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RESUMO

Introducdo: o traumatismo cranio-encefalico (TCE) ¢ caracterizado por elevadas
taxas de incidéncia, mortalidade e morbidade. Prejuizos cognitivos e sindromes psiquiatricas
se destacam entre as seqiielas do TCE. Evidencias indicam que os danos secundarios t€m um
importante papel na evolugcdo do TCE e na génese das seqiielas. Objetivos: padronizar um
modelo de TCE em camundongos e investigar seus efeitos na emocionalidade, cogni¢ao,
histologia e estresse oxidativo. Materiais e métodos: um aparato de queda de peso foi
desenvolvido para indu¢ao de TCE em camundongos utilizando projéteis de massa 10 g, 12,5
g e 15 g. Apos avaliagdao neurologica em fase aguda, os animais se recuperaram por 10 dias e
foram submetidos a uma bateria de testes comportamentais relacionados a emocionalidade e
cogni¢do. Parametros de estresse oxidativo foram mensurados em cortex cerebral e
hipocampo nos periodos de 2 h, 24 h e 14 dias apos o trauma. Uma analise histoldgica
qualitativa também foi realizada. Resultados: projéteis de maior massa induziram maior
gravidade de trauma. Os camundongos submetidos ao trauma com o projétil de 10 g
apresentaram aumento no comportamento tipo-ansioso e depressivo. Os camundongos dos
grupos 12,5 g e 15 g apresentaram prejuizos de memoria. Esse ultimo grupo também
apresentou aumento na atividade locomotora. Na analise histologica, os camundongos do
grupo 10 g ndo tiveram anormalidades aparentes e os camundongos dos grupos 12.5ge 15 g
mostraram dano tecidual extensivo. Alteracdes indicativas de estresse oxidativo foram
observadas nos animais do grupo 12,5 g nos periodos de 24 h e 14 dias. Conclusées: o
modelo foi capaz de gerar em camundongos alteragdes comportamentais € bioquimicas
comparaveis as observadas em pacientes com TCE. O modelo demonstrou potencial para uso

em futuros estudos abordando os mecanismos e o tratamento do TCE e suas seqiielas.



ABSTRACT

Introduction: traumatic brain injury (TBI) is characterized by high rates of incidence,
mortality and morbidity. Cognitive deficits and psychiatric syndromes stand out among TBI
sequelae. Evidences indicate that secondary injury plays an important role in the evolution of
TBI and in the genesis of its sequelae. Objectives: to standardize a model of TBI in mice and
investigate its effects on emotionality, cognition, histology and oxidative stress. Materials
and methods: a weight-drop device was developed to induce TBI in mice using projectiles of
10 g, 12.5 g and 15 g. After acute neurological evaluation, mice recovered for 10 days and
then were subjected to a behavioral test battery related to emotionality and cognition.
Parameters of oxidative stress were measured in the prefrontal cortex and hippocampus at 2 h,
24 h and 14 days after trauma. A histological analysis was also performed. Results:
projectiles of greater mass induced greater severity of trauma. Mice subjected to trauma with
the 10 g projectile showed increased anxiety- and depression-like behavior. Mice of 12.5 g
and 15 g groups showed robust memory deficits. The latter group also presented increased
locomotor activity. In the qualitative histological analysis, mice of 10 g group did not show
obvious abnormalities and mice of 12.5 g and 15 g groups showed extensive tissue damage.
Changes indicating oxidative stress were found in mice of 12.5 g group at 24 h and 14 days
after trauma. Conclusions: the model was able to generate in mice behavioral and
biochemical changes comparable to those seen patients with TBI. The model demonstrated
potential for use in future studies approaching mechanisms and treatment of TBI and its

sequelae.



1 INTRODUCAO

1.1 Definiciao de traumatismo cranio-encefalico (TCE)

O TCE ¢ uma perturbagdo funcional ou dano do encéfalo diretamente causado por
forcas mecanicas externas. Um simples impacto na cabeca nido configura um TCE, pois a
definicao clinico-epidemioldgica exige manifestagdes de acometimento encefalico tais como
alteracdo do nivel de consciéncia, amnésia, desorientacdo, prejuizos neuroldgicos,
anormalidades em exames de neuroimagem, ou mesmo morte imediata (MAAS et al., 2008).
A gravidade do TCE ¢ usualmente definida pelo nivel de consciéncia do paciente na avaliagdo
inicial. Uma das classificagdes mais utilizadas se baseia na Escala de Coma de Glasgow
(GCS), que examina a resposta do paciente a niveis crescentes de estimulo (TEASDALE e

JENNETT, 1974) (Tabela 1).

Tabela 1. Escala de Coma de Glasgow (TEASDALE e JENNETT, 1974).

Resposta ocular Resposta verbal Resposta motora
4 - Espontanea 5 - Orientado 6 - Obedece comandos
3 - Por comando verbal 4 - Desorientado, apropriado 5 - Localiza dor
2 - Por estimulo doloroso 3 - Palavras inapropriadas 4 - Retirada inespecifica
1- Ausente 2 - Fala incompreensivel 3 - Flexdao anormal
1 - Ausente 2 - Extensao anormal
1- Ausente

O TCE leve ¢ definido por um escore na CGS de 13 a 15, moderado de 9 a 12, e
severo de 3 a 8. Aproximadamente 60% dos casos de TCE sdo leves, 20% sao moderados e
20% graves (TAGLIAFERRI et al., 2006; LANGLOIS et al., 2006). TCE grave e leve
diferem em varios aspectos de apresentacdo clinica, abordagem médica, e prognodstico geral.

Pacientes com TCE grave apresentam coma e requerem intervencao imediata para suporte de



10

vida e controle de complicagdes. Pacientes com TCE leve mostram comprometimento de
consciéncia transitorio e menos intenso, e a abordagem inicial envolve uma avaliagdo
neuroldgica minuciosa e algumas vezes exames de neuroimagem (VOS et al., 2002). Alguns
pacientes com sintomatologia inicial leve podem evoluir em questdo de horas para
deterioragdo neurologica em conseqiiéncia de hemorragia intracraniana e edema cerebral
(GOLDSCHLAGER et al., 2007).

O TCE grave ¢é caracterizado por um prognostico ruim no que diz respeito a
mortalidade e seqiielas. Estudos freqiientemente descrevem taxas de mortalidade acima de
30% mesmo com intervengdes de alta complexidade em unidade de terapia intensiva (UTI)
(MARMAROU et al., 2007, MARTINS et al., 2009). Aproximadamente metade dos
sobreviventes de TCE grave apresenta seqiiclas de longo prazo que levam ao
comprometimento funcional (JIANG et al., 2002; MARMAROU et al., 2007). O progndstico
do TCE leve ¢ mais controverso, com resultados heterogéneos entre os estudos. Em geral, a
maioria dos pacientes se recupera em um prazo de 3 a 12 meses (CARROLL et al., 2004). No
entanto, para muitos individuos esse periodo é marcado por problemas emocionais, cognitivos
e sociais. Em alguns pacientes, o comprometimento se torna cronico (PETCHPRAPAI e

WINKELMAN, 2007).

1.2  Epidemiologia do TCE

Em vérias regides do mundo, o TCE figura como uma das causas mais importantes de
morte e invalidez. No Brasil, estudos epidemioloégicos abordando o tema s3o raros, mas os
dados disponiveis indicam taxas elevadas de incidéncia e mortalidade. Masini et al. (1994)
calcularam uma incidéncia anual de 341 casos por 100 mil habitantes na cidade de Brasilia.
Koizumi et al. (2000) estimaram uma taxa de mortalidade entre 26 e 39 mortes por 100 mil

habitantes na cidade de Sao Paulo. Na Europa e Estados Unidos, uma quantidade maior de



11

estudos epidemioldgicos esta disponivel. Uma revisao sistematica com dados de varios paises
europeus calculou uma incidéncia anual de 235 casos por 100 mil habitantes e uma
mortalidade de 15,4 mortes por 100 mil habitantes (TAGLIAFERRI et al., 2006). Nos Estados
Unidos pelo menos 1,4 milhdes de casos ocorrem a cada ano, resultando em mais de 50 mil
mortes. Aproximadamente 5,3 milhdes de pessoas vivem com seqiielas de longo prazo
decorrentes de TCE nesse pais, € o custo anual da doenga ultrapassa os 56 bilhdes de dolares
(BINDER et al., 2005). Na populagdo dos Estados Unidos cerca de 70% dos casos de TCE
ocorrem em homens. Criangas, adolescentes e adultos jovens sdo os grupos etarios mais
afetados, porém um segundo pico de incidéncia ocorre em idosos. A principal causa de TCE
em criangas e idosos sdo as quedas. Acidentes de transito e violéncia sdo as causas mais
freqlientes em adultos jovens (LANGLOIS et al., 2006) (Figura 1). Um perfil epidemiologico
similar ocorre na populagdo brasileira (MASINI, 1994; KOIZUMI et al., 2000; MARTINS et
al., 2009; FARIA et al., 2008). O tipico paciente de TCE no Brasil ¢ homem com idade entre

20 e 30 anos, envolvido em acidente de transito (MELO et al., 2004).

140 _ Falls
120 +
Firearms

100 + P e
80 | _.". -'\_. Transport
60 :-"' k T Assault
40 . - = - —— .
20 . ;

0L e e | — | |---'""|""'-—|——__|_":m:.__.

0-4 5-14 15-24 25-34 35-44 45-54 55-64 65-74 75+

Age Group

Figura 1. Hospitalizagdes por traumatismo cranio-encefalico nos Estados Unidos por causa e faixa etéria, a
cada 100 mil habitantes. Adaptado de Thurman et al. (1999).
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1.3  Fisiopatologia do TCE

Os danos cerebrais que ocorrem durante a evolucdo do TCE podem ser divididos em
les@o primaria e secundéria. A lesdo primaria ocorre no momento do trauma e corresponde ao
dano diretamente causado pelas for¢as mecanicas aplicadas no encéfalo. A lesdo secunddria ¢
um conjunto heterogéneo e interligado de eventos patologicos celulares que desenvolvem-se
em resposta a lesdo primaria. A lesdo secundaria se inicia imediatamente apos o trauma, e
alguns de seus mecanismos podem durar meses ou anos (IWATA et al., 2002; GENTLEMAN
et al., 2004; NAGAMOTO-COMBS et al., 2007). Os mecanismos mais estudados na lesdao
secundaria sdo disfuncdo do fluxo sangiiineo e isquemia cerebral, excitotoxicidade, estresse
oxidativo, ¢ inflamag¢dao. A contribuicdo desses mecanismos no desenvolvimento da lesao
secundaria sofre variagdes de acordo com o tipo de lesdo primaria (Figura 2) (MAAS et al.,

2008).

100 = 3 Inflamacgéo

[ Dano mediado por receptores
1 Dano oxidativo
B Dano mediado por calcio

90 =

80 -

B0 -

S0 =

30 -

20 =

Contribuicdo para lesdo secundaria (%)

10

T T 1
HSA Contusdo LAaD

Figura 2. Participacdo relativa de diferentes mecanismos de lesdo secundaria de acordo com o tipo de lesdo
primaria (HSA: hematoma subdural agudo; LAD: lesdo axonal difusa). Adaptado de Maas et al. (2008).
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Considera-se que as seqiielas do TCE sao amplamente determinadas pela lesdo
primaria e secundaria. Essa grande variedade de mecanismos e tipos de danos cerebrais,
associada a outras condigdes freqiientemente concomitantes (trauma nao-cerebral, infeccao,
tromboembolismo, choque, etc.) tornam o TCE uma entidade clinica altamente heterogénea
tanto em fase aguda como cronica. Os estudos atuais sobre a terapéutica do TCE tém focado
atencdo na lesdo secunddria, uma vez que a lesdo primdria s6 pode ser minimizada por
intervengdes preventivas e, em alguns casos, neurocirurgicas (WERNER e ENGELHARD,
2007). Apesar da pesquisa intensa realizada nas ultimas duas décadas, estratégias de
neuroprote¢do capazes de melhorar o progndstico no longo prazo ainda nao estdo disponiveis
na pratica clinica (JAIN, 2008). A Figura 3 ilustra a histdria natural do TCE, com énfase no
perfil temporal dos fendmenos de excitotoxicidade, estresse oxidativo e inflamagdo, e das

seqiielas cognitivas e psiquiatricas.

#® Lesdoprimaria Lesdo secundaria Seqiielas
Contusdes = Excitotoxicidade ---- Déficits cognitivos
Laceractes 1 Estresse oxidativo —— Transtornos psiquiatricos
Hemauorragia == Inflamacgao Distirbios motores e sensoriais
Lesdo axonal difusa Disfuncao vascular e isquemia Epilepsia
Edema Estadovegetativo persistente
Sobrecarga de calcio Outros
Acumulo de proteinas
Cutros

Intensidade

=’.
Minutos Horas Dias Semanas Meses Anos

Figura 3. Histéria natural do traumatismo cranio-encefalico, com énfase nos perfil temporal dos
fendmenos de excitotoxicidade, estresse oxidativo e inflamagdo, e das seqiielas cognitivas e psiquiatricas.
Veja o texto para referéncias.



14

1.3.1 Lesao primaria

Fatores biomecanicos sdo os principais determinantes da lesdo primaria. Um impacto
de alta energia sobre o cranio pode produzir danos focais como contusdo cerebral, laceragdes
e hemorragia (WERNER e ENGELHARD, 2007). For¢as inerciais de desaceleragdo que
ocorrem durante a colisdo da cabeca podem provocam compressdo de estruturas cerebrais
contra superficies Osseas, levando a contusdes remotas por golpe e contragolpe. Esse
mecanismo ¢ mais comum quando altas velocidades estdo envolvidas no trauma, como no
caso de quedas e acidentes de transito (DREW e DREW, 2004). A deformacao do cérebro por
forcas inerciais pode induzir lesdo axonal difusa, um tipo de dano no qual os axdnios sdo
estirados e sofrem comprometimento funcional ou mesmo axotomia primadria
(SAHUQUILLO et al., 2001). Estudos experimentais com primatas nao-humanos e nao-
primatas mostraram que dano cerebral pode ser induzido exclusivamente por forgas inerciais,
na auséncia de um impacto craniano direto (GENNARELLI et al., 1981; CHEN et al., 2004).
No entanto, o TCE sem impacto ndo ¢ comum na populacdo civil. A maioria dos casos
envolve uma colisdo do cranio produzindo diferentes graus de danos focais e difusos
(EISENBERG et al., 1990). A deformagdo dos neuronios por forgas mecanicas provoca
abertura de poros na membrana celular, um fenomeno denominado mecanoporagado
(BARBEE, 2005; FARKAS et al., 2006). O aumento inespecifico na permeabilidade da
membrana permite o vazamento de ions, provocando despolarizagdo. O influxo massivo de
calcio desencadeia a ativagdo anomala de uma ampla gama de vias intracelulares (BARBEE,
2005; STRONG e DARDIS, 2005). As forcas mecanicas também afetam diretamente o
citoesqueleto neuronal, causando comprometimento do transporte axonal, acimulo de
proteinas, € mesmo axotomia secundaria (FITZPATRICK et al., 1998; KELLEY et al., 2006).

Neste ponto, as alteragdes fisiopatoldgicas sdo mais bem descritas como lesao secundaria.
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Outra classificacao da lesdo primaria considera a integridade do cranio e dura-mater,
classificando o TCE como fechado ou penetrante. O TCE fechado ¢ o mais prevalente. O TCE
penetrante tem um perfil particularmente grave e esta associado a altas taxas de complicagdes
(PEEK-ASA et al., 2001; BLACK et al., 2002). Uma forma especifica de lesdo primaria
associada a um quadro clinico de intensidade leve a grave tem sido cada vez mais descrita em
populagdes militares. O chamado "TCE de explosdo" nao envolve impacto direto sobre o
cranio, sendo provavelmente causado por ondas mecanicas de choque que se propagam nos
tecidos durante a exposi¢do a uma explosdo. Apenas recentemente essa forma de TCE

comecou a ser investigada (LING et al., 2009).

1.3.2 Lesao secundaria

Disfung¢do do fluxo sangiiineo e isquemia: as altas necessidades metabdlicas do
cérebro sdo supridas fisiologicamente por um fluxo sangiiineo constante que ¢ mantido por
um rigoroso controle da resisténcia vascular principalmente em resposta a mudangas na
pressao de perfusdo cerebral e concentracdo de dioxido de carbono (JONES et al., 1989). No
TCE esse controle ¢ precocemente perdido, resultando em fluxo sangiiineo inadequado e
hipoxia (BOUMA et al., 1991; GREVE e ZINK, 2009). Em situagdo extrema, a disfuncao
vascular leva ao vasoespasmo pds-traumatico, no qual ocorre constri¢do intensa e sustentada
de grandes artérias da base do cérebro (ARMIN et al., 2008). Os mecanismos da disfungao
vascular no TCE s3o pouco conhecidos e possivelmente envolvem mudangas na morfologia
dos vasos decorrentes do trauma, inflamagdo, quebra da barreira hematoencefalica, e
perturbagdes no metabolismo do 6xido nitrico e acetilcolina (DEWITT ¢ PROUGH, 2003;
WERNER e ENGELHARD, 2007). Em tecidos isquémicos, os niveis extracelulares de

glutamato aumentam rapidamente, causando excitotoxicidade (BENVENISTE et al., 1984).
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Excitotoxicidade: o glutamato ¢ o principal neurotransmissor excitatorio do cérebro. A
estimulacdo neuronal excessiva por glutamato desencadeia um conjunto de eventos
patolégicos conhecidos como excitotoxicidade (CHOI, 1992). O processo excitotoxico inclui
uma sobrecarga intracelular de calcio e soédio através da ativagdo dos receptores
glutamatérgicos ionotropicos, resultando na ativacdo deletéria de vias enzimaticas que em
ultima instancia leva a morte celular (OLNEY et al., 1986; SATTLER e TYMIANSKI, 2000).
Fisiologicamente, o excesso de glutamato na fenda sindptica é evitado por um sistema de
recaptagdo astrocitdrio (ANDERSON e SWANSON, 2000). Imediatamente apds o TCE,
ocorre um aumento nos niveis extracelulares de glutamato que pode durar de minutos a dias
(OBRENOVITCH e URENJAK, 1997). Com base nesses achados, foi cogitado que
excitotoxicidade seria um mecanismo importante na lesdo secundaria. De fato, muitas drogas
que limitam a neurotransmissdo glutamatérgica mostraram resultados positivos em modelos
animais (SMITH et al., 1993; RAO et al., 2001; KUO et al., 2007). Ensaios clinicos com
antagonistas glutamatérgicos, no entanto, nao foram bem sucedidos (JAIN, 2008). As causas
hipotéticas para o aumento do glutamato apés TCE sdo variadas: vazamento decorrente da
mecanoporagdo, entrada do aminoacido a partir do plasma devido a quebra da barreira
hematoencefalica, exocitose excessiva associada a despolarizagdo andmala, e alteragdes na
expressao dos transportadores do aminoacido nos astrocitos (YI e HAZELL, 2006).

Inflamagao: o TCE desencadeia uma ampla resposta inflamatdria no cérebro. Logo
apds o trauma, a microglia se torna ativada, iniciando fagocitose e secre¢do de citocinas
inflamatorias (ENGEL et al., 2000; KOSHINAGA et al., 2007). A ativa¢ao microglial pode
durar de meses a anos (GENTLEMAN et al., 2004; NAGAMOTO-COMBS et al., 2007).
Quimiocinas secretadas pela glia promovem a migragao de leucocitos dos vasos para o tecido
cerebral (GHIRNIKAR et al., 1998; HOLMIN et al., 1998). A passagem dos leucocitos pela

barreira hematoencefalica ¢ mediada por mudangas na expressdo de moléculas de adesdo
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celular (CARLOS et al., 1997, WHALEN et al., 1998). O acumulo de leucdcitos expande a
atividade fagocitica e secre¢do de citocinas nos tecidos danificados, contribuindo para o
desenvolvimento do edema cerebral (SCHOETTLE et al., 1990; WHALEN et al., 2000). Os
astrocitos respondem ao trauma secretando mediadores inflamatorios e fatores de
crescimento, e iniciando astrocitose reativa, um processo que inclui hipertrofia e hiperplasia
(LAIRD et al., 2008). Fator de necrose tumoral-a, interleucina-1, interleucina-6 e proteinas
do sistema complemento figuram como os mediadores inflamatdrios mais estudados no TCE
(GHIRNIKAR et al., 1998; BELLANDER et al., 2001; SCHMIDT et al., 2005). Alguns
autores sugerem que danos focais e difusos tém perfis inflamatorios diferentes (MORGANTI-
KOSSMANN et al., 2007).

Estresse oxidativo: o estresse oxidativo ¢ uma via comum de varios mecanismos de
dano tecidual durante a evolugdo do TCE. Disfungdo vascular ¢ edema cerebral sao
considerados causas de fenomenos de isquemia e reperfusdo, onde hd aumento na produgdo
de radicais livres (BROWN et al., 1998; MUIZELAAR, 1993). Um conceito similar ao da
penumbra isquémica do acidente vascular encefélico foi proposto para o TCE (ASTRUP et
al., 1981; COLES et al.,, 2004; CUNNINGHAM et al., 2005). A "penumbra traumatica"
consistiria em areas de tecido afetadas pelo trauma que estdo sob isquemia, mas permanecem
viaveis. Como na penumbra isquémica, o estresse oxidativo seria um componente
fisiopatologico importante da penumbra traumatica (MUIZELAAR, 1993; BROUNS e DE
DEYN, 2009). A sobrecarga de calcio intracelular que acompanha o TCE modifica o
gradiente eletroquimico da cadeia transportadora de elétrons, levando a disfungdo
mitocondrial e aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (LEWEN et al., 2000).
Producdo de radicais livres também ocorre durante o processo inflamatorio e em
conseqiiéncia da ativagdo andmala de enzimas induzida pelo célcio (ARUNDINE e

TYMIANSKI, 2004; SCHMIDT et al., 2005). A quantidade excessiva de radicais livres
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promove oxidacdo de proteinas, lipideos e dacidos nucléicos, resultando em danos
ultraestruturais que levam a disfung¢ao e morte celular. Esses fendmenos sao mais intensos no
periodo de horas a dias apos o trauma. Um importante tipo de dano molecular produzido por
estresse oxidativo em neurdnios ¢ a peroxidacdo lipidica. Na peroxidagdo lipidica, radicais
livres reagem com fosfolipideos de membrana produzindo radicais de acidos graxos que por
sua vez desestabilizam fosfolipideos da vizinhanga, gerando uma reagdo em cadeia. O
fenomeno compromete a integridade da membrana alterando a fluidez, ancoragem de

proteinas e permeabilidade (HALLIWELL e CHIRICO, 1993).

14 Seqiielas do TCE

As seqiielas do TCE sao bastante heterogéneas e freqiientemente persistentes. Crises
epilépticas, paresias, espasticidade e disturbios da fala, coordenacdo, equilibrio, sentidos
especiais e sono sdo exemplos dessas seqiiclas (KHAN et al., 2003). Uma condi¢do extrema,
porém rara, ¢ o estado vegetativo persistente. Na ultima década, a literatura tem dado destaque
para as perturbagdes cognitivas e psiquiatricas que seguem o TCE, em fun¢do da elevada
prevaléncia e impacto na vida de pacientes e familiares (HIMANEN et al., 2006;
SCHWARZBOLD et al., 2008; KREUTZER et al., 2009). Essas seqiielas podem ndo ser
oObvias em uma avaliacdo mais superficial e muitas vezes ocorrem em individuos sem
prejuizos neurologicos grosseiros, contribuindo para justificar a denominagdo do TCE como
uma "epidemia silenciosa" (VAISHNAVI et al,, 2009). Atualmente o conhecimento

especifico sobre a fisiopatologia e tratamento dessas sindromes ¢ bastante limitado.

1.4.1 Prejuizos cognitivos

Na fase aguda do TCE, a alteragdo da consciéncia ¢ acompanhada de perturbagdo

cognitiva generalizada, na forma de delirium e amnésia poOs-traumatica. Mesmo apos a
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recuperagao completa da consciéncia, que pode levar de minutos a meses dependendo da
gravidade do trauma, uma propor¢ao consideravel de pacientes apresenta prejuizos cognitivos
especificos. Esses prejuizos tendem a melhorar nos primeiros meses, mas podem persistir
cronicamente, principalmente no TCE grave (VAKIL, 2005). Em amostras de TCE moderado
e grave usualmente metade dos pacientes apresenta comprometimento cognitivo acentuado no
longo prazo (KERSEL et al., 2001; VAKIL, 2005). No caso do TCE leve, estudos mostram
resultados mais heterogéneos, com comprometimento cognitivo persistente afetando de 1 a
20% dos individuos (ARCINIEGAS et al., 2005; DIKMEN et al., 2009). Nao existe um
padrdo claro para os prejuizos cognitivos apés TCE, mas os dominios usualmente
comprometidos sdo atencdo, velocidade de processamento (MATHIAS e WHEATON, 2007),
memoria de trabalho (MCALLISTER et al., 1999) e fungao executiva (FORTIN et al., 2003).
Em termos de neuroanatomia funcional, as explicagdes para esses prejuizos envolvem o
acometimento de regides especificas do cérebro que tém um papel conhecido em um
determinado aspecto da cogni¢do, como por exemplo, o cortex pré-frontal dorsolateral
(DLPC) na fungdo executiva ou o cortex orbitofrontal (OFC) na tomada de decisdes
(CUMMINGS, 1993; BECHARA et al., 2000). No entanto, o TCE ¢ diferente de uma lesao
cirargica delimitada, freqiientemente envolvendo danos difusos ou em areas remotas ao ponto
de impacto. Além disso, a lesdo secundaria se estende por um periodo muito além daquele em
que cérebro ¢ submetido a forca mecanica. Desse modo, mecanismos adicionais tém sido
sugeridos para explicar os prejuizos cognitivos apés TCE. Exemplos desses mecanismos sao
perda neuronal e alteragdes na eletrofisiologia do hipocampo (CHEN et al., 1996; WITGEN et
al., 2005), perturbacdo na formagao de potencia¢dao de longo prazo (SCHWARZBACH et al.,
20006), disfun¢do na neurotransmissdo dopaminérgica e colinérgica (ARCINIEGAS, 2003;
GORMAN et al., 1996; BALES et al., 2009), toxicidade por acimulo de B-amiloide (IWATA

et al., 2002; LOANE et al., 2009), entre outros.
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1.4.2 Transtornos psiquiatricos

Em comparag¢do com outros tipos de seqiielas, ¢ mais dificil estabelecer uma relagao
causal entre TCE e sindromes psiquiatricas. Prejuizos motores e cognitivos, por exemplo,
surgem precocemente na evolugdo do TCE e ndo ocorrem na populagdo geral sem causas
aparentes. Ja os transtornos psiquiatricos na populacao geral constituem entidades nosologicas
independentes que usualmente ndo sdo concomitantes a danos cerebrais grosseiros. Mesmo
assim, uma quantidade substancial de evidéncias indica que o TCE ¢ capaz de causar
diretamente sindromes psiquiatricas (ROSENTHAL et al., 1998; VAN REEKUM et al., 2000;
KIM et al., 2007, SCHWARZBOLD et al., 2008). Evidéncias também sugerem que o TCE
aumenta o risco de transtornos psiquiatricos no longo prazo (ACHTE et al., 1991; KOPONEN
et al., 2002; HOLSINGER et al., 2002). Os transtornos psiquiatricos p6s-TCE mais comuns
sdo depressdo, transtornos de ansiedade, alteracdes de personalidade e psicose (KIM et al.,
2007; SCHWARZBOLD et al., 2008). A Tabela 2 mostra as taxas de prevaléncia e os
principais fatores associados a esses transtornos. Os pacientes afetados com freqiiéncia ndo
tém histéria psiquidtrica e apresentam idade de inicio e sintomas atipicos em relagdo aos
transtornos primarios. Depressdo, transtornos de ansiedade e psicose tém sido descritos apds
periodos variaveis de laténcia, afetando individuos com trauma de diferentes gravidades
(JORGE et al., 2004; HIOTT ¢ LABBATE, 2002; ZHANG ¢ SACHDEV, 2003). As
alteracdes de personalidade, incluindo sintomas de apatia, desinibicdo comportamental,
agressividade e labilidade afetiva, parecem seguir um perfil mais parecido com o dos
prejuizos cognitivos, surgindo precocemente apds TCE severo (PELEGRIN-VALERO et al.,

2001; GOLDEN e GOLDEN, 2003).



Tabela 2. Prevaléncia e fatores associados aos principais transtornos psiquiatricos apos
traumatismo cranio-encefalico. Adaptado de Schwarzbold et al. (2008).

Depressao
Prevaléncia 7,1 a 36%
Co-morbidade com ansiedade, agressividade
Problemas psicossociais
Mais prejuizos cognitivos

Danos no DLPC, OFC, cértex cingulado anterior, hipocampo

Mania
Prevaléncia 9%
Co-morbidade com agressividade, convulsées

Danos na regido basotemporal

Transtorno do estresse pos-traumatico
Prevaléncia 5,6 a 18,2%
Co-morbidade com depressao, dor cronica
TCE leve como um fator de risco
Fatores protetores:
Periodo mais longo de amnésia pds-traumatica

Danos no cortex pré-frontal, amigdala

Transtorno obsessivo-compulsivo
Prevalénciala 4,7%
Em criangas e adolescentes: problemas psicossociais, sexo feminino

Danos no lobo temporal anterior, cortex pré-frontal

Psicose
Prevaléncia 0,1 a 9,8%
Histdria familiar
Maior gravidade de TCE
Predominancia de sintomas positivos

Danos no lobo frontal, lobo temporal

Alteragoes de personalidade
Incluem apatia, desinibicdo comportamental, agressividade e labilidade afetiva
Prevaléncia em sobreviventes de TCE severo de aproximadamente 60%
Maior gravidade de TCE
Comprometimento do funcionamento social

Danos no lobo frontal
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O conhecimento sobre a fisiopatologia dos transtornos psiquiatricos pds-TCE ¢
incipiente, e sua relacdes com os mecanismos da lesdo primdaria e secundaria sdo pouco
conhecidas. E possivel conjecturar que mecanismos envolvidos nos prejuizos cognitivos
também contribuam na génese dos transtornos psiquiatricos pos-TCE, mas evidéncias diretas
sdo escassas. As informagdes atualmente disponiveis sobre a fisiopatologia dos transtornos
psiquiatricos pés-TCE foram fornecidas essencialmente por estudos de neuroimagem, que em
conjunto, sugerem um comprometimento do cortex pré-frontal e areas limbicas do lobo

temporal (JORGE et al., 1993; KOENIGS et al., 2008; CHEN et al., 2008).

1.5 Modelos animais de TCE

Muito do que se conhece sobre a fisiopatologia do TCE provém de estudos pré-
clinicos. Inimeras metodologias tém sido utilizadas para modelar os diferentes aspectos do
TCE em laboratorio. A biomecanica da colisdo da cabeca pode ser abordada por protocolos
nao-bioldgicos como, como por exemplo, modelos matematicos ou em gel (VOO et al., 1996;
ZHANG et al., 2007). Protocolos in vitro podem ser empregados no estudo do estiramento
axonal e inicio da lesdo secundaria (BARBEE, 2005; GEDDES-KLEIN et al., 2006). No
entanto, os modelos animais sdo os mais utilizados, pois proporcionam oportunidades impares
no estudo da fisiopatologia e tratamento do TCE. A pesquisa dos mecanismos da lesdo
primaria com freqiiéncia emprega modelos com primatas nao-humanos devido a suas
similaridades anatomicas com os humanos (OMMAYA e HIRSCH, 1971; GENNARELLI et
al., 1981; VANDER VORST et al., 2007). Mais recentemente, o reconhecimento do papel da
lesdo secundaria na fisiopatologia do TCE acompanhou-se de uma expansdo da pesquisa,
levando a necessidade de modelos que empregassem animais mais amplamente disponiveis e

de manejo mais facil, tais como roedores. Outra vantagem dos roedores é a possibilidade do



23

uso de camundongos geneticamente modificados, permitindo o estudo do papel de genes
especificos no TCE (SCHERBEL et al., 1999; NATHOO et al., 2003).

Os modelos de TCE mais utilizados na atualidade s3o o de impacto cortical
controlado, percussdo por fluido, queda de peso e aceleracao por impacto (MORALES et al.,
2005) (Figura 4). O modelo do impacto cortical controlado consiste na trepanagdo do cranio
seguida do impacto direto no cortex de um pistdo de metal impulsionado pneumaticamente
(DIXON et al., 1991). O modelo da percussdo por fluido também envolve a trepanagdo
craniana, mas o impacto ¢ realizado por um jato de fluido em alta velocidade (DIXON et al.,
1987). O modelo de queda de peso consiste no impacto direto sobre o cranio de um projétil
guiado em queda livre (FEENEY et al., 1981; FLIERL et al., 2009). No modelo de aceleragao
por impacto, um projétil em queda livre também ¢ utilizado, mas o cranio ¢ protegido por uma
placa de metal e o animal é posicionado sobre uma superficie elastica, privilegiando a
ocorréncia de dano por forgas inerciais (MARMAROU et al.,, 1994). Cada modelo tem
caracteristicas especificas, como por exemplo, facilidade de implementagao, predominio de
dano focal ou difuso e diferentes taxas de mortalidade (MORALES et al., 2005). O modelo de
queda de peso ja foi apontado como um dos que mais se aproximam da realidade clinica
(FLIERL et al., 2009). Nenhum modelo, no entanto, ¢ considerado capaz de reproduzir
amplamente os aspectos conhecidos da clinica do TCE em termos de manifestagdes aparentes,
mecanismos ¢ resposta aos tratamentos (isto ¢, validade de face, de construto e preditiva,
respectivamente) (LAURER e MCINTOSH, 1999).

Além do estudo dos mecanismos de lesdo primaria e secundaria, modelos animais
também tém sido utilizados na investigacdo das seqiiclas tardias do TCE. O trauma
experimental é capaz de induzir prejuizos cognitivos ¢ da fungdo sensério-motora em
roedores. Essas alteragoes tém sido utilizadas como medidas de resultado na literatura desde o

estabelecimento dos modelos. Os protocolos mais empregados para avaliagdo da fungao
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sensorio-motora sdo 0s escores neurologicos e os testes de equilibrio e marcha em barras. Os
testes mais empregados para avaliagdo da cogni¢do sdo os labirintos de Lashley III, de
Barnes, radial de 8 bragos e principalmente o labirinto aquatico de aquatico de Morris
(FUJIMOTO et al.,, 2004). A avaliagdo de parametros de emocionalidade ap6és TCE
experimental ¢ recente na literatura. Os poucos estudos disponiveis t€m mostrado alteragdes
no comportamento tipo-ansioso e depressivo (TAYLOR et al., 2006; SHAPIRA et al., 2007;
TWEEDIE et al., 2007; MILMAN et al., 2008; JONES et al., 2008; PANDEY et al., 2009).
No entanto, a maioria dos estudos investigou exclusivamente o trauma de gravidade leve, ¢
alguns deles mostraram resultados relativamente contraditorios para um mesmo paradigma

(JONES et al., 2008; PANDEY et al., 2009).

Figura 4. Principais modelos animais de traumatismo cranio-encefalico utilizados na atualidade. (A)
Queda de peso. (B) Aceleragdo por impacto. (C) Impacto cortical controlado. (D) Percussdo por fluido.
Adaptado de Morales et al. (2005).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Caracterizar um modelo de TCE experimental por queda de peso em
camundongos utilizando pardmetros comportamentais com énfase em

emocionalidade e cogni¢do, e parametros de estresse oxidativo.

Objetivos especificos

Aprimorar um aparato capaz de induzir TCE em camundongos com projéteis de

diferentes massas de modo pratico, preciso e consistente.

Avaliar o estado neuroldgico dos animais na fase aguda do trauma através de
metodologia especifica, definindo a capacidade do modelo em produzir diferentes

gravidades de trauma.

Ap6s fase aguda, avaliar os efeitos do TCE experimental sobre parametros de
emocionalidade e cognicdo através de paradigmas comportamentais amplamente

reconhecidos.

Avaliar os efeitos do TCE experimental sobre parametros de estresse oxidativo em

cortex e hipocampo, em diferentes periodos ap6s o trauma.

Realizar uma analise histoldgica qualitativa do cérebro dos animais.

Iniciar uma linha de pesquisa em TCE experimental junto ao Nucleo de Pesquisas
em Neurologia Clinica e Experimental e ao Laboratorio Experimental de Doengas

Neurodegenerativas da Universidade Federal de Santa Catarina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem swiss machos de 3 a 5 meses de idade
pesando entre 30 ¢ 40 g provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina. Os animais foram mantidos no biotério setorial sob temperatura controlada (23 + 1°
C) em ciclo de luz de 12 h, com comida e dgua a vontade, em um nimero maximo de 20
animais por caixa. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (PP00362,

23080.025622/2009-40).

33 TCE experimental

O TCE experimental foi induzido através de um modelo de queda de peso. O aparato,
inicialmente desenvolvido junto a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, foi aprimorado
no presente estudo (Figura 5). Cada camundongo foi anestesiado com isoflurano inalatério
(0,96%; Laboratorios Abbott, SP, Sdo Paulo) e posicionado manualmente sobre uma
superficie emborrachada sob um cano vertical de 120 cm de comprimento. Um projétil de
aluminio foi solto em queda livre através do tubo, provocando um impacto direto na regidao
frontoparietal esquerda. A superficie de contato do projétil era plana, livre de irregularidades,
com 3 mm de didmetro. Um feixe luminoso indicou o local do impacto. As massas dos
projéteis (10 g, 12,5 g e 15 g) definiram os grupos experimentais. Imediatamente apos o
impacto, cada animal recebeu oxigénio (100%, 5 1 por min via mascara para roedores) até
recuperagdo espontdnea da respiragdo. A seguir, analgesia foi realizada através da
administracdo de fentanil (0,05 mg/kg inicial seguido de 0,01 mg/kg a cada 12 h por 72 h, i.

p.; Janssen-Cilag Farmacéutica, SP, Sdo Paulo), conforme descrito na literatura do modelo de
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queda de peso (FLIERL et al., 2009) e requisitado pelo Comité de Etica no Uso de Animais.

Os animais controle foram submetidos a todos os procedimentos, exceto o impacto do projétil.

Feixe luminoso \\’

Projéi S
Diametro do corpo: 10 mm

Didmetro do ponto de impacto: 3 mm

Massa: 10g,125g, 15g

Cano //

Comprimento: 120 cm
Diametro interno: 11 mm

Base de apoio emborrachada

\

Figura 5. Aparato de traumatismo cranio-encefalico experimental.
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3.2 Visao geral dos experimentos

A Tabela 3 descreve a cronologia dos experimentos. Uma hora apds o trauma os
animais foram submetidos & avaliacdo neuroldgica. Apdés 10 dias de recuperacdo em
condi¢des normais, 0s animais iniciaram uma bateria de testes comportamentais (Figura 6).
Os testes foram realizados sob filmagem em uma sala de baixa luminosidade (12 lux) e baixo
ruido. A ordem dos testes foi do menos aversivo ao mais aversivo, com um intervalo de 24 h
entre cada um, objetivando a minimizacdo de interferéncias (MCILWAIN et al., 2001;
PAYLOR et al., 2006). Ao final da bateria comportamental, os animais foram perfundidos e o
cérebro foi retirado para andlise histologica. A avaliacdo da sensibilidade ao choque foi
realizada em um grupo independente de animais. Também em grupos independentes de
animais, cortex e hipocampo foram dissecados nos periodos de 2 h, 24 h e 14 dias apos o

trauma, para mensuragao de parametros de estresse oxidativo.

Tabela 3. Cronologia dos experimentos.

Experimento Periodo
Traumatismo cranio-encefdlico experimental............... 0
Escore neuroldgico de severidade............cccccoovernnne.e. 1h

Bateria de testes comportamentais

Teste do campo aberto.........cccooveeveoeeeeeeeeeee. 10 dias
Teste do labirinto em cruz elevado............................ 11 dias
Teste do nado forcado............cocoooevvvievcccecceceeeen 12 dias
Teste da suspensdo pela cauda..........c.ccccooovvveveeenne 13 dias
Esquiva inibitéria do tipo step down...........cc.c.......... 14 dias
Perfusdo para analise histoldgica............c.cccoovvvvrerennn.. 15 dias
Teste da sensibilidade ao choque...........c.cccocoooeevrennc. 14 dias

Retirada do cértex e hipocampo
para medidas de estresse oxidativo..........c.ccccccevurnnnn. 2h
24 h
14 dias




— R

Figura 6. Ilustracdo da bateria de testes comportamentais. (A) Teste do campo aberto. (B) Teste do
labirinto em cruz elevado. (C) Teste do nado forgcado. (D) Teste da suspensdo pela cauda. (E) Esquiva
inibitoria do tipo step down. Adaptado de Cryan e Holmes (2005), e Talton (2007).

3.4  Avaliacio neuroldgica

Uma hora ap6és o trauma, os camundongos foram avaliados através do escore
neurologico de severidade (NSS). Trata-se de uma escala de avaliagdo comportamental
bastante utilizada para medir o estado neuroldgico geral de camundongos no contexto do TCE
experimental (STAHEL et al., 2000). O teste ¢ realizado em um aparato especifico descrito na
literatura (FLIERL et al., 2009). Trata-se de um circulo plastico (diametro 30 cm, altura 20
cm) com uma abertura de saida (5 x 5 cm), e um conjunto de traves paralelas de diferentes
larguras, posicionadas a 20 cm do chao ligando duas plataformas (Figura 7). Os parametros
avaliados no NSS estdo descritos na Tabela 4. Para cada item, uma resposta positiva vale 1
ponto, € uma resposta negativa vale 0 ponto. Uma maior pontuagdo total no NSS indica um

maior comprometimento neurologico, at¢ o maximo de 10 pontos. Os camundongos que
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tiveram NSS de 9 ou 10 foram imediatamente sacrificados. Esse procedimento esta descrito
na literatura do modelo de queda de peso como medida de limitagao de sofrimento (FLIERL

et al., 2009), tendo sido requisitado pelo Comité de Etica no Uso de Animais.

20 cm

30cm

Figura 7. Aparato utilizado na avaliagdo do escore neuroldgico de severidade.

Tabela 4. Parametros avaliados no escore neurologico de severidade (NSS).

Presenga de paresia

Inabilidade em andar em linha reta

Perda do comportamento exploratdrio

Falha em sair do circulo (até 3 min)

Inabilidade em andar na trave de 3 cm (até 2 min)
Inabilidade em andar na trave de 2 cm (até 2 min)
Inabilidade em andar na trave de 1 cm (até 2 min)

Inabilidade em se equilibrar na trave 0,7 cm (até 10 s)

O ® N o Uk~ W N

Inabilidade em se equilibrar na trave redonda (até 10 s, 3 tentativas)

—_—
o

Perda do reflexo de sobressalto
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3.5 Teste do campo aberto

Para mensurar possiveis alteragdes locomotoras associadas ao TCE experimental, foi
utilizado o paradigma do campo aberto. O teste foi realizado 10 dias ap6s o trauma,
empregando metodologia padrdo do laboratorio (RIAL et al.,, 2009). O aparato do teste
consiste em uma arena acrilica de chdo cinza (30 x 30 cm) e paredes transparentes. Cada
camundongo foi colocado no centro da arena e explorou livremente o aparato durante 5 min.
As filmagens foram analisadas através do software ANY-Maze® (Stoelting Co., Wood Dale,
IL, Estados Unidos) para determinagdo dos parametros de distancia percorrida, entradas na
regido central da arena, e tempo de permanéncia na regido central da arena. O parametro de

comportamento de levantar foi avaliado visualmente.

3.6 Teste do labirinto em cruz elevado

O paradigma do labirinto em cruz elevado ¢ um protocolo reconhecido para avaliagao
dos efeitos ansioliticos e ansiogénicos de farmacos e procedimentos (LISTER, 1987). O teste
foi realizado 11 dias apo6s o trauma, utilizando metodologia padronizada (RIAL et al., 2009).
O aparato consistiu em um labirinto de madeira recoberto por formica preta, composto por
dois bragos (18 x 6 cm) opostos fechados, isto €, cercados de paredes, e dois bragos opostos
abertos, unidos por uma plataforma elevada a 60 cm do chao. Cada camundongo foi colocado
na plataforma com a cabeca voltada para um brago fechado e explorou livremente o aparato
durante 5 min. As filmagens foram analisadas visualmente. O nimero de entradas e o tempo
de permanéncia nos bragos abertos e fechados foram usados para o céalculo das porcentagens
de entradas e permanéncia em braco aberto. Uma maior exploracdo dos bragos abertos ¢
considerada indicativa de menor ansiedade. O nimero de entradas em brago fechado ¢ a

medida de locomocgao do teste.
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3.7  Teste do nado forcado

O teste do nado forcado ¢ um método classico para avaliagdo de desespero
comportamental em roedores (PORSOLT et al., 1977). Nos paradigmas de desespero
comportamental, os animais mostram um presumido comportamento tipo-depressdao quando
submetidos a uma situagdo aversiva inescapavel. O teste foi realizado 12 dias apds o trauma,
conforme metodologia previamente descrita (ZOMKOWSKI et al., 2004). O aparato consistiu
em um tubo plastico (didmetro 10 cm, altura 25 cm), preenchido com agua a 25 + 1° C até 19
cm. Cada camundongo foi for¢ado a nadar no tubo por 6 min. O comportamento tipo-
depressdo ¢ o tempo de imobilidade, definido pela auséncia de nado ativo, quando o animal

faz apenas os movimentos necessarios para manter a cabeca sobre a agua.

3.8  Teste da suspensio pela cauda

O teste da suspensdao pela cauda também se baseia no paradigma do desespero
comportamental (STERU et al., 1985). O teste foi realizado 13 dias apos o trauma, utilizando
metodologia padronizada (CUNHA et al., 2008). Cada camundongo foi suspenso pela cauda
a 50 cm do chao durante 6 min, através de uma fita adesiva aplicada de modo suave. O
comportamento tipo-depressdo ¢ o tempo de imobilidade, definido pela auséncia de

movimentos ativos, quando o animal permanece apenas suspenso passivamente.

.....

3.9  Esquiva inibitoria do tipo step down

A esquiva inibitoria do tipo step down ¢ um paradigma de condicionamento aversivo
no qual o roedor aprende a associar a descida de uma plataforma com um choque elétrico leve
nas patas. O teste foi realizado 14 e 15 dias apds o trauma, utilizando metodologia
previamente descrita (RIAL et al., 2009). O aparato consiste em uma caixa acrilica (50 x 25 x

25 cm) com chdo formado por uma grade de barras metalicas paralelas com 0,1 cm de
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diametro cada, separadas em 1 cm. Uma plataforma acrilica (10 x 10 x 2 cm) foi posicionada
firmemente sobre o chdo em grade. Na sessao de treino, cada camundongo foi colocado sobre
a plataforma e o tempo para descida na grade foi anotado. Quando o animal colocou as quatro
patas sobre a grade, um choque elétrico de 0,3 mA com duragdo de 2 s foi aplicado nas patas.
As sessOes de teste foram realizadas em 1,5 e 24 h apds o treino. Cada camundongo foi
colocado na plataforma e o tempo para descida foi anotado, até um limite de 180 s. Nas
sessoes de teste ndo foi aplicado choque. A retengdo de memoria ¢ medida pela comparagao

do tempo para descida da plataforma entre as sessdes de treino e testes.

3.10 Teste da sensibilidade ao choque

O limiar de sensibilidade ao choque foi avaliado em um grupo independente de
camundongos 14 dias apos o trauma, utilizando metodologia similar a descrita previamente
(REISS et al., 2008), com modificagdes. O mesmo aparato da esquiva inibitdria do tipo step
down foi utilizado, sem a plataforma. Cada animal foi colocado sobre a grade e, ap6és um
periodo de ambientagdo de 2 min, foram aplicados choques consecutivos em um nivel
crescente de intensidade. Os choques duraram 2 s e iniciaram em 0,1 mA, aumentando em 0,1
mA a cada 30 s. Trés padrdes comportamentais de resposta foram avaliados: correr, pular e
vocalizar. O choque maximo foi definido como aquele capaz de induzir vocalizacdo, até um

teto de 0,5 mA.

3.11 Analise histologica qualitativa

ApoOs completarem os testes comportamentais 15 dias apds o TCE experimental, 3
animais de cada grupo foram escolhidos aleatoriamente para perfusao. Cada camundongo foi
anestesiado com hidrato de cloral (400 mg/kg, i. p.) e perfundido por via transcardiaca com

solugdo salina 0,9%, seguida de tampao de fosfato contendo paraformaldeido 4% em solugdo.
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Os cérebros foram removidos e mantidos nessa ultima solu¢ao durante 24 h. O hemisfério
direito (contralateral ao trauma) foi marcado com nanquim para posterior identificagdo. Os
cérebros foram seccionados na altura da regido central do hipocampo, processados com
técnicas histoldgicas padrao, embebidos em parafina e submetidos a microtomia para
obtencdo de cortes de 5 pum de espessura. Os cortes foram montados em laminas,
desparafinizados, corados com técnica padrao de hematoxilina-eosina e analisados em por

microscopia de luz (Nikon Eclipse 501, Nikon Inc., New York, NY, Estados Unidos).

3.12 Mensuragido de parametros de estresse oxidativo

Grupos independentes de camundongos foram sacrificados nos periodos de 2 h, 24 h e
14 dias apds TCE experimental. Para cada animal, cortex e hipocampo esquerdo e direito
foram dissecados separadamente para mensuracdo dos seguintes parametros relacionados a
estresse oxidativo:

Niveis de glutationa reduzida (GSH) na forma de tidis ndo-protéicos (NPSH): as
amostras foram misturadas com 4cido tricloroacético 10% e centrifugadas a 16000 x g por 10
min. O sobrenadante 4cido foi adicionado em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,0) e DTNB 10 mM.
O resultante da reacdo (90% GSH) foi monitorado por medida de absorbancia em 405 nm
(ELLMAN, 1959).

Niveis de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS): as atividades enzimaticas
e os produtos de peroxidacdo lipidica foram determinados por espectrofotometria no
sobrenadante dos homogenatos centrifugados a 20000 x g por 30 min a 4° C contendo tampao
de HEPES a 20 mM (pH 7,4). As TBARS foram mensuradas pelo método de Ohkawa et al.
(1979), no qual o MDA, um produto da peroxida¢do de 4cidos graxos, reage com acido
tiobarbiturico. Os valores foram determinados pelo coeficiente de absorbancia do complexo

MDA-4cido tiobarbiturico em 532 nm.
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Ensaio enzimatico: a atividade da glutationa redutase (GR) foi determinada pelo
método de Carlberg and Mannervik (1985). O consumo de NADPH na redugdo do GSSG foi
medido por espectrofotometria a 340 nm. A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi
medida pelo método de Wendel (1981), utilizando tert-butil hidroperéxido como substrato. O
desaparecimento do NADPH foi monitorado por espectrofotometria a 340 nm. As proteinas

foram quantificadas utilizando albumina de soro bovino como padrao (BRADFORD, 1976).

3.13 Analise estatistica

Os dados ndo-paramétricos foram analisados através do teste de Kruskal-Wallis
seguido por analise post hoc com o teste de Dunn ou Wilcoxon, quando apropriado. Os dados
paramétricos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida por
analise post hoc com o teste de Newman-Keuls ou Tukey, quando apropriado. O softwares
empregados foram o GraphPad Prism 4 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, Estados

Unidos).

4 RESULTADOS

4.1  Avaliacao neurolégica

Até 1 h apo6s o trauma foram observadas as seguintes taxas de mortalidade: grupo
controle 0%, grupo 10 g 9%, grupo 12,5 g 51,2% e grupo 15 g 72,2%. Os animais que
sobreviveram realizaram o NSS (Figura 8). O grupo 12,5 g teve um escore significativamente
maior que o grupo controle, e o grupo 15 g teve um escore significativamente maior que os
grupos controle e 10 g [Kruskal-Wallis test (P < 0,0001), post hoc Dunn; n = minimo de 17
animais por grupo; medianas: grupo controle 1,0, grupo 10 g 1,5, grupo 12,5 g 4,0 e grupo 15

g 8,0]. As seguintes porcentagens de animais atingiram escore 9 ou 10 e foram excluidas
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conforme descrito anteriormente: grupos controle e 10 g 0%, grupo 12,5 g 5,1% e grupo 15 g
6,9%. A mortalidade em periodo posterior a realizacdo do NSS foi muito baixa (1,3% de

todos os animais que morreram).

101 .

NSS (total de pontos)

ol ]

Controle 10g 125 g 15 g

Figura 8. Efeitos do traumatismo cranio-encefalico experimental sobre o escore neurologico de severidade
(NSS) em camundongos. O teste foi realizado 1 h apds o trauma. Os dados estdo representados por mediana
e intervalo interquartil para o grupo controle e os grupos submetidos ao impacto com o projétil de 10 g,
12,5 g e 15 g. Um maior escore indica um maior comprometimento neurolégico, até o maximo de 10
pontos. O grupo 12,5 g teve escore superior ao grupo controle, € o grupo 15 g teve escore superior aos
grupos controle e 10 g (post hoc Dunn: * P < 0,05 vs. controle; # P < 0,05 vs. 10 g).

4.2  Teste do campo aberto

A Figura 9 mostra os resultados do teste do campo aberto. O grupo 15 g percorreu
uma distancia total maior que os demais grupos [ANOVA de uma via (F (3, 45) =4.72, P =
0.006), post hoc Newman-Keuls; » = minimo de 9 animais por grupo]. Nao houve diferenca
entre os grupos no comportamento de levantar, nos cruzamentos centrais € no tempo

despendido no centro do campo aberto.
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Figura 9. Efeitos do traumatismo cranio-encefalico experimental sobre o teste do campo aberto em
camundongos. O teste foi realizado 10 dias ap6s o trauma. Os dados estdo representados por média =+ EPM
para o grupo controle e os grupos submetidos ao impacto com o projétil de 10 g, 12,5 ge 15 g. (A) O grupo
15 g percorreu maior distincia total que os demais grupos (post hoc Newman-Keuls: * P < 0,05 vs.
controle; # P < 0,05 vs. 10 g e 12,5 g). (B), (C) e (D) Nao houve diferenca entre os grupos no
comportamento de levantar, nos cruzamentos centrais ¢ no tempo despendido no centro do campo aberto
(post hoc Newman-Keuls: P> 0,05).

4.3 Teste do labirinto em cruz elevado

A Figura 10 mostra os resultados do teste do labirinto em cruz elevado. O grupo 10 g
apresentou menor porcentagem de entradas em bragos abertos que os demais grupos
[ANOVA de uma via (F (3, 45) = 6.06, P = 0.0015), post hoc Newman-Keuls; n» = minimo de
9 animais por grupo]. O grupo 10 g também apresentou menor porcentagem de tempo
despendido em bragos abertos em relagdo aos grupos 12,5 g e 15 g [ANOVA de uma via (F

(3,45)=5.64, P=10.0023), post hoc Newman-Keuls]. O grupo 15 g apresentou mais entradas
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em bragos fechados que os demais grupos [ANOVA de uma via (F (3, 45) = 5.64, P =

0.0009), post hoc Newman-Keuls].
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Figura 10. Efeitos do traumatismo cranio-encefélico experimental sobre o teste do labirinto em cruz
elevado em camundongos. O teste foi realizado 11 dias ap6s o trauma. Os dados estdo representados por
média + EPM para o grupo controle e os grupos submetidos ao trauma com projétil de 10 g, 12,5 ge 15 g.
(A) O grupo 10 g apresentou menor porcentagem de entradas em brago aberto que os demais grupos (post
hoc Newman-Keuls: * P < 0,05 vs. controle; # P < 0,05 vs. 12,5 ge 15 g). (B) O grupo 10 g apresentou
menor porcentagem de tempo de permanéncia em brago aberto que os grupos 12,5 g e 15 g (post hoc
Newman-Keuls: # P < 0,05 vs. 12,5 g e 15 g). (C) O grupo /5 g apresentou mais entradas em braco
fechado que os demais grupos (post hoc Newman-Keuls: * P < 0,05 vs. controle; # P < 0,05 vs. 10 ge 12,5

g).

4.4  Teste do nado forcado

A Figura 11 mostra os resultados do teste do nado forcado. Nao houve diferenca entre
os grupos no tempo de imobilidade [ANOVA de uma via (F (3,43)=1.20, P=0.32); n =12

para controle, n = 16 para 10 g, n =12 para 12,5 g, n =7 para 15 g].
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Figura 11. Efeitos do traumatismo cranio-encefalico experimental sobre o teste do nado for¢ado em
camundongos. O teste foi realizado 12 dias ap6s o trauma. Os dados estdo representados por média = EPM
para o grupo controle e os grupos submetidos ao trauma com projétil de 10 g, 12,5 g e 15 g. Nao houve
diferencas entre os grupos (post hoc Newman-Keuls: P > 0,05).

4.5 Teste da suspensio pela cauda

A Figura 12 mostra os resultados do teste da suspensdo pela cauda. O grupo 10 g
apresentou maior tempo de imobilidade que os grupos controle e 12,5 g [ANOVA de uma via

(F (3, 33)=5.69, P=0.0029), post hoc Newman-Keuls; n = minimo de 9 animais por grupo].
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Figura 12. Efeitos do traumatismo cranio-encefalico experimental sobre o teste da suspensdo pela cauda
em camundongos. O teste foi realizado 13 dias apds o trauma. Os dados estdo representados por média +
EPM para o grupo controle e os grupos submetidos ao trauma com projétil de 10 g, 12,5 ge 15 g. O grupo

de 10 g apresentou maior tempo de imobilidade que os grupos controle e 12,5 g (post hoc Newman-Keuls:
* P <0,05 vs. controle; # P < 0,05 vs. 12,5 g).
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4.6  Esquiva inibitoria do tipo step down

A Figura 13 mostra os resultados da esquiva inibitoria do tipo step down. O grupo
controle apresentou maior laténcia para descida da plataforma nas sessoes de teste de 1,5 h e
24 h em relagdo a sessdo de treino. O grupo 10 g teve um perfil similar. Os grupos 12,5 ge 15
g ndo apresentaram diferencas na laténcia para descida entre treino e testes [Kruskal-Wallis

(P <0.0001), post hoc Wilcoxon; n = minimo de 8 animais por grupo].
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Figura 13. Efeitos do traumatismo cranio-encefalico experimental sobre a esquiva inibitoria do tipo step
down em camundongos. A testagem foi realizada 14 e 15 dias apds o trauma. Os dados estdo representados
por mediana e intervalo interquartil para o grupo controle e os grupos submetidos ao impacto com o projétil
de 10 g, 12,5 g e 15 g. Os grupos controle e 10 g apresentaram maior laténcia para descida da plataforma
nos testes de 1,5 h e 24 h em relagdo ao treino (post hoc Wilcoxon: * P < 0,05 vs. treino no mesmo grupo).
Os grupos 12,5 g e 15 g ndo apresentaram diferengas na laténcia para descida entre treino e testes (post hoc
Wilcoxon: P> 0,05).

4.7  Teste da sensibilidade ao choque

A Figura 14 mostra os resultados do teste da sensibilidade ao choque. Todos os
grupos apresentaram um perfil similar nas diferengas de limiar de sensibilidade para os
comportamentos de correr, pular e vocalizar [Kruskal-Wallis (P < 0.0001), post hoc Dunn; n
=7 para controle, n = 10 para 10 g, n =9 para 12,5 g, n = 5 para 15 g]. Nao houve diferencas

entres os grupos para cada comportamento (post hoc Dunn: P > 0,05).
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Figura 14. Efeitos do traumatismo cranio-encefalico experimental sobre o teste da sensibilidade ao choque
em camundongos. O teste foi realizado 14 dias apos o trauma. Os dados estdo representados por mediana e
intervalo interquartil para o grupo controle e os grupos submetidos ao impacto com o projétil de 10 g, 12,5
g e 15 g. Néo houve diferenca entre os grupos em relagdo ao limiar de sensibilidade ao choque para cada
tipo de comportamento (correr, pular, vocalizar) (post hoc Dunn: P > 0,05).

4.8  Analise histolégica qualitativa

A andlise histologica qualitativa revelou que os encéfalos dos animais do grupo 10 g
ndo apresentaram alteragdes histoldgicas aparentes, enquanto que os animais dos grupos 12.5
g ¢ 15 g apresentaram extenso dano tecidual com perda da arquitetura normal do cortex
cerebral. Também foram observadas nos grupos 12.5 g ¢ 15 g grupos celulares com
caracteristicas morfologicas sugestivas de células inflamatérias no local do dano, isto &,
formato arredondado, citoplasma escasso e cromatina compacta. As Figuras 15, 16 ¢ 17

mostram imagens representativas da analise histoldgica de cada grupo experimental.
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Figura 15. Imagem representativa dos efeitos do traumatismo cranio-encefalico com projétil de 10 g na
histologia do encéfalo de camundongos. Os cérebros foram extraidos 15 dias ap6s o trauma e foi realizada
coloragdo com hematoxilina-eosina. (A) Sec¢do coronal mostrando cortex cerebral (Cx), hipocampo (Hp) e
talamo (Ta) ipsilaterais ao impacto do projétil (escala = 1000 um). (B) Ampliagdo da regido delimitada no
painel A (escala =50 um). (C) Maior ampliagdo (escala = 20 pm). Nao foram observadas anormalidades.

Figura 16. Imagem representativa dos efeitos do traumatismo cranio-encefalico com projétil de 12,5 g na
histologia do encéfalo de camundongos. Os cérebros foram extraidos 15 dias ap6s o trauma e foi realizada
coloracdo com hematoxilina-eosina. (A) Secgdo coronal mostrando cortex (Cx), hipocampo (Hp) e talamo
(Ta) ipsilaterais ao impacto do projétil (escala = 1000 um). (B) Ampliagdo da regido delimitada no painel A
(escala = 50 pum). (C) Maior ampliagdo (escala = 20 um). E possivel observar dano tecidual extenso com
perda da arquitetura cortical e células com aspecto morfologico sugestivo de células inflamatorias (setas).
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Figura 17. Imagem representativa dos efeitos do traumatismo cranio-encefalico com projétil de 15 g na
histologia do encéfalo de camundongos. Os cérebros foram extraidos 15 dias ap6s o trauma e foi realizada
coloragdo com hematoxilina-eosina. (A) Secg@o coronal mostrando cortex (Cx), hipocampo (Hp) e talamo
(Ta) ipsilaterais ao impacto do projétil (escala = 1000 um). (B) Ampliagdo da regido delimitada no painel A
(escala = 50 pum). (C) Maior ampliagdo (escala = 20 um). E possivel observar dano tecidual extenso com
perda da arquitetura cortical e células com aspecto morfologico sugestivo de células inflamatorias (setas).

4.9  Mensuracao de parametros de estresse oxidativo

No periodo de 24 h apds TCE experimental, foi observado aumento dos niveis de
TBARS no grupo 12,5 g em relagdo ao grupo controle no cortex esquerdo, isto €, ipsilateral
ao impacto do projétil [ANOVA de uma via (F (3, 11) = 3,71, P = 0,0458), post hoc Tukey; n
= 3 para controle, n = 5 para 10 g, n = 4 para 12,5 g, n = 4 para 15 g]. No periodo de 14 dias
apds TCE experimental, houve aumento da atividade da GPx no hipocampo esquerdo no
grupo 12,5 g em relagdo aos grupos controle ¢ 15 g no periodo de 14 dias [ANOVA de uma
via (F (3, 25) = 5,52, P = 0,0047), post hoc Tukey; n = minimo de 6 animais por grupo]. Nao
foram observadas outras diferencas entre os grupos nos demais parametros, periodos e
estruturas. A Tabela 5 e a Tabela 6 mostram os resultados nas estruturas esquerdas e direitas,
respectivamente, na forma de porcentagem dos respectivos controles. Os valores especificos

(média + SEM) dos parametros analisados nas estruturas esquerdas e direitas juntas foram os
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seguintes para cortex cerebral e hipocampo, respectivamente: niveis de NPSH 17,9 £ 2,3 ¢
43,7 + 3,4 nmol/mg de proteinas, atividade da GPx 12,3 +1,6 e 16,1 + 1,2 nmol de NADPH
oxidado/min/mg de proteinas, atividade da GR 23,2 + 2,1 ¢ 31,0 + 3,1 nmol de NADPH
oxidado/min/mg de proteinas, niveis de TBARS 10,9 = 0,9 e 18,3 + 2,1 nmol de MDA/mg de
proteinas. Nao houve diferengas significantes entre estruturas direitas e esquerdas no grupo

controle nos parametros avaliados.

Tabela 5. Efeitos do traumatismo cranio-encefalico em camundongos sobre parametros de estresse
oxidativo em cortex cerebral e hipocampo esquerdos, isto &, ipsilaterais ao trauma. Os parametros foram
avaliados em 2 h, 24 h e 14 dias apds o trauma. Os dados estdo representados como porcentagem dos
respectivos controles na forma de média = EPM para os grupos submetidos ao impacto com o projétil de 10
g, 12,5 ge 15 g. No grupo 12,5 g, foi observado aumento nos niveis de TBARS no cortex em relagdo ao
grupo controle no periodo de 24 h e aumento da atividade da GPx no hipocampo em relagéo aos grupos
controle e 15 g no periodo de 14 dias (post hoc Tukey: * P < 0,05 vs. controle no mesmo parametro e
periodo; # P < 0,05 vs. grupo 15 g no mesmo parametro e periodo).

Cortex cerebral esquerdo Hipocampo esquerdo
10g 12,5¢ 15¢g 10g 125¢g 15¢
2h 94,1+12,3 97,9+9,4 81,1%+6,3 91,4+5,4 88,1+7,4 79,2+7,1

24 h 107,9+7,8 1144+6,4 99,1+6,2 |118,7+16,7 100,0+179 89,7+2,9

NPSH (%)

14 dias | 108,0+11,3 109,3+7,5 93,6+7,9 | 1085%150 953+7,8 98,9+10,6

2h 122,3+15,1 122,5+59 137,1+7,1 | 112,4+56 102,7+6,9 109,1+8,8

24 h 120,5+15,6 120,3+13,0 134,8+18,0 | 116,0+17,6 110,8+19,4 103,6+4,5

GPx (%)

14 dias | 102,3+10,1 106,8+9,2 97,7+14,4 | 129,6+9,3 169,9+16*# 116,8+12,5

2h 100,4 7,7 93,6 £4,3 106,1+6,8 88,0+2,9 97,7+12,6 101,7+10,0

24 h 111,4+158 106,6+54 956+9,6 | 104,8+12,0 101,9+153 84,4+17,4

GR (%)

14 dias | 84,3+10,6 101,4+7,1 92,7+10,7 | 99,4+16,7 148,1+9,6 94,1+19,0

2h 156,4+19,2 104,9+17,5 92,2+13,6 |108,3+10,8 109,7+24,2 91,2+14,8

24 h 177,6 16,5 219,0+355* 130,2+33,6 | 114,8+258 107,0+£29,3 129,8+41,0

TBARS (%)

14 dias | 109,2 + 25,2 133,54 93,5+17,1 |108,7+12,9 1359+19,4 1279%22,1
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Tabela 6. Efeitos do traumatismo cranio-encefalico em camundongos sobre pardmetros de estresse
oxidativo em cortex cerebral e hipocampo direitos, isto €, contralaterais ao trauma. Os parametros foram
avaliados em 2 h, 24 h e 14 dias apds o trauma. Os dados estdo representados como porcentagem dos
respectivos controles na forma de média = EPM para os grupos submetidos ao impacto com o projétil de 10
g, 12,5 g e 15 g. Nao foram observadas diferengas entre os grupos nas estruturas, parametros e periodos

avaliados (post hoc Tukey: P > 0,05).

Cortex cerebral direito

Hipocampo direito

10g 12,5¢ 15¢g 10g 12,5g 15¢g
< 2h 103,2+9,1 851+6,6 1058+11,0  1058+%3,5 97,1+41 99,4+12,8
::F: 24 h 118,1+10,0 1109+7,1 1132+16,8 | 86,8+8,3 100,2+10,9 97,0%£20,5
2 14 dias | 97,0£13,6 100,2+9,5 81,2+t54 111,6+6,9 948%8,5 101,6+7,6
__2h 90,6 +7,3 84,3+4,0 93,0+3,4 104,1+9,9 107,2+6,4 121,0%+11,6
% 24 h 97,2+5,5 100,3+5,0 91,4+4,5 93,2+6,9 112,0+10,7 114,3+24,4
? 14 dias | 90,0+ 10,4 80,1+8,6 849+4,4 |1268+37,8 99,5+16,4 108,8+12/4
2h 89,3+4,8 86,516,2 91,8+3,3 108,8+5,7 99,9%6,0 98,8+3,6
é’ 24 h 97,8+5,3 99,6 £4,4 90,5+1,8 943+7,1 111,5+115 110,2+26,4
N 14 dias | 86,1+10,0 87,3+8,9 84,0+5,8 117,7+9,3 103,1+12,4 69,0+21,0
< 2h 856+145 879+136 89,0+17,1 | 92,2+164 783+83 86,6152
g 24 h 88,0+20,8 104,0+30,2 134,2+258 | 83,1+39 108,7+6,8 979+35,9
F 14 dias | 87,4+9,9 80,1+12,4 76,2+4,5 73,93+8,5 73,57+10,1 66,14+ 16,3

5 DISCUSSAO

No presente estudo, TCE foi induzido em camundongos adultos machos da linhagem
swiss através de um modelo de queda de peso utilizando projéteis de diferentes massas. Em
fase aguda, os animais apresentaram niveis crescentes de mortalidade e gravidade de trauma
conforme a massa do projétil. Em fase tardia, o grupo submetido ao trauma com projétil de 10
g apresentou aumento no comportamento tipo-ansioso e depressivo. Os grupos submetidos ao
trauma com projéteis de 12,5 g e 15 g apresentaram prejuizos de memoria. O grupo 15 g

apresentou ainda aumento da atividade locomotora. Na avaliacdo histologica qualitativa, o
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grupo 10 g ndo mostrou anormalidades aparentes, enquanto os grupos 12,5 g e 15 ¢
mostraram dano tecidual extenso. Na avaliacdo bioquimica, os animais submetidos ao trauma
com projétil de 12,5 g apresentaram alteracdes indicativas de aumento no estresse oxidativo.

Segundo Tsenter et al. (2008), a gravidade do TCE em camundongos pode ser definida
pelo NSS no periodo de 1 h ap6s o trauma. O trauma leve corresponde a um escore menor que
5, moderado 5 a 6, grave 7 a 8, e quase-fatal ou fatal 9 a 10. Aplicando esses critérios as
medianas do NSS encontradas no presente estudo, os grupos 10 g e 12,5 g (medianas = 1,5 e
4,0, respectivamente) corresponderam a um trauma leve e o grupo 15 g (mediana = 8,0) a um
trauma grave. No entanto, como discutido adiante, a mortalidade no grupo 12,5 g foi bem
mais elevada que no grupo 10 g, e as alteracdes comportamentais tardias se aproximaram
daquelas observadas no grupo 15 g. Desse modo, parece que o trauma com o projétil de 12,5
g no presente modelo representou um TCE de gravidade intermedidria. A metodologia
utilizada por Tsenter et al. (2008) difere do presente modelo quanto a linhagem de
camundongos ¢ indu¢do do trauma, apesar de também consistir em uma adaptacdo do modelo
de queda de peso. Na literatura, varias adaptagdes do modelo de queda de peso t€m se
mostrado capazes de induzir trauma de diferentes gravidades (TANG et al., 1997; ZOHAR et
al., 2003; FLIERL et al., 2009), uma caracteristica considerada um critério de validade para
modelos de TCE em geral (CERNAK, 2005), visto que na clinica TCE leve e grave diferem
em inumeros aspectos.

As taxas de mortalidade do presente modelo, crescentes de acordo com a massa do
projétil, também sao indicativas de uma graduagdo de trauma. A maioria das mortes ocorreu
na primeira hora apés a indug¢do do trauma, ou seja, antes da realizagdo da avaliacdo
neuroldgica. Essa previsibilidade ¢ 1til no planejamento dos experimentos. Estudos clinicos
mostram de modo consistente que o TCE grave é acompanhado de elevadas taxas de

mortalidade, mesmo com intervengdes de alta complexidade, como neurocirurgia e assisténcia
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em UTI (MARMAROU et al., 2007; MARTINS et al., 2009). E presumivel que a mortalidade
do TCE seria ainda maior na auséncia de tais intervencdes (como ¢ o caso do presente
modelo). Desse modo, a presenca de mortalidade ndo deixa de conferir certa validade de face
para modelos de TCE em geral (MORALES et al., 2005). No entanto, a mortalidade elevada
pode ser um problema de ordem logistica. A reducdo da mortalidade ¢ um objetivo futuro
para o presente modelo.

E razoavel cogitar que o TCE experimental poderia causar prejuizos grosseiros e
persistentes de motricidade levando a uma redugdo geral da locomogao capaz de interferir nos
testes comportamentais subseqiientes. No entanto, os resultados do teste do campo aberto ndo
indicam essa situagdo, uma vez que nenhum dos grupos de trauma apresentou diminuicao da
locomogdo em relacdo ao grupo controle. O presente estudo ndo realizou avaliagdo
neuroldgica no periodo tardio, de modo a permitir a comparagao do estado neurologico geral
com a fase aguda. Entretanto, a recuperacdo sensdrio-motora evidenciada pela reducao
gradual do NSS ao longo de poucos dias ¢ um fendmeno conhecido (FLIERL et al., 2009).

Na realidade, o grupo 15 g apresentou aumento da atividade locomotora no teste do
campo aberto em comparacdo com os demais grupos. A indug¢do de aumento na atividade
locomotora por TCE experimental ja havia sido descrita em gerbilos ¢ camundongos jovens
(LI et al., 2006; PULLELA et al., 2006). Li et al. (2006) sugeriram que essa alteragdo
comportamental refletiria prejuizos da memdria espacial e de trabalho, comprometendo a
formag¢ao de mapas espaciais ¢ a ocorréncia de habituagdo. Como mencionado por esses
autores, associagoes entre esses tipos de prejuizos e aumento na locomogao t€m sido descritas
em modelos de isquemia cerebral (WANG e CORBETT, 1990; BABCOCK et al., 1993).
Viggiano (2008) revisou detalhadamente a literatura envolvendo aumento da locomogdo em
roedores e descreveu que a indugdo desse tipo de comportamento € mais comum que a

inducdo de diminui¢do da locomocgdo, ocorrendo em uma ampla gama de manipulagdes
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genéticas, tratamentos farmacoldgicos e lesdes focais experimentais, incluindo lesdes no
cortex frontal e hipocampo. Com base nesses achados, o autor sugeriu a existéncia de um
sistema de controle que inibe continuamente um toénus hiperativo basal. O comprometimento
desse sistema por fatores de natureza diversa induziria aumento de atividade locomotora.

Os resultados da esquiva inibitoria do tipo step down confirmam a ocorréncia de
prejuizos cognitivos nos traumas de maior gravidade. Os animais dos grupos controle ¢ 10 g
apresentaram laténcia para descida da plataforma nos testes de 1,5 h e 24 h superiores a
laténcia no treino, indicando formacao adequada de memoria espacial de natureza aversiva de
curto e longo prazo. Os animais do grupo 12,5 g ¢ 15 g, no entanto, apresentaram laténcia
para descida da plataforma similar entre treino e testes, indicando prejuizo de memoria.
Eventuais diferencas no limiar de sensibilidade foram descartadas pelo teste de sensibilidade
ao choque. Na clinica, o0 TCE moderado e grave estd associado a prejuizos cognitivos
persistentes, enquanto o TCE leve mostra boa recupera¢do cognitiva na grande maioria dos
pacientes (CARROLL et al., 2004). Uma primeira explicagdo para a presenca de prejuizos
cognitivos nos grupos 12,5 g e 15 g seria o comprometimento de areas importantes no
processamento da memoria, tais como hipocampo e cortex frontal, j4 que os animais desses
grupos apresentaram dano tecidual extensivo em contraponto aos animais do grupo 10 g.
Outros estudos, no entanto, demonstraram prejuizos cognitivos mais discretos utilizando
outros paradigmas comportamentais (SCHEFF et al., 1997; MILMAN et al., 2008).

Na analise dos pardmetros do teste do labirinto em cruz elevado, o trauma com o
projétil de 10 g foi ansiogénico, induzindo uma menor exploragdo dos bracos abertos nos
animais. Recentemente, outros autores obtiveram resultados similares em camundongos
submetidos ao modelo de queda de peso (PICK et al., 2009) e em ratos submetidos ao modelo
de percussao por fluido (JONES et al., 2008). Como ja discutido, os transtornos de ansiedade

sdo uma seqiiela freqiiente do TCE. Os grupos 12,5 g e 15 g, no entanto, ndo apresentaram
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mudancgas nos parametros de exploracao dos bragos abertos em relagdo ao grupo controle. Do
mesmo modo que no teste do campo aberto, o grupo 15 g apresentou aumento da atividade
locomotora, evidenciado por um niimero maior de entradas nos bragos fechados.

O grupo 10 g também apresentou aumento no comportamento tipo-depressivo,
evidenciado por um maior tempo de imobilidade no teste da suspensdo pela cauda. A
depressdo ¢ uma das principais seqiielas do TCE, e a co-morbidade com ansiedade é comum
tanto na populagdo geral como em pacientes com TCE. De nosso conhecimento, o presente
estudo ¢ o primeiro a empregar o teste da suspensdo pela cauda no contexto do TCE
experimental. Outros estudos descreveram aumento no comportamento tipo-depressivo no
teste do nado for¢ado em camundongos no modelo de queda de peso (TWEEDIE et al., 2007;
SHAPIRA et al., 2007; MILMAN et al., 2008) e em ratos no modelo de impacto cortical
controlado (TAYLOR et al, 2006). Prejuizos de interagdo sexual reversiveis por
antidepressivo também foram descritos em ratos submetidos ao modelo de desaceleragdo por
impacto (PANDEY et al., 2009). No presente estudo, ndo foi reproduzido o achado de
aumento no tempo de imobilidade no teste do nado forcado. Talvez a explicacdo para isso
repouse em diferencas de sensibilidade entre os testes. Por exemplo, o teste da suspensdo pela
cauda pode ser mais sensivel que o teste do nado forcado na detecgdo de efeitos
antidepressivos de algumas drogas (MCARTHUR e BORSINI, 2006).

Ao contrario dos prejuizos de memoria, apenas o trauma com projétil de 10 g induziu
aumento do comportamento tipo-ansioso e depressivo. No que diz respeito ao grupo 15 g, ¢
possivel que o aumento na atividade locomotora tenha interferido nos testes. No entanto, o
grupo 12,5 g ndo apresentou aumento na locomogao e teve um perfil similar ao grupo 15 g em
termos de emocionalidade e cogni¢do. Em geral, os estudos clinicos ndo mostram uma relagao

consistente entre a gravidade do TCE e as seqiielas de depressdo e ansiedade. Uma excegdo ¢
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o transtorno do estresse poOs-traumatico, para o qual uma maior gravidade de trauma tende a
ser protetora (GLAESSER et al., 2004; GIL et al., 2005).

Apenas o grupo 12,5 g apresentou alteracdes nos parametros de estresse oxidativo,
com aumento de TBARS no coértex ipsilateral ao trauma no periodo de 24 h, indicando
aumento da peroxidagdo lipidica, e aumento da atividade da enzima GPx no hipocampo
ipsilateral ao trauma no periodo de 14 dias, indicando uma maior ativagdo do sistema da
glutationa, possivelmente como uma resposta a um aumento de radicais livres. Esses achados
sdo similares aos de outros estudos de TCE experimental, embora mais discretos e pontuais
(GOSS et al., 1997; TYURIN et al.,, 2000; ANSARI et al., 2008). Considerando que o
presente estudo avaliou pontos relativamente espagados no tempo, ndo se pode descartar que
alteracdes mais proeminentes tenham ocorrido em periodos ndo avaliados. A auséncia de
aumento do estresse oxidativo no grupo 15 g ¢é particularmente notavel, pois se trata do
trauma de maior gravidade. Achados similares foram descrito por um estudo prévio
(PETRONILHO et al., 2009), no qual trauma de maior intensidade gerou um aumento menor
e menos consistente do estresse oxidativo na compara¢do com trauma de menor intensidade.
Se o aumento no estresse oxidativo foi de fato discreto e pontual no modelo utilizado no
presente estudo, entdo outros mecanismos tiveram maior importancia na génese dos danos
cerebrais que presumivelmente levaram as alteragdes comportamentais observadas.

Em conjunto, os resultados do presente estudo sdo consistentes com a literatura do
TCE experimental, evidenciando a presenca de alteragdes comportamentais em fase aguda e
tardia que foram analogas as manifestagdes clinicas do TCE, assim como aumento do estresse
oxidativo, um reconhecido mecanismo de lesdo secundaria. O presente estudo contribui de
modo mais original no que diz respeito as alteragcdes de emocionalidade, cuja investigagdo ¢
recente e pouco explorada. Embora fatores de natureza psicossocial se mostrem importantes

na depressdo ¢ ansiedade pos-TCE, a presenca de alteragdes de emocionalidade em modelos
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animais ¢ uma evidéncia para a existéncia de bases neurobiologicas diretamente relacionadas
a danos cerebrais. O aprofundamento no conhecimento das alteragdes de emocionalidade no
TCE experimental pode abrir caminho para futuros estudos abordando os mecanismos e a

terapéutica especifica dos transtornos psiquiatricos pos-TCE.

6 CONCLUSOES

= O modelo de TCE por queda de peso utilizado no presente estudo mostrou boa
validade de face, pois gerou alteracdes comportamentais em fase aguda e tardia

comparaveis as observadas em pacientes com TCE.

* O modelo também foi capaz de induzir alteragdes bioquimicas indicativas de

aumento de estresse oxidativo, um conhecido mecanismo de dano secundario.

= Desse modo, o modelo demonstrou potencial para o uso futuro em estudos que

investiguem mecanismos e tratamentos do TCE e suas seqiielas.

= Alteragdes de emocionalidade podem constituir uma medida de resultado 1til em
estudos de TCE experimental, de modo similar ao que ocorre com prejuizos

cognitivos e motores.
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