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RESUMO 

Concussões repetidas (CR) levam ao desenvolvimento da encefalopatia traumática crônica 

(ETC), cujos mecanismos envolvem alterações proteicas e mitocondriais. Frequentemente os 

atletas que sofrem CR apresentam, além de sintomas neuropsicológicos, uma diminuição da 

capacidade motora, problemas de equilíbrio, perda de coordenação e de força nos membros, o 

que sugere uma possível expansão do dano primário no cérebro para a medula espinhal. 

Entretanto, investigações sobre os potenciais mecanismos ainda são limitadas. O objetivo 

deste trabalho foi investigar se CR propagam alterações bioenergéticas mitocondriais do 

cérebro para a medula espinhal, e dessa maneira, propor uma terapia inovadora com base no 

transplante de mitocôndrias.  

Camundongos CF1, machos de 90 dias de idade foram submetidos à 3 concussões (1 cada 72 

h). Os parâmetros biomecânicos foram: profundidade: 5 mm, velocidade, 5,7 m/s; e tempo de 

permanência no local, 0,1s. Após 24 h os animais receberam uma injeção intratecal de 5 uL de 

salina ou mitocôndrias isoladas de córtex cerebral, originando os grupos: controle (CT), 

transplante de mitocôndria (MIT), CR e CR-MIT, (n=12 por grupo). Vinte-quatro horas após 

o transplante mitocondrial os animais foram submetidos a testes motores como campo aberto 

(CA), teste do cilindro (TC), beam walk (BW); e de força dos membros superiores (grip 

strenght, GS). O imunoconteúdo dos marcadores de neurodegeneração (pTAUser396/TAU, 

clivagem de α-espectrina e clivagem de Caspase 3) e proteínas mitocondriais (TOM20 e 

PGC1α) foram dosadas em homogeneizados de córtex, hipocampo, hipotálamo, terço 

proximal e terço distal da medula. Em mitocôndrias isoladas dos terços medulares foi 

realizado um painel de ensaios mitocondriais.  

Os animais submetidos a CR apresentaram uma diminuição coordenação de movimentos 

simétricos, equilíbrio e força nos membros superiores (TC, BW e GS) o que foi revertido pelo 

transplante intratecal de mitocôndrias. Ainda, houveram prejuízos mitocondriais na eficiência 

do sistema de transporte de elétrons (STE) respirometria acoplada a síntese de ATP, nas 

dinâmicas do potencial de membrana e no efluxo de Ca2+ tanto nas porções proximais e 

caudais da medula. Estas alterações foram revertidas na região caudal e atenuadas na porção 

proximal após o transplante de mitocôndrias. A produção de H2O2 mitocondrial foi elevada no 

grupo CR porem revertida a níveis do controle no grupo CR-MIT, no grupo MIT houve uma 

diminuição da produção de peróxido de hidrogênio quando comparado com CT. O aumento 

de TOM20 e PGC1α indica um aumento do conteúdo mitocondrial nos grupos transplantados. 

A atividade das desidrogenasses mitocondriais estavam diminuídas nas três regiões cerebrais 

(CX, HC e HT)  e no terço proximal da medula, esse prejuízo foi revertido  na medula pelo 

transplante mitocondrial. Encontramos um aumento nos biomarcadores de neurodegeneração 

(pTAUser396/TAU, clivagem de α-espectrina e clivagem de Caspase 3) no cérebro (CX, HC e 

HT) e nas duas porções medulares, na medula o tratamento foi capaz de reverter essa 

condição.   

Dessa forma CR propagam alterações bioenergéticas mitocondriais ao longo de toda a 

extensão da medula espinhal o que representa um mecanismo patofisiológico associado aos 

prejuízos neurológicos. O transplante mitocondrial, melhorou o perfil bioenergético e reverteu 

os prejuízos neurológicos sugerindo uma integração das mitocôndrias na medula espinhal. 

Estes resultados colocam a atividade bionergética mitocondrial como um componente central 

envolvido na recuperação motora após CR. 

 

Palavras-chave: Concussões repetidas. Bioenergética. Transplante mitocondrial. Lesão 

axonal. Neurodegeneração.



 
 

ABSTRACT 

 

Repeated concussion (RC) is strongly associated with chronic traumatic encephalopathy. In 

this condition, a classical find is the diffuse axonal degeneration, which is characterized by 

proteins aggregation, mitochondrial dysfunction, and neurodegeneration. Frequently, former 

athletes who suffered from RC presents, besides the neuropsychological symptoms, decreased 

motor capacity, balance problems, loss of coordination and strength in the limbs, suggesting a 

possible expansion of primary brain damage to the spinal cord. However, this issue has been 

poorly explored related to the interplay between RC and spinal cord degeneration. In this 

study we aimed to investigate whether the CR propagated mitochondrial bioenergetic changes 

and axonal degeneration from the brain to the spinal cord, and thus propose an innovative 

mitochondrial transplant-based therapy.  

CF1 male mice, 90-days years old were subjected to 3 concussions (with 72h interval between 

each one). Biomechanical parameters for the cortical impact (CCI) were: depth: 5 mm, 

velocity, 5.7 m /sec; and length of stay on site, 0.1sec. After 24 hours, the animals received an 

intrathecal injection of 5 μL of saline or mitochondria isolated from the cerebral cortex, 

resulting in groups: control (CT), mitochondrial transplantation (MIT), repeated concussion 

(RC) and RC-MIT, (n = 12 animals per group). Twenty-four hours after mitochondrial 

transplantation the animals underwent motor tests such as open field (OF), cylinder test, beam 

walk (BW); and upper limb strength (grip strength, GS). Biochemical analyzes of 

mitochondrial activity and protein biomarkers were performed on mitochondria isolated from 

the proximal and caudal portions of the spinal cord, and in homogenates from the cortex 

(CX), hippocampus (HC) and hypothalamus (HT). 

The animals submitted to CR presented a decreased strength in the upper limbs symmetric 

coordination and balance (GS, cylinder test and BW) which was reversed by the intrathecal 

mitochondrial transplantation. Furthermore, there were impairments in the mitochondrial Ca2+ 

efflux mediated for NCLX, membrane potential dynamics, electron Transport system (ETS) 

efficiency and ATP synthesis-coupled respirometry, in both the proximal and caudal portions 

of the medulla. These abnormalities were reversed in the caudal region and attenuated in the 

proximal portion after mitochondrial transplantation. The rise in mitochondrial H2O2 

production in the RC group was reversed to control levels in the MIT-RC group and 

decreased in the MIT when compared to the CT group. The increase in TOM20 and PGC1α 

indicates an increase in mitochondrial content in the transplanted groups. Mitochondrial 

dehydrogenase activity was decreased in the brain regions (CX, HC, HT), and in the proximal 

spinal cord. All deficits were restored after the mitochondrial transplantation. 

Neurodegeneration biomarkers (pTAUser396/TAU, cleaved α-spectrin and cleaved Caspase-3) 

were increased in all three brain regions and in both portions of the medulla. Mitochondrial 

transplantation was able to reverse these alterations in the spinal cord of the RC-MIT group 

relative to CT. 

Repeated concussions propagate neurodegenerative signaling likely through mitochondrial 

bioenergetic alterations from the brain to along the entire length of the spinal cord. This may 

represent a pathophysiological mechanism associated with neurological damage. 

Mitochondrial transplantation improved the bioenergetic profile and reversed neurological 

impairments suggesting an integration of mitochondria in the spinal cord. These results place 

mitochondrial bioenergetics activity as a pivotal component involved in motor recovery after 

CR. 

 

 

Keywords: Repeated concussions. Mitochondrial transplantation. Bioenergetics. Axonal 

degeneration. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 Epidemiologia Trauma Cranioencefálico (TCE) 

 

O trauma cranioencefálico (TCE) é, por definição, a alteração da função normal 

cerebral decorrente de forças biomecânicas externas, que podem se originar de um impacto 

direto ao crânio, aceleração e desaceleração rotacional abrupta da cabeça, ou proveniente de 

ondas de choque causadas pelo deslocamento do ar. Pode haver ou não de penetração da caixa 

craniana por objetos ou somente rachaduras. As causas mais frequentes de TCE no mundo são 

quedas, acidentes veiculares, prática de esportes, violência, penetração de projéteis ou de 

objetos no cérebro (BLENNOW; HARDY; ZETTERBERG, 2012; ROSENFELD; MAAS; 

BRAGGE; MORGANTI-KOSSMANN et al., 2012).  

Figura 1. Causas de TCE.  

 

Fonte: Dawudo ST et all. Medscape. Aug 16. 2017. (A) Impacto direto. (B) Aceleração e 

desaceleração. (C) Ondas de Choque. 

 

De acordo com a gravidade, o TCE é classificado como leve, moderado e grave, sendo 

a Escala de Coma de Glasgow (ECGl) a principal métrica para avaliação deste parâmetro 

neurológico, pois ele determina o nível de consciência do paciente.  Dentre os desfechos mais 

associados ao TCE estão a morte prematura, alterações cognitivas e neuropsiquiátricas e 

sequelas físicas que podem comprometer, muitas vezes, a qualidade de vida dos indivíduos 

sobreviventes (LEVIN; DIAZ-ARRASTIA, 2015; MEANEY; MORRISON; DALE BASS, 

2014). Os TCEs leve ou moderado, também chamado de concussões, são o tipo de trauma 

A B C 
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mais comum e frequentemente estão associados a prática de esportes profissionais ou 

recreacionais que envolvem contato físico como futebol americano, rugby e lutas. Os 

sintomas mais comuns que sugerem que um individuo sofreu uma concussão são a perda de 

consciência, amnésia, dor de cabeça, tonturas, visão embaçada, hipersensibilidade auditiva e 

visual, convulsões e confusão mental. Sabe-se que concussões repetidas (CR) estão associadas 

com o desenvolvimento da encefalopatia traumática crônica (ETC), uma condição que está 

mecanisticamente associada a degeneração axonal, prejuízos neuropsicológicos e motores a 

curto e longo prazo (DANESHVAR; GOLDSTEIN; KIERNAN; STEIN et al., 2015).  

Figura 2. Epidemiologia do TCE. 

               

Fonte: elaborada pelo autor. (A) Tipos de TCE. (B) Severidade do TCE. 

 

1.2 Mecanismos fisiopatológicos associados a CR 

Os mecanismos fisiopatológicos associados as CR envolvem a lesão primária 

resultante do dano físico à massa cerebral rompimento de células e de vasos sanguíneos, 

levando a liberação do conteúdo intracelular para o meio extracelular gerando um ambiente 

citotóxico para as células adjacentes. O dano secundário envolve alterações bioquímicas e 

proteicas que levam a propagação o dano primário. Particularmente ocorre um processo 

denominado lesão axonal difusa cujos mecanismos envolvem a desestruturação do 

citoesqueleto neuronal pela desorganização dos microtúbolos, devido à hiperfosforilação da 

proteína Tau, o rompimento da rede de filamentos de actina por conta da clivagem da              

α-espectrina (DASH; ZHAO; HERGENROEDER; MOORE, 2010; ROOZENBEEK; MAAS; 

MENON, 2013), e também pela ruptura dos neurofilamentos neuronais. A desestruturação das 

proteínas do citoesqueleto pode levar a morte neuronal imediata ou alternativamente ativar 

47%

9%
14%

15%

7%
8%

Tipos de Trauma

Quedas

Armas de Fogo

Acidentes de
transito
Batidas diretas

Outro

Desconhecido

82%

10%

2%
6%

Severidade

Leve

Moderado

Severo

Não
classificável

A B 
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processos neurodegenerativos de longo prazo (KAUR; SHARMA, 2018). Neste último caso, 

formações específicas decorrentes da lesão inicial no axônio denominadas de “bulbos 

axonais” passam a ser determinantes da vida ou morte dos neurônios via degeneração, pois 

acabam por diminuir ou cessar o fluxo de moléculas e organelas do interior do axônio 

(JOHNSON; STEWART; SMITH, 2013). 

Figura 3. Fluxograma dos mecanismos fisiopatológicos do TCE. 

          

Fonte: elaborada pelo autor. 

 

A lesão axonal difusa evidenciada pela ruptura dos feixes axonais, formação dos 

bulbos e varicoses causa prejuízo ao transporte axonal pós TCE. Isso leva a ativação 

persistente de uma complexa rede de cascatas neuroquímicas que acabam desencadeando a 

perda de conectividade neuronal, diminuição do metabolismo mitocondrial e a ativação de 

efetores de morte de células neurais adjacentes ao foco da lesão, ou mais importante ainda, 

propagam o dano a partir do foco inicial (JOHNSON; STEWART; ARENA; SMITH, 2017; 

ROOZENBEEK; MAAS; MENON, 2013).  
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Figura 4. Desestruturação axonal. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. (A e B) Estabilizadores de proteínas do citoesqueleto axonal. (C 

e D) Desestruturação do citoesqueleto axonal causado por concussões. 

 

 Além do transporte axonal deficiente, os processos bioquímicos desencadeados pelo 

dano primário causam o desbalanço iônico intracelular levando a aumento nas concentrações 

de Ca2+, K+, Na+, por exemplo (CONTRERAS; DRAGO; ZAMPESE; POZZAN, 2010; SUN; 

CHEN; GU; WANG et al., 2017). O cátion mais estudado e associado ao dano secundário pós 

TCE é o cálcio que esta diretamente relacionado a inúmeros processos celulares como 

funcionamento do retículo endoplasmático rugoso, processos autofágicos e principalmente, no 

caso do TCE, com a função bioenergética mitocondrial. Fisiologicamente, a mitocôndria 

capta cálcio citosólico, o qual exerce uma atividade reguladora da atividade mitocondrial 

(AGARWAL; WU; HUGHES; FUKAYA et al., 2017); todavia no TCE causa um aumento 

excessivo de cálcio intra mitocondrial o que aparentemente gera complicações metabólicas e 

funcionais para as células. É preciso levar em conta que o equilíbrio do cálcio 

A B 

C D 
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intramitocondrial é dinâmico e precisa se adaptar a atividade da membrana plasmática. Neste 

sentido, o efetor principal da saída de cálcio mitocondrial, o transportador NCLX, realiza a 

troca de 3 íons Na+ pelo efluxo de   1 íon Ca2+(LUONGO; LAMBERT; GROSS; NWOKEDI 

et al., 2017). O inchaço mitocondrial devido ao excesso de cálcio leva a formação de poros de 

transição no interior da membrana interna mitocondrial, e a alterações na capacidade de 

manter os prótons (H+) no espaço inter membrana. De maneira geral, isso afeta a competência 

da mitocôndria em formar e dissipar seu potencial eletroquímico e sua capacidade de integrar 

diferentes funções celulares incluindo a produção de ATP (CARTERI; KOPCZYNSKI; 

RODOLPHI; STROGULSKI et al., 2019). 

Figura 5. Dano mitocondrial. 

                                 

Fonte: elaborada pelo autor. Acúmulo de cálcio no interior da mitocôndria por atividade 

deficiente do transportador NCLX realizar o efluxo de cálcio em troca com o sódio. Formação 

de poros na membrana interna da mitocôndria e extravasamento de prótons H+. 

O acúmulo de íons carregados no interior das células forma um ambiente favorável 

para o aumento da formação de espécies reativas de oxigênio (ERO)(ZOROV; 

JUHASZOVA; SOLLOTT, 2014). Particularmente a produção exacerbada de peróxidos de 

hidrogênio mitocondrial e do ânion superóxido contribuem para o processo neurodegenerativo 
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que segue ao TCE. Além disso, o aumento de ERO serve como um feedback positivo para o 

dano mitocondrial (SCHIEBER; CHANDEL, 2014). 

Alterações mitocondriais causadas pelas concussões também se refletem em prejuízos 

na neuroenergética, o que sugere que os componentes da maquinaria bioenergética 

mitocondrial não estão trabalhando de maneira orquestrada com a demanda energética ou 

estão deficientes (FISCHER; HYLIN; ZHAO; MOORE et al., 2016). Desta maneira, a 

capacidade de transportar elétrons entre os complexos respiratórios, o potencial 

eletroquímico, a influência individual dos complexos no processo global de produção de ATP 

passam a ser alvo de interesse, uma vez que a deficiência energética conduz as células para 

um caminho de neurodegeneração apoptótica (DANESHVAR; GOLDSTEIN; KIERNAN; 

STEIN et al., 2015; JOHNSON; STEWART; ARENA; SMITH, 2017). A diminuição da 

capacidade fosforilativa da mitocôndria é o principal marcador da bioenergética, sendo assim 

um mecanismo que precisa ser melhor explorado nas concussões uma vez que não se conhece 

totalmente como ele poderia ser modulado pelos sistemas de neurotransmissão, e sinalização 

por íons e hormônios.  

Ocorre também, devido ao prejuízo bioenergético e a ruptura das membranas celulares 

gerando sinalizações de proteínas associadas com a morte programada da célula tais como 

aumento de BAX mitocondrial e BCL2 citosólica que culminam em uma maior liberação de 

Citocromo-c pelas mitocôndrias, que é um ativador da via apoptótica intrínseca à caspase, 

gerando no final acúmulo de Caspase3-clivada(LORENTE; MARTIN; ARGUESO; RAMOS 

et al., 2015; SINGH; PUSHKER; SAINI; SEN et al., 2015; WALENSKY, 2019). Assim, as 

respostas celulares adaptativas, como por exemplo, relacionadas a capacidade de sentir a 

demanda energética e prover energia através da síntese mitocondrial de ATP, são parte 

fundamental na manutenção de todos os processos celulares. Desta maneira, as mitocôndrias 

parecem ser um ponto de integração de todas as funções e compartimentos celulares 

dependentes de energia e do cálcio. Podemos inferir que estes aspectos neuroenergéticos 

apesar de relevantes para a sobrevivência celular têm sido pouco explorados (PFANNER; 

WARSCHEID; WIEDEMANN, 2019). 

O entendimento dos processos fisiopatológicos das concussões é de extrema 

importância para propor estratégias que visem combater o desenvolvimento do dano 

secundário e as alterações neurológicas a longo prazo (IVERSON; GARDNER; TERRY; 

PONSFORD et al., 2017; LAWRENCE; HUTCHISON, 2017). Entretanto as evidencias que 
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indiquem se há alterações expansivas com relação ao local de origem do impacto ainda são 

escassas. Um aspecto intrigante é que a perda de mobilidade tardiamente após CR é 

relativamente comum em atletas, mesmo sem haver impactos diretamente na medula espinhal 

ou pernas, e mesmo que não venham a desenvolver a ETC. Ainda, os danos motores devido a 

CR quando não há dano direto na medula espinhal indicam que a lesão axonal difusa progride 

do cérebro para a medula espinhal. 

Assim, torna-se relevante investigar se o impacto gerado ao cérebro pelas CR propaga 

modificações funcionais e estruturais nos axônios da medula espinhal através de 

mitocondriais disfuncionais. 

 1.3 Tratamentos para CR 

Um aspecto fundamental da patologia axonal pós CR é que o conhecimento dos 

mecanismos bioquímicos é escasso e por isso as intervenções terapêuticas são limitadas e 

pouco efetivas (LAWRENCE; HUTCHISON, 2017). Para pessoas que sofrem uma 

concussão, principalmente atletas, existe hoje em dia “protocolo de concussão” que consistem 

em avaliar a severidade do TCE e a presença de sintomas. O repouso é proposto como uma 

intervenção para auxiliar na recuperação embora existam controvérsias sobre sua efetividade. 

As opções farmacológicas para manipulação das concussões são escassas e não existe uma 

grande evolução nas ultimas duas décadas(LAWRENCE; HUTCHISON, 2017). 

Atualmente, tem se buscado o reposicionamento de drogas, como anabólicos 

esteroides, mas embora os modelos pré-clínicos tenham mostrado bons resultados, ainda não 

se obteve resultados robustos que favoreçam a essa utilização em pacientes. Ainda, 

intervenções dietéticas vem sendo utilizadas tentando uma recuperação acelerada(EL-

HATTAB; ZARANTE; ALMANNAI; SCAGLIA, 2017; WINKLER; MINTER; YUE; 

MANLEY, 2016). 

Devido o papel central desempenhado pela mitocôndria nos processos degenerativos, 

ocasionado pelo TCE, tem-se utilizado drogas tendo como alvo terapêutico a mitocôndria, 

tanto para induzir a expressão de PGC1α, que é o principal fator de transcrição para biogênese 

quanto para melhorar à eficiência fosforilativa mitocondrial(HIRANO; EMMANUELE; 

QUINZII, 2018; KEHREIN; BONNEFOY; OTT, 2013). Entretanto por conta das diferenças 

existentes na metabolização dos fármacos nos roedores e nos pacientes, ainda não se obteve 
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um tratamento satisfatório para tratar a disfunção da mitocôndria, em pacientes acometidos 

por TCE.  

O tratamento com o transplante de células e organelas vem sendo testado em 

diferentes tipos de patologias(BEN-SHACHAR; ENE, 2018; EMANI; PIEKARSKI; 

HARRILD; DEL NIDO et al., 2017; SHIN; COWAN; EMANI; DEL NIDO et al., 2017). O 

processo consiste em injetar no paciente, novas células com o intuito de que elas se integrem 

no microambiente celular e combatam a patologia em questão, essa abordagem vem 

demonstrando promissores resultados já na clínica. Visto as dificuldades de encontrar 

fármacos que consigam modular beneficamente as mitocôndrias de um paciente acometido 

por CR, sugerimos a utilização de mitocôndrias isoladas saudáveis, para tentar induzir um 

aumento do número total de mitocôndrias, bem como estimular a biogênese mitocondrial e 

suprir as demandas energéticas das células acometidas pelas CR. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

O TCE está associado com grandes despesas de gastos públicos, não apenas durante o 

tratamento hospitalar, mas também na alta dos pacientes devido aos custos pela ausência no 

trabalho ou mesmo incapacidades de indivíduos em idade produtiva. Considerando a relação 

existente entre pacientes que foram acometidos por CR ao longo da vida e as perdas motoras, 

existem evidencias para associação na perda da qualidade de vida devido a uma possível 

neurodegeneração expansiva para a medula causada por concussões. Como foi relatado 

anteriormente a farmacologia para manejo de pacientes é limitada. Aqui, propomos o 

transplante de mitocôndrias, uma organela que está associada intimamente com processos de 

sobrevivência, como um possível tratamento para evitar danos secundários axonais 

progressivos associados ao TCE.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Investigar se CR são capazes de propagar a degeneração para a medula espinhal e 

propor o transplante de mitocôndrias como uma estratégia inovadora para o tratamento dessa 

condição. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

a) Avaliar se a neurodegeneração se estende do cérebro para a medula espinhal; 

b) Avaliar proteínas do citoesqueleto axonal; 

c) Investigar o conteúdo de proteínas relacionadas a neurodegeneração medular; 

d) Avaliar a atividade bioenergética de mitocôndrias de diferentes secções da medula 

espinhal; 

e) Caracterizar a viabilidade do transplante de mitocôndrias; 

f) Avaliar o potencial terapêutico do transplante de mitocôndrias na neuroenergética da 

medula espinhal e nas respostas locomotoras. 
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Introdução 

O traumatismo crânio encefálico (TCE) é reconhecida como um problema de saúde 

pública por todo o globo(FAUL; CORONADO, 2015; LANGLOIS; RUTLAND-BROWN; 

WALD, 2006). A patofisiologia se da primariamente pelo dano mecânico infringido ao 

cérebro que desencadeia diferentes cascatas bioquímicas resultando em uma propagação do 

dano, conhecido como mecanismo secundário(JASSAM; IZZY; WHALEN; MCGAVERN et 

al., 2017). Porém os mecanismos moleculares envolvidos nessa propagação ainda não estão 

bem esclarecidos, embora se saiba que a atividade bioenergética mitocondrial esta 

diminuída(HIEBERT; SHEN; THIMMESCH; PIERCE, 2015; KULBE; HILL; SINGH; 

WANG et al., 2017; SUN; CHEN; GU; WANG et al., 2017). 

Dentre os tipos de TCE os mais prevalentes estão os traumas leves e moderados, sendo 

as concussões o tipo mais comum(KAMINS; GIZA, 2016). É estabelecido que repetidas 

concussões (CR) ao longo da vida estão associadas com o desenvolvimento da encefalopatia 

traumática crônica(CHOE, 2016; KULBE; HALL, 2017), condição ainda mais frequente em 

ex atletas de esportes de contato(MANLEY; GARDNER; SCHNEIDER; GUSKIEWICZ et 

al., 2017). As concussões  são relacionadas com a lesão axonal difusa que tem como 

característica a desestruturação das proteínas de citoesqueleto axonal como os microtúbolos 

por conta da hiperfosforilação da proteína TAU e a clivagem de α-espectrina, que atua como 

estabilizadora da rede de actina(CARTERI; KOPCZYNSKI; MENEGASSI; SALIMEN 

RODOLPHI et al., 2019; KULBE; HALL, 2017; WANG; YANG; ZHU; SHI et al., 2018). 

Por conta da desestruturação axonal ocorre um aumento da sinalização pro apoptótica caspase 

dependente, associado a um aumento da concentração de BAX mitocondrial e BCL2 

citosólica. Estas alterações culminam no extravasamento de citocromo-C da mitocôndria para 

o citosol que acaba por ativar clivagem de caspase 3 gerando a morte celular(BRENTNALL; 

RODRIGUEZ-MENOCAL; DE GUEVARA; CEPERO et al., 2013; DU, 2016; 

GLUSHAKOVA; GLUSHAKOV; BORLONGAN; VALADKA et al., 2018; QIU; SHI; 

ZHUANG; ZHANG et al., 2017).  

As concussões também são relacionadas com déficits no metabolismo bioenergético 

mitocondrial e com maior produção de espécies reativas de oxigênio (ERO)(FRATI; 

CERRETANI; FIASCHI; FRATI et al., 2017), pois acarretam em um desbalanço iônico que 

perturba o funcionamento mitocondrial, como por exemplo, devido ao excesso de Ca2+ (SUN; 
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DESHPANDE; SOMBATI; BARANOVA et al., 2008). Por conta do desbalanço iônico 

ocorre diminuição da capacidade mitocondrial de transportar elétrons e de fosforilar ADP, 

acarretando em uma diminuição da eficiência bioquímica(HIEBERT; SHEN; THIMMESCH; 

PIERCE, 2015; NAVIAUX, 2014). Os danos mitocondriais aparentemente sustentam os 

processos de neurodegeneração. Embora esses processos estão bem estabelecidos para a 

neurodegeneração cerebral, não existem evidencias que liguem este dano secundário e 

degeneração da medula.  

É relatado que ex atletas e pacientes que foram acometidos por concussões apresentam 

perda de mobilidade, força e equilíbrio mesmo na ausência de traumatismo raquimedular 

(TRM), o que poderia sugerir uma propagação do dano cerebral para a medula 

espinhal(MANLEY; GARDNER; SCHNEIDER; GUSKIEWICZ et al., 2017; REFAKIS; 

TURNER; CAHILL, 2017; STEENERSON; STARLING, 2017). A comunicação dos efeitos 

deletérios do TCE para a medula apenas foi explorada em pacientes poli trauma o que limita a 

localização da região especifica da injuria inicial e sua relação com outros 

órgãos(BOMBARDIER; LEE; TAN; BARBER et al., 2016). As principais patologias 

relacionadas com a perda de mobilidade por degeneração progressiva da medula estão 

relacionadas, também, com prejuízos na atividade mitocondrial(CHOE, 2016; FRATI; 

CERRETANI; FIASCHI; FRATI et al., 2017; JOHNSON; STEWART; SMITH, 2013). Desta 

maneira a mitocôndria pode ser considerada um componente crucial da sobrevivência e morte 

por degeneração apoptótica. 

Por conta de danos mitocôndrias estarem relacionados com a neurodegeneração 

progressiva, tanto cerebral quanto medular, tem sido proposta a utilização de drogas que 

tenham a mitocôndria como um alvo terapêutico em modelos pré-clínicos(LAMADE; 

KENNY; ANTHONYMUTHU; SOYSAL et al., 2019; SHARMA; LIAW; SHARMA; 

ZHANG et al., 2018; WANG; YANG; ZHU; SHI et al., 2018). Os resultados promissores 

têm demonstrando que estimular as mitocôndrias de animais submetidos ao TCE, geram 

respostas neuroprotetoras. Porém, a translação dos modelos animais para os pacientes tem 

carecido de mais evidencias. 

No presente estudo objetivamos estabelecer um elo funcional entre os danos cerebrais 

proveniente das CR com possíveis prejuízos na medula espinhal. Propomos também uma 

estratégia inovadora que converge com as teorias de terapia mitocondrial. Hipotetizamos que 
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o transplante de mitocôndrias viáveis e que não sofreram um TCE, pode ser relevante para o 

tratamento dos danos causados pelas concussões. 

   

 

 Materiais e Métodos 

Animais e tratamento 

Camundongos CF1 de 90 dias de idade (n total de 50 animais) divididos em 4 grupos, 

controle (CT, n = 12), transplante de mitocôndria (Mit, n = 12), concussões repetidas (CR, n = 

12) e CR-MIT (n = 12), o cérebro de dois animais foram utilizados para realizar o isolamento 

de mitocôndrias para o posterior transplante. Os animais foram fornecidos pelo Centro de 

Reprodução e Experimentação de Animais de Laboratório (CREAL) da UFRGS e ficaram em 

ambiente com temperatura controlada (22ºC ± 1), ciclo claro e escuro de 12h, com livre 

acesso a comida e água. Animais foram tratados 24 horas após a indução da ultima concussão 

com 5µL de salina ou 5µL de mitocôndrias isoladas, a injeção foi feita via intratecal no terço 

distal da medula espinhal(MCCULLY; COWAN; EMANI; DEL NIDO, 2017). Dois dias 

após a injeção os animais foram eutanasiados, foi dissecado o córtex (CX), hipocampo (HC) e 

hipotálamo (HT) para a caracterização do modelo de concussão. Os terços proximais (TP) e 

distais (TD) da medula espinhal foram dissecados para análises estruturais e bioquímicas 

(figura 1 A). Todos os experimentos do trabalho seguiram as diretrizes da Comissão de Ética 

no Uso de Animais, UFRGS, Brasil numero 33764. 

 Indução do TCE 

 Para gerar as concussões, foi utilizado o equipamento myNeuroLab®, Leica, St. 

Louis, MO, USA. O trauma mimetizou as concussões sofridas a partir de quedas ou esportes 

de contato. Os animais foram previamente anestesiados com isoflurano 3% afim de ficarem 

sedados para o procedimento. Após foram colocados no estereotáxico para que sua cabeça 

ficasse posicionada para receber o impacto que teve como parâmetros uma velocidade de 5,7 

m/s, uma profundidade anteroposterior de 5 mm e um tempo de permanência de 0,1s no local 

do insulto. Foram realizados três traumas com intervalo de 72h entre cada concussão.  Os 

grupos CR e MIT apenas passaram pelo mesmo procedimento de anestesia e alocação no 

estereotáxico. Posteriormente os animais ficaram repousando em colchão com aquecimento 
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até recobrarem a consciência para retornarem as suas caixas (MA; SMITH; DESAI; 

CHEUNG et al., 2017).  

 

Teste de Campo Aberto 

O teste do campo aberto foi realizado para avaliar possíveis danos das concussões no 

perfil exploratório e locomotor dos animais. O aparato é uma arena de madeira medindo 60 

cm de diâmetro cercada por paredes de 50 cm de altura. Inicialmente o animal foi habituado a 

sala durante 30 min, com temperatura 37ºC e luminosidade controlados. O aparato foi 

subdividido em duas áreas, centro e periferia, foi avaliado o tempo de permanência em cada 

subárea, tempo imóvel, distancia percorrida total e velocidade média. Os testes foram 

filmados com duração de 10 minutos e foram analisados com utilização do software Anymaze 

® (ZIMMER; TORREZ; KALININE; AUGUSTIN et al., 2015). 

Teste de força 

O teste de grip strength foi realizado para avaliar a capacidade da força física dos 

membros dianteiros dos camundongos. Foi utilizado ao equipamento EFF 305 da Insight ®, 

24 horas após o transplante de mitocôndrias, os animais foram posicionados de forma que 

suas patas dianteiras segurassem em uma barra metálica do aparelho, ao estarem bem fixos 

foram puxados pela cauda até se soltarem do equipamento. O teste foi realizado duas vezes 

em cada animal. Os resultados foram expressos por kg força (MONTILLA-GARCIA; 

TEJADA; PERAZZOLI; ENTRENA et al., 2017).  

Teste de coordenação motora  

O teste do cilindro foi realizado para testar a simetria do movimento dos animais. O 

teste consiste em avaliar o número de toques que o animal realizou com os membros 

superiores em uma superfície durante 5 minutos. O animal passou por 30 minutos de 

habituação com temperatura e luminosidades controladas, para se acostumar com o ambiente 

para realização do teste, após esse período foi colocado em um cilindro de vidro onde foi 

filmado para posterior quantificação dos toques com a pata direita, esquerda ou ambas.  Para 

expressar os dados foi realizado um índice que leva em consideração o numero de toques por 

patas individuais ou ambas as patas simultaneamente. Os testes foram gravados para posterior 

quantificação. (ROOME; VANDERLUIT, 2015). 
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 Teste de equilíbrio 

O teste de equilíbrio, beam balance, foi realizado para avaliar a motricidade fina. O 

teste foi realizado 24 horas após o tratamento. O animal foi habituado ao ambiente por 30 min 

mantendo a temperatura e luminosidade da sala constantes. Os animais foram, então, 

posicionados em uma plataforma elevada e uma luz incandescente foi colocada próxima a eles 

com intuito de criar um ambiente aversivo, a plataforma era ligada diretamente a caixa-casa 

do animal por um cilindro férrico de 2 mm de espessura, a caixa posicionada a uma inclinação 

inferior à plataforma. Foi avaliado o tempo de latência para o animal retornar a sua caixa e 

quantos erros de passada (foot fauls) o animal comete ao percorrer o caminho. Os testes 

tiveram duração máxima de 5 minutos e foram gravados para posterior quantificação 

(CARTER; MORTON; DUNNETT, 2001).  

Fracionamento celular 

O protocolo de fracionamento celular utilizando de gradientes de Percoll ® com 

intuito de obter um preparado mitocondrial purificado, foi realizado adaptação do protocolo 

de Sims e Anderson,(SIMS; ANDERSON, 2008).  O isolamento de mitocôndrias foi 

realizados em tecidos rapidamente homogeneizados após sua dissecção em uma solução 

tampão contendo 320mM de Sacarose, 1 mM de EDTA (K+) e 10mM de TRIS (pH 7.4), o 

homogeneizado foi submetido a centrifugação de 1330xg por 3 minutos, o sobrenadante foi 

transferido para outro tubo e centrifugado a 21200xg por 10 minutos, o pallet resultante 

transferido para um gradiente descontinuo de Percoll ® (15, 23 e 40%), a fração purificada de 

mitocôndrias foi extraída e passou por um processo de lavagem para retirar o Percoll® sendo 

centrifugada a 16500xg por 10 minutos, o pallet foi ressupendido e novamente centrifugado a 

6900xg por 10 minutos, o pallet resultante foi ressupendido em 500 µL de uma solução 

tampão contendo 320mM de Sacarose e 10mM de Tris (pH 7.4). A partir do cérebro de dois 

camundongos naive, foram isoladas mitocôndrias para posterior transplante  mesmo protocolo 

foi utilizado para realizar o isolamento de mitocôndrias provenientes da dissecação dos terços 

proximal e distal medula espinhal, dos animais, para realização das análises do painel 

bioenergético. (MULLER; HAAS; CAMACHO-PEREIRA; BROCHIER et al., 2013).   

Painel mitocondrial 

Foi utilizado o ensaio de formação de MTT formazan em homogeneizados das 

estruturas cerebrais (córtex, hipocampo e hipotálamo) e no isolado mitocondrial dos terços 
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proximal e distal da medula espinhal para avaliar a atividade das desidrogenasses 

mitocondriais. As amostras foram incubadas com 0,5 mg/ml de MTT a 37ºC por 45 minutos o 

produto de formazan formado durante o processo foi solubilizado em DMSO e a absorbância 

dessa solução foi medida à 560 e 630nm em espectrofotômetro (Spectra Max M5, Molecular 

Devices).(PORTELA; GNOATTO; BROCHIER; HAAS et al., 2015) 

Para avaliação do perfil bioenergético do isolado mitocondrial das mitocôndrias que 

foram transplantadas (dado não apresentado) e dos terços medulares foi realizado a 

respirometria de alta resolução em tempo real (Oroboros O2k-oxygraph, Áustria). Foi 

utilizado um protocolo com substratos, desacopladores e inibidores (SDI) do sistema de 

transporte de elétrons (STE).  As análises foram realizadas em uma solução tampão contendo 

(100mM KCI, 100mM manitol, 5mM fosfato, 0.05mM EDTA e 10mM Tris-HC1, pH 7.4 ). 

Os resultados foram normalizados por conteúdo de proteínas. Todas as análises foram 

realizadas em cubas de 2mL vedadas, à constantes 37ºC. Após 10 minutos de estabilização da 

amostra no aparelho, foram adicionados 4,0mM de Piruvato, Malato e Glutamato (PMG), 

após estabilização (R) foi utilizado 2,5mM de ADP, seguido a sua estabilização foi 

adicionado 2mM de Succinato e novamente 2,5mM de ADP. Após a estabilização da máxima 

capacidade fosforilativa (P), foi adicionado um inibidor da FoF1 ATP sintase, oligomicina 

(2ug) com objetivo de obter as respiração não fosforilativa (Lomy). Foi então utilizado um 

ionóforo permeabilizador de membrana, CCCP (0,1mM), para abrir poros na membrana 

interna mitocondrial e avaliar a capacidade máxima do STE (E). Foram adicionados 

inibidores do complexo I (Rotenona, 2mM), complexo II (Malonato), complexo III 

(Antimicina-A) e complexo IV (Azida Sódica) para avaliar o consumo de O2, especificamente 

por complexo. Foram calculados a partir dos resultados obtidos: o fluxo de consumo de 

oxigênio por complexo (FCF CI, FCF CII), a eficiência bioquímica mitocondrial, a 

capacidade do STE, o extravasamento de prótons H+. (CARTERI; KOPCZYNSKI; 

RODOLPHI; STROGULSKI et al., 2019) 

Avaliamos o manejo do fluxo de Ca2+ mitocondrial induzindo ao seu influxo e efluxo 

pela mitocôndria, 50 µL de amostra do isolado de mitocôndrias dos dois terços medulares 

foram incubados com tampão de swelling (100mM KCl, 50mM Sacarose, 10mM HEPES e 5 

mM KH2PO4). Foi realizada a estabilização da amostra monitorando sua absorbância por 3 

min, Após foram adicionados piruvato, malato, glutamato, succinato e ADP, em iguais 

concentrações ao protocolo de respirometria, objetivando energizar as mitocôndrias da 

amostra. Foi monitorada a absorbância por 5min. Para avaliar o influxo de Ca2+ para a 
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mitocôndria foi adicionado 20mM de cálcio, foi monitorado o decréscimo na absorbância 

por 10 min. Após o platô atingido utilizamos 30mM de Na+ para avaliar a capacidade de 

efluxo de cálcio da mitocôndria, por estímulo do transportador NCLX, monitorou-se por 10 

minutos. Todas as leituras foram realizadas em espectrofotômetro (Spectra Max M5, 

Molecular Devices) no comprimento de 540nm. Os resultados foram normalizados por 

proteínas e pelo patamar da estabilização inicial da amostra(CARTERI; KOPCZYNSKI; 

RODOLPHI; STROGULSKI et al., 2019). 

Ensaio de potencial de membrana ΔΨm (Safranina- O) foi realizado nos isolados 

mitocôndrias dos terços da medula espinhal seguindo o mesmo protocolo sequencial de SDI 

da respirometria, foi então calculado a variação dos pontos subsequentes para mensurar o 

fluxo de formação e dissipação do potencial de membrana mitocondrial. As amostras foram 

incubadas na mesma solução tampão da respirometria com a adição de 10µM de Safranina-O, 

a fluorescência foi medida em um espectrofotômetro (Spectra Max M5, Molecular Devices) 

com comprimentos de onda entre excitação 495nm e emissão 586nm, onde números positivos 

de variação indicam uma diminuição no ΔΨm de membrana mitocondrial, enquanto números 

negativos indicam um aumento em ΔΨm. O branco foi realizado apenas com adição de 

solução tampão e safranina-O. As amostras foram normalizadas pela concentração de 

proteínas (CARTERI; KOPCZYNSKI; MENEGASSI; SALIMEN RODOLPHI et al., 2019). 

Ensaio de amplex-red ® para avaliar a produção de H2O2 mitocondrial, foi realizado 

nos isolados mitocondriais dos terços medulares seguindo o mesmo protocolo SDI 

(MULLER; HAAS; CAMACHO-PEREIRA; BROCHIER et al., 2013). As amostras foram 

suplementadas com 10µM de amplex red ® e 2 unidades/ml de peroxidase, foram avaliadas a 

fluorescência entre excitação 563nm e emissão  587nm (Spectra Max M5, Molecular 

Devices). As amostras foram normalizadas pela concentração de proteínas. 

 Western Blot  

O Imunoconteúdo foi avaliado, por western blot, nas estruturas cerebrais hipocampo, 

córtex, hipotálamo, e nos terços proximal e distal da medula. As estruturas foram 

homogeneizadas em EDTA 2mM, coquetéis de inibidores de protease e fosfatase I e II 

(Sigma, St. Louis, USA) 0.001 %, Tris HCl 50mM, (pH 7,4), glicerol 10 % e Triton X-100 1 

%.  As amostras foram normalizadas para que todas tivessem a concentração de 2µg/ml de 

proteína, n = 6. As proteínas de interesse foram separadas pó eletroforese em gel de 

polyacrilamida de 10 ou 12% e transferidas para membranas de nitrocelulose (Amersham, GE 
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Healthcare, Little Chalfont, RU). Os anticorpos primários utilizados para detecção das 

proteínas alvo foram Tau e sua subunidade fosforilada Ser396 (ABCAM®, EUA; 1:1000; ref. 

ab109390);, α-espectrina (Millipore®, ALE; 1:1000; ref. MAB1622), Caspase 3 (Cell 

Signalling®, EUA; 1:1000; ref. 9664) e suas formas clivadas foram medidas tantos nas 

porções cerebrais quando nas medulares, para avaliar a propagação do dano causados pelas 

CR do cérebro para a medula. Proteínas mitocondriais TOM20 (Cell Signalling®, EUA; 

1:1000; ref. 42406) e PGC1α (ABCAM®, EUA; 1:1000; ref. Ab54481), foram utilizadas para 

avaliar massa mitocondrial e mitogênese nas porções medulares. Todos os processos seguiram 

as normas indicadas fabricantes dos anticorpos, todos foram incubados over-night, seguidos 

por incubação de anticorpo secundário anti-rabbit ou anti-mouse 1:5000, por duas horas (GE, 

Little Chalfont, UK). As membranas foram incubadas com reagente de detecção ECL (GE 

Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, UK). A avaliação da quimiluminescência foi feita 

usando Image Quant LAS 4000 (GE, Little Chalfont, UK). As imagens foram quantificadas 

usando o software Imaje J ® (Rockville, EUA). Os resultados foram expressos por percentual 

do controle. (DE CARVALHO; DA SILVA; SERAFINI; DE SOUZA et al., 2017). 

Análises Estatísticas 

Os resultados foram expressos por média ± desvio padrão, as comparações entre os 

grupos foi feita por teste de variância de uma ou duas vias (ANOVA) ou teste T de Student, 

quando necessárias. As análises foram realizadas no software GraphPad Prism 7.0 e PASW 

Statistics 18.0.0. As diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando (*) p 

< 0,05.  

Resultados 

As CR causam dano na medula espinhal 

Inicialmente nós realizamos uma caracterização dos danos cerebrais causados pelas 

CR (figura 1). Demonstramos que existe aumento da fosforilação da proteína TAU (figura 1 

B), e da clivagem de α-espectrina (Figura 1 C) e caspase 3 (Figura 1 D), no grupo CR quando 

comparado ao controle, resultados já esperados pois reproduzem a literatura. Entretanto os 

mesmos marcadores foram realizados no terço proximal (figura 1 E, F e G) e terço distal 

(figura 1 H, I e J) da medula e as mesmas alterações foram evidenciadas no terço proximal e 

houve uma tendência a aumento dos marcadores no terço distal da medula. Vimos a 

diminuição na atividade das desidrogenasses mitocondriais no grupo CR nas três regiões 
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cerebrais e no terço proximal (figura 1 K e L) da medula quando comparadas ao controle, no 

terço distal novamente vimos uma tendência à diferença (figura 1 M). Esses resultados 

indicam que o dano causado pelas CR se propagam para a medula espinhal e além das 

modificações estruturais e a função mitocondrial está alterada., modificações essas já bem 

evidentes no terço proximal e mais brandos no terço distal. 

Transplante de mitocôndrias melhora parâmetros neurológicos  

Após a confirmação do dano à medula espinhal devido as CR, fomos avaliar as 

implicações motoras derivadas do dano estrutural dos axônios medulares, o tratamento com o 

transplante de mitocôndrias foi feito 24h antes das avaliações motoras. No teste do campo 

aberto não foi detectada nenhuma alteração na locomoção ou no perfil exploratório dos 

animais causadas pelas CR nem pelo transplante de mitocôndrias (figura 2 A). Entretanto ao 

realizarmos o teste de força nos membros dianteiros dos animais, vimos uma perda de kg 

força no grupo CR o que foi revertido no grupo CR- MIT, o grupo MIT mostrou uma 

tendência a um aumento de força quando comparado ao grupo CT (figura 2 B).  

No teste do cilindro (figura 2 C), usado para uma motricidade mais fina, vimos a perda 

de simetria no uso dos membros superiores causado pelas CR, o que foi revertido pelo grupo 

CR-MIT, porem mesmo estando dentro da faixa de simetria ficou demonstrado uma diferença 

significativa no numero de toques com as patas (direita ou esquerda). Devido aos indícios 

evidenciados pelo teste do cilindro utilizamos o teste de equilíbrio para avaliar de maneira 

mais precisa os danos motores, foi observado que as CR causaram um aumento no tempo total 

para os animais migrarem da plataforma elevada para suas caixas e um maior número de 

pisadas erradas, o que foi atenuado pelo tratamento (figura 2 D e E). Isso demonstra um efeito 

benéfico agudo após o transplante de mitocôndrias. 

O transplante de mitocôndrias aumenta proteínas mitocondriais na medula  

Inicialmente para avaliar os efeitos mais gerais do transplante de mitocôndrias nos 

danos causados pelas CR realizamos avaliamos, novamente, a atividade das desidrogenasses 

mitocôndrias, o tratamento reverteu os danos causados no terço proximal, entretanto não teve 

nenhuma alteração no terço distal (figura 3 A e B).  

Utilizamos o imunoconteúdo da proteína TOM 20 (figura 3 C e D) e o fator de 

transcrição PGC1α (figura 3 E e F) para avaliar o número e a indução de biogênese 

mitocondrial, respectivamente. Inicialmente vimos que o grupo CR apresentou uma 
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diminuição de TOM 20 na porção distal, indicando uma diminuição da massa mitocondrial na 

região, entretanto sem alterações na biogênese mitocondrial, o que poderia sugerir morte 

mitocondrial apenas, essa diminuição revertida no grupo CR-MIT. Também observamos que 

o transplante de mitocôndrias gerou uma tendência no aumento do imunoconteúdo de ambas 

proteínas quando comparados ao controle (p = 0,062). No terço distal da medula espinhal não 

houve alterações devido as CR, todavia os grupos transplantados (MIT e CR-MIT) 

apresentaram um aumento nos marcadores tanto de massa mitocondrial quanto de biogênese, 

indicando uma possível integração das mitocôndrias transplantadas com as células 

hospedeiras. 

O Transplante de mitocôndrias melhora o controle do cálcio e o perfil bioenergético da 

medula espinhal 

O grupo CR não apresentou modificações no influxo de Ca2+ para o interior da 

mitocôndria, entretanto em ambos os terços da medula as mitocondriais demonstraram um 

prejuízo na capacidade do transportador NCLX de realizar o efluxo do cálcio da matriz 

mitocondrial frente ao transporte antiporte de Na+, o que foi revertido pelo transplante de 

mitocôndrias no grupo CR-MIT (figura 4 A e B). Não foi observado alteração no grupo MIT 

quando comparado ao controle. Associado ao aumento das concentrações intramitocondriais 

de cálcio no grupo CR, observamos também um prejuízo na formação e dissipação do ΔΨm, 

provavelmente devido ao aumento de cargas positivas do Ca2+. Estas alterações foram 

revertidas no grupo CR-MIT, e novamente não houveram modificações no grupo MIT quando 

comparado ao controle (figura 4 C e D).  

 Devido aos danos nas membranas mitocondriais, avaliamos a razão do 

extravasamento de prótons com relação ao sistema de transporte de elétrons. Os resultados 

demonstraram um aumento no extravasamento de prótons H+ no grupo CR, perfil este 

revertido novamente no grupo CR-MIT. Também observamos uma diminuição no grupo MIT 

em relação ao controle (figura 4 E e F). Para avaliarmos a relação entre o extravasamento de 

prótons e a formação de espécies reativas de oxigênio, avaliamos a produção de H2O2 

mitocondrial. Os resultados corroboram o do extravasamento de prótons H+, estando 

aumentado no grupo CR, e reestabelecido ao nível do controle no grupo CR-MIT. O grupo 

MIT tem menor extravasamento quando comparado ao CT (figura 4 G e H). 

Na avaliação da função mitocondrial o grupo CR apresentou uma diminuição na 

capacidade de transportar elétrons em ambos terços medulares o que foi revertido no grupo 
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CR-MIT. O grupo MIT apresentou uma maior capacidade do STE com relação ao grupo CT 

(figura 4 A e B). Quando avaliamos a eficiência bioquímica mitocondrial, ou seja, sua 

capacidade de fosforilar ADP, observamos que novamente o grupo CR apresentou prejuízo ao 

longo de toda a medula espinhal, perfil este revertido pelo transplante de mitocôndrias. Ainda, 

o grupo MIT apresentou uma melhora significativa da sua capacidade fosforilativa quando 

comparada ao CT (figura 5 C e D). 

Para entender os mecanismos envolvidos na melhora causada pelo tratamento nos 

grupos MIT e CR-MIT, avaliamos as atividades específicas dos complexos respiratórios I e II. 

Observamos que as concussões causaram uma mudança na utilização dos complexos 

respiratórios, pois no grupo CR houve uma diminuição da atividade do complexo I (figura 5 E 

e F) e aumento da atividade do complexo II (figura 5 G e H) com relação ao grupo CT, 

entretanto após o tratamento, o grupo CR-MIT, conseguiu manter o perfil de atividade de 

complexo I com relação ao complexo II. Entretanto a melhora na capacidade fosforilativa no 

grupo MIT, não foi explicada pelas atividades dos complexos respiratórios. Dessa maneira 

demonstramos que o transplante de mitocôndrias gerou efeitos benéficos a atividade 

bioenergética oxidativa. 

 O tratamento diminuiu a neurodegeneração medular causada pelas CR 

Realizamos novamente a avaliação dos marcadores associados a neurodegeneração 

progressiva causada pelas concussões para entender se o perfil bioenergético mitocondrial 

estaria relacionado a degeneração medular. Demonstramos, uma diminuição da 

hiperfosforilação da proteína TAU no terço proximal da medula no grupo CR-MIT, entretanto 

nenhuma melhoria foi observada no terço distal (figura 6 A e B). Com relação a  α-espectrina, 

o tratamento foi capaz de reverter sua clivagem em ambos os terços no grupo MIT-CR (figura 

6 C e D). Ainda, a clivagem de Caspase-3, que é um biomarcador clássico da ativação  

apoptótica foi diminuída pelo transplante mitocondrial (figura 6 E e F). 

   

Discussão 

No presente estudo, demonstramos que o transplante mitocondrial conseguiu 

reestabelecer parâmetros funcionais crucias afetados pelas CR. Demonstramos uma melhora 

motora e do perfil neurodegenerativo, possivelmente associado com a melhora bioenergética 

causada pelo tratamento. Também demonstramos uma aparente capacidade das mitocôndrias 
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transplantadas de gerarem melhorias por toda a extensão da medula espinhal, pois mesmo 

sendo injetadas no terço distal da medula foram observadas modificações benéficas no terço 

proximal. 

A perda de mobilidade e força física em pacientes que sofreram trauma raquimedular é 

bem estabelecida na literatura, muito por conta da degeneração progressiva causada pelo 

impacto aos axônios presentes na medula(DEWAN; RATTANI; GUPTA; BATICULON et 

al., 2018; JOHNSON; STEWART; SMITH, 2013; MCFADYEN; CANTIN; SWAINE; 

DUCHESNEAU et al., 2009; VALLEE; MCFADYEN; SWAINE; DOYON et al., 2006). 

Porém o trabalho adiciona a novidade de investigar perda de mobilidade mesmo sem impacto 

direto com a coluna vertebral. Apesar disso outros autores demonstraram, que após TCE 

severos, podem ocorrer danos em neurônios motores cerebrais que afetem a coordenação e 

força de pacientes(BRAUN; VAIBHAV; SAAD; FATIMA et al., 2017; PACHALSKA; 

MANKO; CHANTSOULIS; KNAPIK et al., 2012), mesmo necessitando de estudos 

complementares para fortalecer a hipótese de não ser apenas por danos ao cérebro, 

acreditamos que o trabalho traz um caminho para corroborar com a ideia dos danos 

secundários terem se estendido até a medula espinhal, visto que o tratamento utilizado foi 

efetuado no terço distal da medula gerou um benefício evidente na motricidade dos animais. 

As modificações como diminuição do número de mitocôndrias (TOM20) e diminuição 

do seu fator de transcrição (PGC1α), são um achado comum na pesquisa clínica e pré-clínica 

no campo do TCE(FISCHER; HYLIN; ZHAO; MOORE et al., 2016; MAZZEO; BEAT; 

SINGH; BULLOCK, 2009). É bem estabelecido que após um única TCE ocorre uma 

diminuição momentânea no número de mitocôndrias no tecido cerebral, bem como em 

camundongos acometidos por trauma raquimedular também apresentam diminuição do 

número e da biogênese de mitocôndrias(CHEN; CUI; ZHAI; ZHANG et al., 2018; MILS; 

BOSCH; ROY; BEL-VIALAR et al., 2015). Neste trabalho, encontramos as modificações 

similares aquelas encontradas nos modelos de TRM no nosso modelo de CR (KULBE; 

HALL, 2017). Um aspecto relevante do modelo é que os efeitos mais proeminentes foram 

observados no terço proximal da medula espinhal e mais brandos no terço distal, o que sugere 

que a longo prazo a magnitude das alterações poderiam ser ainda maiores na porção distal. A 

injeção intratecal de mitocôndrias no terço distal impediu a diminuição da massa mitocondrial 

assim como aumentou o  fator de proliferação de mitocôndrias. Os efeitos benéficos locais no 

sitio de administração de mitocôndrias podem ter influenciado as diferenças de respostas entre 

o terço proximal e distal. 
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A diminuição das desidrogenasse mitocondriais é um processo comum a diferentes 

patologias que estejam relacionadas a algum dano mitocondrial (KHACHO; CLARK; 

SVOBODA; MACLAURIN et al., 2017; NAKAJIMA; ITAKURA; KUBO; KANESHIGE et 

al., 2017; SHAKI; SHAYESTE; KARAMI; AKBARI et al., 2017). Esta analise proporciona 

uma estimativa primaria de diminuição atividade metabólica mitocondrial, embora seja muito 

inespecífica pois não indica exatamente quais são os componentes afetados e suas interações 

com outros efetores metabólicos. Mesmo assim, No TCE já é bem estabelecido a diminuição 

da sua atividade global (CARTERI; KOPCZYNSKI; MENEGASSI; SALIMEN RODOLPHI 

et al., 2019), porem seu declínio na medula espinhal decorrente de CR ainda não havia sido 

demonstrado. 

O balanço iônico intracelular é de extrema importância para o correto funcionamento 

dos processos celulares(SUN; DESHPANDE; SOMBATI; BARANOVA et al., 2008). Os 

níveis de Ca2+ estão relacionados com os mais distintos tipos de processos 

celulares(BLENNOW; BRODY; KOCHANEK; LEVIN et al., 2016; FRATI; CERRETANI; 

FIASCHI; FRATI et al., 2017; SUN; DESHPANDE; SOMBATI; BARANOVA et al., 2008). 

Sendo que um dos principais meios tamponantes intracelular de cálcio seja sua captação pela 

mitocôndria que tem um transportador específico para sua entrada e um mais específico ainda 

para sua retirada, o NCLX. Como já demonstrado por nosso grupo(CARTERI; 

KOPCZYNSKI; RODOLPHI; STROGULSKI et al., 2019) o influxo do íon para o interior 

mitocondrial não é afetado pelo TCE, mas sim sua extrusão . Dados prévios  do nosso grupo 

de pesquisa já haviam sugerido que o prejuízo encontrado no fluxo de cálcio em regiões  

cerebrais fosse no efluxo (CARTERI; KOPCZYNSKI; RODOLPHI; STROGULSKI et al., 

2019). O presente estudo demonstra que na medula, novamente, o prejuízo encontrado é no 

efluxo de cálcio, fator que é beneficamente modulado com o transplante de mitocôndrias, 

porem para se saber se é por conta do aumento do numero de mitocôndrias disponíveis ou se é 

pelo aumento da eficiência do transportador NCLX são necessário estudos complementares 

visando esse objetivo. 

O fluxo do ΔΨm é um processo extremamente suscetível aos desbalanços iônicos que 

ocorrem dentro da mitocôndria, tanto que de maneira consonante quando se tem alteração da 

concentração intra mitocondrial de Ca2+, os processos de formar e dissipar o potencial de 

membrana mitocondrial ficam prejudicados, o que leva a desestruturação das suas 

membranas(AHMED; RZIGALINSKI; WILLOUGHBY; SITTERDING et al., 2000; 

FISCHER; HYLIN; ZHAO; MOORE et al., 2016; SUN; CHEN; GU; WANG et al., 2017). 
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Modificações deletérias relacionadas ao ΔΨm e ao TCE já estão bem estabelecidas, porem 

suas alterações a nível medular e possíveis relações com outros processos deletérios ainda 

apresentam muitas lacunas (AHMED; RZIGALINSKI; WILLOUGHBY; SITTERDING et 

al., 2000; LAMADE; KENNY; ANTHONYMUTHU; SOYSAL et al., 2019). O presente 

estudo se propõe a estabelecer mais fortemente essa conexão, pois demonstramos o prejuízo 

na funcionalidade da membrana mitocondrial bem como sua associação ao desbalanço iônico 

e ao subsequente extravasamento de prótons do STE. Também mostramos a associação 

relacionada ao extravasamento de H+ nos animais submetidos as CR. Novamente esse 

processo é um marco estabelecido nas pesquisas relacionadas ao TCE, da mesma forma que o 

aumento desse extravasamento esta associado com o aumento da produção de peróxido de 

hidrogênio mitocondrial.  

Um dos desfechos clássicos mais estudados, do dano secundário após o TCE, é a 

diminuição da bioenergética cerebral, já bem determinada em pacientes e em modelos 

animais(CHEN; CUI; ZHAI; ZHANG et al., 2018; FISCHER; HYLIN; ZHAO; MOORE et 

al., 2016; FRATI; CERRETANI; FIASCHI; FRATI et al., 2017; KHACHO; CLARK; 

SVOBODA; MACLAURIN et al., 2017; MILS; BOSCH; ROY; BEL-VIALAR et al., 2015). 

Trabalhos testado drogas que visem melhorar a atividade mitocondrial em modelos pré-

clínicos para o tratamento de diferentes condições patológicas, incluindo vitimas de TCE. No 

presente estudo, as concussões desencadearam danos na capacidade de transportar elétrons e 

na eficiência fosforilativa bem como aumento na produção de peroxido de hidrogênio no 

grupo CR Outro ponto importante demonstrado no presente estudo é a mudança no perfil 

respiratório de utilização dos complexos I e II no TCE, onde no grupo CR existe uma 

preferência pela respiração via complexo II sendo esse perfil novamente normalizado pelo 

tratamento. O complexo II é considerado um dos principais sítios de produção de peroxido de 

hidrogênio o que poderia justificar o aumento observado no grupo CR. Mais experimentos são 

necessários para se poder consolidar que a mudança desse perfil esteja diretamente 

relacionada aos mecanismos deletério bioenergéticos associados ao TCE. 

A desestruturação dos microtúbulos devido a hiperfosforilação da proteína TAU, bem 

como a clivagem de α-espectrina desestabilizando os filamentos de actina axonais são 

biomarcadores clássicos de lesão axonal difusa, pois são os principais mantenedores da 

estrutura física do axônio(ALONSO; COHEN; CORBO; MOROZOVA et al., 2018; CHEN; 

SHI; ZHENG; LUO et al., 2016; KOBEISSY; LIU; YANG; ZHANG et al., 2015; 

RUBENSTEIN; CHANG; YUE; CHIU et al., 2017; WANG; YANG; ZHU; SHI et al., 2018). 
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Associado a desestruturação axonal está o aumento de vias apoptóticas relacionadas também 

com a mitocôndria por meio da via BAX – BCL2 que culmina em liberação do conteúdo 

mitocondrial de citoromo-c que ativa vias apoptóticas caspase dependente, que geram no final 

clivagem de caspase 3 que sinaliza para a morte celular(DU, 2016; QIU; SHI; ZHUANG; 

ZHANG et al., 2017). Os resultados obtidos reproduziram a literatura para as modificações 

nas três regiões cerebrais classicamente atingidas pelo TCE (córtex, hipocampo e 

hipotálamo). O transplante de mitocôndrias reverteu o perfil neurodegenerativo, porém os 

mecanismos ainda necessitam de maiores esclarecimentos. 

 O presente estudo apresentou evidencias que traumas isolados no crânio, irradiam 

alterações deletérias para toda a extensão da medula espinhal. Além disso, os resultados 

sugerem que a bioenergética mitocondrial exerce um papel relevante tanto para propagar o 

dano medular quanto para atenua-lo, o que parece ser mecanisticamente associado a 

integridade mitocondrial ou sua proliferação.  Embora preliminar, os resultados mostram que 

o transplante de mitocôndrias tem potencial terapêutico para combater os prejuízos motores, 

bioquímicos e principalmente bioenergéticos causados pelas concussões repetidas. Porém 

reconhecer em quais células as mitocôndrias transplantadas estão se integrando é de extrema 

importância para melhor compreender as possibilidades desse tipo de abordagem. 
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Figura 1. Desenho experimental (A). As CR foram induzidas com intervalo de 72h entre os 

eventos, após 24h de repouso os animais foram tratados, via intratecal, com veículo ou 

mitocôndrias isoladas. Os testes motores foram realizados 24h após o tratamento. Os animais 

foram eutanasiados 48h pós transplante de mitocôndrias (A). Para caracterização do modelo 

causado por CR foram avaliados em córtex, hipocampo e hipotálamo, os estabilizadores de 

citoesqueleto pTAUser396/TAU (B) e α-espectrina clivada/ α-espectrina (C), e apoptóticos a 

Caspase-3 clivada (D). Estas análises também foram realizadas em homogeneizados de 

medula no TP (E, F e G) e TD (H, I, J), como indicadores medulares da progressão do dano. 

A atividade de desidrogenasses mitocondriais foram avaliadas como um indicador de 

atividade metabólica global e inespecífica nas três regiões cerebrais (K) e nas porções 

medulares TP (L) e TD (M). * Representa diferença estatística comparado ao controle 

(p<0,05). Abreviações: CR, concussões repetidas; TP, terço proximal da medula; TD, Terço distal da 

medula. 
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Figura 2. Atividade motora dos animais. Para avaliar possíveis danos na locomoção e no 

perfil exploratório dos animais, mensuramos a distância total (m) percorrida por minuto (A) e 

o tempo gasto desprendido (s) em cada zona do campo aberto (B). O grip strengh avaliou a 

força dos membros superiores dos animais em relação a capacidade de segurar um 

dinamômetro (C). Teste do cilindro foi utilizado para avaliar a simetria do movimento das 

patas dianteiras após as CR (D). O teste de beam walk foi utilizado como indicador de 

motricidade fina, observando o tempo para o animal retornar para sua caixa (E) e o número de 

vezes que o animal errou a pisada durante uma travessia (F). * representa diferença estatística 

a todos os grupos, # representa diferença estatística quando comparado ao grupo CR. 
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(p<0,05). Abreviações: CT, controle; MIT, transplante mitocôndria; CR, concussões repetidas; CR-

MIT, concussões repetidas e transplante. 
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Figura 3. Marcadores das mitocôndrias transplantadas. Avaliação da atividade das 

desidrogenasses mitocondriais foram novamente utilizadas para avaliar uma integração geral 

do tratamento com as células hospedeiras em TP (A) e TD (B). A quantidade total de 

mitocôndrias presentes na medula foi avaliada pelo imunoconteúdo de TOM20 em TP (C) e 

TD (D).  A biogênese mitocondrial foi avaliada pelo imunoconteúdo de PGC1α em TP (E) e 

TD (F). * representa diferença estatística comparado a todos os grupos experimentais. 

(p<0,05). Abreviações: CT, controle; MIT, transplante mitocôndria; CR, concussões repetidas; CR-

MIT, concussões repetidas e transplante. 
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Figura 4. Fluxo de cálcio, potencial de membrana e produção de H2O2 mitocondrial. O fluxo 

de Ca2+ mitocondrial, sua dinâmica de influxo e efluxo mediada pelo transportador NCLX 

foram medidos em isolados de mitocôndria em TP (A) e TD (B). A dinâmica do ΔΨm ( 

polarização e despolarização) foram avaliadas nos em TP e TD (C e D). Os efeitos do 

desbalanço iônico do cálcio e distúrbios do ΔΨm no escape de prótons foi avaliado pela razão 

de L/E (E e F). A formação de peróxido de hidrogênio mitocondrial foi medida em TP (G) e 

TD (H). * representa diferença estatística comparado a todos os grupos, # representa diferença 
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estatística quando comparado ao grupo CR (p<0,05). Abreviações: CT, controle; MIT, 

transplante mitocôndria; CR, concussões repetidas; CR-MIT, concussões repetidas e transplante. 

 

 

  



46 

 

 

Figura 5. Painel bioenergético mitocondrial. A eficiência do STE foi expressa pela cálculo de 

(E-P)/E, que demonstra a capacidade de fluxo de elétrons que excede a capacidade 

fosforilativa mitocondrial (A e B). A eficiência bioquímica foi definida por (P-L)/P, que 

Eficiência do STE TP Eficiência do STE TD 

* 

* 
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expressa a capacidade respiratória mitocondrial relacionada diretamente com a fosforilação de 

ADP pela mitocôndria (C e D). A atividade dos complexos I e II  (CI e CII) foram calculadas 

levando em consideração a respiração fosforilativa máxima com relação ao fluxo específico 

por complexos usando Rotenona para avaliar CI (E e F) e Malonato para CII (G e H). * 

representa diferença estatística comparado a todos os grupos, # representa diferença estatística 

quando comparado ao grupo CR (p<0,05). Abreviações: CT, controle; MIT, transplante 

mitocôndria; CR, concussões repetidas; CR-MIT, concussões repetidas e transplante. 
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Figura 6. Marcadores de dano axonal e neurodegeneração apoptótica. Os efeitos do 

tratamento na fosforilação do principal estabilizador de microtúbulos pTAUser396/TAU foi 

realizada em TP (A) e TD (B). Os níveis do imunoconteúdo de α-espectrina, estabilizador de 

filamentos de actina, foram avaliados em TP (C) e TD (D). A clivagem de Caspase 3 foi 

medida para avaliar a sinalização apoptótica caspase dependente (E e F).  * representa 
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diferença estatística comparado a todos os grupos CR (p<0,05). Abreviações: CT, controle; MIT, 

transplante mitocôndria; CR, concussões repetidas; CR-MIT, concussões repetidas e transplante. 
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5 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

 A partir dos resultados preliminares do estudo apresentado, demonstramos que de fato 

existe uma propagação do dano causado pelas CR para toda a extensão da medula espinhal, 

evidenciado pela alteração de marcadores clássicos de degeneração ligados ao TCE. O 

trabalho demonstrou mais uma vez, corroborando com a literatura, a importância da função 

mitocondrial e como ela é afetada após as CR. Apresentamos evidencias preliminares de que 

um transplante de mitocôndrias pode reverter os danos bioenergéticos medulares causados 

pelas CR, por toda a extensão da medula indicando também que as mitocôndrias 

transplantadas estão se integrando com o metabolismo hospedeiro e migrando pela medula. 

 

Para futura publicação do trabalho marcadores no líquor serão dosados para 

proporcionar mais evidencias de neurodegeneração da medula espinhal causada pelo TCE. 

Outros testes comportamentais serão realizados para caracterizar melhor os danos motores 

causados pelas CR. Serão realizados experimentos de imunohistoquímica, para avaliar 

estruturalmente a integridade dos feixes axonais bem como será avaliado a composição 

lipídica da medula como indicador adicional da degeneração progressiva. Iremos realizar 

testes para melhor entender em quais tipos celulares as mitocôndrias estão se acoplando. 

Iremos avaliar o perfil inflamatório do animal transplantado, pois as mitocôndrias são 

provenientes de outro animal podendo gerar alguma resposta inflamatória para combater o 

tratamento. Pretendemos avaliar os efeitos do transplante e sua aceitação pelo organismo por 

mais tempo do que 48 horas. 

Ainda temos o objetivo de avaliar se as mitocôndrias transplantadas no terço distal da 

medula são capazes de migrarem para o cérebro, e gerar benefícios. Por fim, o artigo será 

reescrito em inglês para futura submissão ao periódico Journal of Neurotrauma. 
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