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1. INTRODUCAO

O traumatismo cranioencefalico (TCE) € a principal causa de morte e
incapacidade entre criancas e adultos jovens nos Estados Unidos da América (EUA).
Aproximadamente 1,7 milhdes de pessoas sofrem TCE anualmente, contabilizando
cerca de 50.000 mortes anuais (Langlois, Rutland-Brown e Wald, 2006). A taxa de
incidéncia na Europa € de aproximadamente 243 casos para cada 100.000
habitantes por ano (Tagliaferri et al., 2006). No Brasil, a ocorréncia anual de mortes
relacionadas ao TCE é de aproximadamente 57 mil. A incidéncia de TCE é de
aproximadamente 200/100.000 habitantes, sendo que a mortalidade pré-hospitalar
aproxima-se dos 10% (DATASUS, 2011).

As morbidades secundérias também representam um importante problema
social. O TCE tanto na sua forma moderada quanto grave pode resultar em déficits
cognitivos, alteracdes de humor e comportamento em longo prazo (Halldorsson et
al., 2012). Estima-se que 2% de toda populacdo dos EUA sofre de algum tipo de
morbidade secundaria ao TCE, representando um gasto anual de 60 bilhdes de
dolares entre custos diretos e indiretos (Thurman et al., 1999).

A Fundacdo do Traumatismo Cerebral (Brain Trauma Foundation)
desenvolveu os primeiros protocolos internacionais de atendimento ao TCE, o que
representou um marco na utilizagdo da medicina baseada em evidéncias no manejo
desses pacientes (Bullock et al., 1996). Apds atualizacdes em 2000 e 2007, os
protocolos foram adotados pelo Comité de Neurotrauma da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS).

A lesdo decorrente do TCE pode ser caracterizada como priméaria ou
secundaria (Werner e Engelhard, 2007). A lesdo priméaria é aquela decorrente da
acao direta das forcas envolvida no momento do traumatismo, causando impacto e
deformacdes teciduais e resultando em contusdes, hematomas ou lesfes difusas. A
lesé@o cerebral secundaria € aquela que acontece posteriormente, em decorréncia de
alteracdes do fluxo cerebral, reacdes inflamatdrias e alteracdes bioquimicas (Maas,
Stocchetti e Bullock, 2008).

Algumas das principais preocupa¢des no manejo do paciente, durante a fase
critica que sucede o trauma, sdo a identificacdo e a monitorizagdo das causas de

lesbes secundarias (Bullock et al., 1996). Uma revisao sistematica demonstrou forte



evidéncia que uma pontuagéo baixa na escala de coma de Glasgow (ECG), baixo
valor no escore motor da mesma, presenca de desvio de linha média na TC de
cranio e presenca de hematoma subdural, constituem preditores de mau progndstico
em seis meses apos o trauma (Husson et al., 2010). As dificuldades impostas pelo
quadro comatoso, decorrente diretamente do traumatismo cerebral ou devido a
necessidade de sedagdo no manejo clinico, motivam a pesquisa de outros
mecanismos de monitorizacdo direta ou indireta do quadro neurolégico. Os
marcadores bioquimicos envolvidos na lesdo cerebral tém sido exaustivamente
avaliados, na procura de meios praticos de controlar a evolugéo clinica do paciente
(Hergenroeder et al., 2008). Um melhor entendimento dos eventos fisiopatoldgicos
gue ocorrem no sistema nervoso central (SNC) do paciente com TCE grave é
necessario para criar substrato para esses avancgos.

Os fatores neurotréficos constituem um conjunto de moléculas envolvidas
em diversas etapas da modulacéo e prote¢cdo neuronal, sendo, portanto, importantes
no cenario do TCE (Dawbarn e Allen, 2003). O fator neurotrofico derivado do cérebro
ou BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) e o fator neurotréfico derivado das
células gliais ou GDNF (Glial cell-derived neurotrophic factor) sdo dois exemplos
dessas proteinas que tem recebido muita atencdo pelos pesquisadores nos ultimos
anos (Allen e Dawbarn, 2006).

O estudo da fisiologia energética e moduladora neuronal é o principal
objetivo de muitos pesquisadores, considerando a gama de questbes que ainda
requerem esclarecimento (Dienel, 2012). Esta importancia aumenta se
considerarmos a relacdo dessas questdes fisiolégicas com os eventos patolégicos
gue acontecem em diversas patologias neurologicas, inclusive na lesdo traumatica
cerebral. O lactato, nesse sentido, tem sido protagonista de diversas pesquisas
sobre o metabolismo energético do SNC (Dienel, 2012; Pellerin e Magistretti, 2012).
O seu papel como recurso suplementar ou, em algumas condicdes, até mesmo
preferencial no metabolismo neuronal, tem sido revelado progressivamente a
medida que novos achados séo publicados (Wyss et al., 2011).

O melhor entendimento funcional do SNC, incluindo suas adaptacdes as
condi¢cbes patologicas que ocorrem durante o TCE, é prioritario para a busca de
novas diretrizes para o seu tratamento. A compreensdao do metabolismo energético
celular do SNC e de seus mecanismos regulatérios é de extrema importancia para o

aperfeicoamento do manejo clinico desses pacientes.
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As funcgdes fisiologicas do liquido cefalorraquidiano incluem: suporte fisico
flutuante para o cérebro, transporte intracerebral de biomoléculas, remocdo de
metabdlitos, regulacédo da pressao intracraniana, entre outras (Pellerin et al., 2007).
O meio liqudrico reflete as alteracdes metabdlicas dos astrécitos e do plexo coridide
(Johanson, Stopa, Mcmillan, et al., 2011). Diversas pesquisas avaliaram a presenca
de marcadores bioquimicos no liquor de pacientes traumatizados (Bohmer et al.,
2011; Johanson, Stopa, Baird, et al., 2011).

A presente dissertacdo, dessa maneira, propbe-se a estudar o
comportamento dos substratos energéticos neuronais, como também, dos fatores

neurotroficos GDNF e BDNF no liquor de pacientes na fase aguda do TCE grave.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. CLASSIFICACAO

O TCE é uma doenca extremamente heterogénea, pois 0s pacientes
apresentam lesdes de diferentes etiologias, localizagbes anatbmicas e
apresentacoes clinicas. A evolucdo de cada paciente também pode variar de acordo
com a idade, duracdo da lesdo, comorbidades, genética e outros fatores (Maas,
Stocchetti e Bullock, 2008).

A classificacdo do TCE é realizada, rotineiramente, conforme a gravidade da
apresentacao clinica, tomando-se por base a escala de coma de Glasgow (ECG).
Dessa, maneira, classificam-se os casos em leves, moderados ou graves. A ECG é
utilizada mundialmente por médicos e outros profissionais da salude desde a sua
introducéo (Teasdale e Jennett, 1974; Jennett, 1997). Sua elaboracado foi motivada
pela falta de padronizacdo para o relato do nivel de consciéncia dos pacientes e
pelas consequentes dificuldades na comunicacdo de informag6es clinicas entre os
diferentes profissionais (Segatore e Way, 1992). A escala consiste no somatério de
pontuacdo que avalia trés parametros: abertura ocular, melhor resposta verbal e
melhor resposta motora. O escore varia de 3 a 15 pontos, com valores abaixo de 8
correspondendo a quadros comatosos que requerem cuidados clinicos emergenciais
(Teasdale e Jennett, 1974). O TCE é classificado conforme a pontuacdo ECG: de 13
a 15 é considerado TCE leve, de 9 a 12 é considerado TCE moderado, e de 3 a 8
sao os casos de TCE grave.

Essa escala, infelizmente, ndo abrange todo o espectro da alteracao do nivel
de consciéncia e, também, ndo avalia parametros como respiracdo, reflexos de
tronco e localizacdo anatbmica da lesdo (Segatore e Way, 1992; Balestreri et al.,
2004). Ela constitui, entretanto, um método simples e pratico, permitindo uma rapida

avaliacdo do quadro neuroldgico e o direcionamento das medidas terapéuticas.
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2.2. FISIOPATOLOGIA DO TCE

O processo patologico do TCE pode ser dividido em: lesdo primaria -
causada por contusado direta ou indireta, resultante de forcas de tensédo ou avulsao
do tecido cerebral, hematomas e isquemia; e lesdo secundéria - caracterizada pelo
processo inflamatorio, alteragBes metabdlicas e leséo difusa (Werner e Engelhard,
2007).

2.2.1. Lesdes Primarias

O tecido cerebral pode ser lesionado diretamente por forcas traumaticas,
como um ferimento de arma de fogo ou um ferimento contuso que provoque fratura
do cranio. Muitas lesbes, entretanto, podem ser causadas por forcas indiretas de
aceleracdo, desaceleragcdo e rotacdo. As forcas de aceleracdo linear sao
responsaveis pelas lesdes superficiais, enquanto o0s movimentos de rotagcdo
explicam as les6es mais profundas (Mclean, 1995).

A tensdo nos tecidos cerebrais induzida pelas forcas de aceleracao lineares
e rotacionais criam gradientes espaco-temporais no cérebro (Werner e Engelhard,
2007). As propriedades visco elasticas cerebrais resultam em um fraco suporte
estrutural, o que deixa esses tecidos mais suscetiveis as forcas inerciais e
gradientes de pressao que outros 6rgaos. A substancia cinzenta mais proxima da
superficie é a mais afetada pelas forcas lineares, resultando em contusdes corticais
e hemorragia. A substancia branca, mais profunda, fica sujeita as for¢as rotacionais,
causando o que se chama de lesdo axonal difusa (Zink, Szmydynger-Chodobska e
Chodobski, 2010).

2.2.2 Hipertensao intracraniana
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Depois que as primeiras forcas de lesdo provocaram seus efeitos, algumas
forcas biomecanicas secundarias tornam-se importantes para a fisiopatologia da
lesdo cerebral. Na caixa craniana rigida, a relacdo de pressdao e volume
intracraniano é de suma importancia. Na medida em que o volume dos componentes
intracranianos aumenta, a pressao intracraniana aumenta, seguindo o principio de
Monro-Kellie (Smith, 2008). Este aumento é minimo no principio, em decorréncia da
autorregulacdo do fluxo sanguineo cerebral, e da redistribuicdo do liquido
cefalorraquidiano. Porém, apds certo limite, esses mecanismos compensatorios
perdem sua capacidade de atuacao, resultando em marcada elevagdo da pressao
intracraniana (PIC). Tecido cerebral, edema e hemorragia, sao fatores que
aumentam o volume intracraniano, podendo provocar descompensacdo da pressao
intracraniana (Zink, Szmydynger-Chodobska e Chodobski, 2010). A hipoxemia
resultante da diminuicdo de fluxo sanguineo cerebral que ocorre nas situacdes de
PIC elevada € um dos principais processos patologicos nas lesfes secundarias no
cérebro (Smith, 2008).

2.2.3. Lesao Cerebral Secundaria

2.2.3.1. Edema

O aumento da permeabilidade endotelial, secundaria a disfuncdo da barreira
hematoencefélica (BHE), resulta na entrada nos tecidos cerebrais de um exsudato
rico em proteinas, causando um desequilibrio no balanco das forcas hidrostaticas e
osmaticas envolvidas na homeostasia do cérebro. Isto resulta no acumulo de fluidos
no espago extracelular (Unterberg et al., 2004). O aumento do volume cerebral pode
ser critico no balanco das pressdes compartimentais intracranianas, reduzindo a
pressdo de perfusdo e agravando a lesdo hipoxico-isquémica (Marmarou et al.,
2006).
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2.2.3.2. Inflamacé&o no TCE

O TCE é um processo complexo que provoca respostas imunes sistémicas e
locais. A lesdo primaria rompe a BHE e lesiona os neurénios. Inicia-se uma cadeia
de reacles inflamatédrias, incluindo a producdo de quimiocinas e a ativacdo de
células inflamatérias. Ap6s o TCE, ocorre uma liberagdo em massa de
neurotransmissores excitatorios, principalmente o glutamato (Robertson et al., 2001;
Bramlett e Dietrich, 2004). Essas moléculas interagem com neurbnios e astrocitos,
causando aumento do fluxo intracelular de Ca?*, Na* e K*. Isto provoca a ativacédo de
processos catabdlicos, o que resulta na disfuncdo da barreira hematoencefélica
(Werner e Engelhard, 2007). A passagem dessas moléculas inflamatérias pela BHE
comprometida atrai células imunes periféricas para o local do trauma. Essa
passagem bidirecional de moléculas inflamatérias pela BHE pode, também,
proporcionar uma resposta imune sistémica (Das, Mohapatra e Mohapatra, 2012).

A resposta inflamatéria no TCE se estabelece em poucas horas, podendo
persistir por varias semanas (Morganti-Kossmann et al, 2007). Modelos
experimentais demonstraram o influxo de neutrdéfilos periféricos concomitante com o
aumento da permeabilidade da BHE (Ghajar, 2000; Holmin e Mathiesen, 2000).
Essa migracéo de leucdcitos € mediada pelo aumento na expressdo da molécula de
adeséo intercelular endotelial (ICAM-1) (Balabanov et al., 2001; Chen et al., 2008).
Apds a infiltracdo, os leucdcitos liberam citocinas pré-inflamatérias, proteases
citotoxicas e oxidantes, provocando a ativacdo da microglia local (Aihara et al.,
1995). Quimiocinas, citocinas e moléculas de adesdo sdo liberadas, recrutando
outras células inflamatdrias periféricas, 0 que perpetua a ativacdo das células
nervosas e resulta no aumento da permeabilidade da BHE (Lucas, Rothwell e
Gibson, 2006). A quebra da BHE também torna o cérebro vulneravel a acdo das
citocinas sistémicas (Lucas, Rothwell e Gibson, 2006). Nesse cenario, foram
relatadas alteracdes nas citocinas sistémicas e intratecais: IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12, fator de necrose tumoral (TNF) e fator de transformacédo do crescimento (TGF-(3)
(Lenzlinger et al., 2001; Morganti-Kossmann et al., 2007). A ativagdo pos-traumatica
do sistema do complemento também foi demonstrada (Stahel et al., 2001).

A permeabilidade da BHE permite a passagem de moléculas e células
inflamatorias, iniciando uma cascata de respostas locais e sistémicas. Os eventos

patolégicos mais importantes sdo a astrogliose reativa, a ativacdo da micréglia, a
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infiltracdo de células imunes no SNC e a neurodegeneracdo (Faden, 2002; Cernak
et al., 2004).

A leséo traumatica do SNC, dessa maneira, causa a reatividade da micréglia
local que se transforma em macrofagos migratérios. Neste estado, a microglia
produz citocinas e fatores troficos que podem exercer efeitos protetores ou toxicos
nas células vizinhas (Cernak et al., 2005). O desfecho patoldgico desses eventos é a
lesdo axonal difusa, caracterizada por degeneracdo da substancia branca cerebral
(Adams et al., 1989; Gennarelli et al., 1989).

A ativagdo da micréglia resulta, também, na formacdo de espécies de
oxigénio reativas (ROS) (Pun, Lu e Moochhala, 2009). Estas moléculas sao
responsaveis pela ocorréncia de: dano oxidativo, modificacdes nas juncdes celulares
e ativacdo da matriz de metaloproteinases, resultando na alteracdo da
permeabilidade da BHE (Ravindran et al., 2011).

O sistema imune periférico pode reagir secundariamente a lesédo do TCE. O
vazamento de moléculas pro-inflamatérias (citocinas, derivados do acido
araquidénico, proteinas do sistema de coagulacédo, fatores do complemento e
mediadores hormonais) pela BHE comprometida, na circulagdo, pode gerar uma
Sindrome da Resposta inflamatéria sistémica (SIRS) (Keel e Trentz, 2005).

2.2.3.3. Morte celular

A lesdo parenquimatosa e vascular no TCE rapidamente cria uma area de
necrose, que pode ser exacerbada pela diminuicdo do suprimento metabdlico e
excitotoxicidade dos neurotransmissores liberados (Zink, Szmydynger-Chodobska e
Chodobski, 2010).

O processo de morte celular induzido pelo TCE tem multiplos mecanismos
independentes e sobrepostos (Zhang et al., 2002). Portanto, a inibicdo de apenas
um desses aspectos ndo é suficiente para proteger os neurénios (Stoica e Faden,
2010). O TCE provoca a formacao de tecido de cicatrizacdo pelas células mitéticas
(astroglia e microglia) e inducéo de sinalizadores de apoptose pelos neurénios (Clark
et al., 1999; Hoane, Kaplan e Ellis, 2006; Uzan et al., 2006). Esse fendbmeno pode

resultar na ocorréncia de perda neuronal tardia e formacao de tecido cicatricial glial,
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constituindo importante fator de morbidade e um potencial campo de pesquisas
terapéuticas.

2.2.3.4. Neurocitocinas e Neuroquimiocinas

Nos anos 80, cientistas observaram que o cérebro, sistema enddcrino e
sistema imune funcionam juntos para manter a homeostasia (Kordon e Bihoreau,
1989). Na década de 90, foi descoberto que a IL-1B era sintetizada no cérebro em
condicBes patoldgicas e que outras citocinas eram transportadas até o SNC pela
corrente sanguinea e pelo LCR (Ban, Haour e Lenstra, 1992; Ban et al., 1993).

Neurbnios, astrocitos, micréglia e oligodendrocitos podem produzir
mediadores inflamatérios. A expressao de receptores de citocinas por todo SNC
sugere que elas contribuam para fisiologia normal, como demonstrado pelo
envolvimento da IL-1 na regulagdo do sono, alimentacdo e memoria (Pollmacher et
al., 2002). A maioria dos mediadores inflamatdrios tem relativamente pouca acdo no
SNC intacto, sendo expressos em niveis muito baixos ou indetectaveis. Entretanto,
sdo induzidos rapidamente em resposta a lesdo tecidual (Zink, Szmydynger-
Chodobska e Chodobski, 2010). Citocinas pro-inflamatorias e outros mediadores
exercem efeito essencial na inflamacdo do SNC através da inducdo de quimiocinas
e moléculas de adesdo, recrutamento de células imunes e ativacdo de células
imunes e gliais (Rothwell e Luheshi, 2000). Estudos experimentais sugerem que as
citocinas exercam um papel importante na resposta sistémica ao trauma cerebral.
Entre aquelas produzidas apos o TCE, estdo o TNF-q, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, IL-4 €
IL-18 (Dipiro et al., 1995).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) foi associado com a ativacdo da
micréglia e com o inicio do processo inflamatério (Ghirnikar, Lee e Eng, 1998). Ele é
um dos mediadores centrais da inflamacéo tecidual. Foram descritos dois diferentes
caminhos de sinalizacdo mediados pelo TNF-a que podem explicar a ocorréncia de
efeitos deletérios e protetivos nos neurdnios pela sua ativacdo (Lucas, Rothwell e
Gibson, 2006).

ApoOs a lesdo traumatica do SNC, a IL-1 é rapidamente liberada pela

microglia reativa. Suas acbes sao diversas, incluindo a inducdo de fatores de
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crescimento, reducdo da liberacdo de glutamato, exacerbacdo de efeitos
gabaérgicos, modulacéo de respostas neuronais ao NMDA e a glicina, e aumento da
ativacdo de enzimas sintetizadoras de oxido nitrico (Rothwell e Luheshi, 2000).

A IL-6 tem sido associada com astrocitose reativa, lesdo neuronal e
infiltracdo de células periféricas (Taupin et al., 1993; Ghirnikar, Lee e Eng, 1998). Ela
€ um pirégeno enddgeno que exerce multiplos efeitos, os quais sdo, ao mesmo
tempo, benéficos e destrutivos as células do SNC. Seu mecanismo de sinalizacéo
utiliza um receptor especifico (IL-6R) que resulta em ativagdo génica (Van Wagoner
e Benveniste, 1999).

Os mecanismos que controlam a expressao das diferentes citocinas sao
geralmente relacionaveis. TNF-a estimula a expressao de IL-1 e IL-6. IL-1 pode
induzir tanto IL-6 quanto TNF-a. Assim, apés um traumatismo a liberacao inicial de
citocinas leva a infiltragcdo de células e outros medidores inflamatoérios no local da
leséo, levando a sinalizacdo secundéria de citocinas (Lucas, Rothwell e Gibson,
2006).

As guimiocinas sdo citocinas quimiotaticas que desempenham um papel
fundamental na migracdo de leucdcitos, inclusive no SNC (Rosténe, Kitabgi e
Parsadaniantz, 2007). Em condi¢cdes inflamatdrias ou neurodegenerativas, as
moléculas de quimiocinas sao sintetizadas pela microglia ativada ou pelos astrocitos,
atraindo monocitos ao local do trauma (Ransohoff, 2009). As neuroquimiocinas
também podem estar relacionadas com outras funcbes como neuromodulacdo e
neurotransmissao, estabelecendo uma rede de comunicac¢éao intercelular (Rosténe et
al.,, 2011). Entre as diferentes quimiocinas, o papel da CCL20 foi descrito
recentemente. Ela induz a quimiotaxia de células dendriticas, células T e células B
(Schutyser, Struyf e Van Damme, 2003).

2.2.4. Barreira Hematoliquérica

A alteracdo da barreira hematoliquérica (BHL), representada principalmente
pelo epitélio do plexo coridide (PC), tem sido alvo de recentes pesquisas no cenario

do traumatismo cerebral (Johanson, Stopa, Baird, et al., 2011). O desiquilibrio
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funcional do PC pode afetar drasticamente a composicdo do LCR, provocando
diversos efeitos secundarios no SNC (Emerich et al., 2005). A alteracdo do PC foi
descrita até mesmo nos traumatismos cranianos fechados (Kaur et al., 1996).
Experimentos demonstraram que o terceiro ventriculo é suscetivel as lesdes frontais,
engquanto os ventriculos laterais sofrem mais com as lesGes temporais (Maxwell et
al., 1992).

O LCR constitui um intermediario entre o PC e o SNC, sendo usado para
distribuicdo de nutrientes e remocao de catabdlitos do parénquima cerebral (Emerich
et al., 2005). Estrategicamente localizado, o PC fornece moléculas troficas para os
nichos neurogénicos proximos na zona subventricular (Johanson, Stopa, Baird, et
al., 2011). A leséo fisica causada pelo TCE pode afetar trés fungbes principais do
epitélio do plexo coridide: a funcdo de barreira epitelial, a dindmica da producao
liquérica e as atividades homeostaticas envolvendo transporte molecular para
manutencdo da composicao bioquimica do LCR (Johanson, Stopa, Mcmillan, et al.,
2011).

A alteracdo do fluxo liquorico, causada pela liberacdo de detritos ou pela
alteracdo da absorcdo liquérica nas granulacdes aracnodideas, pode representar

outro importante fator de desequilibrio da PIC (Johanson, Stopa, Baird, et al., 2011).

2.2.4.1. Impermeabilidade da Barreira Hematoliquorica

As juncdes das células epiteliais do PC em seus polos apicais (zonulae
ocludens) e a membrana basolateral, que confina o fluido intersticial coroidal,
constituem a principal barreira do PC (Smith, Johanson e Keep, 2004). Essas
juncBes sdo um pouco mais permeaveis que as da BHE (Thomas e Segal, 1998).
Dessa maneira, uma lenta difusdo de proteinas plasmaticas para o LCR acontece
naturalmente. Mesmo assim, ocorre uma filtragem de macromoléculas que mantém
uma concentragédo de proteinas no LCR menor que 1% em comparagdo ao plasma.
A BHL também impede a difusdo de agentes hidrossoluveis do plasma para o LCR
(Johanson e Woodbury, 1978).
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O influxo de macromoléculas no LCR pode, assim, afetar o equilibrio
osmatico estabelecido pelo PC, e, provocar a drenagem de liquidos intersticiais para
os ventriculos, resultando em ventriculomegalia (Krishnamurthy et al., 2009).

O transito aumentado de leucécitos pelo PC também afeta a cicatrizacéo
tecidual. Neutrofilos encontram-se aumentados nos vasos do PC em 4 horas apds o
trauma e, sequencialmente, penetram a BHL (Chodobski et al., 2003). Uma vez no
LCR, eles séo carregados pelo fluxo liquérico até o local da lesédo, onde secretam
VEGF na matriz extracelular promovendo a reparacao estrutural dos tecidos. Isso,
porém, pode agravar o edema através da estimulagdo de angiogénese e do

aumento da permeabilidade microvascular (Johanson, Stopa, Mcmillan, et al., 2011).

2.2.4.2. Modulacéo da producéo e absorcéo liquérica

A producéo liquérica diaria média no homem é de 500 ml (Pollay, 2010).
Essa producdo estd evidentemente diminuida logo apés o TCE. Porém, pode
aumentar tardiamente.

O epitélio do PC dispbe de uma rede de transportadores ativos que
reabsorvem catabdlitos e produtos de degradacdo de eritrocitos, como também
neurotrofinas e citocinas que aumentam no LCR do SNC traumatizado (Pollay,
2010). A limpeza nao seletiva por fluxo, que ocorre nos sitios de drenagem
aracnoOide, constitui outra via além da reabsorcdo ativa, realizada pelos
transportadores de membrana do epitélio do PC (Spector, 2010; Zhang et al., 2010).

Observou-se a ruptura da membrana apical do PC em modelos
experimentais de TCE por mecanismo fechado. Este comprometimento estrutural
provoca uma alteracdo na formacgéao liqudrica promovendo uma extrusao de solutos
e aumento de fluido no LCR (Damkier, Brown e Praetorius, 2010). Alguns desses
experimentos mostraram, também, o reestabelecimento do epitélio coroidal em até
duas semanas apo0s a lesédo (Kaur et al., 1996).

No TCE grave se verifica o efeito de retencao de liquidos pelas estruturas do
SNC, provocando o aumento da pressao intracraniana (Johanson, Stopa, Mcmillan,
et al., 2011). Alguns mecanismos contrabalancam esse aumento. Passivamente,

ocorre o efeito de compartimentos com diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral
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(FSC) e, também, o deslocamento do volume liquérico. Essa diminuicdo do FSC
afeta a capacidade de producéo liquérica do PC. Ativamente, ocorre a liberacéo de
peptideos reguladores de fluido no LCR. Como exemplo, podemos citar o peptideo
natriurético atrial (PNA) que promove reducédo da formacdo do LCR e aumento das
células escuras no PC, as quais geralmente se relacionam com a diminuicdo da
producao de LCR (Preston et al., 2003).

2.2.4.3. Liberacao de fatores de crescimento e neurotrofinas pelo Plexo Coridide.

Varios mecanismos de suporte neuropeptidérgico ocorrem na resposta
homeostética ao trauma. Primeiramente, verifica-se a expressao reativa de fatores
neurotréficos pelas células parenquimatosas e vasculares na regido da lesdo. O
RNA mensageiro (RNAm) para NGF estd aumentado em 5 vezes no cortex cerebral,
apenas um dia apés a contusdo cerebral (Dekosky et al., 1994). A transcri¢cdo para
0s neuropeptidios IGF-1 e colecistoquinina também aumenta cerca de 10 vezes nas
areas junto a lesao cortical (Sandberg Nordqvist et al., 1996).

Secundariamente, ocorre a secre¢do de peptideos pelo PC e subsequente
distribuicdo através do LCR para a regido traumatizada (Walter et al., 1999;
Chiaretti, Antonelli, Genovese, Fernandez, et al., 2008). Esta fun¢do neuroenddcrina
do LCR envolve a entrega de peptideos por conveccéo para modular a neurogénese
e facilitar a recuperacdo celular (Kozlowski, 1986). O epitélio do PC promove,
adicionalmente, um aumento da secrecédo de IGF-Il e IGFBP-2 para o LCR apés a
ocorréncia de traumatismo cortical (Walter et al., 1999).

O NGF na regiao do hipocampo aumenta rapidamente e demonstra uma
resposta bifasica apés o TCE (Dekosky et al., 2004). Dessa maneira, ele aumenta
nas primeiras 7 horas, porém, diminui apés o sétimo dia. Tardiamente, ele apresenta
um segundo aumentando apds o décimo quarto dia, conforme modelos
experimentais de trauma. Chiaretti demonstrou 0 aumento do NGF no LCR em
criancas com TCE (Chiaretti, Antonelli, Genovese, Pezzotti, et al., 2008). A
regulacéo positiva do NGF no hipocampo e o aumento do NGF no LCR ajudam na

recuperacdo da memoria espacial (Dixon et al., 1997).
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Estudos avaliando o uso terapéutico de neuropeptidios através do LCR
demonstram diversos resultados favoraveis aos efeitos neuroregenerativos e
melhora da cognicao apos a lesao (S100B, FGF2, NGF) (Johanson, Stopa, Baird, et
al., 2011).

O GDNF demonstrou efeitos neuroprotetores contra a isquemia cerebral
(Lee et al., 2010). Quando administrado no liquor através de bomba osmética em um
modelo de impacto cortical em ratos, o0 GDNF também apresentou efeitos protetores
neuronais (Kim et al., 2001). Outra neurotrofina, a BDNF, embora ndo neurogénica,
€ neuroprotetora na isquemia e hipertermia quando infundida no LCR (Sharma e
Johanson, 2007).

2.2.4.4. Limpeza dos detritos do Liquido Cefalorraquidiano

Subsequentemente ao TCE, o fluido extracelular se torna contaminado por
células sanguineas, citocinas e produtos de degradacéo celular. Os macréfagos,
principalmente os ligados com o epitélio do PC, digerem o0s eritrocitos que
extravasaram para o liquor (Emerich et al., 2005).

As moléculas téxicas sao eliminadas pela acédo de enzimas dentro do epitélio
do PC. Evidencia-se uma abundancia de vesiculas, corpos de inclusdo e lisossomos
(Johanson, Stopa, Mcmillan, et al., 2011).

Ha uma migracao transepitelial de mondcitos e macréfagos para o LCR,
onde eles se diferenciam em células de Kolmer (epiplexo) com acdo macrofagica
(Maxwell et al., 1992). Estas células se aderem ao glicocalice da membrana apical,
desempenhando funcdo fagocitica e, dessa maneira, apresentam antigenos e
promovem a limpeza de contaminantes plasméaticos presentes no liquor (Johanson,
Stopa, Baird, et al., 2011). Essa ativacdo pode persistir por até quatro semanas
(Kaur et al., 1996).

Diversos transportadores de solutos da membrana apical do PC promovem a
limpeza do LCR de anions organicos, fragmentos de peptideos, prostaglandinas,
leucotrienos e nucleosideos, os quais sao difundidos através do epéndima para o0s
ventriculos. Ocorre, também, a translocagédo de solutos pela membrana lateral para

0 intersticio e, posteriormente, para circulagéo venosa (Spector, 2010).
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Adicionalmente, o fluxo liquorico pelas granulagbes aracnoides promove
drenagem para o sistema linfatico e para circulagdo venosa (Grzybowski et al.,
2006).

2.2.5. Disfuncéo da barreira hematoencefalica

A BHE é definida, basicamente, como sendo a interface regulatéria entre a
circulacao periférica e o SNC (Chodobski, Zink e Szmydynger-Chodobska, 2011).
Ela foi primeiramente observada por Paul Ehrlich em 1885. Anatomicamente, ela é
constituida pelo endotélio microvascular, juntamente com astrocitos, pericitos,
microglia, neurbnios e matriz extracelular. O complexo formado por essas estruturas
constitui a chamada unidade neurovascular (Hawkins e Davis, 2005).

A BHE é essencial na manutencdo do ambiente ideal para o funcionamento
dos neurdnios e da glia. Ela regula a composicao dos fluidos cerebrais, controlando
0 acesso ibnico seletivo, nutrientes e polipeptidios no parénquima cerebral
(Chodobski, Zink e Szmydynger-Chodobska, 2011). Ela esta envolvida, também, na
remocado de metabdlitos potencialmente téxicos do parénquima cerebral e na
prevencao da entrada de constituintes plasmaticos neurotdxicos no sistema nervoso
central. Os principais componentes dessa barreira séo as juncdes que conectam as
células endoteliais cerebrovasculares formando as paredes dos microvasos
cerebrais (Chodobski, Zink e Szmydynger-Chodobska, 2011). Astrécitos cujos
prolongamentos estejam associados com as células endoteliais sdo cruciais para
manter a integridade da barreira. Além disso, eles podem desempenhar um papel
regulatorio na permeabilidade, no transporte e na interacdo das células endoteliais
com as células do sistema imune (Abbott, Ronnback e Hansson, 2006).

A quebra da barreira hematoencefélica apdés o TCE foi evidenciada em
analises de estudos clinicos em modelos animais, podendo durar de dias até
semanas apos a leséo inicial (Korn et al., 2005; Strbian et al., 2008; Tomkins et al.,
2008). Tal disfuncdo ocorre de maneira bifasica - a permeabilidade da barreira
atinge um grau maximo em poucas horas apo6s a lesédo, declinando

subsequentemente. A segunda fase € tardia. Ela inicia entre 3 e 7 dias de evolucao,
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constituindo, provavelmente, uma resposta homeostatica do cérebro ao traumatismo
(Baskaya et al., 1997). Na maioria dos pacientes, a permeabilidade da BHE retorna
ao normal apos alguns dias ou algumas semanas (Lenzlinger et al., 2002; Kirchhoff
et al., 2006).

A disfuncdo da BHE pode ocorrer diretamente pela laceragdo do endotélio
dos vasos cerebrais provocada pelas forgas mecanicas envolvidas na lesao
(Rodriguez-Baeza et al., 2003). A isquemia resultante enfraguece os tecidos
cerebrais e vasculares adjacentes, podendo aumentar a suscetibilidade as
alteracbes da barreira. Outros fatores agressores secundarios incluem:
vasoespasmo, falha na regulacéo da circulacdo cerebral, alteragdes na secrecao do
oxido nitrico e coagulopatia (Lee et al.,, 1997; Cherian, Hlatky e Robertson, 2004;
Nekludov et al., 2007; Rangel-Castilla et al., 2008).

A resposta cerebral ao traumatismo pode agravar ainda mais a disfungcéo da
BHE em decorréncia de disfuncdo astrocitaria, alteracbes metabdlicas e
inflamatorias (Das, Mohapatra e Mohapatra, 2012). A fase tardia dessa disfuncéo
tem sido considerada uma potencial janela terapéutica (Chodobski, Zink e
Szmydynger-Chodobska, 2011).

O estudo das alteragBes moleculares que ocorrem nesse cenario € objetivo
de diversas pesquisas. A estimulacao do fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) demonstrou, por exemplo, uma reatividade celular aumentada com uma
elevacdo da atividade migratdria dos pericitos e proliferacdo dos vasos sanguineos
(Nag, Takahashi e Kilty, 1997; Dore-Duffy et al., 2000).

A BHE é essencial na manutencdo do ambiente ideal para o funcionamento
dos neurbnios e da glia. Ela regula a composicdo dos fluidos cerebrais, controlando
0 acesso ibnico seletivo, nutrientes e polipeptidios no parénquima cerebral
(Chodobski, Zink e Szmydynger-Chodobska, 2011). Ela est4 envolvida, também, na
remocdo de metabdlitos potencialmente toxicos do parénquima cerebral e na
prevencdo da entrada de constituintes plasmaticos neurotoxicos no sistema nervoso
central. Os principais componentes anatdmicos dessa barreira sdo as jungbes que
conectam as ceélulas endoteliais cerebrovasculares formando as paredes dos
microvasos cerebrais (Chodobski, Zink e Szmydynger-Chodobska, 2011). Astrécitos
cujos prolongamentos estejam associados com as células endoteliais sdo cruciais

para manter a integridade da barreira. Além disso, eles podem desempenhar um
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papel regulatério na permeabilidade, no transporte e na interagcdo das células

endoteliais com as células do sistema imune.

2.2.6. Astrogliose

O cérebro pode gerar uma resposta imune em decorréncia de diversos
insultos como infeccdo, trauma e detritos celulares (Morganti-Kossmann et al.,
2007). Na maioria das vezes, trata-se de processo benigno com intuito de proteger o
cérebro de diferentes ameacas. Em alguns casos, entretanto, a persisténcia do
insulto ou o desequilibrio da resposta inflamatéria podem provocar uma evolugéo
para um processo inflamatério crénico, afetando negativamente a funcdo e a
viabilidade neuronais (Lucas, Rothwell e Gibson, 2006).

Embora as células microgliais sejam geralmente consideradas as principais
células imunes cerebrais, deve-se observar que 0s astrocitos sdo imunocompetentes
e também agem na regulacdo da resposta inflamatéria (Lucas, Rothwell e Gibson,
2006). A resposta inflamatoria celular pode resultar na sua ativagdo — um processo
conhecido como astrogliose, caracterizado pela expressdo génica alterada,
hipertrofia e proliferacdo celulares (Ridet et al., 1997). Nessa condi¢cao, eles podem
liberar uma série de mediadores imunes, como as citocinas, quimiocinas e os fatores
de crescimento (Farina, Aloisi e Meinl, 2007). Adicionalmente, eles podem liberar
ROS, provocando a formacao de uma cicatriz glial que impede a regeneracdo axonal
e o hipercrescimento dendritico (Sofroniew, 2005).

Os astrécitos reativos desempenham um papel fundamental no reparo do
SNC. Eles promovem a supressdo das células microgliais ativadas, contendo a
neuroinflamacdo (Vincent, Tilders e Van Dam, 1997). Eles restringem, dessa
maneira, a propagacao e a perpetuacdo da neuroinflamacdo. Promovem, entédo, o
reparo da barreira hematoencefalica, limitando o edema cerebral e preservando a

viabilidade neuronal (Sofroniew, 2005).
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2.3. NEUROENERGETICA

Embora o cérebro represente apenas 2% do peso corporal, ele é
responsavel pelo consumo de aproximadamente 25% da glicose corporal (Pellerin et
al., 2007). Este elevado gasto energético é explicado pela intensidade dos
processos necessarios para manutencao dos gradientes ibnicos responsaveis pela
transmissdo dos potenciais de acdo (Sokoloff, 1999). Dessa maneira, ha uma
exigéncia de uma complexa regulagem dos substratos energéticos dentro do SNC.

Camillo Golgi, em 1886, descreveu a posi¢do estratégica que os astrocitos
exercem entre 0s vasos sanguineos e neurdnios (Nedergaard, Ransom e Goldman,
2003). Dessa descoberta, nasceu o conceito de acoplamento metabdlico neuroglial.
Os astrocitos absorvem glicose, que pode ser armazenada como glicogénio ou
metabolizada em lactato, um substrato metabdlico que pode ser transportado para
0s neurdnios para servir de combustivel (Pellerin et al., 2007). Os astrocitos também
podem regular o suprimento neuronal de glicose através da modulacdo do fluxo
sanguineo pela vasodilatacdo e vasoconstricdo da circulacdo (Attwell et al., 2010).
Os mecanismos de funcionamento desse transporte de substratos energéticos entre
0s astrécitos e os neurdnios ainda é tema de debate.

A oxidacdo da glicose pelo cérebro € quase exclusivamente direcionada as
demandas energéticas da transmissdo sinaptica (Poo, 2001). O aumento da
atividade neuronal resulta em uma maior utilizacdo de glicose nas areas ativadas
(Bélanger, Allaman e Magistretti, 2011). Pelo fato que poucas reservas energéticas
sdo armazenadas no SNC, essas atividades sdo extremamente dependentes do
suprimento arterial de glicose. Os astrécitos desempenham um papel essencial na
regulacdo desse suprimento. Eles possuem moléculas transportadoras de glicose
em suas extremidades em contato com 0s vasos sanguineos (Bélanger, Allaman e
Magistretti, 2011).

A energia consumida pelo cérebro serve, principalmente, para restaurar o
potencial de repouso das membranas dos neurdnios (Attwell e Laughlin, 2001). A
divisho dos processos metabdlicos, entre diferentes tipos celulares e
compartimentos subcelulares com acfes glicoliticas ou oxidativas, esta bem

estabelecida. Esta segregacao permite uma compartimentalizagéo funcional e ajuda
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a entender melhor os mecanismos que coordenam a ativacdo e suprimento
energeéticos neuronais.

Diferentes modelos de interacéo energética foram propostos para o SNC. O
modelo chamado de transportador de lactato do astrocito para o neurénio (Astrocyte-
Neuron Lactate Shuttle ou ANLS) pressupde que a atividade aumentada nas
sinapses glutamatérgicas estimule a entrada celular de glutamato. Este seria
transportado juntamente com Na* para o interior dos astrécitos. A recuperacao do
gradiente de Na* pela bomba Na*/K*-ATPase consome ATP, cujos niveis seriam
restaurados por um aumento da absorcdo de glicose plasmética e, também, pela
glicolise nos astrécitos. Este processo levaria a uma rapida producédo de lactato, o
qual seria transportado para os neurdnios, suprindo seus requerimentos energéticos
(Pellerin e Magistretti, 1994). Foi demonstrado, também, que a liberacdo de K*
durante a neurotransmissao induz a glicélise e a exportacdo de lactato (Bittner et al.,
2011; Choi et al., 2012).

Outro possivel destino para a glicose nos astrocitos € sua transformacao em
glicogénio, a principal reserva de energia no SNC (Brown, Tekkok e Ransom, 2003).
Os granulos de glicogénio sdo armazenados exclusivamente nos astrocitos, servindo
como reserva de rapida mobilizacdo em condi¢des de reducao da glicose plasmatica
(Brown, Tekkok e Ransom, 2003). O glicogénio e o lactato também estédo
relacionados em condicdes ndo patoldégicas como os mecanismos de aprendizado e
memoria (Suzuki et al., 2011).

Os corpos cetdnicos, em condicbes de baixa concentracdo relativa de
glicose, representam outro possivel substrato energético para os neurdnios. Isto
ocorre, por exemplo, em situacbes de jejum ou dieta cetdnica (Maalouf, Rho e
Mattson, 2009). Os astrocitos também possuem capacidade de sintetizar essas
moléculas (Guzman e Blazquez, 2004).

Dessa maneira, 0s astrocitos sao equipados com receptores e
transportadores que permitem, principalmente, a captacdo e a metabolizacdo da
glicose plasmatica, como também, a utilizagdo de outros substratos energéticos,
conforme as demandas energéticas existentes.

Outra caracteristica dos astrocitos € a formacdo de uma extensa rede de
comunicacao intercelular através de canais de jungdes comunicantes (gap junctions
ou GJ). Esses canais sdo fracamente seletivos, permitindo a troca citoplasmatica

direta de uma variedade de pequenas moléculas (incluindo ions, mensageiros
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celulares, neurotransmissores, como o glutamato, e metabdlicos energéticos, como
a glicose e lactato) (Giaume et al., 2010). Eles formam, dessa maneira, grandes
complexos multicelulares que chegam a alcancar o tamanho de alguns milimetros
em algumas regides do SNC (Ball et al., 2007).

A diferenca do gradiente de concentracdo de glicose em diferentes pontos
da rede astroglial, decorrente da atividade neuronal, também pode promover uma
difusé@o passiva (Rouach et al., 2008). A geracdo de ondas metabdlicas através das
redes astrogliais ocorre possivelmente em condi¢Bes fisiolégicas e patoldgicas,
contribuindo para o acoplamento neurometabdlico multicelular.

Porém, nem sempre os astrécitos apresentam tal conexdo funcional. Esse
fato pode ser determinado por graus variados de expressao de conexinas (proteinas
gue formam as GJ) ou por diferentes regulagens das juncdes celulares (Houades et
al., 2006). A seletividade dos canais de juncdo comunicantes controla a extenséo da
rede de difusdo astroglial, sendo regulada por uma variedade de moléculas
enddgenas como ions, peptideos e neurotransmissores (Rouach et al., 2008).

A organizacao estrutural das redes astrogliais apresenta, assim, diferentes
compartimentos estruturais e funcionais, dependendo de sua localizagdo, o que
pode influenciar na sua interacdo com as demais redes neuronais (Houades et al.,
2006).

Em condicfes fisiologicas, dessa maneira, as redes astrociticas mediadas
por canais GJ desempenham papel fundamental no acimulo de K+ e glutamato,
como também, no transporte de substratos energéticos dos vasos sanguineos para
neurénios distantes. Alteracbes da permeabilidade das juncdes comunicantes
sabidamente exacerbam o descontrole do K+ e glutamato em condi¢des patolégicas
tal como a isquemia ou epilepsia (Farahani et al.,, 2005; Coulter e Eid, 2012).
Estudos com modelos animais de epilepsia, por exemplo, demonstraram que a rede
astroglial permanece funcionando durante esta condi¢cdo patolégica, permitindo o
transito energético pelos canais GJ e sustentando a atividade neuronal epileptiforme
(Rouach et al., 2008). E razoavel supor, entdo, que uma condi¢cdo semelhante ocorra

no cérebro traumatizado.
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2.3.1. O Lactato

Estudos com modelos animais in vivo demonstram que durante a ativagao
cerebral, ha um aumento na entrada de glicose, aumento do consumo desta e
aumento na producdo de lactato na érea ativada (Wyss et al., 2011). Sugeriu-se a
ideia de uma cooperacao metabolica entre os diferentes tipos celulares no cérebro,
com os neurbnios assumindo uma postura glicolitica e os astrocitos mais oxidativos
durante a ativacdo cerebral (Pellerin et al., 2007). O Lactato ndo pode mais ser
considerado apenas um produto final do metabolismo, mas sim, um substrato
complementar e eficaz sintetizado localmente para suplementar a necessidade
energética neuronal (Sampol et al., 2013).

Além de substrato energético, o lactato pode desempenhar um papel
regulador da circulacdo sanguinea cerebral, facilitando a vasodilatacdo e o aumento
do fluxo (Mintun et al., 2004; Gordon et al., 2008). Este mecanismo envolve a
inibicdo do transportador de prostaglandina, aumentando a concentracao
extracelular de PGE?2 liberada pelos astrécitos, a qual potencializa a vasodilatacédo
(Gordon et al., 2008).

O aumento glicolitico, que ocorre durante a ativacdo cerebral, resulta da
entrada de glutamato, proveniente da liberacdo sinaptica juntamente com Na+, nos
astrocitos (Magistretti e Pellerin, 1999; Pellerin e Magistretti, 2004). O glutamato €,
entdo, convertido em glutamina e, o excesso de NA* é liberado no espaco
extracelular. Estes processos dependem de ATP (Erecinska e Silver, 1994). A
restauracdo do potencial energético depende criticamente da glicélise, a qual esta
ligada a modulacdo do fluxo sanguineo através do lactato (Mintun et al., 2001;
Mintun et al., 2004).

O Lactato, também, demonstrou ter capacidade de preservar a funcéo
neuronal em modelos experimentais de excitotoxicidade, recuperacdo pés-hipoxia,
isquemia cerebral e privacdo de energia. O que salienta a importancia de sua
producéo pelos astrécitos para a funcdo e viabilidade neuronais (Cater, Benham e
Sundstrom, 2001; Schurr et al., 2001).
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2.3.2. O Papel Dos Astrécitos

Os astrocitos desempenham um papel fundamental no acoplamento da
atividade neuronal e na utilizacdo cerebral de glicose através do mecanismo ANLS
(Pellerin et al., 2007). Resumidamente, apos a liberacdo sindptica de glutamato, este
€ absorvido pelos astrocitos onde estimula a glicélise anaerdbica e captacdo de
glicose da circulacdo através da GLUTL1, um transportador de glicose expressado
especificamente pelas células da glia e endotélio capilar do cérebro (Simpson,
Carruthers e Vannucci, 2007). O lactato produzido em decorréncia da glicolise é
liberado no espaco extracelular e, entdo, absorvido pelos neurdnios através dos
transportadores de monocarboxilato (MCT). Dentro dos neurénios, o lactato pode ser
usado como substrato energético através da sua conversdo em piruvato pela acéo
da lactato desidrogenase e subsequente oxidacdo no ciclo mitocondrial (Pellerin,
2003).

O armazenamento de glicose na forma de glicogénio, pelos astrdcitos,
constitui a Unica reserva deste no SNC (Brown e Ransom, 2007). Estas reservas
podem ser rapidamente mobilizadas em resposta a atividade neuronal (Brown,
Tekkok e Ransom, 2003). As moléculas resultantes da quebra do glicogénio
alimentam os ciclos glicoliticos do astrocitos, liberando lactato no espaco
extracelular (Brown e Ransom, 2007).

Os astrocitos também podem metabolizar acidos graxos ou leucina para
produzir corpos cetbnicos, 0s quais podem ser prontamente utilizados pelos
neurdnios como substrato energético (Guzman e Blazquez, 2004).

Os conjuntos celulares astrociticos se estendem por amplas regides,
formando complexos altamente organizados que séo interconectados em sincicios
funcionais através de abundantes juncbes de conexdo (Nedergaard, Ransom e
Goldman, 2003; Rouach, Koulakoff e Giaume, 2004). Esses processos astrociticos
envolvem as sinapses e expressam uma gama de receptores para
neurotransmissores, citocinas, fatores de crescimento, transportadores e canais
ibnicos (Verkhratsky e Steinhauser, 2000; Gadea e LoOpez-Colomé, 2001). Além
disso, os astrocitos projetam terminacdes especializadas que estdo em intimo

contato com 0s vasos sanguineos intraparenquimatosos (ladecola e Nedergaard,
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2007). Estas caracteristicas permitem que estas células desempenhem um papel
importante na homeostasia cerebral.

Os astrocitos podem responder aos neurotransmissores com aumentos
transitérios de seu Ca?* intracelular, o qual se dispersa pelo sincicio astrocitico em
um efeito tipo “onda” (Wang et al., 2006). Tais sinais podem desencadear a
liberacdo de moléculas neuroativas pelos astrécitos (ou gliotransmissores) tais como
o glutamato e ATP, modulando a atividade sinaptica e a excitabilidade neuronal.

A sintese do glutamato € responsabilidade dos astrocitos, pois sdo 0 Unico
tipo de célula neural que expressa a piruvato carboxilase - enzima necesséria para
sintetizar o glutamato a partir da glicose (Shank et al., 1985). Os astrocitos
promovem a reducdo e a reciclagem do glutamato sinaptico, prevenindo a sua
excitotoxicidade e o dano neuronal decorrente de tal condicdo (Rothstein et al.,
1996). Eles também promovem o retorno do glutamato para os neurénios, impedindo
a deplecédo de seus depdésitos pré-sindpticos. Essa transferéncia se da pelo ciclo
glutamato-glutamina (Mckenna, 2007).

A atividade neuronal e a propagacdo de potenciais resultante causa um
substancial acumulo de K* no espaco extracelular. Os astrocitos possuem canais de
K*, que devido ao potencial de repouso fortemente negativo, promovem a entrada
celular desse ion, impedindo os efeitos deletérios do seu acumulo. As comunica¢fes
do sincicio astrocitico, por sua vez, promovem a dispersdo desse potassio para
areas de menor atividade (Kofuji e Newman, 2004).

Outra funcdo astrocitica € a manutencdo do pH no microambiente cerebral
(Deitmer, 2002). Vérios processos neuronais dependem de um pH adequado, tais
como a transmissdo sindptica, metabolismo energético, comunicacdes celulares,
excitabilidade neuronal, conducdo de membrana. As células gliais apresentam uma
alta expressao de anidrase carb6nica que converte CO2 em H* e HCO3s (Agnati et al.,
1995). Esta acdo pode contribuir com a troca idnica de Na*, e, com o efluxo de
lactato conforme alguns modelos propostos (Deitmer, 2000).

O estresse oxidativo € resultado de um desequilibrio entre a produgéo de
espécies reativas de oxigénio e 0s processos antioxidantes. Acontece em uma série
de processos patologicos como nas doencas neurodegenerativas, traumatismo
cerebral e isquemia (Slemmer et al., 2008). Essa vulnerabilidade pode ser explicada
pelo alto grau de metabolismo oxidativo encontrado no cérebro e sua baixa

capacidade antioxidante (Dringen, 2000). Os astrécitos contribuem de forma
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significativa nesse processo, pois possuem um nivel mais elevado de moléculas
antioxidantes e uma maior atividade de enzimas eliminadoras de ROS (Desagher,
Glowinski e Premont, 1996).

2.4. FATORES NEUROTROFICOS

Os fatores neurotréficos regulam muitos aspectos criticos do SNC, tais como
0 crescimento e desenvolvimento neuronal, e a plasticidade sinaptica (Allen e
Dawbarn, 2006). Esse grupo de fatores engloba as neurotrofinas, neurocinas e o
fator neurotrofico derivado de células gliais (GDNF) (Sariola e Saarma, 2003). Nos
mamiferos, sdo observados quatro membros principais da familia das neurotrofinas
— 0 NGF (nerve grouth fator ou fator de crescimento de nervos), BDNF (Brain-
derived neurotrophic fator ou fator de crescimento derivado do cérebro), NT-3
(neurotrofina 3) e NT-4 (neurotrofina 4). Todos esses fatores sao sintetizados como
precursores e processados intracelularmente pela furina e convertases de
hormonios, ou, extracelularmente, pela plasmina e pelas metaloproteinases (MMP).
O BDNF esta armazenado em vesiculas nas vias secretérias, sendo processado e
secretado conforme a necessidade (Allen e Dawbarn, 2006). As neurotrofinas agem
através de dois tipos diferentes de receptores — o receptor de neurotrofinas p75 e a
familia de receptores tirosina-quinase (TrK). Todas as neurotrofinas se ligam com
afinidade similar ao p75, mas cada uma se liga com intensidades especificas a
diferentes receptores Trk (Kaplan e Miller, 2000).

Existem trés diferentes receptores Trk. O TrkA se liga ao NGF, o TrkB se liga
ao BDNF e NT-4, e o TrkC ao NT-3 (Dawbarn e Allen, 2003). Esses receptores,
quando fosforilados pela acdo das neurotrofinas, atuam através de moléculas
sinalizadoras que regulam o crescimento e sobrevida celular através de diferentes
vias.

E evidente que as neurotrofinas desempenham um papel vital na
manutencdo e desenvolvimento dos sistemas neuronais ao longo da vida. Além
disso, o BDNF tem sido implicado na plasticidade sinaptica e mecanismos de

memoria (Allen e Dawbarn, 2006).
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Existem evidéncias consideraveis que a ativacdo dos fatores neurotréficos
possa reduzir o dano neuronal e melhorar o desfecho funcional em modelos
experimentais de TCE e lesdo medular (Rabchevsky et al., 1999; Longhi et al.,
2004).

2.4.1. BDNF

O BDNF é uma neurotrofina vastamente expressa no SNC (Skup, 1994). Ele
age através de receptores tirosina-quinase especificos, modulando a sobrevivéncia
neuronal, sua diferenciacdo e a plasticidade sinaptica. Estas acdes sao reguladas
por multiplos mecanismos de transducdo de sinal intracelular, como o
fosfoinositideo-3-quinase e a proteina quinase ativada por mitdgenos (MAPK)
(Bramham e Messaoudi, 2005). Na pré-sinapse, o BDNF potencializa a liberacao de
glutamato e causa sua liberacédo direta através da mobilizacdo de Ca?* de suas
reservas. As acgdes pos-sindpticas incluem mudancas na fosforilacdo dos receptores
de glutamato, alteracfes locais na sintese de proteinas e mudancas na expressao
génica (Carvalho et al., 2008). Robinet e Pellerin exploraram o papel do BDNF no
contexto das adaptacBes neuroenergéticas necessarias as mudancas decorrentes
da plasticidade neuronal (Robinet e Pellerin, 2010).

O papel dos monocarboxilatos, principalmente o lactato, como substratos
adicionais de energia para 0os neurbnios tem recebido crescente atencdo (Pellerin,
2003). A descoberta de transportadores especificos para os monocarboxilatos no
SNC tem revelado diversas proteinas como a MCT2 (monocarboxilate trasporter 2),
a qual demonstrou uma expressao predominante nos neurénios (Pierre, Magistretti e
Pellerin, 2002). O MCT2 pertence a uma familia de carreadores de protons
envolvidos no transporte de lactato, piruvato e corpos cetbnicos (Garcia et al., 1994).
A sua imunorreatividade foi extensamente verificada em diferentes regiées do SNC,
como o cortex, hipocampo e cerebelo (Bergersen, Rafiki e Ottersen, 2002; Pierre,
Magistretti e Pellerin, 2002). Ele é expresso nos axénios e dendritos, mas também
pode estar presente nas sinapses glutaminérgicas e elementos poOs-sinapticos
(Pierre, Magistretti e Pellerin, 2002; Pierre et al., 2009).
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Estudos mostraram que a expressdo do MCT2 pode ser estimulada por
noradrenalina, insulina e IGF-1 através de um mecanismo translacional (Chenal e
Pellerin, 2007; Chenal, Pierre e Pellerin, 2008).

Robinet e Pellerin estudaram como o BDNF regula a expressdo do MCT2
em culturas de neurdnios e como sao as vias desta sinalizacdo. A analise Western
blot de culturas neuronais estimuladas por BDNF demostrou que concentracdes de
100 ng/mL de BDNF promoveram o aumento maximo da expressdo do MCT2
(Robinet e Pellerin, 2010). Este mesmo estudo indicou que tal aumento ja esta
presente apés a primeira hora de estimulagdo com BDNF, permanecendo constante
depois de 24 horas, sendo comparavel aos estudos prévios descrevendo uma acéo
similar pela noradrenalina. O BDNF induziu, adicionalmente, a fosforilacdo de
diversos outros receptores (Bramham e Messaoudi, 2005).

O efeito do BDNF na expressdo de RNAm (RNA mensageiro) para MCT2 foi
avaliado através de teste PCR quantitativo via transcriptase-reversa no RNA total de
neurdnios corticais de camundongos tratados com BDNF 100mg/mL até 24 horas.
N&o houve aumento nos niveis de RNAmM MCT2, porém, os niveis de RNAmM NPY (
um peptideo regulado por transcricdo) aumentaram significativamente apés 12 e 24
horas (Bramham e Messaoudi, 2005).

A regulacdo da expressao de MCT2 se deu pela ativagao de trés vias de
sinalizacao distintas (Hay e Sonenberg, 2004). Dessa maneira, uma ativacao
concomitante destas vias foi necessaria para o aumento da expressdo de MCT2.
Esse fato sugere que estes transportadores representam um alvo comum para estes
sinais, apresentando um importante papel na modulacao sinaptica.

Recentemente, o BDNF tem sido associado com a transmissao sinaptica e
plasticidade neuronal em diferentes regides do SNC (Bramham e Messaoudi, 2005).
Ele € um dos principais moduladores reativos da sintese de proteinas dendriticas e
da ativacdo de componentes translacionais especificos nos neurbnios (Steward e
Schuman, 2003).

A MCT?2 interage com diversas proteinas pds-sinapticas, como, por exemplo,
determinando a localizacdo do GIuR2 (receptor para glutamato 2) nas ceélulas e
regulando sua expressdo (Maekawa et al.,, 2009). Dessa maneira, 0 aumento da
expressdo da proteina MCT2 pelo BDNF possivelmente seja parte de um
mecanismo coordenado de sintese local para varias proteinas pds-sinapticas

envolvidas na regulacéo glutamatérgica (Robinet e Pellerin, 2010).
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O Lactato recebeu muita atencéo recentemente como substrato energético.
Foi demonstrado como sendo um substrato oxidativo preferencial para neurénios in
vitro e in vivo (Mckenna et al., 1994; Serres et al., 2005; Hyder et al., 2006). Ele é
capaz de sustentar o turnover de vesiculas sindpticas e a transmissdo sinaptica,
mas também permite o estabelecimento de potenciagdo a longo-prazo (lzumi,
Katsuki e Zorumski, 1997; Yang et al., 2003; Morgenthaler et al., 2006; Rouach et
al., 2008).

Como o papel primario da MCT2 € a suplementacdo de substratos
alternativos para os neur6nios, as mudangas na expressédo da MCT2 podem facilitar
a utilizagdo desses substratos (Robinet e Pellerin, 2010). A observagdo que MCT2
pode ser regulado positivamente pelo BDNF é consistente com a possibilidade de
acoplamento entre a utilizacdo de lactato e a plasticidade sinaptica (Vaynman et al.,
2006; Robinet e Pellerin, 2010). Uma das finalidades para essa alteracdo da
expressao de MCT2 pode ser o aumento da reserva de lactato local, potencializando
as sinapses a atingirem maiores demandas energéticas conforme a sua ativacao
(Robinet e Pellerin, 2010).

2.4.2. GDNF

Descoberto originalmente em linhagens de células gliais, o fator neurotréfico
derivado de células gliais ou GDNF é expresso tanto nos neurénios, quanto na glia
do SNC (Schaar et al., 1993; Miyazaki et al., 2001; Batchelor et al., 2002). O GDNF
€ um dos ligantes da familia de proteinas GDNF (GFL), integrando a superfamilia do
fator de crescimento transformador beta (TGF-B) (Bespalov e Saarma, 2007). E uma
molécula dimérica que atua através dos receptores tirosina-quinase RET (Durbec et
al., 1996).

Diversos estudos demonstraram a associacdo do GDNF com atividades
neuroprotetoras Revelou-se um potente fator de sobrevivéncia para neurdnios
motores em desenvolvimento durante o periodo de morte celular programada
(Oppenheim et al., 1995; Houenou et al., 1996; Arce et al.,, 1998). Ele também

recupera os neurénios motores ap0s a axonotomia dos nervos periféricos ou avulsao
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das raizes ventrais (Henderson et al.,, 1994; Li et al.,, 1995). Testes em modelos
animais de axonotomia tratados com GDNF no periodo agudo da lesédo revelaram
uma diminuicéo significativa da retracdo dos axonios. Experimentos in vitro sugerem
gque o GDNF promove a sobrevivéncia de neurdnios supraespinhais lesionados
(Junger e Varon, 1997). Ele protege, também, neurdnios hipocampais e corticais,
além de induzir o crescimento dendritico (Kim et al., 2001; Coulpier e Ibanez, 2004;
Minnich et al., 2010). Estes estudos demonstram que o GDNF age tanto como fator

neuroprotetor, quanto como agente regenerativo dos axonios.

O potencial clinico do tratamento com GDNF entregue por adenovirus foi
demonstrado primeiramente por Choi-Lundberg et al em 1997, utilizando um modelo
experimental de doenca de Parkinson (Choi-Lundberg et al., 1997). Desde entéo, tal
aplicacao foi testada, também, em modelos de lesdo da medula espinhal e acidente

vascular cerebral (Wang et al., 2002; Tai et al., 2003).
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4. OBJETIVOS

O objetivo priméario deste estudo é averiguar o comportamento dos niveis
liqudricos do substrato energético lactato e dos fatores neurotroficos, GDNF e BDNF,
nos pacientes com TCE grave.

O objetivo secundario é correlacionar as mesmas dosagens com o desfecho

clinico mortalidade nestes pacientes.
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RESUMO

Introducdo: Uma melhor compreensdo das alteracdes fisiopatologicas em
pacientes com traumatismo cranioencefalico (TCE) € necessaria para o0
desenvolvimento de tratamentos mais eficientes. Descobertas recentes sobre o
metabolismo energético neuronal permitem novas perspectivas quanto aos
mecanismos de neuroprotecao.

Objetivo: Analisar os niveis de lactato, BDNF e GDNF e suas correlacdes
no liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com TCE grave.

Métodos: Vinte pacientes com TCE grave foram estudados. O LCR foi
coletado por meio de cateter ventricular inserido nas primeiras 6 horas de
internacao.

Resultados: Os pacientes com TCE grave apresentaram uma elevacéo
estatisticamente significativa de lactato e BDNF (lactato: 4.93 + 3,41 mmol/L vs. 1,48
+ 0.55 mmol/L (p < 0,0001); BDNF: 265.12 + 91.79 pg/mL vs. 190.09 + 21.25 pg/mL
(p < 0,0001)). O valor médio de GDNF ndo demostrou alteracdo significativa em
relacdo ao controle (376.8 £ 110.89 pg/mL vs. 344.87 + 36.36 pg/mL; p = 0,23).
Identificou-se uma correlacéo entre lactato e BDNF (r = 0,46, p = 0,05).

Discusséo: Estes achados sugerem a existéncia de uma resposta aguda do
SNC ao evento traumatico através da modulacdo de BDNF, resultando no aumento
dos substratos energéticos local para suprir a elevacdo da demanda energética
neuronal. Os dados também apoiam um papel importante do LCR no transporte de
substratos e neuropeptideos nestas condicdes.

Palavras-chave: traumatismo cranioencefalico, lactato, liquido

cefalorraquidiano, fatores neurotréficos, BDNF, GDNF.
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INTRODUCAO

O traumatismo craniano (TCE) é uma das maiores causas de mortalidade e
morbidade em todo o mundo. Somente nos EUA, séo registrados anualmente 1,4
milhdes de casos, resultando em aproximadamente 50.000 mortes por ano
(Langlois, Rutland-Brown e Wald, 2006). A taxa de incidéncia na Europa é de cerca
de 240 casos para cada 100.000 habitantes por ano (Tagliaferri et al., 2006). A
morbidade resultante € um importante problema social — estima-se que um total de
2% da populacdo dos EUA apresenta alguma condicdo secundéaria ao TCE,
representando um gasto anual de 60 bilhées de dolares em custos diretos e indiretos
(Thurman et al.,, 1999). O TCE grave, que engloba todos aqueles pacientes que
apresentam uma pontuacdo menor que 9 no exame inicial da Escala de Coma de
Glasgow (ECG), contribui para metade de todas as mortes relacionadas ao trauma
(Teasdale e Jennett, 1974; Ghajar, 2000).

O TCE grave, particularmente, representa um grande desafio para o0 manejo
neurointensivo. O quadro comatoso, decorrente do préprio traumatismo ou da
sedacdo utilizada para protecdo cerebral, dificulta a monitorizacdo da evolucao
clinica desses pacientes. A compilacdo de diretrizes embasadas em evidéncias
cientificas para o manejo do TCE teve seu marco em 1995 com a publicacdo dos
primeiros guidelines da Brain Trauma Foundation (Bullock et al.,, 1996).
Recentemente, grande atencdo tem sido direcionada aos estudos de possiveis
marcadores bioquimicos de lesédo cerebral nesse cenario (Hergenroeder et al.,
2008). Valiosas contribuicbes na compreensdo dos aspectos fisiopatoldgicos da

lesdo traumatica cerebral ja foram publicadas (Werner e Engelhard, 2007). No
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entanto, grupos de estudo estdo constantemente buscando novos tratamentos e
diretrizes clinicas mais eficazes (Ghajar, 2000; Carney et al., 2007). Dessa maneira,
€ imperativo desenvolver novas pesquisas sobre as bases patoldgicas do TCE.

A lesdo decorrente do TCE pode ser caracterizada como primaria ou
secundaria. A lesdo primaria € decorrente da acao direta das forcas envolvida no
momento do traumatismo causando impacto e deformacdes teciduais, manifestando-
se como contusdes, hematomas ou lesbes difusas. A lesdo cerebral secundaria é
aguela que ocorre posteriormente, em decorréncia de alteracdes do fluxo cerebral,
edema, reacles inflamatérias e outras alteracdes bioquimicas (Chesnut, 1995;
Unterberg et al., 2004).

Imediatamente apds o traumatismo, inicia-se uma série de eventos que se
caracterizam por ativacdo inflamatéria das células da glia, quebra da barreira
hematoencefalica e liberacdo de diversos neuromoduladores (Das, Mohapatra e
Mohapatra, 2012). Mudancas no plexo coridide e epéndima ventricular decorrentes
do TCE tem importante efeito na homeostasia do LCR (Johanson, Stopa, Mcmillan,
et al., 2011). Alteracdes nos niveis dos peptideos ventriculares refletem eventos
celulares ocorrendo tanto no PC quanto nos astrdcitos, necessitando uma maior
investigacdo para caracterizar plenamente a composicdo de neuropeptideos,
proteinas e hormonios conforme o0 estagio e a gravidade da lesdo cerebral
(Johanson, Stopa, Baird, et al., 2011).

O BDNF € um fator neurotréfico que atua através de receptores Tirosina-
quinase (TrK) na fungcdo sinaptica e morfologia neuronal. Assim, ele modula o
desenvolvimento e fisiologia dos neurdnios, podendo desempenhar uma funcao
neuroprotetora (Allen e Dawbarn, 2006; Bagnato et al.,, 2012). Diversos estudos

demonstraram um aumento significativo nos niveis centrais de BDNF em modelos
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experimentais de TCE (Yang et al., 1996; Hicks et al., 1998). Além disso, outros
trabalhos tém explorado e sugerido a utilizacdo do BDNF como uma ferramenta
terapéutica nas lesdes neurologicas traumaticas e nao traumaticas (Sinson et al.,
1997; Koda et al., 2004; Dwivedi, 2009; Kaplan, Vasterling e Vedak, 2010; Aloe et
al., 2012; Allen et al., 2013).

Recentemente, houve um grande avanco no entendimento do metabolismo
energético neuronal (Dienel, 2012; Pellerin e Magistretti, 2012). Dentre as acdes
multifuncionais dos astrécitos, tem sido descritas a regulacdo do substrato
energético neuronal e o papel do lactato como fonte de energia preferencial em
algumas situacdes para os neurbnios (Bélanger, Allaman e Magistretti, 2011; lvanov
et al.,, 2011; Wyss et al., 2011). Além do mais, a expressao dos transportadores de
lactato (MCT?2) é regulada pela acdo do BNDF e de outros fatores troficos (Robinet e
Pellerin, 2010). Desta maneira, ao regular o transporte de lactato, ele promove uma
modulacdo do turnover das vesiculas sinapticas e fornece uma fonte energética
adicional aos neurbnios na manutencdo de suas atividades (Pellerin e Magistretti,

1994).

OBJETIVO

Tendo em vista o papel do BDNF na modulacdo dos substratos energéticos, o
objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis de lactato e dos fatores neurotroficos em
amostras de liquor obtidas do sistema ventricular de pacientes com TCE grave,

comparativamente aos resultados em amostras de individuos controles.
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METODOS

Pacientes

Um estudo transversal foi realizado entre 2006 e 2007 com um total de 20
casos consecutivos de pacientes com TCE grave (escore igual ou menor que oito na
ECG) e com alteracbes no exame de tomografia computadorizada de cranio
admissional, atendidos na unidade de emergéncia do Hospital Cristo Redentor
(Porto Alegre, Brasil). Em uma publicacdo prévia, foram avaliados o dano glial e
neuronal e descrito o seu manejo clinico. Resumidamente, os pacientes com TCE
eram jovens e, na sua maioria, do sexo masculino como visto na Tabela 1. A causa
do traumatismo foi predominantemente por acidentes de transito e nenhum dos
pacientes apresentava diagnostico de patologia neuroldgica prévia. A gravidade do
TCE foi determinada pela avaliagcéo clinica inicial da ECG. Todos os pacientes foram
submetidos a ventriculostomia para colocacdo de derivacdo ventricular externa com
0 objetivo de monitorar e tratar as alteracées da pressao intracraniana. As amostras
de LCR foram coletadas entre 2 e 4 horas ap6s a hospitalizacao através do cateter
ventricular. ApGs a coleta, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 10
minutos a uma temperatura de 4°C. O sobrenadante livre era pipetado e congelado a
-70°C até o momento de sua analise. Vinte pacientes neurologicamente saudaveis
submetidos a anestesia raquidiana para pequenos procedimentos eletivos foram

selecionados como controles (Bohmer et al., 2011).
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Aprovacdao do protocolo e consentimento informado

O protocolo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da instituicdo e
registrado sob o niumero de projeto 0038.0.164.165-05. O termo de consentimento
para os participantes do estudo foi obtido com os seus familiares ou responsaveis
legais e, diretamente, com os individuos saudaveis, conforme os principios da

Declaracéo de Helsinque.

Medidas de BDNF e GDNF no LCR

Os niveis de BDNF e GDNF foram medidos no liquor utilizando um kit de
imunoensaio disponivel comercialmente (DuoSet ELISA Development, ReD Systems
Inc. USA). A quantidade de BDNF ou GDNF foi, entdo, determinada por uma medida
da absorbancia a 450nm com um medidor SpectraMax M5 (Molecular Devices,
USA). Todas as amostras e controles foram medidos duas vezes e seu coeficiente
de variacdo considerado menor que 5%. Os niveis de BDNF e GDNF no liquor estédo

expressos como pg/mL.

Medidas dos niveis e lactato

Os niveis de lactato foram avaliados pela metodologia de lactato oxidase

produzida pela empresa Katal Biotecnologia (MG, Brasil). Todas as amostras de

pacientes e dos controles foram testadas duplamente no mesmo experimento.
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Fatores de calibragem foram determinados usando um padrdo de lactato de litio

(4,44 mmol/L).

Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada por meio do programa GraphPad
Prism 5.0 para Windows. A maioria dos valores de lactato, BDNF e GDNF
apresentaram uma curva de distribuicdo normal, sendo submetidos a analises nao
paramétricas. Todos os valores sdo apresentados como média + desvio padrao
(D.P.). Para as comparacdes entre 0s grupos, foi utilizado o teste t de Student. A
correlacdo entre os niveis de BDNF e lactato foi avaliada pelo coeficiente de
correlagdo de Spearman. Valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

RESULTADOS

Dosagens de Lactato, BDNF e GDNF

Os pacientes com TCE grave apresentaram valores de lactato e BDNF no
liquor superiores aos encontrados nos controles (Lactato: 4,93 + 3,41 mmol/L vs.
1,48 + 0,55 mmol/L (p < 0,0001); BDNF: 265,12 + 91,79 pg/mL vs. 190,09 * 21,25

pg/mL (p < 0,0001)). Os valores médios de GDNF nao apresentaram diferenca
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significativa em relacdo aos controles (376,8 + 110,89 pg/mL vs. 344,87 + 36,36
pg/mL) (p = 0,23) (Figura 1). A comparacdo entre os diferentes marcadores
demonstrou uma associac¢do positiva dos valores do lactato com o aumento dos
valores do BDNF (r =0,46, p = 0,05). As demais correlacbes entre os diversos
marcadores ndo apresentaram associacao estatisticamente significativa (Figura 2).
Ao se analisarem o0s parametros clinicos para pesquisar uma possivel
associacdo dos marcadores bioquimicos com a gravidade do TCE, foram
comparados os niveis de BDNF, GDNF e lactato entre os sujeitos que vieram a 0bito
e 0s sobreviventes. Nao houve diferenca significativa dos niveis destes marcadores

entre os pacientes avaliados (Figura 3).

DISCUSSAO

O TCE grave é uma patologia desafiadora, pois 0s recursos terapéuticos
existentes ndo conseguem amenizar completamente o seu grande impacto em
termos de saude publica (Maas, Stocchetti e Bullock, 2008). O estudo aprofundado
das questdes fisiopatoldgicas que o cercam é um caminho para 0 embasamento de
novos tratamentos e para um manejo mais eficiente. Nesse sentido, acreditamos
que as adaptacbes metabodlicas neuronais a lesdo trauméatica sejam fundamentais
aos mecanismos de protecdo e sobrevivéncia celular.

O lactato recebeu muita atencdo recentemente como substrato energético
cerebral (Pellerin e Magistretti, 2012). Ele exerce o papel de substrato oxidativo

preferencial para neurdnios in vitro e in vivo, sendo capaz de sustentar o turnover de
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vesiculas sinapticas e a transmissao sinaptica (Schurr, West e Rigor, 1988; Mckenna
et al.,, 1994; Serres et al., 2005; Hyder et al., 2006; Morgenthaler et al., 2006;
Rouach et al., 2008). Foi demonstrado, também, que ele preserva a funcéo neuronal
em modelos experimentais de excitotoxicidade, recuperacédo pés-hipdxia isquemia
cerebral e privacdo de energia (Schurr et al., 1997; Cater, Benham e Sundstrom,
2001; Schurr et al., 2001). Salienta-se, assim, a importancia do lactato derivado dos
astrocitos para a funcéo e viabilidade neuronal.

Os astrécitos desempenham uma funcdo fundamental no acoplamento
energético da atividade neuronal, o que é explicado por um modelo bioquimico
denominado como transportador de lactato astrdcito-neuronal (Astrocyte-Neuron
Lactate Shuttle ou ANLS) (Pellerin e Magistretti, 2004). Em resumo, apés a liberacéo
sinaptica de glutamato, este € absorvido pelos astrocitos onde estimula a glicolise
anaerobica e captacéo de glicose da circulacdo através da GLUT1, um transportador
de glicose com expressdo especifica pelas células gliais e endoteliais capilares do
cérebro (Simpson, Carruthers e Vannucci, 2007). O lactato produzido em
decorréncia da glicélise € liberado no espaco extracelular e depois é absorvido pelos
neurdnios através dos transportadores monocarboxilase (MCT). (Pierre e Pellerin,
2005) Dentro dos neurdnios, o lactato é utilizado como substrato energético através
da sua conversao em piruvato pela acdo da lactato desidrogenase e subsequente
oxidac&o no ciclo mitocondrial (Pellerin, 2003).

Nossos achados demonstraram uma elevacao significativa do lactato medido
no liquor dos pacientes com TCE grave. Esta elevacédo, possivelmente, representa
uma reacao do SNC ao evento traumatico, proporcionando a disponibilizacdo aguda
de um avido substrato energético que auxilia 0s neurbnios no enfrentamento das

condicbes fisiopatologicas que seguem. Esses dados sugerem, também, um
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importante papel do meio liquorico ventricular na difusdo de nutrientes nessas
condicoes.

Varios niveis de suporte neuropeptidérgico ocorrem na resposta homeostatica
do SNC ao TCE (Johanson, Stopa, Baird, et al.,, 2011). Primeiramente, verifica-se
uma expressdo compensatéria reacional de fatores neurotroficos pelas células
parenquimatosas e vasculares na regiao da lesdo. Por exemplo, o NGF MRNA no
cortex cerebral estd aumentado em aproximadamente cinco vezes apenas um dia
apos a contusdo cerebral (Dekosky et al., 1994). A transcricdo dos neuropeptidios
IGF-1 e colecistoquinina, também, aumenta cerca de dez vezes nas areas peri-
lesionais (Sandberg Nordgvist et al., 1996). Secundariamente, ocorre a secrecao de
outros peptideos pelo plexo coridide e sua subsequente distribuicdo através do LCR
para a regiao traumatizada (Walter et al., 1999; Chiaretti, Antonelli, Mastrangelo, et
al., 2008). Esta funcdo neuroenddcrina do LCR envolve peptideos entregues por
conveccao para modular a neurogénese e facilitar a recuperacéo celular (Scott et al.,
1977; Kozlowski, 1986).

Estudos avaliando o uso terapéutico de neuropeptidios através do LCR
demonstram diversos resultados favoraveis aos efeitos neuroregenerativos e
melhora da cognicao apos a lesdo (Johanson, Stopa, Baird, et al., 2011).

O GDNF exerce efeitos neuroprotetores em relacao a isquemia cerebral (Lee
et al., 2010). Num modelo experimental de impacto cortical, 0 GDNF também
apresentou efeitos neuroprotetores quando administrado no LCR através de bomba
osmoética (Kim et al., 2001).

A dosagem do GDNF nessa amostragem ndo demonstrou uma diferenca

significativa na comparacdo aos controles. Embora fosse esperada a sua elevacao,
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esse achado pode ser explicado em razdo do momento da dosagem ser muito
precoce em relacdo a sua liberagédo (Miyazaki et al., 2001).

O BDNF € uma neurotrofina vastamente expressa no SNC (Skup, 1994). Ele
age através de receptores TrK especificos, modulando a sobrevivéncia e
diferenciacdo neuronal e a plasticidade sinaptica. Embora ndo tenha apresentado
papel neurogénico, ele demonstrou acao neuroprotetora em modelos de isquemia e
hipertermia maligna quando infundido no LCR (Sharma e Johanson, 2007; Galvao,
Garcia-Verdugo e Alvarez-Buylla, 2008).

Na regido pré-sinaptica, o BDNF potencializa a liberacdo de glutamato e
também provoca sua liberacdo direta através da mobilizacdo de Ca*™. Ele é
responsavel por adaptacdes neuroenergéticas necessarias as mudancas
decorrentes da plasticidade neuronal (Robinet e Pellerin, 2010). Um estudo recente
demonstrou que ele aumenta a expressdo do transportador MCT2 em culturas de
neurdnios corticais através de um mecanismo translacional (Robinet e Pellerin,
2010). Tal efeito pode resultar no aumento da disponibilidade de transportadores de
lactato locais, permitindo, possivelmente, que as sinapses alcancem maiores
demandas energéticas conforme sua ativacao.

Como o papel primério do MCT2 é suplementar os neurénios com substratos
energéticos alternativos a glicose, as mudancas na sua expressao pela modulacdo
do BDNF podem facilitar a utilizacdo desses substratos. Tal cenério corresponde ao
encontrado no SNC dos pacientes com TCE grave. A identificagcdo do aumento dos
niveis liquorico tanto de lactato quanto do BDNF e, ainda, da correlacéo entre eles,

suporta esse raciocinio.
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CONCLUSAO

Nossos achados sugerem que, nos pacientes com TCE grave, ocorre uma
maior disponibilizacdo de lactato no LCR do sistema ventricular, possivelmente
destinado a suprir o aumento do gasto energético neuronal. Verificamos, também,
um aumento agudo do BDNF contido no meio liqudrico, cuja acdo possivelmente
esteja ligada a maior disponibilizacdo de lactato. Esta € a primeira publicacdo a
apresentar estes dados..

Supbe-se, dessa maneira, que, na resposta aguda do SNC a uma lesao
severa, ocorre uma rapida resposta fisiologica, incluindo a ativacdo de fatores
neurotréficos, que acarreta uma mobilizacdo energética com aumento do lactato
disponivel para o consumo metabdlico neuronal aumentado. Os mecanismos
neuromodulatérios discutidos suportam esse raciocinio.

A extrapolacdo desses achados pode, entretanto, ser limitada devido ao
reduzido nimero da amostragem. A impossibilidade do acompanhamento da
evolucdo temporal desses marcadores bioquimicos devido a escassez das amostras
subsequentes ao primeiro dia, também, impede uma compreensdo melhor do
desenvolvimento longitudinal dessas respostas neuroenddcrinas e metabdlicas.

Dessa maneira, recomendamos que sejam realizados estudos adicionais
baseados nesses achados, utilizando-se um grupo maior de pacientes e, dentro das
possibilidades clinicas, coletando-se amostras ao longo de um maior periodo

temporal.
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ABSTRACT

Background: Better understanding of the pathophysiological changes in
severe traumatic brain injury (TBI) patients is necessary to pursue novel treatments.
Recent discoveries in neuroenergetics provided new perspectives of neuroprotective
mechanisms.

Objective: To analyze cerebrospinal fluid (CSF) levels of lactate, BDNF and
GDNF and their correlations in patients with severe TBI.

Methods: Twenty patients with acute severe TBI were studied. CSF was
sampled by ventricular catheter placed in the first 6 hours of hospitalization.

Results: Severe TBI patients presented a statistical significant increase in
lactate and BDNF CSF levels (Lactate: 4.93 + 3.41 mmol/L vs. 1.48 £ 0.55 mmol/L (p
< 0.0001); BDNF: 265.12 + 91.79 pg/mL vs. 190.09 + 21.25 pg/mL (p < 0.0001)). The
mean value of GDNF CSF levels did not show significant difference compared to
controls (376.8 + 110.89 pg/mL vs. 344.87 + 36.36 pg/mL; p = 0.23). The association
between lactate and BDNF levels was shown (r = 0.46, p = 0.05).

Discussion: These findings suggest the existence of a CNS response to the
traumatic event by means of BDNF modulation resulting in acute delivery of energy
substrates to meet the increased neuronal energy demands. These data also support

an important role of the CSF in substrate and neuropeptide transportation.

Key words: traumatic brain injury, lactate, cerebrospinal fluid, neurotrophic
factor, BDNF, GDNF.
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INTRODUCTION

Traumatic head injury (TBI) represents one of the major causes of mortality
and morbidity worldwide. The United States alone register 1.4 million cases annually,
resulting in approximately 50,000 deaths per year (Langlois, Rutland-Brown e Wald,
2006). The incidence rate found in Europe is approximately 243 cases for every
100,000 inhabitants per year (Tagliaferri et al., 2006). The resulting morbidity is an
important social problem — it is estimated that a total of 2% of the U.S. population
suffers from some health impairment secondary to TBI, representing an annual
expense of approximately 60 billion dollars in direct and indirect costs (Thurman et
al., 1999). Severe TBI, which encompasses all of those patients with an initial
Glasgow Coma Score (GCS) between 3 and 8, contributes to half of all trauma-
related deaths (Teasdale e Jennett, 1974; Ghajar, 2000).

Severe TBI particularly represents a major challenge in neurological intensive
care management. These patients are found in a comatose state as a direct result of
the traumatic injury or secondary to sedative drugs utilization. Therefore there is a
great difficulty in monitoring their clinical status. The compilation of evidence-based
TBI management guidelines had its landmark in 1995 with the publication of the first
Brain Trauma Foundation guidelines (Bullock et al., 1996). Recently, great attention
has been directed to studies of possible biochemical markers of TBI (Hergenroeder
et al.,, 2008). Valuable contributions in the understanding of the brain's
pathophysiological reaction to the injury have been published (Werner e Engelhard,

2007). However, study groups are constantly pursuing more effective treatments and
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management strategies (Ghajar, 2000; Carney et al., 2007). Thus, it is imperative to
develop further research in the pathological basis of TBI.

TBI damage is characterized as primary or secondary. The primary lesion is
caused by the direct action of the forces involved at the moment of impact causing
tissue deformation, resulting in contusions, hemorrhages or diffuse lesions.
Secondary brain injury occurs later, due to changes of cerebral blood flow, edema,
inflammatory reactions and other biochemical changes (Chesnut, 1995; Unterberg et
al., 2004).

A series of reactions take place immediately after the traumatic event,
characterized by inflammatory activation of glial cells, impairment of the blood-brain
barrier and release of various neuromodulators (Das, Mohapatra e Mohapatra,
2012). Changes in the choroid plexuses (CP) and ependymal wall in the brain interior
following TBI have marked effects on CSF homeostasis (Johanson, Stopa, Mcmillan,
et al., 2011). Alterations in CSF peptides levels reflect cellular events occurring in
both CP and astrocytes, requiring further investigation to characterize more
thoroughly the CSF composition of neuropeptides, proteins, and hormones as a
function of TBI stage and severity (Johanson, Stopa, Baird, et al., 2011).

BDNF is a neurotrophic factor that acts through Tyrosine-kinase (TrK)
receptor activation and modulates the synaptic function and neuronal morphology
affecting neuron cells development and function (Allen e Dawbarn, 2006; Bagnato et
al., 2012). Several studies with experimental TBI models have shown increased
neurotrophin levels in the damaged brain (Yang et al., 1996; Hicks et al.,, 1998).
Researchers keep exploring its therapeutic use in traumatic and non-traumatic
neurological lesions (Sinson et al., 1997; Koda et al., 2004; Dwivedi, 2009; Kaplan,

Vasterling e Vedak, 2010; Aloe et al., 2012; Allen et al., 2013).
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Recent publications represented a breakthrough regarding the understanding
of neuronal energy metabolism (Dienel, 2012; Pellerin e Magistretti, 2012). Amongst
the multiple actions of astrocytes, neuronal energy substrate modulation and the role
of lactate as preferential energy source to neurons in some conditions have been
described (Bélanger, Allaman e Magistretti, 2011; Ivanov et al., 2011; Wyss et al.,
2011). Furthermore, the expression of lactate transporters (MCT2) is upregulated by
the action of BNDF and other trophic factors (Robinet e Pellerin, 2010). Thus
regulating the transport of lactate, it promotes a modulation of synaptic vesicles
turnover and provide an additional energy source to the maintenance of neuronal

activity (Pellerin e Magistretti, 1994).

OBJECTIVE

Considering the role of BDNF in energetic substrate modulation, the objective
of this study was to determine the levels of lactate and neurotrophic factors in CSF
samples obtained from the ventricular system of severe TBI patients, comparing

them with control samples.

METHODS

TBI Subjects

A cross-sectional study was carried out since 2006 to 2007 with a total of 20

consecutive patients with severe TBI (score of 8 or less in Glasgow Coma Scale) and
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abnormal computed tomography (CT) scan on admission to the Emergency Unit of
Cristo Redentor Hospital (Porto Alegre, Brazil). In previous work we evaluated the
neuronal and glial damage and described the clinical management. Briefly, the TBI
patients were young and predominantly male as seen in table 1. They were admitted
to emergency mainly because of car accidents and did not have prior reports of
neurological diseases. The severity of TBI was based on Glasgow Coma Score on
admission and intracranial CT findings. All patients were submitted to ventriculostomy
and external ventricular drainage catheter placement intended to monitor and
manage intracranial pressure alterations. The ventricular CSF samples were
collected between 2 and 4 hours after hospitalization. After collection, the CSF
samples were centrifuged at 10,000 x g for 10 min at 4°C to obtain cell-free
supernatants and were aliquot and frozen at -70°C until analyses. Twenty healthy
patients scheduled for elective surgery were selected as controls (Bohmer et al.,

2011).

Standard Protocol Approvals and Patient Consent

The protocol was approved by the Institutional Ethics Committee (project
number 0038.0.164.165-05). Informed consent for participating in this study was
obtained from patients’ family members and directly from healthy individuals,

according to the Declaration of Helsinki.
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Measurements of CSF BDNF and GDNF levels

The CSF BDNF and GDNF levels were measured using a commercially
available enzyme immunoassay kit (DuoSet ELISA Development, R&D Systems Inc.,
USA). The amount of BDNF or GDNF was then determined by measuring the
absorbance at 450 nm with a SpectraMax M5 (Molecular Devices, USA). All samples
and standards were measured in duplicate, and the coefficient of variation was less

than 5 %. The CSF BDNF and GDNF levels are expressed as pg/mL.

Measurements of CSF lactate levels

Lactate levels were assayed in CSF using a lactate oxidase methodology
manufactured by Katal Biotecnologica, MG, Brazil. All samples and standard were
carried out in duplicate in the same experiment. Calibration factors were determined

using a standard of lithium lactate (4.44 mmol/L).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 5.0 for Windows.
Most of the lactate, BDNF and GDNF values were fitted in a standard distribution
curve and were therefore subjected to nonparametric analyses. All values are
presented as mean * standard deviation (S.D.). For the comparisons between the

groups, Student t test was used. Spearman correlation coefficient was used to
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analyze the correlation between BDNF, GDNF and lactate levels. P-values < 0.05

were considered statistically significant.

RESULTS

Lactate, BDNF and GDNF measurements

Patients with severe TBI presented CSF levels of lactate and BDNF greater
than those found in controls (Lactate: 4.93 £ 3.41 mmol/L vs. 1.48 + 0.55 mmol/L (p <
0.0001); BDNF: 265.12 + 91.79 pg/mL vs. 190.09 + 21.25 pg/mL (p < 0.0001)). The
mean values of GDNF did not show significant difference compared to controls
(376.8 £ 110.89 pg/mL vs. 344.87 + 36.36 pg/mL; p = 0.23) (Figure 1). When
comparing the different measurements, an association between lactate level with the
increasing values of BDNF was shown (r = 0.46, p = 0.05). The other comparisons
did not show any statistical significant findings (Figure 2).

The comparison of these parameters with the intracranial pressure measures
and clinical outcome (survival group vs. mortality group) did not show any differences

either (Figure 3).

DISCUSSION

Severe TBI is a challenging clinical condition. Despite of modern treatment

guidelines, it continues to impact as a major public health issue (Maas, Stocchetti e
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Bullock, 2008). A deeper study of its pathophysiological aspects is needed for the
further development of more efficient therapies and management guides. We believe
that the metabolic adaptations to neuronal injury are fundamental to cell survival and
protection mechanisms.

Lactate recently has received much attention as a cerebral energy substrate
(Pellerin e Magistretti, 2012). It plays a role as preferred oxidative substrate to
neurons in vitro and in vivo, being capable of sustaining synaptic vesicles turnover
and synaptic transmission (Schurr, West e Rigor, 1988; Mckenna et al., 1994; Serres
et al., 2005; Hyder et al., 2006; Morgenthaler et al., 2006; Rouach et al., 2008). It
also promotes the preservation of neuronal function in experimental models of
excitotoxicity, posthypoxic recovery, cerebral ischemia, and energy deprivation,
highlighting the importance of astrocyte-derived lactate for neuronal function and
viability (Schurr et al., 1997; Cater, Benham e Sundstrom, 2001; Schurr et al., 2001).

Astrocytes play a crucial role in energy coupling of neuronal activity, as
explained by the proposed biochemical model of Astrocyte-Neuron Lactate Shuttle
(ANLS) (Pellerin et al., 2007). In summary, after the synaptic release of glutamate,
this neurotransmitter is absorbed by the astrocytes, where it stimulates anaerobic
glycolysis and glucose uptake through the action of GLUT1, a glucose transporter
with specific expression by brain capillary endothelial and glial cells (Simpson,
Carruthers e Vannucci, 2007). Lactate produced as the result of glycolysis is
released into the extracellular space and then absorbed by neurons via
monocarboxilase transport (MCT) (Pierre e Pellerin, 2005). Within the neuron, lactate
is used as energy substrate through its conversion into pyruvate by the action of
lactate dehydrogenase and subsequent oxidation on mitochondrial cycle (Pellerin,

2003).
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Our findings demonstrated a significant elevation of CSF lactate in patients
with severe TBI. This effect possibly represents a CNS reaction to the traumatic
event, resulting in rapid delivery of an avid energy substrate that helps to supply the
increased neuronal energy demands during the pathophysiological conditions that
follow. These data also suggest an important role of the CSF in the transportation of
these substrates.

Many levels of neuropeptidergic support occur during CNS homeostatic
response to TBI (Johanson, Stopa, Baird, et al., 2011). First, there is a compensatory
elevation of neurotrophic factors expression by parenchymal and vascular cells in the
lesion region. For example, the NGF MRNA in cerebral cortex is increased by
approximately five times just one day after cerebral contusion (Dekosky et al., 1994).
The transcription of neuropeptides IGF-1 and cholecystokinin also increases about
ten-fold in the peri-lesional areas (Sandberg Nordqvist et al., 1996). Secondarily, the
CP begins the secretion of other peptides that are subsequently distributed through
the CSF to the traumatized region (Walter et al., 1999; Chiaretti, Antonelli, Riccardi,
et al., 2008). This neuroendocrine function of the CSF involves peptides delivered by
convection to modulate neurogenesis and facilitate cell recovery (Scott et al., 1977;
Kozlowski, 1986).

Some studies that evaluated the therapeutic use of neuropeptides trough CSF
demonstrated several favorable results regarding neuroregenerative effects and
improved cognition after injury (Johanson, Stopa, Baird, et al., 2011).

GDNF has shown neuronal protection effects in cerebral ischemia models
(Lee et al., 2010). In an experimental model of cortical impact, GDNF also presented
neuroprotective effects when administered directly in the CSF trough osmotic pump

(Kim et al., 2001).
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The CSF GDNF levels of TBI patients in this study did not show a significant
difference in comparison to controls. Although an elevation was expected, this finding
could be explained by the timing of sample collection, considering that GDNF release
may occur from 3 hours to 24 hours after brain damage (Miyazaki et al., 2001).

BDNF is a neurotrophin vastly expressed in the CNS (Skup, 1994). It acts
through specific tyrosine-kinase receptors, modulating neuronal survival and
differentiation and synaptic plasticity. Although it has not presented a neurogenic
role, it has demonstrated neuroprotective action in experimental models of ischemia
and hyperthermia when infused in the CSF (Sharma e Johanson, 2007; Galvao,
Garcia-Verdugo e Alvarez-Buylla, 2008).

BDNF also potentiates the release of glutamate in the presynaptic region, and
cause its direct release through the mobilization of Ca**. It is responsible for
neuroenergetic adaptations necessary to meet neuronal plasticity requirements
(Robinet e Pellerin, 2010). A recent study has shown that BDNF upregulates the
expression of the monocarboxylate transporter MCT2 in cultured cortical neurons
through a translational mechanism (Robinet e Pellerin, 2010). Such an effect could
result in an increase of the local lactate transporter pool and possibly allow
potentiated synapses to meet higher energy demands on activation.

Considering that the primary role of MCT2 is to supplement the neurons with
glucose-alternative energy substrates, the changes in expression of MCT2 by BDNF
modulation can facilitate the metabolism of these alternative substrates. Such a
scenario corresponds to that found in the CNS of severe TBI patients. The finding of
increased BDNF and lactate levels and the verified correlation between them support

this hypothesis.
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CONCLUSION

Our findings suggest that there is a rise in CSF lactate availability in severe
TBI patients, possibly directed to supply the increased neuronal energy expenditure.
We also verified an acute increase in CSF BDNF, which could be directly involved in
this local lactate buffering.

This is the first publication to demonstrate the correlation between increased
levels of lactate and BDNF in the CSF of severe TBI patients. We presume that CNS
reacts rapidly to a severe injury resulting in an intricate physiological response, which
includes the activation of neurotrophic factors and a substantial increase in CSF
lactate availability. The discussed neurobiological mechanisms support this
reasoning.

However the extrapolation of these findings could be limited considering our
relatively small sample of subjects. The impossibility of monitoring the temporal
evolution of these markers, due to the scarcity of samples following the first day, also
prevents a better understanding of the longitudinal development of neuroendocrine
and metabolic responses.

Therefore it would be recommended to perform additional experiments based
on these observations in severe TBI, but with a larger group of patients, and

additionally perform a temporal analysis of these biochemical markers.
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6. ANEXOS

6.1 ANEXOS DO ARTIGO EM PORTUGUES

6.1.1. Tabela 1

Tabela 1. Caracteristicas Clinicas dos Pacientes com TCE

Idade (anos)? 29 +£13
Sexo (homens/mulheres) 9:1
ECGaP 6+1
PIC (mmHg)2¢ 20 £ 23

2Valores expressos como media = desvio padréo.
bEscore de Coma de Glasgow na admisséo.

¢Pressao Intracraniana inicial.



6.1.2. Figuras do artigo em portugués

6.1.2.1. Figura 1
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6.1.2.2. Figura 2
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6.1.2.3. Figura 3
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6.1.3. Legendas do artigo em portugués

6.1.3.1. Figura 1: Niveis de BDNF (A), GDNF (B) e lactato (C) no liquor de pacientes
com trauma cranioencefalico (TCE) e controles (sujeitos submetidos a cirurgia
eletiva). **** p < 0,0001.

6.1.3.2. Figura 2: Correlacdo entre os niveis de BDNF, GDNF e lactato em
pacientes com trauma cranioencefalico (TCE). (A) correlacdo entre BDNF e lactato, r
= 0.46, p = 0.05. (B) correlacdo entre BDNF e GDNF, r = 0.006, p = 0.98. (C)
Correlagéo entre GDNF e lactato, r = 0.32, p = 0.19.

6.1.3.3. Figura 3: Niveis de BDNF (A), GDNF (B) e lactato (C) no liquor de pacientes
com TCE sobreviventes, TCE o6bitos e controles (sujeitos submetidos a cirurgia
eletiva). ** p < 0,01, ** p <0,001.
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6.2 ANEXOS DO ARTIGO EM INGLES

6.2.1. Table 1

Table 1. Clinical Characteristics of TBI Patients

Age (years) 29 +£13
Sex (male/female ratio) 9:1
GCS 61
ICP (mmHQ) 20 £ 23

aValues are expressed as mean * standard deviation.
b Glasgow Coma Scale on admission.

¢Initial Intracranial Pressure.



6.2.2. Figuras do artigo em inglés

6.2.2.1. Figure 1
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6.2.2.2. Figure 2
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6.2.2.3. Figure 3
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6.2.3. Legendas do artigo em inglés

6.2.3.1. Figure 1: CSF levels of BDNF (A), GDNF (B) and lactate (C) of patients with
brain trauma (TBI) and controls (subjects undergoing elective surgery). *™** p <
0.0001.

6.2.3.2. Figure 2: correlation between levels of BDNF, GDNF and lactate in patients
with brain trauma (TBI). (A) Correlation between BDNF and lactate, r = 0.46, p =
0.05. (B) Correlation between BDNF and GDNF, r = 0.006, p = 0.98. (C) Correlation
between lactate and GDNF, r = 0.32, p = 0.19.

6.2.3.3. Figure 3: CSF levels of BDNF (A), GDNF (B) and lactate (C) of patients with
TBI survivors, TBI deaths and controls (subjects undergoing elective surgery). ** p <
0.01, *** p <0.001.



