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Resumo: O Traumatismo cranioencefalico (TCE) pode ser definido como a
abrupta interrupcdo da funcdo cerebral, causada por uma variante externa.
Diante disso, o TCE causa alteragbes no eixo intestino-cérebro, tendo como
consequéncia a liberacado de moléculas importantes que sdo responsaveis pela
modulagéo de funcdes entéricas. Objetivos: Avaliar as alteracdes intestinais e
inflamatorias em modelo animal apos a inducédo de TCE leve. Métodos: Foram
utilizados 35 Ratos Wistar, divididos em 2 grupos: grupo controle e grupo TCE
em periodo de 10 dias (protocolo tardio). As amostras de hipocampo, cortex pré-
frontal, cerebelo e soro foram removidas para analise de citocinas (TNF-a, IL-1f,
II-6 e IL-10), bem como amostras ileais para analise das criptas intestinais. As
analises foram realizadas utilizando software Statistical Package for the Social
Science (SPSS) versédo 20.0. Evidenciou-se que o grupo TCE apo6s 10 dias do
evento primério apresentou niveis elevados de TNF-a, IL-1pB, IL-6 e IL-10, sendo
que TNF-q, IL-1B aumentaram nas quatro regides analisadas, IL-6 aumentou em
hipocampo, cerebelo e soro e a IL-10 aumentou em regido de hipocampo.
Somado a isso, ficaram evidentes alteragcdes importantes no comprimento das
vilosidades e a profundidade das criptas e cristas do ileo, resultando decorrente
do processo inflamatério sistémico. Dessa forma, os resultados obtidos
auxiliaram a compreensao desta relagao, eixo intestino-cérebro, permitindo a
visualizagdo da relacdo do TCE e da neuroinflamagdo com as alteragdes

intestinais, evidenciando uma via importante entre os dois sistemas.

Palavras-chave: Eixo Encéfalo-Intestino, Citocinas, Lesdes Encefalicas

Traumaticas e Sistema Nervoso Central.

Introducao

O traumatismo cranioencefalico (TCE) € definido como a abrupta
interrupgao da funcéo cerebral causada por uma variante external- O TCE é uma
das principais causas de morbimortalidade em todo o planeta e como
conseqguéncia, gera sequelas em longo prazo na maioria dos pacientes, fator que

contribui para o aumento anual dos custos das despesas com o cuidado a



saude?. No Brasil, entre os anos de 2008-2019, verificou-se que o nimero total
de admissdes hospitalares foi de 1,57 milhdo de pacientes®. Nesse sentido, a
meédia de gastos hospitalares anuais gerais em relacdo ao TCE no territorio
brasileiro foi de aproximadamente US$43.238.319,90, tendo esses valores
aumentados de 2008 a 20193. Ressalta-se que, as regides brasileiras possuem
nameros distintos em relacéo a epidemiologia e as taxas de TCE, sendo a regido
Sudeste a primeira da lista, seguida pela regido Nordeste e pela regido Sul®.

Diante do quadro, o TCE torna-se uma entidade responsavel pela
alteracdo do eixo intestino-cérebro, que é definido como uma interligagédo entre
o sistema nervoso central (SNC) e o sistema gastrointestinal, cujo principal
constituinte é a microbiota endégena®. A conexdo do eixo é evidenciada quando
se entende a relacdo do controle neuroenddécrino intestinal pelo cérebro através
do sistema nervoso autdbnomo (SNA) e do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
(HPA), cuja consequéncia é a liberacdo de moléculas importantes que sao
responsaveis pela modulacdo das principais funcbes entéricas como
contratilidade, funcdo imunolégica e a secrecdo de enzimas digestivas °.

Nesse contexto, estudos demonstram que ceélulas gliais sofrem intensa
ativacdo apoés o TCE, principalmente os astrécitos e micréglia® Ha evidéncias de
que citocinas pré-inflamatérias, incluindo interleucina (IL)-18, IL-6, IL-8, IL-10 e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) também estdo aumentadas apés um TCE,
e podem causar uma desregulacdo intestinal por meio do aumento da
permeabilidade das juncdes estreitas desse 6rgéo’.

Algumas outras alteracbes ocorrem na barreira mucosa intestinal do
jejuno e do ileo apds o quadro de TCE visualizado em modelo animal, como
edema, encurtamento das vilosidades, eliminacéo epitelial e infiltrado de células
inflamatérias®. Além disso, sintomas neurodegenerativos também ocorrem em
pacientes apdés quadro de TCE em decorréncia da desregulacdo intestinal,
sendo a memoéria de trabalho e memoria de retencdo dois importantes
parametros alterados®.

O TCE é considerado uma das principais patologias mundiais,
representando uma ameaca substancial a salde publica, com elevadas
repercussdes econdmicas e sociais. No entanto, muitas questdes em torno do
TCE permanecem obscuras, incluindo questdes sobre o envolvimento de

alteracdes intestinais, que podem estar relacionadas aos processos lesivos



primarios e secundarios da lesdo. Estudos nesse contexto sdo importantes para
que haja uma melhor compreensdo de relacbes causais entre os fatores
envolvidos, gerando uma melhor compreensédo dos fenémenos fisiopatoldgicos
acerca do TCE. O objetivo do presente estudo, entdo, foi avaliar as alteracdes

intestinais e inflamatérias em modelo animal apds a inducdo de TCE leve.

Materiais e Métodos

Consideracfes éticas

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com
as recomendacOes internacionais para o cuidado e o0 uso de animais de
laboratério, além das recomendacfes para o uso de animais do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Além disso, o
projeto teve inicio somente apds a aprovacédo pela Comissdo de Etica em
Pesquisa no Uso Animal (CEUA), da Universidade do Extremo Sul Catarinense
(UNESC) Brasil. Todos os esfor¢cos necessarios foram realizados para minimizar
o sofrimento dos animais e reduzir o numero de animais utilizados. O estudo foi
realizado no Laboratério de Neurologia Experimental e Biotério da UNESC,

localizado em Criciima — Santa Catarina, via parecer, nimero 44/2023.

Animais experimentais

Ratos Wistar machos (60 dias, 250-300 g) foram obtidos do Biotério da
UNESC. Os animais ficaram alojados no Biotério da mesma universidade. Os
animais foram mantidos em caixas de polipropileno de dimensdes adequadas,
com maravalha, em ambiente climatizado (22 °C * 2 °C), com ciclo claro/escuro
de 12 horas, controlado por timer, recebendo agua e dieta padrdo ad libitum
durante todo o periodo de experimento. Para a determinacdo do numero de
animais para o experimento, foi levada em consideragdo a utilizagdo de um

namero minimo possivel de animais, a eficiéncia do modelo experimental e a



estatistica adequada para este tipo de avaliagdo. Para os experimentos, espera-
se aproximadamente 30% de mortalidade entre os animais dos grupos TCE
level®. Assim foram utilizados 35 animais divididos em grupos controle e grupo

TCE no periodo de 10 dias (protocolo tardio).

Modelo experimental

O dispositivo que foi utilizado para provocar o TCE leve consiste em um
tubo metalico de 2 metros de comprimento e 10 milimetros de diametro interno,
preso a um suporte circular. Os pesos de latdo cairam livremente, por gravidade,
sobre um capacete metalico (disco de aco inoxidavel com 10 mm de diametro x
3 mm de espessura) que foi fixado a cabeca dos animais com o auxilio de um fio
dental. Os pesos foram rosqueados de modo que puderam ser conectados para
produzir um peso de 4509, considerando a queda livre de 1 m!l. Antes do inicio
do procedimento, os animais foram devidamente anestesiados por inalacdo de
isoflurano (1 L/min de Oz e 1 L/min de O2 ambiente) e alocados em uma cama
de espuma frouxamente fixada, com a cabeca levemente elevada para evitar
danos a medula espinhal.

O projeto ocorreu quando os animais completaram 60 dias de vida, e
foram induzidos ao modelo de TCE leve. Sendo assim, foram utilizados 35
animais da espécie Rattus norvegicus (ratos Wistar), no periodo de 10 dias
(protocolo tardio), para andlises bioquimicas, sorolégicas e intestinais. Os
animais foram divididos em grupos controle 10 dias (n = 15 machos); e TCE leve
10 dias (n = 20).

No protocolo tardio, 10 dias apés a inducdo do TCE, foram coletadas
amostras de cértex pré-frontal, hipocampo, cerebelo e sorologicas, bem como
amostras histologicas intestinais. Logo apos as coletas, os animais foram

eutanasiados.
Método de eutanasia e destino das cobaias
Os animais foram decapitados por guilhotina sob anestesia: cloridrato de

cetamina (6,6 mg/kg), cloridrato de xilazina (0,3 mg/kg), por via intraperitoneal.

O método de decapitacdo € considerado um método restrito de eutanasia pelas



Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA, publicadas em 2013. Foram
coletadas amostras de hipocampo, cortex pré-frontal, cerebelo e soroldgicas e a
posterior quantificacdo de TNF-qa, IL-18, IL-6 e IL-10 e mensuracao por meio de
kits ELISA. Amostras para histopatologia foram removidas da regido do ileo e os
cortes histologicos foram avaliados por microscopia de luz padréo.

Avaliacao do nivel de citocinas

As amostras de hipocampo, cértex pré-frontal, cerebelo e soroldgicas
foram removidas e isoladas em gelo seco e armazenadas a -80 °C para as
analises bioquimicas. A quantificacdo de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10 foi

mensurada por kits ELISA, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Anélise histoldgica intestinal

Amostras para histopatologia foram removidas da regido do ileo e
colocadas em formalina tamponada neutra para fixacado e cortes corados com
hematoxilina-eosina de 5 microns de espessura foram preparados apos inclusao
em parafina e processamento histoldgico. Os cortes histoldgicos foram avaliados
por microscopia de luz padrdo. As medidas do comprimento das vilosidades
intestinais e da profundidade das criptas foram realizadas usando o software NIS
Br e foram feitas a partir de fotomicrografias tiradas com ampliacdo de 100x em

microscopio invertido Nikon Ti-U eclipse (Nikon, Téquio, Japdo)+.

Analise estatistica

Os dados foram analisados quanto a normalidade utilizando o teste de
Shapiro-Wilk. A diferenga dos niveis de mediadores inflamatorios (TNF-a, IL-1p3,
IL-6 e IL-10,) e o comprimento das vilosidades e profundidade das cristas e
criptas ileais entre os grupos (controle e TCE) foi avaliada utilizando o teste t de
Student quando os dados apresentaram aderéncia a normalidade e teste U de



Mann-Whitney quando os dados néo apresentaram esse pressuposto. Os dados
foram apresentados por meio da média e desvio padréo e/ou erro padrao da
meédia. Os resultados estatisticamente significativos foram indicados quando p <
0,05. As analises foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism.

versao 8,0.

Resultados

As figuras 1, 2, 3 e 4 apresentam os niveis de TNF-qa, IL-18, IL-6 e IL-10,
respectivamente, nas estruturas cerebrais, hipocampo, cértex pré-frontal,
cerebelo e soro de ratos Wistar adultos apdés 10 dias da indugdo do modelo
experimental de TCE. No grupo TCE leve houve aumento dos niveis de TNF-a
em hipocampo, cortex pré-frontal, cerebelo e soro quando comparados com o
grupo controle (Fig 1). Na avaliagdo dos niveis de IL-1B houve aumento
significativo no grupo TCE quando comparado ao controle no hipocampo, cortex
pré-frontal, cerebelo e soro (Fig 2). Ja na avaliagao dos niveis da citocina IL-6
verificou-se aumento significativo dessa no grupo TCE leve nas regides de
hipocampo, cerebelo e soro, quando comparado ao grupo controle (Fig 3). Os
niveis de IL-6 ndo demonstraram diferencga significativa em cortex pré-frontal.
Para avaliagao da resposta anti-inflamatéria os niveis de IL-10 foram avaliados,
sendo observado aumento significativo somente em regido de hipocampo dos
animais TCE quando comparados ao controle (Fig 4). Os niveis dessa citocina
nas regides de cortex pré-frontal, cerebelo e soro ndo demonstraram diferengas
significativas na comparagao entre os grupos.

A figura 5 apresenta o comprimento das vilosidades e a profundidade
das criptas e cristas do ileo, sendo verificado uma diminuicdo no grupo TCE

quando comparados ao grupo controle (p < 0.001).
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Fig 1. Avaliagéo dos niveis de TNF-a no hipocampo, cortex pré-frontal, cerebelo
e soro de ratos Wistar adultos 10 dias apds modelo experimental de TCE leve.
Os dados foram apresentados como média e desvio padrao e analisados pelo
teste t de Student para amostras independentes. *p <0,05, **p <0,01 *** p <
0,001, ***p < 0,0001 representam diferenga estatistica comparado ao grupo
controle. Abreviacao: TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa. Fonte: autores.

Hipocampo - 10 dias Cortex pré-frontal - 10 dias

* % %

4 3
.I.

o
3 °
(@] - (@]
£ 2+ £
(<o} i (o}
— —
4 51
1_ o
0- T 0- T
N < N <
(\\\0 ((/\@A Qx\o ((/\QJA
& <L OIS
Cerebelo - 10 dias Soro - 10 dias
% % %
20 20
}f * % % %k
1
15+ 15+ .
E l E Gad
(@) (@)
£ 10 e £ 10
(o} (o}
— —
= -
5+ 5+
o] i [ o m
o < o <
& &
& © O

Fig 2. Avaliagédo dos niveis de IL-1B no hipocampo, cortex pré-frontal, cerebelo
e soro de ratos Wistar adultos 10 dias apés modelo experimental de TCE leve.
Os dados foram apresentados como média e desvio padrao e analisados pelo
teste U de Mann-Whitney para amostras independentes. *p < 0,05, **p <0,01 ***
p < 0,001, ****p < 0,0001 representam diferenca estatistica comparado ao grupo
controle. Abreviagao: IL-1B. Interleucina 1 beta Fonte: autores.
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Fig 3. Avaliacao dos niveis de IL-6 no hipocampo, cortex pré-frontal, cerebelo e
soro de ratos Wistar adultos 10 dias apds modelo experimental de TCE leve. Os
dados foram apresentados como média e desvio padrao e analisados pelo teste
t de Student para amostras independentes. *p <0,05, **p <0,01 *** p < 0,001,
****p < 0,0001 representam diferenca estatistica comparado ao grupo controle.

Abreviagao: IL-6: Interleucina 6 Fonte: autores.
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Fig 4. Avaliacao dos niveis de IL-10 no hipocampo, cértex pré-frontal, cerebelo
e soro de ratos Wistar adultos 10 dias apés modelo experimental de TCE leve.
Os dados foram apresentados como média e desvio padrao e analisados pelo
teste t de Student para amostras independentes. *p <0,05, **p <0,01 *** p <
0,001, ****p < 0,0001 representam diferenca estatistica comparado ao grupo

controle. Abreviagao: IL-10: Interleucina 10. Fonte: autores.
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Discussao

O presente estudo evidenciou que o TCE leve e induzido em modelo
animal causa aumento importante de citocinas pro-inflamatérias e alteragcbes
das cristas e criptas ileais. Demonstrou-se um aumento significativo de TNF-a e
IL-18 em hipocampo, cértex pré-frontal, cerebelo e soro, enquanto niveis de IL-
6 aumentaram principalmente em hipocampo, cerebelo e soro. Ja os niveis de
IL-10, citocina anti-inflamatdria, tiveram um aumento consideravel apenas na
regido de hipocampo. Em relagéo as criptas e cristas, ambas sofreram reducao
importante apés TCE leve induzido.

O TCE ocorre quando uma forgca mecanica externa, mais comumente
evidenciada em acidentes de carro, quedas, disparos de armas ou traumas
esportivos, perturba a homeostase e a funcionalidade normal do cérebro’. O
TCE representa uma importante causa de aumento dos gastos com o sistema
de saude, pois pacientes com traumas severos necessitam de cuidados
intensivos  hospitalares como intubacdo, traqueostomia e exames
complementares diversos, além dos gastos com reabilitagcdo das possiveis
sequelas’®. Essas sequelas sdo muitas vezes relacionadas com aumento dos
niveis de citocinas pré-inflamatérias na circulagcao sistémica, exercendo efeitos
deletérios em outros sistemas organicos periféricos, como sistema imunolégico
inato e adaptativo'”-18,

Diante do contexto, aumentos dos niveis de citocinas pro-inflamatérias
como TNF-a, IL-1B e IL-6, sdo associados a piores desfechos e agravos de
lesOes cerebrais secundarias em modelo experimental animal'®. Essas citocinas
sdo responsaveis por exacerbar a resposta imune local e por gerar mais
mediadores inflamatérios, além de contribuirem para o edema cerebral e como
consequéncia, aumento da pressdo intracraniana°.

A ruptura da membrana celular primaria apés TCE causa a liberagao de
padrées moleculares associados a danos (DAMPs), capazes de desencadear e
amplificar a neuroinflamacgao, e associado a isso, TNF-a, IL-6 e IL-1B sao
reguladas rapidamente por células gliais locais, impulsionando a
neuroinflamagéo traumatica?’.

Nesse viés, percebe-se o aumento de citocinas pro-inflamatorias, nao

apenas no contexto do TCE, mas em outras patologias que afetam o SNC de



forma primaria ou secundaria, como sepse e meningite. Um estudo brasileiro
que avaliou parametros inflamatérios e cognitivos com a meningite
pneumocdcica em ratos Wistar, evidenciou também um aumento significativo de
TNF-a e IL-1B em cértex pré-frontal e hipocampo no mesmo periodo de 10 dias
apos o evento agudo??. Diante do exposto, um outro estudo, também nacional,
que analisou a ativagao do receptor NLRP3 no contexto de meningite
pneumocdcica, verificou o aumento da IL-6 cerca de 10 dias apos a infecgao,
bem como alteragbes menores em valores da IL-1023,

No contexto do TCE, a reacao inflamatéria a lesdo é resultado de uma
interacdo complexa entre componentes celulares centrais e periféricos,
influenciados pela idade, sexo, mecanismo e grau de lesdo e genética, bem
como pelas citocinas pré e anti-inflamatorias que competem para promover e
encerrar a resposta neuroinflamatéria pds traumatica®4?°>. Em estudos
prospectivos, observou-se que pacientes com TCE apresentaram niveis
elevados de citocinas como IL-18, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a durante o primeiro
ano pos-lesdo, em comparagcao com individuos saudaveis da mesma faixa
etaria®®. Adicionalmente, um escore de carga subaguda, também foi capaz de
prever o desempenho cognitivo em pacientes com TCE moderado a grave,
sendo que niveis elevados de IL-1B e TNF-a foram associados negativamente a
cognigao, indicando uma relagao importante no contexto de desfechos cognitivos
desfavoraveis?’.

O traumatismo cranioencefalico (TCE) desencadeia uma resposta
sistémica ao estresse, marcada pela ativagao do eixo hipotalamico-hipofisario-
adrenal (HPA) e da porgao simpatica do sistema nervoso autbnomo?8. A ativagao
prolongada do eixo HPA pode ter efeitos prejudiciais, contribuindo para
disfungdes em diversos 6rgaos, como alteragdes na motilidade gastrointestinal,
elevagdo da presséo arterial e comprometimento da funcgéo cardiaca?®. Além do
aumento dos hormoénios do estresse, o TCE também promove uma resposta
imune sistémica que pode evoluir para a sindrome da resposta inflamatoria
sistémica (SIRS), com liberacdo de mediadores inflamatérios como citocinas e
quimiocinas na corrente sanguinea durante meses°.

Além disso, evidenciou-se em conjunto, alteracbes importantes na
barreia mucosa intestinal apds quadro de TCE em modelo animal, como reducao

das criptas e cristas ileais. Diante do quadro, define-se o eixo intestino-cérebro



como uma interligacao bidirecional entre o SNC e o sistema gastrointestinal,
influenciado principalmente pela microbiota propria3!. O controle neuroenddcrino
intestinal pelo cérebro através do SNA e pelo HPA, principalmente através do
nervo vago, acaba por liberar moléculas importantes, como acetilcolina,
glicocorticoides e catecolaminas, exercendo fungbes na contratilidade e
secregao de enzimas digestivas®?. Em outro plano, a microbiota intestinal secreta
moléculas capazes de modular fungbes das células gliais, sendo os acidos
graxos de cadeia curta, e neurotransmissores de triptofano duas moléculas
importantes nesse contexto3334

Diante disso, uma pesquisa também correlaciona o TCE com alteragdes
intestinais em ratos, demonstrando redugao do comprimento das vilosidades,
profundidade das criptas e area de superficie absortiva, bem como morte das
células epiteliais e perda de proteinas de jungéo estreita, como a zolunina-1,
aumentando a permeabilidade intestinal®®3. No intestino, o processo
inflamatorio sistémico induz aumento na ativagao de células gliais entéricas,
servindo para promover a homeostase da mucosa e diminuir a inflamagdo em
resposta ao dano a barreira intestinal®”-38. Portanto, percebe-se que ha uma
relacao direta entre o TCE e alteragdes da mucosa ileal, decorrentes do processo
inflamatdrio sistémico mediado por citocinas pré-inflamatorias.

Dentre as limitacdes desse estudo destaca-se o0 modelo experimental de
queda de peso (TCE leve), com impactos difusos no SNC, e que impossibilitaram
a visualizacao de regides de focais do encéfalo. Além disso devido ao periodo
experimental focalizar em 10 dias apds TCE, a resposta tardia e consequente

avaliacao de efeitos a longo prazo do modelo animal nao foi viabilizada.

Conclusao:

O presente estudo evidenciou a relagdo entre os parametros
inflamatdrios cerebrais e sistémicos, bem como as alteragdes intestinais
oriundas de um quadro de TCE leve. A pesquisa demonstrou aumento de TNF-
a e IL-1B em hipocampo, cortex pré-frontal, cerebelo e soro, bem como aumento
também significativo de IL-6 em hipocampo, cerebelo e soro e aumento de IL-10
apenas em regidao de hipocampo. Alteragbes morfolégicas na mucosa ileal e

reducdo de cristas e criptas foram verificadas, podendo estar correlacionadas ao



aumento da permeabilidade intestinal e ativacdo de células gliais entéricas, 10
dias apds a indugao de TCE leve em modelo animal.

Os resultados obtidos auxiliam a compreensao desta relagdo, eixo
intestino-cérebro, permitindo a visualizacdo da relacdo do TCE e da
neuroinflamacao com as alteragdes intestinais, evidenciando uma via importante
entre os dois sistemas. Além disso, o trabalho permite um novo olhar para futuras
intervengdes no manejo pdés trauma, buscando minimizar as sequelas
resultantes do processo inflamatorio, abrindo espago para terapias mais

focalizadas apés quadro de TCE.
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