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“É o exercício sozinho que suporta o espírito e mantém o vigor da alma.”  

Marcus Tulius Cícero (~ 65 a.C.) 
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RESUMO 
 

Dissertação de Mestrado 
Programa de Pós-Graduação em Farmacologia 
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil 

 
O papel da enzima Na+,K+-ATPase no déficit cognitivo e no efeito profilático 

induzido pelo exercício físico após o Traumatismo Crânio-Encefálico 
 

Autor: Frederico Diniz Lima 
Orientador: Luiz Fernando Freire Royes 

Local e Data da Defesa: Santa Maria, 17 de Setembro de 2009. 
 

O Traumatismo crânio-encefálico (TCE) é uma das maiores causas de morte ou 
déficits cognitivos nos países industrializados. Apesar de os estudos indicarem que o 
estresse oxidativo e os déficits funcionais que ocorrem após TCE serem eventos inter-
relacionados, os mecanismos que delineiam o desenvolvimento destes déficits cognitivos 
são, ainda, limitados. Neste contexto nós investigamos o envolvimento de marcadores de 
estresse oxidativo (espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico; TBARS e carbonilação 
protéica) e a atividade da enzima Na+,K+-ATPase no aprendizado espacial um e três meses 
após um dano de percussão por fluído (FPI) em ratos. Os resultados revelaram que o FPI 
aumentou o tempo de latência e o número de erros no teste do labirinto de Barnes em um e 
três meses após FPI. Também encontramos aumento no conteúdo de TBARS e proteína 
carbonil no córtex parietal em um e três meses após FPI. Além disso, a análise estatística 
revelou uma diminuição na atividade da enzima Na+,K+-ATPase no córtex cerebral após 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 geração de radicais livres após TCE. Apesar de estar envolvido 
no aumento da produção de espécies reativas ao Oxigênio (ERO), exercício físico tem sido 
utilizado na reabilitação de após TCE. Por outro lado, ainda são escassos na literatura 
estudos que evidenciam a especificidade dos mecanismos envolvidos na proteção induzida 
pelo exercício físico após TCE. Desta forma, investigamos se o treinamento físico protege 
contra o dano oxidativo bem como das alterações neuroquímicas representadas pela 
imunodetecção da subunidade α e da atividade da enzima Na+,K+-ATPase no córtex 
cerebral de ratos. Os resultados revelaram que o treinamento físico protegeu contra o dano 
oxidativo induzido por FPI. Além disso, o treinamento físico foi efetivo contra a inibição da 
enzima Na+,K+-ATPase e a diminuição dos níveis da sua subunidade α após FPI. A 
correlação de Pearson revelou que a diminuição dos níveis catalíticos da subunidade α da 
enzima Na+,K+-ATPase se correlaciona com o aumento dos marcadores de estresse 
oxidativo. Além disso, a proteção exercida pela atividade física contra os radicais livres 
induzidos por FPI tem relação com a manutenção do imunoconteúdo da subunidade α. A 
partir destes achados, sugere-se que a efetiva proteção exercida pelo exercício físico no 
dano neuronal causado induzido pelo TCE se deva pela proteção de alvos específicos a 
ação de radicais livres, como a enzima Na+, K+-ATPase.  
 
 
 
Palavras-chaves: TCE; Na+,K+-ATPase; estresse oxidativo; Carbonilação protéica; 
TBARS; labirinto de Barnes; exercício físico. 
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ABSTRACT 
 

Dissertation of Master Degree 
Graduating Program in Pharmacology 

Federal University of Santa Maria 
 

The role of Na+,K+-ATPase enzyme on cognitive deficit and in the prophylactic 
effect induced by exercise after Traumatic Brain Injury 

 
Author: Frederico Diniz Lima 

Advisor: Luiz Fernando Freire royes 
Date and place: Santa Maria, September, 17th, 2009. 

 
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 TBI 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 α subunit level decrease after FPI. The 
Pearson correlation showed that the decrease of the catalytical levels of the Na+,K+-
ATPase enzyme α 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 α 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. INTRODUÇÃO 

 

 

O traumatismo crânio-encefálico – lesão cerebral ou concussão (TCE) 

representa a maior causa mundial de mortalidade em indivíduos com até 45 anos 

(WERNER E ENGELHARD, 2007). Entre os traumatismos crânio-encefálicos, que 

recebem cuidados médicos, 80% podem ser classificados como leves, 10% como 

moderados e 10% como graves (BEGHI, 2003). Entre as causas do traumatismo 

estão acidentes de trânsito, mergulho em águas rasas, agressões, quedas e 

projéteis de armas de fogo (WERNER E ENGELHARD, 2007). 

O TCE pode ser dividido em dois estágios: o dano primário, que envolve a 

agressão mecânica propriamente dita, e o dano secundário, que é imposto às 

células em minutos, horas e dias após o trauma. O dano secundário está 

relacionado com o aumento na liberação de neurotransmissores excitatórios, 

disfunções na mitocôndria e na homeostase celular de cálcio, alteração no balanço 

iônico, depleção de ATP, eventos excitotóxicos e estresse oxidativo (POTTS, 2006; 

SAKELARIS et al., 2006; PALMER, 1993).  

Em condições normais, até 2% do oxigênio consumido pela cadeia 

respiratória mitocondrial sofre redução monoeletrônica, principalmente ao nível da 

coenzima Q, levando à produção do radical superóxido, que pode gerar espécies 

reativas de oxigênio como o peróxido de hidrogênio e o radical hidroxil (HALLIWEL & 

GUTTERIDGE, 1989). Nas situações em que a produção de radicais livres (RL) na 

mitocôndria está aumentada ou os mecanismos antioxidantes estão exauridos, o 

acúmulo destas espécies reativas pode levar a alterações irreversíveis nas 

moléculas de DNA, lipídeos e proteínas da membrana, resultando em disfunção 

mitocondrial e morte celular (ANSARI et al., 2004; ANSARI et al., 2006). Neste 

contexto, recentes estudos têm evidenciado que na fase aguda do TCE, a geração 

de radicais livres pode causar instabilidade estrutural de muitos constituintes 

moleculares das células neuronais (SHAO et al., 2006).  

O cérebro é particularmente vulnerável ao estresse oxidativo devido a sua alta 

demanda de oxigênio, intensa produção de radicais livres e altas quantidades de 

metais de transição (como o ferro), que podem catalisar a produção de radicais 

livres (ANSARI et al., 2008). Além disso, as membranas neuronais por serem ricas 
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em ácidos graxos poliinsaturados são importantes locais de reações de peroxidação 

lipídica (ZINK, 2001). Desta forma, uma perda na funcionalidade destas membranas, 

causada pelo aumento na produção de espécies reativas após o TCE pode ter um 

papel crítico nas alterações neurológicas que surgem após a lesão, como a perda de 

memória, os distúrbios de coordenação motora e a epilepsia pós-traumática (BEGHI, 

2003; RINALDI E CONTI, 2003). 

Dentre as diversas proteínas constituintes da membrana neuronal, destaca-se 

a enzima Na+,K+-ATPase, que é particularmente sensível ao estresse oxidativo 

(JAMME et al., 1995; MOREL et al., 1998). Esta enzima é responsável pelo 

equilíbrio eletrolítico celular, pelo controle dos potenciais de repouso e pela 

modulação da liberação e captação de neurotransmissores (STAHL E HARRIS, 

1986; ZHAN et al., 2004).  Segundo Harmony (1968), uma disfunção na atividade da 

enzima Na+,K+-ATPase pode causar oscilações no potencial de membrana, levando 

a despolarizações prolongadas e/ou repetitivas, as quais são características de 

neurônios de indivíduos epiléticos. Além disso, recentes estudos têm evidenciado 

uma significante correlação entre a inibição desta enzima e os déficits cognitivos em 

diversos modelos de doenças neurodegenerativas como doença de Alzheimer e 

Parkinson (KONG et al., 2005; JOVICIĆ  et al., 2008; BAGH, et al., 2008). 

Cabe salientar ainda que, atualmente, poucos tratamentos são 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 exercícios físicos podem apresentar um potencial na prevenção e 

tratamento de danos traumáticos cerebrais (GRIESBACH et al., 2004; 2007), assim 

como em doenças neurodegenerativas (STUMMER et al., 1995; MATSON, 2005; 

MATSON & WAN, 2005; MATSON & MAGNUS, 2006) como a Doença de Parkinson 

(SMITH & ZIGMOND, 2003; CANNING et al., 2009; POTHAKOS et al., 2009) e a 

Doença de Alzheimer (COTMAN & BERCHTOLD, 2002; PÉREZ & CANCELA 

CARREL, 2008). Muitas das alterações que provocam o desenvolvimento dessas 

doenças ocorrem em áreas específicas como córtex cerebral e hipocampo e 

envolvem a ativação de famílias de moléculas neurotróficas 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 



 

 

17

têm mostrado um aumento das concentrações das proteínas neurotróficas e de seus 

fatores de transcrição associado à prática regular de atividade física (YING et al., 

2005; GRIESBACH et al., 2009). O exercício físico aumenta os níveis de proteína e 

ácido dessoxiribonucleico mensageiro (RNAm), do Fator Neurotrófico 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 córtex e 

cerebelo (YING et al., 2003; PATZ & WAHLE, 2004). Adicionalmente, o exercício 

protege os neurônios de vários tipos de insultos (KAO et al., 2009), pois o BDNF 

promove neurogênese em adultos (LEE & SON, 2009) e aumenta a eficácia 

sináptica (TYLER & POZZO-MILLER, 2001; TYLER et al., 2006). É sabido que a 

atividade física aumenta as concentrações de RNAm de NGF e induz o aumento da 

expressão gênica de neurotrofinas, causando neuroproteção à isquemia neuronal 

(DING et al., 2004). O exercício físico pode estar também envolvido na melhoria da 

memória e do aprendizado espacial por modulação da neurogênese no hipocampo 

(DURING E CAO, 2006; FABEL et al., 2003; van PRAAG et al., 1999), redução do 

estresse oxidativo (RADAK et al., 2006; OGONOVSKY et al., 2005) e favorecimento 

da vascularização cerebral (ISAACAS et al., 1992). 

Apesar de estar bem descrito na literatura que a produção excessiva de 

radicais livres e a diminuição ou exaustão do sistema antioxidante são eventos que 

podem levar a diversas alterações neurológicas após o TCE (ANSARI et al., 2008), 

ainda são escassos na literatura os estudos que relacionam, de uma forma direta e 

objetiva o envolvimento da enzima Na+,K+-ATPase, bem como da produção de 

radicais livres nas alterações de ordem psicológica e/ou cognitiva após um trauma 

(SALMOND E SAHAKIAN, 2005; COHEN et al., 2007). 

Considerando que o dano oxidativo a proteínas constituintes da membrana 

neuronal como a Na+,K+-ATPase (LEES, 1991; BOLDYREV et al., 1995) pode ter 

papel crítico em alterações neurológicas que surgem após o TCE (POTS et al., 

2006), é de grande interesse estudar se a alteração na atividade desta enzima após 

o TCE está relacionada com a geração de radicais livres bem como com o déficit 

cognitivo. Além disso, apesar de a literatura mostrar o importante papel exercido 

pela atividade física no tratamento de danos traumáticos cerebrais (BOHANNON, 

1993), ainda não está totalmente compreendido se as adaptações do tecido cerebral 

pelo exercício físico anterior aos traumas, podem exercer efeito profilático 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 influência do TCE, em 

diferentes períodos de tempo, no aprendizado espacial, na geração de radicais livres 

e na atividade da enzima Na+,K+-ATPase. Além disso, este trabalho teve como 

objetivo verificar o possível efeito profilático do exercício físico neste modelo de 

TCE.  

 
 
2.2. Objetivos Específicos 
 
 

 Para um melhor entendimento dos experimentos realizados, convém dividi-

los: 

 
 
Capítulo I 
 
 

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

aprendizado espacial em ratos, um e três meses após o trauma. 

 

2. Avaliar o conteúdo de proteína carbonil e de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) no córtex cerebral de ratos, um e três meses após 

TCE. 

 

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

após o TCE  
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Capítulo II 
 
 

1. Pesquisar o efeito do exercício físico prévio sobre a quantidade de 

proteína carbonil e TBARS no córtex cerebral de ratos após TCE. 

 

2. Verificar se o exercício físico prévio protege contra a diminuição na 

atividade da enzima Na+,K+-ATPase após TCE.  

 

3. Verificar o efeito do TCE e do exercício físico sobre a quantidade e a 

subunidade α da enzima Na+,K+-ATPase em ratos. 

 

4. Pesquisar se existe uma correlação entre a atividade e o conteúdo da 

subunidade α da enzima Na+,K+-ATPase com a quantidade de proteína 

carbonil e a produção de TBARS em ratos sedentários e treinados após 

TCE.  
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

3.1. Traumatismo Crânio Encefálico 
 
 

O Traumatismo Crânio Encefálico (TCE) é um dos maiores eventos 

patológicos da civilização moderna, em pessoas de até 45 anos, e pode promover 

sérios distúrbios neurológicos, ou até o óbito (BEGHI, 2003; LANGLOIS et al, 2003). 

Os pacientes que sobrevivem a esta condição geralmente apresentam 

anormalidades neurológicas, incluindo déficits cognitivos crônicos, como problemas 

de atenção, de aprendizado e memória (COHEN, et al, 2007; SALMOND & 

SAHAKIAN, 2005). Além disso, a severidade do TCE é definida pelo resultado da 

avaliação das funções neurológicas 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 contusão, laceração e hemorragia intracranial ou “dano 

cerebral difuso” que promove – aceleração/desaceleração (CHEN et al., 2004; 

NORTJE E MENON, 2004; MARSHALL, 2000). O TCE também pode ser dividido em 

dois estágios: o “dano primário”, que envolve a agressão mecânica propriamente 

dita, e o “dano secundário”, que é imposto às células após minutos, horas ou dias e 

está relacionado com o aumento na liberação de neurotransmissores excitatórios, 

disfunções na mitocôndria, homeostase celular de cálcio, desbalanço iônico, 

depleção de ATP, cascata de eventos excitotóxicos e estresse oxidativo (POTTS, 

2006; SAKELARIS et al., 2006; PALMER, 1993). 
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3.1.1 Fisiopatologia específica do TCE 

 

 

3.1.1.1 Fluxo sanguíneo cerebral 

 

 

Pesquisas mostram que isquemia cerebral focal ou global ocorre 

frequentemente após o TCE e sua presença está associada a danos neurológicos 

muito significativos como morte ou estado vegetativo (BOUMA et al., 1998; COLE et 

al., 2004; INOUE et al., 2005; OVERGAARD E TWEED, 1983). 

 

 
Figura 1 – Escala de Coma de Glasgow 

 

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

estresse metabólico e perturbações iônicas e a segunda faz com que o tecido 

cerebral sofra danos estruturais de células neuronais, astrócitos e micróglia e danos 
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nas células endoteliais e micro vascularização cerebral (BRAMLETT e DIETRICH, 

2004; IOUNE et al., 2005; OVERGAARD E TWEED, 1983). Desta forma, enquanto o 

fluxo sangüíneo cerebral médio em adultos jovens é de 54ml/100g/min, um paciente 

com TCE pode desenvolver danos teciduais irreversíveis com 15ml/100g/min. Em 

pacientes com isquemia o limiar é de 5 a 8,5ml/100g/min. (CUNNINGHAM et al., 

2005).  

 

 

 

 
Figura 2 – Tipos de causas de TCE. 

 

3.1.1.2 Auto-regulação cerebrovascular e reatividade ao dióxido de carbono (CO2) 

 

 

Um dos mecanismos que fornecem, em qualquer tempo, uma irrigação 

cerebral adequada é a auto-regulação cerebrovascular, responsável pela dilatação 

ou constrição cerebrovascular em resposta ao aumento ou diminuição na pressão de 

perfusão cerebral (WERNER & ENGELHARD, 2007). 
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A pressão de perfusão cerebral pode ser diminuída ou abolida em muitos 

pacientes, mas pode estar presente imediatamente após o trauma, ou com o passar 

tempo, pode haver uma falha na irrigação 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 responsável pela irrigação cerebral é a reatividade ao CO2 

(como a dilatação ou constrição cerebrovascular em resposta à hipo ou hipercapnia), 

que parece ser um fenômeno mais robusto, apesar de estar diminuída nos primeiros 

estágios após o trauma (WERNER E ENGELHARD, 2007). 
 

 

3.1.1.3 Vasoespasmo cerebral 

 

 

O vasoespasmo cerebral ocorre em mais de um  terço 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 despolarização crônica da 

musculatura lisa através da redução da atividade dos canais de potássio (SOBEY, 

2001), liberação de endotelina com a redução de óxido nítrico (ZUCCARELO et al., 

1998), depleção do GMP cíclico da musculatura vascular lisa (TODO et al., 1998), 

potenciação de vasoconstrição induzida por prostaglandinas (ARMSTEAD, 2006) e 

formação de radicais livres (DeWITT e PROUGH, 2003; McLAUGHLIN e MARION, 

1996). 

 

 

3.1.1.4 Oxigenação cerebral 

 

 

Uma das características do TCE é um desbalanço entre o transporte e o 

consumo de oxigênio, que pode acontecer por vários mecanismos, entretanto a 

hipóxia é o resultado final mais comumente descrito (WERNER e ENGELHARD, 

2007). Um limite de 15 a 10 mm Hg é freqüentemente associado com o infarto 
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tecidual neuronal em pacientes com TCE (JOHNSTON et al., 2005; ROSE et al., 

2006). Entretanto, a ocorrência de danos teciduais pela privação de oxigênio é 

possível mesmo com a pressão intracraniana e a pressão de perfusão cerebral 

normais (STIEFEL et al., 2006). 

 

 

3.1.1.5 Disfunção metabólica cerebral 

 

 

 Após o TCE, há uma redução considerável 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 está diretamente relacionado 

com a severidade do dano primário e indica o tipo de resultado que o paciente 

poderá mostrar (WU et al., 2004). Esta redução leva a uma disfunção na mitocôndria 

com diminuição na taxa respiratória e na produção de ATP e aumento na 

concentração de íons cálcio no interior da mitocôndria (TAVAZZI et al., 2005; 

VERWEIJ et al., 2000). 

 

 

3.1.1.6 Inflamação  

 

 

Respostas teciduais inflamatórias e imunológicas complexas são induzidas 

pelo TCE, similares às que ocorrem no dano isquêmico. Tanto o dano primário 

quanto o secundário ativam a liberação de mediadores celulares que incluem 

citosinas, prostaglandinas e radicais livres (GOPCEVIC et al., 2007). Leucócitos 

polimorfonucleados se aderem à membrana endotelial falha como mediadores de 

moléculas de adesão, que penetram junto com macrófagos e células T (ZHANG et 

al., 2006). As principais citocinas liberadas são a interleucina 1β (IL-1β), o fator de 

necrose tumoral α (TNFα), 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 vários tipos celulares, incluindo neutrófilos, células endoteliais, 

astrócitos e células da micróglia. A liberação de IL-8 é estimulada por outras 
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citocinas, como a IL-1, além de fatores como a hipóxia, a isquemia e a reperfusão 

(mecanismos básicos do estresse oxidativo pós-traumático). Estudos em humanos 

também sugerem que os níveis plasmáticos de IL-8 podem ser parâmetros preditivos 

de mortalidade em TCE grave isolado (MUSSACK et al., 2002; GOPCEVIC et al., 

2007). Já a ativação dos astrócitos e da micróglia, logo após o trauma, promove a 

liberação de IL-1β e TNFα, levando a uma liberação  adicional de citocinas e à 

produção de mediadores do sistema imune periférico. Estudos clínicos têm 

demonstrado níveis elevados de TNFα em pacientes com TCE (FINFER & COHEN, 

2001; CRESPO et al., 2007). Em relação a IL-6, há descrições de níveis elevados no 

plasma e no líquor após o TCE (FINFER & COHEN, 2001). Além disso, a IL-6, por 

estimular a secreção de vasopressina, pode estar envolvida na patogênese da 

síndrome da secreção inapropriada de hormônio antidiurético (ADH - antidiuretic 

hormone) após o TCE. (BONDANELLI et al., 2005) 

  

 

3.1.1.7 Edema 

 

 

 O edema ocorre freqüentemente após o TCE e a sua classificação está 

relacionada com o dano estrutural ou água e desbalanço osmótico induzido pelos 

danos primário e secundário (WERNER e ENGELHARD, 2007). A interrupção 

mecânica, ou ainda os danos na camada endotelial dos vasos cerebrais (barreira 

hemato-encefálica), classifica o “edema vasogênico cerebral”, no qual observa-se 

um fluxo de íons e proteína para o meio intersticial causando acúmulo de água e 

aumentando, anatomicamente, o volume do espaço extracelular (DeWITT et al., 

2003; UTERBERG et al., 2004). Já no “edema citotóxico cerebral”, existe acúmulo 

de água no espaço intracelular de neurônios, astrócitos e micróglia e perturbação da 

parede endotelial vascular, gerando aumento da permeabilidade de íons e falha nas 

bombas iônicas, em conseqüência da depleção energética. (STIEFEL et al., 2005; 

UNTERBERG et al., 2004). Tanto o edema vasogênico quanto o citotóxico, que 

parece ser mais freqüente, estão relacionados com aumento na pressão 

intracraniana e eventos isquêmicos secundários (MARMAROU, A.; et al., 2000, 

MARMAROU, A.; et al., 2006). 



 

 

28

3.1.1.8 Necrose e apoptose 

 

 

 Evidências crescentes têm 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, é evidente após o TCE, pois ocorre em resposta a 

um dano mecânico severo ou mesmo a um dano tecidual após hipóxia ou isquemia, 

que tem como conseqüência a liberação excessiva de neurotransmissores 

excitatórios e falha no metabolismo celular. Já a apoptose ocorre horas após o 

trauma. Neurônios que sofrem apoptose estão, em um período pós traumático curto, 

morfologicamente normais e com sua produção de ATP e potenciais de membrana 

regulares. O processo de apoptose requer gasto energético e ocorre por ativação e 

desativação de caspases (CHOI, 1996; ELDADAH e FADEN, 2000). 

 

 

3.1.1.9 Excitotoxicidade e estresse oxidativo 

 

 

 A excitoxicidade é um ponto importante após TCE na medida em que existe 

uma grande e rápida liberação de neurotransmissores excitatórios, particularmente o 

glutamato, após o trauma (BULLOCK et al., 1998; ROBERTSON et al., 2001). Um 

aumento na quantidade de neurotransmissores excitotóxicos e/ou uma diminuição 

na quantidade de neurotransmissores inibitórios após um TCE resulta em uma 

grande estimulação dos receptores ionotrópicos e metabotrópicos com conseqüente 

fluxo aumentado de íons cálcio, sódio e potássio (FLOYD et al., 2005; YI e HAZEL, 

2006). 

Os íons cálcio são os maiores sinalizadores em neurônios e uma pequena 

elevação na sua concentração intracelular livre é suficiente para uma função 

cerebral normal como na transmissão sináptica e no aprendizado e na memória. 

Entretanto, a elevação por tempo maior que o necessário para estas atividades 

fisiológicas está ligada a produção de radicais livres e morte celular 

(SCHWARZBACG et al., 2006) e também a problemas de memória com o aumento 

da idade (RAZA et al., 2007; TONKIKH et al., 2006). A produção excessiva de 

espécies reativas de oxigênio (ERO) e, conseqüentemente a diminuição ou exaustão 
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do sistema antioxidante endógeno são eventos que levam a morte neuronal após o 

TCE. Além disso, proteínas que apresentam resíduos de aminoácidos histidina, 

arginina e lisina, são os alvos imediatos do estresse oxidativo causados pelas EROs 

(DEAN et al., 1997). Neste contexto, recentes estudos têm evidenciado uma 

significativa correlação entre a carbonilação protéica (DEAN et al., 1997) e a 

diminuição da funcionalidade de enzimas presentes na célula, como Na+,K+-ATPase 

(DALLE-DONNE et al., 2003) sugerindo que mudanças oxidativas desta enzima 

podem fazer com que as suas moléculas percam a habilidade de interação e, com 

isso, diminuam sua taxa de hidrólise. 

 
 
3.2. Estresse oxidativo 
 

 

3.2.1. Radicais livres e espécies reativas 

 

 

 Do ponto de vista químico, um radical livre é definido como qualquer átomo, 

grupo de átomos 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 aeróbicos os produtos do metabolismo de carboidratos, 

gorduras e proteínas são armazenados para posterior oxidação no Ciclo de Krebs e 

na Cadeia de Transporte de elétrons para a formação do ATP (POWERS E 

HOWLEY, 2000). Ao final deste processo que ocorre na mitocôndria, a citocromo 

oxidase promove a redução completa de uma molécula de oxigênio (O2), junto com 

quatro elétrons e quatro hidrgênios (H+) em água. 

 

O2 + 4H++4e- 2H2O 

 
O oxigênio utilizado na cadeia de transporte de elétrons representa de 95 a 

98% do processado pela mitocôndria, onde o restante (5 a 2%) é 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, intermediários altamente reativos – as espécies 

reativas de oxigênio, que constituem os radicais livres (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 1989). A molécula de oxigênio é, em conseqüência de sua 

configuração eletrônica, um receptor universal de elétrons formando, com isso, 

intermediários tóxicos reativos (MENEGHINI, 1978) como o radical superóxido (O2
-) 

e o radical hidroxil (-OH●), classificados como RL, pois possuem elétrons 

desemparelhados, e o peróxido de hidrogênio (H2O2), que é classificado como 

Espécie Reativa de Oxigênio (ERO), pois não possui este desemparelhamento 

(FISHER, 1987). 

Essas EROs têm meia-vida curta e têm uma forte tendência para estabilizar 

sua órbita externa captando um elétron de outro átomo ou molécula, que por sua vez 

se torna uma molécula radicalar. Um elétron desemparelhado pode se associar com 

átomos isolados (hidrogênio ou íons metálicos) ou ainda com moléculas (açúcares, 

lipídios, proteínas e DNA) o que resulta em um processo de relevância biológica, 

uma vez que promove alterações estruturais importantes (HALLIWELL, 1987; 

SLATER, 1984). Os RL participam como componentes fundamentais em muitas 

doenças, o que mostra o grande dano oxidativo causado por eles (HALLIWEL, 

1987). 

O primeiro intermediário formado a partir da redução incompleta do oxigênio 

molecular para a formação de água é o radical superóxido, o qual é pouco reativo, 

entretanto possui uma grande capacidade de geração de radicais secundários 

altamente tóxicos (GRISHAM et al., 1986; HALLIWEL e GUTTERIDGE, 1990; 

MCCORD et al, 1985; WALKER et al., 1987). 

 

O2
 + e-  O2

●- 

 

A partir deste elemento podem se formar outras espécies ativas de oxigênio, 

como o peróxido de hidrogênio (H2O2) o e radical hidroxil (OH●) (ESTERBAUER et 

al., 1986; PRYOR, 1984). O H2O2 é gerado a partir do superóxido por meio de 

dismutação, sendo esta reação catalisada pela enzima superóxido dismutase (SOD) 

(PAL YU, 1994). 

 

2 O2
●- +2 H+              H2O2 
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 Quando o H2O2 recebe mais um elétron e um íon hidrogênio, é formado o 

radical hidroxil, que é o mais reativo dos intermediários, pois pode reagir e alterar 

qualquer estrutura celular que esteja próxima e, assim, influenciar enzimas, 

membranas ou ácidos nucléicos (HEUNKS, 1999). Este radical pode ser formado 

pela reação do H2O2 com íons cobre ou ferro pela chamada reação de Fenton. 

 

Fe++ + O2 <————> Fe+++ + O2
-● 

2 O2
-• + 2H+ ————> O2 + H2O2 

Fe++ + H2O2 ————> Fe++++ OH- + OH ● 

 

 Os metais de transição podem catalisar a reação entre o H2O2 e O2
●-, levando 

à produção de radical hidroxil. Esta é conhecida como reação de Haber-Weiss, e 

catalisada pelo cobre ou ferro, que pode ser oriundo da ferritina, hemoglobina ou 

mioglobina (WERNS & LUCHESI, 1990). 

 

Fe+++ + O2
-• ————> Fe++ + O2 

Fe++ + H2O2 ————> Fe+++ + OH- + OH• 

O2
-• + H2O2 ————> O2 + OH- + OH• 

 

 Além das EROs, existem também as Espécies Reativas do Nitrogênio (ERN), 

que são formadas tanto na mitocôndria, quanto no citosol, sendo que as mais 

representativas são o óxido nítrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO-). Por ação da 

enzima óxido nítrico sintase (NOS), presente no citosol e na mitocôndria, o NO é 

gerado a partir da arginina (RIOBO et al., 2002). Este radical é essencial para 

vasorregulação, agregação plaquetária e neurotransmissão, mas em excesso inibe a 

citocromo-c oxidase levando à conseqüente formação de O2
- (FORFIA et al., 1999). 

Entretanto, o ONOO- é formado a partir de uma reação controlada entre NO e O2
- 

(RADI et al., 1994) e ele pode se difundir para o meio intra ou extracelular, e então 

promover a oxidação de lipídios, proteínas e DNA (BECKMAN et al., 1996). Além 

disso, o ONOO- pode inibir a cadeia respiratória, levando a morte neuronal e 

produzir íons nitrônio, que são capazes de nitrificar resíduos de tirosina (BECKMAN 

et al., 1996). Ambas ERO e ERN são espécies necessárias para um bom 

funcionamento do organismo, entretanto, quando são produzidas em excesso ou 
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quando as defesas antioxidantes estão diminuídas, pode ocorrer dano celular, 

devido ao estresse oxidativo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fgura 3 - Dano oxidativo às macromoléculas biológicas (Torres, 2003). 

 

 Além da mitocôndria, existem outras rotas bioquímicas na célula que também 

geram a produção de espécies reativas como a -oxidação (GODIN & WOHAIEB, 

1988), oxidação de amino ácidos, ativação do citocromo P-450 e a degradação da 

xantina à ácido úrico (YU, 1994; CHANCE et al., 1979). 

 

3.2.2 Defesas antioxidantes 
 

 

Em situações fisiológicas normais, o metabolismo forma EROs, 

continuamente, devido a característica reativa do oxigênio. Para combater os seus 

efeitos nocivos, todas as células possuem mecanismos de defesa antioxidante 

(HALLWELL e GUTTERIDGE, 1999), os quais são classificados em “enzimáticos”, 

formados pelas enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa 

peroxidase (GPX) e “não-enzimáticos”, que por serem exógenos necessitam ser 

absorvidos pela alimentação e são divididos em vitaminas lipossolúveis (A, E e β-

caroteno), vitaminas hidrossolúveis (C e do complexo B), os oligoelementos (zinco, 

cobre, selênio, magnésio) e os flavonóides (derivados de plantas). 
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Componentes 
(localização na célula) 

Nutrientes envolvidos Função 

SOD 

(citosol) 
Cobre e zinco 

Enzima que converte 

superóxido à peróxido de 

hidrogênio. 

SDO 

(mitocôndria) 
Manganês e zinco 

Enzima que converte 

superóxido à peróxido de 

hidrogênio. 

GPX 

(citosol) 
Selênio 

Enzima que converte 

peróxido de hidrogênio em 

água. 

CAT 

(citosol) 
Ferro 

Enzima que converte 

peróxido de hidrogênio em 

água. 

Ac. Ascórbico 

(citosol) 
Vitamina C 

Reage com vários tipos de 

RL. 

Α - Tocoferol Vitamina E 

Quebra a reação me 

cadeia de peroxidação de 

ácidos graxos. 

β – caroteno β – caroteno 

Evita a reação em cadeia 

da peroxidação de ácidos 

graxos. 
 

Tabela 1 – Antioxidantes, nutrientes e funções. 

 

 

3.2.3 Marcadores de estresse oxidativo 

 

 

3.2.3.1 Oxidação de proteínas 

 

 

As proteínas, particularmente os resíduos de aminoácidos histidina, arginina e 

lisina, são os alvos imediatos do estresse oxidativo causados pelas EROs e, como 
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conseqüência, surgem danos à estrutura protéica levando a alterações na sua 

atividade biológica. No caso de enzimas, pode ocorrer modificação na atividade 

catalítica, bem como prejuízo no transporte ativo através das membranas celulares e 

com isso citólise (DEAN et al., 1997). 

A formação da proteína carbonil parece ser um fenômeno comum durante a 

oxidação, e sua quantificação pode ser usada para medir a extensão do dano 

oxidativo (BERLETT & STADMAN, 1997; BEAL, 2003; DALLE-DONNE et al., 2003). 

O conteúdo de grupos carbonil (>C–O) nas proteínas pode ser medido após a 

reação deste grupo com 2,4-dinitrofenilhidrazina (PRATICÒ & DELANTY, 2000) para 

formar 2,4-dinitrofenilhidrazona, que pode ser detectada e quantificada por 

espectrofotometria ou por ensaios imunoquímicos (LEVINE, 2002). Segundo o 

mesmo autor, a origem e a progressão de várias doenças estão ligadas a 

modificações oxidativas das proteínas por EROs, o que  implica na etiologia ou 

progressão de várias doenças (LEVINE, 2002) e de acordo com Dean et al. (1997), 

o estresse oxidativo induz à Carbonilação protéica. 
 

 

3.2.3.2 Peroxidação lipídica 

 

 

A lipoperoxidação é um processo fisiológico contínuo que ocorre nas 

membranas celulares (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989), uma vez que os ácidos 

graxos poliinsaturados são alvos destas espécies e, durante o estresse oxidativo são 

atacados levando a uma cadeia de reações químicas chamadas peroxidação lipídica 

(URSO e CLARKSON, 2003). 

A membrana plasmática é um alvo importante dos radicais livres e em 

decorrência da peroxidação lipídica ocorrem alterações na sua estrutura e na sua 

permeabilidade. Como conseqüência, há perda da seletividade na troca iônica e 

conseqüente liberação do conteúdo de organelas, como por exemplo das enzimas 

hidrolíticas dos lisossomas, além da formação de produtos citotóxicos, culminando 

com a morte celular (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). 

O radical hidroxil (OH.) é freqüentemente reconhecido como a espécie 

iniciadora e a mais importante da lipoperoxidação. Entretanto, a peroxidação lipídica 

pode ser iniciada por qualquer radical primário que tenha suficiente reatividade para 
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extrair um átomo de hidrogênio de um grupo metileno do ácido graxo poliinsaturado. 

Além disso, estudos indicam que o ferro também desempenha papel determinante 

na iniciação deste processo, sendo necessária uma relação equimolar Fe3+: Fe2+ no 

meio (FERREIRA & MATSUBARA 1997). 

A peroxidação lipídica produz aldeídos, gases hidrocarbonados e vários 

resíduos químicos, como o malondialdeído (MDA), dienos conjugados e 4-

hidroxinonenal (PUNCHARD & KELLY, 1996).  Desta forma, esta reação pode ser 

estimada pela medida de seus produtos, especialmente o MDA, e é utilizada para 

medir indiretamente a produção de RL através de HPLC, espectrofotometria ou 

espectrofluorescência (HALLIWELL e CHIRICO, 1993; HAN et al., 2000). A maioria 

dos estudos tem utilizado a técnica de quantificação das Espécies Reativas ao Ácido 

Tiobarbitúrico (TBARS) como medida indireta de liperoxidação (FIGHERA et al., 

2003; MALFATTI et al., 2003; MARISCO et al., 2003; ROYES et al., 2003). A 

quantificação de TBARS é um método que mede a lipoperoxidação pela reação do 

ácido tiobarbitúrico com o MDA que é um biomarcador de estresse oxidativo, e é um 

dos últimos produtos liberados no processo de lipoperoxidação causando dano 

celular. Estudos recentes demonstram que a lipoperoxidação está envolvida com 

alterações na atividade da enzima Na+, K+-ATPase (MOREL et al., 1998; JAIN & 

LIM, 2001; KAUR et al., 2001). 

De acordo com Meerson (1982), a lipoperoxidação pode causar alguns efeitos 

sobre a membrana como o aumento ou diminuição da atividade das enzimas, canais 

iônicos ou receptores ligados a ela por meio de mudanças no microambiente lipídico, 

alteração da permeabilidade nos canais da membrana, inclusive com a formação de 

novos canais, inativação irreversível de proteínas e fosfolipídios através de ligações 

cruzadas e perda das propriedades funcionais pela oxidação de grupos – SH nos 

sítios ativos. 

 Estudos indicam que o estresse oxidativo gerado pelo traumatismo crânio-

encefálico está ligado à peroxidação lipídica (HALL et al., 2004; INCI et al., 1998; 

TYURIN et al., 2000) e com níveis de TBARS significativamente elevados entre 3 a 

96 horas após o TCE e com picos entre 12 e 72 horas (ANSARI et al., 2008; SHAO 

et al., 2006). 
 

 

 
 



 

 

36

3.3 Enzima Na+, K+-ATPase 

 

 

 Muitos processos considerados fundamentais para o funcionamento das 

células como a geração do potencial de membrana, contração celular ou remoção 

de íons tóxicos do seu interior são realizados pelas ATPases do tipo P. Essas 

enzimas são proteínas integrais de membrana, com muitos domínios 

transmembrana e com massa molecular variando entre 70 a 150 kDa. A família das 

ATPases do tipo P são divididas em cinco sub-grupos (I a V) e a Na+, K+-ATPase faz 

parte do sub-grupo II, apresentando um estado intermediário fosforilado. As enzimas 

pertencentes a este subgrupo são responsáveis pela formação e manutenção do 

potencial de membrana nas células animais e vegetais, e também, pelo transporte 

secundário de açúcar, aminoácidos, pequenas moléculas e íons (JORGENSEN, 

1982; KÜHLBRANDT, 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 presença de Na+ e K+, além 

de Mg2+ (GUYTON e HALL, 1997; STRYER, 1996). A contínua operação desta 

enzima consome um terço do ATP produzido por um animal em repouso 

(JORGENSEN, 1996; LEHNINGER et al., 2006; STRYER, 1996). 
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3.3.1 Características estruturais da enzima Na+, K+-ATPase 

 

 

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

subunidades ligadas não - covalentemente – “” e “” (CORNELIUS, 1991) e uma 

pequena subunidade “”. 

A subunidade catalítica da enzima é a subunidade “α”, que possui dez 

domínios transmembrana (M1 – M10), com sítios de ligação para Na+, K+, Mg2+, ATP 

e para seu inibidor específico, a ouabaína, e ainda domínios citoplasmáticos de 

ligação de nucleotídeos (N) – onde se liga o ATP, além dos domínios de fosforilação 

(P), localizados entre os segmentos transmembranares M4 e M5, e do atuador (A), 

formado pela porção N-terminal da cadeia e uma inserção entre os segmentos 

transmembranares M2 e M3 (GUYNN et al., 2002; KAWAKAMI et al., 1985). Sabe-se 

também que os sítios de ligação de Na+ e K+ se encontram na região 

transmembranar e os sítios catalíticos na porção citoplasmática (JORGENSEN et al, 

2003). 

A subunidade “” é uma glicoproteína integral, possuindo apenas um 

segmento transmembrana e a sua importância está relacionada à formação e 

maturação da holoenzima, translocação e inclusão da enzima à membrana, 

regulação conformacional e na atividade da subunidade “”, 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 “” 

é um pequeno polipeptídio denominado “componente proteolítico” e parece não ser 

essencial para a maturação estrutural ou funcional da enzima Na+, K+-ATPase. Este 

polipeptídio faz parte da família de proteínas FXDY, que possuem baixo peso 

molecular (~10 kDa) e um domínio transmembrana e regulam a atividade desta 

enzima no coração, músculo esquelético e a subunidade “” parece regular a enzima 

no rim e pode estar envolvida no sítio de ligação da ouabaína (KÜHLBRANDT et al., 

2004). 
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Figura 4 – Fases da troca de Na+ e K+ 

 

 

3.3.2 Características funcionais da enzima Na+, K+-ATPase 

 

 

 De acordo com Skou (1988), as funções fisiológicas da enzima Na+, K+-

ATPase são de manutenção do controle do gradiente de Na+ e K+, gerando o 
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potencial de repouso, manutenção de altas concentrações de K+ intracelular, 

responsáveis por reações celulares como a glicólise, regulação osmótica e 

transporte ativo de outras substâncias como açúcares, aminoácidos, íons cloro e 

contenção do transporte de íons cálcio e prótons hidrogênio. 

A Na+, K+-ATPase possui dois estados conformacionais: E1 e E2, que 

caracterizam as enzimas do tipo P e, segundo a reação de Albert - Post, em um 

deles se dá a hidrólise do ATP (CHOW e FORTE, 1995; HORISBERG et al., 1991). 

Segundo Jorgensen (2003), os mecanismos de transporte iônico se dão pela ligação 

de três íons Na+ em sítios de ligação com alta afinidade para este íon na porção 

citoplasmática da enzima e com fosforilação dependente de Na+ e oclusão dos íons 

ligados. Com isso, acontece uma transição conformacional (E1 para E2) e transporte 

dos íons Na+ para a região extracelular. Logo após esta transição, a enzima perde a 

afinidade com o Na+ e acontece uma ligação de dois íons K+ em sítios de alta 

afinidade para este íon, agora orientados para a região extracelular. Com a 

desfosforilação ativada por K+ e oclusão destes íons ocorre outra transição 

conformacional (E2 para E1) e transporte dos íons K+ para a região intracelular. 

O estado de fosforilação da enzima Na+, K+-ATPase, pode ser regulado por  

substâncias endógenas como a ouabaína, neurotransmissores como a dopamina 

(inibidor) e norepinefrina (estimulador) e hormônios como a insulina, além do ATP, 

(YU, 2003), além de agentes que ativam a proteína quinase G, como o GMPc e NO. 

Por outro lado, há evidência que a proteína Quinase C (PKC) ative a Na+, K+-

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

 

 

3.3.3 Na+, K+-ATPase e doenças do sistema nervoso central 

 

 

 Da mesma forma que a enzima Na+, K+-ATPase é responsável pelo potencial 

de repouso da membrana, propagação do impulso nervoso e outras atividades 

importantes, uma falha em seu funcionamento pode ocasionar um aumento ou 

diminuição da excitabilidade neuronal (GRISAR, 1984). Segundo Harmony (1968), 

danos na permeabilidade da membrana neuronal por falha no funcionamento do 

sistema de transporte de cátions através da mesma, podem causar oscilações no 

potencial de membrana com despolarizações prolongadas ou disparos neuronais 
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repetitivos, características exibidas por neurônios de indivíduos 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 têm sugerido que a propagação de ondas de 

despolarização (GRISAR et al., 1984) em córtex epilético pode ser conseqüência de 

uma falha na remoção do K+ do espaço extracelular devido a uma diminuição na 

atividade da enzima Na+, K+-ATPase (FISHER et al., 1976). Cabe salientar que a 

atividade da Na+,K+-ATPase também é relevante não só para o estudo da epilepsia, 

mas também para outras patologias, onde mecanismos moleculares como níveis 

elevados de prostaglandinas E2 (PGE2) e o acúmulo de proteína beta-amilóide estão 

evolvidos na diminuição da atividade da Na+,K+-ATPase na doença de Alzheimer 

(HATORI et al., 1998; TOWNSEND e PRATICO, 2005; DICKEY et al., 2005). 

Contudo, uma falência neuronal via deficiência de ATP, bem como a geração de 

ERO pode também acarretar em uma inibição da síntese protéica e conseqüente 

diminuição da atividade da enzima (SANDERS et al., 1970). Estudos com modelos 

experimentais de Alzheimer têm evidenciado uma diminuição de 30% na expressão 

da subunidade catalítica α da enzima Na+,K+-ATPase no hipocampo. Além disso, 

células alveolares submetidas a situações de hipoxia apresentam uma diminuição na 

quantidade de subunidade catalítica bem como na atividade da enzima Na+, K+-

ATPase através de processos endocitóticos desencadeados por ERO (DADA et al., 

2003).  

  

 

3.4 Memória 
 

 

 A capacidade de armazenar informações que possam ser recuperadas e 

utilizadas posteriormente é chamada de memória (LENT, 2004). “Eu sou quem sou, 

cada um é quem é, porque todos lembramo-nos de coisas que nos são próprias e 

exclusivas, e não pertence a mais ninguém” (IZQUIERDO, 2002). As nossas 

memórias fazem com que cada ser humano ou animal seja um ser único, um 

indivíduo. “...somos aquilo que recordamos, literalmente. Não podemos fazer aquilo 
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que não sabemos como fazer, nem comunicar nada que desconheçamos, isto é, 

nada que não esteja na nossa memória...” (IZQUIERDO, 2002). 

 A memória mantém tudo aquilo que se aprende ou se experimenta durante a 

vida, pois não se nasce com as informações no cérebro, elas são adquiridas e 

acumuladas na mente: nomes, rostos, lugares, informações (LENT, 2004; SQUIRE e 

KANDEL, 2003) 

 Desta maneira, conforme o filósofo grego Aristóteles (384 – 322 a.C.) “todo 

homem, por natureza, quer saber”, temos a curiosidade de descobrir como a 

memória se forma, e se mantém, em uma oportunidade única de prolongar a 

individualidade humana. Já Abel e Lattal (2001) descrevem três fazes para a 

memória: a “aquisição” ou aprendizagem, a “consolidação”, onde armazena-se a 

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

 

 

3.4.1 Tipos de memórias 

 

 

 De acordo com Bear et al (2006), a aquisição de novas informações ou novos 

conhecimentos é chamada aprendizado e a retenção desta informação aprendida 

chama-se memória. Muitas pesquisas são feitas sobre memória e aprendizado e, 

uma classificação dos tipos de memória pode ser feita quanto ao conteúdo e o 

tempo de duração. 

 Quanto ao seu conteúdo, a memória pode ser “declarativa”, que é aquela 

sobre fatos e eventos, que consegue-se verbalizar e estão disponíveis para 

evocação consciente. São fáceis de formar, mas também fáceis de esquecer e 

requerem o lobo temporal e o hipocampo; ou como “não-declarativa” (também 

chamada de “memória implícita”), pois resulta da experiência (habilidades, hábitos e 

comportamentos) e envolve a amígdala, gânglios da base e cerebelo. Prática e 

repetição são necessárias para a sua formação e, por isso, há uma menor 

probabilidade de ser perdida (ALBRIGHT et al., 2000; LEES e JONES, 2000). 

 A memória declarativa é classificada quanto ao seu tempo de duração: 

* “Memória imediata”, também chamada de “memória de trabalho”, para uso 

em curto espaço de tempo. Não forma “arquivos” e depende da atividade elétrica do 

córtex pré-frontal. 
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* Memória de curta duração (ou “curto prazo”) aquela que dura apenas 

minutos a poucas horas, mas é muito sensível a perturbações e pode ser eliminada 

por traumatismo craniano ou processo convulsivo, os quais não afetam as memórias 

de longa duração. Formam “traços” de memória. 

* “Memória de longa duração” é aquela que pode ser evocada após dias, 

meses ou anos da armazenagem e também forma “traços” de memórias, ou seja, 

persiste por muito tempo. 

As memórias de curta e longa duração requerem as mesmas estruturas 

nervosas, mas envolvem mecanismos diferentes (IZQUIERDO et al., 1998). Neste 

contexto, o chamado “traço de memória” é aquele período em que ocorre a 

consolidação da informação, que corresponde a algumas horas após o aprendizado 

na memória de longa duração, onde a memória é sensível a vários tratamentos, 

como fármacos ou drogas de abuso, ou mesmo traumatismo craniano (IZQUIERDO, 

2002; SQUIRE e KANDEL, 2003). 

 

 

3.4.2 Formação da memória 

 

 

 Com relação ao tipo de memória, evidências mostram que existem diferentes 

processos bioquímicos envolvidos na formação da memória de um fato 

(aprendizado) e a evocação (lembrança) (ABEL e LATTAL, 2001; IZQUIERDO, 

2002). Além disso, a expressão gênica, síntese protéica e ativação de várias vias 

metabólicas estão relacionadas com a formação da memória de longa duração – 

não existe expressão gênica nem síntese protéica na formação da memória de curta 

duração (ABEL e KANDEL, 1998; MAYFORD e KANDEL, 1999; ALBRIGHT et al., 

2000; CAMMAROTA et al., 2000; KANDEL, 2001; IZQUIERDO, 2004). O aumento 

desta síntese é conseqüência de outras alterações cerebrais, fazendo parte das 

muitas modificações observadas durante o processo de formação da memória. 

Porém, anterior à síntese proteica, ocorrem alterações na liberação de 

neurotransmissores e na comunicação entre neurônios no hipocampo, córtex 

cerebral e outras estruturas (McGAUGH, 2000; McGAUGH e IZQUIERDO, 2000). O 

glutamato é um dos principais neurotransmissores envolvidos na formação da 

memória, que se liga a receptores específicos (NMDA, AMPA, Cainato e 
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glutamatérgicos metabotrópicos), localizados no neurônio alvo (o que recebe a 

informação). Na ligação com estes receptores, acontecem alterações neuronais 

ativando canais iônicos e mecanismos intracelulares, através de enzimas, que 

resultam na síntese de proteínas e aumentando a efetividade da transmissão de 

informações, que chamamos de plasticidade sináptica, 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 aquisição, consolidação e evocação da 

memória é o hipocampo, situado medialmente ao ventrículo lateral. Abaixo do dele, 

se localizam três regiões importantes, o córtex entorrinal, o córtex perirrinal e o 

córtex 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 informações acessam no hipocampo através do córtex entorrinal, que 

envia essas informações ao hipocampo pela “via perforante” (feixe de axônios) que 

estabelece sinapses com neurônios do giro denteado (PAXINOS e WATSON, 1986). 

Os axônios destes neurônios são chamados de fibras musgosas e estabelecem 

sinapses em células CA3. Estas se ramificam e o ramo colateral de Schaffer forma 

sinapses excitatórias em neurônios da CA1 (LORENTE de NÓ, 1934) e transmitida a 

partir desta, em conjunto com outras áreas formando uma saída de informação pré-

processada no hipocampo (PAXINSO e WATSON, 1986). Em conjunto com suas 

conexões, o hipocampo parece ser de grande importância para a aquisição, 

consolidação e evocação da memória (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 Memória espacial 

 

 

 A habilidade para armazenar, codificar e recuperar informações sobre 

localizações espaciais, configurações ou rotas é característica da memória espacial 

que permite lembrar a localização 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 memória espacial. 

 Existem três teorias que tentam explicar a formação de uma representação 

mental da memória espacial, as quais consideram a noção de um sistema com 

componentes múltiplos. 

 

 

3.4.4.1 Teoria do mapeamento cognitivo 

 

 

 De acordo com Burgess et al. (2002), o hipocampo possui a capacidade de 

codificar relações espaciais na forma de um mapa cognitivo alocêntrico (centrado no 

mundo) significando uma representação formada com base em informações sobre a 

localização absoluta em nosso ambiente (distância e direção) independente do 

observador. 

 

 

3.4.4.2 Teoria da memória operacional 

 

 

 De uma maneira diferente, a teoria de Olton (1979) considera que o 

hipocampo não é especializado na memória espacial, mas em um processo que 

consiste em manter e manipular informações ao presente momento ou contexto 

(ABRAHAMS et al., 1997) e que o déficit de memória ocorreria porque a localização 

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

 

 

 De acordo com Eichenbaum (2002), o hipocampo direito forma estratégias de 

ligação, captando características individuais diferentes da informação em nosso 

ambiente. As distintas características de uma cena ou de um objeto seriam 

processadas por meio de vias diferentes do cérebro, mas conectadas quando 

necessário. O autor também sugere que o hipocampo relaciona memórias que 

apresentam duas características principais: a capacidade de comparar e contrastar 

informações e capacidade de fazer uso inferente da memória em novas situações. 

Ainda segundo o pesquisador, além de estar associado à memória, o hipocampo 

também estaria ligado à capacidade de conectar informações. 

 

 

3.5 Exercício físico 
 

 

 A sobrevivência de muitos animais é, garantida pelo exercício, o qual é 

responsável pelo desenvolvimento de qualidades físicas necessárias para isso. À 

exceção dos demais animais, os seres humanos não usam o exercício como meio 

de sobrevivência, mas como um estilo de vida, recreação e, também, como 

tratamento terapêutico (JI, 1999). Neste contexto, estudos recentes relatam efeitos 

positivos resultantes da prática de atividade física sobre o sistema nervoso, tanto em 

humanos como em modelos animais (RADAK et al., 2008). Dentre estes efeitos 

figuram o aumento da sobrevivência neuronal e a resistência cerebral induzidas por 

diferentes insultos (BOVERIS & NAVARRO, 2008). Outra linha de pesquisa que tem 

despertado interesse da comunidade científica envolve o papel do exercício físico 

sobre os aspectos psicobiológicos, onde estudos relatam uma forte correlação entre 

o aumento da capacidade aeróbica e melhoria nas funções cognitivas (KRAMER et 

al., 1999; LAURIM et al., 2001). Algumas hipóteses justificam este fato pelas 

alterações hormonais, liberação de neurotransmissores e ativação de receptores 

específicos em resposta ao exercício físico (GÓMEZ-PINILLA et al., 2008).  

Entretanto, da mesma forma que o exercício físico oferece benefícios para a 

saúde, é também responsável pelo aumento no consumo de oxigênio e, 
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consequentemente a geração de EROs (BOVERIS & NAVARRO, 2008). Apesar 

disso, o aumento da síntese 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 físico 

constitui-se em uma adaptação metabólica capaz de  proteger as células e tecidos 

do estresse oxidativo gerado pelo próprio  exercício físico (BANERJEE, 2003). 

 

 

3.5.1 Exercício físico, estresse oxidativo e defesas antioxidantes 

 

 

As espécies reativas de oxigênio e nitrogênio podem ser geradas durante o 

exercício, em paralelo com o aumento do consumo de oxigênio, por meio de 

diversas fontes que podem ser mais importantes do que outras em certos órgãos e 

em períodos ou exercícios específicos (JI, 1996; JI, 1999). Estudos demonstram que 

o dano oxidativo no cérebro está ligado à diminuição das funções cerebrais (RADAK 

et al., 2001). Em ratos normais, a lipoperoxidação no cérebro ocorre somente com a 

suplementação de vitamina C, sugerindo que a oxidação de lipídios no Sistema 

Nervoso Central (SNC) pode ocorrer em diferentes regiões do cérebro, bem como 

ser resultado de um aumento regional no consumo de oxigênio (COSKUN et al., 

2005). Além disso, têm evidenciado que o exercício físico extenuante pode 

manifestar um desbalanço 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 após o exercício demonstram que a taxa de 

produção de EROs aumenta significativamente após o exercício exaustivo em ratos 

jovens e adultos (BEJMA e Ji, 1999). Desta forma, a produção de EROs não só se 

eleva como resultado do consumo de oxigênio, mas pode contribuir para a fadiga de 

baixa freqüência (REID et al., 1994) onde a produção de radicais livres pode ser 

proporcional ao desenvolvimento de tensão 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 exercício físico 

(CLARKSON, 1995). Além disso, uma série aguda de exercícios pode aumentar a 

atividade de algumas enzimas antioxidantes sem a necessidade de nova síntese 
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protéica. Esta atividade de proteção é limitada a características enzimáticas 

individuais e o tecido envolvido. Já como estratégia em longo prazo, as células 

podem aumentar a síntese 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 exercício físico regular está 

provavelmente ligado ao excesso de formação de radicais livres (RADAK, et al., 

1995a; RADAK, et al., 1995b; SOMANI, et al., 1995), um dos possíveis fatores 

associados à regulação da função 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 após treinamento 

de corrida em esteira, acompanhada de acréscimo na concentração de glutationa no 

córtex e tronco cerebral (OGONOVSKY, et al., 2005). 

Além de a atividade física acarretar uma série de benefícios tanto na esfera 

física quanto mental das pessoas, ela também tem sido considerada uma ferramenta 

terapêutica contra o TCE (VITALE et al., 1996; GREALY et al., 1999; BOOTH et al., 

2002). Apesar de não existir um tratamento totalmente eficaz no combate aos 

problemas neurológicos decorrentes do trauma (GRIESBACH et al, 2004), estudos 

com animais têm evidenciado que o exercício físico tem forte ligação à proteção 

neuronal, é capaz de aumento da neurogênese (van PRAAG et al., 1999) e melhoria 

na memória (FORDYCE & WEHNER, 1993; SAMORAJSKI et al., 1985; van PRAAG 

et al., 1999). 
 

 

3.5.2 Exercício físico e cognição 

 

 

 A atividade física tem sido associada com a redução do número doenças 

cardiovasculares, câncer de cólon e de seio e obesidade e das doenças mentais 

(como depressão e ansiedade) (HSS, 2000). 

 A investigação científica sobre a relação entre o exercício físico e a cognição 

teve início na década de 1930 e, nas décadas posteriores, foram observadas 

evidências sobre a relação entre a condição física e o tempo de reação a estímulos 

(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 exercício físico, gera resultados positivos no aprendizado e 

memória (VAYNMAN e GÓMEZ PINILLA, 2006) e que uma semana de exercício 

voluntário pode aumentar a capacidade de aprendizado e memória de ratos 

(VAYNMAN et al., 2004). Utilizando-se de técnicas de neuroimagem como Potencial 

Evocado Relacionado a Eventos (ERP) e Ressonância Magnética, tem sido 

observada uma ligação entre o exercício e a cognição em humanos onde o exercício 

físico pode levar a mudanças na estrutura e no funcionamento de regiões 

específicas do cérebro, como hipocampo e córtex cerebral (BOOTH e LEES, 2006). 

Nos últimos anos têm-se evidenciado os efeitos benéficos do exercício físico 

regular nas funções cerebrais, com papel preventivo e terapêutico importante na 

prevenção de doenças neurodegenerativas (STUMMER et al., 1995; MATSON, 

2005; MATSON & WAN, 2005; MATSON & MAGNUS, 2006) como a Doença de 

Parkinson (SMITH & ZIGMOND, 2003; CANNING et al., 2009; POTHAKOS et al., 

2009) e a Doença de Alzheimer (COTMAN & BERCHTOLD, 2002; PÉREZ & 

CANCELA CARREL, 2008). Segundo McAuley e Rudolph (1995), o exercício 

contribui para a integridade cerebrovascular, o aumento no transporte de oxigênio 

para o cérebro, a síntese e a degradação de neurotransmissores, bem como a 

diminuição da pressão arterial, dos níveis de colesterol e triglicerídeos, a inibição da 

agregação plaquetária, o aumento da capacidade funcional e, conseqüentemente, a 

melhoria da qualidade de vida. Além disso, diversos estudos têm sugerido que 

alterações hormonais (catecolaminas, ACTH e vasopressina); bem como a liberação 

de β-endorfina (BORTS et al., 1981) e ativação de receptores serotoninérgicos 

(STRÜDER & WEINECKR, 2001,a,b) estão envolvidos no incremento da função 

cognitiva induzida exercício físico.   
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4. CAPÍTULOS 

 

  

 



 

 

50

4. CAPÍTULOS 

 

 Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados neste 

item, o qual se apresenta dividido sob forma de artigos científicos (capítulos I e II). 

Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos resultados e Bibliografia, 

encontram-se nos mesmos. 
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4.1 Capítulo I - O papel da enzima Na+,K+-ATPase no déficit cognitivo e no  
dano oxidativo após traumatismo crânio encefálico experimental. 
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4.2 Capítulo II - Efeito profilático exercido pelo exercício físico no modelo de 
traumatismo crânio encefálico: uma análise bioquímica 
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5. DISCUSSÃO 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

     O traumatismo crânio-encefálico (TCE) é uma das principais condições 

determinantes de incapacidade e mortalidade em pessoas entre 1 e 44 anos 

(BRUNS E HAUSER, 2003). Indivíduos que sofrem o TCE podem apresentar 

alterações físicas, transtornos motores e sensoriais, bem como alterações 

neuropsicológicas como transtornos cognitivos de comportamento e emocionais 

(SALMOND E SAHAKIAN, 2005). Devido à grande variedade de condições 

associadas ao TCE, há um considerável interesse no desenvolvimento e posterior 

aplicação de marcadores bioquímicos que relacionem a gravidade do dano cerebral 

com o desenvolvimento de problemas neurológicos, como déficits de memória e 

aprendizado. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo, no primeiro 

momento, investigar se o dano oxidativo a alvos específicos da célula após o TCE 

está envolvido no déficit cognitivo após certo período de tempo. Os resultados 

obtidos nesta primeira etapa do trabalho revelaram que os animais que sofreram o 

TCE apresentaram uma diminuição na atividade da enzima Na+, K+-ATPase, um 

aumento nos níveis de marcadores de dano oxidativo (TBARS e proteína carbonil) e 

um déficit no aprendizado de memória espacial um e três meses após o trauma. 

Cabe salientar que a diminuição da atividade da enzima Na+, K+-ATPase 

evidenciada no terceiro mês foi maior quando comparada com o primeiro mês após 

o TCE. Este conjunto de resultados sugere que o déficit cognitivo evidenciado neste 

modelo de TCE se deve, em parte, ao aumento na geração de radicais livres que 

ocorre concomitantemente com uma diminuição na atividade da enzima Na+, K+-

ATPase.  

 Apesar de estar bem descrito na literatura que o TCE tem como 

conseqüências o déficit cognitivo (memória e aprendizado) (COHEN et al., 2007; 

SALMOND & SAHAKIAN, 2005) e a produção excessiva de radicais livres 

(GRIESBACH et al., 2008), ainda existem várias lacunas no entendimento do 

processo de desenvolvimento deste dano secundário.  Além disso, não existem 

tratamentos capazes de prevenir, ou mesmo curar estas conseqüências (MAAS, 

2001; NARAYAN et al., 2002; TOLIAS & BULLOCK, 2004), pois os mecanismos que 
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delineiam o aparecimento destes problemas neurológicos ainda precisam ser 

definidos. 

Uma das teorias para déficit cognitivo induzido pelo TCE seria a morte 

neuronal, entretanto nem sempre as funções motoras e cognitivas são afetadas pela 

perda celular. De fato, Royo e colaboradores (2007) demonstraram que o tratamento 

com neurotrofina-4/5, uma proteína essencial para o desenvolvimento do sistema 

nervoso, protege contra a perda neuronal, mas não contra o déficit de memória 

espacial induzido pelo TCE, sugerindo que o déficit cognitivo pode estar relacionado 

a outras vias de toxicidade como a ativação da cascata de eventos excitotóxicos e 

estresse oxidativo (POTTS, 2006; SAKELLARIS et al., 2006; PALMER, 1993). 

Na medida em que excitotoxicidade celular é um evento chave na 

patofisiologia do TCE (ZINK, 2001), a possibilidade de utilização de marcadores 

bioquímicos que possam ser associados a alterações de neuroimagem e que 

tenham valor prognóstico é de grande importância no manejo dos pacientes com 

TCE grave. Neste contexto, o aumento extracelular dos níveis de glutamato no líquor 

de pacientes após TCE tem sido descrito como o evento primário que desencadeia a 

ativação de outros fatores envolvidos na injúria celular cerebral (GHAJAR, 2000).   

Dentre os diversos fatores envolvidos na fisiopatologia após o TCE, pode-se 

destacar o aumento na liberação de aminoácidos excitatórios que pode levar à morte 

neuronal devido à estimulação excessiva de seus receptores e aumento na geração 

de radicais livres (ROTHMAN, et al., 2007; BELLISSIMO, et al., 2001). Essa cascata 

de eventos pode ativar um grande número de toxinas envolvidas no fenômeno da 

neurotoxicidade, dentre as quais o radical hidroxil (OH), um dos mais potentes 

radicais livres envolvidos em diversas doenças neurodegenerativas, como Parkinson 

e Huntington (SRINIVASAN et al., 2005), Alzheimer e esquizofrenia (MAHADIK & 

MUKHERJEE, 1996). O radical hidroxil é capaz de reagir com fosfolipídios e 

proteínas de membrana, induzindo a uma lipoperoxidação e à oxidação protéica e, 

provavelmente, à 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 produção de TBARS e carbonilação protéica 

evidenciado no presente estudo sugere que o estresse oxidativo exerce um papel 

chave na degeneração neuronal pós TCE. Além disso, estes achados experimentais 

corroboram com o dano a membranas pelos radicais livres que ocorre comumente 

em pacientes com TCE (ZINK, 2001).   



 

 

71

No que se refere à especificidade dos mecanismos envolvidos nesta 

toxicidade, o presente estudo também evidenciou uma significativa diminuição na 

atividade da enzima Na+, K+-ATPase, uma enzima sensível ao ataque dos radicais 

livres (LEES, 1991; BOLDYREV et al., 1995). Na medida em que a enzima Na+-K+-

ATPase é uma proteína integral de membrana, a mesma se torna um alvo fácil ao 

ataque dos radicais livres na membrana lipídica, principalmente no cérebro, uma 

estrutura rica em ácidos graxos poliinsaturados, os quais são altamente suscetíveis 

à lipoperoxidação. Pierre e colaboradores (1999), mostraram que mudanças na 

atividade da Na+,K+-ATPase são acompanhadas por aumento do nível de MDA, um 

produto final da lipoperoxidação. De forma semelhante Lees (1991), sugere que 

alterações na atividade da Na+,K+-ATPase podem estar relacionadas a alterações na 

membrana celular induzidas por lipoperoxidação, via radicais livres produzidos 

durante a isquemia.  

Da mesma forma que a lipoperoxidação induz a uma diminuição da atividade 

desta enzima, diversos estudos tem evidenciado uma significativa correlação entre a 

carbonilação protéica (DEAN et al., 1997) com a diminuição 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 mudanças oxidativas da 

enzima Na+, K+-ATPase fazem com que as suas moléculas percam a habilidade de 

interação e, com isso, levem à diminuição da taxa de hidrólise. Outro dado já bem 

descrito na literatura é a relação entre a inibição da enzima Na+, K+-ATPase com a 

diminuição no desempenho de tarefas cognitivas (KAWAKAMI & IKEDA, 2006; 

Geering, 2008), onde a injeção intracerebroventricular de ouabaína, inibidor seletivo 

da enzima, induz a um défict no aprendizado espacial no teste do labirinto aquático 

de Morris. Além disso, pesquisas com camundongos “knock-out” para a subunidade 

α da enzima Na+, K+-ATPase apresentam déficits severos de memória 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 memória espacial, aumento dos marcadores de 

estresse oxidativo e diminuição da atividade da enzima Na+, K+-ATPase.  Embora 

não se tenha ainda o exato entendimento sobre os mecanismos secundários 

envolvidos nesta fisiopatologia, os resultados apresentados representam uma nova 

visão acerca da participação dos radicais livres e da enzima Na+, K+-ATPase no 

déficit cognitivo  causado pelo TCE.  
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Na medida em que a manutenção da saúde e plasticidade cerebral ao longo 

da vida é um importante objetivo de saúde pública, os efeitos benéficos do exercício 

físico sobre o cérebro estão se tornando cada vez mais evidentes. Neste contexto, 

acredita-se que o cérebro é responsivo à atividade física na medida em que os 

mecanismos de adaptação neurológica induzidos por diversos protocolos de 

treinamento físico estejam envolvidos na melhoria do aprendizado e memória 

(FORDYCE & FARRAR, 1991; KRAMER et al., 2006), no tratamento de declínios 

mentais relacionados com a idade, bem como na facilitação na recuperação de 

pacientes de doenças e dano cerebral (BOHANNON, 1993). 

Apesar de estar envolvido no aumento da produção de ERO (RADAK et al., 

2001), o exercício fisico tem sido utilizado na neuroreabilitação após TCE (VITALE et 

al., 1996; GREALY et al., 1999; GRIESBACH et al., 2004b), uma vez que reduz os 

efeitos deletérios causados pelo aumento na geração de radicais livres (GOMEZ-

PINILLA, 2008; GRIESBACH et al., 2008). Já quanto à especificidade dos 

mecanismos envolvidos na proteção induzida pelo exercício físico, os resultados 

obtidos na segunda etapa do trabalho revelaram que o treinamento físico prévio de 

seis semanas protege contra o dano oxidativo caracterizado pelo aumento de 

TBARS e carbonilação protéica induzidos pelo TCE. O exercício físico prévio 

também atenua os efeitos deletérios causados pelo TCE à enzima Na+, K+-ATPase 

caracterizado pela inibição e  diminuição de sua subunidade catalítica (subunidade 

α). Estes achados experimentais corroboram com prévios estudos que demonstram 

o envolvimento do dano oxidativo mediado por ERO com danos secundários que 

acompanham o TCE (POTTS et al., 2006; YILMAZ et al., 2007). Entretanto, é 

importante salientar que a geração de ROS é uma conseqüência necessária e 

inevitável do metabolismo aeróbico e que a taxa de radicais livres ou geração de 

oxidantes no tecido biológico é diretamente proporcional ao consumo de oxigênio 

(TOLDY et al., 2005). Consequentemente, a mitocôndria parece ser fonte de pró-

oxidantes e, também, o seu alvo (BOVERIS & NAVARRO, 2008). Desta forma, 

vários estudos sugerem que as seqüelas pós-traumáticas estabelecem uma 

demanda metabólica aumentada e uma redução no número de mitocôndrias, o que 

resulta em uma depleção do substrato metabólico como glicose e piruvato (VINK et 

al., 1994; BENTZER et al., 2000; STAHL et al., 2001) por meio da redução na 

atividade das enzimas citocromo oxidase e succinato desidrogenase (HOVDA et al., 

1991). 
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Considerando que o exercício gera respostas adaptativas ao aumento do 

consumo de oxigênio e biogênese mitocondrial (BOVERIS & NAVARRO, 2008; 

PACKER et al., 2008), é presumível propor que o exercício físico aumenta a 

capacidade de resistência, por parte dos neurônios, à depleção energética causada 

pelo TCE e, também, à geração 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 oxigênio e biogênese mitocondrial são respostas adaptativas ao 

exercício regular (PACKER & CADENAS, 2008; BOVERIS & NAVARRO, 2008). 

Além disso, diversos estudos têm demonstrado que o exercício tem a capacidade de 

exercer efeitos profiláticos, pois diminui os riscos de doenças cardíacas, em pessoas 

com ou sem este problema pré-existente (WANNAMETHEE & SHAPER, 1992), bem 

como reduz o infarto pós-isquêmico e edema cerebral em ratos “Sprague-Dawley” 

(STUMMER et al., 1994; WANG et al., 2001). O exercício prévio também exerce 

efeitos benéficos em modelos de Parkinsonismo (SMITH & ZIGMOND, 2003; 

TILLERSON et al., 2003) reduzindo os danos iniciais, limitando a degeneração 

secundária e fornecendo suporte à neuroregeneração ou compensação 

comportamental (RADAK et al., 2008; POTHAKOS et al., 2009).  

  Neste trabalho, dentre as opções de protocolo para o treinamento físico, a 

natação foi escolhida por oferecer vantagens sobre a corrida, uma vez que nadar é 

uma habilidade natural dos animais e exclui a seleção dos mesmos que pode 

ocorrer em outros protocolos experimentais (ARIDA et al., 1999), como o trabalho 

em esteira que é o mais usado neste tipo de trabalho (CARVALHO et al., 2005). Na 

esteira observa-se dificuldade de manutenção da velocidade e a presença de 

estímulos elétricos que podem atrapalhar os resultados (GOBATTO et al., 2001). 

Conforme trabalhos anteriores do grupo (SOUZA et al., 2009; RAMBO et al., 

2009), o exercício também teve a capacidade de estabilizar o lactato sanguíneo 

através de adaptações aeróbicas musculares, que levaram a uma baixa produção 

e/ou uma remoção aumentada deste lactato (DONOVAN & PAGLIASSOTI, 2000; 

GLADDEN, 2000; JONES & CARTER, 2000). Desta forma, nossos resultados estão 

de acordo com a literatura, mostrando que o trabalho de natação induz adaptações 

aeróbicas musculares em ratos, similares àquelas observadas em humanos 

(VOLTARELLI et al., 2002). 
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Outro resultado apresentado no presente trabalho foi a detecção, da atividade 

da enzima Na+, K+-ATPase e do imunoconteúdo da subunidade α da referida 

enzima. Os achados experimentais revelaram uma correlação negativa entre a 

quantidade de subunidades catalítica α e o aumento da produção de TBARS e 

carbonilação protéica no lado ipsilateral do córtex cerebral dos animais sedentários 

que sofreram o TCE, sugerindo que a enzima Na+, K+-ATPase é um dos alvos do 

estresse oxidativo (DOBROTA et al., 1999). Acredita-se que a atividade da enzima 

Na+, K+-ATPase possa ser regulada por mudanças catalíticas em conseqüência de 

mudanças na afinidade pelo seu maior substrato, no caso o ATP (ROSS & 

SOLTESZ, 2000). Por outro lado, é possível propor que a atividade da enzima 

também possa ser regulada por endocitose ou exocitose das moléculas entre a 

membrana plasmática e o compartimento intracelular (BERTORELLO et al., 1999; 

CHIBALIN et al., 1999) após o TCE. Nesta linha de raciocínio, estudos “in vitro” 

realizados em células epiteliais expostas à hipóxia demonstram que EROs geradas 

pela mitocôndria ativam vias de sinalização intracelular que levam à endocitose das 

moléculas da enzima Na+, K+-ATPase por meio da ativação da PKC-ζ e da 

fosforilação da SER-18 da subunidade α da enzima (DADA et al., 2003; CHEN et al., 

2006). Entretanto, estudos mais aprofundados são necessários para estabelecer 

definitivamente os mecanismos envolvidos na inibição da enzima Na+, K+-ATPase 

após o TCE.  

Apesar disso, a significante correlação entre a produção de TBARS e o 

conteúdo de carbonilação protéica com a subunidade α da enzima Na+, K+-ATPase 

evidenciada nos animais treinados sugere que o efeito profilático do treinamento 

físico neste modelo de TCE ocorreu por respostas compensatórias ao estresse 

oxidativo e, conseqüente, manutenção da estrutura da enzima Na+, K+-ATPase. 

Cabe salientar que o dano oxidativo precede o início da perda neuronal após o TCE 

(SINGH et al., 2006) e que a fosforilação da subunidade α da enzima Na+, K+-

ATPase mediada por geração de ROS inicia o mecanismo que gera a endocitose 

(CHEN et al., 2006). Desta forma, é plausível propor que uma redução da geração 

EROs induzida pelo exercício físico (BOVERIS & NAVARRO, 2008) pode proteger 

contra a inibição da atividade da enzima Na+, K+-ATPase e das mudanças induzidas 

pelo TCE (ROSS & SOLTESZ, 2000; JAIN, 2008).  
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6. CONCLUSÕES 

 

 

 Tendo em vista os objetivos do presente trabalho, pode-se concluir que: 

 
 
6.1 Capítulo I 
 

 

1. O TCE causou déficit no teste de aprendizado na memória espacial na medida 

em que aumentou a latência de escape e o número de erros no teste de Barnes 

Maze tanto em um quanto em três meses após o trauma. 

 

 

2.  O dano oxidativo caracterizado pelo aumento no conteúdo de proteína carbonil 

e TBARS após TCE possui um importante papel no dano secundário evidenciado 

neste modelo de traumatismo. Esta hipótese tem sido sustentada pelo aumento da 

carbonilação protéica e pela lipoperoxidação causada pelo TCE com o passar do 

tempo (um e três meses após o trauma). 

 

 

3. Os resultados do trabalho revelaram um decréscimo na atividade da enzima 

Na+,K+-ATPase no lado ipsilateral do córtex parietal após um e três meses ao TCE. 

Na medida em que a enzima Na+,K+-ATPase exerce um importante papel na 

manutenção do potencial de membrana nas células neuronais, é plausível propor 

que a inibição da atividade desta enzima causada pela geração de EROs possa 

estar envolvida com déficit cognitivo ao passar do tempo após TCE. 
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6.2 Capítulo II 

 

 

1. No presente estudo, o exercício exerceu efeito profilático contra o dano 

oxidativo caracterizado pelo aumento no conteúdo de proteína carbonil e TBARS 

após TCE. Cabe salientar que o efeito protetor exercido pelo exercício neste modelo 

de injúria se deva, provavelmente, pelo seu efeito antioxidante per se. Esta hipótese 

esta embasada em resultados que demonstraram uma diminuição na produção de 

TBARS e na carbonilação protéica em grupos de ratos treinados quando 

comparados com ratos sedentários. 

 

 

2. O TCE causou uma diminuição no imunoconteúdo da subunidade α da enzima 

Na+,K+-ATPase e o exercício físico prévio protegeu contra esta diminuição. Além 

disso, a significante correlação entre a produção de TBARS e o conteúdo de 

proteína carbonil com a subunidade α da enzima Na+, K+-ATPase evidenciada nos 

animais treinados sugere que as respostas compensatórias induzidas pelo 

treinamento físico prévio protege contra estresse oxidativo e, conseqüente, 

manutenção da estrutura da enzima Na+, K+-ATPase neste modelo de traumatismo.  

 

 

3. O TCE causou uma diminuição na atividade da enzima Na+,K+-ATPase e no 

imunoconteúdo da subunidade α do hemisfério ipsilateral do córtex dos animais 

sedentários. Análise estatística (Correlação de Pearson) também revelou uma 

correlação negativa entre a atividade e a quantidade de subunidades catalítica α 

com o aumento da produção de TBARS e carbonilação protéica em animais que 

sofreram TCE. Estes achados experimentais corroboram com a literatura de que a 

enzima Na+, K+-ATPase é um alvo específico ao ataque dos radicais livres e 

sugerem o envolvimento   desta enzima na neurodegeneração secundária induzida 

pelo TCE.  
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 Em resumo, no presente estudo demonstra-se que as mudanças na atividade 

da enzima Na+,K+-ATPase são acompanhadas por aumento dos níveis de 

marcadores de estresse oxidativo concomitantemente com o déficit no teste de 

aprendizado na memória espacial após TCE. Os achados experimentais também 

revelam uma correlação negativa entre a atividade e a quantidade de subunidades 

catalítica α com o aumento da produção de TBARS e carbonilação protéica em 

animais que sofrem o TCE, sugerindo que a enzima Na+, K+-ATPase é um dos alvos 

do estresse oxidativo neste modelo de injúria. Além disso, os resultados 

apresentados no presente estudo revelam que o exercício físico exerce efeito 

profilático contra o dano oxidativo e a inibição da atividade da enzima Na+, K+-

ATPase causada pelo TCE. A partir destes achados, sugere-se que a efetiva 

proteção exercida pelo exercício físico no dano neuronal induzido pelo TCE se deve 

à proteção de alvos específicos à ação de radicais livres, como a enzima Na+, K+-

ATPase.  
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