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RESUMO

O traumatismo cranioencefélico (TCE) é um neurotrauma de fisiopatologia
complexa causado por uma forga mecéanica externa. Os danos provenientes desse
trauma podem ser divididos em primario e secundario. O primario se refere a danos
relacionados a colisdo mecéanica do encéfalo e o secundério estéo relacionados a
processos neuroquimicos e imunoexcitotoxicos causados pela progressao
temporal da injaria. Chamada de “epidemia silenciosa”, € a maior causa de
incapacidade de jovens adultos ao redor do mundo. Modelos animais de TCE s&o
utilizados para mimetizar os processos fisiopatolégicos e com isso permitir a
investigacdo de novas terapias e intervengdes. O modelo Weight-drop permite a
inducdo ao TCE em animais sem intervencdes cirurgicas prévias, possibilitando um
melhor entendimento das cascatas fisiopatologicas do TCE. Além disso, nesse
modelo, considerado o mais proximo ao TCE humano, o monitoramento de
parametros vitais basicos pode ser utilizado como auxiliar na classificacdo e
prognostico relacionado ao TCE. No presente estudo, propomos um novo aparato
de inducéao de modelo Weight-drop de cabeca fechada, representando uma inducgéo
de TCE moderadamente grave. Avaliamos o efeito de um projétil de 48,59 em
gueda livre de uma altura de 1,10m em ratos jovens-adultos de 8 semanas de idade.
Foram utilizados os grupos controle (sham), G1 (1h pés-trauma), G2 (3 dias pos-
trauma) e G3 (7 dias pés-trauma). Apos a inducéo dos grupos TCE e o grupo Sham,
foram submetidos a avaliacbes de peso diariamente, temperatura durante a
primeira hora pés-TCE e diariamente durante os 7 dias. Foram também submetidos
a testes comportamentais como campo aberto, para avaliar parametros motores e
teste de reconhecimento de objetos, para avaliar alteracbes cognitivas. Além disso,
amostras de cortex pre-frontal, hipocampo e hipotalamo dos animais foram
submetidas a testes de avaliacdo de estresse oxidativo, AOPP e TBARS. Nossos
resultados demostraram que animais submetidos a TCE possuem menor ganho de
peso na avalicdo de 7 dias, tal como apresentam flutuacbes importantes na
temperatura. Os grupos submetidos a TCE apresentaram déficits motores e
cognitivos, especialmente no 7° dia apdés a lesdo. Além disso, apresentaram
maiores niveis de estresse oxidativo no cortex pré-frontal, hipocampo e hipotdlamo
comparados ao grupo sham. Esses achados sugerem que o presente modelo pode
ser um possivel candidato para estudos translacionais.

Palavras-chave: Traumatismo Cranioencefalico; Weight-drop; Memoria de
Reconhecimento; Parametros Vitais; Estresse Oxidativo
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ABSTRACT

Traumatic brain injury (TBI) is a neurotrauma with a complex pathophysiology
caused by an external mechanical force. The damage from TBI can be divided into
primary and secondary. The primary damage is related to mechanical collision of
the brain and the secondary, related to neurochemical and immunoexcitotoxic
processes caused by the temporal progression of the injury. Called the “silent
epidemic”, it is the biggest cause of disability for young adults around the world.
Animal models of TBI are used to mimic pathophysiological processes and allow the
investigation of new therapies and interventions. The Weight-drop models allows
the induction of TBI in rodents without previous surgical interventions, allowing a
better understanding of the pathophysiological cascades of TBI. In addition, in this
model, considered to be the closest to the human TBI, the monitoring of basic vital
parameters can be used as an aid in the classification and prognosis related to TBI.
In the present study, we propose a new weight-drop model apparatus to induce
moderately severe closed-head TBIl. We evaluated the effect of a 48.5g free-fall
projectile from a height of 1.10 m in 8-week-old young adult rats. Control (sham),
G1 (1h post-trauma), G2 (3 days post-trauma) and G3 (7 days post-trauma) groups
were used. After the induction of TBI groups and the Sham group, had daily weight
assessment, temperature within 1h post-TB and daily within the 7 days. Also, they
underwent behavioral tests such as Open Field, to assess motor parameters and
Novel Object Recognition test, to assess cognitive impairments. In addition, the
prefrontal cortex, hippocampus and hypothalamus samples of the animals were
used to assess levels of oxidative stress. Our results demonstrated that the TBI
animals had less weight gain during the 7 days of evaluation, as well as significant
fluctuations in body temperature. The TBI groups, also showed motor and cognitive
deficits, especially on the 7th day after the injury. In addition, it showed higher levels
of oxidative stress in the prefrontal cortex, hippocampus and hypothalamus
compared to sham group. These findings suggest that the present model may be a
possible candidate for translational studies.

Keywords: Traumatic Brain Injury; Weight-drop; Recognition Memory; Vital
Parameters; Oxidative stress
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1. INTRODUCAO

O traumatismo cranioencefalico (TCE) é um neurotrauma de fisiopatologia
complexa causado por uma forga mecéanica externa (CAPPIZI; WOO; VERDUZCO-
GUTIERREZ, 2020, DIXON, 2017). Os danos provenientes desse trauma podem
ser divididos em primario e secundario. Os danos primarios estdo relacionados a
colisdo mecanica do encéfalo, enquanto os secundarios estdo associados a
processos neuroquimicos e imunoexcitotoxicos causados pela progressao
temporal da injuria (PAVLOVIC et al., 2019) (Figura 1).

4 N

% Time ‘ *

Seconds,

minutes
or days *

Primary injury Secondary injury

Skull lacerations Due to:

Skull fractures Increased intracranial pressure
Contusions Hypoxia

Cerebral lacerations Hypotension

Intracranial hemorrhage Hypothermia

Diffuse axonal injury Electrolyte disturbances (Na, Ca, K)

Toxic amino acids

Oxygen radicals
\. J

Figura 1. Esquema de defini¢do dos danos primario e secundério causado por traumatismo
cranioencefalico. Adaptado de Bailey and Love's Short Practice of Surgery, ed. 27, 2018.

As sequelas oriundas do TCE sdo diversas e variaveis, e dependem
principalmente do tipo, local, abrangéncia e gravidade da lesédo (Figura 2). As
disfuncdes e sequelas ocasionadas por esse evento traumatico podem abranger:
(1) alteracdes motoras como na marcha (DEVER et al., 2022) e equilibrio (REED
et al., 2021, TEFERTILLER et al.,2019), (2) déficits cognitivos, tais como perda de
memoria episddica (ADAMOVICH-ZEITLIN et al.,, 2020, VAKIL et al., 2019),

raciocinio lento e dificuldade de atencdo (SHARP et al., 2011) e (3) transtornos
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psiquiatricos na forma de transtornos de humor e alteragfes de personalidade,
principalmente, relacionados a ansiedade (POLICH; IACCARINO; ZAFONTE,
2019) e depressdao (FAKHOURY et al, 2021). Ademais, demonstrou-se
recentemente, em estudos clinicos, a relacdo do TCE, principalmente o0s
classificados como moderados a graves, com o acumulo de marcadores
patolégicos (e.g. proteina TAU-hiperfosforilada e B-amildide) relacionados a
deméncias e outras doengas neurodegenerativas (BRETT et al., 2022, GRAHAM,;
SHARP, 2019, LOBUE et al.,, 2019), especialmente a Doenca de Alzheimer
(RAMOS-CEJUDO et al., 2018, XU et al., 2021).

Types of traumatic brain injury

Direct impact injury Acceleration-deceleration injury Shock wave injury

Figura 2. Exemplos dos diferentes tipos de traumatismo cranioencefalico. Disponivel
em: santephysique.com.

Chamada de “epidemia silenciosa”, € a maior causa de incapacidade de
jovens adultos ao redor do mundo (ALKHAIBARY et al., 2021, DEWAN et al., 2018).
Além disso, em todo o mundo é estimado que 70 milhdes de pessoas por ano sédo
acometidas por TCE, sendo que cerca de 11% desses eventos sdo classificados
como graves. (DEWAN et al., 2018). No Brasil, no periodo de 2008 a 2019, a média
anual de admiss@es hospitalares associadas a pacientes com TCE foi de cerca de
130.000 pessoas (ALMEIDA et al.,2015, CARTERI; SILVA, 2021, MAGALHAES et
al., 2022) e a mortalidade hospitalar em casos graves ultrapassou 30%,

evidenciando uma importante questao de saude publica (AREAS et al., 2019).
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A fisiopatologia do traumatismo cranioencefélico, apesar de possuir sua
totalidade ainda desconhecida devido a complexidade dos eventos (MCGINN;
POVLISHOCK, 2016), baseia-se no fendbmeno da imunoexcitotoxicidade
(BLAYLOCK; MAROON, 2011). A imunoexcitocicidade é a conjunc¢ao do fenbmeno
da excitotocidade (Figura 3) com a ativacao e/ou secrecao de fatores imunolégicos
e bioquimicos (MAROON et al., 2012). A excitotoxicidade (MATTSON, 2019,
WANG; SWANSON, 2020) € um fenbmeno no qual ocorre a hiperativacao das vias
neuronais glutamatérgicas através, principalmente, dos receptores ionotropicos N-
metil-D-aspartato (NMDA) e posteriormente potencializada com a ativacdo dos
demais receptores glutamatérgicos (e.g. alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
isoxazolpropiénico (AMPA) e Cainato) devido a um ou mais estimulos, causando
um grande influxo de calcio (Ca2+) (Figura 4).

Glutamate

AMPA/KAR L~

/M.JAR - ‘-’CLL,L,_ ~

”"tdbp X_ _1
Na“®

—‘d' .

p / \ —
3 A% ) —er—— (ROS
\ ! Y ATP
g = T, g4 Oxygenases -
- = ‘_ ROS Mitochondria

N

Nucleus

Figura 3. Esquema do processo de excitotoxicidade mediada por glutamato. A ligagdo do
glutamato aos receptores AMPA e receptores de cainato abre os canais dos receptores, resultando
em influxo de Na* e consequente despolarizacdo da membrana e abertura dos canais de Ca?*
dependentes de voltagem (VDCC). Algumas formas de receptor AMPA também sdo permeéveis
ao Ca?*. Aligacdo do glutamato ao NMDA sob condigdes despolarizantes abre o canal do receptor
NMDA, resultando em grande influxo de Ca?". A ativacdo de receptores metabotropicos de
glutamato (MetabR) induz a producéo de IP3 e a ativagdo de receptores de IP3 e canais de
receptores de rianodina na membrana do reticulo endoplasmatico (RE), resultando na liberagao

de Ca?* do RE para o citoplasma. O aumento dos niveis citoplasmaticos de Ca?* em resposta a
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ativacdo do receptor de glutamato pode induzir a captacdo de Ca?* para a mitocondria que, se
excessiva, pode induzir a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e inibir a producéo de
trifosfato de adenosina (ATP). Ao ativar proteases e induzir o estresse oxidativo, o Ca?* é um
mediador chave da morte celular excitotéxica. Abreviacdes: AMPA: a-amino-3-hidroxi-5-
metilisoxazol-4-propionato; KAR; receptor cainato; NMDAR, receptores de N-metil-d-aspartato;
IP3: trifosfato de inositol. VDCC: Canais de Calcio dependentes de voltagem; G: Glutamato; ROS:
Espécies Reativas de Oxigénio. Fonte: Adaptado de Mattson, 2019.

Subsequentemente, ocasiona uma excitacdo excessiva e aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio e dos niveis de 6xido nitrico, mediando
a alteracdo de diversas cascatas bioquimicas, tais como a da glicose e lactato,
alterando sinapses, modificando a permeabilidade das membranas e ativando
proteases, resultando em incapacidade ou morte neuronal (JAMJOOM et al., 2021,
KHATRI et al., 2018, LADAK; ENAM; IBRAHIM, 2019, LOZANO et al., 2020,
MATTSON, 2019, VERMA; LIZAMA; CHU, 2022). No traumatismo
cranioencefalico, através desse mecanismo, 0S neurbnios estdo em constante
despolarizacédo e ativacdo (TEHSE; TAGHIBIGLOU, 2019). Ademais, vale ressaltar
gue o desbalanc¢o nas sinapses glutamatérgicas, por serem as sinapses excitatorias
mais importantes do sistema nervoso central, pode ocasionar um desequilibrio
sinaptico, dificultando assim a formacdo e manutencéao de long-term potentiation
(LTP), ou em traducao livre, potenciacdo de longa duracéo, evento responsavel
pela consolidacdo de processos neuroplasticos, como a memadria e aprendizado
(FELDMANN et al., 2019, MIYAZAKI et al., 1992, REEVES; POVLISHOCK, 1995).
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Figura 4. Esquema representativo do receptor ionotrépico glutamatérgico N-metil-D-aspartato
(NMDA) e suas subunidades, além do sitio de ligacdo do seu agonista, Glutamato e de seus co-
agonistas. AbreviacGes: Ca?*: Célcio; K*: Potassio; Mg?*: Magnésio; PCP: Fenciclidida; Zn?*: Zinco.
Fonte: adaptado de Mor, 2012.

Para além disso, na fisiopatologia do traumatismo cranioencefalico, é
proposta uma hipétese de ativacdo dos receptores NMDA sem a presenca do
glutamato, na qual pode este receptor ser ativado tanto pelos seus co-agonistas
(e.g. dlicina, serina) e aspartato (TEHSE; TAGHIBIGLOU, 2019), quanto
mecanicamente, pela chamada “Shearing Force” ou Forca de Cisalhamento
(ANDRADE et al.,2009). Esse termo pode se traduzir numa forca mecanica que &
aplicada sobre os neurdnios durante o evento traumatico, fazendo que seus dois
componentes estruturais, substancia cinzenta (corpos de neurbnio) e a substancia
branca (axénios) se movam, causando alteracdes morfologicas (KIM et al., 2018).
Salienta-se que por possuirem densidades diferentes, esses componentes podem
se mover em dire¢cBes opostas, sendo capaz de causar eventos como a leséo
axonal difusa e a cromatodlise do corpo celular, fato este que expde a importancia

do estudo desse componente para a elucidacdo dos processos fisiopatoldégicos no
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TCE (ANDRADE et al., 2009) (Figura 5).
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Figura 5. Esquema dos eventos fisiopatologicos das lesbes difusas no traumatismo
cranioencefalico. AbreviagGes: Ca*™: Calcio; H*: Hidrogénio K*: Potassio; Mg?*: Magnésio;
OH": Radical hidroxila; O2": Anion superoxido; Zn?*: Zinco. Fonte: adaptado de Andrade et al.,
20009.

Além dos neurbnios, as células da glia exercem um importante papel no
contexto fisiopatologico do TCE. Apds um evento traumatico, a microglia, principal
célula de defesa do sistema nervoso central, no periodo agudo e em seu estado de
ativacdo completa, usualmente secreta fatores inflamatorios e ativa fatores
imunoldgicos, como a IL-1B, IL-6 e TNF-a (Figura 6) (BLAYLOK; MAROON, 2011).
Os fendtipos de ativacdo microglial comumente séo divididos em dois principais,
M1 e M2 (TANG,; LE et al., 2016). O estagio de ativacdo M1 exibe uma conformacéo
de ramificacdes curtas e corpo celular entumecido, secretando citocinas proé-
inflamatorias, tais como as supracitadas, e fatores pré-apoptéticos. Ja no estagio
M2, a micrdglia apresenta uma morfologia de ramificacdes longas e de corpo celular
menos volumoso, nesse estagio, exibe uma caracteristica anti-inflamatoria,
secretando citocinas, como IL-4, IL-10 e IL-13, dentre outras, as quais Sao
responsaveis pela atenuacao do processo inflamatério (BOCHE; PERRY; NICOLL,
2013, CORRIGAN et al., 2016, NORDEN et al., 2016). Nao obstante, Jassam e
colaboradores, em 2017, revelam a perspectiva que em relagdo ao traumatismo
cranioencefalico, essa classica divisdo do fendétipo de ativacdo, ndo € capaz de

traduzir completamente o papel microglial na patogénese dos eventos inflamatérios
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oriundos do TCE, tanto devido a sua diversidade de ativacao no local da injuria,
guanto a complexidade do dano causado (JASSAM et al., 2017). Além disso, sabe-
se que os danos secundarios do TCE podem perdurar por longos periodos (meses
e anos) apos o evento, e 0 envolvimento e alteracdo de estagios de ativacao da
micréglia durante o periodo pds-traumético é crucial no desenvolvimento dos
déficits neuropsiquiatricos e cognitivos tardiamente (MUCCIGROSSO, 2016,
WITCHER et al., 2021). Esses fatos podem ser evidenciados com a maior presenca
de IBA-1, um dos principais marcadores microgliais, no cortex de animais
submetidos a traumatismo cranioencefalico, meses apdés a lesdo (MOUZON et al.,
2014). Sendo assim, essa importante célula da neuroglia possui caracteristicas
para ser um potencial alvo terapéutico na manutencdo do processo

neuroinflamatério proveniente dos danos secundarios relacionados ao TCE.

Acute Microglial Activation
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Figura 6. Representacdo da ativagdo aguda microglial aguda apds Traumatismo
Cranioencefélico. Sao ilustrados os fatores neurotoxicos liberados de uma microéglia ativada,
demonstrando a interagdo de citocinas pro-inflamatorias e aminoécidos excitatérios, em
especial, o glutamato. De particular importancia é o efeito sobre a fungdo mitocondrial, que
guando deprimido aumenta a sensibilidade excitotdxica, bem como aumenta a geracao de
espécies de oxigénio. Abreviacdes: IL: Interleucina; TNF: Fator de necrose tumoral; ROS:
Espécies reativas de oxigénio; RNS: Espécies reativas de nitrogénio. Fonte: Adaptado de
Blaylok e Maroon 2011.
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Os astrocitos, na homeostase, tém funcdo de nutricAo e suporte aos
neurénios, além de regular neurotransmissores e ions, especialmente glutamato e
Ca?*, no espaco sinaptico. Além disso, tém o papel de manter a integridade da
barreira hematoencefalica (BHE) (KARVE; TAYLOR; CRACK, 2016). Na ocorréncia
do TCE, ocorre o fendbmeno denominado astrogliose, que pode ser definido como
0 aumento da atividade e/ou recrutamento astrocitario. Devido a esse fato, ha
aumento da secrecao tanto de fatores de ativacdo astrocitaria (e.g. GFAP) quanto
de marcadores de inflamagéo e fatores de crescimento (BURDA; BERNSTEIN;
SOFRONIEW, 2016, MICHINAGA; KOYAMA, 2021) (Figura 7).

ETB recepto /”«'1 fc?sptur
& ERKII-/Z Ca?-CaM
AR V.,
Y NF-kB*

V™ GEAP ~
Cyclin D1 ‘AStroglioSL
Skp2

sp1,  STAT3

Figura 7: Representacdo dos mecanismos de astrogliose apés traumatismo cranioencefalico
(TCE). O TCE promove a expressao de fatores como endotelina-1 (ET-1) e interleucina-1 (IL-1).
ET-1 e IL-1 se ligam ao Receptor ETs e receptor IL-1 em astrécitos, respectivamente. Estimulos
desses receptores ativa a proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) e Ca?*-calmodulina
(CaM) que promovem a expressao da proteina glial fibrilar acida (GFAP), ciclina D1 e proteina
quinase 2 associada a fase S (Skp2) via ativagéo de fatores de transcri¢éo, incluindo o transdutor
de sinal e ativador de transcricdo 3 (STAT3), proteina de especificidade-1 (Sp-1) e fator nuclear-
kB (NF-kB) em astrécitos, resultando em astrogliose. Abreviagdes: Citadas anteriormente no texto.

Fonte: Adaptado de Michinaga e Koyama, 2021.



27

Conjuntamente, ha uma incapacidade na acdo de remocédo do excesso de
glutamato devido a uma down-regulation de transportadores essenciais (e.g.
transportadores de aminoacitos excitatérios 1 e 2 (EAAT1 e EAAT2)) para a
recaptacao glutamatérgica, o que contribui para a ocorréncia de uma cascata de
eventos excitotoxicos gradativa (BESCHORNER et al., 2007, LI; WANG; QIN, 2021,
ZHOU et al., 2020). Nao obstante, os astrocitos possuem um papel fundamental
para a recuperacdo apoés TCE (YUAN; WU, 2022). Como resposta a astrogliose,
séo secretados fatores de transcricdo responsaveis pela expressao de receptores
nucleares, como 0s receptores ativados por proliferadores de peroxissoma
(PPARSs). Através da sinalizacdo desses receptores, h4& um aumento da atividade
de rotas de sinalizagcdo como NF-kB e NrF2, promovendo ac¢des anti-inflamatorias
e anti-apoptéticas (CHENG et al., 2019). Além disso, evidéncias demonstram a
participagdo do sistema endocanabindide, especialmente pelo aumento do
endocanabindide 2-araquidonoilglicerol (2-AG), como compensacao
neuroprotetora pos-TCE. Essa evidéncia foi corroborada por Hu e colaboradores
(2022), ao utilizar um modelo de camundongos knockout para monoacilglicerol
lipase (MAGL), enzima responsavel pela degradacdo de 2-AG, demonstrando
protecdo contra os déficits cognitivos apds serem submetidos a TCE leve (HU et
al., 2022). Vale ressaltar que este estado de ativacdo astrocitaria mantém-se por
longos periodos ap0s a injuria (LEI et al., 2015, ZOLTEWICZ et al., 2013), 0 que
reflete a tentativa de reestabelecimento da homeostase na janela de danos
secundarios. Portanto, assim como a micréglia, os astrécitos possuem um
importante papel na patogénese e na recuperacao das sequelas do TCE e, diante

disso, tornam-se importantes alvos terapéutico no seu manejo.

Além dos eventos supracitados, num evento neurotraumatico, comumente
h& ruptura da barreira hematoencefalica (BHE), possibilitando a infiltracdo de
células do complexo imunologico periférico e agravando o processo inflamatério
(THEUS; CASH, 2020). Estudos recentes também evidenciam que o tratamento
agudo para restaurar a funcdo da BHE apds a ruptura pode otimizar o prognostico

de pacientes e em modelos animais (VAN VLIET et al., 2020)

Atualmente, existem diversos modelos para inducdo de traumatismo

cranioencefélico em roedores e outras espécies de maior porte (e.g. coelhos,
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porcos e primatas ndo-humanos) (CERNAK, 2005). Feeney, em 1981, foi o pioneiro
deste movimento, utilizando o modelo Weight-drop, produzindo uma injaria
predominantemente focal com a dura-mater exposta e demonstrando a
possibilidade de mimetizar parcialmente o TCE humano em roedores (FEENEY et
al., 1981). O modelo Weight-drop, utilizado também no presente trabalho, consiste
na queda livre de um peso pré-determinado no cranio do animal (cabeca fechada)
ou diretamente na dura-mater exposta do animal (CHIU et al., 2016). Por ser um
modelo que é capaz de se aproximar ao TCE humano, devido as suas
caracteristicas, é considerado clinicamente relevante e adequado para pesquisas
translacionais. Além disso, o0 modelo Weight-drop pode ser adaptado de diversas
formas, como por exemplo, a colocagcdo de um disco de metal sobre o cranio do
animal, de modo a ocasionar a dissipacdo da energia, para a realizacdo de uma
lesdo difusa, muito embora comumente o modelo seja utilizado para lesfes focais
(KALISH; WALEN, 2016). Esse modelo de TCE é conhecido também por ocasionar
déficits cognitivos, de curto e longo prazo. Acumulos de proteina B-amiléide, como
mencionado anteriormente, sdo também descritos no modelo (SHISHIDO et al.,
2019). Em suma, o dano através do método Weight-drop produz grande perda
neuronal, importante neuroinflamacdo, elevacdo dos niveis de citocinas e
marcadores apoptoticos e alteracbes comportamentais, motivos esses que
caracterizam sua importancia na pesquisa dos processos fisiopatolégicos do TCE,

tal como a busca por novos tratamentos (MA et al., 2019).

Dentre os modelos mais utilizados na atualidade, estdo: Weight-
drop/Queda de peso (KHALISH; WHALEN, 2016), Controlled Cortical
Impact/Impacto  cortical controlado (FOURNIER et al., 2021), Fluid
percussion/Percussdo por fluido (WITCHER et al., 2021), Blast wave/Onda de
choque (NAKAGAWA et al., 2011) e o mais recente, Closed-Head Impact Model of
Engineered Rotational Acceleration (CHIMERA)/Impacto com aceleracéo rotacional
(MCNAMARA et al., 2020). Entre as caracteristicas dos modelos, podem ser
modificadas: a natureza do dano causado (direto ou indireto), a gravidade da leséo,
injaria focal ou difusa, a imobilizacdo ou ndo da cabeca do animal utilizado, possuir
caracteristicas estaticas ou dindmicas e o emprego de craniotomia (NAJEM et al.,
2021). Cada modelo possui caracteristicas distintas e objetivos claros ao serem

utilizados, visto que devido a sua heterogeneidade, nenhum dos modelos
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atualmente descritos sdo capazes de contemplar, na sua totalidade, a
complexidade do TCE humano (PETERSEN et al., 2021) (Figura 8).

d Feeney's weight-drop

...................

Impactor probe

Figura 8: Principais modelos utilizados em roedores para inducéo de traumatismo cranioencefalico. a) O dispositivo de
leséo por percussao de fluido usa injecao rapida de um pulso de fluido no espaco epidural. b) O modelo de impacto
cortical controlado, usa um pistdo para penetrar no cérebro a uma distancia e velocidade conhecidas. ¢) A leséo cerebral
balistica penetrante envolve a transmissao de projéteis com alta energia de uma haste metalica. d) No modelo de queda
de peso (Weight-drop) de Feeney, um peso livre € langado diretamente sobre a dura-mater exposta. €) No modelo de
gueda de peso (Weight-drop) de Marmarou, um disco de metal € colocado sobre o cranio para evitar fraturas 6sseas. f)
A leséo cerebral causada por explosdo ocasiona por lesdo primaria de explosao, por exemplo, semelhante a explosfes
de granadas. Abreviacfes: FPI: Lesé@o por percusséo de fluido; CCI: Impacto cortical controlado; PBBI: Les&o cerebral
balistica penetrante; Blast TBI: Lesdo cerebral causada por explosdo. Fonte: adaptado de Xiong, Mahmood, Chopp,
2013.

A incessante busca de um modelo para mimetizar diversos fatores do TCE
humano pode ser explicada pela falta de terapias eficazes para abranger a
totalidade das sequelas provenientes dos danos primarios e secundarios.
Atualmente o esquema terapéutico do TCE é feito de acordo com a gravidade e,
apesar de existirem diretrizes de tratamento, ainda séo inconclusivas devido a uma
caréncia de evidéncias (CARNEY et al., 2017). Além de técnicas cirdrgicas, como
a craniectomia descompressiva, drenagem do liquido cefalorraquidiano, utilizadas
para manter os niveis de pressao intracraniana (PIC), sdo empregadas outras

formas de manejo criticas, tais como: a hipotermia terapéutica, hipocapnia e a
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supressdo metabdlica, cuja utilizacdo e o momento da intervencdo ainda s&o
controversos. (STOCCHETTI et al., 2017).

A farmacoterapia aplicada em pacientes acometidos por TCE,
principalmente nos casos graves, sdo baseadas em anestésicos e sedativos (e.g.
propofol e barbitdricos, respectivamente) e agentes analgésicos (e.g. opioides)
(CARNEY et al., 2017). Alguns estudos buscam a eficacia de farmacos “off-label”,
como os blogueadores dos canais de calcio (e.g. Nimodipino) devido a
plausibilidade de tratamento, considerando a cascata fisiopatolégica dos danos
secundarios, porém, os estudos ainda sé@o considerados inconclusivos (CARLSON
et al.,, 2020). Em estudos pré-clinicos, utilizando modelos animais, novos
tratamentos farmacoldgicos promissores séo propostos com o objetivo de atuar em
sequelas especificas pos-TCE. Titus e colaboradores (2015) propdéem que a
utilizagdo de inibidores da fosfodiestarase s&o capazes de aumentar a sintese e
acao de AMP ciclico, principalmente no hipocampo, justificando seu uso no
tratamento de déficits cognitivos. Farmacos com caracteristicas antioxidantes, tais
como a n-acetil cisteina (EAKIN et al., 2014) e metabolitos secundarios de plantas,
em especial flavonoides (DAVIS; VEMUGANTI, 2022), também sé&o investigados
em modelos animais, demonstrando acé&o promissora contra o dano causado pelo
estresse oxidativo. Além disso, os fitocanabindides, principalmente o Canabidiol,
por exercer acao em diversos receptores, apresenta respostas anti-inflamatorias,
antioxidantes e também no tratamento de transtornos neuropsiquiatricos,
especialmente ansiedade e depressdo (CAMPOS et al., 2017). Além de ja ser
utilizado no tratamento de epilepsias (e.g. Sindrome de Dravet) e em neuropatias,
mostra-se como um forte candidato para o tratamento de diversas das sequelas
ocasionadas pelo TCE (CRISTINO; BISOGNO; DI MARZO, 2020, HERGERT et al.,
2021). Vale ressaltar que, devido a sua heterogeneidade, nenhuma monoterapia,
até os dias atuais, € capaz de abranger o grande espectro de sequelas pos-TCE.
Apesar de varios estudos apontarem uma direcéo para o tratamento farmacolégico,

poucos farmacos atravessam a “barreira” translacional para a utilizagao clinica.

Atualmente, diversos métodos de monitoramento de indices e marcadores
fisiol6gicos sdo utilizados no manejo do TCE. Microdialise (marcador da rota

anaerodbia da glicose), o monitoramento da PIC, temperatura corporal e alteragédo
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dos niveis plasmaticos de marcadores, tornam-se imprescindiveis para a
compreensao do estado geral dos pacientes (KHELLAF; KHAN; HELMY, 2019). Na
atual “era dos biomarcadores”, varias moléculas sdo utilizadas como sinalizadoras
de doencas e/ou eventos anormais com a finalidade de compreender processos
fisiopatologicos e possibilitar a investigacdo de novos alvos terapéuticos. No TCE,
varios biomarcadores ja foram descritos, tanto em modelos animais quanto em
humanos, como importantes marcadores relacionados a gravidade, aos danos e
prognéstico (HUIE et al.,, 2021). Rzechorzek e colaboradores (2022), trazem a
perspectiva da monitorizacdo diaria de temperatura ser um parametro
indispensavel para a predicdo de sobrevivéncia em humanos. Além disso, diversos
trabalhos em roedores, trazem a perspectiva da temperatura como importante fator
modulavel para o desfecho de animais submetidos a TCE (GRIESBACH, et al.,
2013).

Em suma, varios modelos pré-clinicos para mimetizar TCE foram
construidos durante varias décadas. Entretanto, ainda n&o foram realizados
trabalhos que envolvam um aparato do modelo Weight-drop de impacto focal Unico,
utilizando projéteis e sem intervencdes cirurgicas em ratos. Portanto, o presente
trabalho pretende desenvolver um novo aparato do modelo Weight-drop como
possivel modelo translacional, assim como alteracfes de parametros de estresse
oxidativo no cortex pré-frontal, hipocampo e hipotalamo e parametros vitais basicos
e comportamentais de ratos adultos jovens submetidos a traumatismo

cranioencefalico.
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2. OBJETIVOS

Geral

o Desenvolver e validar um novo modelo weight-drop para inducéo a
traumatismo cranioencefélico para ratos jovens-adultos.

Especificos

o Avaliar diferentes projéteis na inducéo a traumatismo cranioencefalico
pelo modelo weight-drop em ratos jovens-adultos.

o Analisar o efeito do traumatismo cranioencefalico na memoria de
reconhecimento de curto e longo prazo de ratos jovens-adultos.

o Avaliar a atividade motora e exploratéria de ratos submetidos a
traumatismo cranioecenfalico.

o Avaliar alteracbes no peso e na temperatura de ratos traumatizados
pelo modelo weight-drop.

o Avaliar os niveis de oxidagdo proteica no coértex pré-frontal,
hipocampo e hipotalamo de ratos submetidos a traumatismo
cranioecencefalico.

o Avaliar os niveis de peroxidacdo lipidica no cortex pré-frontal,
hipocampo e hipotalamo de ratos submetidos a traumatismo
cranioecencefalico.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 159 ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, adultos-
jovens, com 8 semanas de vida e peso inicial entre 250-280g, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais foram
mantidos em ambiente climatizado (24° C +2) e com umidade controlada, num ciclo
claro-escuro 12/12h controlado artificialmente, com agua e alimento ad libitum. Os
animais foram alojados em grupos de 4 a 5 por gaiola. Os procedimentos e
protocolos descritos nesse projeto passaram por avaliagdo e aprovagcao da
Comissdo de Etica em Utilizacdo Animal (CEUA) da Universidade Federal do
Espirito Santo, tendo como numero de processo 12/2021. Foram respeitados todos
os principios éticos do Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢cdo Animal
(CONCEA) que esta em conformidade com normas internacionais de pesquisa

envolvendo animais.

3.2 Equipamento e projétil (Weight-drop)

3.2.1 Aparato de inducéo do Traumatismo Cranioencefalico

O equipamento para inducéo ao traumatismo cranioencefalico para ratos foi
desenvolvido a partir de modificacdes realizadas a modelos do método “Weight-
drop”, tais como demonstrados por Feeney e Shapira (FEENEY et al., 1981,
SHAPIRA et al., 1988), para se adequar ao objetivo do estudo. Tanto quanto
sabemos, este € o primeiro estudo a desenvolver e apresentar um aparato de
inducdo de traumatismo cranioencefalico do modelo Weight-drop utilizando um
projétil com contato Unico e sem interferéncia cirdrgica (e.g. craniotomia) para ratos
contendo os sistemas a seguir: o presente modelo apresenta como caracteristicas
préprias a presenca de um Sistema de eletroima com capacidade de sustentacao
de um projétil com até 50g de massa e até 12,6cm comprimento. Além disso,
objetivando uma fixacao plena da cabeca do animal e buscando a padronizagcao do
local da indugdo ao trauma, foi adaptado ao modelo uma fixacdo auricular,

proveniente do “braco” de um estereotéaxico (Figura 9). O equipamento consta com



34

as seguintes medidas: MDF inferior (base) com 2cm largura e 15cm comprimento;
MDF horizontal com 4cm largura e 15cm altura; MDF superior com 2cm largura e
15cm comprimento; Tubo de aco inoxidavel 95cm de altura + queda livre de 15cm
(totalizando 110cm do topo do aparato até o contato com a cabeca do animal);
Braco de estereotaxico medindo 20cm comprimento e 2,5cm altura com fixadores
de 12,5cm de comprimento. Ademais, o aparato consta com um sistema de
balanceamento (com bases de altura modulaveis) para garantir estabilidade do

mesmo em relag&o ao plano onde foi posicionado.

Figura 9: Equipamento para indugdo de Traumatismo Cranioencefalico pelo modelo Weight-drop.
Fonte: do autor

3.2.2 Projétil



35

A base do projétil possui 2,2cm de comprimento e 0,6cm de diametro, sendo
gue 2cm desse comprimento é feito em aco inoxidavel e 0,2cm em borracha (latex)
com uma ponta abaulada de 1mm também em aco inoxidavel (Figura 10). Vale
ressaltar que a estrutura em borracha é de extrema importancia no modelo
apresentado, para evitar afundamento total do cranio.

Todos os projéteis utilizados nesse projeto (Tabela 1), contaram com a
mesma base, sendo essa a estrutura do projétil que vai de encontro a cabeca do
animal. A diferenca entre os projéteis utilizados no projeto, além dos materiais em
qgue foram produzidos, didametro e comprimento, foi 0 acréscimo de peso através de
uma parte removivel. Ademais, todos os acréscimos de peso, possuem uma ponta

rosquedavel, permitindo a correta fixacdo com a base.

PROJETIL | MATERIAL | DIAMETRO | COMPRIMENTO | MASSA | ENERGIA | MORTALIDADE
(9) ()

#1 Aco 0,4cm 3,6cm 6,679 | 0,072 | 0%

#2 Aco 0,4cm 4,4cm 7,759 | 0,083 | 0%

#3 Ferro 0,42cm 7,5cm 19,809 | 0,213 | 0%

#4 Ferro 0,5cm 9,2cm 27,0791 0,292 | 0%

#5 Ferro 0,5cm 12cm 35,349 | 0,381 | 0%

#6 Latdo 0,6cm 12,6cm 48,509 | 0,522 | 14,2%

Tabela 1. Lista de projéteis utilizados na padronizagdo do modelo para inducdo de Traumatismo
Cranioencefdlico. A tabela consta os materiais, didmetro e comprimento em centimetros (cm), massa do
projétii em gramas (g), energia em jaules (J) e porcentagem de mortalidade pds traumatismo
cranioencefalico. n = 10 para #1, #2, #3, #4 e #5 e n = 109 (n final = 92) para #6. Fonte: do autor

Apés realizacdo dos testes, o Unico projétil capaz de reproduzir um
traumatismo cranioencefalico que apresentou sangramento subdural, formacéo de
processo inflamatorio, comportamento de dor no animal e grau de mortalidade foi o
projétil #6, que corresponde em média a 20%+3 do peso corporal total dos animais,

sendo este o projétil utilizado na padronizacéo e validacdo do modelo.
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Figura 10: Projétil final utilizado para inducdo de Traumatismo Cranioencefalico. Fonte: do autor

3.3 Método de Traumatismo Cranioencefalico (Weight-drop)

O modelo Weight-drop consiste na queda livre de um projétil de encontro a
cabeca do animal, causando uma injuria focal ou difusa na area de impacto.
(KALISH; WHALEN, 2016). A liberacao e consequente queda do projétil é acionada
através de um pedal, cessando a atividade eletromagnética que suporta o projétil
no topo do equipamento. Apds a administracdo do plano anestésico, 0s animais
foram posicionados com a cabeca no centro do sistema de mira. Para garantir a
fixacdo plena e o padrdo do local do trauma, o animal foi fixado pela regido

auricular, com o auxilio de um estereotaxico.

Em nosso modelo, o projétil é liberado de uma altura de 1,10m de encontro
aregido frontal da cabeca do animal, causando um TCE focal. Similar ao estudo de

Silva e colaboradores (2011), neste modelo, ndo é realizada exposicéo de dura-
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mater e/ou do cranio do animal, caracterizando-se como um traumatismo de
“cabeca fechada”. Utilizou-se como parametro 2mm anterior ao bregma. Em nosso
modelo, o bregma foi encontrado através da marcacao orelha-orelha do animal e
tracada uma linha média para encontro da area medial da fissura. Ademais, fez-se
uma marcacao 0,2cm posterior ao globo ocular para encontro do local exato do
alvo. Além disso, para confirmacéo, foi feita a medida de distancia do lambda ao
bregma, na qual 0.8cm é o parametro utilizado (Figura 11). Como mencionado
anteriormente, os animais foram submetidos a TCE na regiéo frontal do créanio e,
consequentemente, atingindo as areas frontais do cortex e consequentemente,

subcorticais do animal.

Figura 11: Representacdo esquemética da localizacdo do bregma. A: Linha horizontal 0,2cm
posterior aos cantos dos globos oculares direito e esquerdo. B: Linha horizontal entre as partes mais
anteriores da hélice direita e esquerda. C: Linha vertical no ponto médio de A e B. Triangulo:
Localizag&o do Bregma e local do impacto. Circulo: localizagdo Lambda. A distancia do ponto A ao

B é 0,8 cm. Fonte: do autor.

Apés o impacto, os animais foram rapidamente removidos da contencéo e
devolvidos para caixas individuais. Além disso, os animais foram acompanhados
até que o efeito anestésico tivesse sido completamente cessado e que fossem
capazes de ingerir agua e/ou racao. Apos a recuperacao da anestesia, 0s animais
foram devolvidos para suas gaiolas-casa. Para verificagdo de dor, foram avaliadas

alteracbes de parametros usuais de postura e cerramento de péalpebras.
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3.3.1 Gravidade

A classificacdo de gravidade do Traumatismo cranioencefalico pelo modelo
Weight-drop ainda ndo é estabelecida completamente na literatura, apenas sao
relatadas escalas neurocomportamentais e cognitivas para avaliagdo dos prejuizos
provenientes do TCE (MA et al., 2019). Em nosso estudo, apenas o projétil #6 foi
considerado para avaliar a gravidade. Portanto, consideramos a gravidade do
presente modelo em relacdo a mortalidade de animais que foram submetidos a
traumatismo cranioencefalico. 14,2% dos animais (n=17), dos 109 utilizados, foram
a 6bito ao serem submetidos ao experimento e, com o presente dado, classificamos

0 modelo de traumatismo realizado como moderadamente grave.

3.4 Anestesia e Analgesia

3.4.1 Farmacos Anestésicos

Foi administrada anteriormente ao traumatismo cranioencefalico e ao grupo
controle (sham), Cloridrato de Cetamina 10% (Syntec, SP, Brasil) 75mg/kg em
associacdo com Cloridrato de Xilazina 10% (Syntec, SP, Brasil) 5mg/kg por via
intraperitoneal (IP). Testes para avaliacdo de reflexo interdigital e palpebral foram

realizados para confirmar a acdo do plano anestésico.

3.4.2 Farmacos Analgésicos

Apés serem submetidos ao traumatismo cranioencefélico e cessados o0s
efeitos anestésicos, foram administrados por via oral (VO) 1 gota de Dipirona
Monoidratada (EMS, SP, Brasil) equivalente a 25mg e 1 gota de Cloridrato de
Tramadol (Eurofarma, SP, Brasil) equivalente a 2,5mg. Além disso, foram
adicionados na agua de beber uma dosagem de 250mg/kg Dipirona + 50mg/kg de
Tramadol. Todos os calculos da dose dos farmacos foram realizados com base na
guantidade diaria, em mililitros, de consumo de dgua dos animais. O grupo controle

(sham), também recebeu, na mesma quantidade, todos os farmacos analgésicos.
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3.5 Desenho experimental

(GO) Controle (Sham)
(G1) Trauma 1 hora
(G2) Trauma 3 dias
(G3) Trauma 7 dias

Para a padronizacdo do método, os animais foram divididos em 4 grupos: (0)
Controle (Sham), (G1) Trauma 1 hora, (G2) Trauma 3 dias e (G3) Trauma 7 dias
(Figura 12). Os periodos de tempo dos grupos correspondem a quantidade de dias
apos a inducado do TCE e, consequentemente, o dia da eutanasia. Todos 0s grupos
foram submetidos a anestesia intraperitoneal (IP) e posteriormente apenas 0s
grupos G1, G2 e G3 ao traumatismo cranioencefalico. Os animais foram
acompanhados apds cessacao do efeito anestésico por 1h ou até que pudessem
ingerir agua e/ou racdo. Salienta-se que o grupo controle (sham) foi submetido a
todas as etapas do meétodo descrito, exceto a inducdo do traumatismo
cranioencefalico. Para as analises de peso e temperatura foram considerados
apenas 2 grupos (Controle e G3) devido ao periodo de 7 dias aos quais esses
grupos foram avaliados. Apenas os animais dos grupos GO, G2 e G3 foram
submetidos ao teste de reconhecimento de objetos para analises comportamentais
de memoria de curto e longo prazo e de campo aberto para avaliacdo da atividade
locomotora. Vale ressaltar que os animais utilizados em cada teste foram de grupos
distintos, a fim de evitar vieses no comportamento apresentado (n = 62 para testes
comportamentais). O grupo G1 foi analisado para as temperaturas pos-trauma e
avaliagdo de testes bioquimicos (ne: = 18). Por fim, 12 animais foram divididos nos
grupos GO, G2 e G3 para realizacdo de pool amostral do hipotalamo. Todos os
grupos tiveram as amostras do encéfalo removidas, sendo o coértex pré-frontal,
hipocampo e hipotdlamo dissecados separadamente e submetidos aos testes

propostos.
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1RO ETN

Figura 12: Representacdo esquematica do desenho experimental. Em Verde: Grupo GO, Em
Vermelho: Grupo G1, em Azul: Grupo G2, em Roxo: Grupo G3. Abreviacdes: CA: Campo Aberto;

ETN: Eutandasia; TRO: Teste de Reconhecimento de Objetos. Fonte: do autor.

3.6 Parametros Vitais

3.6.1 Peso corporal

Diariamente, também durante um periodo de 7 dias, foi realizada a pesagem dos
animais do grupo controle e do grupo submetido a TCE com o auxilio de uma

balanca digital.

3.6.2 Temperatura corporal em dias

Diariamente, durante um periodo de 7 dias, foi aferida a temperatura corporal
dos animais induzidos a traumatismo cranioencefalico (G3) e o grupo controle, por

via retal com auxilio de um termémetro digital.

3.6.3 Temperatura corporal apés trauma (0’, 10°, 30°, 60’)

Além da afericdo diaria de temperatura, apdés inducdo do traumatismo
cranioencefalico foram realizadas 4 aferigcdes nos tempos: 0’ (imediatamente apés
trauma), 10’ (10 minutos apds trauma), 30’ (30 minutos apds trauma) e 60” (1 hora
apos trauma), sendo 0s animais separados em grupo controle e grupo traumatismo

cranioencefélico (TCE).
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3.7 Testes comportamentais

3.7.1 Teste de Reconhecimento de Objetos

Para a realizacdo do Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO), seguiu-se
um modelo adaptado (ENNACEUR; DELACOUR, 1988, ANTUNES; BIALA, 2012).
O TRO é um teste comportamental que se fundamenta no comportamento inato de
exploracdo dos roedores, onde ha uma tendéncia em explorar novos objetos em
detrimento de objetos previamente apresentados, fornecendo assim, dados sobre

memoria de reconhecimento de curto e longo prazo (Figura 13).
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Figura 13. (A) Demonstracdo da sessdo de treino utilizando objetos semelhantes Al e A1’; (B)
Demonstracéo de sessao de teste de memoria de curto prazo, na qual A1 € um objeto previamente
conhecido e B1 um objeto novo (C) Demonstracdo da sessdo de teste de memaria de longo prazo,
na qual A1 é um objeto previamente conhecido e C1 um objeto novo. Fonte: do autor.

A caixa utilizada no teste €& confeccionada em acrilico transparente, nas
dimensdes 600mm x 600mm x 450mm, revestida com papel adesivo preto em toda
sua extensao (Figura 14). Todas as sessfes foram gravadas utilizando o software

ANY-maze Video Tracking System versao 7.1.
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Figura 14: Céi)(é utilizada para testes com portame‘ntais. Fonte: do autor

No primeiro dia de experimento, na habituagdo, os animais foram introduzidos
na caixa de testes sem nenhum objeto, a fim de proporcionar exploracéo livre e
habituacdo ao ambiente, por um periodo de 10 minutos. ApOs cada sesséo
realizada de habituacéo e teste, a caixa era higienizada com alcool 70%. Apos 24
horas, na sessao de treino, os animais foram colocados na caixa com dois objetos
idénticos (Al e Al’). Os objetos foram dispostos a 15cm das paredes laterais. A
sessao foi realizada num periodo de 5 minutos com livre exploracéo.
Uma hora e 30 minutos apds o término do treino, foi avaliada a memdria de curto
prazo (MCP). Os animais que realizaram a sesséao de treino, foram reposicionados
na caixa com dois objetos (Al e B1), sendo que um dos objetos (B1) foi apresentado
pela primeira vez. A sessao foi realizada num periodo equivalente ao treino, de 5

minutos.

Vinte e quatro horas apés a sesséo treino, 0os animais foram colocados na
caixa com dois objetos (Al e C1), um previamente conhecido e um novo, para a
avaliacdo da memoria de longo prazo (MLP). A sesséo foi realizada também num

periodo de 5 minutos. Para a andlise dos dados foi utilizado o indice de

TN
(TA+TN)

reconhecimento, através da formula IR = x100, na qual, TN é o tempo gasto

para explorar o objeto novo e TA, o tempo gasto para explorar o objeto previamente

conhecido. No presente estudo, foram avaliadas, através deste teste,
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exclusivamente, a memoria de curto e de longo prazo de animais dos grupos GO,
G2 (1°-3°dia) e G3 (5°-7° dia). Os objetos utilizados nesse teste estdo apresentados

na Figura 15.

Figura 15: Objetos utilizados para o teste de reconhecimento de objetos. A1 e A1’: Objetos
semelhantes para a sesséo de treinamento. B1: Novo objeto para a sesséo de curto prazo. C1: Novo

objeto para a sessao de longo prazo. Fonte: do autor

3.7.2 Campo Aberto

Para o teste de Campo Aberto, foi utilizado uma adaptacéo para a realidade
do laboratorio, do modelo introduzido pela primeira vez em 1934 (HALL, 1934). Este
teste € amplamente utilizado e cujo objetivo é avaliar o comportamento animal em
um ambiente de exploracéo livre. Comumente o teste do Campo Aberto é realizado
para avaliar a atividade locomotora, através do monitoramento da distancia total
percorrida e do nimero de vezes que o animal se move em determinada regido do
aparato. Também, assim como parametros motores, especialmente locomocéao, é
possivel avaliar comportamento tipo-ansioso, autolimpeza, imobilidade, dentre
outros (MATHIASEN; DICAMILLO, 2010).

A caixa utilizada no teste foi a mesma do Teste de Reconhecimento de
Objetos, citado anteriormente (Figura 7). No primeiro dia do experimento, na
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habituacdo, os animais foram alocados na caixa de experimentos por um periodo
de 5 minutos com livre exploracdo. Apds cada sessdo realizada, tanto de
habituag&o, quanto de teste, a caixa era higienizada com alcool 70%. 24 horas ap0s
a sessdo de treino, o teste foi realizado também por um periodo de 5 minutos,
permitindo a livre exploracdo do animal ao aparato. No presente estudo, foram
avaliados através deste teste: (1) A distancia total percorrida, (2) o tempo total de
imobilidade e (3) O tempo na zona central do aparato. Todas as analises de
comportamento do Campo Aberto também foram realizadas pelo Software ANY-
maze Video Tracking System verséo 7.1.

3.8 Coleta de tecido

Apés completados os dias de avaliacdo de cada grupo experimental, os
animais foram eutanasiados atraves de decapitacao por guilhotina e o cérebro foi
prontamente dissecado para obtencdo do Cortex Pré-frontal, Hipocampo e
Hipotalamo. Este procedimento foi conduzido em superficie com resfriamento de 0-
4°C para evitar degradacédo da amostra. Posteriormente os tecidos dissecados
foram colocados em microtubos (Eppendorf) e acondicionados em freezer com

capacidade de congelamento a -80°C.

3.9 Avaliacédo de estresse oxidativo

3.9.1 Ensaio dos produtos avancados da oxidacéo de proteinas (AOPP)

Os niveis de AOPP nos tecidos cerebrais (cortex pré-frontal, hipocampo e
hipotalamo) foram determinados de acordo com protocolo apresentado a seguir.
Foram colocados 200 mg de amostra de tecido em um eppendorf conico com
capacidade de 2mL para homogeneizacdo com 1,0 mL de 4gua destilada. Apds
este processo as amostras foram centrifugadas a uma temperatura de 4°C com
velocidade de 3.500 rpm por 10 minutos e apenas o sobrenadante foi recolhido.
Foram pipetados diretamente em placa de Elisa (96 pocos) 40 uL do sobrenadante
e acrescentado 160 pL de PBS, 10 pyL de Kl e 20 uL de é&cido acético glacial
(ultrapuro). Para amostras do cortex pré-frontal foi utilizada uma diluicdo adicional

de 10x em PBS. J& para amostras do hipocampo e hipotalamo, foi utilizada uma



45

diluicdo de 20x, também em PBS. As placas foram submetidas a agitacdo dupla-
orbital de 6 minutos anterior a leitura. Imediatamente apds o processo de agitacdo
a leitura da placa foi realizada em comprimento de onda de 340 nm (Leitor de
Microplacas - Multideteccao Hibrido Synergy® H1). A curva padréo para quantificar
os niveis de AOPP foi feita com o uso de cloramina-T (0 a 100 uM). Todas as
amostras foram feitas em triplicata e o resultado foi expresso em uM Cloramina

T/mg tecido. Os valores foram corrigidos pelo peso das amostras utilizadas.

3.9.2 Ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)

Para realizar o protocolo de peroxidacao lipidica nos tecidos cerebrais (cortex pré-
frontal, hipocampo e hipotalamo) foram colocadas 100 mg de amostra de cada
tecido avaliado em um microtubo do tipo eppendorf e homogeneizada em 500 pL
de solucéo de acido tricloroacético 15% adicionada ao hidroxitolueno butilado 45
nM. Apoés o processo de homogeneizagéo, as amostras foram levadas ao banho
seco com temperatura de 100°C por um periodo de 15 minutos. Assim que foram
retiradas do banho seco as amostras foram rapidamente centrifugadas a uma
velocidade de 14.000 rpm por um periodo de 2 minutos a uma temperatura de 4°C.
Ao término do processo de centrifugacdo 300 uL do sobrenadante foram coletados
e misturado com 300 pL de Acido tiobarbitirico 0,73% com as amostras ainda
guentes. Rapidamente as amostras foram levadas novamente ao banho seco a
100°C por um periodo de 30 minutos. Em seguida foram pipetadas 150 uL do
sobrenadante de cada amostra em triplicata em placa de Elisa e lida em
comprimento de onda a 532 nm usando espectrofotdmetro (Leitor de Microplacas -
Multideteccao Hibrido Synergy® H1). A curva foi preparada em concentracdes de
OpuM-167uM malondialdeido (MDA). Para o célculo da concentracdo de MDA em
cada amostra utilizou-se a seguinte formula: Concentracdo de MDA (nmol) =
[Absorbéancia a 532 nm/ (coeficiente de extincdo molar do MDA x caminho 6ptico)]
x diluicdo. Os valores foram corrigidos pelo peso da amostra utilizada (PUNTEL et
al., 2007).

3.10 Analise estatistica

Para os valores de peso e temperatura, foi utilizado andlise de variancia
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(ANOVA) de duas vias para medidas repetidas, sendo os fatores peso ou
temperatura e tempo (em dias) com os grupos controle e TCE (G3) e teste post-
hoc de Tukey para o peso corporal e temperatura para que fossem feitas as
comparacdes multiplas. Nos dados de temperatura pés-trauma foi utilizada ANOVA
de uma via para medidas repetidas e teste pos-hoc de Tukey. Para a andlise de
comportamento, foi utilizada ANOVA de uma via para amostras independentes com
teste pos-hoc de Tukey. Para as andlises bioquimicas de AOPP e TBARS, como
também para os dados de expressao das proteinas pelo método de Western
Blotting foi utilizada também ANOVA de uma via para medidas independentes com
teste pos-hoc de Tukey. Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o Software
GraphPad Prism 9.5.1. Os dados foram demonstrados como média * erro padréo
da média (EPM). Em todas as analises foi considerado um nivel de significancia de
p < 0,05.
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4. RESULTADOS

Peso corporal

Durante 7 dias os animais dos grupos controle e TCE (G3) foram
acompanhados e foram realizadas as pesagens diariamente, respeitando o0 mesmo

periodo do dia para todas as medidas.

310-
- Controle
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Figura 16: Gréafico de representac@o da massa corporal em relacdo ao tempo de 7 dias. Dados
apresentados como média + EPM (n=15) por grupo. ANOVA de duas vias para medidas repetidas,

teste de Tukey para comparagfes multiplas. *p<0,05.

Os animais submetidos a traumatismo cranioencefélico pelo modelo
apresentado demonstraram, através de ANOVA de duas vias, um menor ganho de
peso em relacéo ao grupo controle (GO: 289,7 £4,713, TBI: 280,1 + 1,997, F (1, 28)
=5.221, p <0,05) (Figura 16). Os valores e analise de significancia estatistica estao

apresentados na tabela abaixo (Tabela 2).

Controle TCE p n
Dia 1 270,9+3,42 | 274,5+2,35 | >0,9999 15
Dia 2 278,1+2,87 | 273,9+2,60 | >0,9999 15
Dia 3 286,2+3,04 | 279,1+3,11 | 0,8078 15
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Dia 4 289,7+2,81 | 278,1+3,08 | 0,0693 15
Dia 5 296,2+3,39 | 282,0+3,74 | 0,0625 15
Dia 6 300,5%£3,25 | 285,3+3,76 | 0,0343* 15
Dia 7 306,3+3,57 | 287,8+3,89 | 0,0108* 15

Tabela 2; Dados das comparag8es multiplas de massa corporal em gramas durante avaliagdo em 7
dias. Valores das colunas Controle (A) e TCE (B) expressos em média + EPM.

Temperatura corporal pré e pos-trauma
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Figura 17: Gréfico de representagdo da temperatura retal pré e apds traumatismo cranioencefalico
em diferentes tempos. Dados apresentados como média + EPM (n=15) por grupo. ANOVA de uma
via para medidas repetidas, teste Tukey para compara¢des mdltiplas. * p<0,05, **p<0,01,
****n<0,0001.

Anteriormente e apds serem submetidos ao traumatismo cranioenceféalico, durante
a primeira hora, foi aferida a temperatura retal em quatro tempos distintos: 0
minutos, 10 minutos, 30 minutos e 60 minutos (Figura 17). Como controle foi
utilizada a afericdo de temperatura antes do TCE dos mesmos animais (PRE: 37,55
+ 0,10, 0’: 38,02 + 0,10, 10”: 37,75+ 0,11, 30: 37,45 £ 0,09, 60’: 37,31 £ 0,10, F (4,
56) = 27,99, p < 0,0001). Imediatamente apds o TCE, foi demonstrada diferenca

estatisticamente significante (p < 0,0001) em relagcdo ao controle. Também foram
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identificadas as diferencgas entre os tempos 0 minutos e 10 minutos (p < 0,01), 10
minutos e 30 minutos (p < 0,01) e diminuicdo Pré-TCE e 60 minutos (p < 0,05).
Outras significancias foram encontradas e demonstradas no grafico acima. Em
suma, apos o TCE, a temperatura retal dos animais foi encontrada aumentada e
durante a 1 hora de avaliagédo diminuiu gradativamente. Os animais demonstraram,

aos 60 minutos, uma temperatura inferior ao Pré-TCE.

Temperatura em dias

Assim como realizado com o peso corporal, foi aferida diariamente a

temperatura por via retal dos animais durante o periodo de 7 dias.
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Figura 18: Gréfico de representac@o da temperatura retal em relacéo ao periodo de 7 dias. Dados
apresentados como média + EPM (n=15) por grupo. ANOVA de duas vias para medidas repetidas,

teste Tukey para comparac¢des multiplas. * p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001.

O grupo de animais submetidos a traumatismo cranioencefalico (G3)
demonstrou diminuicdo da temperatura corporal (°C) estatisticamente significante
do grupo TCE (Figura 18), quando comparado ao grupo controle (Controle/TCE:
37,84 +0,02/37,45 + 0,09, F (1, 28) = 78,89, p < 0,001).

Controle TCE p n




Dia 1 37,87+0,06 | 37,71+0,08 | >0,9999 15
Dia 2 37,84+0,06 | 37,53+0,09 | 0,0413* 15
Dia 3 37,85+0,07 | 37,03+0,09 | <0,0001* |15
Dia 4 37,71+0,07 | 37,26+0,13 | 0,0006* 15
Dia 5 37,90+0,08 | 37,44+0,10 | 0,0004* 15
Dia 6 37,85+0,06 | 37,51+0,07 | 0,0241* 15
Dia 7 37,82+0,05 | 37,67+0,07 | >0,9999 15

50

Tabela 3: Dados das comparacdes multiplas de temperatura retal em °C durante avaliagcdo em 7

dias. Valores das colunas Controle (A) e TCE (B) expressos em média + EPM.

Na analise realizada, nédo foi possivel detectar a diferenca estatistica dos

grupos nos dias 1 e 7. Os valores individuais diarios estao expostos na Tabela 3.

Campo Aberto

Distancia Total Percorrida - Campo Aberto
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Figura 19: Grafico de avaliacdo da distancia total percorrida através do teste de campo aberto.
Dados apresentados como média + EPM. (n= 8-12) por grupo. ANOVA de uma via para amostras

independentes, teste Tukey para comparagfes mdltiplas. *p<0,05, **p<0,01.

Para as andlises comportamentais no Campo Aberto, foram avaliados os
grupos Controle (G0), G2 (3 dias pos-trauma) e G3 (7 dias pds-trauma) (GO: 9,317
+ 0,89, G2: 7,801 + 0,85, G3: 4,704 + 0,71, F (2, 29) = 7,988, p = 0,0017). No

parametro distancia total percorrida (Figura 19), foi encontrada diferenca
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estatisticamente significante entre os animais dos grupos Controle (G0) e G3 (p <
0,01), tal como nos grupos G2 e G3 (p < 0,05). Apesar de haver uma tendéncia,

nao foi possivel identificar a diferenca entre os grupos Controle e G2 (P > 0,05).

Tempo Total de Imobilidade - Campo Aberto
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Figura 20: Grafico de avaliagdo do tempo total de imobilidade através do teste de campo aberto.

Dados apresentados como média + EPM (n= 8-12) por grupo. ANOVA de uma para amostras
independentes, teste Tukey para compara¢cdes multiplas. *p<0,05.

Para a analise do tempo de imobilidade (Figura 20), 0s mesmos grupos
foram avaliados (GO: 60,59 + 11,8, G2: 65,57 + 10,8, G3: 123,9 + 20,46, F (2, 29) =
5,073, p = 0,0129). Foram detectadas diferencas estatisticamente significantes
entre os grupos Controle e G3 (p <0,05) e G2 e G3 (p <0,05). Na presente amostra,
nao foi possivel identificar diferencas entre o grupo GO e G2 (p > 0,05).
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Tempo na Zona Central - Campo Aberto
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Figura 21: Gréafico de avaliacdo do tempo de permanéncia na zona central do aparato através do
teste de campo aberto. Dados apresentados como média + EPM (n= 8-12) por grupo. ANOVA de

uma via para amostras independentes. p=0,5.

Para avaliar o comportamento relacionado a ansiedade foi utilizada a analise do
tempo de permanéncia na zona central do aparato (Figura 21). Novamente, os
mesmos grupos foram avaliados (GO: 10,91 + 3,38, G2: 15,75 + 2,2, G3: 13,01 +
3,4, F (2, 27) = 0,5529, p = 0,58). Nao foram encontradas diferencas significativas

entre 0s grupos experimentais desta analise.

Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO)

Os animais submetidos ao traumatismo cranioencefalico foram posteriormente
avaliados quanto a sua memaria de reconhecimento de curto (Figura 22) e longo

prazo (Figura 23) em comparacao ao grupo controle.
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Memoéria de Curto Prazo
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Figura 22: Gréfico de avaliagdo da memoria de reconhecimento de curto prazo, realizada 1,5h ap6s
o treino. (n=10-12) por grupo. ANOVA de uma via para amostras independentes, teste Tukey para
comparacOes multiplas, *p<0,05, *p<0,01.

Nas analises da sessao de curto prazo (Figura 22), realizadas 90 minutos apos a
sessdo treino, foram encontradas diferencas estatisticamente significantes (p <
0,05) dos grupos GO e G2 (p < 0,05) e GO e G3 (p < 0,01) (GO: 70,1 £ 3,9%, G2:
49,5 +6,9%, G3: 45,9 £ 3,4%, F (2, 29) = 7,256, p = 0,0028). Além disso, 0s animais
dos grupos que foram submetidos ao TCE, apresentaram indice de reconhecimento
abaixo de 60%, considerado como um prejuizo da funcéo cognitiva, enquanto o
grupo controle, apresentou este indice maior que 70%, considerado uma funcgéo

cognitiva adequada, de acordo com o paradigma de Ennaceur e Delacour (1988).
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Meméria de Longo Prazo
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Figura 23: Gréfico de avaliagdo da memoria de reconhecimento de longo prazo, realizada 24h apés
a sessao treino. (n= 10-12) por grupo. ANOVA de uma via para amostras independentes, teste

Tukey para comparac¢6es multiplas. **p<0,01, ***p<0,001.

Para as analises da sesséo de longo prazo (Figura 23), que foi realizada 24 horas
apos a sessao treino, foi demonstrada uma diferenca significante dos grupos GO e
G2 (P<0,01) e GO e G3 (p<0,001) atraves da ANOVA de uma via (GO: 75,5 = 5,6%,
G2: 47,9 £ 5, 7%, G3: 46,85+3,3%, F (2, 29) = 10,94, p = 0,0003). O prejuizo na
funcdo cognitiva dos grupos G2 e G3 foi também encontrado no teste de longo
prazo. Em ambas as avaliacGes, ndo foi possivel encontrar diferenca entre os
grupos submetidos a TCE (G2 e G3).

Ensaio dos produtos avancados da oxidacado de proteinas (AOPP)

Para analisar os niveis de estresse oxidativo, a oxidacdo proteica foi avaliada
através do ensaio de AOPP. No cortex pré-frontal (Figura 24), foram encontrados
niveis elevados de oxidacao proteica, expresso por uM Cloramina-T/mg tecido nos
grupos G2 e G3, submetidos a TCE, em comparac¢ao ao grupo controle (G0: 4,120
+ 0,54, G1: 4,980 + 0,74, G2: 9,360 + 0,55, G3: 7,980 + 0,79, F (3, 16) =13,83,p =

0,0001). Nao foi possivel identificar diferengas nos grupos GO e G1.
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AOPP Coértex Pré-frontal
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Figura 24: Gréfico de avaliacdo dos niveis de oxidacéo proteica no cértex pré-frontal. n = 5 por
grupo. ANOVA de uma via para amostras independentes, teste Tukey para comparac¢des multiplas,
*p<0,05, *p<0,01, ***p<0,001.

No hipocampo (Figura 25), os niveis de AOPP, foram elevados em todos os grupos
submetidos a TCE (G0: 9,900 £+ 0,82, G1: 12,60 + 1,26, G2: 15,88 + 1,04, G3: 15,28
+ 2,05, F (3, 13) = 3,825, p = 0,0365), porém, apenas o grupo G2 demonstrou

diferenca estatisticamente significante em comparacéo ao grupo controle (G0).
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Figura 25: Grafico de avaliagao dos niveis de oxidag&o proteica no hipocampo. n = 4-5 por grupo.
ANOVA de uma via para amostras independentes, teste Tukey para comparacdes multiplas,
*p<0,05.

J& no hipotadlamo, os niveis de AOPP foram encontrados aumentados nos grupos
G2 e G3, em relacdo ao controle (GO: 15,48 + 1,46, G1: 9,00 £ 2,67, G2: 23,48 +
1,78, G3: 23,76 + 1,11, F (3, 14) = 15,53, p < 0,0001)
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Figura 26: Grafico de avaliacdo dos niveis de oxidac&o proteica no hipotalamo. n = 4-5 por grupo.
ANOVA de uma via para amostras independentes, teste Tukey para comparac¢des mudltiplas,
*p<0,05, ***p<0,001.

Ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

Para avaliar os niveis de peroxidacao lipidica, foi utilizado o ensaio de TBARS. Os
niveis de TBARS no cértex pré-frontal (Figura 27), expressos em uM
Malondialdeido/g tecido, foram encontrados aumentados em comparacao ao grupo
controle, embora, apenas os grupos G2 e G3, apresentaram diferenca significativa
(GO: 5,420 + 0,37, G1: 6,120 + 0,86, G2: 9,700 + 1,09, G3: 12,35 + 1,678, F (3, 14)
=9,816, p =0,001).
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TBARS Cortex Pré-frontal
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Figura 27: Gréfico de avaliacdo dos niveis de peroxidacao lipidica no cértex pré-frontal. n = 4-5 por

grupo. ANOVA de uma via para amostras independentes, teste Tukey para comparac¢des multiplas,

*p<0,05, **p<0,01.

No hipocampo (Figura 28), todos os trés grupos submetidos ao TCE apresentaram
niveis de TBARS aumentados, estatisticamente significantes, em comparagcéao ao
grupo controle (GO: 15,32 + 0,53, G1: 18,48 £ 0,51, G2: 19,36 £ 0,71, G3: 18,32
0,86, F (3, 15) = 6,844, p = 0,004). Nao foram detectadas diferencas significativas

entre os grupos submetidos ao TCE.
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Figura 28: Grafico de avaliacdo dos niveis de peroxidacao lipidica no hipocampo. n = 4-5 por grupo.
ANOVA de uma via para amostras independentes, teste Tukey para comparacdes mudltiplas,

*p<0,05, **p<0,01.

No hipotalamo (Figura 29), os grupos G1 e G2 apresentaram niveis de peroxidacao
lipidica maior que o grupo controle, embora apenas o grupo G2 tenha expressado
diferenca estatisticamente significante (GO: 26,86 + 1,68, G1: 37,00 + 2,94, G2:
40,03 + 3,779, G3: 27,73 £ 2,19, F (3, 13) = 6,210, p = 0,0075). Ademais, foi
encontrada significativa entre os grupos submetidos ao TCE, G2 e G3 (p < 0,05).
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Figura 29: Grafico de avaliacdo dos niveis de peroxidacao lipidica no hipotdlamo. n = 4-5 por grupo.
ANOVA de uma via para amostras independentes, teste Tukey para comparacdes mudltiplas,

*p<0,05.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, foi evidenciado que o aparato de indugéo a TCE do modelo
Weight-drop utilizando projéteis em ratos Wistar adultos-jovens foi capaz de
mimetizar achados também encontrados em estudos com humanos, fazendo assim
com que possa ser considerado um modelo candidato para estudos translacionais.
O TCE causado pelo modelo desenvolvido foi capaz de causar alteracdes
comportamentais e demonstrou déficits nos testes de memoria de curto e longo
prazo (TRO) e na atividade motora (CA). Além disso, observamos o aumento
expressivo de parametros associados ao estresse oxidativo, de oxidacéo proteica
e peroxidacao lipidica, especialmente nos dias 3 e 7 apés-trauma em regides
cerebrais como o cortex pré-frontal, hipocampo e hipotalamo. Ademais, animais
gue foram submetidos a TCE apresentaram menor ganho de peso ao longo de uma
semana de avaliacao e, apresentaram menor temperatura corporal (retal) no 3° dia

pos-trauma, culminando com o pico inflamatorio.

Aparato e Modelo de Traumatismo Cranioencefalico

Como citado anteriormente, o primeiro modelo de TCE foi descrito por Feeney e
colaboradores (1981). Neste modelo, era realizado craniotomia, permanecendo a
dura-mater intacta e exposta. O peso era liberado em queda livre de encontro a um
instrumento de metal, que produzia o TCE. ApGs esse dispositivo, dezenas de
outros aparatos do modelo Weight-drop foram descritos e utilizados. O modelo
apresentado por esse trabalho possui caracteristicas que o torna pertencente a
essa classificacdo de modelos (Weight-drop), porém é inovador no que se diz
respeito ao utilizar um projétil e utilizar ratos com nenhum tipo de intervencéo
cirargica antes da inducéo do TCE. Rana e coloboradores (2020), descreveram um
modelo Weight-drop utilizando um disco de metal implantado entre o lambda e o
bregma do animal. Além disso, na base do aparato foi colocada uma camada de
espuma, para que a energia do impacto fosse difundida. Os modelos que
apresentam essas caracteristicas, tornam complexa a reproducao desses aparatos
(MA et al., 2019).
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O modelo Weight-drop é considerado o modelo mais préximo em relagcdo ao TCE
humano (ALBERT-WEISSENBERGER; SIREN, 2010). Os métodos de inducdo a
TCE desse modelo que foram descritos na literatura, em sua grande maioria, sao
adaptacoes dos modelos pioneiros (FEENEY et al., 1981, MA et al., 2019). Diversos
desses modelos realizam intervencgdes cirdrgicas (e.g. craniotomia ou abertura do
escalpo) e outras formas de intervencéo, como a remoc¢ao do pelo da cabeca dos
animais, implante de “capacetes” de metal para difusdo da energia da queda de
peso, entre outros (NAJEM et al., 2018). Todas essas modificagcdes, em nossa
visao, distanciam o modelo do seu propdsito inicial, que é reproduzir, de forma mais

fiel possivel, o TCE humano.

Uma das principais vantagens do modelo apresentado, em comparac¢do com os ja
descritos na literatura, € a grande reprodutibilidade, ndo s6 entre animais, mas
também entre laboratérios, devido a simplicidade para a construcdo do aparato.
Além disso, pela capacidade de modificacdo da massa do projétil, se torna um
modelo capaz de se adaptar as diversas finalidades de gravidade das lesdes.
Modelos de TCE de cabeca-fechada sdo capazes de desenvolver déficits e
alteracoes de comportamento e achados semelhantes aos apresentados por
pacientes com TCE. Até o momento, como previamente descrito, existem inUmeras
variacdes do modelo Weight-drop para induzir TCE, porém, até onde sabemos, este
€ o primeiro a usar projéteis em modelo de queda de peso de cabeca fechada para
induzir TCE moderadamente grave em ratos. Portanto, neste estudo,
desenvolvemos um aparato de TCE modelo Weight-drop de cabeca fechada que é
capaz de causar lesédo focal utilizando a restricdo da cabeca do animal. Isso permite
a visualizacao e avaliacdo de parametros vitais e uma ampla gama de resultados
sem intervencao cirargica. Conforme mencionado, manter intacto o cranio ou couro
cabeludo dos animais antes do TCE pode mimetizar resultados mais proximos do
TCE humano (KAHRIMAN et al., 2021).

O Traumatismo Cranioencefélico
Os animais submetidos a TCE pelo modelo do estudo demonstraram padrfes de

interacdo social e ambulacdo normais nas suas gaiolas-casa durante o periodo de

avaliacdo (3 ou 7 dias). Além disso, por observacdo, suas fungdes urinaria e
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intestinal permaneceram de forma similar aos animais do grupo controle.

O desenho experimental proposto foi desenvolvido a partir da necessidade da
validacdo do modelo e também devido a poucos estudos descreverem alteracdes
na cogni¢do desses animais no curto prazo. O periodo agudo pés-trauma, €, por
muitos, considerado a janela critica para um desfecho favoravel ou desfavoravel,
tanto em modelos animais quanto em humanos (VELLA; CRANDALL; PATEL,
2017, PAVLOVIC et al., 2019). Por essa razdo, nosso trabalho buscou
compreender como o TCE pode alterar os parametros estudados nesse periodo.

A classificacéo de gravidade da lesdo causada por modelos de TCE, pode ser feita
de diversas formas. A Neurobahaviour Severity Scale (NSS) € um dos critérios mais
utilizados para a avaliacao de gravidade do TCE em modelos experimentais. Uma
das principais limitagdes do uso dessa escala, na qual se enquadra o motivo da néo
utilizagdo para caracterizar a gravidade no presente estudo, é a necessidade de
utilizacdo de anestésicos inalatorios, visto que as primeiras sessdes de avaliacao
devem ser feitas minutos ou poucas horas apos a inducdo do TCE (FLIERL et al.,
2009, STELFA et al., 2022). Além disso, existem formas de avaliacdo feitas por
histologia do tecido encefalico (FRANK et al., 2021) e pela mortalidade causada
(KOCHANEK et al., 2017). Com os dados obtidos nesse trabalho, utilizamos a
classificacao pela mortalidade como parametro para indicar que a lesdo causa é
moderadamente grave. Essa classificacdo, ndo tdo usual a partir do que preconize
a literatura, que normalmente separa apenas em TCE leve, moderado e grave,
provém dos dados de mortalidade apresentados pelo projétil utilizado no estudo.
Com 14,2% de 6bitos dos animais em nosso trabalho, o parametro de comparacao
foi a mortalidade encontrada em TCE humano. Cerca de 20% dos casos graves de
criancas e adultos que sdo acometidos por TCE vao a Obito e em casos leves a
moderados, possuem mortalidade que vado de 0-10% (KENNEDY et al., 2022).
Portanto, por possuir mortalidade maior que os casos moderados e menor que 0s

graves, sera utilizado o termo moderadamente grave.

Parametros Vitais

Um achado importante do estudo foi a diferenca de ganho de massa corporal



63

durante o periodo de avaliacdo entres os grupos controle e TCE. E possivel fazer
a inferéncia de que a diferenca entre o ganho de massa corporal dos grupos esta
relacionada as consequéncias agudas causadas pelo traumatismo
cranioencefalico, tais como possiveis fraturas de cranio e hemorragias. Fatores
como os citados anteriormente e também a menor atividade motora demonstrada
pelos resultados deste estudo pelo teste de campo aberto, sdo possiveis fatores
para essa diferenca, principalmente no periodo apds o pico inflamatério (3° dia).
Kahriman e colaboradores, em 2022, relacionam a perda de peso em modelos
animais de TCE, com os danos agudos provenientes da lesdo, assim como o
observado em nosso estudo. Além disso, é evidenciado nesse trabalho que a perda
de peso do grupo TCE comparativa ao grupo controle é relacionada com maiores
déficits cognitivos e o tempo de recuperacao de reflexos avaliados (KAHRIMAN et
al., 2022). Ryu e colaboradores (2021), demonstraram perda de massa corporal em
roedores 1 dia apds TCE. A perda de peso mais expressiva apresentada, pode ser
explicada, além dos danos provenientes do TCE, pela realizacdo de intervencdes
cirargicas prévias a inducédo do TCE, visto que ambos os grupos, tratado com
buprenorfina e salina (controle) apresentam menor peso corporal (RYU et al.,
2021).

Outro importante achado no nosso estudo foi a avaliacdo feita na temperatura
corporal (retal) dos grupos experimentais propostos. Na avaliacdo da temperatura
pré e poés-trauma, o subito aumento da temperatura pés-trauma pode ser explicado
principalmente por dois fatores: (1) o dano primario da leséo, podendo afetar locais
diretamente ligados com o controle da temperatura corporal, especialmente o
hipotalamo na sua regido pré-optica, e (ll) por aumento do tbnus simpatico,
causando aumento da temperatura corporal e aumento de producdo de
glicocorticéides e de corticosterona (WASSERMAN et al., 2020, THOMPSON,
2003). Da mesma forma, além do possivel dano hipotalamico que poderia
ocasionar a flutuacao da temperatura, a posterior diminuicdo da temperatura pode
ser explicada por mecanismos autorregulatérios que fazem além da regulacdo da
pressao intracraniana em relacdo a presséao arterial, a modulacdo da temperatura
indiretamente através de dilatacdo ou constricAo dos vasos e consequente
modulacdo energética (CHILDS, 2008; SACHO; CHILDS, 2008, GOWDA,; JAFFA,
BADHJATIA, 2018, HUANG et al., 2009). Ademais, os dados de 60’ corroboram os



64

dados encontrados no segundo dia de afericdo da temperatura corporal.

No TCE, a hipotermia é uma das principais condi¢cdes presentes e pode significar
uma série de sinais em pacientes, especialmente hemorragia (VAN VEELEN;
MAEDER, 2021). Em nosso modelo, encontramos a temperatura dos animais
submetidos a TCE diminuida em relagdo ao grupo controle nos dias 2 a 6 poés-
trauma. Inferimos que a possivel causa da hipotermia pode ser explicada pelo dano
hipotalamico agudo e que persiste durante quase todo o periodo de avaliacdo. O
dano hipotalamico e nas demais areas afetadas pelo impacto do projétil pode,
segundo o processo fisiopatologico descrito (BLAYLOK; MAROON, 2011), causar
dano e disfuncdo mitocondrial, tanto pelo impacto, quanto pelo processo de
estresse oxidativo, corroborado também por nossos resultados. O dano
mitocondrial, € uma das principais caracteristicas dos danos secundarios
provenientes do TCE, sendo assim, com a disfuncdo na cascata de respiracao
celular e subsequente menor producdo de ATP, podendo gerar a diminuicdo da
capacidade metabdlica, causando hipotermia (HAKIMINIA et al., 2022). Ademais, 0
possivel dano hipotalamico, pode gerar flutuacdo na regulacdo da temperatura
corporal (VAN VELEEN; MAEDER, 2021). Corroborando com nossa hipotese, o dia
de hipotermia mais pronunciada (3° pés-trauma), culmina com o dia do pico de
inflamacé&o do presente modelo, motivo esse que estaria dificultando o processo de
fosforilacdo oxidativa e aumentando o dano mitocondrial. Além disso, nossos dados
de parametros relacionados ao estresse oxidativo no hipotalamo, exibem valores

maiores no 3° dia pés-trauma.

A literatura acerca da hipotermia no TCE, de forma geral, é baseada na hipotermia
terapéutica, cuja realizacdo é considerada por muitos uma forma efetiva de
protecdo contra danos (LI et al., 2021; LIU et al., 2022). Eroglu e colaboradores
(2017), utilizando ratos Wistar machos, sugerem que a hipotermia p6s-TCE pode
exercer uma funcdo neuroprotetora, pois a diminuicdo tanto da temperatura
corporal, quanto da temperatura encefélica, diminui marcadores das vias de
apoptose, como a das caspases (EROGLU et al., 2017). Além disso, Zhang e
colaboradores, sugerem que a hipotermia moderada induzida em animais p6s-TCE
atenuam a funcéo inflamatoria mediada por microglia (ZHANG et al., 2018). Em

suma, nossos achados revelam que os processos de recuperacdo da funcao
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termorreguladora de animais traumatizados ao longo dos dias de avaliagcéo, pode
sinalizar, a protecdo contra mecanismos inflamatérios.

Traumatismo Cranioencefélico e Alteragcdes Comportamentais

No presente estudo, dois testes comportamentais foram realizados, teste do campo
aberto (CA) e teste de reconhecimento de objetos (TRO). No CA, foram avaliados
trés parametros: distancia total percorrida, tempo total de imobilidade e tempo na

zona central.

No parametro de distancia percorrida, os achados do estudo demonstram
diminuicdo da ambulac&o no aparato no G3 (7 dias pos-trauma) e, apesar de nao
significativa, uma clara reducédo para o grupo G2 (3 dias pos-trauma) foi também
observada. Nossos achados estdo de acordo com o estudo de Chen e
colaboradores que demonstraram uma diminui¢cdo na locomoc¢ao de animais 3 dias
apos o TCE (CHEN et al., 2022). Ademais, corrobora os achados de Walter e
colaboradores (2022), quando no 7° dia poés leséo, foi encontrada uma locomocéao
diminuida no teste de CA. Corroborando com os dados apresentados de distancia
total percorrida, o tempo de imobilidade em animais traumatizados no 7° dia poés-
lesdo foi maior que o dobro do tempo em relagéo ao grupo controle. Também em
concordancia com os demais achados, déficits motores e/ou comportamentais em
modelos de traumatismo cranioencefalico sdo mais comuns no fim do periodo
agudo e inicio do periodo subagudo (a partir do 8° dia) apds a injuria (LITOFSKY,
2018). Em parcial discordancia com o apresentado anteriormente, hum estudo
utilizando um modelo de TCE repetidos, evidenciam que lesdes multiplas sao
capazes de gerar alteracbes locomotoras e em comportamentos relacionados a
ansiedade num periodo de 5 dias pés-lesdo (BROUSSAD et al., 2018). Portanto,
podemos inferir, a partir das analises do tempo de imobilidade e distancia total
percorrida pelos animais, que os déficits locomotores séo evidenciados e podem

estar relacionados as sequelas dos danos secundarios do TCE.

Apesar de ndo ter sido demonstrada a diferenca apdés TCE, os resultados
apresentados estdo de acordo com estudos previamente realizados da literatura,

onde mesmo 9 dias apés o TCE, ndo foram encontradas alteracdes no
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comportamento relacionado a ansiedade. (FRIEDMAN-LEVI et al., 2021). Déficits
comportamentais do tipo-ansioso, tornam-se mais evidentes no periodo crénico, 4
semanas da injuria (BOYKO, 2022), fato este corroborado por dados clinicos
(ESTEROQV et al., 2022). Um dos motivos para tal, como descrito anteriormente, €
a ocorréncia de uma cascata fisiopatologica de neuroinflamacédo mediada por
células da glia, persistente durante meses ap6s TCE (MOUZON et al., 2014). Fato
este, que ao culminar num processo de excitotoxicidade crbnica, causa disfuncao
neuronal principalmente nas regibes do coértex pré-frontal e hipocampo,
apresentadas no estudo (BOYKO et al.,, 2022). O estudo de Broussad, com
repetidas lesdes, expressa também um comportamento do tipo-ansioso durante um
periodo de 5 dias, fato este que infere que a fisiopatologia do TCE pode ser
ligeiramente diferente em casos de lesdes Unicas e multiplas (BROUSSAD et al.,
2018).

No TRO, com os achados do estudo, revela-se que os animais traumatizados
apresentam déficit cognitivo, especialmente da memadria de reconhecimento, de
curto e longo prazo, corroborando com dados apresentados por Feng e
colaboradores (2021) e demais estudos (MORAWSKA et al., 2016, QUBTY et al.,
2018). Salienta-se que este € um processo intimamente ligado a interacao funcional
do cortex pré-frontal e o hipocampo (WABURTON; BROWN, 2015). Destaca-se,
entretanto, que poucos estudos até o presente momento relatam déficits cognitivos
no periodo agudo da lesdo em modelos de TCE de cabeca fechada (EAKIN et al.,
2014, HO et al., 2021). Além disso, ressalta-se que o local de impacto do projétil do
presente modelo (bregma) situa-se ligeiramente anterior em relacdo a estrutura
hipocampal, fato este que explicaria um possivel dano primario estrutural e,
posteriormente, funcional causado a essa estrutura ligada, dentre outras funcoes,

a consolidacao e evocacdo da memodria.

Joyce e colaboradores (2019), revelam a perspectiva do impacto do TCE na
cognicao e na atividade motora de pacientes que apresentam sintomas da doenca
de Parkinson, e evidenciam que as sequelas mais tardias do TCE séao ligadas
diretamente a cognicdo, porém nao foi encontrada associacdo direta com o0s

sintomas motores. Em estudo avaliando a meméria de reconhecimento 3 e 6 meses
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apos TCE, foi demonstrada a diminui¢éo expressiva do indice de reconhecimento
(GRIFFITHS et al., 2022). Utlizando a definicdo fisiopatolégica dos
comportamentos tipo-ansioso, a cogni¢do, especificamente a memoria de
reconhecimento, também sédo encontradas em periodos mais distantes da injuria.
Isso se deve ao fato dos danos secundarios e a disfuncao da conectividade cértex
pré-frontal-hipocampo, mediado pelos mecanismos previamente citados e ao
estresse oxidativo aumentado, como mostram nossos resultados (WABURTON;
BROWN, 2015). Em suma, foi demonstrado no presente trabalho, um modelo
capaz de causar déficits cognitivos persistindo até o final do periodo agudo de
avaliacdo. Portanto, a partir das andlises realizadas pelos testes comportamentais,
por demonstrar semelhangas com o que é visto em pacientes acometidos por TCE,

o presente modelo mostra-se relevante para estudos translacionais.

Traumatismo Cranioencefalico e Niveis de Estresse Oxidativo

Ao avaliarmos os niveis de dano oxidativo dos grupos experimentais propostos,
analisamos a oxidacao proteica e a peroxidacao lipidica no cortex pré-frontal,
hipocampo e hipotalamo. A oxidacao proteica, medida pelo teste de AOPP, foi
encontrada aumentada nas regides cerebrais propostas, nas avaliacdes dos grupos
de 3 e 7 dias apos o TCE. No grupo de 1 hora pés trauma, nédo foi possivel detectar
diferencas nos niveis de oxidacdo proteica. Apenas um estudo de 2021 foi
encontrada usando os descritores “traumatic brain injury”e “AOPP”. Nesse trabalho
de Montiviero e colaboradores (2021), foram avaliados os niveis de AOPP nos
tempos de 60 minutos, 24 horas e 7 dias apds TCE no cértex pré-frontal, cértex
motor e hipocampo. Seus achados demonstram concordancia com os resultados
apresentados em nosso estudo, visto que nos periodos avaliados, os niveis de
AOPP se encontram acima dos valores do grupo controle, no cértex e hipocampo
(MONTIVIERO et al., 2021). Além disso, diferente do que foi encontrado em nosso
trabalho, Montiviero relata que os niveis de AOPP decaem ao longo dos dias
durante uma semana, chegando ao 7° dia de avaliacdo com niveis menores que ao
periodo de 24h. Nossos achados demonstram que o nivel de oxidacdo proteica
apenas diminui ligeiramente, porém sem significAncia estatistica ou permanece
similar em relacdo ao 3° dia pds-trauma. Esse resultado, estd de acordo com os

demais resultados apresentados, visto que principalmente apds o 3° dia de
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avaliacdo, os déficits encontrados sdo maiores, especialmente na cogni¢ao, que o
grupo G3 (7 dias pos-trauma) apresenta pior desempenho na tarefa de
reconhecimento.

Considerando que o sistema nervoso central, e principalmente o cérebro, possui
proteinas cujas funcbes sdo de extrema importancia para o equilibrio da funcéo
(e.g. receptores, enzimas, transportadores), o dano oxidativo as proteinas pode
significar uma disfuncdo e um processo excitotoxico continuado, acarretando
diversas alteracdes, como as vistas nos resultados apresentados da alteracéo na
cognicao e locomotora dos animais submetidos a TCE (KHATRI et al., 2018).

A peroxidacdo lipidica, medida pelo teste de TBARS, foi encontrada aumentada em
padrdes diferentes entre as areas avaliadas. No cortex pré-frontal, apesar de haver
aumento no grupo de 1 hora apés TCE, ndo foram encontradas diferengas
significantes. Porém, é visto um grande crescimento nos niveis de TBARS no dia 3
e ainda maior no dia 7 pos-TCE. No hipocampo, os niveis de peroxidacéo lipidica,
mostram-se aumentados em todos os grupos submetidos a TCE, sem diferenca
estatistica entre eles, sugerindo um dano continuado a essa estrutura. No
hipotalamo, € visto um aumento expressivo dos niveis de TBARS no 3° dia pés-
trauma, culminando com a condicdo hipotérmica apresentada nos resultados
anteriores. Além disso, € visto uma diminuicdo desses niveis comparando 0s
grupos de 3 e 7 dias depois da inducédo do TCE. Esses achados no hipotalamo,
estdo de acordo com a normalizacdo da temperatura corporal retal dos animais,

onde ja ndo sao vistas diferencas entre o grupo TCE e grupo controle (Figura 18).

Ozturk e colaboradores (2021), evidenciaram um aumento de TBARS em ratos
Wistar macho, 5 dias apos TCE e diminuido em relacdo ao tratamento proposto
com modafinil. Esses dados, de certa forma, estdo de acordo com nossos achados,
pois, apesar de ndo avaliarmos o 5° dia apos a lesdo, temos um aumento
expressivo no 3° e 7° dia no cortex pré-frontal e hipocampo. Por outro lado, diversos
estudos utilizando diferentes métodos de inducdo a TCE, demonstram aumento dos
niveis de TBARS nas primeiras horas apés a lesdo (ANSARI; ROBERTS; SCHEFF,
2013, PETRONILHO et al., 2010, YANG et al., 2014). Além disso, alguns desses
métodos realizam intervencao cirargica anterior ao TCE, que por si sO, pode ser um

estressor, como dito anteriormente, pode ocorrer a modificagdo da cascata de
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eventos fisiopatologicos a partir do método utilizado (YILDIRIM et al., 2005). Em
pacientes, os niveis de TBARS no soro e no liquor, mostraram-se aumentados nos
periodos agudos e cronicos apés lesdo, sendo esse um importante preditor de
prognéstico (MUBALLE et al., 2016, WANG et al., 2016, HOHL et al., 2012). Os
resultados obtidos neste trabalho corroboram, também pelos parametros de
peroxidacgéao lipidica, uma importante concordancia entre outros estudos realizados

em pacientes.

Em suma, o sistema nervoso central € um local altamente suscetivel a ocorréncia
do processo de estresse oxidativo, uma vez que demanda alto consumo de
oxigénio e nutrientes como glicose e lactato. O SNC contém um alto teor de acidos
graxos e estruturas lipidicas, o que também leva ao aumento do estresse oxidativo
(LIRIO et al., 2022), principalmente apds lesdes traumaticas. A alta concentragéo
de espécies reativas de oxigénio pode levar ao aumento da permeabilidade da
barreira hematoencefalica, diminuicdo da sinaptogénese e neuroplasticidade e
também disfuncdo mitocondrial, devido aos processos de peroxidacao lipidica pela
ligacdo de radicais livres a estruturas funcionais primordiais do sistema nervoso
central (LIRIO et al., 2022).

Limitacdes do estudo

A principal limitacdo do estudo é relacionada ao periodo de avaliagdo do desenho
experimental realizado. Por escolhermos a janela aguda pés-TCE, alguns
comportamentos relacionados a doencas neupsiquiatricas, como ansiedade e
depressao, cuja incidéncia pés-TCE em médio a longo prazo sdo grandes, ndo
foram observadas no presente estudo. Outra limitacdo foi a ndo avaliacdo de
parametros inflamatorios. Muitos dos mecanismos subjacentes aos resultados
apresentados, sdo pautados na fisiopatologia do TCE. A neuroinflamacao
proveniente do TCE, € provavelmente, a sinalizacdo mais pronunciada e fonte dos

danos comportamentais e cognitivos provenientes dos danos secundarios.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como proximo objetivo da linha de pesquisa (em andamento), abordaremos trés
biomarcadores associados ao TCE: BDNF (Brain derived neurotrophic factor/Fator
neurotrofico derivado do cérebro), S100B e enolase especifica neuronal. A
modulacdo dessas moléculas, a partir de um evento neurotraumatico, pode ser

sinal da ocorréncia de eventos patofisiolégicos especificos.

O BDNF é a neurotrofina mais abundante no SNC e sua a¢do esta associada a
sobrevivéncia e manutencdo neuronal, como o brotamento dendritico e a
sinaptogénese. No cortex pré-frontal e hipocampo, exerce fungdes intimamente
ligadas a regulacdo do humor e processos cognitivos (GUSTAFSSON et al., 2021).
No TCE, a expressao das diversas isoformas do BNDF pode exercer um importante
papel na sinalizacéo da gravidade da injuria, ainda que este fato seja divergente
entre os estudos. O aumento da expressdo de BDNF maduro (BDNFm) pés-leséo
pode indicar a capacidade de atenuacéo dos danos secundarios, promovendo acao
neuroprotetora. Além disso, um possivel aumento da isoforma pro-BNDF, pode
indicar possiveis alteracdes cognitivas (CHEN et al., 2016). Porém, diversos outros
estudos, relacionam a diminui¢cdo ou a nédo alteracdo das isoformas do BNDF a
gravidade de lesdo causada (LIN; KUO; LUH, 2021). Portanto, devido a grande
importancia da acdo dessa neurotrofina, pretende-se com pesquisas futuras a

elucidacao da participacdo do BDNF no modelo apresentado.

A proteina B ligante de célcio (S100B) € um importante fator neurotréfico
relacionado a homeostase de neurbnios e células da glia. Este fator é
principalmente expressado por astrocitos ligados a vasos sanguineos no SNC e
atualmente € um importante marcador de ruptura da barreira hematoencefélica
(BAECKER et al.,, 2020, WANG et al.,, 2018). Estudos pré-clinicos utilizando
amostras do cértex e do sangue de roedores submetidos a TCE, demonstram o
aumento de S100B. Do mesmo modo, utilizando o sangue de pacientes acometidos
por TCE, Vos e colaboradores (2010), evidenciaram que a S100B é um importante
preditor de mortalidade, podendo auxiliar o progndstico quando associado a

parametros clinicos.
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A enolase especifica neuronal (NSE) é uma isoenzima encontrada em neurénios,
cuja funcdo é catalisar a reacdo de conversdao de 2-fosfoglicerato em
fosfoenolpiruvato na via glicolitica (ISGRO; BOTTONI; SCATENA, 2015). Os niveis
de NSE no sangue periférico podem indicar dano neuronal agudo, visto que seus
valores numa situacao de homeostase séo despreziveis. Em pacientes acometidos
por TCE, os niveis séricos de NSE encontraram-se aumentados numa janela curta
pés-lesdo e sdo relacionados a desfechos desfavoraveis e/ou 6bito (CHENG et al.,
2014). Por outro lado, em casos de TCE crénico foram encontrados niveis séricos
de NSE abaixo da linha de base, possivelmente refletindo possiveis sinais de atrofia
cerebral (BAGNATO et al., 2020). Devido a grande participacéo na via glicolitica e
por ser especificamente encontrada em neurdnios, a dosagem de NSE pode ser

um importante marcador de gravidade relacionada ao TCE.

Além disso, como outro objetivo, também ja em processo de realizacéo,
pesquisaremos a acado um farmaco com potencial neuroprotetor nas alteracfes
cognitivas relacionadas ao TCE, o canabidiol, O canabidiol € o principal
fitocanabindide n&o-psicotomimético presente na Cannabis Sativa (CAMPOS et al.,
2016). Desde seu descobrimento em 1940 (ADDAMS; HUNT; CLARK, 1940) e
posteriores descobertas do sistema endocanabinéide (EC), evidenciam uma
importante e promissora acdo, sobretudo em doencas neuropsiquiatricas (ELSAID;
KLOIBER; LE FOLL, 2019). Apesar dessa diversidade de possibilidades
terapéuticas, seu mecanismo de acao, até os dias atuais ndo estd completamente
elucidado (PENG et al., 2022). Tanto devido a vastidao de receptores que € capaz
de exercer acdo direta e/ou indireta, quanto pela complexidade do tdnus
endocanabinéide envolvido. Portanto, propde-se uma como objetivo futuro a
avaliacdo aguda da recuperacdo cognitiva de ratos submetidos a TCE e
posteriormente tratados com Canabidiol, a fim de elucidar possiveis efeitos
neuroprotetores e neuroplasticos desse fitocanabindide na cascata fisiopatoldgica
do TCE.



72

7. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos no presente trabalho, concluimos que presente modelo
€ capaz de induzir traumatismo cranioencefalico em ratos jovens-adultos e causar
déficits e alteracdes similares aos encontrados em pacientes, sendo um candidato
para estudos translacionais. O TCE, em nosso modelo, foi capaz de causar
alteracdo nos parametros de ganho de massa corporal e temperatura,
especialmente a partir do 3° dia p6s-trauma. Concluimos também, que o modelo foi
capaz de promover alteragdes comportamentais, especialmente no desempenho
cognitivo e locomotor, avaliado pela memaria de curto e longo prazo e avaliagdo da
distancia percorrida, respectivamente. Por fim, concluimos que o0s animais
submetidos a TCE, sofreram dano oxidativo, por meio da oxidac&o proteica e
peroxidacéo lipidica no cortex pré-frontal, hipocampo e hipotalamo. Esses achados
sédo importantes para o entendimento das alteracbes do TCE na janela aguda da
lesao, e, por suas caracteristicas, permite a busca por novas terapias, intervencdes

e janelas de oportunidade.
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