K*-ATPase
activity) were performed at 1 or 3 months after the FPL For this pur-
pose,sham and FPI animals were randomly assigned in four groups,
as follows:

e Experiment 1 (performed at 1 month after FPI): sham (n=8) and
FPI (n=8-9).

* Experiment 2 (performed at 3 months after FPI): sham (n=8) and
FPI (n=8-9).

To test the performance of the animals in a spatial learning
paradigm, we choose the Barnes maze test, described by Barnes
[1] and adapted by Oliveira et al. [22]. The apparatus was located
ina4m x4 m test room where four visuospatial cues made of rigid

black paper (rectangle, circle, cross, triangle) were affixed to the
walls but not directly over any one maze hole,

Briefly, on the first day of experiment, the rats were moved to
the testing room and left undisturbed for 60 min. Following this
habituation period, the rats were trained to find the escape hole;
they were placed in the escape box for 1 min, then into a cylindrical
opaque chamber (start box) in the center of the maze. With light
on, the start box was removed and the rat allowed exploring freely
and finding the escape box. A maximum latency of 180s to find it
was allowed. Each rat was given three trials per day, over four con-
secutive days. In each trial we scored the time to reach the escape
tunnel and the number of wrong holes visited. The arena, as well
boxes, was wiped clean using distilled water both between each
training session for a given rat and between each rat. Inmediately
after the Barnes maze test, the animals were transferred to the cen-
tral area of a round open field (56 cm in diameter), which had its
floor divided into 10 equal areas. The number of areas crossed was
recorded for 20 min.

After the behavioral evaluation, the animals were killed by
decapitation and had their brain exposed by the removal of the pari-
etal bone. The ipsilateral cortex was rapidly dissected on an inverted
ice-cold Petri dish. The contralateral cortex was subjected to the
same procedure and served as internal control. Each tissue sam-
ple was homogenized in cold 10 mM Tris-HCI buffer (pH 7.4) and
then divided in aliquots for subsequent neurochemical analyses, as
described below.

TBARS content was estimated in a medium containing 0.2 ml of
brain homogenate, 0.1 ml of 8.1% SDS, 0.4 ml of acetic acid buffer
(500 mM, pH 3.4), and 0.75 ml of 0.81% thiobarbituric acid (TBA).
The mixture was finally made up to 2 ml with type l ultrapure water
and heated at 95°C for 90 min in a water bath using a glass ball as
a condenser. After cooling to room temperature, absorbance was
measured in the supernatant at 532 nm [21]. Total protein carbonyl
content was determined by the method described by Yan et al. [34],
adapted for brain tissue [27]. Assay of Na* K*-ATPase activity was
performed according Wyse et al. [33]. Protein content was mea-
sured colorimetrically by the method of Bradford [4], using bovine
serum albumin (1 mg/ml) as standard. Statistical analysis was car-
ried out by the Kruskal-Wallis test. Post hoc analysis was carried
out, when appropriate, by the followed by Mann-Whitney test. Cor-
relation analyses were carried out using the Pearson's correlation
coefficient.

Fig. 1A and B shows the effect of FPI on the rat performance in
the Barnes maze test. The first set of experiments was performed
1 month after FPI, and FPI animals showed an increased latency
for escape at the second day of test, and number of errors at the
second and third days of test when compared with sham animals,
indicating a decreased performance of FPI animals in this spatial
learning paradigm. There were no significant differences between
sham and FPlanimals in the latency forescape and number of errors
in the first and in the fourth days of test. A decreased performance
of FPI animals in the Barnes maze test was also found at 3 months
after FPI, since FPI animals showed an increased latency for escape
at the second and third days of test, and an increased number of
errors at the third day of test, when compared with sham animals.
We did not detect any motor deficit in the animals by analyzing the
number of crossings in the open field, suggesting that a impaired
performance in the Barnes maze is not related to motor disabilities.

In order to evaluate the association between spatial learning
deficits and levels of oxidative stress markers 1 or 3 months after
FPI, we measured the levels of reactive species-induced damage to
lipids (TBARS) and proteins (protein carbonylation). TBARS content
increased in parietal cortex of FPI animals at 1 and 3 months, both
in the ipsilateral and contralateral sides. Protein carbonylation lev-
els are shown in Fig. 2B. One month after FPI, protein carbonylation
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Fig. 1. Effect of fluid percussion brain injury (TBI) on the (A) escape latency and (B)
number of errors in the Barnes maze test. Data are the mean+S.EM. for n=8-9
animals in each group. *P<0.05 compared with 1 month sham group. *P<0.05
compared with 3 months sham group.

levelsincreased only in the ipsilateral cortex of FPI animals, in com-
parison with sham animals. However, 3 months after FPI, protein
carbonylation levels increased both in ipsilateral and contralateral
cortices of FPI animals, when compared with sham animals. Such
increase in protein carbonylation levels in FPI animals was larger at
3 months than at 1 month after FPI, indicating that protein car-
bonylation increases over time after FPI, both in ipsilateral and
contralateral cortices.

Since Na* K*-ATPase is especially sensitive to oxidative stress,
we evaluated the effect of FPI on Na* K*-ATPase activity (Fig. 2C).
Statistical analyses revealed a decrease in Na* K*-ATPase activity
in the ipsilateral cerebral cortex of FPI animals both at 1 and 3
months after FPI, when compared with sham animals. Further-
more, the decrease in enzyme activity 3 months after FPI was larger,
when compared with decrease at 1 month after FPI, indicating that
FPl-induced decrease in Na*,K*-ATPase activity is time-dependent.

Considering that a decrease in Na*, K*-ATPase activity plays
role in learning and memory deficits [35], we decided to inves-
tigate whether Na* K*-ATPase activity in the ipsilateral cerebral
cortex correlated with animal performance (escape latency) in
the Barnes maze at the second day of test (in which the learn-
ing deficits were more evident). Statistical analysis demonstrated
that there is no correlation between these parameters, either
in sham (Pearson's coefficient=0.267; P>0.05 for n=17) or FPI
(Pearson’s coefficient=0.089; P> 0.05 for n=17) animals (data not
shown).

In this study we showed that a single FPI episode in rat pari-
etal cortex decreases Na*,K'-ATPase activity with a concomitant
increase in levels of oxidative stress markers, protein carbonyla-
tion and TBARS. Moreover, animals showed an impaired ability to
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Fig. 2. Effect of fluid percussion brain injury (TBI) on (A) TBARS content, (B) protein
carbonylation levels and (C) Na* K*-ATPase activity in rat parietal cortex. Data are the
mean+S.E.M. for n=8-9 animals in each group. “P< 0.05 compared with respective
sham group. *P<0.05 compared with 1 month after TBI group.
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perform the Barnes maze, a spatial learning task. These alterations
were found both at 1 or 3 months after FPL

Chronic cognitive impairments such as deficits in attention, slow
processing speed, or leaning and memory are frequently reported
as a consequence of TBI in humans [26] and experimental animals
[5]. Although the cognitive impairments are among the most debil-
itating outcomes in patients, yet, to date, no treatment can prevent
or counteract these effects in TBI patients [14,20,30]. Moreover, the
mechanisms underlying the development of such cognitive deficits
remain elusive. While neuronal death has been considered to be a
major factor, the pervasive memory, cognitive and motor function
deficits suffered by many mild TBI patients do not always corre-
late with cell loss. In this context, it has been demonstrated that
pharmacological treatment with neurotrophin-4/5 significantly
protects against hippocampal cell death in mice, but not improves
animal performance in three hippocampal-dependent behavioral
tests [25] suggesting that cognitive impairment following TBI may
result, at least in part, from alterations in surviving neurons [5].

In this study we showed that FPI induces a decrease in Na*,KK*-
ATPase activity. These results are in full agreement with the view
that FPI-induced neurochemical alteration, such Na'K'-ATPase
activity inhibition, might be a factor contributing to a decreased
rat performance in the Barnes maze task. Accordingly, the intrac-
erebroventricular injection of ouabain, a selective inhibitor of
Na* K*-ATPase impairs rat performance in the Morris water maze,
another spatial learning and memory test [35]. Moreover, trans-
genic mice lacking the a subunit of Na* K*-ATPase have severe
learning and memory deficits, as determined using the Morris
water maze [19]. Altogether, these data may suggest that the
presently reported deficits in spatial learning and decrease in
Na* K*-ATPase activity after TBI are interrelated events, and one
might suggest that decreased Na* K*'-ATPase activity may con-
tribute to the currently observed deficits in spatial learning after
TBI. However, one may consider the fact that Na*,K*-ATPase activ-
ity in the ipsilateral cerebral cortex did not correlate with animal
performance in the Barnes maze at the second day of test, sug-
gesting that other factors may also contribute to impaired spatial
learning performance after TBL

The mechanisms underlying the presently observed decrease in
Na* K*-ATPase activity may include oxidative modification, since in
the present study we showed that increase in protein carbonylation
and TBARS occurs concomitantly to a decrease in Na*,K*-ATPase
activity. In concordance with this view, it has been demonstrated
that oxidative damage, mediated by reactive oxygen and nitrogen
species, including the superoxide ion, hydrogen peroxide, hydroxyl
radical, nitric oxide, and peroxynitrite, is well recognized as a signif-
icant component of the secondary injury cascade that accompanies
TBI[24]. Furthermore, while free-radical-induced damage has been
proposed to be involved in traumatic cell injury and cell death, free
radical scavengers, such catalase and glutathione peroxidase (GSH-
Px) are associated with partial amelioration of traumatic injury
[11,16,29].

Nevertheless, whether the presently reported increase in
protein carbonylation and TBARS levels reflects a decrease in
antioxidant defenses, an increase in reactive species formation or
both remains to be determined, but it is interesting to point out
that the increase in these markers of oxidative stress occur in par-
allel with a decrease in Na*,K*-ATPase activity. It has long been
known that the Na* K*-ATPase activity is particularly sensitive to
reactive species, which alter plasma membrane lipid composition
[12] and the redox state of regulatory sulfhydryl groups [18] as
well as other amino acid residues [28]. In addition, oxidative and
nitrosative stress induce protein carbonylation [9], which is related
to increased susceptibility to proteolysis and marked impairment
of protein functionality [8]. Moreover, Dobrota et al. [ 10] suggested

that the most important consequence of oxidative modification is
that Na*,K"-ATPase molecules have lost the ability to interact with
one another,decreasing oligomeric structure formation and leading
to subsequent hydrolysis rate suppression.

In summary, the present study we showed that a single episode
of FPlinduces impairment in animal performance in a spatial learn-
ing and memory paradigm, an increase of the oxidative stress
markers and a decrease in Na*K*-ATPase activity. Furthermore,
these findings add a new insight into the neurochemical mech-
anism involved in the TBI-induced spatial learning impairment.
Therefore, while the exact mechanism underlying of secondary
injury after TBI is poorly understand, we think that these data may
help in the understanding of TBI pathology.
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that physical exercise protects against this effect. Therefore, the effective protection of
selected targets, such as Na* K*-ATPase induced by physical training, supports the idea that
physical training may exert prophylactic effects on neuronal cell dysfunction and damage

associated with TBL

Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

Traumatic brain injury causes delayed neuronal dysfunction
and death through secondary processes involving increased
excitatory amino acids levels, loss of ionic equilibrium,
decreased ATP production (Faden et al., 1989; Ross and Soltesz,
2000; Osteen et al., 2001; Sullivanet al., 2005) and increased free
radical formation (Singh et al., 2006; Shao et al., 2006, Davis
et al, 2008). Accordingly, increased levels of markers of
oxidative stress have been found in human cerebrospinal
fluid after TBI (Varma et al, 2003) as well as in controlled
cortical impact models of TBI (Opii et al., 2007). Moreover,
experimental findings from our group have showed that acute
FPI-induced impairment in an animal spatial learning task
increased oxidative stress markers and decreased Na*K*-
ATPase activity, suggesting that ROS-induced Na*K"-ATPase
activity inhibition may contribute to the deficits in spatial
learning after TBI (Lima et al., 2008).

The ion pump Na',K"-ATPase is an ubiquitous plasma
membrane protein which plays a key role in the maintenance
of intracellular electrolyte homeostasis in virtually all tissues.
In the Central Nervous System (CNS), Na* K*-ATPase activity
accounts significantly for the maintenance of the electro-
chemical gradient across the plasma membrane underlying
resting, action potentials as well as the modulation of
neurotransmitter release and uptake. As a consequence, a
decrease of Na'K'-ATPase activity directly affects neuro-
transmitter signaling, neural activity, as well as the whole
animal behavior (Jamme et al., 1995; Li and Stys, 2001; Lees et
al., 1990). Furthermore, Na* K"-ATPase seems to be particularly
sensitive to free radical-induced damage because its inhibition
has been associated with alterations in plasma membrane
lipid composition (Dencher et al., 2007), in the redox state of
regulatory sulphydryl groups (Pari and Murugavel, 2007) and in
other amino acid residues caused by free radicals or lipid
peroxidation (Siems et al., 1996; Potts et al., 2006).

Maintaining brain health and plasticity throughout life is an
important public health goal and, thus, the beneficial effects of
exercise on the brain are becoming increasingly evident (Ang
and Gomez-Pinilla, 2007). Studies in human and rodents have
demonstrated that physical exercise has the capacity to
enhance leaming and memory (Kramer et al., 2006; Fordyce
and Farrar, 1991) under a variety of conditions, from counter-
acting the mental decline associated with aging (Erickson and
Kramer, 2009) to facilitating functional recovery in patients
suffering from brain injury and diseases (Bohannon, 1993).
Moreover, it has been demonstrated that performing exercise
prior to brain trauma produces prophylactic effects on
attendant brain damage, such as limiting the infarct size
following forebrain ischemia (Endres et al, 2003) and
inducing transoperative benefits in animal models of stroke
(Hicks et al., 1998).

Among the variety of physical exercises most used in
researches involving animals, treadmill running and swim-
ming stand out (Carvalho et al., 2005; Prada et al., 2004).
Although there are still doubts in regarding which exercise
(swimming or treadmill running) would be the most suitable
to avoid unnecessary stress to the animals, the use of
swimming rats as a model of exercise presents advantages
since swimming is a natural ability of the rats. In this
context, studies using swimming as an animal model of
training revealed the occurrence of adaptation to physical
training similar to those observed in human beings (Voltarelli
et al,, 2002).

Although it is believed that physical exercise on general
health and neurorehabilitation after traumatic brain injury
may be useful (Ang and Gomez-Pinilla, 2007), little informa-
tion is available regarding the prophylactic role of physical
exercise on deleterious effects induced by TBL In this study,
we aimed to investigate whether previous swimming training
protects against oxidative damage (protein carbonylation and
TBARS) and neurochemical alterations (immunodetection of
a; subunit and activity of Na*,K*-ATPase) after TBL

2. Results

A significant increase in total body weight of sedentary versus
trained rats along six weeks of swimming training [F(1,14)=
6.94; P<0.05; Fig. 1A] was observed. In addition, statistical
analyses showed a clear stabilization of the blood lactate
concentration in the trained group when compared with the
sedentary group [F(1,12)=12.47; P<0.04; Fig. 1B|, indicating
that the training program increased the aerobic resistance of
the animals (Gobatto et al., 2001).

Determination of TBARS content and protein carbonylation
levels, 48 h after FPI or sham-operation procedure, are
depicted in Figs. 2A and B, respectively. Statistical analysis
revealed that FPI induces an increase of TBARS [F(2,41)=10.69;
P<0.001] and protein carbonyl content [F(2,41)=5.81; P<0.006]
in ipsilateral cortex in sedentary animals when compared
with sham and naive group. On the other hand, statistical
analysis also revealed that physical training protected against
the increase of TBARS [F(2,41)=6.66; P<0.03; Fig. 2A] and
protein carbonyl content [F(2,41)=5.62; P<0.007; Fig. 2B| in the
ipsilateral cortex after FPI. Physical training also attenuated
TBARS production [F(2,41)=7.05; P<0.05; Fig. 2A] and protein
carbonylation [F(2,41)=8.27; P<0.05; Fig. 2A| in naive animals
when compared with sham-operated animals, indicating that
this protocol of physical training induces compensatory
responses to oxidative stress in sham-operated animals.

Fig. 3 shows the effect of physical training and FPI on Na*,
K*-ATPase activity, 48 h after FPI or sham-operation proce-
dure. Statistical analyses revealed that FPI induces a decrease
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in Na*,K*-ATPase activity in the ipsilateral cerebral cortex of
sedentary animals [F(2,41)=5.33; P<0.009], and that previous
physical training protected against this inhibition [F(2,41)=
4.05; P<0.05]. In order to investigate whether FPI-induced
decrease in Na*,K*-ATPase activity was due to a decrease in
the levels of available enzyme molecules, we measured the
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sham trained groups (Student-Newman-Keuls test).

immunocontent of the «; subunit of Na* K*-ATPase in cerebral
cortex. Statistical analysis revealed that FPI decreased the
immunocontent of the «, subunit of Na*,K*-ATPase in the
ipsilateral cerebral cortex of sedentary animals [F(2,41)=7.35;
P<0.002, Fig. 3B] and that previous physical training protected
against this reduction [F(2,41)=2.79; P<0.05].
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Considering that Na*K*-ATPase oy subunit is one of the
targets for ROS and is directly involved in oxidative stress
(Dada et al, 2003), we studied whether these events are
interconnected in this model of TBI Correlation analysis
(Pearson’s correlation analysis) revealed that reduction in the
number of Na* K*-ATPase «; subunit after FPI correlated with
TBARS production (r=- 0.848; P<0.009; Fig 4A) and protein
carbonylation (r=-0.890; P<0.003; Fig. 4B) in the ipsilateral
cerebral cortex of sedentary animals. In addition, the Pearson’s
correlation revealed negative correlation between TBARS
production (r=0.703; P<0.05) and protein carbonyl content
(r=0.808; P <0.008) with Na* K*-ATPase a; subunit in ipsilateral
cortex of animals trained after FPI.

3. Discussion

We have confirmed and extended our previous findings
assuring that a single FPI episode in rat parietal cortex
decreases Na*K"-ATPase activity with concomitant increase

in the levels of oxidative stress markers (Lima et al., 2008).
Moreover, we have demonstrated a significant correlation
between the decrease of Na* K*-ATPase oy subunit with the
increase of TBARS and protein carbonyl content after FPL. On
the other hand, 6 weeks of swimming training protocol affords
significant protection against FPI-induced TBARS formation,
protein carbonylation and Na*K"-ATPase activity inhibition.
These data agree with the assumption that adaptive
responses to regular and moderate endurance exercise
might reduce production of oxidants and a radical leak during
oxidative phosphorylation (Packer et al., 2008). Furthermore,
the negative correlation between TBARS and protein carbonyl
content with Na*,K*-ATPase «; subunit in animals trained
after FPI reinforces the idea that compensatory responses to
oxidative stress elicited by this protocol of physical training
protect against the failure of some selected targets, such as
Na* K*-ATPase enzyme.

Concerns about increased death frequency after TBI and its
potential for secondary injury have led to overprotective
measures by many health care professionals (Wemner and
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Engelhard, 2007). Although a preinjury exercise regimen for
humans may not be the most effective treatment since the
time of injury cannot be predicted (Vaynman and Gomez-
Pinilla, 2005), the protection exerted by physical training in
this model of TBI is of particular interest because it supports
the idea that physical training may exert prophylactic effects
on brain damage after FPL In line with this view, studies with
humans and animals have demonstrated that previous
physical training reduces the risk of stroke and heart attacks
in men both with and without pre-existing ischemic heart
disease (Wannamethee and Shaper, 1992) and reduces post-
ischemic infarction and edema in brain of tested Sprague-
Dawley rats (Stummer et al, 1994; Wang et al., 2001).
Furthermore, preinjury exercise has been shown to have
transoperative benefits in a model of Parkinsonism (Smith and
Zigmond, 2003; Tillerson et al., 2003). Such studies intend to
reduce the levels of initial damage, to limit long-term
secondary degeneration, and to support neural repair or
behavioral compensation (Kleim et al., 2003).

In the present study, we have showed that parameters
that indicate generation of oxidative stress and collapses in
ion gradient homeostasis in cortical homogenates were
affected after FPL These data, to some extent, agree with
previous studies that have demonstrated that oxidative
damage mediated by reactive oxygen and nitrogen species
is well recognized as a significant component of the
secondary injury cascade that accompanies TBI (Potts et al.,
2006, Yilmaz et al., 2007).

It is worth pointing out that ROS generation is a necessary
and unavoidable consequence of aerobic metabolism, and the
rate of free radical or oxidant generation in biological tissue is
closely related to oxygen consumption (Toldy et al., 2005).
Consequently, it seems that mitochondria, in addition to being
the sources of oxidant production, are also targets of oxidants
(Boveris and Navarro, 2008). In this context, a significant
number of studies have proposed that post-traumatic seque-
lae establish conditions of increased metabolic demands on
the reduced mitochondrial population, resulting in the deple-
tion of metabolic substrate such as glucose and piruvate (Vink
et al., 1994; Bentzer et al., 2000; Stahl et al., 2001) due to a
reduction in metabolic enzyme activity (cytochrome oxidase,
succinate dehydrogenase) (Hovda et al., 1991).

Considering that the significant adaptive response to
regular exercise involves the increase of O, consumption
and mitochondrial biogenesis (Packer et al., 2008; Boveris and
Navarro, 2008), it is plausible to propose that previous physical
training may result in improved ability of the neuron to
withstand TBI-mediated energy depletion and consequently
ROS generation (Soustiel and Sviri, 2007; Opii et al., 2007). This
hypothesis has been upheld in animal studies that indicate
that significant adaptive response to regular exercise involves
greatly increased endurance capacity, permitted by the
increase of O, consumption and mitochondrial biogenesis
(Packer and Cadenas, 2007; Boveris and Navarro, 2008).

Though treadmill running is mentioned as the most used
exercise type in experiments with animals (Daggan et al., 2000;
Carvalho et al,, 2005), the use of swimming rats physical
exercise model presents advantages over treadmill running.
For instance, swimming is a natural ability of the rat, and this
avoids the selection of the animals, which is necessary in

experimental protocols using treadmill running (Arida et al,,
1999). Moreover, the difficulty for velocity maintenance and
presence of electric stimulus as stress factor are additional
pitfalls of the treadmill running (Gobatto et al., 2001). Despite
such methodological differences, both swimming and tread-
mill running seems to be good models for investigate the
effects of physical training on laboratory animals. In this
context, we found a clear stabilization of the blood lactate
concentration in trained versus sedentary rats in the lactate
threshold test. Since previous studies have suggested that
stabilization of blood lactate in trained animals is due to
muscle aerobic adaptations leading to lower lactate produc-
tion and/or increased blood lactate removal for the same
relative and absolute workload (Jones and Carter, 2000;
Gladden, 2000; Donovan and Pagliassotti, 2000), our results
are in agreement with the idea that swimming training is an
effective protocol to induce muscle aerobic adaptations in
rats, similar to those observed in human beings (Voltarelli
et al., 2002).

In the present study, we also revealed that FPI decreased
Na*,K*'-ATPase activity and the immunocontent of the oy
subunit of Na*,K*-ATPase. In addition, the negative correlation
between the number of Na' K*-ATPase «; subunits with
TBARS and protein carbonylation increase in the ipsilateral
cerebral cortex of sedentary animals after FPI suggest that Na*,
K*-ATPase enzyme is one cellular oxidative stress target
(Dobrota et al., 1999).

Although it is believed that the Na*,K'-ATPase activity can
be regulated by changes in catalytic activity brought about by
changes in affinity for its major substrates (Ross and Soltesz,
2000), it is plausible to propose that Na* K*-ATPase activity is
regulated by endocytosis or exocytosis of Na* pump molecules
between the plasma membrane and intracellular compart-
ments (Bertorello et al., 1999; Chibalin et al., 1999) after FPI. In
line with this view, experimental findings in epithelial cells
exposed to hypoxia through mitochondria generated-ROS
activate an intracellular signaling pathway, triggering the
endocytosis of Na*,K*-ATPase molecules through the activation
of PKC-¢ and phosphorylation of Ser-18 of the «; subunit of Na*,
K*-ATPase (Dada et al., 2003; Chen et al., 2006). However, further
in-depth studies are necessary to definitively establish the
mechanism involved.

Experimental findings did not demonstrate directly the
definitive target of physical exercise mediated neuroprotec-
tion after FPI. However, the strong inverse correlation between
TBARS production and protein carbonyl content with Na* K*-
ATPase o4 subunit in trained rats suggests that the prophy-
lactic effect elicited by physical training in this model of TBI
was due to compensatory responses to oxidative stress and
consequent maintenance of Na*,K*-ATPase structure. This is
particularly important considering that mitochondrial oxida-
tive damage precedes the onset of neuronal loss after TBI
(Singh et al., 2006) and the phosphorylation of the Na*K*-
ATPase oy subunit mediated by mitochondria-ROS generation
constitutes the triggering mechanisms that initiate its endo-
cytosis (Chen et al., 2006). Thus, a reduction of mitochondrial-
ROS generation induced by physical training (Boveris and
Navarro, 2008) may protect against Na*K*-ATPase inhibition
and progressive pathobiological changes induced by TBI (Ross
and Soltesz, 2000; Jain, 2008).
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[t is also important to point out that a significant increase
in total body weight in sedentary versus trained rats was
observed along the six weeks of the swimming training. The
difference in body weight between sedentary and trained rats
may be explained by changes in body composition. For
instance, a decrease in subcutaneous adipose tissue of trained
rats may explain why body mass was lower in this group. Since
we have not determined body composition in the present
study, this explanation remains speculative in nature, and
further studies are necessary to determine the mechanisms
involved. In addition, the clear stabilization of the blood lactate
concentration in the trained group when compared with
sedentary group for the lactate threshold assay suggests that
the training program increased aerobic resistance of the
animals (Gobatto et al., 2001).

In conclusion, the present study reports that FPI increased
the levels of oxidative stress markers followed by inhibition of
Na*K*-ATPase activity and «; subunit decrease. In addition,
the effective protection exerted by previous physical training
against these deleterious effects provides a framework to
guide further studies to examine the mechanisms by which
exercise alters neuronal functions and thus, delay or prevent
secondary cascades that lead to long-term cell damage and
neurobehavioral disability after TBL

4, Experimental procedures
4.1. Animal and reagents

All experiments involving the animals were conducted in
conformance with the policy statement of the European
Communities Council Directive (86/609/EEC) and adequate
measures were taken to minimize pain and discomfort. In the
present study 90-day-old male Wistar rats, weighing 220-260 g
at the beginning and 270-320 g at the end of the experimental
period were used. During this period, the animals were
maintained in a controlled environment (12:12 h light-dark
cycle, 24+1 °C, 55% relative humidity) with free access to food
(Guabi, Santa Maria, Brazil) and water. Animal utilization
protocols followed the Official Government Ethics guidelines
and were approved by the University Ethics Committee. All
efforts were made to reduce the number of animals used, as
well as to minimize their suffering. Reagents were purchased
from Sigma (St. Louis, MO).

4.2. Adaptation to the water

All rats were adapted to water before the beginning of the
experiment. The adaptation consisted of keeping the animals
in shallow water at 32 °C between 9:00 and 11:00 a.m. The
adaptation period proceeded during the entire experimental
period, and the purpose of the adaptation was to reduce stress
without promoting a physical training adaptation.

4.3. Swimming training protocol and lactate threshold
assay

The use of swimming rats as a model of exercise presents
advantages over treadmill running, since swimming is a natural

ability of the rats. This feature avoids the selection of animals,
which is necessary in experimental protocols using treadmill
running (Arida et al., 1999). For exercise training, rats were
randomly assigned to the following groups: trained/naive,
trained/sham craniotomy and trained/TBI The training period
lasted 6 week and consisted of 60-min daily sessions five times
per week. Swimming was always performed in water at a
temperature of 32 °C between 9:00 and 11:00 a.m. All animals
underwent a swimming adaptation period without weights
during the first week of training. After the swimming
adaptation period, the rats were subjected to swimming
training with a workload (5% of body weight) to improve
endurance (Gobatto et al., 2001). Together with the training
session, sedentary rats were placed in the bottom of a separate
tank with shallow water (5 cm) at 32 °C for 30 min, 5 days/
week without a workload (5% of body weight). After six weeks
of training, a test protocol was used to determine the lactate
threshold (LT) in sedentary (n=7) and trained rats (n=7). The LT
test was carried out according to the protocol described by
Marquezi et al. (2003) and consisted of swimming exercises with
progressive overload through weights attached to the animal’s
tail, corresponding to 4%, 5%, 6%, 7%, and 8% of body weight of
each animal for 3-min periods, separated by 1-min resting
periods. During the resting periods, 25 pl blood samples were
collected from the tail vein into heparinized capillary tubes for
determination of lactate concentration. The LT for each animal
was calculated based on the point of inflection of the graph
when plotting lactate concentration against the corresponding
exercise workload.

4.4.  Traumatic brain injury

After six weeks of training, the sedentary and trained rats
underwent lateral fluid percussion injury (FPI). Rats assigned
to sham groups were anesthetized and connected to the injury
device, but received no injury. The FPI was carried out as
described previously (D’Ambrosio et al., 1999; 2004). Briefly,
animals were anesthetized with a single i.p. injection of
Equithesin (6 ml/kg), a mixture containing sodium pento-
barbital (58 mg/kg), chloral hydrate (60 mg/kg), magnesium
sulfate (127.2 mg/kg), propylene glycol (42.8%), and absolute
ethanol (11.6%) and placed in a rodent stereotaxicapparatus. A
burr hole of 3 mm in diameter was drilled on the right
convexity, 2 mm posterior to the bregma and 3 mm lateral to
the midline, taking care to keep the dura mater intact. A
plastic injury cannula was placed over the craniotomy with
dental cement. When the dental cement hardened, the
cannula was filled with Chloramphenicol, closed with a proper
plastic cap and the animal was removed from the stereotaxic
device and returned to its homecage. After 24 h, the animals
were anesthetized with Halothane, and had the injury
cannula attached to the fluid percussion device and placed
in a heatpad maintained at 37+0.2 °C.

TBI was produced by a fluid percussion device developed in
our laboratory. A brief (10-15 ms) transient pressure fluid pulse
(3.53+0.17 atm) impact was applied against the exposed dura.
Pressure pulses were measured extracranially by a transducer
(Fluid Control Automacao Hidraulica, Belo Horizonte, MG,
Brazil) and recorded on a storage oscilloscope (Gould Ltd.,
Essex, UK). Sham-operated animals underwent an identical
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procedure, with the exception of the fluid percussion injury
(FPI). Immediately after these procedures, the cannula was
removed and the orifice was covered with dental cement. Naive
rats underwent randomization with no further intervention.

4.5.  Tissue processing for neurochemical analyses

Considering that the early free radical generation (3 to 72 h)
has been postulated to lead to oxidative damage and
adversely affect synaptic function and plasticity after TBI
(Singh et al., 2006; Ansari et al., 2008), the animals were killed
by decapitation 48 h after TBI and had their brain exposed by
the removal of the parietal bone. The cerebral cortex was
rapidly dissected on an inverted ice-cold Petri dishand divided
in ipsilateral and contralateral cortex. Each tissue sample was
homogeneized in cold 10 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) and then
divided in aliquots for subsequent neurochemical analyses, as
described below.

4.6. Measurement of TBARS content

TBARS content was estimated in a medium containing 0.2 ml
of brain homogenate, 0.1 ml of 8.1% SDS, 0.4 ml of acetic acid
buffer (S00 mM, pH 3.4), and 0.75 ml of 0.81% thiobarbituric
acid (TBA). The mixture was finally made up to 2 ml with type I
ultrapure water and heated at 95 °C for 90 min in a water bath
using a glass ball as a condenser. After cooling to room
temperature, absorbance was measured in the supernatant at
532 nm (Ohkawa et al., 1979).

4.7.  Measurement of the protein carbonyl content

Total protein carbonyl content was determined by the
method described by Yan et al. (1995), adapted for brain
tissue (Oliveira et al., 2004). Briefly, homogenates were
diluted to 750-800 pg/ml of protein in each sample, and
1 ml aliquots were mixed with 0.2 ml of 2,4-dinitrophenyl-
hydrazine (DNPH, 10 mM) or 0.2 ml HCl (2 M). After
incubation at room temperature for 1 h in a dark ambient,
0.6 ml of denaturing buffer (150 mM sodium phosphate
buffer, pH 6.8, containing 3% SDS), 1.8 ml of heptane (99.5%),
and 1.8 ml of ethanol (99.8%) were added sequentially and
mixed with vortexagitation for 40 s and centrifuged for 15 min.
Next, the protein isolated from the interface was washed two
times with 1 ml of ethyl acetate/ethanol 1:1 (v/v) and
suspended in 1 ml of denaturing buffer. Each DNPH sample
was read at 370 nm in a Hitachi U-2001 spectrophotometer
against the corresponding HCl sample (blank) and total
carbonylation calculated using a molar extinction coefficient
0f 22,000 M~* ecm™?, as described by Levine et al. (1990).

4.8. Na',K'-ATPase activity measurement

Assay of Na* K*-ATPase activity was performed according to
Wyse et al. (2000). Briefly, the reaction medium consisted of
30 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 0.1 mM EDTA, 50 mM NaCl,
5 mM KCl, 6 mM MgCl,, and 50 ug of protein in the presence
or absence of ouabain (1 mM), in a final volume of 350 pl. The
reaction was started by the addition of adenosine triphos-
phate (ATP) to a final concentration of 5 mM. After 30 min at

37 °C, the reaction was stopped by the addition of 70 ul of
trichloroacetic acid (TCA, 50%). Saturating substrate concen-
trations were used, and the reaction was linear with protein
and time. Appropriate controls were included in the assays
for non-enzymatic hydrolysis of ATP. The amount of
inorganic phosphate released was quantified by the colori-
metric method described by Fiske and Subbarow (1925), and
Na' K'-ATPase activity was calculated by subtracting the
ouabain-sensitive activity from the overall activity (in the
absence of ouabain).

4.9. Immunodetection of Na*,K*-ATPase «; subunit

In order to investigate whether the possible alteration of Na*,
K*-ATPase activity after TBI and physical training was dueto a
decrease or increase in the levels of available enzyme
molecules, we performed immunodetection analysis for the
a subunit of Na*K*-ATPase in cerebral cortex. Slot blot
analysis was used for quantification of Na'K'-ATPase o
subunit levels, according to the procedures described by
Banjac et al,, 2001, with minor modifications. Briefly, cerebral
cortex (ipsi and contralateral site) was homogenated in 30 mM
Tris-HCI buffer, pH 7.4, and centrifuged at 800 g at 4 °C for
10 min. The supernatant was then centrifuged at 16,000 g at
4 °C for 20 min. The pellet was re-suspended in 5 mM
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) and protein content
was normalized to 3 pg/ml. Next, 250 pl of these homogenized
were loaded in each well on a nitrocellulose membrane under
vacuum using a slot blot apparatus (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). The membrane was blocked with 4% (w/v)
fat-free dry milk in PBS, containing 0.04% (v/v) Tween 20 for 2h
and incubated with a 1:4000 dilution of anti-Na',K'-ATPase «
subunit polyclonal antibody in PBS, containing 0.01% (w/v)
sodium azide and 0.04% (v/v) Tween 20 (PBS) for 1 h. The
membrane was washed three times in PBS and was incubated
for 1 h with an anti-alkaline phosphatase secondary antibody
diluted in PBS in a 1:8000 ratio. The membrane was washed for
three times in PBS for 5 min and developed using the BCIP/NBT
method. Blots were dried, scanned with Adobe Photoshop, and
quantified with Scion Image (PC version of Macintosh
compatible NIH image).

4.10. Protein determination

Protein content was measured colorimetrically by the method
of Bradford (1976) using bovine serum albumin (1 mg/ml) as
standard.

4.11.  Statistical analyses

Data from body weight and blood lactate concentration were
analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA). Data from
total protein carbonylation, TBARS, immunodetection of oy
subunit and Na'K*'-ATPase activity determinations ex vivo
were analyzed by three-way ANOVA. Pos hoc analyses were
carried out by the F test simple effect or the Student-
Newman-Keuls, when appropriate. All data are expressed as
mean +S.E.M. Correlation analyses were carried out using the
Pearson’s correlation coefficient. P<0.05 was considered
significant.
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O traumatismo cranio-encefalico (TCE) € uma das principais condigbes
determinantes de incapacidade e mortalidade em pessoas entre 1 e 44 anos
(BRUNS E HAUSER, 2003). Individuos que sofrem o TCE podem apresentar
alteracdes fisicas, transtornos motores e sensoriais, bem como alteragdes
neuropsicolégicas como transtornos cognitivos de comportamento e emocionais
(SALMOND E SAHAKIAN, 2005). Devido a grande variedade de condigbes
associadas ao TCE, ha um consideravel interesse no desenvolvimento e posterior
aplicacao de marcadores bioquimicos que relacionem a gravidade do dano cerebral
com o desenvolvimento de problemas neurolégicos, como déficits de memoéria e
aprendizado. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo, no primeiro
momento, investigar se o dano oxidativo a alvos especificos da célula apdés o TCE
estd envolvido no déficit cognitivo apds certo periodo de tempo. Os resultados
obtidos nesta primeira etapa do trabalho revelaram que os animais que sofreram o
TCE apresentaram uma diminuigdo na atividade da enzima Na®, K*'-ATPase, um
aumento nos niveis de marcadores de dano oxidativo (TBARS e proteina carbonil) e
um déficit no aprendizado de memdria espacial um e trés meses apos o trauma.
Cabe salientar que a diminuicdo da atividade da enzima Na®, K'-ATPase
evidenciada no terceiro més foi maior quando comparada com o primeiro més apos
o TCE. Este conjunto de resultados sugere que o déficit cognitivo evidenciado neste
modelo de TCE se deve, em parte, ao aumento na geragédo de radicais livres que
ocorre concomitantemente com uma diminuicdo na atividade da enzima Na®, K'-
ATPase.

Apesar de estar bem descrito na literatura que o TCE tem como
consequéncias o déficit cognitivo (memoria e aprendizado) (COHEN et al., 2007;
SALMOND & SAHAKIAN, 2005) e a produgdo excessiva de radicais livres
(GRIESBACH et al., 2008), ainda existem varias lacunas no entendimento do
processo de desenvolvimento deste dano secundario. Além disso, ndo existem
tratamentos capazes de prevenir, ou mesmo curar estas consequéncias (MAAS,
2001; NARAYAN et al., 2002; TOLIAS & BULLOCK, 2004), pois os mecanismos que
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delineiam o aparecimento destes problemas neurolégicos ainda precisam ser
definidos.

Uma das teorias para déficit cognitivo induzido pelo TCE seria a morte
neuronal, entretanto nem sempre as fungdes motoras e cognitivas sao afetadas pela
perda celular. De fato, Royo e colaboradores (2007) demonstraram que o tratamento
com neurotrofina-4/5, uma proteina essencial para o desenvolvimento do sistema
nervoso, protege contra a perda neuronal, mas n&o contra o déficit de memodria
espacial induzido pelo TCE, sugerindo que o déficit cognitivo pode estar relacionado
a outras vias de toxicidade como a ativacao da cascata de eventos excitotoxicos e
estresse oxidativo (POTTS, 2006; SAKELLARIS et al., 2006; PALMER, 1993).

Na medida em que excitotoxicidade celular € um evento chave na
patofisiologia do TCE (ZINK, 2001), a possibilidade de utilizacdo de marcadores
bioquimicos que possam ser associados a alteracbes de neuroimagem e que
tenham valor prognostico € de grande importancia no manejo dos pacientes com
TCE grave. Neste contexto, o aumento extracelular dos niveis de glutamato no liquor
de pacientes apos TCE tem sido descrito como o evento primario que desencadeia a
ativacao de outros fatores envolvidos na injuria celular cerebral (GHAJAR, 2000).

Dentre os diversos fatores envolvidos na fisiopatologia apdés o TCE, pode-se
destacar o aumento na liberagcao de aminoacidos excitatérios que pode levar a morte
neuronal devido a estimulagcédo excessiva de seus receptores e aumento na geragao
de radicais livres (ROTHMAN, et al., 2007; BELLISSIMO, et al., 2001). Essa cascata
de eventos pode ativar um grande numero de toxinas envolvidas no fendmeno da
neurotoxicidade, dentre as quais o radical hidroxil (OH), um dos mais potentes
radicais livres envolvidos em diversas doengas neurodegenerativas, como Parkinson
e Huntington (SRINIVASAN et al., 2005), Alzheimer e esquizofrenia (MAHADIK &
MUKHERJEE, 1996). O radical hidroxil € capaz de reagir com fosfolipidios e
proteinas de membrana, induzindo a uma lipoperoxidagao e a oxidacao protéica e,
provavelmente, a morte neuronal (MAHADIK & MUKHERJEE, 1996), assim como é
capaz de reduzir a atividade de enzimas antioxidantes “in vitro” (PUNTARULO, et al.,
1999). Desta forma, o aumento da producdo de TBARS e carbonilagdo protéica
evidenciado no presente estudo sugere que o estresse oxidativo exerce um papel
chave na degeneragao neuronal pos TCE. Além disso, estes achados experimentais
corroboram com o dano a membranas pelos radicais livres que ocorre comumente
em pacientes com TCE (ZINK, 2001).
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No que se refere a especificidade dos mecanismos envolvidos nesta
toxicidade, o presente estudo também evidenciou uma significativa diminuicdo na
atividade da enzima Na*, K*-ATPase, uma enzima sensivel ao ataque dos radicais
livres (LEES, 1991; BOLDYREV et al., 1995). Na medida em que a enzima Na*-K'-
ATPase é uma proteina integral de membrana, a mesma se torna um alvo facil ao
ataque dos radicais livres na membrana lipidica, principalmente no cérebro, uma
estrutura rica em acidos graxos poliinsaturados, os quais sdo altamente suscetiveis
a lipoperoxidagdo. Pierre e colaboradores (1999), mostraram que mudangas na
atividade da Na*,K*-ATPase sdo acompanhadas por aumento do nivel de MDA, um
produto final da lipoperoxidacdo. De forma semelhante Lees (1991), sugere que
alteracdes na atividade da Na*,K*-ATPase podem estar relacionadas a alteracdes na
membrana celular induzidas por lipoperoxidagcdo, via radicais livres produzidos
durante a isquemia.

Da mesma forma que a lipoperoxidagédo induz a uma diminuigdo da atividade
desta enzima, diversos estudos tem evidenciado uma significativa correlagdo entre a
carbonilagdo protéica (DEAN et al., 1997) com a diminuicdo da funcionalidade
protéica de diversas enzimas presentes na célula, como Na’,K'-ATPase (DALLE-
DONNE et al., 2003). Dobrota et al. (1999) sugere que as mudangas oxidativas da
enzima Na®, K’-ATPase fazem com que as suas moléculas percam a habilidade de
interagdo e, com isso, levem a diminui¢do da taxa de hidrdlise. Outro dado ja bem
descrito na literatura é a relagéo entre a inibicdo da enzima Na*, K'-ATPase com a
diminuicdo no desempenho de tarefas cognitivas (KAWAKAMI & IKEDA, 2006;
Geering, 2008), onde a injegao intracerebroventricular de ouabaina, inibidor seletivo
da enzima, induz a um défict no aprendizado espacial no teste do labirinto aquatico
de Morris. Além disso, pesquisas com camundongos “knock-out” para a subunidade
a da enzima Na®, K'-ATPase apresentam déficits severos de memoéria e
aprendizado no mesmo teste (MOSELEY et al., 2007).

Em resumo, neste trabalho, demonstra-se que um evento de TCE causa
déficit no teste de aprendizado da memdria espacial, aumento dos marcadores de
estresse oxidativo e diminuicdo da atividade da enzima Na®, K'-ATPase. Embora
ndo se tenha ainda o exato entendimento sobre os mecanismos secundarios
envolvidos nesta fisiopatologia, os resultados apresentados representam uma nova
visdo acerca da participacdo dos radicais livres e da enzima Na’, K'-ATPase no

déficit cognitivo causado pelo TCE.
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Na medida em que a manutencédo da saude e plasticidade cerebral ao longo
da vida € um importante objetivo de saude publica, os efeitos benéficos do exercicio
fisico sobre o cérebro estdo se tornando cada vez mais evidentes. Neste contexto,
acredita-se que o cérebro é responsivo a atividade fisica na medida em que os
mecanismos de adaptagdo neurolégica induzidos por diversos protocolos de
treinamento fisico estejam envolvidos na melhoria do aprendizado e memoria
(FORDYCE & FARRAR, 1991; KRAMER et al., 2006), no tratamento de declinios
mentais relacionados com a idade, bem como na facilitagdo na recuperacdo de
pacientes de doengas e dano cerebral (BOHANNON, 1993).

Apesar de estar envolvido no aumento da produ¢do de ERO (RADAK et al.,
2001), o exercicio fisico tem sido utilizado na neuroreabilitagdo apds TCE (VITALE et
al., 1996; GREALY et al., 1999; GRIESBACH et al., 2004b), uma vez que reduz os
efeitos deletérios causados pelo aumento na geracédo de radicais livres (GOMEZ-
PINILLA, 2008; GRIESBACH et al.,, 2008). Ja quanto a especificidade dos
mecanismos envolvidos na protecao induzida pelo exercicio fisico, os resultados
obtidos na segunda etapa do trabalho revelaram que o treinamento fisico prévio de
seis semanas protege contra o dano oxidativo caracterizado pelo aumento de
TBARS e carbonilagdo protéica induzidos pelo TCE. O exercicio fisico prévio
também atenua os efeitos deletérios causados pelo TCE & enzima Na®, K'-ATPase
caracterizado pela inibicdo e diminuicdo de sua subunidade catalitica (subunidade
a). Estes achados experimentais corroboram com prévios estudos que demonstram
o envolvimento do dano oxidativo mediado por ERO com danos secundarios que
acompanham o TCE (POTTS et al., 2006; YILMAZ et al., 2007). Entretanto, é
importante salientar que a geragdo de ROS é uma consequéncia necessaria e
inevitavel do metabolismo aerdbico e que a taxa de radicais livres ou geragao de
oxidantes no tecido biolégico é diretamente proporcional ao consumo de oxigénio
(TOLDY et al., 2005). Consequentemente, a mitocéndria parece ser fonte de proé-
oxidantes e, também, o seu alvo (BOVERIS & NAVARRO, 2008). Desta forma,
varios estudos sugerem que as sequelas poés-traumaticas estabelecem uma
demanda metabdlica aumentada e uma redugao no numero de mitocdndrias, o que
resulta em uma deplegédo do substrato metabdlico como glicose e piruvato (VINK et
al.,, 1994; BENTZER et al., 2000; STAHL et al., 2001) por meio da redugédo na
atividade das enzimas citocromo oxidase e succinato desidrogenase (HOVDA et al.,
1991).
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Considerando que o exercicio gera respostas adaptativas ao aumento do
consumo de oxigénio e biogénese mitocondrial (BOVERIS & NAVARRO, 2008;
PACKER et al., 2008), € presumivel propor que o exercicio fisico aumenta a
capacidade de resisténcia, por parte dos neurdnios, a deple¢do energética causada
pelo TCE e, também, a geragao de radicais livres (OPII et al., 2007; SOUSTIEL &
SVIRI, 2007). Esta idéia tem sido sustentada por estudos com animais, os quais
indicam que o aumento na capacidade de endurance permitida pelo aumento do
consumo de oxigénio e biogénese mitocondrial sdo respostas adaptativas ao
exercicio regular (PACKER & CADENAS, 2008; BOVERIS & NAVARRO, 2008).
Além disso, diversos estudos tém demonstrado que o exercicio tem a capacidade de
exercer efeitos profilaticos, pois diminui os riscos de doencgas cardiacas, em pessoas
com ou sem este problema pré-existente (WANNAMETHEE & SHAPER, 1992), bem
como reduz o infarto pds-isquémico e edema cerebral em ratos “Sprague-Dawley”
(STUMMER et al., 1994; WANG et al.,, 2001). O exercicio prévio também exerce
efeitos benéficos em modelos de Parkinsonismo (SMITH & ZIGMOND, 2003;
TILLERSON et al., 2003) reduzindo os danos iniciais, limitando a degeneracgéo
secundaria e fornecendo suporte a neuroregeneragdo oOu compensagao
comportamental (RADAK et al., 2008; POTHAKOS et al., 2009).

Neste trabalho, dentre as opc¢des de protocolo para o treinamento fisico, a
natagao foi escolhida por oferecer vantagens sobre a corrida, uma vez que nadar é
uma habilidade natural dos animais e exclui a selecdo dos mesmos que pode
ocorrer em outros protocolos experimentais (ARIDA et al., 1999), como o trabalho
em esteira que € o mais usado neste tipo de trabalho (CARVALHO et al., 2005). Na
esteira observa-se dificuldade de manutencdo da velocidade e a presenca de
estimulos elétricos que podem atrapalhar os resultados (GOBATTO et al., 2001).

Conforme trabalhos anteriores do grupo (SOUZA et al., 2009; RAMBO et al.,
2009), o exercicio também teve a capacidade de estabilizar o lactato sanguineo
através de adaptacdes aerdbicas musculares, que levaram a uma baixa produgao
e/ou uma remogao aumentada deste lactato (DONOVAN & PAGLIASSOTI, 2000;
GLADDEN, 2000; JONES & CARTER, 2000). Desta forma, nossos resultados estéao
de acordo com a literatura, mostrando que o trabalho de natagcdo induz adaptacoes
aerdbicas musculares em ratos, similares aquelas observadas em humanos
(VOLTARELLI et al., 2002).
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Outro resultado apresentado no presente trabalho foi a deteccao, da atividade
da enzima Na®, K'-ATPase e do imunoconteido da subunidade a da referida
enzima. Os achados experimentais revelaram uma correlagdo negativa entre a
quantidade de subunidades catalitica a e o aumento da producdo de TBARS e
carbonilagdo protéica no lado ipsilateral do cortex cerebral dos animais sedentarios
que sofreram o TCE, sugerindo que a enzima Na®, K'-ATPase ¢ um dos alvos do
estresse oxidativo (DOBROTA et al., 1999). Acredita-se que a atividade da enzima
Na®, K’-ATPase possa ser regulada por mudancgas cataliticas em consequéncia de
mudangas na afinidade pelo seu maior substrato, no caso o ATP (ROSS &
SOLTESZ, 2000). Por outro lado, é possivel propor que a atividade da enzima
também possa ser regulada por endocitose ou exocitose das moléculas entre a
membrana plasmatica e o compartimento intracelular (BERTORELLO et al., 1999;
CHIBALIN et al., 1999) apés o TCE. Nesta linha de raciocinio, estudos “in vitro”
realizados em células epiteliais expostas a hipéxia demonstram que EROs geradas
pela mitocondria ativam vias de sinalizagao intracelular que levam a endocitose das
moléculas da enzima Na®, K'-ATPase por meio da ativagdo da PKC-{ e da
fosforilagdo da SER-18 da subunidade a da enzima (DADA et al., 2003; CHEN et al.,
2006). Entretanto, estudos mais aprofundados sdo necessarios para estabelecer
definitivamente os mecanismos envolvidos na inibicdo da enzima Na®, K*-ATPase
apos o TCE.

Apesar disso, a significante correlagdo entre a producdo de TBARS e o
contetudo de carbonilacdo protéica com a subunidade a da enzima Na*, K'-ATPase
evidenciada nos animais treinados sugere que o efeito profilatico do treinamento
fisico neste modelo de TCE ocorreu por respostas compensatérias ao estresse
oxidativo e, conseqliente, manutencdo da estrutura da enzima Na®, K'-ATPase.
Cabe salientar que o dano oxidativo precede o inicio da perda neuronal apés o TCE
(SINGH et al., 2006) e que a fosforilagdo da subunidade a da enzima Na®, K'-
ATPase mediada por geracdo de ROS inicia 0 mecanismo que gera a endocitose
(CHEN et al., 2006). Desta forma, é plausivel propor que uma redugédo da geragao
EROs induzida pelo exercicio fisico (BOVERIS & NAVARRO, 2008) pode proteger
contra a inibi¢cdo da atividade da enzima Na®*, K'-ATPase e das mudangas induzidas
pelo TCE (ROSS & SOLTESZ, 2000; JAIN, 2008).
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Tendo em vista os objetivos do presente trabalho, pode-se concluir que:

6.1 Capitulo |

1. O TCE causou déficit no teste de aprendizado na meméria espacial na medida
em que aumentou a laténcia de escape e o numero de erros no teste de Barnes

Maze tanto em um quanto em trés meses apos o trauma.

2. O dano oxidativo caracterizado pelo aumento no conteudo de proteina carbonil
e TBARS apos TCE possui um importante papel no dano secundario evidenciado
neste modelo de traumatismo. Esta hipotese tem sido sustentada pelo aumento da
carbonilagao protéica e pela lipoperoxidacdo causada pelo TCE com o passar do

tempo (um e trés meses apos o trauma).

3. Os resultados do trabalho revelaram um decréscimo na atividade da enzima
Na® K*-ATPase no lado ipsilateral do cortex parietal apds um e trés meses ao TCE.
Na medida em que a enzima Na' K'-ATPase exerce um importante papel na
manutencdo do potencial de membrana nas células neuronais, € plausivel propor
que a inibicdo da atividade desta enzima causada pela geragdo de EROs possa

estar envolvida com déficit cognitivo ao passar do tempo apés TCE.
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6.2 Capitulo Il

1. No presente estudo, o exercicio exerceu efeito profildtico contra o dano
oxidativo caracterizado pelo aumento no conteudo de proteina carbonil e TBARS
apos TCE. Cabe salientar que o efeito protetor exercido pelo exercicio neste modelo
de injuria se deva, provavelmente, pelo seu efeito antioxidante per se. Esta hipdtese
esta embasada em resultados que demonstraram uma diminuicdo na producao de
TBARS e na carbonilagdo protéica em grupos de ratos treinados quando

comparados com ratos sedentarios.

2. O TCE causou uma diminuigao no imunoconteudo da subunidade a da enzima
Na®,K*-ATPase e o exercicio fisico prévio protegeu contra esta diminuigdo. Além
disso, a significante correlagdo entre a produgdo de TBARS e o conteudo de
proteina carbonil com a subunidade a da enzima Na*, K’-ATPase evidenciada nos
animais treinados sugere que as respostas compensatorias induzidas pelo
treinamento fisico prévio protege contra estresse oxidativo e, consequente,

manutencdo da estrutura da enzima Na*, K*-ATPase neste modelo de traumatismo.

3. O TCE causou uma diminuicdo na atividade da enzima Na*,K'-ATPase e no
imunoconteudo da subunidade a do hemisfério ipsilateral do cértex dos animais
sedentarios. Analise estatistica (Correlacdo de Pearson) também revelou uma
correlagdo negativa entre a atividade e a quantidade de subunidades catalitica a
com o aumento da producdo de TBARS e carbonilagdo protéica em animais que
sofreram TCE. Estes achados experimentais corroboram com a literatura de que a
enzima Na®, K’-ATPase é um alvo especifico ao ataque dos radicais livres e
sugerem o envolvimento desta enzima na neurodegeneracdo secundaria induzida
pelo TCE.
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Em resumo, no presente estudo demonstra-se que as mudangas na atividade
da enzima Na' K'-ATPase sdo acompanhadas por aumento dos niveis de
marcadores de estresse oxidativo concomitantemente com o déficit no teste de
aprendizado na memodria espacial apés TCE. Os achados experimentais também
revelam uma correlagdo negativa entre a atividade e a quantidade de subunidades
catalitica a com o aumento da produgcdo de TBARS e carbonilagdo protéica em
animais que sofrem o TCE, sugerindo que a enzima Na®*, K'-ATPase & um dos alvos
do estresse oxidativo neste modelo de injuria. Além disso, os resultados
apresentados no presente estudo revelam que o exercicio fisico exerce efeito
profilatico contra o dano oxidativo e a inibicdo da atividade da enzima Na®, K'-
ATPase causada pelo TCE. A partir destes achados, sugere-se que a efetiva
protecao exercida pelo exercicio fisico no dano neuronal induzido pelo TCE se deve
a protecdo de alvos especificos & acgéo de radicais livres, como a enzima Na*, K*-
ATPase.
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