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Resumo

O traumatismo cranioencefalico (TCE) ndo € um evento lesivo unico e estatico,
devendo ser considerado uma doenga crbnica e progressiva com Ssérias
consequéncias em longo prazo. Soma-se ainda o fato que tanto o TCE quanto o
processo inflamatorio decorrente pode culminar em dano cognitivo e sequelas em
longo prazo. A partir disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade do
sistema glinfatico, parametros inflamatorios e oxidativos apos indugdo de modelo
animal de TCE leve. Para isso, foram utilizados 66 ratos Wistar divididos em dois
protocolos experimentais 24 horas e 10 dias apds a indu¢do do modelo de TCE. Em
ambos os protocolos houve um grupo controle e grupo TCE leve. O TCE leve foi
induzido nos animais sob anestesia, por queda livre de peso (400 g) de 1 metro de
altura, através de um tubo cilindrico metalico. Para os animais controles ndo houve
queda de peso. Para avaliagdo do funcionamento do sistema glinfatico os animais
foram submetidos a injecdo, via cisterna magna de albumina + azul de Evans (EBA),
com posterior coleta de sangue e encéfalo. Em 24 horas e 10 dias ap6s o modelo
experimental os animais foram eutanasiados e as estruturas hipocampo, cortex
frontal, cerebelo e soro coletadas para analise de citocinas e dano oxidativo, bem
como para analise do sistema glinfatico. Em 24 horas verificou-se aumento de TNF-
a, IL-1B8 e IL-6 no grupo TCE em todas as regides cerebrais analisadas; no soro
houve aumento significativo nos niveis de TNF-a e IL-6. Ja os niveis de IL-10 foram
aumentados somente no hipocampo dos animais TCE. Em dez dias apds o modelo
experimental os animais TCE apresentaram aumento de TNF-q, IL-1B e IL-6 em
praticamente todas as regides cerebrais analisadas e soro, exceto no coértex frontal
em que nao houve diferenga de IL-6. Os niveis de IL-10 foram aumentados somente
no hipocampo dos animais TCE. Na avaliacdo de dano oxidativo em 24 horas houve
aumento de TBARs, carbonil e DCF-DA nos animais TCE em praticamente todas as
regides cerebrais analisadas. Os niveis de TBARs no soro e DCF-DA no cortex
frontal e soro ndo apresentaram diferencga significativa. Em dez dias, na avaliagéo do
dano oxidativo, houve aumento de TBARs, carbonil e DCF-DA nos animais TCE em
praticamente todas as regides cerebrais analisadas e soro, exceto niveis de TBARs
em cortex pré-frontal. Ainda, verificou-se comprometimento do sistema glinfatico em
24 horas nos animais TCE quando comparados ao controle. Os achados deste
trabalho mostram que o TCE leve n&o é um evento simples, e mesmo em sua forma
mais branda, o cérebro reage de maneira intensa, desencadeando uma série de
processos inflamatérios e oxidativos que se entrelacam e podem influenciar de
forma significativa a recuperagéo neurologica.

Palavras-chave: traumatismo cranioencefalico; sistema glinfatico; inflamagéo;
cognigao.



Abstract

Traumatic brain injury (TBI) is not a single, static injury event; it should be considered
a chronic and progressive disease with serious long-term consequences.
Furthermore, both the TBI itself and the resulting inflammatory process can lead to
cognitive impairment and long-term sequelae. Therefore, this study aimed to
evaluate the activity of the glymphatic system and inflammatory and oxidative
parameters after induction of a mild TBI animal model. For this purpose, 66 Wistar
rats were used, divided into two groups according to the time point of TBI induction:
24 hours and 10 days after induction. In both protocols, there were control and mild
TBI groups. Mild TBI was induced in the animals under anesthesia by a free drop of a
weight (400 g) from a height of 1 meter, using a cylindrical metal tube. No weight
drop was performed on the control animals. To assess the functioning of the
glymphatic system, animals underwent injection of albumin + Evans blue (EBA) via
the cisterna magna, followed by blood and brain collection. At 24 hours and 10 days
after the experimental model, the animals were euthanized, and the hippocampus,
frontal cortex, cerebellum, and serum were collected for cytokine and oxidative
damage analysis, as well as for glymphatic system analysis. At 24 hours, the TBI
group showed increased TNF-q, IL-13, and IL-6 in all brain regions analyzed; serum
levels of TNF-a and IL-6 were significantly increased. IL-10 levels were increased
only in the hippocampus of TBI animals. Ten days after the experimental model, TBI
animals showed increased TNF-a, IL-13, and IL-6 in virtually all brain regions
analyzed and in serum, except in the frontal cortex, where there was no difference in
IL-6. IL-10 levels were elevated only in the hippocampus of TBI animals. In the 24-
hour oxidative damage assessment, there was an increase in TBARSs, carbonyl, and
DCF-DA in TBI animals in virtually all brain regions analyzed. Serum TBARs and
DCF-DA levels in the frontal cortex and in serum did not differ significantly. At ten
days, in the oxidative damage assessment, there was an increase in TBARs,
carbonyl, and DCF-DA in TBI animals in virtually all brain regions analyzed and
serum, except for TBARSs levels in the prefrontal cortex. Furthermore, impairment of
the glymphatic system was observed in TBI animals at 24 hours when compared to
the control group. The findings of this study show that mild TBI is not a simple event;
even in its mildest form, the brain responds vigorously, triggering a series of
intertwined inflammatory and oxidative processes that can significantly influence
neurological recovery.

Keywords: traumatic brain injury; glymphatic system; inflammation; cognition.
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1. INTRODUGCAO

A unidade neurovascular apresenta intima relagcdo com os espacos
perivasculares cerebrais e com a barreira hematoencefalica (BHE), desempenhando
papel fundamental na manutencdo da homeostase do sistema nervoso central. Os
vasos sanguineos cerebrais sdo constituidos por células endoteliais, membrana
basal, pericitos e células musculares lisas, estruturas envolvidas pelos pés
astrocitarios, formando um sistema altamente especializado responsavel pela
regulagcédo do fluxo sanguineo cerebral, pela permeabilidade vascular e pelas trocas
metabdlicas entre o sangue e o tecido nervoso. Entre a pia-mater e a glia limitans
localiza-se o0 espaco de Virchow-Robin, importante componente dos espacgos
perivasculares relacionados ao fluxo do liquido cefalorraquidiano (LCR) e ao
funcionamento do sistema glinfatico (SWEENEY et al., 2019; BAKKER et al., 2016).

Além disso, a interagdo entre células gliais, neurdnios e vasos cerebrais
caracteriza a unidade neurovascular como um complexo funcional integrado. Nesse
contexto, os astrocitos desempenham papel essencial na regulagéo das trocas entre
o LCR e o fluido intersticial por meio da expressao dos canais de aquaporina-4
(AQP4), faciltando a circulacdo de fluidos através do parénquima cerebral.
Paralelamente, a barreira hematoencefalica atua como uma estrutura seletiva,
controlando a passagem de moléculas e protegendo o tecido nervoso contra
substancias potencialmente neurotéxicas (ILIFF et al., 2012; NEDERGAARD, 2013;
SWEENEY et al., 2019).

O sistema glinfatico participa diretamente da depuragdo cerebral,
promovendo o fluxo do LCR ao longo dos espacgos perivasculares arteriais, sua
distribuicdo pelo intersticio cerebral e posterior drenagem em direcdo aos espacgos
perivenosos e vasos linfaticos meningeos. Dessa forma, a integracdo entre a
unidade neurovascular, a barreira hematoencefalica e o sistema glinfatico é
essencial para a manutencao da funcdo cerebral normal, sendo alteracbes nesses
mecanismos associadas a processos neuroinflamatorios, edema cerebral,
traumatismo cranioencefalico e doencas neurodegenerativas. A Figura 2 ilustra
esquematicamente a organizacdo da unidade neurovascular, da barreira
hematoencefalica e dos espagos perivasculares envolvidos no funcionamento do
sistema glinfatico (RASMUSSEN; MESTRE; NEDERGAARD, 2018; PLOG;
NEDERGAARD, 2018).
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Figura 1: Representagdo esquematica da unidade neurovascular e da barreira hematoencefalica,
evidenciando a interagdo entre células endoteliais, astrécitos, pericitos, neurbnios e espacgos
perivasculares no funcionamento do sistema glinfatico cerebral.
Fonte: Adaptado de Melanie D. Sweeney et al. (2019).

O sistema glinfatico (SG) tem despertado interesse em inumeras areas da
saude desde sua descoberta em 2012 por lllif e colaboradores, em decorréncia de
sua atuacao no funcionamento fisiolégico do cérebro, que possibilita a retirada de
substancias neurotéxicas do tecido cerebral. Esse processo ocorre por meio de um
“aparelho virtual” que conecta o liquido cefalorraquidiano (LCR) ao fluido intersticial
que, entdo, desemboca no sistema linfatico cervical (Ferrara, Bertozzi et al., 2022).

A figura 2 ilustra a organizagdo anatébmica dos espagos perivasculares
cerebrais e sua intima relagcdo com o sistema glinfatico, evidenciando o trajeto do
LCR ao longo dos espagos perivasculares que acompanham 0s vasos sanguineos
desde o espacgo subaracnoide até o parénquima cerebral. Observa-se a participagao
de estruturas como a pia-mater, as células leptomeningeas e a glia limitans
superficial e perivascular, componentes fundamentais na regulagéo das trocas entre
o LCR e o fluido intersticial. Dessa forma, o sistema glinfatico atua como uma
importante via de depuragdo cerebral, sendo essencial para a eliminacdo de
metabalitos e para a integridade funcional do tecido cerebral (BAKKER et al., 2016;
GOUVEIA-FREITAS; BASTOS-LEITE, 2021).
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Figura 2: Representagdo anatdmica do espaco perivascular arterial, destacando sua relagdo com o
espaco subaracnéideo, pia-mater, glia limitans e parénquima cerebral.

Fonte: Adaptado de Gouveia-Freitas et al., 2021

Diferentemente do que ocorre nos tecidos periféricos, o tecido encefalico
nao possui capilares linfaticos tradicionais que propiciam a eliminagao de resquicios
metabdlicos toxicos (Hablitz, Nedergaard, 2021). O LCR do espago subaracnéide flui
para O cérebro por meio dos espagos perivasculares das grandes artérias
leptomeningeas. Com a ramificagdo da arvore vascular, o LCR é conduzido para o
parénquima cerebral através dos espacgos perivasculares das artérias penetrantes
conhecido como espagos de Virchow-Robins (Rasmussen, Mestre et al., 2018).

A partir do espacgo perivascular, o LCR flui entdo através da membrana
basal da glia e das terminagdes astrogliais que delimitam o parénquima cerebral. As
terminagdes astrociticas expressam densamente o canal de agua aquaporina-4
(AQP4), o que facilita o fluxo do LCR para o parénquima cerebral, onde se mistura
com o fluido intersticial. No intersticio, o fluido se dispersa por meio de um
movimento liquido polarizado em direcdo aos espagos perivasculares e
perineuronais. Por fim, o LCR sai ao longo das bainhas perineurais dos nervos
cranianos e espinhais, dos vasos linfaticos meningeos e das granulagdes
aracnoideas (Rasmussen, Mestre et al., 2022). Sendo assim, o cérebro dispde de
um sistema semelhante ao sistema linfatico, que conecta o LCR e o fluido
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intersticial, possibilitando a excregdo de compostos neurotéxicos, figura 1 (Ferrara,
Bertozzi et al., 2022).
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Figura 2: Comparagdo do movimento do fluido intersticial linfatico periférico e glinfatico cerebral.
Fonte: Hablitz e Nedergaard, 2021.

De maneira similar, porém em um caminho inverso, a barreira
hematoencefalica (BHE) atua como obstaculo para a passagem de drogas, farmacos
e compostos exdgenos do sistema periférico para o sistema nervoso central (SNC)
(Kadry, Noorani et al., 2020). A BHE é composta por células endoteliais
microvasculares (CEM), reguladas por outras células que cercam o endotélio como
astrocitos, interneurdnios, micréglia, entre outras (Uemura, Maki et al., 2020). Salvo
as semelhangas anatébmicas com o SG, os estreitamentos das interligagdes
celulares da BHE limitam e refinam a passagem de componentes plasmaticos,
glébulos vermelhos, leucocitos e outras substancias para o cérebro (Sweeney,
Sagare, Zlokovic, 2018).

A integridade de ambas as barreiras € de extrema importancia para a
manuteng¢do do fluxo sanguineo e da permeabilidade seletiva. Entretanto, diversos
fatores como doengas neurodegenerativas, acidente vascular encefalico (AVE),
traumatismo cranioencefalico (TCE), epilepsia, entre outros, podem alterar o
funcionamento fisiologico da BHE (Sweeney et al., 2019).

O TCE é definido por qualquer lesao estrutural ou outra alteracdo que
afete a funcao cerebral devido a forga externa ao corpo (Blennow, Hardy, Zetterberg,

2012) acarretando o inicio ou piora de pelo menos um sintoma neurolégico como
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perda ou queda no nivel de consciéncia, perda de memdria referente a momentos
imediatamente anteriores ou posteriores a lesdo, comprometimento do estado
mental (confusdo, desorientagdo, lentificagdo do pensamento) ou déficits
neurologicos (fraqueza, perda do equilibrio, alteracao visual (Eme, 2017).

O TCE é uma das principais causas de morte e incapacidade em adultos
em todas as faixas etarias, com milhdées de individuos acometidos em todo o mundo
a cada ano. Além disso, o TCE € um importante fator de risco para a
neurodegeneracdo, deméncia, AVE, disturbios neuroenddcrinos e epilepsia (Wilson
et al., 2017). A nivel mundial, todos os anos, mais de 50 milhdes de individuos
sofrem um TCE e estima-se que aproximadamente metade da populagdo global
venha a experimentar um ou mais TCE ao longo de suas vidas (Maas, Menon et al.,
2017). Em sua maioria, acomete jovens economicamente ativos, entre a segunda e
a terceira décadas de vida, sendo causados principalmente por acidentes
motociclisticos, seguido de quedas e atropelamentos. Ademais, cerca de 75 a 90%
dos casos sdo classificados como TCE leve (Prince, Bruhns 2017). Segundo
Fernandes e colegas (2022), estima-se que no Brasil a taxa de mortalidade por TCE
€ de 26,2 a 39,3/100.000 habitantes, representando mais de 100.000 vitimas fatais
por ano (Fernandes and Waters 2022).

Apo6s a ocorréncia do TCE em seus diferentes niveis, dois caminhos
distintos podem ser tragados no SNC: o trauma inicial causa, alteragdes transitorias
e se recupera, quando o traumatismo é leve, ou altera de forma crbénica a
homeostasia cerebral, com morte celular, dano estrutural, inflamacédo, edema e
predisposicao a infecgdes, quando ocorre um caso moderado a grave (Johnson, de
Rivero Vaccari et al., 2023). Dentre os efeitos do TCE, € possivel a observagéao de
sintomas fisicos (cefaléia, tontura, fadiga), cognitivos (confusdo, desorientacéo,
lentificacdo do pensamento) e emocionais (Prince and Bruhns 2017).

Assim, o TCE ndo € um evento lesivo unico estatico, mas deve ser
considerada uma doencga crénica e progressiva com sérias consequéncias em longo
prazo. A heterogeneidade da lesdo do TCE reflete tanto o dano mecanico direto que
resulta da lesdo em si (lesdo primaria) quanto as cascatas moleculares tardias que
se seguem (lesdo secundaria) (Shi, Zhang et al., 2019). A lesdo primaria é
caracterizada pelo deslocamento e dano mecanico ao tecido cerebral, incluindo
contusdo, dano vascular, hemorragias, alteragbes no fluxo sanguineo cerebral e na

permeabilidade da BHE. A lesdo secundaria envolve processos bioquimicos
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complexos e multifatoriais que s&o iniciados minutos apos a lesdo primaria e
persistem por dias, meses e até anos apds o insulto primario, contribuindo e
exacerbando neuroinflamagdo, neurodegeneracdo e déficits neuroldgicos. Além
disso, proteinas liberadas de células lesadas atuam como padrdes moleculares
associados a danos (DAMPSs), sendo potentes estimuladores de respostas imunes
centrais e sistémicas. A disfuncdo da BHE permite a infiltracdo de células imunes
periféricas no parénquima cerebral, que secretam quimiocinas e citocinas que
mobilizam e ativam células gliais residentes, como micréglia e astrocitos, e
perpetuam a infiltragdo de células imunes periféricas (Das, Leonardo et al., 2011).

Processos de lesdo secundaria em andamento também podem contribuir
para o desenvolvimento de comorbidades. As comorbidades relacionadas ao TCE
e/ou desafios periféricos subsequentes podem, por sua vez, exacerbar esses
processos de lesdo secundaria, piorando os resultados e ter efeitos criticos em
outros sistemas orgénicos, incluindo o trato gastrointestinal, que impactam na
morbidade e mortalidade (Hanscom, Loane et al., 2021).

A morte neuronal pés TCE promove a liberagdo de neurotransmissores
excitatérios, principalmente aspartato e glutamato, que despolarizam a membrana
celular e promove o influxo exacerbado de diversos ions, entre eles sodio e calcio. O
excesso de calcio intracelular causa disfungdo da membrana mitocondrial e ativa
reagdes enzimaticas que levam a morte celular (Raith, Reddy 2023). Concomitante a
isso, a propagacéo da despolarizagdo da membrana celular levando ao metabolismo
anaerdobio e ao maior consumo de substrato energético (Hinzman, Wilson et al,,
2016). Ademais, o dano a BHE prejudica o controle pressorico cerebral, favorecendo
o aumento da presséo intracraniana (PIC) (Jha, Kochanek et al., 2019).

O comprometimento da BHE propiciona o influxo de agua e fluido proteico
no liquido extracelular (LEC) que, aliado a disfungdo dos astrdcitos, propicia a
formagdo do edema vasogénico (Jha, Kochanek et al., 2019). Ainda, a produgao
excessiva de citocinas pro-inflamatérias, como interferon (IFN)-a, interleucina (IL)-
1B, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF)-a pela glia residente contribui para os
resultados adversos apds o TCE, sendo seus niveis séricos aumentados no soro de
pacientes apdés 3 meses da lesdo, atuando como um mecanismo em potencial para
a disfungao cognitiva em pacientes com TCE (Xu, Yue et al., 2022).

Niveis aumentados de TNF-a e IL-13 foram evidenciados em modelos

animais e em pacientes, demonstrando uma contribuigdo significativa para o
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desenvolvimento e manutencgéo de déficits cognitivos e de memdéria de trabalho, que
mesmo em modelos de TCE leve, afetam os desfechos cognitivos em longo prazo
(Sun, Bai et al., 2019; Shaw, Anders et al., 2023). Em consequéncia a produc¢ao de
citocinas, sao geradas grandes quantidades de espécies reativas ao oxigénio (ERO).
Posteriormente, ha morte neuronal e alteragdes metabdlicas que desencadeiam
estresse oxidativo, prejuizo na sintese de adenosina trifosfato (ATP), edema
citotoxico e ruptura de membranas celulares (Raith, Reddy 2023). A formacéo de
estresse oxidativo aumenta a producgao e liberacido de mais citocinas e quimiocinas,
aumento da ativacédo de neutrdfilos, peroxidagao lipidica, danos ao DNA, nitragdo de
tirosina, a ativagdo de metaloproteinases de matriz e produgdo de prostaglandina
(Mira, Lira et al., 2021).

Paralelamente aos processos inflamatérios e o estresse oxidativos, o TCE
compromete de forma significativa os sistemas responsaveis pela depuragéo de
residuos do SNC. Quando a remogao adequada de metabdlitos e proteinas para
fora do SNC ndo ocorre de maneira eficiente, ha acumulo de componentes
neurotdxicos no parénquima cerebral, resultando em inflamagéo persistente, dano
neuronal progressivo e comprometimento das fungdes neurologicas (Kress; lliff et
al., 2014).

Nesse contexto, o SG emerge como um elemento chave da fisiopatologia
pos-TCE. Evidéncias demonstram que, apés um TCE moderado, ocorre interrupgéo
crbnica da polarizagao perivascular dos canais de AQP4, o que compromete o fluxo
glinfatico e favorece o desenvolvimento de alteragbes neurodegenerativas (Ren; lliff
et al., 2013).

Adicionalmente, o TCE promove liberacdo exacerbada de metabdlitos e
proteinas intracelulares, como a proteina tau, aumentando substancialmente a carga
de residuos a serem removidos do parénquima cerebral. Esse excesso de
substratos sobrecarrega ainda mais o SG, contribuindo para seu comprometimento
funcional. Evidéncias experimentais em modelos animais demonstram, de forma
consistente, que a gravidade do TCE se associa positivamente ao grau de disfungéo
glinfatica, reforcando o papel desse sistema na resposta cerebral ao trauma (lliff et
al., 2014; Bolte et al., 2019; Benjamin et al., 2017; Plog; Nedergaard, 2018).

O comprometimento cognitivo representa uma das sequelas mais
frequentes e clinicamente relevantes apds o TCE, apresentando duracao variavel e
ampla heterogeneidade de manifestagcdes, sendo considerado um importante
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indicador prognostico em curto e longo prazos (Levin; Kraus, 2020). Embora
altamente prevalente, os mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes ao déficit
cognitivo pos-traumatico ainda n&do estdo completamente elucidados. Evidéncias
crescentes indicam que a disfuncdo do SG desempenha papel central nesse
processo. A reducdo da taxa de depuragdo glinfatica apés o TCE favorece o
acumulo de proteinas beta-amiloide (BA) e de emaranhados neurofibrilares no
parénquima cerebral, promovendo dilatacdo dos espacgos perivasculares e
agravamento da troca de substancias entre o liquido cefalorraquidiano e o meio
intersticial (lliff et al., 2014; Rasmussen; Mestre, 2018).

Esse ambiente patologico contribui para a perpetuagdo da
neuroinflamacgéo crénica, disfuncdo sinaptica e aceleragdo do declinio cognitivo,
mecanismos que apresentam paralelos importantes com aqueles observados em
doengas neurodegenerativas, como a doenga de Alzheimer (Plog; Nedergaard,
2018; Yang et al., 2023).

Ademais, estudos indicam que a perda global da integridade da
substancia branca pode mediar a relagdo entre comprometimento glinfatico e déficit
cognitivo, sugerindo que a falha na depuragéo cerebral contribui para a progresséo
da lesdo axonal difusa e para a desconexdo funcional de redes neurais criticas
envolvidas na cognicdo, memoria e fungdes executivas (Yang et al., 2023).

A disfuncéo glinfatica no TCE também tem sido associada a marcadores
de lesdo neuronal, como o neurofilamento de cadeia leve (neurofilament light chain —
NfL), cujo aumento plasmatico reflete dano axonal e maior gravidade da injuria. A
correlagdo negativa entre o indice ALPS e os niveis de NfL sugere que lesées mais
severas estdo associadas a maior comprometimento da depuragédo glinfatica,
reforgcando o papel desse sistema como potencial biomarcador funcional da lesdo
cerebral traumatica (Butler et al., 2022; Butler et al., 2023).

Evidéncias recentes demonstram que a inflamacédo crbnica pés-TCE
interage de forma significativa com a disfungdo do SG. Niveis elevados de citocinas
inflamatorias, como IL-1B, IL-6 e TNF-a, podem comprometer a organizagdo dos
espacos perivasculares e a polarizagdo dos canais de AQP4, reduzindo ainda mais
a eficiéncia da depuracdo cerebral de residuos metabdlicos e proteinas
neurotoxicas, como BA e tau (Butler et al., 2022; Yang et al., 2023). Dessa forma,
inflamacéao, estresse oxidativo, falha na depuragdo glinfatica e dano a substancia

branca atuam de maneira integrada, sustentando a neuroinflamagao persistente e
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contribuindo para o comprometimento cognitivo progressivo observado apés o TCE.

Assim, evidéncias acumuladas nos ultimos anos sustentam que a
inflamacgéao persistente e a disfungcdo do sistema glinfatico constituem mecanismos-
chave na fisiopatologia do déficit cognitivo pos-TCE. A compreensdo dessa
interacdo complexa é fundamental para o desenvolvimento de biomarcadores
prognosticos e de estratégias terapéuticas direcionadas, com potencial para mitigar
o dano cognitivo, melhorar os desfechos em longo prazo e reduzir o risco de

neurodegeneracdo em pacientes acometidos por TCE.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar parametros inflamatérios, oxidativos e atividade do SG apos
modelo animal de TCE leve.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar os niveis de TNF-a, IL-13, IL-6 e IL-10 em hipocampo, cértex
frontal, cerebelo e sangue de ratos Wistar machos adultos em 24 horas e 10 dias
apo6s indugao do modelo experimental de TCE leve;

Avaliar parametros de dano oxidativo em hipocampo, cortex frontal,
cerebelo e sangue de ratos Wistar machos adultos em 24 horas e em 10 dias apos
inducao do modelo experimental de TCE leve;

Avaliar a atividade do SG em ratos Wistar adultos em 24 horas e em 10
dias apds inducdo do modelo experimental de TCE leve.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. CONSIDERAGCOES ETICAS

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Neurologia
Experimental, na Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), localizada em
Criciuma - Santa Catarina. Para o monitoramento e o aperfeicoamento do bem-estar
animal, assim como o fomento de normas que regulamentassem e padronizassem
os procedimentos realizados no Centro de Experimental Animal (CEA), a UNESC
adotou como base as normativas e regulamentagcbes do CONCEA, além das
regulamentagbes da Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA) da propria
universidade. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa no Uso
Animal (CEUA), da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) Brasil, sob o
protocolo 82/2024 (anexo A).

3.2. DESENHO EXPERIMENTAL
Foram utilizados 66 ratos Wistar machos com 60 dias de vida,

subdivididos entre os grupos controle e TCE leve.
Protocolo 1 (24 h): foram utilizados 33 animais divididos em dois grupos

experimentais: TCE leve n= 18 e controle n= 15. Os animais foram anestesiados por
inalacéo de isoflurano (1 L/min de O2 e 1 L/min O2 ambiente). Para a realizagado do
TCE leve, um capacete foi fixado no crénio do animal com auxilio de fio dental e um
peso de 400 g caiu da altura de 1 metro por meio de um tubo de ago inoxidavel.
Levando em consideragdo a mortalidade de 30% no grupo TCE, foram acrescidos 4
animais nesse grupo. Para a avaliagdo de citocinas e parametros de estresse
oxidativo no hipocampo, cortex frontal, cerebelo e sangue periférico foram utilizados
04 animais TCE e 04 controles. Para avaliagdo do funcionamento do sistema
glinfatico foram utilizados 05 animais TCE e 05 controles, que foram submetidos a
injecdo, via cisterna magna de albumina + azul de Evans (EBA), com posterior coleta
de sangue e encéfalo.

Protocolo 2 (10 dias): foram utilizados 33 animais divididos em dois

grupos de analise (TCE leve n= 18 e controle n= 15). Os animais foram
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anestesiados por inalagdo de isoflurano (1 L/min de Oz e 1 L/min O2 ambiente). Para
a realizacdo do TCE leve, um capacete foi fixado no cranio do animal com auxilio de
fio dental e um peso de 400 g caiu da altura de 1 metro por meio de um tubo de ago
inoxidavel. Levando em consideragdo a mortalidade de 30% no grupo TCE, foram
acrescidos 4 animais nesse grupo. Para a avaliagcdo de citocinas e parametros de
estresse oxidativo no hipocampo, cortex frontal, cerebelo e sangue periférico foram
utilizados 04 animais TCE e 04 controles. Para avaliagdo do funcionamento do
sistema glinfatico foram utilizados 05 animais TCE e 05 controles, que foram
submetidos a injecdo, via cisterna magna de EBA, com posterior coleta de sangue e

encéfalo.

3.3. MODELO ANIMAL DE TCE

O dispositivo que foi utilizado para provocar o TCE leve consistiu em um
tubo metalico de 2 metros de comprimento e 10 milimetros de didmetro interno,
preso a um suporte circular. Os pesos de latdo cairam livremente, por gravidade,
sobre um capacete metalico (disco de ago inoxidavel com 10 mm de didmetro x 3
mm de espessura) que foi fixado a cabega dos animais com o auxilio de um fio
dental. Os pesos foram rosqueados de modo que pudessem ser conectados para
produzir um peso de 400 g, considerando a queda livre de uma altura designada
(Marmarou et al., 1994). Os animais foram devidamente anestesiados por inalagdo
de isoflurano (1 L/min de Oz e 1L/min Oz ambiente) e alocados em uma cama de
espuma frouxamente fixada, com a cabeca levemente elevada para evitar danos a
medula espinhal. O capacete espalhou o impacto gerado. Os animais dos grupos
controles foram submetidos aos mesmos procedimentos, porém nao sofreram o TCE
induzido por queda de peso. Apés o TCE, os animais receberam oxigenagdo de
suporte com 100% de O2 e foram mantidos em almofada de aquecimento até que
estivessem totalmente acordados e, entdo, foram devolvidos para suas gaiolas. Os
animais foram monitorados quanto a temperatura retal e piloerecédo, e receberam
analgesia com dipirona sodica (7 mg/Kg, intramuscular, a cada 12 horas, durante 10

dias).
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3.4. INJECAO INTRACISTERNAL DE EBA

Em 24 horas e em 10 dias ap6s a indugédo do TCE, os animais do grupo
TCE e do grupo controle receberam uma inje¢cao de EBA através da cisterna magna,
para avaliagdo do funcionamento do SG. Apds 4 horas da injecdo de EBA, foram
coletadas amostras sanguineas por meio da artéria femoral para coleta de soro e
encéfalo para quantificacdo de EBA.

O corante EBA tem caracteristicas fluorescentes (excitacdo 620 nm e
emissdo de 680nm) e colorimétricas. Por ligar-se com alta afinidade a albumina
(Lundblad, Saria et al., 1983) tem sido utilizado como uma injec&o intravenosa para
avaliar a integridade da BHE. A solugcdo de EBA que foi injetada na cisterna magna
dos animais contém 100 mb de EB (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) + 100 mg de
albumina de rato (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) diluida em 10 mL de LCR artificial,
com o intuito de produzir uma solucéo a 1% de EBA (Wolf, Chen et al., 2019).

Os animais foram anestesiados (cetamina + xilazina) e posteriormente
realizado a tricotomia na extremidade posterior da cabega para expor a pele. Em
seguida, o animal foi posicionado no aparato estereotaxico tendo a cabega fixada,
sendo que o nariz ficou ligeiramente inclinado para baixo. Foi realizada uma inciséo,
ao nivel das orelhas, de aproximadamente 1 cm, ao longo da linha média, com o
auxilio de uma tesoura Iris reta. A crista occipital foi utilizada como ponto de
referéncia. O tecido conjuntivo superficial foi divulsionado com o auxilio de uma
pinca Halstead curva para expor os musculos do pescoco, que também foram
divulsionados cuidadosamente na linha médio no eixo anterior-posterior, expondo a
cisterna magna. Uma canula foi inserida na cisterna magna, de forma perpendicular
a dura-mater. Algumas gotas de cola de cianoacrilato ou cimento dental misturado
com cola de cianoacrilato foram aplicadas no local de inser¢ado da agulha. Assim que
a colocacdo da canula for finalizada, foi iniciada a injecdo de EBA na cisterna
magna, com o auxilio de uma seringa Hamilton acoplada em uma bomba de
microinje¢cdo a uma taxa de 1 pyL por minuto, durante 25 minutos, resultando em um

volume total injetado de 25 pL (Ramos, Burdon Bechet et al., 2019).
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3.5. ANALISES BIOQUIMICAS E IMUNOQUIMICAS

3.5.1. Avaliagao dos niveis de TNF-a, IL-13, IL-6 e IL-10

As amostras de hipocampo, cortex cerebral, cerebelo e soro foram
removidas e isoladas em gelo seco e armazenadas a - 80 °C para as analises
bioquimicas. As quantificagbes de TNF-a, IL-183, IL-6 e IL-10 foram mensuradas por

kits ELISA, de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

3.5.2. Medida de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Como indicio de peroxidacado lipidica foram medidos os niveis de
espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) durante uma reagédo acida
aquecida como previamente descrito. Brevemente, as amostras obtidas foram
misturadas com 1 ml de acido tricloroacético 10% e 1ml de acido tiobarbiturico,
fervidas por 15 minutos e apds a quantidade de TBARS foi determinada pela
absorbancia em 535 nm (Draper and Hadley 1990).

3.5.3. Medida do dano oxidativo em proteinas do grupo carbonil

O dano oxidativo em proteinas foi determinado pela medida de grupos
carbonil, conforme previamente descrito. Brevemente, as amostras obtidas foram
precipitadas e as proteinas dissolvidas com dinitrofenilidrazina. Os grupamentos

carbonil foram medidos pela absorbancia em 370 nm (Levine, Garland et al., 1990).

3.5.4. Medidas do DCF- DA

A producdo de ROS intramitocondrial foi detectada usando o composto
permeador de células nao fluorescentes, diacetato de 2'7'-diclorofluoresceina
(DCFH-DA). Esterases intracelulares hidrolisadas DCFH-DA em diclorofluoresceina
(DCFH). Esta molécula n&o fluorescente é entdo oxidada em diclorofluoresceina
fluorescente (DCF) pela acdo de oxidantes celulares. As amostras mitocondriais
foram tratadas com DCFH-DA (10 uM) por 30 min a 37 °C. Apos a exposi¢cao ao
DCFH-DA, as amostras foram lavadas com solu¢do de PBS com 0,2% de Triton X-
100. A fluorescéncia foi medida em um leitor de placas (Spectra Max GEMINI XPS,
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Molecular Devices, EUA) com excitagdo a 485 nm e emiss&o a 520 nm. Os valores

foram expressos em unidades de fluorescéncia/ug de proteina.

3.5.5. Quantificagao da albumina azul de Evans

Em 4 h apods a injegao de EBA, foram coletadas amostras de sangue por
meio da artéria femoral. Essas amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 2000
x g para isolar o soro. Apds a eutanasia, os encéfalos foram retirados e colocados
em 3 mL de formamida (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) para permitir a difusdo do EB
no tecido cerebral. As concentragdes de EBA foram medidas em amostras de soro e
formamida, usando espectrofotometria (620 nm) contra uma curva padrao gerada
com solugdes de concentragcdo de EBA conhecida em aCSF ou formamida (Wolf,
Chen et al., 2019).

3.6. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados coletados foram analisados quanto a normalidade por meio do
teste de Shapiro-Wilk e quanto a homogeneidade por meio do teste de Levene.
Caso os dados obtidos fossem normais e homogéneos, foram utilizados testes
parameétricos; caso os dados nao atendessem a estas condi¢cdes, foram utilizados os
testes nado-paramétricos. Para as analises bioquimicas os dados foram
apresentados como média + EPM e analisados pelo teste t de Student. Para as
analises da fungdo do SG (quantificagdo da EBA) os dados foram apresentados
como meédia e desvio padrao e analisados pelo teste t de Student. Para todas as
analises, foi adotado um nivel de significancia de 95% (p < 0,05). Todas as analises
foram realizadas utilizando o programa Statistical Package for the Social Science
(SPSS) versao 22.0.
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4. RESULTADOS

A dosagem de TNF-q, figura 2, revelou um aumento difuso e significativo
nas quatro amostras analisadas, quando comparado o grupo TCE leve ao grupo
controle, hipocampo (Figura 2A; p<0,0001), cortex frontal (Figura 2B; p<0,01),
cerebelo (Figura 2C; p<0,001) e soro (Figura 2D; p<0,0001). Esse padrao demonstra

que, ja nas primeiras 24 horas ap6s o TCE leve, ha um estado de neuroinflamacéo

global, com repercussao sistémica precoce.
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Figura 2. Concentracdo de TNF-a em 24 horas no hipocampo, coértex frontal,

cerebelo e soro de ratos Wistar induzidos ao modelo de TCE leve. As barras
representam a média + desvio-padrdo (n = 4 por grupo). Os dados foram relatados como média +
EPM, de 4 animais por grupo e as comparagdes utilizando teste t de Student *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 e ****p<0,0001 indicam diferenga estatisticamente significativa quando comparado entre

os grupos. Fonte: Do autor, 2025.
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Na avaliagdo dos niveis da citocina IL-18 em 24 horas, figura 3, revelou-
se elevagao significativa no hipocampo (Figura 3A), coértex frontal (Figura 3B) e
cerebelo (Figura 3C), sem alteragbes significativas no soro (Figura 3D), quando
comparado o grupo TCE leve ao grupo controle. Essa figura evidencia que a IL-1p3 é
um mediador-chave da inflamagao central aguda apos o TCE leve. Seu aumento
localizado em hipocampo, cértex frontal e cerebelo revela que multiplas regides
cerebrais sao rapidamente ativadas. No entanto, a auséncia de elevacado sérica

demonstra que essa citocina ainda nao esta refletida na circulagéo periférica.
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Figura 3. Concentragdo de IL-1B em 24 horas no hipocampo, coértex cerebral,
cerebelo e sangue de ratos Wistar induzidos ao modelo de TCE leve. As barras
representam a média + desvio-padrdo (n = 4 por grupo). Os dados foram relatados como média +
EPM, de 4 animais por grupo e as comparagdes utilizando teste t de Student, *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 e ****p<0,0001 indicam diferenga estatisticamente significativa quando comparado entre
os grupos. Fonte: Do autor, 2025.
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Na avaliacdo dos niveis de IL-6 demonstrou elevagéo significativa em
todas as regides investigadas, hipocampo (Figura 4A; p<0,0001), cértex frontal
(Figura 4B; p<0,05), cerebelo (Figura 4C; p<0,001) e soro (Figura 4D; p<0,05)
quando comparados o grupo TCE leve e controle. Este padrao difuso refor¢a o papel
da IL-6 como uma citocina-chave na mediacdo da neuroinflamacédo e da resposta

sistémica precoce.
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Figura 4. Concentragdo de IL-6 em 24 horas no hipocampo, cortex cerebral,

cerebelo e sangue de ratos Wistar induzidos ao modelo de TCE leve. As barras
representam a média + desvio-padrdo (n = 4 por grupo). Os dados foram relatados como média +
EPM, de 4 animais por grupo e as comparagdes utilizando teste t de Student, *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 e ****p<0,0001 indicam diferenga estatisticamente significativa quando comparado entre

os grupos. Fonte: Do autor, 2025.

Na analise dos niveis de IL-10 revelou um padréo singular. Apenas no

hipocampo (Figura 5A) observou-se aumento significativo no grupo TCE leve
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quando comparado ao controle. No cértex frontal (Figura 5B), cerebelo (Figura 5C) e

soro (Figura 5D), por outro lado, ndo houve alteragdes significativas nos niveis de IL-

10.
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Figura 5. Concentragdo de IL-10 em 24 horas no hipocampo, cértex cerebral,

cerebelo e sangue de ratos Wistar induzidos ao modelo de TCE leve. As barras
representam a média + desvio-padrdo (n = 4 por grupo). Os dados foram relatados como média +
EPM, de 4 animais por grupo e as comparagdes utilizando teste t de Student, *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 e ****p<0,0001 indicam diferenga estatisticamente significativa quando comparado entre

os grupos. Fonte: Do autor, 2025.

A figura 6, representando os niveis de TNF-a 10 dias apdés o TCE leve,
demonstra uma permanéncia de sua elevacdo em todas as regides analisadas,
hipocampo (Figura 6A; p<0,001), cértex frontal (Figura 6B; p<0,01), cerebelo (Figura
6C; p<0,0001) e soro (Figura 6D; p<0,01) nos grupos TCE leve quando comparados
ao controle. Esses dados evidenciam que a resposta inflamatoria ndo € transitéria,
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mas sim sustentada, caracterizando um estado de neuroinflamagao crénica com

repercussao sistémica.
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Figura 6. Concentragdo de TNF-a em 10 dias no hipocampo, cértex cerebral,
cerebelo e sangue de ratos Wistar induzidos ao modelo de TCE leve. As barras
representam a média + desvio-padrdo (n = 4 por grupo). Os dados foram relatados como média +
EPM, de 4 animais por grupo e as comparagdes utilizando teste t de Student, *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 e ****p<0,0001 indicam diferenga estatisticamente significativa quando comparado entre

os grupos. Fonte: Do autor, 2025.

Dez dias apos o TCE leve, observa-se elevacgéo significativa da IL-13 nos
grupos TCE leve quando comparados ao grupo controle, em todas as regides
analisadas, hipocampo (Figura 7A; p<0,05), cértex frontal (Figura 7B; p<0,01),
cerebelo (Figura 7C; p<0,001) e soro (Figura 7D; p<0,0001). O achado mais
marcante foi o aumento significativo da IL-18 no soro (p<0,0001), demonstrando



29

que, apo6s 10 dias, a inflamagao nao esta mais confinada ao SNC, mas se manifesta

de forma clara na circulagao periférica.
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Figura 7. Concentragao de IL-13 em 10 dias no hipocampo, cortex cerebral, cerebelo

e sangue de ratos Wistar induzidos ao modelo de TCE leve. As barras representam a
média * desvio-padrdo (n = 4 por grupo). Os dados foram relatados como média + EPM, de 4 animais
por grupo e as comparagdes utilizando teste t de Student, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e
****n<0,0001 indicam diferenca estatisticamente significativa quando comparado entre os grupos.

Fonte: Do autor, 2025.

A IL-6 apresentou uma manutencédo da elevagado no grupo TCE quando
comparado ao grupo controle no hipocampo (Figura 8A; p<0,001), no cerebelo
(Figura 8C; p<0,01) e no soro (Figura 8D; p<0,05), dez dias apds a indugdo do
modelo experimental, enquanto no cértex frontal (Figura 8B) ndo se observaram
diferengas em relagdo ao grupo controle. Esse perfil sugere que a IL-6 apresenta
persisténcia seletiva, com algumas regides resolvendo a inflamagéo enquanto outras

continuam ativamente envolvidas.
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Figura 8. Concentragao de IL-6 em 10 dias no hipocampo, cortex cerebral, cerebelo
e sangue de ratos Wistar induzidos ao modelo de TCE leve. As barras representam a
média * desvio-padréo (n = 4 por grupo). Os dados foram relatados como média + EPM, de 4 animais
por grupo e as comparagdes utilizando teste t de Student, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e
****n<0,0001 indicam diferenca estatisticamente significativa quando comparado entre os grupos.

Fonte: Do autor, 2025.

A IL-10, principal citocina antinflamatoria, apresentou um padréo restrito
mesmo apos 10 dias com elevacédo significativa apenas no hipocampo (Figura 9A;
p<0,001) dos animais do grupo TCE leve quando comparados ao controle, enquanto
o cortex frontal (Figura 9B), o cerebelo (Figura 9C) e o soro (Figura 9D)
permaneceram sem alteragdes entre os grupos. Esse resultado é consistente com o
observado em 24 horas, indicando que, embora haja tentativa local de regulagao, ela

é limitada espacialmente e insuficiente para conter a inflamacéo difusa.
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Figura 9. Concentragao de IL-10 em 10 dias no hipocampo, cortex cerebral, cerebelo

e sangue de ratos Wistar induzidos ao modelo de TCE leve. As barras representam a
média * desvio-padréo (n = 4 por grupo). Os dados foram relatados como média + EPM, de 4 animais
por grupo e as comparagdes utilizando teste t de Student, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e
****n<0,0001 indicam diferenca estatisticamente significativa quando comparado entre os grupos.

Fonte: Do autor, 2025.

O MDA é um dos principais marcadores de peroxidagcao lipidica,
indicando degradagcdo de membranas celulares pela acdo de EROs. A figura 10
mostra aumento significativo em 24 horas, em todas as regides analisadas,
hipocampo (Figura 10A; p<0,05), coértex frontal (Figura 10B; p<0,05), cerebelo
(Figura 10C; p<0,01) e soro (Figura 10D; p<0,05), quando comparado o grupo TCE
leve ao grupo controle. Esse perfil indica que ja nas primeiras 24 horas ocorre dano

oxidativo difuso, afetando tanto o SNC quanto a periferia.



32

A) Hipocampo - 24 horas B) Cértex pré-frontal - 24 horas
* *
06+ [ 1 = 0.6
) . £
g <
s S
204 204
° °
£ &
P £
S 02 8 o2
3 ="
H 3
2 k%)
P4 ana g .
6o ! Z 0.0l stee .
& X 3@ N
S QO @
o <O o O
© <
C) Cerebelo - 24 horas D) Soro - 24 horas
E 3
© 0.5+ * % © 1.0 .
c c
2 ] kT
o ]
S 0.4 S 0.8 T
(o)) D
E E
S 0.3 S 0.6 :T:
£ £
£ £
<DE 0.2+ l <DE 0.4+
= =
3 0.1 o 3 0.2
0 i)
[ o
2 2
Z 0.0 f8tte T Z 0.0-—sase i
) @ @ @
(;60\ & C\\@ ((/\Q?\
&L (G

Figura 10. Concentracdo de TBA em 24 horas no hipocampo, cortex cerebral,

cerebelo e sangue de ratos Wistar induzidos ao modelo de TCE leve. As barras
representam a média + desvio-padrdo (n = 4 por grupo). Os dados foram relatados como média +
EPM, de 4 animais por grupo e as comparagdes utilizando teste t de Student, *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 e ****p<0,0001 indicam diferenga estatisticamente significativa quando comparado entre
os grupos. Fonte: Do autor, 2025.

As proteinas carboniladas sdo um dos principais marcadores de dano
oxidativo proteico, resultante da modificacdo estrutural de proteinas por EROs. Na
figura 11 verificou-se um aumento significativo no grupo TCE leve quando
comparado ao grupo controle, em 24 horas, em todas as estruturas analisadas,
hipocampo (Figura 11A; p<0,05), coértex frontal (Figura 11B; p<0,01), cerebelo
(Figura 11C; p<0,05) e soro (Figura 11D; p<0,0001).



33

A) Hipocampo - 24 horas B) Cortex pré-frontal - 24 horas
P~ — *%
© ©
0.015 * 0.025
o o °
s o S 0.020
g g
5 0.010 3
£ g 0.015+
£ S
5 5 0.010-
£ 0.005 £
8 8
® © 0.005- °
° ° °
£ o £ ﬂ
[ [
> . > _
2 0.000 —i@ ; = 0.000 ! ;
6‘@ Q/\QT\ <~\6°\ ‘o\%\\
AN AN
C) Cerebelo - 24 horas D) Soro - 24 horas
—~ * — ok %k ok
£ 0.020 I £ 0.015+ Em—
[} T o
2 0.015 2 E
3 . 3 0.010- O
£ £
= 0.010 =
s &
g g 0.005—
© 0.005- . o
(O] ] Q
kel e kel
i) 0
[ [
= - = —
= 0.000 i@ ;} = 0.000 i@ ;
é\k& ((/\?7\ Q\@\ (0\0\\
S S

Figura 11. Niveis de carbonil em 24 horas no hipocampo, cértex cerebral, cerebelo e

sangue de ratos Wistar induzidos ao modelo de TCE leve. As barras representam a média
+ desvio-padrdo (n = 4 por grupo). Os dados foram relatados como média + EPM, de 4 animais por
grupo e as comparagdes utilizando teste t de Student, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001
indicam diferenga estatisticamente significativa quando comparado entre os grupos. Fonte: Do autor,
2025.

A fluorescéncia de DCF-DA é um marcador direto da produgao intracelular
de radicais livres. A figura 12 mostra elevagao significativa em 24 horas no
hipocampo (Figura 12A; p<0,05) e no cerebelo (Figura 12C; p<0,01), enquanto o
cortex frontal (Figura 12B) e o soro (Figura 12D) ndo apresentaram diferencas nas

comparagoes entre 0s grupos.
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Figura 12. Niveis de DCF em 24 horas no hipocampo, cortex cerebral, cerebelo e

sangue de ratos Wistar induzidos ao modelo de TCE leve. As barras representam a média
+ desvio-padrdo (n = 4 por grupo). Os dados foram relatados como média + EPM, de 4 animais por
grupo e as comparagdes utilizando teste t de Student, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001
indicam diferenga estatisticamente significativa quando comparado entre os grupos. Fonte: Do autor,
2025.

Na avaliagcdo dos niveis de MDA em 10 dias apds o modelo experimental

verificou-se a manutencéo de niveis elevados no hipocampo (Figura 13A; p<0,01),
no cerebelo (Figura 13C; p<0,05) e no soro (Figura 13D; p<0,001) dos animais do
grupo TCE quando comparado ao grupo controle, enquanto no cértex frontal (Figura
13B) ndo houve diferenca significativa na comparagao entre os grupos.
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Figura 13. Concentragcdo de TBA em 10 dias no hipocampo, cortex cerebral,

cerebelo e sangue de ratos Wistar induzidos ao modelo de TCE leve. As barras
representam a média + desvio-padrdo (n = 4 por grupo). Os dados foram relatados como média +
EPM, de 4 animais por grupo e as comparagdes utilizando teste t de Student, *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 e ****p<0,0001 indicam diferenga estatisticamente significativa quando comparado entre
os grupos. Fonte: Do autor, 2025.

A figura 14 representa os niveis de carbonil apds 10 dias da indugdo do
modelo experimental. Houve elevagédo significativa no grupo TCE leve quando
comparado ao grupo controle, em todas as regides analisadas, hipocampo (Figura
14A; p<0,001), cértex frontal (Figura 14B; p<0,05), cerebelo (Figura 14C; p<0,01) e
soro (Figura 14D; p<0,0001).
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Figura 14. Niveis de carbonil em 10 dias no hipocampo, cortex cerebral, cerebelo e

sangue de ratos Wistar induzidos ao modelo de TCE leve. As barras representam a média
+ desvio-padrdo (n = 4 por grupo). Os dados foram relatados como média + EPM, de 4 animais por
grupo e as comparagdes utilizando teste t de Student, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001
indicam diferenga estatisticamente significativa quando comparado entre os grupos. Fonte: Do autor,
2025.

Na analise da fluorescéncia de DCF-DA 10 dias apdés a indugao do
modelo experimental demonstrou-se aumento significativo em todas as regides
analisadas, hipocampo (Figura 15A; ***p<0,001), cortex frontal (Figura 15B;
*p<0,05), cerebelo (Figura 15C; **p<0,01) e soro (Figura 15D; ****p<0,0001), quando
comparado o grupo TCE leve ao grupo controle. Esse padrao difere de 24 horas
quando o aumento estava restrito a hipocampo e cerebelo, mostrando que a

producédo de radicais livres deixa de ser localizada e passa a ser global.
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Figura 15. Niveis de DCF em 10 dias no hipocampo, cortex cerebral, cerebelo e

sangue de ratos Wistar induzidos ao modelo de TCE leve. As barras representam a média
+ desvio-padrdo (n = 4 por grupo). Os dados foram relatados como média + EPM, de 4 animais por
grupo e as comparagdes utilizando teste t de Student, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001
indicam diferenga estatisticamente significativa quando comparado entre os grupos. Fonte: Do autor,
2025.

A figura 16 apresenta a ativagdo do SG em 24 horas apds a indugdo do
modelo experimental. No grupo TCE os niveis de EBA no cérebro foram
significativamente maiores do que aqueles observados no grupo controle (16A).
Sendo assim, houve uma diminuicdo nos niveis de EBA no soro em comparagao
com o grupo controle, demonstrando que o0s animais apresentaram
comprometimento do sistema glinfatico (Figura 16B). Em 10 dias apds a indugéo do
modelo ndo houve diferenga estatistica entre os grupos analisados nem no cérebro

e nem no soro (Figura 16C e 16D).
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Figura 16. Quantificacdo de EBA em 24h e em 10 dias apods a indugéao do TCE leve.
As barras representam a média + desvio-padrdo (n = 4 por grupo). Os dados foram relatados como
média + desvio padrdo, de 5 animais por grupo e as comparagdes utilizando teste t de Student,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 indicam diferencga estatisticamente significativa quando

comparado entre os grupos. Fonte: Do autor, 2025.
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5. DISCUSSAO

A elevagao precoce das citocinas TNF-a, IL-13 e IL-6, observada neste
trabalho nas primeiras horas apds o TCE leve, reflete a rapida ativagdo da micréglia
e dos astrocitos, células centrais na resposta imune do SNC. Embora essa ativagao
tenha, inicialmente, um papel protetor, a sua manutengdo prolongada acaba por
favorecer o desequilibrio oxidativo, ampliando a producdo de radicais livres e
comprometendo os mecanismos naturais de reparo celular.

Apos o TCE, a ativagdo de micrdglias e astrocitos induz a liberagdo de
mediadores pro-inflamatérios, como IL-1B3, IL-6 e TNF-a, que, por sua vez,
estimulam enzimas produtoras de radicais livres, incluindo NADPH oxidase e 6xido
nitrico sintase induzivel (INOS), promovendo a peroxidagao lipidica, a oxidagao
proteica e o dano mitocondrial (Loane; Kumar, 2016; Hall ef al., 2017). Esse acumulo
de radicais livres compromete a integridade neuronal e aumenta a permeabilidade
da BHE, permitindo o extravasamento de citocinas e produtos oxidativos para a
circulacao periférica (Chen et al., 2024; Zhao et al., 2025).

A perpetuagao dessa resposta redox-inflamatéria leva a manutengéao de
um estado de neuroinflamagédo crénica, no qual a ativagdo glial sustentada e o
desequilibrio entre mecanismos pré e antioxidantes perpetuam a degeneracgéo
neuronal e a disfungao sinaptica (Dash et al., 2025). Assim, o estresse oxidativo ndo
apenas atua como um subproduto da inflamacdo, mas também como um
amplificador do dano secundario, agravando os desfechos neurologicos pos TCE
(Moldogazieva; Lobanova; Popov, 2018).

Modelos experimentais em roedores com trauma por impacto fechado
(weight-drop models) descrevem fenbmeno semelhante, com elevacao rapida de IL-
1B em areas ligadas a memoria e coordenagdo motora (Luo et al., 2013; Baratz et
al., 2015). Esse comportamento parece estar relacionado a reatividade microglial
inicial, considerada o principal gatilho para a liberagdo de mediadores proé-
inflamatdrios no parénquima. No presente estudo, esse mecanismo pode explicar a
vulnerabilidade do hipocampo, estrutura especialmente sensivel ao estresse
oxidativo e a modulagdo sinaptica inflamatéria. A ativacdo microglial e o estresse
oxidativo subsequente apés TCE leve foram amplamente descritos em modelos
murinos recentes (Morganti et al., 2023). Evidenciou-se que neste estudo os niveis
de TNF-a em 24 horas estiveram elevados no hipocampo, cértex frontal, cerebelo e
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soro periférico. O TNF-a é uma citocina central na modulacdo da inflamacao e
exerce efeitos tanto neurotéxicos quanto neuroprotetores, dependendo da duracao e
intensidade da resposta (Smith; lliff, 2022; Morganti; Rizzi, 2023). A manutenc¢ao de
sua elevagdo por dez dias sugere falha nos mecanismos regulatorios anti-
inflamatorios, como a via IL-10/STATS3, o que perpetua o recrutamento microglial e a
producdo de EROs (Dash et al., 2025; Zhao et al., 2025).

O aumento de IL-1B em 24 horas também foi observado em hipocampo,
cortex frontal, cerebelo neste estudo. Ja auséncia de aumento sérico de IL-13 nas
primeiras 24 horas, observada também em estudos clinicos de concusséo, sugere
que a resposta permanece compartimentalizada ao SNC (Sun et al., 2019; Edwards
et al., 2020). Em conjunto, os resultados indicam que a IL-1B atua como marcador
inicial de neuroinflamagcédo regionalizada, sendo compativel com achados
experimentais e translacionais recentes (Dash ef al., 2025).

Neste estudo a IL-6 elevou-se no hipocampo, cortex frontal e cerebelo em
24 horas, 0 que é coerente com o pico cerebral descrito para as primeiras 6 a 24
horas em modelos de TCE leve (Chen et al., 2024; Wang et al., 2023; Morganti;
Rizzi, 2023).

Esse comportamento, que acompanha o padréo da IL-1B3, sugere uma
amplificacdo coordenada da resposta inflamatoria central. A coexpressao precoce de
IL-18 e IL-6 apds o TCE ja foi descrita em humanos por microdialise cerebral, com
IL-18 surgindo primeiro e estimulando a produgdo de IL-6 pelas células gliais,
caracterizando um eixo inflamatorio em cascata nas primeiras 24 horas (Folkersma
et al., 2008). Achados experimentais mostram que essa resposta é potencializada
pela ativacdo do inflamassoma NLRP3, que promove maturacido de IL-1B e,
paralelamente, contribui para a disfuncdo da BHE, favorecendo a amplificacdo da
neuroinflamacao (Irrera et al., 2020; Lee et al., 2025).

Neste estudo observou-se elevacio dos niveis de IL-6 em 24 horas, tanto
no tecido cerebral quanto no soro, indicando o inicio precoce da comunicagao
neuroimune, ainda com predominio central. Nesse contexto, os niveis séricos de IL-
6 tendem a alcangar o pico entre 48 e 72 horas apo6s o TCE, embora o aumento
inicial ocorra nas primeiras 24 horas. Essa sequéncia temporal sugere uma transi¢cao
gradual da resposta inflamatoria local para uma resposta sistémica, relacionada ao
aumento da permeabilidade da BHE. Dessa forma, a IL-6 configura-se como um
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biomarcador subagudo da neuroinflamacdo e um potencial alvo terapéutico nas
fases intermediarias do TCE (Mendoza et al., 2020).

A literatura descreve a IL-6 como uma citocina de dupla fungao, capaz de
exercer papéis pro-inflamatorios nos estagios iniciais e reparadores nas fases
subagudas (Morganti; Rizzi, 2023). Em modelos experimentais de TCE leve, seu
pico cerebral costuma ocorrer entre 6 € 24 horas apdés a lesdo, permanecendo
elevado até 72 horas, sobretudo em regides limbicas e corticais (Chen et al., 2024,
Wang et al., 2023). Essa cinética se alinha aos dados observados no presente
estudo, nos quais a elevacao de IL-6 foi precoce e concentrada no tecido cerebral.

No hipocampo, a IL-6 parece atuar na regulagdo da plasticidade e da
consolidacdo de memdria; no cértex frontal, pode estar relacionada a modulagao
executiva e comportamental; e no cerebelo, a coordenagdo motora e integracéo
sensorio-motora (Smith; lliff, 2022; Dash et al., 2025). Essa distribuicdo anatémica
sugere que a neuroinflamagao apds TCE leve é mais ampla do que se reconhecia,
alcancando circuitos cognitivos e motores interconectados.

A auséncia de resposta sérica neste momento indica que a IL-6 periférica
€ um marcador tardio, como também relatado em estudos clinicos de concusséo,
nos quais seu aumento plasmatico costuma ocorrer entre 48 e 72 horas (Visser et
al., 2022; Edwards et al, 2020). Evidéncias experimentais recentes também
reforcam o papel da IL-6 na transicdo entre inflamagdo aguda e reparo axonal,
integrando processos de neuroplasticidade e recuperacgédo tecidual (Morganti et al.,
2023). Em sintese, os achados apontam que a IL-6 atua como elo entre a fase
inflamatadria inicial e o inicio da regeneragado neuronal, o que a torna um possivel
alvo de intervencao terapéutica precoce no TCE leve.

Entre as citocinas avaliadas, a IL-10 apresentou um comportamento
singular: apenas o hipocampo mostrou aumento significativo, enquanto o cortex
frontal, o cerebelo e 0 soro permaneceram sem alteracdes detectaveis. A presenca
de IL-10 no hipocampo apos o TCE leve sugere sua participagdo na tentativa do
cérebro de contrabalancar o dano inflamatorio e facilitar o processo de recuperagao
tecidual. Essa resposta integra um padrdo mais amplo de alteragées nas citocinas
apos o TCE, envolvendo mediadores tanto pro-inflamatorios quanto anti-
inflamatorios, que juntos determinam o equilibrio entre lesédo e reparo neural (Ggu et
al., 2022; Shanaki-Bavarsad et al., 2022).
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Estudos experimentais demonstram que a producdo de IL-10 é uma
resposta enddgena regulatéria da microglia, ativada logo apds o inicio da
neuroinflamacéo (Knoblach; Faden, 1998; Uhde et al., 2018). No hipocampo, essa
citocina desempenha papel essencial na contencao da liberacdo de IL-1B e TNF-q,
na reducédo do estresse oxidativo e na preservagao da viabilidade neuronal (Garcia
et al., 2017). Essa caracteristica pode explicar por que a elevagao se limita ao
hipocampo, uma regido particularmente vulneravel a desequilibrios inflamatérios e
oxidativos. Além disso, estudos recentes confirmam que a IL-10 modula a ativagao
microglial, reduzindo a secregao de citocinas pro-inflamatérias e promovendo um
fendtipo anti-inflamatério associado a neuroprotecéo (Nelson et al., 2024).

A auséncia de aumento nas demais regides sugere que a resposta anti-
inflamatoria n&o ocorre de maneira uniforme no encéfalo nas fases iniciais. Essa
heterogeneidade provavelmente reflete diferengas na sensibilidade celular e na
demanda metabdlica de cada area, considerando que regides como o hipocampo, o
cortex preé-frontal e a amigdala sédo particularmente vulneraveis a neuroinflamagao e
ao estresse oxidativo, o que contribui para déficits cognitivos decorrentes do
processo inflamatério (Tan et al., 2020; Blossom et al., 2025). Também ¢é possivel
que, em 24 horas, a resposta de IL-10 ainda esteja restrita a focos de inflamacéo
mais intensos, expandindo-se apenas em fases posteriores, conforme relatado em
estudos clinicos e experimentais (Visser et al., 2022).

O aumento isolado de IL-10 no hipocampo parece representar um
mecanismo compensatorio precoce de protegcdo neuronal. Trabalhos recentes
associam esse aumento a ativagao da via IL-10/STAT3, responsavel por regular a
polarizagdo microglial para um fendtipo reparador (Zhao et al, 2025; Gu et al,
2022). Além disso, pesquisas contemporaneas apontam que a modulagéo
farmacoldgica dessa via pode reduzir o dano neuronal e favorecer a recuperagao
funcional em modelos de TCE (Shanakl-Bavarsad et al., 2022). Em conjunto, esses
achados indicam que a IL-10 exerce papel crucial no equilibrio entre inflamacao e
reparo, sendo uma das principais mediadoras de neuroprotecéo apos TCE leve.

Dez dias apds o TCE leve, os niveis de TNF-a permaneceram elevados
no hipocampo, cortex frontal, cerebelo e soro, indicando uma neuroinflamagao
persistente com possivel repercussao sistémica. Embora os niveis cerebrais possam
reduzir com o tempo, 0s niveis séricos tendem a permanecer altos por semanas a

meses, 0 que contribui para a manutencio da inflamacao e pode estar associado a



43

déficits cognitivos e piora da recuperacao (Qiu; Liu; Wang, [s.d.]; Xu et al., [s.d.];
Inflammatory Biomarkers in mTBI, 2023).

O aumento significativo no soro demonstra a expansao da resposta
inflamatoria para a periferia, indicando que o TCE leve é capaz de induzir uma
inflamacéo sistémica de baixo grau. Esse padrao € corroborado por estudos clinicos,
nos quais niveis séricos de TNF-a permanecem elevados por até duas semanas em
pacientes com concusséo, correlacionando-se com fadiga, cefaleia e déficit cognitivo
(Visser et al., 2022; Edwards et al., 2020).

Esse nivel elevado de TNF-a esta associado ao desenvolvimento de
neuroinflamacao crbnica, que se manifesta por alteragdes comportamentais. A
neuroinflamacéo persistente observada no 30° dia apds a lesao sugere que o TNF-a
desempenha um papel crucial na progressdo da neuropatologia subsequente ao
TCE (PunarteHkosa et al., 2024).

A elevagao periférica da IL-13 observada aos 10 dias é particularmente
relevante, pois indica comprometimento da BHE. A permeabilidade aumentada
permite a difusdo de mediadores inflamatérios do SNC para o sangue, ampliando o
impacto sistémico do trauma (Uhde et al., 2018). Em humanos, niveis séricos
elevados de IL-1B apOs concussao correlacionam-se com lentificagdo cognitiva e
sintomas persistentes (Edwards et al., 2020; Visser et al., 2022).

A elevacao sustentada de IL-13 apds 10 dias de TCE leve, com destaque
para o aumento expressivo no soro, reforca a hipotese de que a resposta
inflamatdria inicialmente restrita ao SNC se expande para a circulagcdo periférica,
caracterizando a transicdo de um processo local para um estado inflamatério
sistémico (Ponomarenko et al., 2021). Essa expanséo inflamatodria esta associada ao
comprometimento da BHE, cuja permeabilidade aumentada permite a difusdo de
mediadores inflamatérios do SNC para o sangue, intensificando o impacto sistémico
do trauma (Uhde et al., 2018). Tais achados sdo consistentes com evidéncias
clinicas que demonstram niveis séricos elevados de IL-1B apds concussao,
correlacionados a déficits cognitivos subagudos e cronicos observados em pacientes
com TCE, sugerindo que a neuroinflamagédo persistente exerce papel central nas
disfungdes cognitivas pds-traumaticas (Edwards et al., 2020; Visser et al., 2022; Xu
et al., [s.d.]; Malik et al., 2023).

A persisténcia da IL-13 no hipocampo e no coértex frontal indica que a

resolucao inflamatdria local € ineficiente, prolongando o estado pré-oxidativo e a
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ativacdo glial. Esse achado ¢é coerente com estudos que demonstram
neuroinflamacéo e estresse oxidativo persistentes como mecanismos centrais da
disfuncao neural crénica apés o TCE, caracterizados por expressdo aumentada de
IL-18 e TNF-a, bem como ativagédo sustentada de microglias e astrocitos reativos
(Drieu et al., 2022; Chen et al., 2023). Assim, o padrao observado reforga o papel da
IL-18 como marcador de cronicidade inflamatoria, cuja permanéncia reflete falhas
nos mecanismos regulatorios anti-inflamatorios e contribui para déficits cognitivos e
comportamentais de longo prazo.

Os achados do presente estudo reforcam o entendimento de que a IL-6
exerce um papel central e multifacetado na resposta inflamatoria e nos processos de
reparo que ocorrem apds o TCE, mesmo em sua forma leve. Diversos estudos
demonstram que a IL-6 atua tanto como mediadora pré-inflamatéria quanto como
agente neuroprotetor, dependendo do contexto e do momento pds-lesao (Sanchis et
al., 2020; Yang et al., 2013; Ooi et al., 2022; Gober et al., 2024; Kostyunina et al.,
2024).

Durante a fase aguda e subaguda do TCE, a IL-6 é essencial para a
ativacdo da microglia e dos astrocitos, células-chave na resposta inflamatéria do
SNC. Em modelos experimentais com camundongos deficientes em IL-6, observou-
se reducdo significativa da ativagcdo glial e comprometimento da resposta
inflamatdria, indicando o papel crucial dessa citocina na promocdo da
neuroinflamacao e no recrutamento celular (Sanchis et al., 2020; Kostyunina et al.,
2024).

Niveis persistentemente elevados de IL-6 também estdo associados a
neuroinflamacgéo prolongada e a piores desfechos funcionais apés o TCE. Contudo,
ha evidéncias de que essa mesma citocina desempenha um papel importante na
neurogénese e na cicatrizagdo tecidual, reforcando seu carater dual —
simultaneamente inflamatério e reparador — o que depende do equilibrio entre a
intensidade da inflamag&o e os mecanismos regenerativos ativados (Sanchis et al.,
2020; Ooi et al., 2022; Gober et al., 2024).

Outro aspecto relevante € sua relacdo com a BHE. Embora a IL-6 possa
contribuir para a disrup¢cao da BHE, favorecendo o edema cerebral e a infiltragao de
células inflamatdrias, ha evidéncias de que também participe da restauracdo da
integridade endotelial e da reparagéo tecidual subsequente, reforcando sua natureza
complexa e multifuncional (Kostyunina et al., 2024).
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Mesmo 10 dias apds a leséo, a IL-6 continua sendo detectavel em niveis
elevados, o que indica uma neuroinflamagdo subaguda persistente associada a
déficits cognitivos e motores. Estudos em modelos murinos demonstram que a
deficiéncia de IL-6 pode alterar o comportamento exploratério e aumentar os niveis
de ansiedade, evidenciando que essa citocina influencia ndo apenas a inflamacao,
mas também os desfechos comportamentais e neurofuncionais apés o TCE
(Sanchis et al., 2020; Gober et al., 2024).

O malondialdeido (MDA) é um dos principais marcadores de peroxidagao
lipidica, refletindo a degradagcdo de membranas celulares pela agdo de EROs. A
analise dos resultados revelou aumento significativo de MDA em todas as regides
avaliadas hipocampo, cortex frontal, cerebelo e soro ja nas primeiras 24 horas apos
o TCE leve. O aumento de MDA em 24 horas ap6s o TCE indica um dano oxidativo
precoce, com sinal detectavel tanto no SNC quanto no soro, sugerindo que a
peroxidacao lipidica constitui um dos eventos iniciais da cascata pds-traumatica.
Esse achado & compativel com o modelo de resposta oxidativa aguda, no qual a
ativacdo microglial e a producdo de EROs ocorrem rapidamente, resultando em
disfungdo mitocondrial e comprometimento parcial da BHE (Rana et al., 2020; Knopp
et al., 2020).

Com a progresséao para 10 dias pos-lesdo, observa-se a manutencéo da
elevagcdo do MDA e de marcadores inflamatérios como IL-6, tanto em regides
encefalicas como hipocampo e cerebelo quanto no soro, evidenciando uma resposta
subaguda persistente que se estende do SNC a circulagéo periférica. Esse padréo
caracteriza a transicdo de uma fase inflamatéria local para uma inflamagao
sistémica, sustentada pelo “ciclo inflam-oxidativo”, no qual o estresse oxidativo e a
inflamacao se retroalimentam, perpetuando o dano tecidual e comprometendo os
mecanismos de reparo neural (Bielanin et al., 2024; Rehman et al., 2025; Darmanto
et al., 2024; Guo et al., 2024).

Assim, os resultados indicam que mesmo o TCE leve desencadeia efeitos
neuroinflamatoérios e oxidativos de alcance sistémico, sustentando a hipdtese de
uma comunicagao neuroimune ativa entre o SNC e o compartimento periférico. O
MDA, nesse contexto, consolida-se como um biomarcador sensivel tanto do dano
oxidativo precoce quanto da progressao inflamatoria subaguda (Adamovych;
Kostenko, 2025; Rana et al., 2020).
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As proteinas carboniladas representam um dos principais marcadores de
dano oxidativo proteico, resultante da modificacdo estrutural de proteinas pela agao
de EROs. Observou-se aumento significativo desse marcador em todas as
estruturas analisadas 24 horas apés o TCE leve, quando comparado ao grupo
controle. Esse achado demonstra que o dano oxidativo ndo se limita aos lipidios,
mas também compromete proteinas estruturais e enzimaticas. Estudos prévios
demonstram que a oxidagdo proteica esta relacionada a perda de funcédo de
enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase (SOD) e a catalase,
perpetuando o estresse oxidativo (Dash et al., 2025; Zhao et al., 2025).

A presenca de niveis elevados de proteinas carboniladas no soro indica
transbordamento de metabdlitos oxidativos para a periferia, o que pode contribuir
para alteragdes inflamatorias e metabdlicas sistémicas, conforme demonstrado por
(Visser et al., 2022) em pacientes com concussao.

Dez dias apo6s a indugdo do modelo experimental, verificou-se elevagéo
significativa de proteinas carboniladas em todas as regides analisadas (hipocampo,
cortex pré-frontal, cerebelo e soro). O aumento tardio sugere que o dano oxidativo
persiste durante a fase subaguda, acompanhando a inflamagéao prolongada mediada
por IL-1B, IL-6 e TNF-a. Essa manutencgéo indica que o estresse oxidativo € cronico
e desempenha papel ativo na neurodegeneragao progressiva (Chen et al., 2024;
Dash et al., 2025).

A elevagdo persistente de proteinas carboniladas no soro apés o TCE
indica que o dano oxidativo cerebral ultrapassa os limites do SNC, promovendo
alteragdes metabdlicas sistémicas sustentadas. Esse fenbmeno reflete a liberagéo
continua de produtos de oxidacido proteica e lipidica neuronais para a circulagao,
favorecida pela disfungdo mitocondrial e aumento da permeabilidade da BHE
(Darmanto et al., 2024; Rana et al., 2020).

A persisténcia desses biomarcadores oxidativos por até 10 dias reforga a
interacdo entre estresse oxidativo e inflamagdo, configurando um eixo inflam-
oxidativo crénico que amplifica a vulnerabilidade neuronal e compromete a
plasticidade sinaptica. Estudos experimentais demonstram que esse estado redox
desequilibrado esta associado a redugao de proteinas antioxidantes, a acumulagao
de produtos carbonilados e ao declinio cognitivo progressivo em modelos murinos e
em pacientes com TCE leve repetitivo (Bielanin et al., 2024; Knopp et al., 2020; Guo
et al., 2024).
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A fluorescéncia de DCF-DA (2’,7’-diclorofluoresceina diacetato) € um
marcador direto da producdo intracelular de radicais livres, permitindo a
quantificagdo global do estresse oxidativo. Nas primeiras 24 horas apés o TCE leve,
observou-se elevagao significativa nos niveis de DCF-DA no hipocampo e no
cerebelo, enquanto o cértex frontal e o soro n&o apresentaram alteracdes
relevantes. Esses achados indicam que o aumento na producdo de EROs é
inicialmente regional e localizado, afetando estruturas mais vulneraveis ao
desequilibrio redox, como o hipocampo e o cerebelo. Ambos apresentam elevada
densidade mitocondrial e alta demanda energética, tornando-os mais suscetiveis ao
estresse oxidativo (Dash et al, 2025; Chen et al., 2024). O comportamento
observado é compativel com a ativagédo precoce da microglia e o acumulo de calcio
intracelular descritos em modelos de TCE leve. A auséncia de alteragdo no cortex e
no soro reforga que a producao de radicais livres ainda esta confinada ao ambiente
neural, sem transbordamento sistémico (Smith; lliff, 2022).

Aos 10 dias, a positividade difusa de DCF-DA no SNC e no soro confirma
a generalizagdo do estresse oxidativo e sustenta a passagem do sinal neuroimune
para a periferia. Esse padréo difere do observado em 24 horas, quando o aumento
era restrito ao hipocampo e cerebelo, evidenciando que o estresse oxidativo evolui
de forma localizada para difusa ao longo do tempo. Essa generalizag&o indica que a
producédo de radicais livres se torna sustentada e sistémica, consolidando o papel do
estresse oxidativo como um dos principais mecanismos de lesao secundaria no TCE
leve (Dash et al., 2025; Zhao et al., 2025).

O aumento observado no soro sugere que o desequilibrio redox
ultrapassa as barreiras encefalicas, repercutindo em tecidos periféricos. Estudos
demonstram que, ap6s TCE, ha ativacdo de vias inflamatérias sistémicas, com
liberacdo de EROs e citocinas que retroalimentam o processo central (Visser et al.,
2022; Morganti; Rizzi, 2023).

Verificou-se ainda no presente estudo que o TCE experimental leve, em
sua apresentacdo aguda de 24 horas causou alteragdo do SG, passivel de
visualizacdo por meio da retengdo de EBA no parénquima cerebral. Esses dados
condizem com os mesmos dados encontrados por Li e colegas em 2020, que por
meio de imagens de ressonancia magnética com contraste evidenciaram alteragdes
no influxo e efluxo do SG pdés-TCE leve em um periodo de até 6 horas (Li et al,,
2020). Outros estudos com modelos de TCE moderados, verificaram
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comprometimento do influxo de LCR com inicio em 2 horas apds o trauma, atingindo
o pico 7 dias apos a lesao, e permanecendo significativamente prejudicado mesmo
28 dias apos o TCE, demonstrando que o grau de lesdo pode influenciar no dano do
SG (lliff et al., 2014; Bolte et al., 2020).

Apesar do resultado no protocolo de 24 horas, ndo houve manutengao
das alteragdes de EBA na avaliagdo apds 10 dias no grupo TCE, que apresentou
valores de EBA em soro periférico semelhantes aos do grupo controle. Esse fato se
assemelha ao que foi relatado por Ren e colaboradores (2013), ao utilizarem como
parametro para analise do SG a distribuicdo dos canais perivasculares de proteina
AQP4, que, apds o TCE, sofreram readequacéao dentro de duas semanas.

Esses achados reforcam a hipétese de que o TCE leve, mesmo sem
lesdo macroscopica, induz uma neuroinflamacao crdénica acompanhada de estresse
oxidativo progressivo, cuja persisténcia pode estar associada a disfungao cognitiva e

metabdlica de longo prazo.
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6. CONCLUSAO

Os achados deste trabalho mostram que o TCE leve ndo é um evento
simples, tampouco sem repercussdes duradouras. Mesmo nas formas consideradas
brandas, o cérebro reage de maneira intensa, desencadeando uma série de
processos inflamatérios e oxidativos que se entrelacam e podem influenciar de
forma significativa a recuperagdo neurolodgica. Além disso o comprometimento do
SG tem um papel relevante no episddio traumatico, gerando consequéncias agudas
importantes.

Esses fendmenos ajudam a explicar por que muitos pacientes com TCE
leve desenvolvem alteragbes cognitivas e emocionais persistentes, mesmo sem
evidéncias de lesbes estruturais em exames de imagem. O cérebro, ao tentar se
defender, acaba criando um ambiente em que a inflamacgao e o estresse oxidativo se
alimentam mutuamente, tornando o processo de recuperagao mais complexo do que
se supunha.

Assim, este estudo refor¢ca a importancia de reconhecer precocemente os
marcadores inflamatérios e oxidativos e de compreender suas interagdes. Esse
conhecimento pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
mais precisas e neuroprotetoras, capazes de reduzir o dano secundario e preservar
as fungbes cognitivas.

Mais do que identificar substancias e reacdes, esta pesquisa pretende
chamar atengdo para o fato de que o TCE leve deve ser encarado como uma
condigdo dinamica, merecedora de cuidado continuo, multifatorial e entender essa
complexidade € o primeiro passo para que se posso tratar ndo apenas a lesdo, mas
o individuo em sua totalidade.
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