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RESUMO

O traumatismo cranioencefalico (TCE) ¢ qualquer lesdo dirigida ao cranio, causada por
forca mecanica externa. O TCE ¢ a principal causa de mortalidade e incapacidade,
principalmente em criangas e jovens adultos. Muitos estudos tém relacionado o TCE com
déficits neuropsiquiatricos e cognitivos posteriores ao evento traumatico, como
depressao, ansiedade e prejuizos de memoria e aprendizado. Além disso, estudos tém
mostrado que processos inflamatérios podem estar associados com a evolugao de lesdes
secundarias, bem como com o desenvolvimento de transtornos neuropsiquiatricos apds o
evento traumatico. Nesse contexto, o principal objetivo desse estudo foi investigar o papel
de processos inflamatorios no desenvolvimento de alteragdes comportamentais e
cognitivas, transitorias e permanentes, em modelo experimental de TCE leve. Para tanto,
foi padronizado o modelo de TCE experimental por queda de peso em camundongos
machos da linhagem C57BL/6 que foram avaliados em testes comportamentais e
cognitivo apds a lesdo. Com o protocolo de lesdo padronizado, ndo houve alteracio do
peso corporal e os camundongos apresentaram baixa mortalidade e recuperagao do dano
neurologico apos as primeiras 6 horas depois do TCE. Analises histopatologicas do
encéfalo foram realizadas por técnica de microscopia e a avaliagdo de mediadores
inflamatérios foi realizada por CBA (Citometric Bead Array). As andlises
histopatologicas revelaram infiltracdo de neutrofilos e hemorragia no cortex 6 horas
depois do TCE. Os animais apresentaram comportamento do tipo ansioso as 12 horas e
que se manteve até 30 dias apos o TCE, e também, apresentaram comportamento do tipo
depressivo 72 horas depois da lesdo. Associado a essas alteracdes de comportamento, foi
encontrado variagdes nos niveis das citocinas interleucina (IL) 10 e fator de necrose
tumoral (TNF) no cortex pré-frontal e no hipocampo dos camundongos em diferentes
momentos apods a lesdo. Esses resultados mostram que o modelo de TCE padronizado foi
capaz de gerar uma lesdo compativel com um TCE leve, além de que, sugerem que
processos neuroinflamatérios podem ter envolvimento nas alteragdes de comportamento
em camundongos submetidos ao modelo experimental de TCE leve.

Palavras-chave: Traumatismo Cranioencefalico; Transtornos cognitivos; Alteragcdes

comportamentais; Neuroinflamacao; Modelo de queda de peso.



ABSTRACT

Traumatic brain injury (TBI) is a cerebral lesion caused by an external mechanical force
against the skull. TBI is the leading cause of death and disability, especially among
children and young adults. Many studies have associated TBI with the development of
neuropsychiatric and cognitive deficits after the traumatic event, including depression,
anxiety and impairment in learning and memory. Moreover, several studies have shown
that inflammatory processes may be related to the evolution of secondary lesions, as well
as to the development of neuropsychiatric disorders after traumatic event. In this context,
the main objective of this study was to investigate the role of inflammatory processes in
the development of transient and permanent behavioral changes in the experimental
model of mild TBI. For this, the model of experimental TBI by weight loss was
standardized using male mice of the C57BL / 6 lineage that were evaluated in behavioral
and cognitive tests standardized after the injury. With the standardized lesion protocol,
no change in body weight was found and the mice presented low mortality and recovery
of neurological damage after the first 6 hours after TBI. Histopathological analyzes of the
brain were performed by microscopy techniques and the evaluation of inflammatory
mediators was performed by CBA (Citometric Bead Array). Histopathological analyzes
revealed neutrophil infiltration and hemorrhage in the cortex 6 hours after TBI. The
animals presented anxiety-like behavior 12 hour and were maintained up to 30 days after
the TBI and presented depressive-like behavior 72 hours after the injury. Associated with
these behavioral changes, was found variations in cytokines interleukin (IL) 10 and tumor
necrosis factor (TNF) levels in the prefrontal cortex and the hippocampus of the mice at
different times after injury. These results show that the standardized TBI model was able
to generate a lesion compatible with a mild TBI, in addition, they suggest that
neuroinflammatory processes may have involvement in the behavioral changes in mice

submitted to the experimental model of mild TBIL

Key-Words: Traumatic Brain Injury, Cognitive Impairment, Behavior Changes,

Neuroinflammation, Weight drop model.
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1- INTRODUCAO

O traumatismo cranioencefalico (TCE) ¢ qualquer agressdo dirigida ao encéfalo,
cranio, meninges ou vasos, causada por uma forca mecanica externa que gera lesdo
anatomica e comprometimento da fun¢do normal das estruturas afetadas (Gaudéncio e
Ledo, 2013). O impacto no cérebro causado pelo contato direto de objetos e a lesdo
cerebral, decorrentes da pressdo pela aceleracdo e desaceleracdo repentina, tém sido
descritos na literatura como exemplos de forca mecanica externa (McAllister, 2011;
Werner e Engelhard, 2007). O TCE ¢ uma das principais causas de incapacidade e
mortalidade entre adultos jovens em todo o mundo. Todos os anos nos Estados Unidos da
América (EUA), estima-se que a incidéncia anual fique em torno de 1,7 milhdo de casos.
Esses casos representam aproximadamente 77 bilhdes de dolares em despesas médicas
diretas e indiretas. Sendo que, o TCE leve ¢ responsavel pela maior taxa de ocorréncia
em comparacdo com o traumatismo craniano moderado a grave (Faul et al., 2010;
Magalhaes et al., 2017; Taylor et al., 2017).

A lesdo causada no momento do trauma ¢ definida como lesdo primaria e causa
distarbio funcional nas estruturas do sistema nervoso central (SNC). A lesdo secundéria
se deve a mecanismos celulares e bioquimicos que podem desenvolver-se durante dias,
meses ou anos apos a lesdo primaria (Maas et al., 2008). Em decorréncia dessa lesdo,
varios podem ser os prejuizos ao individuo, incluindo perda ou diminui¢do do nivel de
consciéncia e lesdes mais graves, que, quando nao levam imediatamente ao 6bito, podem
resultar em distarbios cognitivos € no aumento da ocorréncia de transtornos
comportamentais, como depressdo e ansiedade (Langlois et al., 2006). Lesdes secundarias
podem também induzir estresse oxidativo, perda da fun¢do da barreira hematoencefalica
(BHE) e neuroinflamacao, que ¢ o principal fator de agravamento do quadro. Nesse

sentido, o presente estudo teve como objetivo padronizar um modelo experimental de



TCE em camundongos para o estudo do papel da resposta inflamatoria no

desenvolvimento de transtornos comportamentais apos o trauma.

2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 Definicao do TCE leve

O TCE leve ¢ definido como lesdo cerebral, causada por for¢a mecanica externa,
que pode resultar em perda de consciéncia, desorientacdo e demais sinais clinicos de

disfuncdo neurologica (convulsoes, letargia, dor de cabeca e irritabilidade) (CDC, 2003).

2.2 Epidemiologia do Traumatismo cranioencefalico

O TCE tem grande importancia em satide publica pois afeta principalmente
adultos jovens em idade economicamente ativa tanto nos paises industrializados como em
desenvolvimento (figura 1). Nos EUA, cerca de 1,7 milhdes de pessoas sdo afetadas a
cada ano, 290.000 sao hospitalizadas e ha ocorréncia de 50.000 6bitos, fazendo com que
os gastos relacionados ao TCE fiquem em torno de 77 bilhdes de ddlares por ano (Faul et
al., 2010; Maas et al., 2008). As taxas de hospitalizagdes entre idosos com mais de 75
anos tém também aumentado, sendo as quedas o principal mecanismo de lesdo. Isso vai
de acordo com um estudo que mostrou que, entre os anos de 2002 a 2006, os principais
mecanismos de lesdo foram quedas. Entretanto, a principal causa de morte foi por
acidentes automotivos, apresentando taxas maiores entre jovens com faixa etaria de 20 a
24 anos (Faul et al., 2010). Outro levantamento, também conduzido nos EUA, mostrou
que entre os anos de 2007 a 2013 as maiores taxas de hospitalizagcdes e Obitos foram

observados em idosos com mais de 75 anos, seguido de criancas menores de 4 anos e
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jovens de 15 a 24 anos, sendo que, em geral, a maioria dos acometidos pertenciam ao
sexo masculino (Taylor ez., 2017). E possivel que os dados de ocorréncia de TCE em todo
o mundo estejam subestimados, pois nem sempre o paciente com trauma leve procura a

unidade de satde (Dewan ef al., 2018).

Incidéncia de TCE por regiao — OMS

© OpenSireathap contributors

Incidéncia anual (por 100.000 habitantes)

800 1,300
Adaptado de Dewan, et al. 2018
Figura 1: Mapa mostrando a incidéncia do TCE (casos por 100.000
habitantes) em diferentes regides subdivididas pela Organizagdo Mundial da

Satde (OMS).

Acredita-se que em outras regioes do mundo os impactos causados no sistema de
satde pelo TCE sejam tao expressivos quanto nos EUA. Contudo, os estudos em algumas
regides sdo mais incertos e escassos (McAllister, 2007). Na Europa, a incidéncia do TCE
¢ amplamente estudada. Entretanto, por ndo haver uma padroniza¢do de como os dados

obtidos sdo notificados, ¢ dificil tragar um perfil epidemiologico para o continente. Um
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estudo recente realizado usando dados epidemiologicos gerados em paises europeus
mostrou que o principal mecanismo de lesdo estd mudando, de acidentes de trafego para
quedas (Brazinova et al., 2016). Em uma unidade de urgéncia no Reino Unido, a
incidéncia de TCE foi de 453 para 100.000 habitantes (Yates et al., 2006). Ja na Alemanha
foi de 332 para 100.000 habitantes (Rickels et al., 2010), sendo o estudo retrospectivo
britanico realizado entre 1997 e 2003 e o estudo prospectivo alemao ocorreu no periodo
de 2000 a 2001.

Dados epidemiologicos sobre o TCE no Brasil sao escassos (Gaudéncio e Ledo,
2013). Apesar disso, os poucos estudos realizados mostram ocorréncia anual de 125.000
internagdes hospitalares relacionadas ao TCE, taxa de mortalidade de cerca de 5.1 por
100 mil habitantes e custos de despesas hospitalares que chegam a uma média de
70.960.000 de dolares por ano (Almeida et al., 2016). Um estudo com base em registros
do departamento de informatica do Sistema Unico de Satide (DATASUS) dos anos de
2001 a 2007 mostrou que, os homens foram a maioria expressiva dos individuos
hospitalizados naquele periodo, chegando a mais de 80%, e que as quedas e os acidentes
de transito foram os principais mecanismos de lesdo traumatica (Fernandes e Silva, 2013;
Magalhaes et al., 2017). Além disso, ¢ importante ressaltar que a maioria dos individuos
acometidos pelo TCE no Brasil estdo numa faixa etdria economicamente ativa (20 a 29
anos de idade), e que outra parcela expressiva de individuos sdo maiores de 65 anos e,
dessa forma, mais vulneraveis as sequelas que o TCE pode causar, maximizando os
transtornos pessoais e sociais gerados pela doenca (Fernandes e Silva, 2013).
Recentemente, Magalhaes e colaboradores (2017) tentaram tragar o perfil epidemiologico
de TCE da populacdo brasileira por meio de revisdo sistematica de trabalhos publicados

no pais. Foram selecionados 7 estudos realizados em diferentes regides do Brasil. Os
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resultados apresentavam diferencas muito grandes, como a mortalidade variando de 2 a
22,9 %, faixa etaria entre 15 a 40 anos e tempo de estudo de 7 meses a 6 anos. Além disso,
também foram encontradas diferencas metodologicas significativas que dificultaram a

elaboragdo de uma conclusdo sobre o atual estado epidemioldgico de TCE no pais.

2.3 Gravidade do Traumatismo cranioencefalico

A variagdo do quadro clinico do paciente apds as primeiras horas do TCE tem
relacdo direta com alteragdes fisioldgicas que ocorrem como consequéncia da lesdo. O
escore da Escala de coma de Glasgow (ECG) prediz as manifestagdes clinicas da evolugdo
da lesdo, e ¢ utilizado na determinag@o do nivel de consciéncia, na defini¢do da gravidade
do TCE e no auxilio para interpretagdo do estado clinico do paciente. A ECG foi publicada
pela primeira vez por Graham Teasdale e Bryan Jennet, que eram professores da
Universidade de Glasgow, em 1974. A ECG comecgou a ser mais difundida a partir de
1980, quando uma publicagdo internacional de referéncia comegou a recomendar o seu
uso (Teasdale et al., 1983). Atualmente, a ECG ¢ utilizada em mais de 75 paises. A
observacao da abertura ocular e da resposta verbal e motora ¢ realizada a partir de 6 horas
apdés o evento traumatico. Como, por exemplo, ¢ observado se o paciente consegue
localizar dor, obedecer a comandos e se ele usa palavras incompreensiveis (quadro 1). A
ECG tem pontuacdo do escore que varia de 3 a 15 pontos, sendo 3 indicativo de morte
cerebral e 15 nivel de consciéncia considerado normal. E necessério ressaltar que para a
determinagdo de morte cerebral outros parametros devem ser avaliados, principalmente
pelo fato de que o uso de alcool e drogas, bem como, condi¢des de hipdxia podem

interferir na avaliagdo pela ECG. A partir da avaliagdo utilizando ECG ¢ que se classifica
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o TCE em leve (14 e 15 pontos), moderado (9 a 13 pontos) ou grave (3 a 8 pontos) (Gentile

et al.,2011; Oliveira et al., 2014; Settervall et al., 2011).

Quadro 1: Parametros da ESCALA DE COMA DE GLASGOW

Variaveis Escore
Espontanea 4
A voz 3
Abertura ocular A dor 2
Nenhuma 1
Orientada 5
Confusa 4
Resposta verbal Palavras inapropriadas 3
Palavras 2
incompreensivas
Nenhuma 1
Obedece a comandos 6
Localiza dor 5
Movimento de retirada | 4
Resposta motora Flexdo anormal 3
Extensdo anormal 2
Nenhuma 1

Baseado em Teasdale e Jennett, 1974

2.4 Classificacoes do Traumatismo cranioencefalico
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As lesodes cerebrais do TCE possuem diversas classificacdes didaticas que
facilitam o entendimento da complexa fisiopatologia da doenga. Em relacdao a extensao
da lesdo, elas podem ser divididas em focais ou difusas. Entretanto, observa-se que a
maioria das lesdes sao heterogéneas, com predominancia de um tipo. Nas lesdes focais
somente uma regido do cérebro ¢ acometida, enquanto que nas lesdes difusas, toda a
extensao do cérebro encontra-se comprometida. O hematoma subdural agudo traumatico
¢ um exemplo importante de lesdo focal, enquanto que a lesdo axonal difusa ¢ um exemplo
classico de lesdao difusa (McKee e Daneshvar, 2015).

Os hematomas sao resultantes da ruptura de vasos sanguineos em decorréncia da
lesdao traumatica. No caso do hematoma subdural, o sangue fica acumulado entre a dura-
mater e a aracndide. Como o espago extradural tem grande capacidade de dilatagao, pode
haver um grande acumulo de sangue, por todo o cortéx cerebral. Esse fato estd relacionado
a alta mortalidade causada por esse tipo de hematoma, e, por isso, muitos estudos clinicos
tem como alvo esse tipo de lesdo focal. Esse tipo de hematoma esta relacionado com
traumas gerados por for¢ca mecanica externa de grande energia cinética (Andrade et al.,
2009; Badke et al., 2011).

A lesdo axonal difusa ¢ caracterizada por danos aos axdnios dos neurdonios
resultantes da aceleracdao e desaceleragao do cranio no momento da lesdo. Pelo fato da
caixa craniana ¢ o encéfalo possuirem densidades distintas, quando submetidos as
mesmas forcas inerciais, respondem de maneira diferente levando a lesdo (McKee e
Daneshvar, 2015).

Em relac@o ao tipo, as lesdes podem ser classificadas em abertas e fechadas. As

lesdes abertas sdo aquelas em que o trauma impacta diretamente o parénquima encefélico,
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como em lesdes por projétil de arma de fogo. No caso das lesoes fechadas, ndo hé contato
com o material intracraniano, como € o caso das lesdes axonais (Andrade et al., 2009).
No que se refere as alteragdes estruturais e funcionais que podem ocorrer apds o
TCE, as lesoes podem ser classificadas em lesdes primarias ou secundarias. As lesdes
primarias sdo aquelas que ocorrem no momento do trauma, como a lesdo axonal difusa e
as contusdes. LesOes primarias sdo ocasionadas por impacto direto sobre neurdnios,
células da glia e vasos, causando ruptura da membrana dessas estruturas e podendo
estabelecer posteriormente processos de disturbio e estresse metabdlico no local afetado.
Além de causar alteragdes na barreira hematoencefalica e na circulagdo sanguinea local.
As lesdes secundarias estdo relacionadas com mecanismos celulares, bioquimicos e
histopatologicos que ocorrem apos a lesdo primaria, principalmente excitotoxicidade,
morte neuronal e ativacdo de astrocitos e microglia. Essa progressdo do estado
fisiopatologico pode ser observada em minutos, dias ou até meses apos a lesdo primaria
(Bramlett e Dietrich, 2007; Mei et al., 2017). Tem sido relatada morte de neurdnios
corticais, do hipotalamo e tdlamo em decorréncia da lesao traumatica (Keane et al., 2001),
entretanto outras alteragdes podem ser observadas. Animais submetidos ao TCE
apresentaram modificacdes nas sinapses excitatorias no hipocampo, associadas com
neurodegeneracao, aumento da atividade inflamatoria e danos cognitivos (Schumann et
al., 2008). Os mecanismos de lesdo secundaria também se relacionam com a produgdo de
espécies reativas de oxigénio, sendo que o aumento da producao de radicais livres pode

causar danos sobre neuronios ¢ astrocitos (Radi et al., 2002).

2.5 Alteracdes cognitivas e comportamentais no TCE em humanos
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Os transtornos neuropsiquiatricos sao uma das principais causas de incapacidade
ap6s o TCE (Fann et al., 1995). Dentre estes, a depressao e a ansiedade sao os principais
transtornos que estao diretamente relacionados aos pacientes que sofreram TCE, e, muitas
vezes, aparecem como comorbidade (Jorge et al., 1993; Koponen et al., 2002; Osborn et
al.,2017). Um estudo que incluiu 201 participantes com idades variando de 18-94 anos
mostrou que, mais da metade dos participantes apresentou depressao ao longo de 6 meses
ap6s o TCE grave. Sintomas de ansiedade e depressao foram avaliados pela escala DASS-
21 (Depression Anxiety and Stress Scale). Foi verificada a ocorréncia de ansiedade e de
estresse associados a depressao (Wiseman et al., 2015). Fann e colaboradores (1995)
encontraram depressao e ansiedade quando analisaram 50 pacientes apos TCE. Nesse
estudo, os pacientes depressivos e/ou ansiosos tiveram pior desempenho quando
avaliados quanto a sua saide mental e fungdo emocional, usando o Medical Outcomes
Study Health Survey, quando comparados aos pacientes com TCE que ndo possuiram
esses sintomas neuropsiquiatricos. Ressalta-se que um estudo que analisou veteranos de
guerra ao longo de 50 anos apos TCE grave, mostrou que o risco de desenvolvimento de
depressdo aumentou de acordo com a maior gravidade da lesdo, ao longo das décadas
(Holsinger et al., 2002). Um estudo retrospectivo que incluiu 60 pacientes com diferentes
niveis de gravidade de trauma craniano, dos quais 25 % eram TCE leve. Embora ndo haja
estratificacdo nesse estudo foi relatada ocorréncia de transtornos do panico e psicoticos,
além de depressao em diferentes momentos apds o TCE (Koponen et al., 2002).

O comprometimento cognitivo também ¢ uma sequela que tem sido
frequentemente relatada em pacientes que sofreram TCE (Aleman et al., 2013; Gardner
et al., 2017; Miotto et al., 2010; Porter et al., 2017). Um estudo com 189 adultos jovens

que sofreram TCE leve encontrou comprometimento cognitivo em diferentes escalas de
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avaliacdo as 24 e 72 horas apos o TCE (Bloom et al., 2017). Li e colaboradores (2016)
mostraram que pacientes idosos que sofreram TCE leve tiveram uma aceleragao na idade
de inicio dos danos cognitivos em 2 ou mais anos, quando comparados com idosos da
mesma faixa etaria que nao foram vitimas de TCE.

A diferenga na gravidade da lesdo parece estar relacionada com desfechos
distintos tanto em relagdo a prejuizos cognitivos quanto comportamentais. Contudo,
alguns trabalhos ndo fazem distingdo da gravidade da lesao (Miotto et al., 2010) ou nao

fornecem a pontuagdo da ECG (Gardner et al., 2017).

2.6 Processos Inflamatorios e TCE

A inflamagdo ¢ um processo fisiologico de grande importancia para a manutencao
da homeostase do organismo. Entretanto, quando uma resposta inflamatéria se torna
exacerbada, pode ocorrer a lesdo tecidual, morte celular e neurodegeneragao (Wallach et
al.,2013)). Apds um quadro de TCE ha ativacao de células da glia, migragdo de células
da periferia e liberacdo de mediadores inflamatorios. Acredita-se que o aumento da
concentragdo de mediadores inflamatorios pode desempenhar papel importante na
fisiopatologia de varias doencas no SNC, incluindo o TCE (Chiu et al., 2016; Woodcock
e Morgani-Kossmann, 2013).

As citocinas atuam como mediadores da resposta imunoldgica e sao capazes de
regular a atividade e a proliferagao de diferentes células, o que leva a resposta inflamatéria
para os locais de lesdo (Oliveira et al., 2011). As citocinas, devido ao seu papel
fundamental na resposta imune, tém sido associadas a diferentes doengas
neuropsiquiatricas e neurodegenerativas, sendo consideradas muitas vezes potenciais

marcadores diagnosticos e de prognéstico. De fato, muitos estudos tém mostrado a
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liberacdao de diferentes citocinas em resposta ao TCE em humanos. Um estudo usando
microdidlise encontrou aumento nos niveis de interleucina (IL) 1, IL-6 e fator de
crescimento nervoso (NGF) em pacientes acometidos pelo TCE grave, 36 horas apds a
lesdao (Winter et al., 2002). Bell e colaboradores (1997) encontraram aumento nos niveis
de IL-10 no liquor de criangas 3 dias apos TCE grave. Bem como, também foi encontrado
nesse estudo, um pico de IL-6 depois de 48 horas e um pico de IL-1beta e de IL-10 3 dias
ap6s TCE. Um estudo que avaliou o liquor de pacientes que sofreram um TCE grave,
mostrou um aumento nos niveis de IL-6 e IL-9 (Kumar et al., 2016), reforcando o

potencial envolvimento de mediadores inflamatorios na patogénese do TCE.

2.7 O uso de modelos animais no estudo do TCE

Os modelos animais tém sido utilizados como ferramenta na pesquisa biomédica,
pois facilitam o teste de hipoteses, tem a possibilidade de manipulagdo genética e de
praticas terapéuticas que seriam antiéticas em humanos (Wojnarowicz et al., 2017).
Diferentes modelos animais tém sido desenvolvidos para o estudo do TCE. Por causa da
heterogeneidade da doenga, um inico modelo nao ¢ capaz de reproduzir toda a complexa
fisiopatologia do TCE. Por outro lado, os modelos animais sao importantes ferramentas
para o estudo de lesdes secundarias. Ha 3 principais modelos que se tém destacado em
estudos com roedores. Sdo eles, o modelo de percussdo lateral por fluido (PLF), impacto

cortical controlado (ICC) e de queda de peso (Xiong et al., 2013).

2.7.1 Modelo de percussao lateral por fluido
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No modelo de PLF, a lesdo ¢ causada pela pressao gerada por um fluido quando
o péndulo do aparato incide sobre um pistao, como pode ser visto no esquema da figura
2A. Por meio de uma craniotomia realizada anteriormente, essa pressao atinge a dura-
mater e ¢ capaz de gerar hemorragia intracraniana, contusao cortical e edema cerebral. A
craniotomia € necessaria para garantir a reprodutibilidade e confiabilidade deste modelo.
Mediante a manutencao da altura do péndulo, € possivel realizar a regulagcdo da pressao,
gerando diferentes graus de lesdo que pode ser focal ou difusa (MclIntosh et al., 1989).
Esse modelo possui alta taxa de mortalidade em relagdo aos outros principais modelos.
Além disso, ndo ¢ capaz de reproduzir fraturas de cranio, que ocorrem frequentemente no
TCE moderado a grave em humanos. Entretanto, o PLF ¢ eficiente em gerar prejuizos
cognitivos e de comportamento, semelhantes aos que sdo observados na clinica (Alder et
al, 2011; Mclntosh et al., 1989; Thompson et al., 2005; Xiong et al. 2013). Um recente
estudo em camundongos C57Black6 mostrou que o modelo de PLF foi capaz de causar
neurodegeneracao, detectada pela marcacdo com TUNEL (Terminal Transferase-
Mediated dUTP-Biotin Nick End Labeling), 9 dias apds a lesdo. Além disso, associada a
degeneracdo, ocorreu déficit sensorimotor no teste de grid walk, 8 dias depois da lesdo

(Bhowmick et al., 2018).
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Figura 2: Esquema mostrando os principais tipos de modelo experimental de TCE. A- Modelo de percussao lateral

por fluido; B- Modelo de impacto cortical controlado; C- Modelo de queda de peso.



2.7.2 Modelo de impacto cortical controlado

O modelo de ICC causa uma lesdo focal semelhante a de pacientes humanos e
pode ser usado para o estudo de mecanismos moleculares e genéticos (Cernak, 2005).
Neste modelo, um dispositivo com pistdo pneumatico entra em contato com a dura-mater,
via craniotomia, causando uma lesdao com profundidade e velocidade definidas pelo
experimentador (figura 2B) (Onyszchuk et al., 2007; Smith et al., 1995). Este modelo ¢
capaz de gerar hematoma subdural, quebra de BHE e lesdo axonal. Déficits cognitivos e
de comportamento sdo frequentemente observados nesse modelo (Braun et al., 2017; Lu
et al.,2005; Qu et al., 2005). Entretanto, o ICC possui custos e complexidade de operagao

mais altos em comparagdo aos outros modelos (Xiong et al., 2013).

2.7.3 Modelo de queda de peso

O modelo de queda de peso tem sido descrito como o que mais se aproxima da
clinica. O modelo ¢ capaz de induzir alteracdes cognitivas e comportamentais, que
possuem bastante similaridade com aquelas encontradas em pacientes humanos. Nesse
modelo, um projétil de peso determinado incide, em queda livre, sobre o cranio exposto
do animal (figura 2C) (Flierl et al., 2009).

E importante notar que existem algumas varia¢des quanto a classificagio neste
modelo, que se refere principalmente ao local de lesdo, cuidados pré-operatorios e
desfecho patolédgico apés o TCE (Xiong et al., 2013). De modo inegavel, cada grupo de
pesquisa trabalha com um protocolo distinto de lesdo, mas o principio geral que rege o

modelo serda 0o mesmo. Quando se consideram essas varia¢des, o modelo de queda de peso

24



pode ser dividido em modelo de Feeney, Shohami, Marmarou e Maryland. Contudo, essas
divisdes nao sao muito didaticas e parece ndo haver consenso na literatura sobre o seu
uso, pois grande parte dos trabalhos ndo fazem nenhuma referéncia a ela. Portanto, nesse
trabalho essa divisao ndo serd considerada e o modelo padronizado serd referido apenas
como modelo de queda de peso.

Esse modelo possui como vantagem o fato de que a gravidade da lesdo gerada
pode ser controlada pela mudanga na altura € no peso do projétil usado (Albert
Weissenberger e Siren, 2010). Além disso, ndo necessita de elaborada preparagao pré-
lesdo, fazendo com que seja mais simples de ser executado no laboratério (Flier ef al.,
2009). O cranio ¢ exposto por meio de um procedimento simples conhecido como incisao
da linha média.

Existem poucos trabalhos na literatura que fazem associa¢do entre sintomas
neuropsiquiatricos, como a ansiedade e a depressao, e o TCE. Sao ainda mais raros
estudos que tentam propor algum mecanismo subjacente ao surgimento desses sintomas
e que se relacione com a lesdo secundaria. A maior parte dos trabalhos em que sdo
investigados comportamentos do tipo ansioso ou depressivo fazem parte de estudos de
tratamento, em que se estd investigando o efeito protetor de determinada droga sobre o
surgimento e¢/ou diminui¢do dos sintomas.

Estudos utilizando esse modelo ja mostraram alteracdes cognitivas,
comportamentais ¢ locomotoras em camundongos (Baratz et al., 2010; Schwarzbold et
al., 2010). Animais submetidos ao modelo de queda de peso apresentam sintomas
associados ao comportamento ansioso e depressivo, lesdes microscopicas e

macroscopicas no cérebro que podem ser detectadas na histologia (Schwarzbold et al.,
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2010), além de aumento do nivel de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias (Chhor et

al., 2017).

3. JUSTIFICATIVA

Os mecanismos fisiopatoldgicos das alteragdes comportamentais e cognitivas,
transitorias e permanentes, associadas ao TCE permanecem pouco elucidados.
Recentemente, trabalhos pré-clinicos tém mostrado que as mais diversas estratégias de
modulagdo podem ter papel neuroprotetor na lesdo secundaria e nas suas sequelas
comportamentais € cognitivas. A resposta imune parece estar diretamente relacionada ao
surgimento dessas alteragdes. A limitada compreensao da patogénese do TCE dificulta o
reconhecimento e desenvolvimento de novos alvos terapéuticos. Uma melhor
compreensdo do papel de mediadores inflamatorios, que atuariam como biomarcadores,
e sua associacdo com as disfungdes comportamentais e cognitivas, podera abrir

perspectivas para o tratamento das lesdes secundarias das vitimas de TCE.

4. HIPOTESE

Hé4 relacdo entre resposta inflamatéria e o surgimento de transtornos

neuropsiquiatricos, transitorios ou permanentes, resultantes do TCE.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral
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Investigar os mecanismos relacionados ao desenvolvimento de alteracdes

comportamentais, transitorias € permanentes, no modelo experimental de TCE.

5.2 Objetivos especificos

- Padronizar o modelo experimental de TCE por queda de peso;

- Caracterizar as alteragdes comportamentais € cognitivas transitorias e/ou
permanentes apos o TCE;

- Caracterizar alteracoes morfoldgicas resultantes do TCE no encéfalo de
camundongos machos da linhagem C57BL/6;

- Avaliar o processo inflamatorio pela analise das concentracdes de citocinas em
distintas por¢des do encéfalo de camundongos machos da linhagem C57BL/6 submetidos

ao TCE.

6. MATERIAL E METODOS

6.1 Aspectos éticos

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio

Animal da UFMG sob o nimero de protocolo 250/2017 (anexo 1).

6.2 Animais

No presente estudo, foram utilizados camundongos machos C57BL/6 selvagens,
com peso de 20 a 30 gramas e idade de 10 a 12 semanas obtidos no Biotério Central da
UFMG. Os animais foram divididos em 7 grupos de acordo com o periodo em que foram

analisados apds a submissdo ao TCE: grupo controle, grupo de 6, 12, 24 e 72 horas apds
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TCE, e grupo de 15 e 30 dias apos TCE. Os animais foram mantidos no Biotério de
Camundongos do Laboratorio de Neurofarmacologia do Departamento de Farmacologia
da UFMG, por todo o periodo de experimento, com ciclo de iluminagdo de 12 horas por

dia, e com acesso ad libitum a agua e racao.

6.3 Modelo Experimental de TCE

6.3.1 Padronizag¢ao do modelo de queda de peso em camundongos

O modelo de queda de peso foi construido com base em Marmarou et al., 1994
(figura 3A). O processo de padronizagao ocorreu ao longo de 10 meses e 4 protocolos
distintos foram utilizados. Do protocolo inicial para o protocolo de uso, as principais
alteracdes foram o ajuste na concentracdao e volume de anestésico, e mudanga do tipo e
peso do projétil. No protocolo inicial, foi utilizado 70l de anestésico numa proporgao de
salina/xilazina/cetamina de 4/1/3, sendo ajustado no protocolo final para 120ul a 8/1/1. A
cetamina (cloridrato) utilizada tem concentracdo de 10% e a xilazina (cloridrato) tem
concentragdo de 2%. O projétil que inicialmente era utilizado apresentava uma ponta
metalica e pesava 25 gramas, e foi substituido por um projétil de 15 gramas feito de resina

(figura 3B).
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Figura 3: Imagem mostrando a padronizacdo do modelo de queda de peso. A- Modelo de queda

de peso; B- Comparagido entre os dois tipos de projétil usado; C e D- Local exato de lesdo.

Os animais foram submetidos ao TCE experimental pelo modelo de queda de
peso, em que um projétil de peso determinado incidiu em queda livre sobre o cranio do
animal (Flierl ez al., 2009). A lesdo foi realizada na regido parietal direita do cranio (figura
3C e 3D), sendo que a area de contato do projétil com a area a ser lesionada foi de 3 mm.
Nos animais do grupo controle, houve apenas a exposi¢do da calota craniana por incisao

da linha média, sem a ocorréncia da lesdo traumatica, e, em seguida, sutura.

6.3.2 Procedimentos da cirurgia

1- O animal foi anestesiado usando associagdo de xilazina/cetamina.

2 — O cranio foi exposto pela incisdo da linha média

3 - O animal foi posicionado num suporte

4 —Foi realizada marcag¢do do local exato da lesdo, entre a sutura sagital e a sutura coronal

na regido parietal direita.
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5 — O animal foi preso ao suporte, € o suporte fixado no equipamento de trauma.

6 — Com a ajuda de um laser de luz, foi realizada a averiguag¢ao do local da lesdo e, em
seguida, o projétil de 15 gramas foi solto de uma altura de 60 cm, em queda livre, em
direcdo ao cranio do animal, gerando o TCE.

7 — A sutura foi realizada e o animal foi colocado em uma manta térmica para
recuperacao.

8 — O animal foi monitorado visualmente até sua recuperagdo, recebendo antibiotico

topico no local da lesao.

6.4 Avaliacao de alteragdes comportamentais e cognitivas

A atividade locomotora e alteragdes comportamentais e cognitivas foram
analisadas por meio de testes padronizados: campo aberto, footprint, nado forcado,,
marble burying, labirinto em cruz e labirinto em y. Um fluxograma com o workflow dos
testes e analises realizados durante esse trabalho estao expostos no esquema na figura 4.
Esses parametros foram registrados por um software de captura e rastreamento de

imagens EthoVision XT (Noldus Information Technology, Leesburg, VA, USA).
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Figura 4. Esquema com fluxograma mostrando o workflow dos testes de comportamento e analises

utilizados nesse estudo.

Avaliacio Neurologica pelo escore de gravidade neurologica - NSS

Uma hora ap6s o trauma, os camundongos foram avaliados por meio do escore
neurologico de gravidade (Neurological severity escale - NSS). Trata-se de uma escala
de avaliagdo comportamental bastante utilizada para avaliar o estado neurologico geral
de camundongos no TCE experimental. A NSS foi realizada em um circuito de distintos
aparatos especificos, conforme previamente descrito por Flierl ef al., 2009. Ela ¢
constituida por 10 testes que analisam a resposta do animal a desafios locomotores, de
exploracdo e de resposta a diferentes estimulos (figura 5). A NSS também foi realizada

apos 3, 6, 12 e 24 horas, e diariamente ao longo de 14 dias. Para cada atividade ndo
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realizada o animal recebeu 1 ponto, e, dessa maneira, quanto maior a pontuacao, maior a

lesdao neurologica apresentada.
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Figura 5. Parametros do Escore neurologico de gravidade (NSS)

Teste do Campo aberto

O teste do Campo Aberto foi utilizado para avaliar tanto a atividade locomotora
quanto o comportamento do tipo ansioso dos animais. Espera-se em roedores que, em
funcdo do habito exploratorio, circulem por toda a arena, incluindo o centro (figura 6A).
Animais ansiosos tenderdo a se manter na borda (Podhorna e Brown, 2002). O teste foi
realizado em todos os animais, incluindo os controles, obedecendo a distribuicao dos
grupos.

Para aquisicdo dos dados do Campo Aberto foi utilizado gaiolas do tipo
Phenotyper, que consistem em uma arena com paredes opaca (30 cm X 30cm). Foram
criadas zonas de centro e borda pelo software. Cada gaiola continha uma unidade superior
com um video digital, camera e luzes infravermelhas. Com quatro gaiolas de andlises do

teste na sala de comportamento, foi possivel a realiza¢ao do teste individualmente com 4
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camundongos ao mesmo tempo. A distancia total percorrida (cm) foi adquirida pelo
software de rastreamento de video FEthoVision (Noldus Information Technology,
Leesburg, VA, USA). Para iniciar o teste, cada camundongo foi colocado no centro da
arena para observagdo de sua locomocdo livre durante 30 minutos. Parametros como
atividade de locomoc¢ao, nimero de entradas no centro da arena e porcentagem de tempo
gasto neste local (medida da ansiedade) foram registrados pelo software EthoVision. A
locomog¢do ou atividade locomotora dos animais foi definida pela distancia total
percorrida (cm) durante o tempo do teste (30 minutos). A medida da ansiedade ¢ a
porcentagem de entradas e de tempo gasto no centro da arena (tempo ou entradas no
centro da arena/tempo ou entradas no centro e na periferia da arena X 100), sendo que

baixas porcentagens indicam maiores niveis de ansiedade.
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Figura 6. Esquema mostrando os testes de comportamento e cognicdo utilizados. A- Teste de
campo aberto; B — Teste do Labirinto em cruz elevado; C — Teste do marble burying; D — Teste do
Nado Forcado e E — Teste do Labirinto em Y.

Teste de Footprint

O teste de footprint ¢ um teste de avaliagdo locomotora que faz a andlise da marcha
do animal utilizando o padrao de pegadas (Carter ef al., 1999). O animal foi colocado
sobre 4 patas em um recipiente com tinta atdxica colorida, e, logo em seguida, transferido
para caminhar por uma plataforma plana, revestida com papel quadriculado (45x15x6
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cm). Depois o animal foi retirado da plataforma e colocado novamente na gaiola. O rastro
de pegadas que ficou pintado no papel quadriculado foi analisado considerando a média
de 3 pegadas, levando em conta a distdncia em cm do centro de uma pegada para a outra.

A analise foi feita do lado da lesdo e do lado contralateral.

Teste de labirinto em cruz elevado

Constitui um dos principais testes para avalia¢do da ansiedade em camundongos,
sendo considerado um método valido de investigagdo comportamental. Tem como base o
conflito entre o desejo de explorar novos ambientes ¢ o medo de areas abertas e
desconhecidas, além da associacdo de elementos ansiogénicos tais como elevagdo e
iluminacao (Malkesman et al., 2013).

O aparato de teste foi composto por dois bragos abertos (30 cm x 7 cm x 0,25¢m)
opostos a dois bragos fechados (30cm x 7cm x 15¢m), e elevados a 60 cm do chao (feitos
de plastico cinza escuro) (figura 6B). No inicio do teste, cada camundongo foi colocado
na area central do aparelho com a cabeca voltada para um brago aberto. A duragdo da
sessao de teste foi de 5 min. O software EthoVision XT (Noldus Information Technology,
Leesburg, VA, USA) foi utilizado para analise comportamental. Foram calculados o
nimero de entradas e o tempo gasto em bragos abertos e fechados. A porcentagem de
tempo gasto em bragos abertos e porcentagem de entradas de brago aberto foram usadas
como medidas do indice de ansiedade, como descrito anteriormente (Malkesman et al.,

2013).
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Teste de Marble burying

O teste de marble burying avalia o comportamento do tipo impulsivo/compulsivo.
Foram utilizadas gaiolas do tipo Phenotyper preenchidas com 12 cm de maravalha limpa.
Sobre a superficie da maravalha foram colocadas 25 bolinhas de gude de 1 cm e com
espaco entre elas de aproximadamente 3 cm. Os animais foram colocados
individualmente nas gaiolas por 30 minutos (figura 6C). Foi contabilizado visualmente o
nimero de bolinhas enterradas com 2,5 cm de profundidade. O maior nimero de bolinhas
enterradas corresponde ao comportamento do tipo impulsivo/compulsivo (Bahi e Dreyer,

2012).

Teste de nado for¢cado

Este teste foi realizado para a detec¢do de comportamentos do tipo depressivo
(Haring et al., 2013). Para o teste do nado forcado, os animais foram colocados
individualmente em um recipiente de vidro transparente preenchido com 10 cm de dgua
na temperatura de 23-25°C. A sessao teve duragdo total de 6 minutos, sendo os primeiros
2 minutos de pré-teste seguido pelo teste de 4 minutos (figura 6D). O tempo de
imobilidade foi registrado e, posteriormente, analisado por um software de rastreamento
(EthoVision XT, Noldus Information Technology, Leesburg, VA, USA), o qual
considerou o animal imével quando estava com sua velocidade abaixo de Scm/s com o

objetivo de desconsiderar o tempo em que o animal estava apenas boiando.

36



Teste de Labirinto em Y

Para analisar a memoria de trabalho, foi utilizado o comportamento de alternancia
espontanea de uma Unica sessao do labirinto em Y (Lazaroni et al., 2012). Cada
camundongo foi posicionado num brago inicial (A) livre para mover-se pelos outros
bragos do labirinto durante 5 min (figura 6E). A série de entradas em cada braco foi
visualmente analisada. A alternancia ¢ definida como sucessivas entradas nos 3 diferentes
bracos. O numero de sequéncias de entradas (ABC, BCA) foi definido como o numero
de alteragdes. A porcentagem da alternancia foi calculada de acordo com a seguinte
formula: [total de alternancia/ (total de entradas nos bragos -2) X100].

E necessario lembrar que antes de todos os testes os animais foram ambientados
na sala de comportamento por, no minimo, 30 minutos. No teste de campo aberto, todos
os grupos participaram. No entanto, em fun¢do da lesdo locomotora presente com 6 e 24
horas, esses grupos foram excluidos dos outros testes de comportamento que dependiam
de locomogao. O teste de footprint foi realizado com os grupos de 12 e 24 horas, 15 e 30
dias. O teste de Labirinto em cruz foi realizado com os grupos de 12 e 72 horas, 15 e 30
dias. E os testes de marble burying, nado for¢ado e labirinto em y foram realizados com
os grupos de 12 e 72 horas, e 30 dias ap6s o TCE. Em todos os testes houve grupo

controle.

6.5 Medida dos niveis de citocinas pela técnica de Cytometric Bead Array (CBA)

Apbs os testes de comportamento, os animais foram anestesiados, e tiveram as

regides do encéfalo retiradas a fresco. Os tecidos foram armazenados em freezer — 70C°
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e, em seguida, processadas em tampao de homogeneizagdo para realizagdo de analises
pela técnica de CBA. As concentragdes, no tecido cerebral (hipocampo, cortex frontal),
das citocinas TNF e IL-10 foram avaliadas por meio de Kits Th1/Th2/Th17 de CBA (BD
Biosciences, San Diego, CA) de acordo com os procedimentos previamente descritos pelo
fabricante. A concentracao dos mediadores inflamatorios foi determinada por leitura no
instrumento FACSCanto (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) na Faculdade de

Medicina da UFMG.

6.6 Histologia

Para avaliagdo de alteragdes estruturais e patologicas apoés TCE, foram realizadas
andlises histopatologicas do tecido cerebral. Para tanto, apos a realizagdo dos testes de
comportamento, os animais que foram selecionados para histologia foram anestesiados
com xilazina/cetamina e perfundidos com paraformaldeido a 4% para a retirada do
encéfalo via perfusdo transcardiaca. A coloracdo de rotina HE (Hematoxilina-Eosina) foi
utilizada para analise das alteracdes histopatologicas. As 1aminas de HE foram cortadas e

coradas no Departamento de Patologia — ICB/UFMG.

6.7 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico Prisma 5.0
(GraphPad, La Jolla, CA, USA). Os resultados foram analisados quanto a distribui¢ao
normal pelo teste Kolmorov-Smirnov. As varidveis com distribui¢do normal foram

comparadas por meio dos testes estatisticos T de Student (duas variaveis) ou ANOVA
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(trés ou mais variaveis). O pds-teste de Bonferroni foi utilizado quando necessario para
multiplas comparagdes. No caso de distribuicdo ndo normal, as varidveis foram
comparadas por meio dos testes estatisticos Mann-Whitney U (duas variaveis) ou
Kruskal-Wallis (tré€s ou mais variaveis). O nivel de significancia estabelecido foi de p <

0,05.

7. RESULTADOS

7.1 Padroniza¢ao do modelo de TCE

A tabela 1 representa os principais resultados obtidos durante a padronizagdo do
modelo de TCE, usando diferentes protocolos. Observa-se que a mortalidade foi o
principal pardmetro para determinagdo da viabilidade do protocolo. Assim como, a
mudanca no tipo de projétil foi o principal determinante para a reducao da mortalidade
dos animais. E importante ressaltar que o obito desses animais ocorreu imediatamente

apo6s a indugao do TCE.

Tabela 1 — Evolucao de diferentes parametros clinicos em distintos protocolos de TCE

Parametros Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4
avaliados

Mortalidade 62,5% 60% 31% 3%

concentracao 4/1/3 4/1/1 8/1/1 8/1/1
do anestésico
salina/xilazina/
cetamina

quantidade do 70 ul 120 pl 120 pl 120 wl
anestésico em

pl
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Tipo de projétil metal

metal resina

peso do projétil 25¢g

€m gramas

I5¢

numero de 2

ensaios
realizados

numero de 25

animais
utilizados no
protocolo

19

29

142

A introducao de um novo projétil, realizada no protocolo 4, se fez necessaria para

a reducao de eventos como hemorragia e extravasamento da massa encefalica que

ocorriam depois do TCE (tabela 2).

Tabela 2 — Porcentagem de ocorréncia de sinais clinicos apés TCE

Parametro avaliado

Protocolos iniciais

Protocolo 4

Hemorragia 10,44% 2,98%
Protrusio do olho direito 4,47% Nao ha ocorréncias
Extravasamento de massa 5,97% Nao ha ocorréncias
encefalica

Respiracao instavel 2,98% 0,74%
Necessidade de massagem Nao hé ocorréncias 0,74%
cardiaca

Quebra da calota 2,98% Nao ha ocorréncias
craniana

Afundamento da calota 2,98% Nao ha ocorréncias
craniana

Inchaco da calota 5,97% Nao ha ocorréncias
craniana

40



A figura 7 contém imagens macroscopicas da lesdo causada pelos dois tipos de
projétil utilizados na padronizagdo desse modelo (figura 7A metal; figura 7B resina). Foi
possivel observar visualmente uma diferenca importante no padrao de lesdo encefilica

dos animais submetidos ao TCE.

Animal 56
TBI

Figura 7. Imagem representativa da analise macroscopica do encéfalo de camundongos
submetidos ao TCE com diferentes tipos de projétil. (A) lesdo gerada pelo projétil de metal

de 25 gramas; (B) lesdo gerada pelo projétil de resina de 15 gramas.

7.2 Avaliacao neurologica pela escala NSS e da massa corporal apés o TCE

A avaliagdo neurolodgica foi realizada 1 dia antes da indugdo do TCE, as 1,3, 6 ¢

12 horas e ao longo de 14 dias ap6s a lesdo, utilizando a escala NSS. Foi possivel observar
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que durante as primeiras horas apés o TCE, houve lesdo neuroldgica significativa

indicada pela alta pontuacao na NSS em relagdo ao grupo controle (figura 8).
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Figura 8. Escores obtidos na escala de avaliagdo neuroldgica (NSS) nos tempos 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48,

72,96, 120, 144, 168, 240, 288, 336 horas ap6s TCE. * p < 0,05 em relagdo ao controle (n=10) que

incluiu animais submetidos a lesdo ficticia.

Nao houve alteracao de peso corporal dos animais apds o TCE, em comparacao

com os controles (figura 9).
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Figura 9. Analise do peso corporal em gramas (g) nos tempos 0, 1, 6, 12, 24, 48 e 72 horas ap6s TCE.

*p <0,05 em relacao ao controle (n=10) que incluiu animais submetidos a lesao ficticia.



7.3 Avaliacao da atividade locomotora apds o TCE pelos testes do campo aberto e
de footprint

Os animais submetidos ao TCE apresentaram prejuizo na atividade locomotora 6 horas
apos a lesdo, quando comparados com os controles. De forma peculiar, apés uma
recuperacdo com 12 horas, esses animais voltaram a apresentar prejuizo locomotor 24
horas depois da lesdo, como indicado pela distancia total percorrida no teste de campo
aberto (figura 10). No teste de footprint, nao houve alteracdo da marcha dos animais apos

o TCE, tanto do lado da lesao quanto do lado contralateral (figura 11).
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Figura 10. Analise da distancia total percorrida em centimetros (cm) pelo teste do campo aberto as 6 (6H),
12 (12H), 24 (24H) e 72 (72H) horas e 15 (15D) ¢ 30 (30D) dias ap6s TCE. * p < 0,05 em relag¢do ao grupo

controle (Co, n=10) que incluiu animais submetidos a lesao ficticia.
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Figura 11. Analise do teste de footprint as 12 (12H) ¢ 24 (24H) horas e 15 (15D) e 30 (30D) dias apos TCE.
(A) Comprimento da passada do lado contralateral (cm) ao TCE. (B) Comprimento da passada do lado
ipsilateral (cm) ao TCE. p > 0,05 para todas as comparagdes. O grupo controle (n=10) incluiu animais que

receberam lesdo ficticia.

7.4 Caracterizacio de alteracdées comportamentais e cognitivas apos o TCE

7.4.1 Analise do comportamento do tipo ansioso

Os animais permaneceram uma propor¢ao de tempo menor nos bragos abertos do
labirinto em cruz elevado em relagcdo aos animais controles as 12 e 72 horas, 15 e 30 dias

apo6s a indugao do TCE, o que indica um comportamento do tipo ansioso (figura 12).
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Figura 12. Andlise do percentual (%) de tempo de permanéncia no brago aberto do teste de labirinto em
cruz elevado as 12 (12H) e 72 (72H) horas e 15 (15D) e 30 (30D) dias ap6s TCE. *p < 0,05, ** p <0,01

e ***p<0,001 emrelacdo ao grupo controle (CO, n=10) que incluiu animais submetidos a lesao ficticia.



Os dados apresentados nas figuras 13 e 14 representam os resultados da avaliacao
de parametros de ansiedade nos testes do campo aberto e marble burying. Nao foi possivel
detectar alteragdo de comportamento nas fases aguda (12 e 72 horas) e subaguda (15 e 30

dias) apds TCE por meio desses testes.
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Figura 13: Analise do percentual (%) de tempo de permanéncia no centro pelo teste de campo
aberto as 12 (12H) e 72 (72H) horas e 15 (15D) e 30 (30D) dias apos TCE. p > 0,05 para todas

as comparagdes. O grupo controle (CO, n=10) incluiu animais que receberam lesdo ficticia.
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Figura 14: Analise do nimero de bolinhas enterradas pelo teste de marble burrying as 12 (12H)
horas, 72 (72H) e 30 (30D) dias apdés TCE. p > 0,05 para todas as comparagdes. O grupo controle

(Co, n=10) incluiu animais que receberam lesao ficticia.

7.4.2 Analise do comportamento do tipo depressivo

No teste de nado forcado, ndo houve diferenca no tempo de imobilidade dos
animais apos o TCE em relacdo ao grupo controle. Contudo, houve diferenca significativa
no tempo de escalada no grupo de 72 horas apos o TCE, em relagdo ao controle, que pode

ser um indicio do comportamento do tipo depressivo (figura 15).
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Figura 15: Analise do teste de nado for¢ado no grupo controle (CO) e as 12 (12H) horas, 72 (72H) horas
¢ 30 (30D) dias ap6s TCE . (A) Tempo de imobilidade em segundos (s) p> 0.05 para todas as comparagdes;
(B) Tempo de escalada em segundos (s) * p<0.05 em relagdo na ao grupo controle (CO, n=10 que incluiu

animais que receberam lesao ficticia.



7.4.3 Andlise de alteragdes cognitivas

Nao houve alteracdo cognitiva nos animais submetidos ao TCE, avaliada pela
auséncia de diferenga na propor¢ao da taxa de alteracdo espontanea entre os bragos no

teste do labirinto em Y (figura 16).
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Figura 16. Analise do percentual (%) de alteracdo espontanea no teste de labirinto em Y as 12
(12H) horas, 72 (72H) horas e 30 (30D) dias apos TCE. p > 0,05 para todas as comparagdes. O

grupo controle (CO, n=10) incluiu animais que receberam lesdo ficticia.

7.5 Caracterizacgao de alteracoes morfologicas em diferentes regioes do encéfalo de
camundongos da linhagem C57Black6 apés o TCE

Foi encontrada infiltracdo de neutrofilos e hemorragia local no cortex cerebral as
6 horas apos o TCE, como mostrado pela imagem microscopica representativa, com

aumento de 100 vezes, e corada por HE (figura 17).
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Figura 17. Fotomicrografias representativas de secgdes do cérebro coradas com H&E. A — Cérebro de
animal controle mostrando auséncia de alteragdes no tecido cerebral. B — Cérebro de animal submetido
ao TCE mostrando hemorragia focal (asterisco) e infiltragdo de neutréfilos no cortex cerebral. Observe
alguns neutrofilos (setas) e numerosas células isquémicas envolvidas na cavidade hemorragica, 6 horas
apds o TCE. O grupo controle (n=3) incluiu animais submetidos a lesdo ficticia. Ampliagdo: A-B: X

100; Insergdo: x 400.

7.6 Avaliacao do processo inflamatorio via analise dos niveis de citocinas em
distintas porcoes do encéfalo de camundongos machos da linhagem C57Black6
submetidos ao TCE

7.6.1 Concentragao de fator de necrose tumoral (TNF) no cortex pré-frontal
Nossos resultados mostraram que nao houve alteragao nas concentragdes de TNF no lado
ipsilateral ao TCE (figura 18A). Entretanto, houve uma diminui¢ao dos niveis de TNF no

cortex contralateral as 72 horas e 30 dias ap6s o TCE em relagdo ao grupo controle (figura

18B).
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Figura 18. Concentra¢des de fator de necrose tumoral (TNF) expressas em picograma (pg) por 100
miligramas (mg) de tecido no cortex de animais submetidos ao TCE nos tempos 6 (6H), 12 (12H), 24
(24h) e 72 (72H) horas e 30 dias apds o trauma e em animais submetidos a lesdo ficticia (grupo controle,
CO, n=5). e controles. A: cortex ipsilateral; B: cortex contralateral. *p<0.05 em relagdo ao grupo

controle.

7.6.2 Concentracao de TNF no hipocampo

Houve aumento dessa citocina as 12 e 72 horas no hipocampo ipsilateral apds a lesdao, em
comparac¢ao com o grupo de 30 dias (figura 19A). Em relagdo ao hipocampo contralateral,
houve aumento dos niveis de TNF as 6, 12 e 24 horas em relacdo ao grupo de 30 dias e

diminui¢ao de TNF aos 30 dias quando comparado com os controles (figura 19B).
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Figura 19. Concentra¢des de fator de necrose tumoral (TNF) expressas em picograma (pg) por 100
miligramas (mg) de tecido no hipocampo de animais submetidos ao TCE nos tempos 6 (6H), 12 (12H), 24
(24h) e 72 (72H) horas e 30 dias apds o trauma e em animais submetidos a lesao ficticia (grupo controle,
CO, n=5). A: Hipocampo ipsilateral; B: hipocampo contralateral *p<0.05 em relagdo ao grupo controle e

# p<0,05 em relagdo ao grupo de 30 dias.

7.6.3 Concentragao de interleucina (IL)-10 no cortex pré-frontal

Houve aumento na concentragdo de IL-10 as 12 e 24 horas apos o TCE no cortex
ipsilateral ao trauma em relagdo ao grupo controle (figura 20A). Entretanto, no cortex
contralateral os niveis dessa citocina se encontraram diminuidos as 72 horas e aos 30 dias
em relacdo ao grupo controle. Ainda nessa regiao, foi verificado aumento dessa citocina
as 6 e 12 horas em relagdo as 72 horas e aos 30 dias ap6s o TCE. Houve também e aumento

as 24 horas ap6s o TCE em relacgdo as 6 horas (figura 20B).
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Figura 20. Concentragdes de interleucina (IL)-10 expressas em picograma (pg) por 100 miligramas
(mg) de tecido no cortex cerebral de animais submetidos ao TCE nos tempos 6 (6H), 12 (12H), 24 (24h)
e 72 (72H) horas e 30 dias ap6s o trauma e em animais submetidos a lesdo ficticia (grupo controle, CO,
n=5). A: Cortex ipsilateral; B: Cértex contralateral * p<0,05 em relagdo ao controle, # p<0,05 em relacao
ao grupo de 30 dias, @ p<0,05 em relagdo ao grupo de 72 horas ¢ & p<0.05 em relagdo ao grupo de 6

horas.
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7.6.4 Concentracao de IL-10 no hipocampo

No hipocampo ipsilateral houve diminui¢do dos niveis de IL-10 as 72 horas depois da
lesdo (figura 21A). No hipocampo contralateral essa diminui¢ao foi demonstrada as 6, 24

e 72 horas, e 30 dias ap6s o TCE (Figura 21B).
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Figura 21. Concentragdes de interleucina (IL)-10 expressas em picograma (pg) por 100 miligramas
(mg) de tecido no hipocampo de animais submetidos ao TCE nos tempos 6 (6H), 12 (12H), 24 (24h) e
72 (72H) horas e 30 dias apos o trauma e em animais submetidos a lesao ficticia (grupo controle, CO,
n=5). A: Hipocampo ipsilateral; B: Hipocampo contralateral *p<0,05 em relagéo ao controle e &p<0.05

em relagdo ao grupo de 6 horas.
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8. DISCUSSAO

O TCE leve tem a maior prevaléncia dentre os tipos de trauma, podendo
representar até 90% dos casos de TCE em algumas populagdes (Feigin et al., 2013). Além
disso, o TCE leve tem sido associado a diversas sequelas comportamentais e
neuropsiquiatricas, como irritabilidade, disturbios de sono, ansiedade e depressdao (Deb
et al., 1998; Deb et al., 1999). Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo
padronizar o modelo de queda de peso em camundongos para investigar alteragdes
comportamentais e cognitivas na fase aguda e subaguda do TCE leve. Bem como, analisar
alteracdes morfoldgicas e parametros inflamatorios em diferentes regides do SNC,
associando-as a sequelas comportamentais e cognitivas apds o TCE.

Durante a padronizacao, a mudanca do tipo de projétil foi o principal parametro
responsavel por reduzir a mortalidade dos animais. Apesar de o trauma gerado ter um
ponto focal inicial, na regido parietal direita, a lesdo nesse trabalho foi majoritariamente
difusa (Marmarou et al., 1994), atingindo grande parte do cortex cerebral. Alguns
trabalhos usando esse mesmo modelo também encontraram lesdo no cortex cerebral
(Schwarzbold et al., 2010; Silva et al., 2012).

De acordo com Tsenter e colaboradores (2008), a pontuacao do animal na escala
NSS realizada 1 hora ap6s o TCE define a gravidade do trauma. O TCE leve corresponde
a um valor menor que 5, moderado de 5 a 6, grave de 7 a 8 e fatal de 9 a 10 pontos. No
nosso trabalho, a pontuagdo dos animais na escala NSS realizada 1 hora apds o TCE foi
por volta de 6 pontos, o que segundo essa classificagdo ¢ correspondente a um TCE
moderado. Entretanto, outros pardmetros importantes para definicdo da gravidade do
trauma tais como a taxa de sobrevida e o estado clinico dos animais ap0s a lesdo foram

compativeis com TCE leve. Além disso, a baixa taxa de mortalidade, a preservacao do
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peso corporal e o rebaixamento da pontuacao na NSS de 6 para 2 pontos apos 6 horas da
lesao mostraram que nosso modelo de queda de peso em camundongos produziu um TCE
leve nos animais.

O presente trabalho ¢ o primeiro a investigar a atividade locomotora por meio do
teste de campo aberto 6 ¢ 12 horas apos o TCE leve. Na fase aguda do TCE leve em
humanos, os principais sintomas nao t€ém associacdo com locomogao, € sim com aspectos
somaticos, cognitivos e afetivos, como presenca de irritabilidade, fadiga e distarbios de
sono (Prince e Bruhns, 2017). Nesse cenario, pode-se especular que o prejuizo locomotor
as 6 horas esteja diretamente relacionado com o inicio da infiltragdo de neutréfilos, mas,
principalmente, com mecanismos de lesdo primaria, como o edema cerebral, que se
desenvolve nas primeiras horas apds a ocorréncia do trauma (McKee e Daneshvar, 2015).
Além disso, a recuperacdo as 12 horas pode estar associada a uma possivel diminui¢ao
do edema cerebral.

De maneira interessante, houve uma reducao da locomogao as 24 horas apds a
lesdo, que poderia estar relacionada com o inicio dos mecanismos relacionados a lesao
secundaria. Nao foi possivel realizar testes de comportamento 6 e 24 horas ap6s o TCE,
porque a atividade locomotora preservada ¢ condicdo essencial para execugdo dos testes
(Schwarzbold et al., 2010). Essa diminui¢ao da locomog¢ao também foi encontrada em
outros trabalhos que utilizaram o modelo de queda de peso, que avaliaram as 24 horas, 7
dias e 4 semanas apds o TCE (Koob et al., 2008; Fromm et al., 2004 e O'Connor et al.,
2003). Além disso, no presente estudo, houve recuperagdo do prejuizo motor 72 horas
apos o TCE que perdurou por 30 dias apds a lesdo. Diferindo de nossos dados,
Schwarzbold e colaboradores (2010) encontraram maior locomog¢ao no mesmo modelo

10 dias ap6s o TCE. Quando comparado com o modelo de ICC, utilizado na maior parte
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dos trabalhos que analisou locomogao, foi encontrado aumento da atividade locomotora,
com variagdo do tempo de analise de 1 dia até 14 dias apos a lesdo (Pandey et al., 2009;
Wakade et al., 2010; Kimbler et al., 2012; Yu et al., 2012 e Budinich et al., 2013). Esses
dados sugerem que as caracteristicas intrinsecas dos diferentes modelos, variagao nos
testes utilizados para avaliar a locomogao, bem como o momento de avaliagdo, podem
ser responsaveis por diferencas observadas entre os resultados relativos a locomogao nos
estudos.

Tem sido relatada, com cada vez mais frequéncia, alteracdes de marcha em
pacientes que sofreram TCE, principalmente do tipo grave (Niechwiej-Szwedo et al.,
2007; Walker e Pickett, 2007). Nesse trabalho, nao foi encontrada nenhuma alteracao de
marcha, usando o teste de footprint. Contudo, Bose e colaboradores (2013), estudando
espasticidade muscular ap6s TCE grave por queda de peso em ratos da linhagem Sprague-
Dawley, encontraram alteragdo de marcha as 2 e 4 semanas apos a lesdao. Usando o mesmo
modelo de TCE, foi encontrada alteracao de marcha 1.5, 6 e 24 horas depois do TCE, em
um estudo que investigou o tratamento farmacoldgico para déficits motores em
camundongos da linhagem CF-1 (Costa et al., 2009). Os estudos utilizaram parametros
mais sensiveis para a andlise da marcha, como o indice de alterndncia e aqueles que
relataram a gravidade do TCE encontraram alteracdo de marcha no TCE grave, o que
pode, pelo menos em parte, explicar os resultados aparentemente conflitantes.

Ressalta-se que o comportamento do tipo ansioso foi detectado pelo teste de
labirinto em cruz elevada 12 horas apds o TCE e persistiu até 30 dias apds a lesdo. Esses
dados corroboram achados de estudos em humanos em que a ansiedade pode estar
presente logo apds, semanas ou, até mesmo, 10 anos apés o TCE (Baker-Color ef al.,

2015; Osborn et al., 2017; Baker-Color et al., 2018; Hammond et al., 2019). Alguns
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estudos pré-clinicos também dao suporte aos nossos resultados referentes a presencga de
ansiedade. Shultz e colaboradores (2012), encontraram comportamento do tipo ansioso
24 horas e que se manteve ao longo de 8 semanas em ratos Long Evans submetidos ao
modelo de PLF repetitiva. Utilizando o modelo de queda de peso, Schwarzbold e
coautores (2010) mostraram comportamento do tipo ansioso em camundongos Swiss 11
dias apdés o trauma. Entretanto, com o mesmo modelo, foi encontrada redugdo da
ansiedade em ratos Wistar 14 dias depois do TCE (Pandey et al., 2009). Washington e
colaboradores (2012) também encontraram reducdo da ansiedade 21 dias depois do TCE
em camundongos C57BL/6 submetidos ao modelo de ICC. Dessa forma, a linhagem, o
modelo de TCE, os instrumentos utilizados e 0 momento de realizagdo dos testes podem
ter ocasionado os diferentes resultados nos estudos em relagdo ao comportamento do tipo
ansioso.

Poucos estudos de trauma utilizaram o teste de marble burying para analisar o
comportamento do tipo impulsivo/compulsivo (TIC). Diferentemente do nosso resultado,
foi encontrado aumento no niumero de bolinhas enterradas (medida de comportamento
TIC) em ratos Wistar 14 dias apds o TCE pelo modelo de queda de peso (Pandey et al.,
2009). Também foi observado o aumento de esferas enterradas, em relagdao ao controle,
em camundongos C57BL/6, 7 dias apds o TCE pelo modelo ICC (Tucker et al., 2017).
Os motivos desses resultados conflitantes no teste de marble burying podem estar
relacionados ao uso de diferentes modelos de TCE e de espécies e linhagens distintas de
animais.

Em relacdo ao comportamento do tipo depressivo, ndo foi detectada diferenca no
tempo de imobilidade, contudo houve diferenga no tempo de escalada. O tempo de

escalada nao ¢ uma avaliacao que tem sido utilizada em modelos de TCE. Entretanto,
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trata-se de uma avaliacdo previamente utilizada na literatura para caracterizagdo do
comportamento do tipo depressivo (Vieira et al., 2008). O surgimento do comportamento
do tipo depressivo no pico da lesdo secundaria foi bem semelhante ao que se observa em
pacientes com TCE, que apresentam oscilagdes entre estados de ansiedade e depressao
(Baker-Solo et al., 2015; Osborn et al., 2017). A analise do tempo de imobilidade no nado
forgado foi realizada em alguns estudos pré-clinicos (Taylor et al., 2006; Washington et
al., 2012). Milman e colaboradores (2005) encontraram comportamento do tipo
depressivo em camundongos da linhagem CD-1 (Charles River Laboratories) submetidos
ao modelo de queda de peso aos 7 e 90 dias apos a lesdao. Usando o mesmo modelo e a
mesma linhagem de camundongos, foi encontrado comportamento do tipo depressivo 72
horas apds o trauma (Tweedie et al., 2007). Corroborando com nossos dados de
imobilidade, outros trabalhos que analisaram essa medida também ndo encontraram
diferenca significativa aos 10 dias, 1 e 6 meses apos a lesdo em diferentes modelos de
TCE. Em sintese, mais estudos sdo necessarios para determinar o efeito do TCE no
desenvolvimento de depressao em roedores, utilizando o teste de nado forgado.

Em relacdo ao teste de labirinto em y para analise da memoria espacial, ndo houve
alteragdo cognitiva no nosso grupo experimental. Esse achado difere de resultados obtidos
em pacientes vitimas de TCE com gravidades varidveis, que foram avaliados através de
testes de Wechsler Adult Intelligence Scale nos quais foram detectadas declinio cognitivo
ap6s 3 décadas de lesao (Himanen et al., 2006). Bem como, pesquisas experimentais
também tém demonstrado déficits cognitivos com a utilizagdo desse teste. Utilizando o
modelo de queda de peso e camundongos da linhagem CD-1 foram encontrados prejuizos

cognitivos aos 7 (Rubovitch et al., 2015) e aos 10 dias (Heim et al., 2017) apos o TCE.
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Benady e colaboradores (2018), usando o mesmo modelo e linhagem de camundongos,
mostrou alteragdo aos 7 dias, que se manteve aos 30 dias apds o TCE.

No presente estudo, a infiltracao de neutrofilos 6 horas apds o TCE e os resultados
da andlise de citocinas ofereceram evidéncias de que ha relagdo entre esses mediadores e
o desenvolvimento da ansiedade e depressao nos camundongos submetidos ao modelo de
queda de peso. O TNF ¢ uma citocina pro-inflamatoria que esta presente em neurdnios e
células da glia (Curls et al., 1997). Nesse trabalho, houve redugdo dos niveis de TNF no
cortex contralateral 72 horas ap6s o TCE em relagdao ao grupo controle. Por outro lado,
nao foram detectadas diferencas nas concentragdes de TNF no coértex ipsilateral em
nenhum dos tempos estudos em comparacao ao grupo controle. Ha poucos trabalhos que
investigaram citocinas no TCE leve. O achado do presente estudo ¢ contrario ao relatado
por Taupin e colaboradores (1993), que detectaram aumento das concentragdes de TNF
na mesma regiao, as 3 e 8 horas ap6s o TCE por PLF. Por outro lado, corroborando o
nosso achado, Knoblach e colaboradores (1999) nao encontraram diferenca na
concentracdo de TNF no cortex ipsilateral usando o modelo de ICC.

Os diferentes trabalhos na literatura, tanto clinicos quantos experimentais (Csuka
et al., 1999; Dalgard et al., 2012), tém mostrado que o TNF tem sua concentragdo
aumentada na fase aguda do TCE grave, e uma regulagao negativa em longo prazo. Esse
padrao, que parece estar bem estabelecido no TCE grave, nao se repetiu nos nossos dados,
usando um modelo de TCE leve. De forma interessante, os resultados desse trabalho
mostraram que houve reducao significativa da concentracdo de TNF 30 dias apds o TCE
no cortex e hipocampo contralateral em relagdo ao grupo controle.

Neste trabalho também foi avaliada a concentragao da IL-10 no cortex cerebral e

no hipocampo. A IL-10 inibe citocinas pro-inflamatorias como TNF e estimula a sintese
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de citocinas anti-inflamatorias, sendo importante na fase de resolucao da inflamagao
(Curfs et al., 1997). Houve aumento significativo das concentragdes de IL-10 as 12 e 24
horas apds o TCE no cortex ipsilateral em relagdo ao grupo controle. Esses dados estao
de acordo com estudo anterior que relatou aumento das concentragdes dessa citocina 4 e
24 horas ap6s TCE induzido por PLF (Knoblach e Faden, 1998). Também ha poucos
estudos com TCE leve que investigaram essa citocina, bem como trabalhos que separaram
as regides do cérebro em ipsilateral e contralateral para as analises. Alguns estudos
clinicos com TCE grave mostraram aumento dessa citocina em diferentes momentos,
desde 2 horas até 6 meses apo6s a lesao (Woiciechowsky et al., 2002; Shiozaki et al., 2005;
Stein et al., 2011). Ressalta-se ainda que houve redugao significativa das concentragdes
de IL-10 em relagdo ao controle, no lado contrario ao da lesdo nas duas regides do cérebro
que foram analisadas. No cortex contralateral, a redugdo de IL-10 ocorreu as 72 horas e
se manteve at¢ 30 dias ap6és o TCE. No hipocampo contralateral, essa reducao foi
detectada em todos os tempos testados, exceto as 12 horas ap6s o TCE.

O modelo de queda de peso padronizado nesse trabalho apresenta como
limitagdes, principalmente, o fato de que existem poucos pardmetros que podem ser
ajustados e que ele necessita de um aparato que possua as dimensdes determinadas. O
uso de diferentes modelos de TCE, linhagens de animais, protocolos e instrumentos de
analise de comportamento e diferentes tempos de avaliagdo pode ser responsavel por
resultados contraditdrios entre os diversos estudos. O presente estudo tem como vantagem
a avaliacdo em diversos intervalos de tempo, em fase aguda e subaguda do TCE,
considerando que a maioria dos estudos avaliou os animais em somente um ou dois

momentos. Além disso, grande parte dos estudos ndo classificou ou ndo relatou a
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gravidade do TCE (leve, moderada ou grave), o que dificultou, de certa forma, a discussao

dos dados.

9. CONCLUSOES

Alteragdes de comportamento estdo associadas a alteracdes na concentragdo de
citocinas no cortex e no hipocampo. O modelo de TCE por queda de peso, que foi
padronizado neste estudo, mostrou alteracdes histopatoldgicas e comportamentais que sao
compativeis com o que se observe em pacientes vitimas de TCE. Dessa forma, nosso
modelo podera ser util para a ampliagao dos conhecimentos relacionados a fisiopatologia

da doenga.
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