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RESUMO

O PAPEL DA BIOENERGETICA MITOCONDRIAL E ESTRESSE OXIDATIVO NO
COMPORTAMENTO DEPRESSIVO EM MODELO DE CONCUSSAO RECORRENTE
EM CAMUNDONGOS

AUTOR: Leandro Machado Severo Feiteiro
ORIENTADOR: Dr. Luiz Fernando Freire Royes

O traumatismo cranioencefalico (TCE) é uma lesdo caracterizada pela aplicagdo mecanica de uma forca externa ao
encéfalo. Atualmente, 80 a 90% dos casos de traumatismo cerebrais sdo considerados concussdes ou TCE leve, que
sdo normalmente negligenciadas quanto ao perigo que oferecem de forma isolada. Conquanto, a somatéria das
concussdes ao longo da vida pode mudar a neuroquimica do encéfalo, que esta relacionada com a atrofia cerebral,
disfuncdo mitocondrial, aumento das espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (ERO / ERN), bem como
neuroinflamacdo. Essas mudancas podem facilitar o surgimento de comorbidades, como a depressdo, sendo o distirbio
psiquiatrico que surge com maior frequéncia apds o TCE. Apesar disso, maior parte das pesquisas com esse tipo de
lesdo tem focado nos déficits funcionais e estresse oxidativo, enquanto mecanismos subjacentes ao desenvolvimento
de disturbios neuropsiquiatricos apds as concussdes permanece pouco pesquisado. Neste sentido, o presente trabalho
objetivou investigar o envolvimento do metabolismo mitocondrial e do estresse oxidativo em um possivel
comportamento depressivo induzido por concussdes recorrentes em camundongos. Para tal, camundongos swiss foram
submetidos a diferentes nimeros de lesdes (4, 7 e 10 traumas), e o tempo de imobilidade foi avaliado pelo teste
suspensdo pela cauda (TSC) 48 horas apo6s Ultima lesdo. Em seguida, seis dias ap6s o Gltimo trauma os animais foram
eutanasiados e 0 hipocampo foi retirado para analises bioquimicas. Nesse sentido, a bioenergética mitocondrial foi
analisada pela respirometria de alta resolucdo (OROBOROS, Instruments). Além disso, os niveis de espécies reativas
de oxigénio (ERO), bem como, os niveis das defesas antioxidantes foram mensurados em hipocampo de camundongos.
Os dados estatistico do presente trabalho com o protocolo de concuss@es recorrentes (4, 7 e 10 lesfes) em camundongos
ndo alteraram o tempo de imobilidade no TSC. Por outro lado, houve diminuicdo da respiracdo mitocondrial e aumento
nos niveis de EROs, bem como, 0 aumento da expressao de proteinas antioxidantes como, nuclear factor erythroid 2-
related factor 2 (Nrf2) e superdxido dismutase 2 (SOD2). Portanto, o presente estudo relatou que diferentes nimeros
de concussOes recorrentes ndo foi capaz de induzir a um comportamento do tipo depressivo em camundongos.
Entretanto, houve uma diminuicdo da bioenergética mitocondrial nos animais submetidos ao volume de 10 lesdes,
porém, essa mudanga ndo foi associada com um possivel aparecimento do comportamento do tipo depressivo. Além
disso, os animais expostos a repeticdo de 10 traumas obtiveram aumento na ativacdo do fator de transcrigdo de enzimas
enddgenas, que tem sido associado com o atraso ou inibicdo de eventos secundarios envolvidos nessa doenga

neurologica.

Palavras-Chave: Concussdes recorrentes, depresséo, bioenergética mitocondrial e hipocampo



ABSTRACT

THE ROLE OF MITOCHONDRIAL BIOENERGETICS AND OXIDATIVE STRESS IN
DEPRESSIVE BEHAVIOR IN RECURRENT CONCUSSION MODEL IN MICE

AUTHOR: Leandro Machado Severo Feiteiro
ADVISOR: Luiz Fernando Freire Royes

The traumatic brain injury (TBI) is one lesion occasioned by the mechanical application of a force external to the brain.
Currently, 80 to 90% of cases of TBIs are considered concussion or mild TBI, in which contain the symptoms
commonly resolved in the first weeks following injury. On the other hand, recurrent episodes of mild TBI or concussion
lifelong can alter neurochemistry of encephalon in which are linked with brain atrophy, production of reactive oxygen
species and reactive nitrogen species (ROS/RNS), mitochondrial dysfunction, and inflammation. These changes can
trigger emergence of diseases, such as major depression, disorder psychiatric with great incidence after TBI. Despite
this, Most of the research of this injury has been focused on oxidative stress and functional deficits; however,
mechanisms that underlie the development of neuropsychiatric disorders remain little researched. Due to this, the
present authors investigated the involvement of the mitochondrial metabolism and of the oxidative stress in a possible
depressive behavior induced for a recurrent concussion protocol in mice. In this way, the rodents were submitted to
different numbers of injuries (4, 7 and 10 traumas), and the immobility time was evaluated by the tail suspension test
(TSC), as well as, mitochondrial bioenergetics was analyzed by high-resolution respirometry (OROBOROS,
Instruments). In addition, the levels of reactive oxygen species (ROS), as well as, the rate of antioxidant defenses were
measured at the hippocampus of mice. The experimental data revealed, for the first time, that the present protocol of
recurrent concussions (4, 7, and 10 injuries) in mice did not alter immobility time during tail suspension tests (TSTS),
but decreased hippocampal mitochondrial respiration and increased expression of proteins such as nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) and superoxide (SOD2). This experimental data suggests that bioenergetic changes
elicited by recurrent concussion did not induce depressivelike behavior, but activated the transcription factor of

responsive antioxidant elements (ARE) that delay or prevent secondary cascades in this neurological disease.

Keywords: Recurrent concussion, depression, mitochondrial bioenergetics, and hippocampus



GRAPHICAL ABSTRACT

AUTOR: Leandro Machado Severo Feiteiro
ORIENTADOR: Dr. Luiz Fernando Freire Royes

H Les&o por aceleragio-desaceleragio u Expressio de defesas antioxidante
uModelo de lesio “Weight drop™ NUMqlﬂﬁnagﬁo do NRF2
NTESTC Suspensdo pela Cauda u Degradago proteossomal do NRF2
u Disfungo mitocondrial

s Ativagdo de vias pelo aumento de ROS
HAumento de ROS

d Efeito cor p orio e inibicio de ROS
uModiﬁcagio do complexo NRF2

= == == p Em condigdes fisiologicas
u NRF2 transloca para o micleo

Lesdo por aceleracdo-desaceleragdo no esporte acomete em micro lesées ao longo do encéfalo (1). Modelo de leséo
experimental (weight drop) que mimetiza as concussdes em cenario esportivo (2) ndo alterou o tempo de imobilidade
no TSC ap6s diferentes nimeros de traumas (3). Apesar disso, foi capaz de ocasionar disfungdo mitocondrial apés 10
lesBes (4), levando o0 aumento nos niveis das espécies reativas (5), na qual foi responsavel por levar ativacdo do fator
de transcri¢do Nrf2 (6,7) e 0 aumento da enzima antioxidante mitocondrial SOD2 (8), que impede ou atrasa 0 aumento
os danos oxidativos. Em condices fisioloégicas com baixos niveis de espécies reativas, 0 Nrf2 é acometido por
Ubiquitinacdo (9) e degradacdo proteossomal (10).
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APRESENTACAO

No item INTRODUCAO estéa descrita uma revisdo geral sobre os assuntos abordados
nesta dissertacao.

No que tange aos resultados que compdem essa dissertacdo, tal elemento encontra-se na
forma de artigo, situado na secdo ARTIGO CIENTIFICO. Salienta-se, que os itens Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias Bibliograficas encontram-se no proprio artigo, na
qual representa parte deste trabalho.

Os itens DISCUSSAO E CONCLUSOES encontrados ao final desta dissertaco,
apresentam interpretacdes e comentarios gerais sobre o artigo cientifico contido neste trabalho.

Por fim, a se¢do de REFERENCIAS BIBLOGRAFICAS refere-se somente as citagdes
que aparecem nos itens INTRODUCAO e DISCUSSAO desta dissertacao.
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1. INTRODUCAO

1.1 TRAUMATISMO CRANIOENCEFALICO

1.1.1 Definicéo e dados epidemioldgicos

O traumatismo cranioencefalico (TCE) é uma lesdo caracterizada pela alteracdo da funcéo
cerebral, motivada pela aplicacdo de uma forca externa ao encéfalo (MENON et al., 2010), a qual
é constantemente referida como uma epidemia silenciosa (GARDNER AND YAFFE 2015). Nesse
sentido, relatorios estatisticos mostram que, atualmente, cerca de 69-74 milhGes de pessoas séo
atingidas pelo TCE mundialmente, assim sendo, um dos maiores contribuintes para morte e
invalidez no mundo (DEWAN M. C. et al., 2018). Nos Estados Unidos da América (EUA), por
volta de 2.5 milhdes de pessoas sofrem TCE anualmente (BARRIO et al., 2015; TAYLOR et al.,
2017), nesse linha, dados do CDC (Center for Disease Control) mostram que o numero de
atendimentos relacionados ao TCE nos postos de emergéncia aumentaram de 567 casos a cada
100.000 pessoas no ano 2000 para 824 casos a cada 100.000 individuos no ano de 2010
(BLENNOW K. et al., 2016), dessa forma, foram gastos em 2010 aproximadamente U$76.5
bilhGes com o enfrentamento desse tipo de lesdo (FAUL e CORONADO, 2015). No continente
europeu, informacg6es compiladas de 16 paises reportam que 262 pessoas em 100.000 sdo atendidas
nos hospitais com esse tipo de trauma por ano (PEETERS W. et al., 2015). No Brasil, o
Departamento de Informatica do Sistema Unico de Satde (DATASUS) estima que o TCE tenha
sido responsavel por 125.000 internagdes no periodo de 2008 a 2012, causando um gasto de
aproximadamente de R$156.300.00 (DE ALMEIDA ET AL., 2016; MAGALHAES et al., 2017),
porém os dados epidemiol6gicos ainda sdo escassos no pais. Inferindo-se que os indicies de TCE
podem ser maiores do que é documentado (ELOIA et al., 2011; SANTOS et al., 2013;
MAGALHAES et al., 2017). Dessa maneira, 0 evento se caracteriza como um problema de satde
publica no cenério global (DEWAN M. C. et al., 2018). Vale salientar que a popula¢do com faixa
etaria de 10 a 20 anos apresenta maior incidéncia de TCE, sendo 3,5 vezes maior em homens (DE
ALMEIDA et al., 2016). Além disso, recentes estudos indicam que as principais causas que levam
a uma lesdo cerebral sdo: quedas (35%), acidentes de transito (17%), acidentes de trabalho e préatica
de esportes (16,5%), assaltos (10%) além de fatores desconhecidos (21%) (FAUL M. et al., 2010).

Contudo, apesar do TCE acompanhar a humanidade a muitos anos e apresentar grande ocorréncia
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atualmente, ainda € necessario esforcos para melhor compreender a fisiopatologia do TCE. A
identificacéo e o diagnostico das alteragdes advindas do modelo de concusséo recorrente serdo de

suma importancia para posterior planejamento de uma estratégia de reabilitacao.

1.1.2 Classificacdo do TCE

Devido a complexidade de sua fisiopatologia, o TCE pode ser classificado como:
Mecanismo fisicos (Penetrante ou Fechado), distribuicdo da lesdo (difusa ou focal) e indice de
gravidade (leve, moderado ou grave) (HAWRYLUK G.W Je MANLEY G. T., 2015).

1.1.2.1 Classificacdo da lesédo em relagdo ao mecanismo fisico

A determinacdo do TCE pelo meio fisico é a maneira mais simples de sua descri¢cao
(HAWRYLUK G.W Je MANLEY G. T., 2015), na qual o momento do impacto pode ser divido
em Penetrante ou Fechado (SAATMAN K. E et al., 2008).

Nesse contexto, 0 TCE do tipo penetrante é caracterizado por uma perfuracdo no cérebro
pela alta velocidade de um projetil, na qual ira acometer no rompimento do cranio e da dura-mater,
assim atingindo o parénquima cerebral causando dano local e exposi¢do do encéfalo (BLENNOW
K. et al., 2016). Esse mecanismo é comum em zona de guerra, onde contém armas de fogo e
explos@es, dessa maneira, gerando traumas severos e expondo o paciente a neurocirurgias e déficits
neuroldgicos intransigentes (SAATMAN K. E et al., 2008; ALAO T, WASEEM M., 2020). A
cerca dos TCEs do tipo fechado, o cranio ndo é atingido por uma perfuracéo ocasionado por objetos
externos. Por outro lado, a aceleracdo-desaceleracdo da cabega na hora do impacto, provoca
cisalhamentos, tensbes e compressdes sobre o encéfalo, por meio da diferenca entre a densidade
do tecido cerebral e a estrutura 6ssea craniana. Dessa forma, levando a ruptura de vasos sanguineos
e lesbes axonais (GENNARELLI E GRAHAM, 2005; BLENNOW K. et al., 2016). Esse

mecanismo de leséo é amplamente encontrado em acidentes de transito.



18

1.1.2.2 Classificagao referente a distribuicdo da leséo

Dano focal: nesse tipo de trauma o cenario € marcado por uma forca no momento da
colisdo que age sobre uma area especifica do cérebro, resultando em hemorragias, hematomas
subdurais e epidurais, hematomas intraparenquimatosos e morte celular local, por consequéncia,
os individuos geralmente necessitam de tratamento cirtrgico com urgéncia (ANDRIESSEN T. M
et al., 2010; SILVER JM. ET AL., 2018) Vale salientar, que o local do cérebro agredido por esse
tipo de lesdo ira definir o aparecimento de patologias e os danos neurol6gicos do paciente
(ANDRIESSEN T. M et al., 2010).

Dano difuso: Nessa situagdo, 0 agravo é caracterizado pela aplicacdo de uma forca externa,
causando movimentacdo de rotacdo e aceleracdo-desaceleracdo do encéfalo dentro da caixa
craniana, sendo assim, provocando micro lesdes ao longo do tecido cerebral (ANDRIESSEN T. M
et al., 2010 BLENNOW K. et al.,, 2016). Vale lembrar, que as estruturas cerebrais s&o
heterogénicas, em razdo disso possuem distintos graus de fixacdo, bem como, diferentes
consisténcias teciduais (GENTRY LR ET AL., 1988). Como resultado, no momento do impacto
esses segmentos heterogénicos movimentam-se de forma desordenada, causando o cisalhamento,
forcas de tragdo e compreensdo do tecido cerebral, marcado principalmente por lesdo axonal difusa
(ANDRIESSEN T. M ET AL., 2010). Por fim, é importante ressaltar que o dano focal e o dano
difuso ndo necessariamente ocorrem de forma isolada, ou seja, também ha possibilidade que esses
dois eventos ocorram paralelamente no mesmo quadro clinico (MARTINS; DAMASCENO;
AWADA, 2008, pag. 581).

1.1.2.3 Classificagio do trauma frente a sua gravidade

A mensuracdo da gravidade ap6s o traumatismo torna-se importante para o desfecho
clinico do paciente, principalmente, por que esse tipo de lesdo expbe o individuo a maior
suscetibilidade a perda de consciéncia, convulsées e outros sinais neuroldgicos (LANGLOIS JA,
et al.,, 2005; DA SILVA. TH, et al., 2018). Embora hoje, contenha diversas tecnologias para
mensurar o dano provocado pelo trauma, tal como tomografica computadorizada e ressonancia
magnética. Torna-se importante salientar que o individuo acometido pela lesdo necessita de uma
verificagdo imediata ao acidente. Nesse sentido, ainda € largamente utilizado a Escala de Coma de

Glasgow (ECG) apds o trauma. O ECG iré verificar seriedade da les&o a partir de das manifestagoes
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comportamentais, como, niveis crescentes de estimulos oculares, verbais e motores, assim
produzindo uma pontuagdo total que sera utilizado para classificar a lesdo frente a sua gravidade.
Desse modo, dividindo-o em trés categorias: leve (15 a 13 pontos), moderado (12 a 9 pontos) e
grave (8 a 3 pontos), conforme a tabela 1 demonstrado abaixo (TEASDALE e JENNETT, 1974).

Olhos abertos previaments 2 v ESI){IIItﬁ]’_'I.B-O 4
estimulagio

Abertura ocular apés ordem v Ao som 3
am tom de voz normal ou tom

de voz alta

Abertura ocular apés 2 ] A pressdo 2
estimulacidc da extramidades

doz dedos

Auséncia persistents da v Aungzente 1
abertura ocular, sem fatores

de intarferéncia

Olhos fachados devido o fator v Nio testavel NT
local

Fesposta adequada 1entada

e data

Resposta nio orientads, mas v Confusa 4
COmUnIcagin coerants

Palavras isoladas inteligiveis i Palavras 3
Apenaz gemidosz v Sons 2
-

i Tesposta audi v Ausente 1
Fator que interfers com a v Nio testavel NT

Comunicacio
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Resposta Motora

Critério Verificado Classificagdo Pontuagdo
Cumprimente de ordens com v A ordens &
2 agdes
Elevagio da mio acima do 1
nivel da elaviculz ao estimunle v Localizadora 5
na cabega ou pescogo
Flax3o répida do membro v Flexio normal 4
superior ao nivel do cotovelo,
padrio predominantements
normal
Flex3c do membro superior a1 axd
nivel do cotovelo, padrio v Fl 0 anormal 3
pradominzntements
claramente anormal
Extenszio do membro superior v Extensio 7
ac nivel do cotovelo
Auséncia de movimentoz dos W Auzente 1
membros
superiores/inferiores, sem
fatoras de mterferéncia
Fator gue limita rezposta W Nio testavel NT

motora

Tabela 1. Escala de Coma de Glasgow (http://www.glasgowcomascale.org)

Porém, em alguns episodios essa mensuracdo pode ser inadequada, principalmente se
pessoa avaliada apresenta diferenca de idioma (avaliador X paciente), sedacgéo, paralisia, ingestao
de alcool e outras drogas. Deste modo, dificultando a aplicabilidade da escala para verificar o
estado real do paciente. Apesar disso, a ECG ainda é amplamente utilizada como parametro de
gravidade traumatica, imediatamente apos a lesdo (SILVER JM. et al., 2018). Vale acrescentar,
que além da ECG ha outras definicbes para distinguir a seriedade de um TCE. Nessa linha,
individuos agredidos por esse tipo de lesdo que apresentam uma perda de consciéncia de até 30
minutos, amnésia pos-traumatica inferior a 24 horas, déficits neurolégicos transigentes, como,
confuséo, desorientacdo e fala lenta sdo considerados lesdes leves ou concussdes que, em partes,
sdo considerados termos equivalentes (KATZ D. | et al., 2015). Por outro lado, caso o paciente
exceder uma perda consciéncia de 30 minutos, amnésia pds-traumatica superior a 24 horas, ECG
menor que 13 pontos e sem conter caracteristicas clinicas que correspondam a um trauma grave,

esse cenario é definido como um TCE moderado (RUFF R, 2005). Por fim, em relacdo aos casos
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graves de TCE, o paciente apresenta perda de consciéncia maior que 24 horas, prejuizos
respiratdrios, sudorese elevada e alteracdes pressoricas (MAA A. 1, et al., 2015).

1.2 CONCUSSAO

A concussédo é uma lesdo cerebral com processos fisiopatologicos complexos que afeta o
cérebro a partir de uma forga biomecénica externa, atingindo diretamente a cabeca, 0 rosto ou
qualquer outra parte do corpo que transmita forga impulsiva para cabeca (MCCRORY P. et al.,
2013; GRAFF e CAPERELL, 2016). Assim, a concussdo € marcada pela aceleracdo-desaceleracéo
no momento do impacto, levando ao chamado “efeito chicote”, sendo encontrado amplamente em
acidentes automobilisticos e esportes de contato. Além disso, torna-se importante enfatizar que 0s
efeitos deletérios provocados pelo TCE sdo uma somatéria entre o dano primario e o dano
secundario, e 0 mesmo ocorre em uma concussao. O dano primario incide no momento do impacto
aplicado pela forca externa, como citado anteriormente, podendo acarretar em fraturas 6sseas (nos
casos de TCE moderado e grave) e danos axonais (MCCRORY, P et al.,, 2013; GRAFF e
CAPERELL, 2016). No tocante o dano secundario, esse € relacionado com respostas celulares e
moleculares que podem persistir por dias, meses e até anos apés a lesdo (SAATMAN et al., 2008).
Atualmente, é sabido que 80-90% dos casos de TCEs sdo considerados concussdes ou TCE leve e,
que apesar dessas terminologias conter significados equivalentes, estudos vem sugerindo que as
concussdes possuem uma identidade propria, onde as mudancas no padrao estrutural de imagem
do cérebro e a perda de consciéncia ndo sdo necessariamente presentes (MCCRORY P. etal., 2013;
GRAFF e CAPERELL, 2016; BLENNOW, K. et al., 2016).

Quanto as atividades esportivas, nos EUA estima-se que 300,000 concussfes estdo
relacionadas com o esporte anualmente, dessa forma, perdendo apenas para colisbes
automobilisticas (MARAR M. et al., 2012). Nesse contexto, esportes com maior suscetibilidade de
indugdo as concussdes, sdo aqueles com caracteristicas de contatos ou colisfes, tais como futebol
americano, boxe, hoguei no gelo, futebol, ragbi e artes marcias, além disso, esportes de alta
velocidade como ciclismo, corrida de automoveis e patinacdo (BARRY D. J., 2013). No Brasil, 0s
parametros estatisticos sobre lesdes concussivas dentro do esporte, no geral sdo escassos (CRESPO
C A., 2011). Entretanto, um relatério divulgado em 2017 pela confederacédo brasileira de futebol

(CBF), sobre as lesdes sofridas por atletas durante o campeonato brasileirdo de 2016 foram
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alarmantes. Pois, episddios envolvendo a cabeca do jogador foi segundo maior indice de les&o,
sendo 37,93% desses atletas diagnosticado concussdo cerebral. Outro fator importante, esta
relacionado a faixa-etaria das pessoas que sofrem de lesdes neurotraumaticas no Brasil, na qual
individuos de 15 a 24 anos sdo 0s mais acometidos por esse dano (MARAR M. et al., 2012), porém,
especificamente no estado do Ceara, no periodo entre 2010 e 2011, 18,1% dos atendimentos eram
sujeitos com idade de 10 a 20 anos (ELOIA et al., 2011). Vale ressaltar, que em adultos esse tipo
de lesdo tende a se resolver em até 7 dias, entretanto, em criancas e adolescentes 0 mesmo nédo
acontece, pois o periodo de recuperacdo pode ser mais longo, tornando-se importante a
compreensdo da lesdo nesse publico (MCCREA M. etal., 2003; BARRY D. J., 2013). Dessa forma,
pesquisas tem apontado que o periodo da adolescéncia € um momento importante da maturacdo
cerebral, que inclui rearranjos anatdmicos e funcionais, bem como, aumento nas taxas de
mielinizacdo e expressdo de receptores glicocorticoides (ANDERSEN S. L e TEICHER M. H,
2008). Sendo assim, essa fase é atribuida como uma janela de vulnerabilidade cerebral, e insultos
nesse periodo podem prejudicar o desenvolvimento cognitivo e emocional, desse modo, levando a
um aumento na suscetibilidade para o aparecimento de distarbios neurolégicos e psiquiatricos
(IKONOMIDOU C. E KAINDL A M. 2011; SEMPLE BD et al., 2013)

1.2.1 Fisiopatologia da Concussao

Em relacdo aos processos fisiopatoldgico da concussdo, o cisalhamento dos ax6nios e a
disrupcdo da membrana celular em diferentes regides cerebrais, provocado pela aceleracéao-
desaceleracdo no momento do impacto, levam a uma ativacdo de diferentes vias neuroguimicas e
neurometabolicas. Nesse cenario, uma despolarizacdo intensa e descontrolada imediatamente ap6s
a colisdo, resulta em uma liberacdo indiscriminada de neurotransmissores excitatorios, sendo em
maior escala a liberagdo de glutamato na fenda sinaptica (BARKHOUDARIAN et al., 2016). Em
seguida, ha uma ativacdo dos receptores de glutamato poés-sinaptico N-Metil D Aspartato
(NMDAR), que por sua vez ird ocasionar um acentuado influxo de Ca2+, dessa maneira,
provocando a quebra da homeostase idnica neuronal e propagacédo da despolarizacdo (FADEN, Al
et al., 1989; SIGNORETTI S. et al., 2011). Consequentemente, na tentativa de restabelecer esse
equilibrio ibnico ap6s o trauma ha uma grande demanda energética (BARKHOUDARIAN et al.,

2016). No entanto, com o excesso de Ca*? no meio intracelular dos neurdnios, a mitocondria na
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tentativa de equilibrar a sobrecarga desses ions no citosol provoca a sua propria disfuncéo,
elevando ativacdo de vias de morte celular e aumento na producdo de RL, assim diminuindo a
disponibilidade de ATP pela ATP-sintase, na qual em condicGes fisiologicas € a principal fonte
energia cerebral (BAINS AND HALL 2012; GARRY, EZRA et al. 2015). Sendo assim logo ap6s
lesdo, com a despolarizagdo em massa, juntamente com os danos mitocondriais, 0 metabolismo
cerebral favorece vias glicoliticas (YOSHINO A. et al., 1991). Por outro lado, dependendo do
modelo e a gravidade do trauma, 6 horas apos lesdo algumas regides cerebrais podem ser atingidas
por um hipometabolismo da glicose, podendo perdurar até 10 dias apdés a lesdo
(BARKHOUDARIAN et al., 2016). De fato, em um estudo realizado por Vagnozzi R. et al (2007)
uma diminui¢cdo nas taxas de biomarcadores, tais como, ATP/Adenosina difosfato (ADP),
NADH/NAD+ e N-acetil aspartato foi encontrado em tecidos cerebrais de ratos submetidos a duas
lesGes por modelo de TCE leve. Além disso, é sabido que repetidas lesdes durante esse periodo de
disfuncdo metabdlica cerebral pode resultar em lesdes mais graves e levar ao aparecimento de
disturbios cognitivos e psiquiatricos (VAGNOZZI R. et al., 2007; MCCRORY, P et al., 2013
BARKHOUDARIAN et al., 2016). Vale lembrar, que no sistema nervoso central (SNC) a falha da
producéo energética celular produzida pela mitocéndria é a principal causadora no aumento da geragédo
de ERO/ERN (BOLANOS, 2016; DE CARVALHO et al., 2017; GONGCALVES et al). Nesse sentido,
as geracOes excessivas desses radicais podem estar correlacionadas com o aparecimento de doencas
apo6s TCE, como depressao e disturbios neurodegenerativos (BAJPAI A. et al., 2014). Realmente,
em um estudo realizado pelo nosso grupo foi demonstrado um aumento significativo nos niveis
EROs em hipocampo de ratos, 24 horas apds um unico TCE de gravidade moderada (FIORIN F.
S. et al., 2016). No entanto, os efeitos acumulativos dos diferentes nimeros de lesdes concussivos
no aparecimento do comportamento depressivo em camundongos sdo desconhecidos. Bem como,
as implicacbes na bioenergética mitocondrias e estresse oxidativo ainda sdo escassos,
principalmente, em modelos que mimetizam as condi¢des humanas dos eventos concussivos
relacionado ao esporte, tal como, o modelo Weight Drop (WD), método menos invasivo e a
ferramenta do presente trabalho (VAGNOZZI R. et al., 2005; VAGNOZZI R. et al., 2007
MANNIX et al., 2014).
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1.3 DEPRESSAO MAIOR

O transtorno depressivo é uma doenga debilitante, que de acordo com manual de
diagnostico e estatistico de transtornos mentais (DSM-V) promove nitidas mudancas de humor,
como, perda de apetite, prazer, baixa autoestima e sentimento de culpa com duracdo de pelo menos
2 semanas (VAHIA, 2013). Segundo a organiza¢do mundial da saude (OMS, 2020) mais 264
milhdes de pessoas sdo afetadas mundialmente, além disso, em casos mais severos a depressao
acaba por ocasionar um baixo desempenho no trabalho, escola e interagcdes familiares, levando na
pior das suposi¢cbes o individuo acometer suicidio. Nesse contexto, é estimado que
aproximadamente 50% das 800 mil pessoas que cometem suicidio no mundo estdo relacionados
com episodios depressivos, bem como, sujeitos diagnosticados com essa doenca em algum
momento da vida apresentam 20 vezes mais probabilidade de tirar a sua propria vida em
comparacdo com a populacdo no geral (CHESNEY E. et al., 2014; OTTE. C et al., 2016). No
Brasil, relatérios estatisticos aferem que o risco para depressdo chega a aproximadamente 4,1%,
assim representando em torno de 5,5 milhdes de brasileiros atingido por essa doenca (MUNHOZ
T N.etal., 2016). Em adicdo a esses dados, Bromet E. et al (2011) realizou um estudo com critérios
do DSM-1V com 90 mil individuos de 18 paises, na qual a prevaléncia dos transtornos depressivos
variou de 2,2% no Japdo a 10,4% no Brasil, dessa forma, sendo o pais com maior incidéncia
segundo a pesquisa.

O transtorno depressivo é um problema de salde publica alarmante com elevada
incidéncia mundial, na qual a sua fisiopatologia e etiologia ndo sdo totalmente compreendidos.
Entretanto, a fisiopatologia da depressdo contém como principal hipotese a disfuncdo de
neurotransmissores, tais como a 5-hidroxitriptamina (5-HT) (também chamado de serotonina),
norepinefrina (NE) e dopamina (DA) no cérebro (CAl et al., 2015), que é sustentada desde a década
de 50. Nesse sentido, € sabido que a diminuicdo de 5-HT no SNC esta relacionado com ansiedade,
obsessdes e compulsées, bem como, a deficiéncia de NE est4 associado com a redugdo da energia,
falta de atencéo e capacidade cognitiva (BRILEY M, e MORET C., 2011). Por outro lado, baixos
niveis de DA estdo implicados com abaixa motivacédo, a capacidade de sentir prazer (Anedonia) e
recompensa, na quais, tal caracteristica, também tem sido vista em doengas neurodegenerativas e
psiquiatricas, como a doenga de Parkinson (BELUJON P. e GRACE AA, 2017). Dessa maneira,
atualmente, existe uma variedade de agentes farmacoldgicos para intervencdo medica no

tratamento do transtorno depressivos. Esses medicamentos tém como principal mecanismo de acéo
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aumentar os niveis de monoaminas na fenda sinéptica, bloqueando a recaptacdo ou degradacéo de
monoaminas, de tal modo que promova seus efeitos neuromoduladores e melhora do quadro
depressivo (OTTE. C et al., 2016). Porém, a literatura vem sugerindo o envolvimento de outros
fatores no surgimento da depressao, uma vez que, 30% a 50%, dos antidepressivo ndo alcangam o
efeito desejavel no paciente na primeira prescricdo médica. Nessa linha, mecanismos relacionados
com fatores genéticos, psicossociais e disfun¢bes no sistema limbico, tais como, diminuicdo da
matéria cinzenta, reducdo da densidade de células glias no cortex pré-frontal e diminuicdo no
volume do hipocampo tem sido descrito (KRISHNAN E NESTLER, 2008; MOORE. A et al.,
2018). Além disso, a disfuncao no eixo hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA), o estresse oxidativo,
prejuizos mitocondriais e a neuroinflamacgdo também parecem contribuir para o aparecimento de
sintomas depressivos (WILLNER. P ET AL., 2013; MOORE. A et al., 2018). Vale salientar, que
todos os fatores citados acima ndo agem de forma isolada, por isso a depressdo ainda nao esta bem
esclarecida no que diz a respeito a sua etiologia, assim se tornando objeto de vérios estudos para o
esclarecimento desse disturbio psiquiétrico.

1.4 CONCUSSAO E DEPRESSAO

Na atualidade, é notdrio as consequéncias que uma lesdo cerebral pode causar na
qualidade de vida de um individuo devido as sequelas como, deficiéncia fisica, prejuizo cognitivo
e os distrbios de humor. Além disso, elementos como idade, sexo, pré-disposicdo genética sao
aspectos que influenciam o resultado final ap6s um TCE. Em relacdo aos prejuizos emocionais, 0
qual inclui comportamento agressivo, ansiedade, substancias de abuso e depressdo, sdo sintomas
recorrentes apos esse tipo de lesdo. No entanto, entre essas possiveis consequéncias, a depressdo é
o disturbio psiquiatrico mais aparente, atingindo 53% dos individuos que foram acometidos por
uma lesdo de moderado a grave. Por outro lado, o aparecimento do comportamento depressivo apos
lesGes concussivas acomete 22% dos individuos dentro dos 6 meses apds o evento, porém, como
ja citado anteriormente, as concussdes e traumas leves representam de 80-90% dos casos de TCE,
0 que gera uma preocupacdo da comunidade cientifica quanto a esse tipo de lesdo. Além disso, o
historico de traumas do tipo concussivo durante a fase da adolescéncia aumenta 3,3 vezes o
aparecimento de depressdo na idade adulta, independente do sexo, salde mental dos pais e status
socioeconémicos (CHRISMAN AND RICHARDSON, 2014). Bem como, pessoas com historico

de concusséo apresentam duas vezes mais chance de cometer suicidio em relagdo a populagéo sem
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esse tipo de lesdo (FRALICK M ET AL., 2019). De fato, uma alta incidéncia de suicidio tem sido
vista em ex-jogadores de futebol americano e veteranos que voltaram da guerra, tal fator, tem sido
associado com as repetidas lesbes na cabeca que ocorrem em um curto periodo de tempo nesse
ambiente (FRALICK M et al., 2019). Assim, o numero de lesdes, e o tempo que individuo é
exposto a um novo evento concussivo sdo fatores importantes para o aparecimento dos distirbios
psiquiatricos, como também a fase de vida e a gravidade do trauma parecem estar correlacionados
(BODNAR C. N et al., 2018). Dessa maneira, na tentativa de diminuir os efeitos acumulativos das
lesGes repetitivas, tem sido proposta uma janela de vulnerabilidade, sendo assim, caso o individuo
seja exposto a um segundo trauma sem a resolucdo bioquimica do primeiro, pode haver um
acumulo do dano cerebral e prolongacdo da recuperacdo da lesdo (LONGHI L. et al., 2005;
BLENNOW K. et al., 2016). Dessa forma, um regime que inclui interrupcdo das atividades como
esporte de contatos, exercicios vigorosos e atividades cognitivas intensas € indicado aos pacientes
acometidos pela lesdo (THOMAS DG. et al., 2015). No entanto, ainda ndo é bem definido qual o
tempo de descanso adequado para o retorno as atividades, uma vez que, a caracteristica da lesao e
0 historico de impactos devem ser levados em conta (BLENNOW K. ET AL., 2016).

No tocante aos tratamentos farmacoldgicos para depressdo apés concussdo ou TCE, os
antidepressivos ainda sdo os medicamentos de primeira linha (SILVERBERG ND, PANENKA
WJ., 2019). Porém, estudos tem indicado que os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina
(5-HT), como a setralina ndo demonstraram diferenca no tratamento em relacdo ao grupo placebo
na melhora dos sintomas depressivos apds TCE (BODNAR CN et al., 2018; FANN JR, et al.,
2017). De fato, é sabido que o TCE, independentemente da gravidade, € considerado uma doenca
heterogénica e possui ampla variedade de mecanismos relacionados ao seu dano secundario. Entre
essas, recentemente, as disfun¢Ges mitocondriais tém sido implicadas nos agravos ap6s TCE, da
mesma forma, em uma ampla gama de quadros patoldgicos, tais como a depressdo, doenca de
Parkinson e distdrbios de Huntington’s (CEBAK et al., 2017; RODRIGUEZ et al., 2018;
SHARMA S, AKUNDI RS., 2019). Visto que nas células cerebrais, a mitocondria é uma organela
multifuncional envolvida no fornecimento de energia, bem como, na regulagéo da plasticidade

neuronal, sinapse e crescimento dos corpos dos espinhos dendriticos (MATTSON MP et al., 2008).
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1.5 MITOCONDRIA

A mitocondria é uma organela intracelular com membrana dupla, altamente dindmica e
com importantes papeis na célula. Contendo seu préprio genoma, o DNA mitocondrial com
caracteristicas circulares obtém 16.500 pares de bases e 37 genes, assim levando a teoria de que
essa organela evoluiu de bactérias aerdbicas, mantendo uma relagdo simbidtica com células
eucaridticas (MILANE L et al., 2015). Essa estrutura celular é responsavel por codificar proteinas
dos complexos respiratorios que estao localizado na membrana interna mitocondrial (FRIEDMAN
JR, NUNNARI J., 2014). Nesse sentido, a sua principal funcdo esta conexa com o metabolismo
energético celular, no qual tem como funcgdo a producdo de ATP através da fosforilacdo oxidativa
(LETTS JA, e SAZANOQV LA, 2017; KHACHO M. et al., 2019). Na sequéncia, outras funcoes
também sdo encontradas na mitocéndria, como biossintese de amino&cidos e esteroides, beta
oxidacdo de &cidos graxos, geracdo de ERO e propriedades antioxidantes enzimaticas, bem como,
regulacdo do calcio e transdugdo de sinais nas vias de apoptose celular (MILLER W L., 2013; AHN
CS, METALLO CM., 2015; MILANE L. et al., 2015). Em suma, essa organela possui um papel
crucial na viabilidade celular e alteracbes em suas fun¢bes podem conter efeitos deletérios nos

organismos na qual o compde.

1.5.1 Funcdo e bioenergética mitocondrial

A funcdo mitocondrial estd diretamente ligada a fosforilagdo oxidativa que tem como
proposito a producdo de energia celular na forma de ATP, sendo assim, mais de 90% do contetdo
energético € adquirida através do ciclo do &cido citrico e da cadeia transportadora de elétrons na
membrana interna mitocondrial (BRAND MD. et al., 2013; BHATTI JS et al., 2017). Diante do
exposto, primeiramente, para dar inicio ao ciclo do acido citrico a acetil-coa é formada pela
oxidacdo de combustiveis organicos, tal como, glicose, acidos graxos e alguns aminoacidos que
levam a geracdo do grupamento acetil (LEHNINGER, T. M et al., 2014). Nesse sentido, o ciclo do
acido citrico comeca com a combinagdo dos 2 carbonos do acetil-coa com os 4 carbonos do
oxaloacetato, decorréncia da atividade da enzima citrato-sintase, assim, formando uma molécula
de 6 carbonos denominada citrato (LEHNINGER, T. M., 2014; MARTINEZ-REYES, |I.,
CHANDEL, N.S., 2020). A energia liberada das oito etapas consecutivas ap0s o inicio do ciclo é

armazenada pelas coezimas provenientes de nicotinamida e flavina. Com isso, ha uma geracao dos



28

transportadores de elétrons, tal como, nicotinamida adenina dinucledtido hidreto (NADH) e
dinucledtido de flavina e adenina (FADH2), na qual em suas formas reduzidas irdo alcancar a
cadeia respiratoria mitocondrial. Em relacdo ao NADH, é produzido pelas descarboxilacéo
oxidativa do ciclo, em que isocitrato ¢ convertido em a-cetoglutarato pela enzima isocitrato-
desidrogenase, dessa maneira, subsequentemente o a-cetoglutarato é transformado em succinil-coa
pelo complexo a-cetoglutarato desidrogenase, assim gerando 2 moléculas de COz e 2 moléculas de
NADH (LEHNINGER, T. M., 2014; MARTINEZ-REYES, I., CHANDEL, N.S., 2020). Por fim,
a terceira molécula de NADH é produzida na dltima reacdo do ciclo, em que a enzima malato-
desidrogenase ligado ao NAD+ catalisa a oxidagdo de malato a oxaloacetato. Por outro lado, a
respeito do FADH2, é formado pela oxidacdo do succinato a fumarato (uma molécula de 4
carbonos), na qual essa reacdo € carreada pela enzima succinato-desidrogenase. Enfim, essas
moléculas em suas formas reduzidas alcangaram os cincos complexos multienzimaticos da cadeira
respiratério mitocondrial, sendo eles, o complexo I, II, I, IV e V que estdo localizados na
membrana interna dessa organela (LETTS JA, e SAZANOQV LA, 2017).

Nessa linha, a fosforilagdo oxidativa mitocondrial, é responsavel pela oxidacdo total de
substratos energéticos, como, carboidratos, lipidios e aminoécidos, dessa maneira, levando a
formacdo de ATP, CO2 e H»0. Esse processo € dado pela teoria quimiosm@tica, responsavel pela
criacdo de um gradiente eletroquimico de protons através da membra interna mitocondrial, que a
partir da atividade da cadeia respiratoria, ira acometer no acoplamento da ATP sintase, assim
conduzindo a fosforilagdo do ADP para sintese de ATP (MITCHELL, P., 1961; PAPA S et al.,
2012). Nesse contexto, complexo | ou NADH desidrogenase ao receber seu substrato NADH
transfere seus elétrons para o atomo central de Ferro-enxofre (Fe-S), em seguida, transferindo os
elétrons para forma oxidada da coenzima Q (UQ), logo, ocasionando a sua reducdo (UQH2)
(FORMOSA LE. et al., 2018). Além disso, a energia da transferéncia de elétrons desse processo
ird mover quatro protons da matriz mitocondrial para o espago intermenbrana. Por outro lado, os
elétrons provenientes do Succinato séo transferidos paro o FAD (sitio de ligacdo do succinato), na
qual, posteriormente esses elétrons passaram pelo centro Fe-S do complexo Il, em dire¢do a
coezima Q, dessa forma, também resultando em sua reducédo (LETTS JA, e SAZANOV LA, 2017).
Contudo, € importante lembra que o complexo Il ndo contribui diretamente com a geracdo do
gradiente de prétons. Nesse contexto, a UQH. produzida nesses dois complexos é submetida a

desprotonacdo, levando a formacdo do anion semiquinona (UQH") e, consequentemente doando
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seus elétrons para o citocromo bci (complexo I11), assim, colaborando com a passagem de protons
através da membra na interna da mitocéndria (WANG Y, HEKIMI S., 2016). Em seguida, 0
citocromo C move-se transportando elétrons para citocromo C oxidase (complexo V), que por fim,
na etapa final da cadeia respiratdria esse complexo é responsavel pela transferéncia de elétrons para
oxigénio molecular, resultando na formacdo de H>0 (LEHNINGER, T. M., 2014). Nessa
circunstancia, a passagem de elétrons pelos complexos NADH desidrogenase, Citocromo bci e
citocromo C oxidase é seguido pelo bombeamento de prétons da matriz para o espaco
intermenbranas mitocondrial, no qual ira conter um potencial eletroquimico, devido a diferenca da
concentracdo da espécie quimica (H*), na qual é separada pelas membranas da mitocondria. Nesse
sentido, o gradiente de prdtons direciona 0s mesmos para 0 compartimento matricial da
mitocondria pela ATP sintase, que utiliza a forgca protons- motriz para causar a sintese de ATP
(KOWALTOWSKI Al et al., 2001; PAPA S. et al., 2012). Dessa maneira, as disfuncdes nesses
processos tém contribuindo com o aparecimento de uma ampla variedade de doencas (ARUN S et
al., 2016; PEI L, e WALLACE DC. 2018). De fato, a célula necessita de uma grande demanda
energética para se manter viva, onde a falta de sintese de ATP pode levar a morte necrotica e
acumulo de EROs, sendo assim, refletindo a sua dependéncia em relacdo a mitocondria. Desse
modo, o comprometimento nessa organela esta atrelado a vulnerabilidade celular, levando ao
aparecimento de diversas doencgas neuroldgicas e metabdlicas (BREDESE D. et al., 2006;
BHATTI, J. S. et al., 2017). No que tange aos TCEs de moderado a grave a disfuncdo nessa
organela estd correlacionada com o comprometimento na cadeia transportadora de elétrons,
ocasionado pela sobrecarga de célcio mitocondrial e danos oxidativos , onde tem sido associado
com o desequilibrio sindptico ap6s esse tipo de lesdo (SINGH, I. N et al., 2006; ROBERTSON,
CL. et al., 2007; DOBRACHINSKI, F. et al., 2017). Paralelamente, as disfungdes mitocondriais
no comportamento depressivo em individuos esta atrelado com a diminuicdo da sintese de ATP,
bem como, em estudos experimentais a inibicdo dos complexos I, Il e 1V tem sido descrito apds
estresse cronico leve (GARDNER, A. et al., 2003; REZIN, GT. et al., 2009; SHARMA S. e
AKUNDI RS., 2019). Portanto, em relacdo a contusfes repetitivas na cabeca, ndo estd bem
esclarecido o nimero de concussdo para afetar a bioenergética mitocondrial, uma vez que, 0s

prejuizos nesses casos tém sido correlacionados com um certo volume de exposi¢do ao evento
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1.5 ESTRESSE OXIDATIVO

O oxigénio metabolizado continuamente pelas mitocondrias é essencial para 0 a
sobrevivéncia celular. Em que pese, o fluxo de elétrons na fosforilagdo oxidativa ndo € um processo
totalmente eficiente, por consequéncia, 0,4 a 4% do oxigénio consumido ndo é reduzido
adequadamente, logo levando a producdo de radicais livre ou EROs (DEBATTISTI, V. et al.,
2017). Os radicais livres sdo moléculas que contém um ou mais elétrons desemparelhados em sua
camada de valéncia, por outro lado, EROs e ERNs sdo componentes reativos que nao
necessariamente possuem desemparelhamento de elétrons (DROGE W, 2002). Nessa sequéncia, a
geracdo excessiva dessas moléculas estd intimamente ligada a danificacdo de proteinas
mitocondriais, de membranas, de enzimas e de lesdes no DNA (HALLIWELL B. 2012; BHATTI
JS. et al., 2017). Outro fator importante, esta relacionado com a diferenca da demanda energética
de cada tecido, na qual o cérebro representa 20% do consumo total do oxigénio, mesmo
representando apenas 2 % do peso corporal total, desse jeito, contendo maior suscetibilidade a
formacédo de radicais livres e EROS/ERNs (HALLIWELL, B 2006; GANDHI S. e ABROMOV
AY., 2012). Vale lembrar, que a formacdo dessas espécies de forma balanceada é importante para
e regulacdo do estado redox da célula. Dessa maneira, salienta-se que nem todo estresse oxidativo
pode levar a um dano celular, sendo assim, o dano é provocado quando contém um distdrbio entre
0 balango pré-oxidante/antioxidante, no qual o sistema de reparo antioxidante enddgeno esta
diminuido em relacdo a formacgdo de pro-oxidante, radicais livre e EROsS/ERNs (Halliwell B e
WHITEMAN M, 2004; GANDHI S. e ABROMOV A. Y., 2012).

A fosforilacdo oxidativa é a principal causadora de EROs, na qual o primeiro radical livre
a ser gerado é o superoxido (Oz), denominado como ERO primario (DROSE S. et al., 2009;
DEBATTISTI V et al.,, 2017). Esse radical é produzido principalmente no complexo | e 11l da
cadeira respiratéria mitocondrial, pela qual a coenzima monocleotideo de flavina e o ubiquinol
reduzem inadequadamente o oxigénio univalente formando o radical livre (NAVARRO A,
BOVERIS A., 2007). Dessa forma, a producéo de &nion superoxido pode conter varios destinos,
levando a interagir com outros compostos formando os chamados EROs secundario (TURRENS
JF, 2003; CEBAK J. E. et al., 2016). Nesse sentido, a partir desse EROs, o peroxido de hidrogénio
(H202) uma espécie mais estavel e o radical hidroxil (-OH ') um composto mais reativo séo
gerados. Vale lembrar, que o peroxido de hidrogénio é formado pela catalisacdo da enzima

superdxido dismutase (SOD), assim pode ser removido por outros sistemas antioxidantes, como
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por exemplo, através da enzima catalase, tioredoxina peroxidase (TPx) e glutationa peroxidase
(GPx), resultando na conversdo de agua (XIONG, Y. 2005; BUETTNER, G. R, 2011;
APOSTOLOVA, N. e VICTOR, V. M, 2015). Por outro lado, uma instabilidade nos sistemas
antioxidante pode gerar o radical hidroxil, pois, o peroxido de hidrogénio ndo metabolizado torna-
se substrato para a reacdo de Feton, na qual essa molécula reage com ions cobre ou ferro nesse
processo (BAINS M. e HALL E. 2011; CEBAK J. E. et al., 2016). E importante salientar, que o
impacto do trauma pode acometer no rompimento da barreira-hematoencefalica e levar a uma
hemorragia do tecido cerebral, no qual esse ambiente pode induzir uma liberagdo do grupo
protético heme, assim gerando excesso de ferro no meio e corroborando com os danos oxidativos
no TCE (LIU H. et al., 2013; ZANG M. et al., 2019). Além do mais, o radical (O2~) pode reagir
com as moléculas de oxido nitrico, produzido pela enzima oxido nitrico sintase (NOS), nesse
contexto gerando a espécie peroxinitrito (ONOO-), no qual é considerado um potente inibidor do
complexo I e 111 da mitocondria, assim afetando a respiragdo mitocondrial e somando na formacéo
de espécies reativas do oxigénio (CEBAK, J. E et al., 2017). Também, peroxinitrito pode causar
nitracdo de residuos de aminoacidos, tal como, tirosina, triptofano e fenilananina; que por sua vez,
pode ocasionar mudanca na conformacéo de proteinas, atividade enzimaticas e dano no DNA
celular (ALVAREZ B. E RADI. R. 2003). Bem como, o SNC apresenta maior suscetibilidade a
peroxidardo lipidica induzida por radicais livres, uma vez que, as membranas neurais possuem grande
quantidade de acidos graxos, assim a quebra dessas estruturas pode levar a formacéo de componentes
aldeidos, tal como 4-hydroxynonenal (4-HNE), nesse sentido, corroborando com as mudancas
conformacionais proteica (SINGH et al., 2006). Em suma, a mensuracao dos niveis de EROs apds
modelos de trauma em animal tem sido bem estabelecida, visto que, hd uma intima relacéo entre o
grau de producdo dessas moléculas e a patogéneses do TCE (RADI R. 2004; SINGH I. et al., 2006).

1.6 DEFESAS ANTIOXIDANTES

As defesas antioxidante podem ser definidas como, qual quer substancia que, quando
presentes em baixas concentragcdes em relacdo com as de um substrato oxidavel, adia ou impede a
oxidacéo desse substrato (HALLIWELL B. E GUTTERIDGE J., 2007). As fungdes antioxidantes
tém como principio reduzir danos oxidativos e mutagcdes do DNA, uma vez que, criaturas aerdbicas
que variam de organismo unicelulares a seres humanos estdo constantemente expostos a compostos

oxidantes ou eletrofilos provenientes das reacdes enzimaticas enddgenas e agentes toxicos
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ambientais (ZHANG H. et al., 2015; PISOSCHI AM. E POP A., 2015). Dessa forma,
habitualmente as defesas antioxidantes sdo divididas em processo enzimaticos e ndo-enzimaticos.
Nesse sentido, em relacdo aos processos enzimaticos, sao sistemas complexos compostos por varias
enzimas, sendo as principais, a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx) (BURTTRNER G, 2011; APOSTOLOVA, N.; VICTOR, V. M, 2015). No
tocante SOD, é enzima que catalisa a dismutac&o do radical anion superéxido (O2™), nesse contexto,
gerando uma molécula mais estavel como o H202 e oxigénio molecular (ZHANG H. et al., 2015).
Vale lembrar, que ha dois tipos dessa enzima, a isoforma compartimentalizada no citosol e no
espaco extracelular, na qual é dependente de cobre e zinco (SOD-Cuzn ou SOD1/SOD3), e a SOD
dependente de manganés (SOD-Mg ou SOD2) que estd situada na matriz mitocondrial
(ANDREYEV A. et al., 2005). Nessa linha, com formacéo de H202, a CAT e a GPx sdo enzimas
responsaveis por dismultar esse radical em duas moléculas de agua, sendo assim, finalizando a
desintoxicacdo das moléculas reativas e protegendo as células contra os danos oxidativos.
Importante ressaltar, que a GPx reduz o H202 utilizando a glutationa reduzida (GSH), assim
gerando a sua forma oxidada (GSSG), na qual em seguida, a enzima glutationa redutase é
responsavel por reciclar a GSSH em duas molécula de GSH, sendo essa ultima reacdo dependente
de NADPH (RIBAS V et al., 2014; LEHNINGER, T. M et al., 2014). Como citado anteriormente,
a integridade desses sistemas é importante, dado que, niveis elevados de H20 pode interagir com
as reacdes de Feton e Haber-Weiss, dessa forma, culminando em espécies altamente citotdxicas,
na qual ndo ha defesas contra essas moléculas (HALLIWELL B. e GUTTERIDGE J., 2007). No
que se refere as defesas antioxidantes ndo enzimaticos, sdo substancias provenientes da dieta, tais
como, vitaminas, minerais e compostos fendlicos (FERRARI CK., 2004; AHMAD P. et al., 2010).
Nessa linha, dietas balanceadas e suplementacfes vitaminicas podem ser importantes para

manutencdo das respostas aos radicais livres e prevencdes de doencas.

Com a evolucéo as células adquiriram sistemas consideraveis de defesa antioxidantes.
Entre essas, 0 Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) é um importante fator de
transcrigdo de enzimas antioxidantes endogenas que desempenha um papel central na citoprotecdo
em resposta aos danos oxidativo. Nessa linha, o Nrf2 é fator de transcricdo das superfamilias de
proteinas ziper de leucina, na qual quando ativado se associa com pequenas proteinas Maf no
nucleo celular, dessa forma, criando dimeros que se ligam em regido com sequencias especificas
do DNA, denominados de elemento resposta antioxidante (ARE) (HAYES JD, DINKOVA-
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KOSTOVA AT., 2014). Assim, essas proteinas estdo associadas com a regulagdo da expressdo em
mais de 100 genes relacionado com o estresse oxidativo, entre essas, enzimas de desintoxicagdo de
fase I e Il (MA Q., 2013). Importante salientar, que o Nrf2 possui 6 dominios funcionais que sao
conhecidas como Nrf2-HCH homologias (Neh) dessa forma, variando do Nehl ao Neh6, logo,
cada dominio possui a sua prépria funcdo. Nesse sentido, em condi¢es fisioldgicas com baixos
niveis de espécies reativas o Nrf2 esté localizado no citoplasma celular, associado com seu inibidor
Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl), essa ancoragem é realizada pelo dominio Neh2.
Vale frisar que, juntamente com o complexo (Keapl) a 0 um componente proteico denominado
Cul3-based ubiquitin E3 ligase (Cullin3), o qual é responsavel pela ubiquitinacdo do Nrf2 e
subsequente degradacdo proteossomal (SUZUKI, T.; YAMAMOTO, M et al., 2015). Entretanto,
em condicdes patoldgicas como TCE, o aumento de radicais livre causado pelo dano, interage com
residuos de cisteinas presente na Keapl levando a oxidacdo dos grupamentos SH presente nesse
amino&cido, no qual atua como sensores de estresse oxidativo, dessa maneira, acarretando em uma
modificagdo conformacional nesse complexo proteico, promovendo a liberagdo do Nrf2 (MILLER,
D. M. et al., 2015). Apds esse processo de dissociacdo do complexo inibitorio e sua translocacéo
para 0 nuacleo celular, hd& uma modulacdo da expressdo de genes relacionado a defesas
antioxidantes, via interagdo com as sequéncias ARE como citado inicialmente. Assim, a regulacéo
transcricional de enzimas tal como, SOD, heme oxigenase 1 (HO-1) e quinona oxidoredutase 1
(NQO1) sao realizadas, protegendo as células contra o estresse oxidativo (ALFIERI A, et al.,
2011).

No geral, sabe-se que 0 estresse oxidativo, e disfungdes mitocondriais apés TCE
culminam no aparecimento de distdrbios cognitivos e psiquiatricos. Nessa linha, entre as espécies
reativas mais abundantes nesse episddio, esta correlacionada com a com formacdo do radicial
superoxido pelo metabolismo celular. No entanto, ap6s modelo de TCE de moderado a grave,
atividade e a expressdo da SOD2 encontra-se diminuida, igualmente, tem sido visto em relagédo
atividade da SOD1, logo comprometendo a resposta antioxidante pds trauma (ANSARI MA. et al.,
2008; CARTERI RB. et al., 2019). Dessa forma, atualmente, estudos tém declarado que os
mecanismos envolvidos com ativacdo do Nrf2 pode ser um importante alvo terapéutico para o
tratamento dos danos secundarios apds esse tipo de lesdo (DONG W, et al., 2019). De fato, em um
recente trabalho realizado pelo nosso grupo, o exercicio fisico prévio a um TCE induzido pelo

modelo LPF aumentou a expressdo do Nrf2, na qual foi associado com a diminui¢do dos niveis de
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EROs em cortex de rato ap6s a lesdo (DA SILVA FIORIN F. et al., 2016). Além disso, um elegante
trabalho que submeteu camundongos knockout para Nrf2 a uma lesdo por LPF obteve resposta
inadequada das enzimas antioxidante, bem como, um aumento acentuado dos marcadores de danos
oxidativos e citocinas pré-inflamatorias interligadas com doencas neurodegenerativa e doencas
psiquiatricas, confirmando um papel essencial do Nrf2 em quadros patolégicos de TCE
(BHOWMICK S. et al., 2019).

Portanto, sabe-se que o TCE pode levar a multiplas alteracfes de curto e a longo prazo nos
circuitos neuronais. Apesar disso, pouco se sabe sobre 0os mecanismos ap6s modelo de concussdo
recorrente. Diante do exposto, determinar qual o volume necessario de lesdo para um possivel
aparecimento do comportamento depressivo em camundongos, bem como, avaliar se hd um
envolvimento da bioenergética mitocondrial, niveis de EROs e os defesa antioxidante torna-se

importante para melhor entendimento dos fenémenos acerca desse cenario.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
- Avaliar se as concussdes recorrentes induzem comportamento do tipo depressivo em
camundongos, assim como possiveis alteracfes neuroquimicas envolvidas apos esse tipo de

lesdo.

2.2- OBJETIVO ESPECIFICO
- Verificar se diferentes episodios de concussdo induzem ao comportamento do tipo depressivo

em camundongos.

- Investigar se a biogenética mitocondrial esta envolvida no aparecimento do comportamento

depressivo induzido por diferentes nimeros de concussoes.

- Mensurar se os diferentes niUmeros de trauma alteraram expressao das defesas antioxidantes, tal
como, Nrf2 e SOD2.

- Avaliar os niveis de espécies reativas de oxigénio apds diferentes volumes de concusséo

recorrente.

- Determinar atividade da enzima SOD em hipocampo de camundongo, apds diferentes nimeros

de lesGes concussivas.
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ABSTRACT

Traumatic brain injury (TBI) is a public health problem in which even though
80 to 90% of cases are considered mild, usually starts a sequence of neurological
disorders that can last a considerable time. Most of the research of this injury has been
focused on oxidative stress and functional deficits; however, mechanisms that underlie
the development of neuropsychiatric disorders remain little researched. Due to this, the
present authors decided to investigate whether recurrent concussion protocols alter
depressive-like phenotype behavior, and whether mitochondria play an indispensable
role in this behavior or not. The experimental data revealed, for the first time, that the
present protocol of recurrent concussions (4, 7, and 10 injuries) in mice did not alter
immobility time during tail suspension tests (TS5Ts), but decreased hippocampal
mitochondrial respiration and increased expression of proteins such as nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) and superoxide (S0D2). This experimental data
suggests that bioenergetic changes elicited by recurrent concussion did not induce
depressive-like behavior, but activated the transeription factor of responsive antioxidant

elements (ARE) that delay or prevent secondary cascades in this neurological disease.

Keywords: Recurrent concussion, depression, mitochondnal bioenergetics, and hippocampus.
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Introduction

Currently, TBI represents a major cause of death and disability [1],
characterized by a combination between the primary (caused at impact) and molecular
responses over a period of hours to days and years following the injury (secondary
damage) [2] [3]. The seventy of TBls can be categorized into mild, moderate, and
severe based on the Glasgow Coma Scale {(GCS) [4]. In this context, evidence has
proposed that S0-90"% are classified as mild TBI or concussion and related to contact
sport [4]. Additionally, repeated episodes of mild TBIl or concussion throughout can
change the neurochemistry of the encephalon, which is associated with neuropsychiaric
diseases such as depression, and cognitive impairments [5]: [6]; [7]. The production of
reactive oxygen species and reactive nitrogen species [ROS/ENS) as well as
mitochondrial dysfunction [£]. [%], is associated with neuropsychiatric diseases such as
major depression [10] [11]. Consequently, a close relationship between the degree of
oxidative stress and the pathogenesis of TBL with enhanced activation of these
pathways post-injury [12]: [13]. which may be involved in the higher rates of depression
following a single moderate/'severe injury in clinical cases [14]; [15]. However, the
relationship between energy metabolism and redox biochemistry at the mitochondrial

level after recurrent concussions is not completely understood.

In the central nervous system (CMS), the increase in ROS/RNS is triggered by
the failure of cellolar energy production by mitochondria function through of the
electron flow and proton-motive force driving mitochondrial adenosine triphosphate
ATP synthesis [16]; [17]. After neuronal injury, mitochendrial Ca™ upiake mduces
miiric oxide synthase activaiion (NOS). Due to high levels of polyunsaturaied fatty acids
in neurcnal membranes, mitochondrial production of nitric cxide (MO'), as well as
generation of superoxide radical (O77) [18, 19] are events involved with lipid
peroxidation (LF) and nitration of proteins. Considering that CNSs contain more
peroxidation susceptibility than other tissues, the decomposition of these structures can
form products —such as 4-hydroxynonenal (4-HNE}— that possess carbonyl functional
groups capable of covalently binding to amino acids of cells, creating deleterious effects
post-TBI [20]
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Recently, evidence has suggested that the oxidative stress and functional deficits
that occur after TBI are interrelated events [21, 22). In addition, the oxidative stress-
related cascades that result after neuronal injury have been implicated in altered signal
transduction. Manipulation of the [Mrf2) pathway can attenuate these multiple
pathophysiological processes [23). This redox state sensitive transcription factor is
involved in the transcriptional regulation of many antioxidant genes, including 0D,
heme oxygenase 1 (HO-1), and quinone oxidoreductase 1 (NO1), which protect cells
against oxidative stress [24]; [25]. In line with this view, the expression of an Nrf2
increase elicited by previous physical exercise protects against the early oxidative stress
damage induced by TBI in the hippocampus [24] as well as, decreased markers of RO
generation in rats’ livers [26]. In normal physiological conditions, Nrf2 is localized in
the cytoplasm associated with its inhibitor complex, which is responsive for Nrf2
ubiquitination and subsequent proteasomal degradation [23]. After neuronal injury,
released free radicals interact with cysteine residues present in the complex, thus
causing conformational modifications [27], translocating Nrf2 from the complex into
the nucleus, which results in the modulation of antioxidant genes via interaction with
[ARE) [28]. It is well known that TBI leads to multiple short and long-term changes in
neuronal circuits. With regard to the neurological impairment induced by TBL
considerable evidence has demonstrated that neuropsychiatric disorders elicited by
repeated episodes of concussion may, at least in part, result from alterations in surviving
neurons and dysfunction of the initial stages after the neuronal njury [11]. Howewver, the
mechanisms that underlie the development of neuropsychiainc disorder afier TBI
remain little understood. Thus, the objectives of the present study were to determine the
involvement of mitochondnal bicenergetics, ROS generation, and endogenous anti-
oxidation processes (50D and Mrf2) in depressive-like phenotype behavior in an

experimental mode] of recurrent concussion.
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Method

Animals, ethics statement, and reagents

Fortv-six male Swiss mice that were 32 days old (DO} were used for the
present study. The animals were housed with five animals per cage (polypropylene, 41
cm o 34 em * 16 em L= W = H, 13%4 cm2) with a floor covered by autoclaved
shavings under controlled conditions (12:12-h light-dark cycle, lights tumed on at 07:00
a.m; temperature monitored in real time 24 + 1 °C [Foxlot, Internet of Things, model
TWP25]: 55 % relative humaidity) on a ventilated rack (Alesco, model FS2), with access
to water and food (Pure Lab 22 PB) ad libitum. The present experimental study was
approvied by the Institutional Ethics Commitiee on Care and Use of Experimental
Amimal Resources from the Federal University of Santa Mana, RS, Brazil and
registered under the number 93351803 1%. The reagents were purchased from Sigma (5t
Louis, MO, USA) and Bio-Rad. All efforts were made to minimize animal suffering and
to reduce the number of animals used in the experiments.

Chemical reagents

Isoflurane (Cristalia, lot: 190%0736), sucrose (Excdo, S0969TRA, lot
1907023108), magnesium chlonde -MgCly- (Dindmica, 1055, lot 67135), potassiom
phosphate monobasic -KH:POs- (Sigma-Aldrich, P9791 lot: SLBDO340V). bovine
serum  albumin -BSA- (Sigma-Aldrich, AT906-100g, lot: SLCD4720), ghitamate
(Sigma, G 1626, Rt), malate (Sigma, M 1000, Bt). pyruvate (Sigma, P 2256), succinate
(Sigma, 5 2378), antimycin A -AMA- (Sigma, A 3674), oligomycin (Sigma, O 4876),
malonaie (Sigma, M129-6), adenosine 5'-diphosphate -ADP- (Merck, A2754-1G, lot
3249422), sodium carbonate -Na:Cos- (Dindmica, 1466-1, lot 1062700, epincphrine
[S'LEmB-AIdnnh, E4375, lot: BCBWaTTO), ponceau 5 I:_S'lgma!-hlﬂn'ch, P71T0-11, lot:
ECBR3445V), THS-T (TRIS, Bio-Rad #162-071% lot: 0092368, Mall (Sigma-Aldrich,
§7653-1, lot: SLBS2340V), Tween 20, Bio-Rad, 170-6531, lot: LOOS688A), ECL (Bio-
Rad, 1705060, lot: 102031201), carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone -CCCP-
(Sigma, 2559-250Mg).
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Experimental Design

Initially, the animals were randomly assigned to four groups named “Control
group”, “Four concussions”, “Seven concussions” and “Ten concussions”. All the
concussions groups began the mjunes at 32 DO and finished at 41 DO, being
gccomplished in a period of ten days. Forty-eight hours (48hs) after the last concussion,
the animals were submitted to a behavior test as shown in the timeline below {Figure 1).

The control group suffered the same process, except recurrent concussions.

Recurrent concussion

Recurrent concussions {RC) were performed using a weight drop model, based
on [29] with modifications. The animals received the concussions throughout a perind
of ten days. Before the concussion process, the animals received lidocaine topical on
their heads [30]. The mice were anesthetized with isoflurane 1 % and placed under
aluminum paper with small cuts. Below the aluminum paper. there were sponges to
cushion the drop of the animal. Immediately following the anesthesia, the animals were
positioned such that the head was placed dircctly under a hollow guide tube. A trigger
was fired, relessing a 54g acrylic weight (2.5cm diameter) which freefell until the
animal’s head, from a height of 71, lcm (28 inches). A fishing line of 0.30mm supported
the weight.

lnconsciousness time

In order to measure the effect of the recurrent concussion model on
unconsciousness time, the animals were anesthetized over a period of ten days for 30-45
seconds using isoflurane 1%. Afier each concussion, the timer was clicked 0 measure
the time that the animal stayed unconscious. Return to consciousness was considered to
be when the mouse stayed in a position of supination again. Control group mice
underwent anesthesia but not concussive mjury. Additionally, the mice that were

submitted to four or seven injuries were ancsthetized for ten days, thus, the only

difference being between the number of lesions. The results are available in the
supplementary material.
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Behavior test
Tail-suspension test (T5T)

The TSTs were camied out such as detailed above in the experimental design,
at 43 DO, The TST is a mouse behavioral test useful for assessing depression related
behaviors [31]. A mouse is suspended by its tail with tape, in such a position that it
cannot escape or hold on to nearby surfaces within a three-walled rectangular
compartment (55 cm height X 15 cm width X 11.5 cm depth). This test was held for
five minutes, for subsequent analysis. The immobility time was quantified and reported
gs depressive behavior.

High-resolution respirometry (HRE)

In order to determine the effect of recumrent concussion on mitochondrial
functions, immediately following the behavioral test the animals were killed by
decapitation for biochemical analysis of the hippocampus. Tissue was gently
homogenized on ice in isolation buffer (320 mM sucrose, 10 mM Trizma base, and 2
mM EGTA) using a 5 mL Potter—Elvehjem teflon-glass in accordance with [32]). with
some modifications. Cerchral structure homogenates were added to the chamber
containing the respiration medium MiR05 (0.5 mM EGTA. 3 mM MgCL2, 60 mM K
lactobionic acid, 20 mM taurine, 10 mM KHIZPO4, 20 mM HEPES, 110 50 mM
sucrose, (L1 mg/mL fatty acid free BSA). The concentration of tissue homogenate with
MiR05 was analyzed at a concentration of | mg/ml at a constant temperature of 37 =C,
and the rate of oxygen consumption was expressed as oxygen flux in pmols 02/ [s * mg
of tissue homogenate], (DatlLab software all from OROBOROS Instruments). The
oxygraph was calibrated daily. and oxygen concentration was automatically caleulated
from barometric pressure [16]; [17]
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Mitochondrial respiration assays

The abilities of a senes of substrates and inhibitors to influence mitochondnal
function were assaved as reflected in the difference in respiration states. Mitochondrial
bioenergetics i the hippocampus were carried out according to the literature [33]: [34].
Pyruvaic, glutamate, malate, and succinate were used as oxidizable substrates. Thus,
after signal stabilization. and the addition of endogenous substrates. the complex I-
mediated LEAK (Cl-LEAK) respiration was determined using 5 mM pyruvate, 5 mM
glutamate and 5 mM malate. Cl-mediated OXPHOS (CI-OXPHOS) was determined
using ADP (1 mM). The convergent clectron flow during the maximal OXPHOS
respiration (Cl + CI-OXPHOS) was determined with substrates of Cl and C1 {10 mM
succinate). For determination of the leak state (measurement of proton conductance by
mitochondrial membrane) oligomycin (Omy) (2.5 pM) was used—an inhibitor specific
io ATP synthase. The capacity of the clectron iransfer system (ETS) respiration is
represented by  uncoupled  respiration.  therefore, carbonyl eyanmide  3-
chlorophenylhydrazone (CCCP) was used. Cl + Cll-mediated ETS respiration (C1 +
CUHETS) was determined. After, Cll-mediated ETS respiration (CI-ETS) was
determined with 0.5 pM rotenone {Complex | Inhibitor). Additionally, 5 mM malonate
(inhibitor of succinate dehydrogenase) and 2.5 pM antumycin A (AMA) inhibited
complex Il were subsequently added. resuliing in ne mitochondrial respiration.
However, in the present study, only the leak state and respiratory control ratios (RCR=
Cl + ClI-OXPHOS/LEAK STATE) were examined to venfy the mitochondnal quality
conirol | 34].

Estimation of ROS production and superoxide dismutase (SOD) activity

The substrate 2'-7*-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) was used to measure the
intracellular formation of ROS according to [35], with some modifications. Aliquots (5
pL) of the hippocampus were added to a medium containing Tris-HC1 buffer (10 mM;
pH 7.4) and DCFH-DA (1 mb), and the incubation was continued for 60 minutes in
darkness. The fluorescence was measured using wavelengths of 488 nm for excitation
and 525 nm for emission. The S0D activity was measured spectrophotometrically
according to the method descnbed by Misra and Fnidovich (1972) |36]. This method s
based on the capacity of 0D in mhibiting autoxidation of epinephrine. In this assay,
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samples of the hippocampus diluted at & ratio of 1:5 were added to the 58 mmol/L
MNa2C03 buffer pH 10.3, and the enzymatic reaction was initiated by adding 6 mM
epinephrine. The color reaction was measured at 480 nm and the results were expressed
in unita'mg of protein at pH 7 and 30 °C,

‘Western blot

Western  blot  analysis was performed according to  [37] with some
maodifications. Samples of cercbral hippocampus were lysed on ice in RIPA (radio-
immunoprecipitation assay) and centrifuged for 20 min at 12.700=g and 4 =C. The
protein concentration of each sample was determined by the bicinchoninic acid protein
assay (Termo Fisher Scientific). Samples (30pg protein) were then subjected to an 4-
12% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to a nitrocellulose
membrane using Trans-Blot® Turbo™ Transfer System and equal protein loading was
confirmed with Ponceau 5 solution (Sigma Aldrich - PT170). After specific blocking,
the blots were incubated overnight at 4°C with anti-Nrf2 nuclear factor erythroid 2-
related factor (SC-72Z 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cmz, CA. USAJ,
S0D-2 antibody (FL-222, sc-30080 1:2000 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA). Mouse anti-fl-actin (1: 10,004, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)
was stained as an additional control of the protein loading. After primary antibody
incubation, membranes were washed with TBS-T (TBS plus 0.1% Tween 20) two times
at room temperature for 10 min and incubated with anti-rabbit (Sigma Aldrich - A6154)
or anti-mouse (Santa Cruz Biotechnology — sc-2005) secondary antibodies conjugated
with horseradish peroxidase (1:5000), for 2h at room temperature. Bands were
visualized by enhanced chemiluminescence using ECL Western Blotting Substrate
(Pierce ECL, BioRad) and the signals were captured with ChemiDoc XRS+ {BioRad).
Then the bands were quantified using Image Lab software (Bio-Bad).

Statistical analysis

Data was expressed as mean + standard error of the mean (SEM) and was
analyzed by one-way or two-way analysis of varance ( ANOVA) followed by the Tukey
test. p=il.005 was considered stanstically sigmificant.



RESULTS

The effect of different numbers of repemt concussions on depressive-like phenotype
befuavior

In the present study, statistical analysis (one-way ANOVA with Tukey post hoc test)
revealed that the present protocol of recurrent concussions did not alter depressive-like
phenotype behavior characterized here by immobility time (Fa, 15 = 0.167; p=i.03, Fig
2A). However, the neurochemical data showed that concussions reduced mitochondnal
oxygen flux when compared with the control group (Fa, s = 4.471; p=0L05; Fig. 2CL It
is important to note that this effect is not related to the loss of protons by the
mitechondrial membrane because the present protocol of recurent concussions did not
alter the mitochondrial leak state (Fa 4 = 1,058 P=0_3%83, Fig 2B). The experimental
data also revealed that the present recurrent concussions did not alter SO0 activity (F;
= 1,432 P=0,2571 I-':ig 2F), but increased DCFH-DA oxidation (F1 24 = 3,17; p‘f-ﬂfﬁ
Fig. 2G) and the expression of the transcnption factor of endogenous antioxidant
enzymes MRF2 (F3, 1= 3,686, p=0.05, Fig. 2I)) and SOD2 (F3, m= 3.908; p=0.05; Fig.
2E).

Discussion

TBI is one of the most common neurologic disorders that causes disability
[3%]). but there is a need for a reliable and valid diagnostic schema for identifying
concussions and diagnosing Persistent Post-Concussive Syndrome, characterized by
depression and anxicty. In this context, experimental data from the present study
revealed that the present model of recurrent concussion did not alter depressive-like
phenotype  behavior, but a failure of mitochondrial function and oxidative stress
followed by activation of genes (Mrf2) involved in decreasing toxic metabolite
sccumulation [28] plays an indispensable role in the induction of antioxidant enzymes
against secondary damage after a neuronal injury [3%9]. Motably, the oxidative stress-
related cascades after TBI have been implicated in altered signal transduction [40, 41].
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In this context, data from the present study also extends the observations of Dekosky
and colleagues (2004) by demonstrating that antioxidant responses ocour outside the
contusion site {lesion penumbra). Thus, it is plausible to propese that the increase in
endogenous brain defense (Wrf2) is essential for the development of selective and
effective trauma-related therapies [28]. However, the cument experiments provide
evidence that Persistent Post-Concussive Syndrome elicited by early recurrent
concussion does mot induce, at least in part, depressive behavior. Furthermore, it is
plausible to propose that significant reductions of mitochondrial oxvgen are not due to
proton conductance clevation across the mitochondrial imner membrane [42] when

analyzed six days after neuronal injury.

It is well known that mitechondria are central regulators
of cellular metabolism, and normally, the main role of this organelle is production of
ATP and buffering of calcium. After TBI, metabolic uncoupling has been well
charactenzed by a single episode, yet mitochondrial bioenergetics during recurrent
concussion is poorly defined. The experimental data revealed that mitochondrial
bicenergetics are transiently altered after recumemt concussion suggesting that
mitechondrial dysfunction could be 8 determinant  of  post-
imjury cellular vulnerability to a repeated impact. In addition, the data showed that a
mitochondrial oxygen flux decrease is not due to proton conductance clevation across
the mitochondnal inner membrane and mitochondrial permeability transition (mPT).
The results corroborate with previous studies of mitochondria isolated from the injured
cortex that obtained ETS of reduced capacity and that were revented by administration
of agents that induced mitochondrial uncoupling [43].

According to the free radical theory, a gradual accumulation of the free
radicals normally produced in the body underlies the changes in neurological function
and may be one of the causes of depressive disorder [44]. In line with this view, the
presemt experiment revealed that mitochondrial bioenergetics altered after recurrent
concussion did not induce depressive-like phenotype behavior. Although mitochondna
is an important organelle for production of cellular energy [45]. it is plausible to
propose that mitochondrial dysfunction and depressive behavior happen in seperate
ways with the appearance of carly pathophysiology elicited by recurrent concussion. 1t
15 worthy to point out that ROS generation is a necessary and unavoidable consequence
of acrobic metabolism, and that the rate of KOS genemation in bislogical tissue is closely
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responses to oxidative stress elicited by recurrent concussion reflects the compensatory
effect on markers of ROS generation, which translates into the maintenance of
mitechondrial homeostasis in this model of recurent concussion. In fact, the data from
the present study showed that ten recurrent concussions did not alter SO activity, but
changes in the profile of oxidative status characterized here by DCFH-DA oxidation,
increased the expression of the transcription factor of endogenous antioxidant enzymes
NRF2 and 50D 2. The activation of transcription factor NEF2 and the modulation of
antioxidant responsive elements (ARE). contain a key rele in the induction of enzymes
responsible for cellular defense, against oxidative stress [28].

Recently, a considerable body of evidence has demonstrated that oxidative-
related cascades resulting from neuronal injury have been implicated in altered signal
transduction in the CMS [24, 26]. Although a pre-injury regimen for humans may not be
the most effective treatment since the tme of Injury cannot be predicted [48]. data from
the present rescarch is of particular interest because it supports the assumption that
recurrent concussion-induced bioenergetics changes charactenized here by reduced
mitochondrial oxygen may not induce depressive-like phenotype behavior, but
gctivation of the transcription factor of antioxidant responsive clements (ARE) in the
hippocampus delays or prevents cascades, which lead to long-term disabilities
evidenced in this neurological discase.

Conclusion

In summary, the results presented in this study revealed that repeat concussions
do not cause a significant difference in immobility in the tail suspension test (TST).
However, the protocol of recurrent concussion employed in the present study reduced
mitechondrial oxygen flux independent of mitochondrial membrane alteration.  The
experimental data also showed that recurrent concussion did not alter SO0 activity but
increased the expression of the transcription factor of endogenous antioxidant enzymes
MRF2 and SOD2 (dose dependent). Although the exact molecular signaling pathways
have not yet been defined, the experimental data suggests that mitechondrial

bicenergetics altered after recurrent  concussion  did not  induce  depressive-like
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phenotype behavior.  However, the development of compensatory responses to
oxidative streas aftor recurrent concussion roflocts compensatory offoct on markers of
ROS5 generation. The understanding of how recurrent concussions impact CNS
physiology 15 crucial for the design of effective treatments to cope with long-term
neurnlogical and psychiatric disorders induced by this neuronal imjury.
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Figure 1: All animals received the concussions throughout a period of ten days. The comtrol group
expericnced the same process except recument concussions. The group submitted to four recurrent
cOnCUssions was exposed to injuries at 32, 35, 38, and 41 D). The group submitted to seven recurrent
CONCUSSIONS Was :xpnstd to injun':s at 32, 34, 35, 37, 38, 40, and 41 DO. The group submitted to ten
recurrent concussions was exposed to injuries daily throughowut the ten days. Forty-eight hours (48hs)
after the last concussion, the animals were submitted to a behavior test. Six days following the last

concussion the animals were enthanized.
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Figure 2
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Figure 2: Effects of different numbers of repeated concussions on the immobility time in the TST (Fig A)
and neurochemical data. The leak state respiration {Leak Stateoyy) (Fig B) was observed in the presence
of oligomycin and RCR= (Cl+ CHI-OXPHOS/Leak Stateqyy) (Fig C). Influence of different numbers of
recurrent concussions on protein related with antioxidant defenses. Transcription factor of endogenous
antioxidant enzymes NRF2 (Fig [, the S0D2 a scavenger proten (Fig E), 30D activity (F) and DCFH-
DA oxidation (G). Results were expressed as the mean + SEM for four to eight animals per group. (*)

indicates statistical difference from control group by one-way ANOVA followed by Tukey post hoc test
{p=0.05).
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4. MATERIAL SUPLEMENTAR
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Figure 1: Unconsciousness time in mice after recurrent concussion as well as the control group after anesthesia. There
were no significant difference between the groups compared to control group (Control vs. 4 Conc P Value= >0,9999,
Control vs. 7 Conc P Value= 0,0605, Control vs. 10 Conc P Value= 0,4542). Please see supplementary material.



Control Group

56

250

pmg S Omy ccee r mna ama
c 200 1.600
£ g
Il =
£ i L1200 £5
€ 150 5E
L= o
oS ()
] 53
8 100 (800 =%
o o
=] o8
o L <
< s Ve 400 2
e NS Lo
0:00 0:05 0:10 0:15 0:20 0:25 0:30
0:30 [h:min]
4 Concussions
250 PHG [}) omy ceep r Mna ama 2.000
g 200 1600 o
3 T— Eg
£ 150 1200 5 £
3= 2
== X =
S 100 i, P Ls00 S g
8 / 85
"] @
2 50 o\ T 400 ~
0 / , , Dome . 0
0:00 0:05 0:10 0:15 0:20 0:25 0:30
0:30 [h:min]
7 Concussions
200 pmg ._,___i my cecp R mna - a 2.400
. — | -
s M~ 1.800 §
£ 150 E=
= )
5_ 1200 3 E
¢ £ 100 o
3= 23
8 o ./—\" 600 3 13
d _/'/ . a
0 \——-—‘ [0
0:00 0:05 0:10 0:15 0:20 0:25 0:30
0:30 [h:min]
10 Concussions
250 PMG D Omy ccep Mna Ama
\ £1.600
§ 200 —_ @
g e —— F1.200 £
£ _ 150 5 g
£ N 800 x 2
© " 100 c2
o o
° La00 © =
m
2 50 Ve -
J N ‘o
0:00 0:05 0:10 0:15 0:20 0:25 0:30

0:30 [h:min]

Figure 2: Schematic representation of multiple substrate-inhibitor protocols for high-resolution respirometry in

homogenates of hippocampus of mice submitted to 4, 7 and 10 injuries. Blue lines: O2 concentration [pM]; red lines:

02 flux or flow. Mitochondrial function was measured in the presence of Pyruvate + Glutamate + Malate, ADP,

succinate, Omy, CCCP, rotenone, malonate and AMA. Though, in the present study was examined only leak state

(measured by addition of Omy, that represent of protons conductance by mitochondrial membrane) and Respiratory

control ratios (RCR= Cl + CII-OXPHOS/LEAK STATE) to verify the mitochondrial quality control. Please see

supplementary material.
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5. DISCUSSAO

O TCE é uma doenca neuroldgica reconhecida por sua caracteristica devastante na satde
dos individuos acometidos por essa lesdo, na qual sequelas como, deficiéncia fisica, prejuizo
cognitivo e os distdrbios de humor sdo altamente aparente. Nesse sentido, apesar de sua alta
heterogeneidade que variam de leve a grave, difuso e focal, 80-90% dos casos de TCEs séo
considerados concussdes ou TCE leve (BLENNOW K. et al. 2016; GRAFF, D. M.; CAPERELL,
K. S 2016; MCCRORY, P et al. 2013). Vale destacar que, os numeros desse tipo de TCE pode ser
até trés vezes maior devido a sua subnotificagdo, uma vez que as concussdes possuem uma
caracteristica prdpria, em que as mudancas no padrao estrutural de imagem do cérebro e a perda
de consciéncia ndo sdo necessariamente presentes, dificultando o diagndstico (BLENNOW;
BRODY et al., 2016; GRAFF, D. M.; CAPERELL, K. S., 2016). Além disso, a concussao possui
processos fisiopatologicos complexos, na qual os sintomas normalmente sdo resolvidos nas
primeiras semanas apos o trauma (BLENNOW K. et al., 2016). Porém, a somatdria das concussdes
ao longo da vida pode mudar a neuroquimica do encéfalo, levando a atrofia cerebral, disfuncGes
cognitivas e distarbios psiquiatricos (OMALU, B et al., 2010; THEADOM, A. et al., 2018).

No presente trabalho utilizamos o modelo experimental de lesdo por aceleragéo-
desaceleracdo (Weight drop ou queda livre de peso) com diferentes nimeros de lesdo no intuito de
elucidar um possivel aparecimento do comportamento do tipo depressivo em camundongos. A
analise estatistica (ANOVA de um fator) revelou que independentemente do nimero de traumas
empregado (4, 7 e 10) ndo houve diferenga significativa no tempo de imobilidade dos animais,
assim, sugerindo que o presente protocolo ndo foi capaz de induzir o comportamento do tipo
depressivo em camundongos. Por outro lado, o grupo submetido a 10 concussdes recorrentes
apresenta uma diminuicdo significativa no RCR em hipocampo de roedores, indicando uma
diminuicdo na eficiéncia da bioenergética mitocondrial. No entanto, essa reducdo no RCR, néo foi
associada com um aumento do escape de elétrons pelos complexos respiratérios mitocondriais, 0
qual foi verificado pelo estado “Leak” (vazamento). Além disso, os resultados experimentais
demonstram um aumento significativo nos niveis de espécies reativas em todos 0s grupos
submetidos ao protocolo de concussao recorrente, desse modo, sugerindo que o presente modelo

de lesdo pode levar a uma vulnerabilidade celular pelo acimulo dessas espécies.
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J& estd bem estabelecido que a mitocondria desempenha um papel central no metabolismo
cerebral, uma vez que mais de 90% do contetdo energético é derivada dessa organela, sendo assim,
sua ineficiéncia pode estar atrelada ao aparecimento de distarbios psiquiatricos (SHARMA S,
AKUNDI RS., 2019). Contudo, a diminuicdo do RCR néo foi associada com o comportamento
depressivo em nosso estudo. Estes dados experimentais estdo de acordo com um recente estudo
publicado por Cebak J. et al., (2017) que observou uma diminuicéo nas taxas de RCR em animais
submetidos a traumas de intensidade moderada a grave. Além disso, o trabalho demonstrou que
essa diminuicdo foi impedida nos animais tratados com fenelzina, um potente inibidor da enzima
MAO usado para o tratamento da depressao. Além do mais, 0 aumento das espécies reativas
ocasionado pelo nosso modelo de trauma néo foi associado com aumento do radical superdxido,
visto que essa molécula é produzida principalmente pelo escape de elétrons dos complexos | e 11
da cadeia respiratoria mitocondrial (NAVARRO A, BOVERIS A., 2007), e os resultados obtidos
ndo demonstraram diferenca significativa no estado leak e atividade da SOD total. Neste contexto,
é apropriado propor que a disfuncdo mitocondrial e 0 comportamento depressivo apds episédios
concussivos acontecem de maneiras distintas em camundongos. No entanto, 0s prejuizos
mitocondriais podem ser fator de risco para desenvolvimento de disturbios neuroldgicos futuros
(ARUM S. et al., 2016). Dessa forma, trabalhos que analisem esse comportamento cronicamente
devem ser realizados, para determinar se esse efeito no RCR mitocondrial antecede a um suposto
comportamento depressivo em animais submetidos ao modelo Weight drop.

Atualmente, uma ampla variedade de estudos tem demonstrado um papel importante do
Nrf2 apés TCE, uma vez que sua ativacdo pode resultar no aumento de enzimas antioxidantes,
contra 0 aumento dos danos oxidativos ocasionado por esse tipo de lesdo. No entanto, apds as
concussdes recorrentes, a ativacdo dessa proteina endogena € pouco esclarecida. Nesse contexto,
0s nossos dados revelaram um aumento significativo na expressdo do Nrf2 somente no grupo
submetido a repeticdo de 10 concussdes, apesar de todos os animais lesionados obterem um
aumento significativo nos marcadores de espécies reativas. Sendo assim, esses resultados apontam
que o0 aumento da sinalizacdo do Nrf2 é dependente de dose, onde a elevacdo do nimero de lesGes
resultou em respostas acentuadas desse fator transcricdo. Em adi¢do, mesmo o Nrf2 sendo um fator
chave para aumento das defesas antioxidantes (HONG Y. et al., 2010), somente o seu acumulo nédo
é suficiente para promover o papel neuroprotetor em eventos patolégicos (RAMSEY CP et al.,

2007; DONG W. et al., 2018). Dessa forma, os presentes autores mostraram um aumento
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significativo da enzima antioxidante mitocondrial SOD2 no grupo submetido a 10 concussoes
recorrentes, indicando uma modulacdo do sistema Nrf2-ARE contra 0 aumento do estresse
oxidativo. Além disso, cabe salientar que o limiar de lesdo para essas alterac6es foi atribuido aos

animais submetidos a 10 episddios concussivos.

Em relacdo a expressdo da SOD2 em modelos experimentais de TCE, uma resposta
inversamente proporcional a gravidade tem sido descrita, sendo encontrada uma diminuicéo
significativa nessa proteina antioxidante mitocondrial apds a lesdo, o que pode dificultar as
respostas a um dano oxidativo, podendo levar a formacao de espécies mais reativas e citotdxicas
(CARTERI R. et al., 2018; BHOWMICK S. et al., 2019). Todavia, é importante ressaltar que, no
presente trabalho, os niveis de EROs foram consideravelmente maiores em animais lesionados.
Dessa forma, € apropriado propor a participacdo de outros mecanismos relacionados com o
aumento desses agentes oxidantes, além da cadeia respiratdria mitocondrial. Sendo assim, mais
esforgos cientificos devem ser realizados para melhor elucidar se repetidas lesGes induzidas pelo
modelo Weight Drop sdo capazes de levar ao comportamento do tipo depressivo em outros testes
comportamentais, bem como, verificar o envolvimento de outras enzimas antioxidantes e
formadoras de espécies citotoxicas, para melhor entendimento dos mecanismos envolvidos ap6s

esse tipo de lesdo.
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6. CONCLUSAO

Em suma, os resultados do presente estudo revelaram que os diferentes nimeros de lesdo
ndo alteraram significativamente o tempo de imobilidade no TSC. Porém, o protocolo de concussao
recorrente empregado reduziu o fluxo de oxigénio na mitocondria, independente da alteragéo do
escape de elétrons pela cadeia respiratdria mitocondrial. Além disso, os dados estatisticos também
demonstraram que os traumas provocados pelo modelo utilizado no presente trabalho elevaram os
niveis das espécies reativas, mas ndo alteraram a atividade da SOD. Entretanto, as injurias
induziram a um aumento na expressao de proteinas antioxidante, tal como, NRF2 e SOD2, de forma
dependente de dose. Portanto, apesar das vias de sinalizagdo molecular ainda ndo terem sido
definidas, os dados experimentais sugerem que as mudancgas na bioenergética mitocondrial nédo
induziram o comportamento do tipo depressivo. Todavia, 0o desenvolvimento de respostas
compensatdrias ao estresse oxidativo ap0s as concussdes recorrentes foram parcialmente relatadas.
Por fim, a compreensdo de como as concussdes recorrentes afetam a fisiologia do SNC € crucial
para o desenvolvimento de tratamentos efetivos de doencas psiquiatricas e neuroldgicas induzida
por essa lesdo, sendo assim, tornando-se necessario que mais estudos sejam feitos, a fim de ajudar

na compreensao desse evento.
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7. PERPECTIVA

Como citado anteriormente, pessoas acometidas pelo TCE apresentam maior
susceptibilidade ao aparecimento de doencas psiquiatricas e cognitivas, bem como, segundo
estudos correlacionais recentes, individuos que possuem histérico de concussdes sdo 2 vezes mais
propensos a cometer suicidio (BLENNOW; BRODY et al., 2016; FRALICK; SY et al., 2019;
OMALU, BENNET I; BAILES, JULIAN et al., 2010). Nesse sentido, interessa ao nosso grupo
desenvolver estudos futuros, com farmacos que induzem os animais ao fenotipo do tipo depressivo,
objetivando investigar se 0 modelo de concussdes recorrentes induzidas por queda livre de peso
(weight drop) é capaz de aumentar a susceptibilidade ao aparecimento desse comportamento.

A literatura corrobora que maioria das concussGes ocorrem durante a pratica de esportes
de contato, sendo esse um ambiente onde 0s eventos concussivos podem acometer 0 mesmo
individuo mais de uma vez, em um curto periodo de tempo (MULLALLY, 2017). Levando esse
fator em conta, € bem estabelecido os beneficios que os diferentes tipos de exercicio provocam no
cérebro dos seus praticantes (DE ALMEIDA et al., 2013). Por outro lado, mesmo que benéfico a
longo prazo, agudamente, quanto maior a intensidade do exercicio maior é a producéo de citocinas
pré-inflamatérias e EROS (COSTA et al., 2018; RADAK et al., 2016). Sendo assim, os efeitos do
exercicio fisico de alta intensidade podem exacerbar os efeitos da concussdo durante a pratica
esportiva, podendo levar a uma exaustdo das defesas antioxidante, e a potencializacdo dos danos

oxidativos.

Como mostrado nesse primeiro manuscrito, as concussdes recorrentes foram capazes de
alterar, de acordo com o nimero de lesdes, a bioenergética mitocondrial e o estresse oxidativo no
hipocampo de camundongos jovens. Efeitos compensatdrios relacionados as defesas antioxidantes,
marcadas pela expressdo das proteinas NRF2 e SOD2, foram observados. Sendo assim, supomos
qgue o exercicio fisico de alta intensidade praticado logo antes do evento concussivo podera
exacerbar esse dano, podendo levar um desbalanco nas defesas antioxidantes e consequentemente
a prejuizos comportamentais relacionado a doencas psiquiatricas. Por fim, mais estudos se fazem
necessarios para melhor elucidar os possiveis efeitos das concussdes recorrentes concomitantes
com a pratica de exercicio fisico de alta intensidade no aparecimento de disturbios psiquiatricos, assim

se tornando objeto de estudo futuro no nosso grupo.
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