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RESUMO

O EFEITO DE CONCUSSOES RECORRENTES ASSOCIADAS A PRATICA DE
EXERCICIO FiSICO DE NATACAO NA COMUNICACAOENTRE CEREBRO,
BACO E INTESTINO DE RATOS

AUTOR: Douglas Buchmann Godinho
ORIENTADOR: Dr. Luiz Fernando Freire Royes

O Traumatismo Cranioencefalico (TCE) € definido como uma alteragdo na funcdo cerebral ocasionada
por uma forca externa ao encéfalo, sendo que de 80 a 90% dos casos sdo de TCE leve ou concussao.
Quanto ao mecanismo de dano do TCE, ele é dividido em dano primério, que é 0 momento do insulto
mecanico no encéfalo e dano secundario, que sdo as consequéncias bioquimicas do primeiro dano.
Recentemente, o papel que 6rgdos periféricos desempenham na progressao do dano secundario a nivel
de sistema nervoso central tem sido foco de pesquisa no mundo todo, entretanto ainda néo é estabe-
lecida uma forma pela qual diferentes érgéos periféricos se comunicam na fisiopatologia do TCE. No
ambiente esportivo as concussdes recorrentes (CR), especialmente em esportes de contato, ndo che-
gam a ser novidade. A preocupacao reside na sua reincidéncia, que deixa o cérebro vulneravel a danos
que levam a alteragBes cognitivas significativas. Embora as aten¢des estejam voltadas ao funciona-
mento do cérebro, ainda sdo insipientes estudos que avaliem a janela de vulnerabilidade de CR em
orgaos periféricos. Assim, o trabalho objetiva revisar e investigar os efeitos do TCE e de CR associ-
adas a pratica de exercicio fisico no intestino, baco e cortex cerebral de ratos. Para tal, além de uma
revisao de literatura acerca do tema, ratos Wistar machos com 30 dias de vida, serdo divididos em 4
grupos (Controle Sedentario, Concussao Sedentario, Controle Exercicio e Exercicio Concussdo), sub-
metidos a um protocolo de natagdo de cinco semanas, onde duas vezes a cada semana sofrerdo uma
concussao pelo modelo de queda livre de peso (54g a 71cm), totalizando dez concussdes. Sete dias
apos a ultima sessdo de natacdo e concussdo, 0s animais serdo eutanasiados, o colon proximal (CP)
serd utilizado para a anélise do estado oxidativo, nitrosativo, inflamatério. Pardmetros relacionados
ao sistema anti-inflamatério colinérgico foram avaliados tanto no bago quanto o CP, e a expressdo de
GFAP foi verificado no cértex cerebral. No CP, as CR induziram a lipoperoxidacéo, a diminuicdo da
capacidade antioxidante e ao aumento da atividade da acetilcolinesterase (AChE), bem como da ex-
pressdo do nAChR a7. Tais altera¢fes ndo sdo induzidas por dano nitrosativo, visto que ndo houve
alteracdo na expressdo de iNOS e 3-NT. O protocolo de natacdo limitou as alterac¢6es induzidas pelas
CR e se mostrou efetivo para aumentar a atividade da enzima Na+/K+ -ATPase, assim como norma-
lizou a atividade da AChE e induziu o0 aumento da expressdo de 5SHT4R. O aumento da expressdo de
Nrf2 no grupo Concussdo exercicio pode estar por tras da manutencdo da capacidade antioxidante e
da limitagcdo da peroxidacéo lipidica nesse grupo. As alteragdes no CP se d&o sem que ocorra astro-
gliose no cortex, e as alteracdes na expressao de nAChR a7 e de Nrf2 vistas no CP ndo se repetem no
baco, dissociando a resposta de diferentes orgédos frente ao protocolo de CR e de exercicio. Conclui-
mos que o protocolo de natacdo limita as altera¢Ges induzidas pelas CR, indicando uma diminuigéo
na janela de tempo de vulnerabilidade, a nivel intestinal, a uma segunda concusséo.

Palavras-chave: Concussao. Eixo Cérebro-Intestino. Inflamacéo. Esportes.






ABSTRACT

THE EFFECT OF RECURRENT CONCUSSIONS ASSOCIATED WITH PHYSICAL
SWIMMING EXERCISE ON THE BRAIN-SPLEEN-GUT AXIS OF RATS

AUTHOR: Douglas Buchmann Godinho
ADVISOR: Luiz Fernando Freire Royes, PhD

Traumatic Brain Injury (TBI) is defined as an alteration in brain function caused by a force external to
the brain, and 80 to 90% of cases are mild TBI or concussion. As for the TBI damage mechanism, it is
divided into primary damage, which is the moment of mechanical insult to the brain, and secondary
damage, which are the biochemical consequences of the first damage. Recently, the role that peripheral
organs play in the progression of secondary damage in the central nervous system has been the focus of
research worldwide, however, the way in which different peripheral organs communicate in the path
physiology of TBI has not yet been established. In the sports environment, recurrent concussions (RC),
especially in contact sports, are hardly new. The concern is its recurrence, which leaves the brain vul-
nerable to damage that leads to significant cognitive changes. Although attention is focused on the func-
tioning of the brain, studies that assess the vulnerability window of RC in peripheral organs are still
incipient. Thus, the work aims to review and investigate the effects of TBI and RC associated with the
practice of physical exercise in the intestine, spleen and cerebral cortex of rats. To this end, in addition
to a literature review on the subject, 30-day-old male Wistar rats will be divided into 4 groups (Sedentary
Control, Sedentary Concussion, Exercise Control and Concussion Exercise), submitted to a five-week
swimming protocol, where twice a week will suffer a concussion by the weight-drop model (54g to
71cm), totaling ten concussions. Seven days after the last swimming and concussion session, the animals
will be euthanized, the proximal colon (PC) will be used for the analysis of the oxidative, nitrosactive,
inflammatory state. Parameters related to the cholinergic anti-inflammatory system were evaluated in
both the spleen and the PC, and the expression of GFAP was verified in the cerebral cortex. In PC, RC
induced lipoperoxidation, decreased antioxidant capacity and increased acetyl cholinesterase (AChE)
activity, as well as a7 nAChR expression. Such alterations are not induced by nitrosative damage, since
there was no alteration in the expression of INOS and 3-NT. The swimming protocol limited the changes
induced by RC and proved to be effective in increasing the activity of the enzyme Na+/K+ -ATPase, as
well as normalizing the activity of AChE and induced increased expression of 5SHT4R. The increased
expression of Nrf2 in the Concussion exercise group may be behind the maintenance of the antioxidant
capacity and the limitation of lipid peroxidation in this group. Changes in PC occur without astrogliosis
in the cortex, and changes in the expression of nAChRa7 and Nrf2 seen in PC are not repeated in the
spleen, dissociating the response of different organs to the RC and exercise protocol. We conclude that
the swimming protocol limits the changes induced by RC, indicating a decrease in the time window of
vulnerability, at the intestinal level, to a second concussion.

Keywords: Concussion. Brain-gutaxis. Inflammation. Sports.
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1 INTRODUCAO

O Traumatismo Cranioencefalico (TCE), definido como uma alteragdo na fungao cere-
bral ocasionada pela aplicacdo de uma forca externa ao encéfalo (MENON et al., 2010a), é um
problema de salde publica que afeta, anualmente, cerca de 69 milhdes de pessoas em todo o
mundo (DEWAN et al., 2018). O dano ocasionado pelo TCE ¢ uma combinacdo do dano pri-
mario, que corresponde ao momento do dano mecéanico no encéfalo, e as consequéncias bio-
quimicas e metabdlicas desse evento, que sdo chamadas de dano secundario, desenvolvidas de
segundos a até mesmo anos apds o dano mecanico (BLENNOW et al., 2016). De acordo com
indicadores clinicos, como a Escala de Coma de Glasgow (ECG), o TCE ¢ classificado em
severo, moderado e leve ou concussdo, sendo os dois ultimos termos equivalentes (BLENNOW
et al., 2016).

A concusséo, objeto de estudo do presente projeto, representa de 80% a 90% dos casos
de TCE, mostrando grande incidéncia na populacéo jovem (COBB et al., 2013; LI, MIN et al.,
2016; MCCRORY et al., 2013; MUNCE et al., 2015). E pouco provavel que uma Gnica con-
cussao resulte em efeitos adversos a longo prazo, porém, caso o corra repetidamente, o efeito-
somatorio dos danos secundarios pode levar a uma resposta neuroinflamatoria exacerbada, po-
dendo se tornar até mesmo uma condicao cronica, com efeitos semelhante séo de um TCE mo-
derado (BLENNOW et al., 2016). Sendo assim, é sugerido que devido a potencial evolucéo do
dano secundario, a concussdo deve ser tratada como uma doenca em progresso, € ndo como um
evento estatico (MASEL; DEWITT, 2010).

Sabe-se hoje que o dano secundario do TCE néo se limita apenas ao sistema nervoso
central. Ja é estabelecido, por exemplo, que um TCE pode causar danos ao coracgdo, figado,
baco e ao trato gastrointestinal (TGI) (DE CASTRO et al., 2017a; KERR et al., 2018;
KHARRAZIAN; DATIS, 2015b; VILLAPOL al., 2015b). Entre as disfuncdes intestinais ob-
servadas em vitimas de TCE, destaca-se a alteracdo da microbiota observada em vitimas de
TCE até mesmo 20 anos ap06s o dano primario (URBAN et al., 2020) e, em modelos experi-
mentais, a lesdo na mucosa e a quebra da barreira intestinal (JIN et al., 2008; JIN et al., 2009;
KHARRAZIAN; DATIS, 2015b). Tais eventos podem ocasionar um quadro de endotoxemia e
de inflamacao sistémica, podendo envolver outros 6rgaos na resposta ao dano secundario, como
0 baco (GODINHO et al., 2021).

Concusstes durante atividades esportivas ndo sdo novidade, e possuem uma intrinseca

relagdo com esportes de contato, acometendo cerca de 3,8 milhdes de atletas por ano (HOBBS
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et al., 2016). A preocupacdo reside na reincidéncia da lesdo, uma vez que a ativagéo de vias
inflamatorias durante a “janela de vulnerabilidade ao segundo impacto” (BLENNOW et al.,
2016) pode ocasionar alteracdes celulares associadas a déficits cognitivos significativos
(BARKHOUDARIAN, G. et al., 2016b; BLENNOW et al., 2016; MA et al., 2017a). Sabe-se
que, de forma aguda, o exercicio fisico pode contribuir para 0 aumento do estresse oxidativo e
de citocinas pré-inflamatérias sendo que, quanto mais intenso, maior é a liberacdo desses me-
diadores (CORMIE et al., 2016; OSTROWSKI et al., 1999; ROYES, 2020a). J4 0 aumento das
defesas antioxidantes e anti-inflamatérias induzidas pelo treinamento fisico constitui-se como
uma adaptacdo metabolica capaz de proteger as células e tecidos do estresse oxidativo/inflama-
torio gerado pelo proprio exercicio fisico (BANERJEE, 2003). No contexto metabolico, vale
destacar que os efeitos benéficos da préatica de exercicios fisicos ja sdo bem descritos, tanto na
modulagéo do sistema imune (BARNES, 2015; BINDER, E. et al., 2004; NEEPER et al., 1995),
como em relacdo a uma modulagdo positiva da microbiota e funcionamento intestinal(CODE-
LLA et al., 2018). No entanto, pouco se sabe acerca da interacdo da janela de vulnerabilidade
das concussoes recorrentes e 0 estresse agudo ocasionado pelo exercicio fisico.

Considerando que altera¢fes no funcionamento de estruturas cerebrais influenciam no
metabolismo 6rgéos periféricos tais como intestino e baco, faz-se necessario investigar se pos-
siveis alteracGes no metabolismo periférico induzido pela somatdria de concussdes recorrentes
associadas ao exercicio fisico podem influenciar na progressédo do dano secundario cerebral.
Tal entendimento acerca do tema pode ampliar os horizontes no campo da pesquisa acerca dos
efeitos das concussdes recorrentes na fisiologia geral, possibilitando novas formas de buscar
tratamentos para o dano secundario, levando em conta ndo apenas o encéfalo quando se debate

o0 tempo de retorno ideal para se expor a uma nova concussao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TRAUMATISMO CRANIOENCEFALICO

2.1.1 Definigéo e quadro epidemioldgico

O Traumatismo Cranioencefalico (TCE) é definido como uma alteracdo na funcao ce-
rebral causada pela aplicacdo de uma forca externa ao encéfalo (MENON et al., 2010b) ou
COmMo “‘uma agressao ao cérebro, de natureza ndo degenerativa e nao congénita causada por uma
forca fisica externa, que pode produzir um estado diminuido ou alterado de consciéncia”
(UMPHRED, 1994). Em todo o mundo, anualmente, mais de 69 milhdes de pessoas sdo aco-
metidas pelo TCE (DEWAN et al., 2018) e, em 2014, ocorreram aproximadamente 2,87 mi-
Ihes de visitas a Departamentos de emergéncia, hospitalizacbes e mortes relacionadas ao TCE
nos Estados Unidos da America (EUA), de acordo com dados fornecidos pelo Centers fo Di-
sease Controland Prevention (CDC). Ainda de acordo com o CDC, estima-se que o0 gasto anual
com o TCE gire em torno de U$75.5 bilhdes por ano nos EUA, incluindo gastos médicos diretos
e indiretos, o que demonstra um aumento significativo comparado ao ano de 1995, quando eram
gastos U$56,3 bilhdes (FARHAD et al., 2013). Na economia global, estima-se que os déficits
gerados pelo TCE sejam em torno de U$400 bilhdes por ano (MAAS et al., 2017). Todos esses
dados corroboram com a faceta que o TCE atingiu, nos ultimos anos, de ser um grande problema
de satde publica e uma “epidemia silenciosa” (LANGLOIS et al., 2006).

Atualmente o TCE € uma das maiores causas de mortalidade e morbidade em comuni-
dades dos Estados Unidos da América (SIGNORETTI et al., 2011), onde atinge cerca de 2.5
milhdes de pessoas por ano (BARRIO et al., 2015; TAYLOR et al., 2017). No Brasil, segundo
0 DATASUS, houveram 125.500 internagdes em decorréncia do TCE entre o periodo de 2008
a 2012, gerando gastos aproximados a R$156.300.00 (DE ALMEIDA et al., 2016;
FERNANDES; SILVA, 2013; MAGALHAES et al., 2017). Alguns estudos demonstram que a
incidéncia do evento chega a ser 3.5 vezes maior em homens, sendo estes 0s casos mais graves
(DE ALMEIDA et al., 2016). E importante ressaltar também que a populac&o jovem, com faixa
etaria entre 10 e 20 anos de idade, demonstra ser a mais recorrente nos casos de TCE (ELOIA
et al., 2011; SANTOS et al., 2013). No Brasil, entretanto, os dados epidemiolédgicos ainda sdo
escassos, e isso deve-se a subnotificacdo dos casos, sugerindo que os indices de TCE podem
ser muito maiores do que se sabe hoje (MAGALHAES et al., 2017).
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2.1.2 Classificagdo do TCE

Para facilitar o estudo do tema, é proposto que o TCE possa ser classificado de acordo
com: A) a gravidade das lesbes; B) ao mecanismo fisico da lesdo; C) a distribuicdo das lesdes;

D) a progressdo das lesdes.

2.1.2.1 Classificacdo quanto a gravidade das lesdes

A classificacdo da gravidade do TCE pode ser feita através de indicadores clinicos, ava-
liando o nivel de consciéncia do individuo acometido pelo evento, como é o caso da Escala de
Coma de Glasgow (ECG) (Tabela 1), a mais utilizada logo apds o acidente, em ambientes
hospitalares (TEASDALE; JENNETT, 1974). Essa escala atribui escores para sinais clinicos e,
a soma destes é entdo utilizada para categorizar os pacientes de acordo com a severidade do
TCE: para classificar o TCE em um grau leve (TCEL ou Concusséo), o paciente devera respon-
der a escala e produzir um escore entre 13-15, podendo apresentar também uma perda de cons-
ciéncia breve, de no maximo 30 minutos. O TCE é moderado quando o paciente apresenta um
escore de 9-12 junto a uma perda de consciéncia maior que 30 minutos, e o TCE é classificado
como grave quando a avaliacdo na escala permanece menor que 8 ou a perda de consciéncia

perdure por mais que 24 horas.

Tabela 1 — Escala de Coma de Glasgow

ABERTURA OCULAR
CRITERIO VERIFICADO | CLASSIFICACAO | PONTUACAO
Olhos abertos previamente a estimulagio Y Espontinea 4
Abertura ocular apos ordem em tom de voz normal ou -
Y Ao zom 3
em voz alta
Abertura ocular apos estimulacio da extremidade dos 2 u -
Y A pressdo 2
dedos
Auséncia persistente de abertura ocular, sem fatores de
) . Y Ausente 1
interferéncia
Olhos fechados devido a fator local Y Nio testavel NT
RESPOSTA VERBAL
CRITERIO VERIFICADO | CLASSIFICACAO | PONTUACAO
Eeszposta adequada relativamente ac nome, local e data Y Orientada 3
Respostas ndo orientada, mas comunicacio coerente Y Confusa 4
Palavras isoladas inteligiveis Y Palavras 3
Apenas gemidos Y Sons 2
Auséncia de resposta audivel, sem fatores de
) . Y Ausente 1
interferéncia
Fator que interfere com a comunicagdo Y Nio testavel NT
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MELHOR RESPOSTA MOTOERA

CRITERIO VERIFICADO | CLASSIFICACAO | PONTUAGAQ
Cumprnimento de ordens com 2 agdes + A ordens 1]
Ele}va-;acu da mio acima do nivel da clavicula ao " Localizadora 5
estimulo na cabeca ou pescogo
Flexio rapida do membro superior ao nivel do cotovelo ) N

- . - Y Flexdo normal 4
padrio predominante nio anormal
Flexio do membro superior ao nivel do cotovelo, 4 Flexa q -
padrio predominante claraments anormal Fxao 2 .
Extensdo do membro superior ao nivel do cotovelo + Extensfo 2
Auséncia de movimentos dos membros 4 Ausente 1
superiores/inferiores, sem fatores de interferéncia )
Fator que limita resposta motora 4 Nio testavel NT

Fonte: Adaptado de http://www.glasgowcomascale.org.

2.1.2.2 Classifica¢do quanto ao mecanismo fisico das lesfes

Impacto por contato ocorre (Figura 1.B) quando algum objeto entra em contato com o
crénio, ou o cranio colide com algum objeto (comum em quedas e perfuragdes) (SAATMAN
et al., 2008) Ja no dano por aceleragdo e desaceleracdo (Figura 1.A), ndo necessariamente
existe um contato de um objeto externo diretamente no crénio do individuo, mas a quebra da
inércia do encéfalo dentro da caixa craniana por um movimento brusco pode ocasionar movi-
mentos em velocidades dispares da estrutura cerebral (por essas estruturas possuirem densida-
des diferentes) (ANDRADE et al., 2009) levando a tensdes de cisalhamento e compressao no
tecido cerebral. Esse segundo tipo de mecanismo fisico de lesdo do TCE é o mais comum em
acidentes de carro e nas concussdes vistas em pratica de esportes de contato (BLENNOW et
al., 2016).

Figura 1 — Tipos de lesdes no TCE

Fonte: Adaptado de (BLENNOW et al., 2016).


http://www.glasgowcomascale.org/
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2.1.2.3 Classificag¢do quanto a distribuicao de lesdes

De forma classica, a classificacdo da distribuicdo da lesdo ocasionada pelo TCE se da
em focal ou difuso. O TCE Focal geralmente ocorre quando o mecanismo fisico da leséo é por
contato, levando a compressao focal das estruturas cerebrais localizadas abaixo do cranio do
lado do impacto, levando a laceragdes, hematomas e morte celular local (ANDRIESSEN et al.,
2010). No caso do TCE difuso, o0 mecanismo fisico de lesdo geralmente se da por aceleragdo e
desaceleracdo, e se caracteriza principalmente pelo dano axonal difuso (DAD) (ANDRIESSEN
etal., 2010; BLENNOW et al., 2016). Apesar dos mecanismos diferentes, ambos podem levar
a perda de consciéncia, disfuncdes motoras, amnésia e até mesmo coma (ANDRIESSEN et al.,
2010).

2.1.2.4 Classificagdo quanto a progressao das lesdes

Essa classificacéo refere-se a separagéo do dano primario e do dano secundario do TCE.
O dano primario envolve qualquer dano mecéanico ao encéfalo no momento do TCE, indepen-
dente do mecanismo fisico que o cause (BLENNOW et al., 2016). Assim, € incluido no dano
primario o rompimento de vasos sanguineos (hemorragias e hematomas) e as laceragdes no
tecido cerebral, como o DAD. O dano priméario ndo tem tratamento, podendo apenas ser evitado
ou minimizado com politicas socio educativas, como as campanhas de combate a violéncia
urbana e para o uso de cinto de seguranca e capacetes (XIONG et al., 2013).

O dano secundario se refere a todas consequéncias neuroquimicas, metabolicas, cogni-
tivas e psicoldgicas do dano primario, podendo estender-se dos minutos iniciais até anos apos
o0 evento (SAATMAN et al., 2008). A natureza do dano secundario ndo € estatica, apresentando
uma janela temporal que permite intervengdes terapéuticas para prevenir ou reduzir a progres-

séo do dano.
2.2 CONCUSSAO
Traumatismo Cranioencefalico Leve (TCEL) e Concussao sdo termos intercambiaveis

e equivalentes que correspondem de 80 a 90% dos casos de TCE (MCCRORY, 2013). A con-

cussdo € tipicamente causada por um trauma brusco e ndo-penetrante na cabeca, com meca-
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nismo fisico da lesdo primaria geralmente ocorrendo por aceleracdo e desaceleragdo, ocasio-
nando uma distribuicdo difusa da lesdo e com os acometidos apresentando geralmente um es-
core de 13 a15na ECG (LI et al., 2016; MCCRORY et al., 2013).

Entretanto, assim como é a forma mais comum de TCE, a concussao é também a forma
com mais subnotificacdo, e isso deve-se a sutilidade do seu dano primario, assim como do seu
dano secundario, uma vez que pode ndo ocorrer perda de consciéncia e nem alterages no pa-
dréo estrutural de imagem do encéfalo apds um evento concussivo (BLENNOW et al., 2016).
Além disso, a concussdo € amplamente relacionada com a prética de esportes, principalmente
o0s de contato, onde acomete cerca de 3,8 milhdes de atletas por ano (HOBBS et al., 2016).

Estudos em modelos animais, principalmente em ratos, ajudaram a elucidar os mecanis-
mos bioquimicos de eventos neurotraumaticos. Esses estudos utilizam diferentes métodos para
induzir a concussao nos animais (Figuras 2 e 3), sendo que, 0s mais comuns na literatura séo
os modelos de Leséo por Percussdo de Fluido (LPF, Fig. 2A) (GURKOFF et al., 2009), Impacto
Cortical Controlado (ICC, Fig. 2B) (LONGHI et al., 2005) e, 0 mais reconhecido por mimetizar
um evento concussivo por ser menos invasivo, 0 modelo de queda livre de peso (em inglés
WeightDrop, portanto, WD) (MANNIX et al., 2014; VAGNOZZI et al., 2005; VAGNOZZI et
al., 2007). O método utilizado no Capitulo Il do presente trabalho é baseado no modelo de WD

de Marmarou (Figura 3B), com peso e altura de acordo com (MANNIX et al., 2014).

Figura 2 - Modelos experimentais de TCE A) lesdo por percussao de fluido (LPF e B) impacto
cortical controlado (ICC)

Canula implantada
por cirurgia

Alta pressao de
Pistdo ar comprimido

Local de impacto do pis-
tdo, feito com cirurgia

Resefvatério
de salina

Baixa pressdo de
ar comprimido

Fonte: Adaptado de (XIONG et al., 2013).
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Figura 3 - Modelos experimentais de TCE induzidos por WD. A) modelo de WD focal de ca-
beca aberta de Feeney: envolve uma cirurgia prévia para expor o cérebro ou cranio para que
seja atingido por um peso em queda livre no local especifico; B) modelo de WD de Marmarou:
sem a necessidade de cirurgia, 0 peso deve atingir toda a area cortical superficial do cérebro;
C) modelo de Shohami: semelhante ao modelo de Feeney, o peso cai em um lado especifico do
encéfalo, porém, ndo envolve uma cirurgia prévia.

A ] B ] C =
- -
| & s
N W N 2o
Feeney Marmarou Shohami

Fonte: Adaptado de (MA etal., 2019).

2.2.1 Mecanismos celulares de dano do evento concussivo

E proposto que o evento concussivo envolva 0os mesmos mecanismos celulares descritos
para os TCE mais graves, mas com uma magnitude menor. Como descrito por Barkhoudarian
et al (2016a), o dano primario de uma concussao ocasiona uma tensdo de cisalhamento nos
axonios (dano axonal difuso) e também pode causar a disrupcdo de membranas celulares na
regido do impacto. Em ambos os casos, ocorre uma despolarizacao rapida e descontrolada, que
leva a liberacdo indiscriminada de neurotransmissores excitatorios na fenda sinaptica, como por
exemplo, o Glutamato. O excesso desse neurotransmissor na fenda sinaptica estimula seus re-
ceptores, como o Receptor N-Metil D-Aspartato (NMDAR) no neurdnio po6s-sinaptico, o que
leva ao influxo de Calcio (Ca?*) e a propagacdo da despolarizacdo, que acaba se tornando ge-
neralizada, podendo atingir outras regiées do encéfalo (BARKHOUDARIAN et al., 2016b;
FADEN et al., 1989). Para tentar repolarizar os neurdnios, bombas i6nicas, como a Na*,K*-
ATPase aumentam sua atividade, aumentando também a demanda energética celular, o que leva
a hiperglicolise e a geracdo de Radicais Livres (RL) e Espécies Reativas a Oxigénio (ERO). O
excesso de Ca?*no neur6nio também é responsavel por causar dano as mitocondrias (VERWEIJ
etal., 1997), levando a alteracdo do seu funcionamento, mais geracdo de RL e ativacdo de rotas
de apoptose (ROBERTSON et al., 2007).
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Figura 4 - Cascata de eventos bioquimicos no neurénio ocasionada por uma concussao
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Fonte: (BARKHOUDARIAN et al., 2016a).

Toda essa cascata de eventos sinaliza também para uma resposta pré-inflamatoria, que
é dada por células da glia, principalmente a Microglia e os Astrocitos, que respondem via se-
crecdo de citocinas, quimiocinas e ativacdo da defesa imunoldgica adaptativa (CORDIGLIERI;
FARINA, 2010), que é muito importante para o reparo do dano ocasionado pelo insulto con-
cussivo (GODINHO et al., 2021). Porém, todas essas respostas podem ter intensidades muito
diferentes de acordo com a gravidade do impacto, ja que nenhuma concussdo é exatamente
igual a outra (BLENNOW et al., 2016).

2.2.2 Concussoes relacionadas a pratica de esportes

Uma associacdo entre lesdes na cabeca em esportes de contato e distdrbios neuropsiqui-
atricos cronicos foi primeiramente descrita por Martland, em 1928, como “A Sindrome do Pu-
gilista” (MARTLAND, 1928). Critchley prop6s alguns anos mais tarde, o0 nome Encefalopatia
Traumatica Cronica (ETC) (CRITCHLEY, 1949; CRITCHLEY; MACDONALD, 1957) para
descrever a natureza dessa desordem. A neuroinflamacdo crénica é o fator que aparece como o
mais forte elo entre o desenvolvimento de desordens neuroldgicas e psiquiatricas apos concus-
sOes repetitivas, por ser um a marca do ETC e também de diversos quadros neurodegenerativos

que podem ter seu gatilho para o desenvolvimento apds o TCE, como a doenca de Alzheimer e
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de Parkinson, estresse pos-traumatico, depressdo, ansiedade e a epilepsia poOs-traumatica
(FLEMINGER et al., 2003; KHARATISHVILI; PITKANEN, 2010; LI et al., 2020a; OMALU
etal., 2010; THEADOM et al., 2018). Sendo assim, é sugerido que, devido a potencial evolucao
do dano secundario, a concussao deve ser tratada como uma doenga em progresso, € ndo como
um evento estatico (MASEL; DEWITT, 2010).

E pouco provavel que uma Gnica concussdo durante a pratica de esportes resulte em
efeitos adversos em longo prazo, porém se uma outra concussdo ocorre dentro desse periodo de
tempo em que o encéfalo ainda estd respondendo ao insulto anterior, o efeito somatério dos
danos secundarios pode levar a uma resposta neuroinflamatéria exacerbada(Figura 5), podendo

se tornar até mesmo uma condicdo crénica, com efeitos semelhantes a de um TCE moderado

(BLENNOW et al., 2016).

Figura 5 - A) Janela de vulnerabilidade a um segundo evento concussivo com periodo adequado
de descanso
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Fonte: Adaptado de (BLENNOW et al., 2016).
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Figura 5 - B) Efeito somatdrio de um segundo TCE leve dentro da janela de vulnerabilidade do
primeiro evento concussivo
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Fonte: Adaptado de (BLENNOW et al., 2016).

Atualmente no cenario esportivo, a literatura enfatiza a necessidade de um periodo de
recuperacdo antes do retorno as préaticas esportivas para a normalizacdo da funcdo cerebral
(BLENNOW et al., 2016), entretanto, a maioria desses TCE leves ocorrem com auséncia da
perda de consciéncia, o que deixa mais dificil a identificacdo dos casos. A subnotificacdo per-
mite que jovens praticantes de futebol americano experienciem, em apenas uma temporada na
faculdade, mais de 1000 eventos concussivos de acordo com (CRISCO et al., 2011a). Em outros
dois estudos que utilizaram acelerdbmetros nos capacetes de criancas praticantes de futebol ame-
ricano, foram registradas médias de 240 (individuos de 9 a 12 anos) e 252 (jovens de 11 a 13
anos) concussdes em uma temporada (COBB et al., 2013; MUNCE et al., 2015). Além disso,
foi estimado em 2016, que cerca de 1.1 a 1.9 milhdes de concussdes, relacionadas apenas a
esportes, ocorram por ano em jovens abaixo de 18 anos nos EUA (BRYAN et al., 2016). En-
tretanto, vale destacar que muito da preocupacdo acerca da janela de vulnerabilidade de con-
cussOes recorrentes reside no cérebro dos acometidos, e pouco se sabe sobre como se da essa

janela de vulnerabilidade em outros 6rgdos do corpo.
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2.3 O EFEITO PERIFERICO DO TCE

Pela capacidade do TCE afetar diversos centros de controle importantes do nosso cére-
bro (SCHNEIDER et al., 2007), sabe-se hoje que o dano secundario ndo se limita apenas ao
sistema nervoso central. J& é estabelecido, por exemplo, que um TCE pode causar danos ao
figado (DE CASTRO 2017b; VILLAPOL S. et al., 2015a), baco (ZHANG; JIANG, 2015b) e,
mais recentemente, ao Intestino (BANSAL et al., 2009). O que mais chama a atencao é que 0s
danos nesses 6rgdos periféricos podem exacerbar o efeito do TCE no cérebro, j& que, ap6s um
evento lesivo a barreira hemato encefélica (BHE) pode estar danificada, com sua permeabili-
dade aumentada, o que deixa o cérebro vulneravel para infiltragdo de citocinas e quimiocinas
produzidas em outras partes do corpo (ANTHONY et al., 2012b; WASHINGTON et al., 2016).
Entretanto, o campo de pesquisa acerca dos danos periféricos do TCE é relativamente novo, e
literatura ainda carece de mais investigacOes acerca do efeito periférico de concussfes em

outros orgaos, como o intestino.

2.3.1 TCE e 0 eixo cérebro-intestino

Nos ultimos anos, o eixo de comunicagao que existe entre o cérebro-intestino tem ga-
nhado cada vez mais atencéo da literatura e, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
das 450 milhdes de pessoas que sofrem de depressdo e outras desordens psiquiatricas e de hu-
mor no mundo, 50% a 60% apresentam disfuncdes intestinais (AGRAWAL et al., 2020). Em
doencas neurodegenerativas, o papel do eixo cérebro-intestino também esta em evidéncia. No
campo de pesquisa do Mal de Parkinson, por exemplo, existem evidéncias de que manifestacbes
gastrointestinais precedemos sintomas motores classicos da doenca, assim como € proposto que
a doenca em si comece pelo intestino, até atingir o cérebro (CHAI et al., 2020; CHALLIS et
al., 2020).

A estreita relacdo entre um TCE e uma subsequente lesdo na mucosa intestinal ja é re-
conhecida (HANG et al., 2003a; JIN et al., 2008; JIN et al., 2009; JIN et al., 2010;
KATZENBERGER; REBECCAH et al., 2015b). Essa lesdo na mucosa ocasiona a disfuncéo
da barreiraintestinal (KHARRAZIAN, 2015a; MA et al., 2017a), aumentando a permeabilidade
do intestino, o que fica evidenciado pela diminui¢do na expressdo de proteinas das tightjunc-
tions (BANSAL et al., 2009; ZHANG; JIANG, 2015b) que regulam a permeabilidade parace-
lular (KATZENBERGER, R. J. et al., 2015a), Tais eventos podem ocasionar adisbiose, que € a

alteracdo da composi¢do da microbiota intestinal, observada até mesmo 20 anos ap6s um TCE
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em humanos (URBAN et al., 2020). Este quadro pode levar a endotoxemia (aumento de toxinas
derivadas de bactérias intestinais no sangue), 0 que pode provocar uma resposta imune inata,
levando a um quadro de inflamag&o sistémica. E proposto que todo esse quadro possa exacerbar
a neuroinflamacdo ocasionada pelo TCE, principalmente naqueles que possuem um histérico
de eventos traumaticos, devido a quebra da barreira hematoencefélica e o estado de sensibili-
dade que a microglia se encontra (chamado de “primedmicroglia”) (SUNDMAN et al., 2017Db).
Em analises post mortem feita em pacientes que sobreviveram mais de um ano apés um TCE,
foi evidenciado que esses individuos sdo 12 vezes mais propensos a morrer de septicemia e 2.5
vezes mais propensos a morrer devido a condi¢des do sistema digestivo do que a populagdo em
geral (HARRISON-FELIX et al., 2009).

Ma et al. (2017) mostraram um dano cronico (28 dias apds) na mucosa do célon de
camundongos que foram submetidos a um TCE moderado (induzido por CCI). Estes mesmos
animais quando submetidos & um desafio infeccioso, ocasionado por uma bactéria intestinal,
apresentavam um aumento na inflamacéo a nivel cerebral. Estes dados reforcam nao sé o efeito
do TCE no intestino, mas também o aumento da susceptibilidade do cérebro a resposta de um
desafio periférico apds o dano intestinal ocasionado pelo TCE.

A inflamacéo cronica aparece como o grande fator de dano ao intestino apés um TCE,
e o Fator de Necrose Tumoral — Alfa (TNF-a) é apontado como a principal citocina inflamatdria
nesse cenario (ANTHONY et al., 2012b; BANSAL et al., 2010). A liberacdo de TNF-a é cau-
sada pela estimulacédo de Toll-like receptor (TLR) em macrofagos intestinais, a partir dai um
looping de feedback positivo € iniciado entre o TNF-a. e o fator de transcricdo de citocinas pro-
inflamatorias NF-kB (STOECKLEIN et al., 2012). Estudos demonstram que altos niveis de
TNF-a se correlacionam com elevados niveis de Miosina quinase de cadeia leve (MLCK), e
este poderia ser 0 meio pelo o qual a citocina aumenta a permeabilidade paracelular intestinal
(BANSAL et al., 2009; ZHANG; JIANG, 2015b). E estabelecido também, pela literatura, que
0 estresse oxidativo esta envolvido na progressdo da disfuncéo intestinal ap6s TCE (SHOHAMI
et al., 1999), e que a mesma é capaz de induzir a inflamacao persistente (JIN et al., 2008; JIN
et al., 2009; JIN et al., 2010).

Em modelos experimentais tanto de TCE moderado, grave e concussdo, ainda esta sendo
investigada a forma pela qual o insulto lesivo no cérebro afeta também o intestino (SUNDMAN
et al., 2017b). O eixo de comunicacdo bidirectional que existe entre cérebro e intestino consti-
tui-se de vias neuronais, imunes e enddcrinas (YOO; MAZMANIAN, 2017). Vale ressaltar que
todas essas vias se entrelacam em diversas situagdes, por exemplo, sabe-se hoje gque tanto a

inflamacdo intestinal, a hiperativacéo do eixo HPA e 0 aumento da permeabilidade intestinal
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sdo fatores que afetam negativamente a composi¢cdo da microbiota intestinal (FARZI et al.,
2018; FRANKIENSZTAJN etal., 2020). A ativacdo de resposta ao estresse do eixo hipotdlamo-
pituitaria-adrenal (eixo HPA) faz com que o cortex adrenal produza e libere na circulacéo o
cortisol (corticosterona em roedores) (FRANKIENSZTAJN et al., 2020), que € um horménio
com grande densidade de receptores no colon intestinal, onde estimula a atividade intestinal, e
a troca de ions (aumentando a atividade da enzima Na+/K+/ATPase), assim como exerce acao
anti-inflamatoria (AGRAWAL et al., 2020; RAO, 2011). Evidéncias recentes apontam que 0
TCE e as concussdes recorrentes atuam como um agente estressor (HOULDEN, A. et al.,
2016b), ativando o eixo HPA (KOSARI-NASAB et al., 2019a; KOSARI-NASAB et al., 2019b;
TABOR et al., 2019) e, no caso das concussdes recorrentes, a repeticdo do estresse pode causar
o comprometimento do feedback negativo do eixo, gerando uma hiperativacdo do eixo. Em
modelos experimentais, a inducgéo de estresse cronico aumenta a permeabilidade intestinal e

reduz o limiar para inducéo de colite em roedores (POWELL et al., 2017a).

2.3.1.1 O intestino

Ivan Petrovich Pavlov, na virada do seculo X1X, foi pioneiro ao demonstrar que o cére-
bro influencia diretamente funcGes intestinais atraves de nervos periféricos chave (TANSEY,
2006). Entretanto, mais recentemente, a literatura demonstra que o Intestino também é capaz
de influenciar o cérebro, atraves de sinais metabolicos, enddcrinos, mediadores imunes e neu-
ronais, existindo assim uma interface bidirecional de comunicacdo entre 0 SNC e o Intestino
(FURNESS, 2012). O intestino € divido em Intestino Delgado (composto por Duodeno, Jejuno
e [leo) e Intestino Grosso (constituido pelo Ceco e Cdlon), sendo que cada parte possui uma
funcdo diferente, assim como apresenta um microbioma (composto de bactérias, fungos e virus)
diferente do outro (MA, ELISE L et al., 2017a; WANG, M. et al., 2005). Anatomicamente, 0
tecido intestinal é dividido em serosa, mesentério, musculatura, submucosa, lamina propria,
epitélio e lamen.

O intestino é um importante 6rgdo da periferia que compde o Trato Gastrointestinal,
responsavel pela digestdo, absorcdo e excrecdo de alimentos, assim como pela producdo de
neurotransmissores (GYURASZOVA et al., 2017) e, também é casa de 70% a 80% das células
imunes do corpo (KAGNOFF et al., 1987) e de cerca de 100 milhdes de neurbnios que com-
pdem o Sistema Nervoso Entérico (SNE) (FURNESS et al., 2014). O SNE é uma rede neural

autdbnoma composta de neur6nios sensoriais, interneurdnios e neurdnios motores, organizados
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em plexos com inimeros ganglios, que se comunicam para mediar reflexos intrinsecos do trato
Gastrointestinal. Os dois principais plexos sdo o submucoso (ou de Meissner) e 0o mioentérico
(ou de Auerbach). Sabe-se também que o SNE possui suas prdprias células gliais e que as prin-
cipais linhas de comunica¢do com o SNC ocorrem através do Nervo Vago e de Nervos Espi-
nhais (SUNDMAN et al., 2017b).

A homeostase do funcionamento intestinal envolve processos complexos (Figura 6)
como (I) a excrec¢do e absorc¢do de eletrdlitos ao longo de todo o trato intestinal e, (11) 0s movi-
mentos peristalticos de contracéo e relaxamento do musculo liso, regulados primariamente por
neurotransmissores como a Acetilcolina (ACh) e a 5-hidroxitriptamina (5-HT) secretados pelo
Sistema Nervoso Entérico (SNE) (AGRAWAL et al., 2020; YOO; MAZMANIAN, 2017). J&
o transporte de eletrélitos pelo intestino é um balango de processos absortivos e secretorios de
ions, todos dependentes da enzima Na+/K+/ATPase localizada na membrana basolateral
(MBL), quando esse balango de eletrolitos é afetado, pode resultar em diarreia ou constipa-
cao(RAO, 2011).

O movimento transepitelial de pequenas moléculas e ions, entre sangue e limen, ocorre
pela via transcelular, através de transportadores especificos de membrana, ou pela via parace-
lular, definida pela geometria do espago entre células epiteliais adjacentes, o que é regulado
pelas proteinas das Tightjunctions. Essas duas vias, juntamente com a mucosa do Iimen, defi-
nem a barreira intestinal, que filtra a passagem de agentes nocivos para a circulacéo sistémica.
O equilibrio de todo esse sistema € critico pra manutencao do bem estar do individuo (MA et
al., 2017b; RAO, 2011).
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Figura 6 - Homeostase do funcionamento intestinal. Legenda: 5-HT: serotonina; 5-HT4R: re-
ceptor de serotonina 4; MRs: receptores muscarinicos de acetilcolina; Ach: acetilcolina; CGRP:
peptideo relacionado ao gene da calcitocina; CGRPR: receptor de CGRP; NANC: transmissor
ndo noradrenégico e ndo olinérgico; NANC: receptor de NANC; VIP: peptideo vasoativo in-
testinal; VIPR: receptor de VIP.
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Fonte: Adaptado de (AGRAWAL et al., 2020).

A populacdo bacteriana € a mais dominante na Microbiota Intestinal. Estimativas recen-
tes demonstram que ha mais bactérias do que células no corpo humano, sendo o nimero delas
algo aproximado a 3x10% (SENDER et al., 2016) e que, a maior parte delas se concentra no
Colon, a regido do corpo mais colonizada (SENDER et al., 2016). A populacdo bacterial do
intestino é parcialmente herdada da mée durante o nascimento, entretanto, muitos fatores am-
bientais como o estilo de vida e, de acordo com achados recentes, 0 TCE, podem influenciar a
sua composi¢do, assim como a composicdo alterada desse microbioma pode estar relacionado
com a progressdo de transtornos como o Depressivo, Alzheimer e Parkinson (BLASER, 2011;
GRONLUND et al., 1999). Tudo isso torna a Microbiota um importante componente do eixo
de comunicacdo entre o cérebro e o intestino.

Coletivamente, os micro-organismos que compdem esse microbioma liberam energia e
nutrientes de alimentos e “educam” o sistema imune do intestino a se proteger de desafios an-
tigénicos apresentados pelo o que foi ingerido. Ainda ndo sdo completamente elucidadas todas

as fungdes que a microbiota exerce no nosso corpo, entretanto, sabe-se que elas participam na
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modulacdo de processos de neurotransmissao, neurogénese, ativacao microglial, sintese de neu-
rotransmissores, formacao de células do sistema imune e que também demonstram grande in-
fluéncia sobre o humor (MAYER et al., 2015; SAMPSON; MAZMANIAN, 2015). Entretanto,
as proprias bactérias que compdem esse microbioma precisam ser limitadas de se translocarem
através da parede celular que o epitélio intestinal compdem, ou irdo iniciar respostas inflama-
torias, levando a lesdes teciduais (RAMANAN; CADWELL, 2016). Até o momento, dois arti-
gos em modelos experimentais ja exploraram efeitos da somatoria de concussdes na composi-
¢do da microbiota intestinal. Porém, os resultados obtidos ndo s&o muito conclusivos, ou por
apresentarem um n amostral baixo (MATHARU et al., 2019), ou por apenas observar em uma
mudanca transitoria da constituicdo bacteriana, sem outras analises no tecido intestinal
(ANGOA-PEREZ et al., 2020).

2.3.1.2 Estresse oxidativo e inflamacéo no intestino

No TGl as fontes de ERO e Espécies Reativas do Nitrogénio (ERN) séo: 1) as mitocon-
drias, através da reducdo incompleta do Oxigénio na cadeia transportadora de elétrons
(MITTAL et al., 2014); 2) as formas das enzimas NADPH Oxidases presentes em fagocitos e
que produzem ERO como um mecanismo de defesa contra patdgenos e 3) as Sintase de Oxido
Nitrico (NOS) que catalisam a producédo de Oxido Nitrico (NO®), um radical que é essencial
para muitas fungdes de regulacdo no TGI, mas que em excesso inibe a citocromo - ¢ oxidase na
mitocdndria, levando a formagé&o de Superoxido (O27), que pode reagir com o proprio NO° for-
mando o Peroxinitrito (ONOO’), uma ERN altamente danosa (AVIELLO; KNAUS, 2017,
KAWANISHI; MURATA, 2006).

O estresse oxidativo é um estado de desbalanco onde a producédo de RL e ERO prevalece
sobre a capacidade antioxidante da célula. Os RL sdo moléculas pequenas que possuem elétrons
desemparelhados, como o O e o radical Hidroxil (OH°), sendo assim, altamente reativas. A
producdo prolongada de ERO pode causar danos ao DNA, proteinas e a Lipidios, como os que
constituem as membranas celulares (KAWANISHI; MURATA, 2006; MITTAL et al., 2014).

O dano aos lipidios da membrana celular causado durante o estresse oxidativo é a Pero-
xidacdo Lipidica ou Lipoperoxidacdo. Os Acidos Graxos Poliinsaturados, constituintes das
membranas plasmaticas, sdo alvos de qualquer RL primario que consiga extrair um atomo de
hidrogénio de um grupo metileno da sua cadeia. Essa reacdo produz metabdlitos como o 4-

hidroxinonenal e 0 Malondialdeido (MDA). Sendo assim, em técnicas bioguimicas, a concen-
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tracdo desses metabolitos no meio serve como uma estimativa indireta do processo de peroxi-
dacdo lipidica e estresse oxidativo, como é o caso da mensuragdo da concentracdo de MDA,
que é uma substancia reativa ao &cido tiobarbitdrico (TBARS). Com a lipoperoxidag&o ocorre
entdo uma perda de seletividade na troca ibnica, aumento da permeabilidade celular e liberagéo
do conteudo de organelas, o que pode comprometer a barreira intestinal (MITTAL et al., 2014;
STOJILIKOVIC et al., 2009).

O epitélio do TGI funciona como uma barreira fisica para a microbiota e outros patoge-
nos e substancias nocivas. A mucosa intestinal responde com sinais pro-inflamatérios a agentes
infecciosos e, para espécies inofensivas, com sinais de tolerancia imune (NANNO et al., 2008).
Manter a integridade da barreira é um pré-requisito para a manutencdo da homeostase intestinal
(MITTAL et al., 2014; STOJILIKOVIC et al., 2009). A quebra da barreira pode levar a disbiose
e a translocacédo de bactérias do Iimen para a Lamina propria, ativando fagécitos profissionais
e a producdo de ERO. Ao mesmo tempo as células epiteliais produzem ERO, que participam
do reparo tecidual da barreira regulando sinais intracelulares (NANNO et al., 2008). Sendo
assim, niveis persistentes de estresse oxidativo denotam dano tecidual e também inflamacéo
crénica no intestino, o0 que € associado a varios quadros de doencas inflamatdrias intestinais e,
mais recentemente, neurolégicas (SPIELMAN et al., 2018; SUNDMAN, M. H. et al., 2017b).

A inflamacdo intestinal, que pode ser induzida por TCE, além de gerar um estado de
estresse oxidativo leva também a producéo e liberacéo de citocinas pro-inflamatérias, como o
TNF-o e a IL-1p (JIN et al., 2008; 2009). Essas citocinas podem atuar em seus receptores lo-
calmente ¢ perpetuar um “ciclo vicioso” inflamatodrio, ativando o fator de transcricdo NF-kf3
que ird induzir a producdo e liberacdo de mais citocinas pro-inflamatérias (KHARRAZIAN,
2015b; MA et al., 2005). Alem disso, essas citocinas podem entrar para a circulacdo e agir em
outros orgdos, como o proprio cérebro, onde induzirdo uma resposta neuroinflamatoria
(SUNDMAN et al., 2017b). O TNF-a no intestino também esta relacionado com o aumento da
expressdo da Quinase da Miosina de Cadeia Leve (MLCK em inglés), que fosforila o anel de
actomiosina na musculatura lisa intestinal, gerando sua contracdo, o que resulta na abertura da
via paracelular da barreira intestinal devido ao fato de que as proteinas constituintes das tight
junctions estdo ancoradas a actina (MA et al., 2005). Além disso, a inflamacao intestinal pode
ser sentida por fibras aferentes no nervo vago, ativando o “Arco reflexo antiinflamatorio coli-
nérgico”, uma via neuronal do eixo cérebro-intestino (WILLEMZE et al., 2015). O destino final
desse arco reflexo se da com a ligacdo da ACh, liberada por fibras eferentes do nervo vago,
com seus receptores nicotinicos do tipo alfa 7 (NAChR a7), expressos principalmente em ma-

crofagos intestinais e esplénicos (COSTANTINI et al., 2012). Assim, h& o favorecimento de
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vias anti-oxidantes e de supressdo da resposta inflamatéria (WAZEA et al., 2018; WILLEMZE
et al., 2015). Evidéncias apontam que o SNE também é capaz de sentir o dano, sintetizar e
liberar ACh através do estimulo aos receptores 5SHT4R, com a mesma finalidade do nervo vago
(KIMURA, H. et al., 2019a).

2.3.2 TCE e 0 baco

O bacgo é um 6érgdo linféide secundario que se caracteriza como o principal filtro de
patdgenos e antigenos do sangue, sendo ele o0 ponto onde as respostas imunes que sdo deletérias
ao corpo podem ser reguladas (BRONTE; PITTET, 2013). O baco é organizado principalmente
em trés estruturas: Polpa branca, polpa vermelha e a zona marginal, que reveste a polpa branca,
a separando do contato com a polpa vermelha (Figura 7). O sangue arterial entra no baco pela
Zona Marginal, e nas polpas vermelhas o sangue é filtrado e o ferro é reciclado. As polpas
brancas s@o muito semelhantes a linfonodos e contém populacGes de células T e B que geram
respostas imunes especificas a antigenos, protegendo o corpo de infeccdes virais, bacterianas e
fangicas. Os leucocitos no bago incluem varios subtipos de células T e B, células Dendriticas
(DCs) e macréfagos (MUELLER; GERMAIN, 2009).

Figura 7 - Visdo esquematica da anatomia do baco
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Fonte: Adaptado de (BRONTE; PITTET, 2013).

Através da mobilizacdo das suas células imunes, o baco pode estabelecer comunicacgéo

com diversos locais do corpo (BRONTE; PITTET, 2013). Por exemplo, em um dano isquémico
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no miocardio ocorre uma liberagcdo massiva de mondcitos do bago para a circulacdo, até que
atinjam o local do dano e contribuam para a regeneracéo do tecido (SWIRSKI et al., 2009). E
proposto que o bago também desempenhe um papel na mediagdo da resposta colinérgica anti-
inflamatoria intestinal. Ao detectar sinais de dano (estresse oxidativo/inflamag&o) no intestino,
as fibras aferentes do nervo vago comunicam ao nucleo do trato solitario no tronco encefélico,
que processa a informacédo e sinaliza para nicleo motor dorsal do nervo vago para liberar ace-
tilcolina através de suas fibras eferentes. A chegada de acetilcolina ao ganglio celiaco comunica
para que o nervo esplénico libere noradrenalina no bago, estimulando receptores adrenérgicos
B2 de Células T que expressam Colina Acetil Transferase a produzirem e liberarem ACh no
baco e na circulagdo, com o objetivo de ligar o neurotransmissor aos seus receptores nAChR
a7, que sdo majoritariamente expressos em macrdfagos no bago e no intestino, € que quando
ativados favorecem um estado antioxidante e anti-inflamatdrio, favorecendo a via do Nrf2 e
suprimindo aviado NF-kB (COSTANTINI etal., 2012; WILLEMZE et al., 2015). Outra forma
de comunicacéo entre o baco e o intestino foi vista em um modelo experimental de choque
hemorragico, onde fatores linfaticos derivados do intestino atingiam a circulacédo sistémica e
promoviam a apoptose de células imunes do baco via receptores do tipo Toll 4 (TLR4), preju-
dicando a resposta imune do corpo ao dano (TIESI al., 2013b).

Principalmente por essa caracteristica central na comunicagdo com outros 0rgaos, regu-
lacdo da resposta imune e distribuicdo de células imunes pelo corpo que o bago também chamou
atencdo para pesquisas acerca do seu papel na fisiopatologia do TCE (ROYES; GOMEZ-
PINILLA, 2019). Em um modelo experimental de TCE, a infusdo intravenosa de células pro-
genitoras estimula a proliferacdo de células T CD4" residentes no baco e levam a melhora da
integridade da BHE, o que pode ser mediado pelo aumento de IL-10 e IL-4 por parte dessas
células (WALKER et al., 2010). Assim como foi visto que a inducdo de um aumento das células
Treg no baco atenua a infiltracdo de neutréfilos e favorece a polarizacdo de macrofagos para
M2 (conformacdo antiinflamatdria) em um modelo de TCE (XU et al., 2017). Apesar dos re-
ceptores adrenérgicos B2 estarem envolvidos com a resposta anti-inflamatdria colinérgica
(como descrito acima), é proposto que em situacfes onde ha uma intensa sobreposicao da ati-
vidade simpatica, como logo apds um TCE, possa ocorrer a ativacao desse receptor em células
imunes do baco, como os macrofagos e linfocitos, levando a diminuicdo de células T CD4+ e
CD8+ (NAKAI et al., 2014) e prejudicando a resposta inflamatoria que seria benéfica logo apds
0 TCE (GODINHO et al., 2021). A resposta imunoldgica ap6s o TCE é um campo de pesquisa

muito complexo, que envolve respostas diferentes de acordo com cada varia¢do na intensidade
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do TCE e muito cuidado na interpretacdo e extrapolacdo dos resultados obtidos e, até o mo-
mento, nenhuma pesquisa experimental ou clinica investigou o efeito de concussdes recorrentes

no bago e sua inter-relacdo com outros 6rgaos.

2.4 EXERCICIO FiSICO

Os efeitos benéficos da pratica de exercicios fisicos ja sdo bem descritos na literatura
quanto aos seus aspectos fisicos e cognitivos (BINDER; CHARFMAN, 2004; NEEPER et al.,
1995). Tendo em vista isso, a ACSM (American Collegeof Sports Medicine) sugere pelo menos
150 minutos por semana de atividade fisica moderada ou, pelo menos 75 minutos por semana
de atividade fisica vigorosa para melhorar a satde de individuos afetados por doencas cronicas.

De forma aguda, o exercicio fisico gera uma resposta de estresse no corpo devido ao
aumento da demanda energeética, aumento da frequéncia cardiaca, geracdo de especies reativas
de oxigénio e de nitrogénio assim como o aumento de citocinas pro-inflamatdrias sendo que,
guanto mais intenso, maior € a liberacdo desses mediadores (HAY et al., 2015; OSTROWSKI
et al., 1999). Vale destacar que atletas em periodos proximos a competicdes reportam descon-
forto intestinal induzido pela hiperativacdo do eixo HPA, o que também ocorre quando o exer-
cicio fisico é intenso (a partir de 70% do VO2méx) (ROYES, 2020a). O exercicio fisico exte-
nuante é caracterizado por causar danos ao intestino, principalmente por reduzir o fluxo san-
guineo intestinal, gerando estresse oxidativo e podendo danificar a barreira intestinal, o que
pode levar a um estado de inflamacdo sistémica devido a translocacédo de endotoxinas (MACH
et al., 2021). Além disso, no bacgo, durante a préatica de exercicio fisico extenuante existe uma
perturbacdo do sistema imune, induzindo um estado de linfocitose que é logo seguido de um
estado de linfopenia, que vem sendo sugerido que ocorra devido a redistribuicdo desses linfo-
citos para os tecidos mais lesados durante pelo exercicio extenuante (KRUGER et al., 2008).
Essa alteracdo na funcdo imune estd amplamente relacionada com a susceptibilidade de atletas
a desenvolverem infeccdes no trato superior devido ao exercicio intenso ou periodos pré-com-
petitivos (GODINHO et al., 2021; ROYES, 2020a).

Entretanto, com a repeticdo sistematica do exercicio fisico, controlando a performance
e contando com periodos de recuperacao adequado o “insulto” de cada sessdo, todos esses fa-
tores de estresse gerados com uma sessao aguda de atividade fisica véo servir como sinalizado-
res para o corpo ativar vias de adaptacao crénicas (GODINHO et al., 2021). Independente da
duracdo (de 4 a 24 semanas) de treino, modelos de exercicio aerdbico regular em roedores mos-

tram consistentemente a ativacdo da sinalizacdo do Nrf2 em diversos tecidos (ASGHAR et al.,
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2007; CAMILETTI-MOIRON et al., 2015a; CAMILETTI-MOIRON et al., 2015b; DA SILVA
FIORIN et al., 2016a; JIANG et al., 2014). O fator de transcri¢cdo Nrf2 é o grande regulador da
defesa antioxidante celular, modulando cerca de 200 genes que respondem ao estresse oxida-
tivo. Em condi¢des basais, o Nrf2 ¢ “preso” no citosol da célula pela proteina Keap 1. Em
resposta a um estimulo pré-oxidativo, como no caso do exercicio, residuos de cisteina da Keap
1 sdo oxidados, sendo modificados para um formato Unico, que causam a dissociacao da prote-
ina com o Nrf2. Ocorre entdo a translocacdo do Nrf2 para o nucleo celular, onde ele se liga ao
Elemento de Resposta Antioxidante (ARE), iniciando a transcricdo de enzimas de defesa anti-
oxidante da fase I1. Sendo assim, a indugéo da expressao e fosforilagdo do Nrf2, trazendo be-
neficios na defesa antioxidante do corpo, é reconhecida como um dos principais mecanismos
pelo qual a pratica regular de exercicio fisico é benéfica (AAD et al., 2015; ABREU et al.,
2017; NARASIMHAN; RAJASEKARAN, 2016). Outros beneficios cronicos gerados pelo
exercicio fisico incluem:

)  Reducéo do tecido adiposo devido a demanda energética do exercicio. A reducéo
desse tecido implica na diminuicéo da liberacdo de mediadores pro-inflamatdrios que séo pro-
duzidos ativamente pelo tecido adiposo branco, como 0 TNF-o (LINKE et al., 2005).

I) Diminuicdo da expressdo de TLR na superficie de células imunes (STEWART
et al., 2005a) atenuando a resposta inflamatdria do baco.

I11) Liberacao de miocinas do musculo esquelético em atividade, como a irisina, IL-
6 e a IL-15, levando a efeitos cognitivos benéficos e a reducédo do estado pro-inflamatério (DA
LUZ SCHEFFER; LATINI, 2020b).

IV) A liberacdo de hormonios do estresse durante o exercicio como a adrenalina,
noradrenalina e o cortisol que podem agir em células imunes por todo o corpo, incluindo o baco,
suprimindo a resposta pro-inflamatoria (NOBLE et al., 2018Db).

V) Aumento do transito intestinal, reduzindo o tempo de contato de patdgenos no-
civos com a mucosa do intestino além da diversificacdo da microbiota intestinal, favorecendo
bactérias benéficas, que produzem acidos graxos de cadeia curta e estimulam a biogénese mi-
tocondrial local (CLARK; MACH, 2017a).

2.4.1 Exercicio fisicoe o TCE
O aumento do risco para o desenvolvimento de desordens neuroldgicas ocasionadas pelo

TCE sugere que existe uma grande janela terapéutica que pode ser usada para tratar e mitigar

0s danos secundarios. Nesse cenario aparece o Exercicio Fisico como um eficaz tratamento para
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o TCE (DA SILVA FIORIN et al., 2016b; DE CASTRO et al., 2017c; LIMA et al., 2009z;
SILVA et al., 2013a). Achados clinicos mostram que o exercicio fisico modula positivamente
0 humor, e a qualidade de vida de pessoas acometidas por TCE, reduzindo sintomas depressivos
(PERRY etal., 2020). Da mesma forma, um estilo de vida saudavel € relacionado com melhores
respostas apds a lesdo, uma vez que, junto com o consumo excessivo de dietas hipercaldricas,
a falta de atividade fisica aparece como um agravante do dano secundario do TCE (ROYES;
GOMEZ-PINILLA, 2019).

Corroborando com os dados clinicos, em estudos onde roedores foram submetidos a seis
semanas de natagdo, o exercicio atuou de forma profilatica para diminuir a formacdo de ERO e
prevenir convulsdes em um modelo de TCE induzido por LPF (LIMA et al., 2009a; SOUZA et
al., 2009). O mesmo protocolo de natacdo se mostrou também efetivo para limitar o dano se-
cundario a nivel cerebral e hepatico, reafirmando a importancia de se manter uma vida fisica-
mente ativa (DE CASTRO et al., 2017a). De forma terapéutica, tanto protocolos de exercicios
voluntarios e forgados, como na esteira e de natacdo, demonstram efeitos benéficos no trata-
mento do dano secundario (ITOH et al., 2011; JACOTTE-SIMANCAS et al., 2015), apesar de
existirem ainda discordancias acerca do melhor momento para se iniciar o protocolo de exerci-
cio fisico apds o TCE, o que deve variar de acordo com a severidade da lesdo (GRIESBACH,
2011a).

Dentro do contexto dos esportes, em uma pesquisa feita nos Estados Unidos com estu-
dantes universitarios que jogavam Futebol Americano, equipados com acelerémetros nos capa-
cetes, foi visto que cada atleta podia sofrer até mil concussfes durante uma unica temporada,
ocasionadas por movimentos de aceleracéo e desaceleracao repentinos (CRISCO et al., 2011b).
Dessa forma, muitas concussdes ocorrem sem com que o proprio individuo acometido saiba,
continuando em campo praticando o esporte. Sendo assim, existe uma grande preocupacao hoje
em dia no que diz respeito ao tempo de retorno ao jogo por parte de atletas que sofreram con-
cussao, sejam eles profissionais ou nao, dado que, a ocorréncia de um novo insulto traumatico
no encéfalo durante esse periodo de perturbacdo na homeostase celular, disfuncdo do metabo-
lismo energético e fluxo sanguineo cerebral pode levar a uma piora do quadro, agravando o
dano secundario (BARKHOUDARIAN et al., 2016b). Assim, ao pesquisar na literatura fica
claro que muitos dos esforcos para entender a interacdo do exercicio fisico e do TCE ainda
recaem na pratica profilatica ou terapéutica do exercicio, onde ainda existem resultados contro-
versos sobre o melhor momento para se iniciar o exercicio fisico apés o TCE (GRIESBACH,

2011a). No contexto das concussdes que ocorrem durante a pratica de um esporte, existe um
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desconhecimento acerca da interagéo da concusséo com o estresse agudo ocasionado pelo exer-
cicio fisico no corpo do atleta, e como isso impacta a janela de vulnerabilidade para um novo
evento concussivo tanto a nivel cerebral quanto a nivel periférico, em 6rgdos como o intestino
e 0 baco.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito de concussdes recorrentes associados a pratica de exercicio fisico na

comunicacdo entre encéfalo, baco e intestino.

3.1 OBJETIVO ESPECIFICO DO CAPITULO |

A) Desenvolver um artigo de revisdo do estado atual da literatura cientifica acerca da
relacdo existente entre cérebro, baco e intestino na fisiopatologia do traumatismo cranioence-

falico, e de que forma o exercicio fisico pode atuar nesse eixo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS DO CAPITULO 1l

A) Determinar se nosso modelo de 10 concussdes recorrentes induz a ativacao de
astrécitos em regides superficiais do cortex cerebral de ratos wistar 7 dias apés a ultima leséo;

B) Avaliar o estado nitrosativo e a lipoperoxidacao do colon proximal de ratos wis-
tar submetidos a 10 concuss@es associadas a pratica de exercicio fisico;

C) Investigar o papel do exercicio fisico associado a 10 concussdes recorrentes na
atividade da enzima Na*/K* - ATPase do c6lon proximal de ratos wistar.

D) Avaliar o efeito de concussbes recorrentes associadas a pratica de exercicio
fisico de natacdo sobre a expressdo de Nrf2, AMPK e do receptor 5SHT4R no célon proximal
de ratos wistar machos.

E) Investigar o efeito de um modelo de 10 concuss@es recorrentes marcadores do
arco colinérgico antiinflamatorio do baco e do cdlon proximal;

F) Investigar se a pratica concomitante de exercicio fisico atua na janela de vulne-

rabilidade ao efeito somatdrio de concussdes no cortex, bago e célon proximal;
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ABSTRACT

Traumatic Brain Injury (TBI) is a non-degenerative and non-congenital insult to the brain and
is recognized as a global public health problem, with a high incidence of neurological disorders.
Despite the causal relationship not being entirely known, it has been suggested that multiorgan
inflammatory response involving the autonomic nervous system and the spleen-gut brain axis
dysfunction exacerbate the TBI pathogenesis in the brain. Thus, applying new therapeutic tools,
such as physical exercise, have been described in the literature to act on the immune modulation
induced by brain injuries. However, there are caveats to consider when interpreting the effects
of physical exercise on this neurological injury. Given the above, this review will highlight the
main findings of the literature involving peripheral immune responses in TBI-induced neuro-
logical damage and how changes in the cellular metabolism of the spleen-gut brain axis elicited
by different protocols of physical exercise alter the pathphysiology induced by this neurological

injury.

Keywords: TBI; spleen; gut; immune system; physical exercise; inflammation; brain injury.
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1 INTRODUCTION

Traumatic Brain Injury (TBI) is a devastating condition caused by a mechanical force
on the brain, often leading to neurological disorders. Most TBI patients take months to years to
recover, and a majority of individuals never fully return to pre-injury functioning and live with
chronic disabilities (MAAS et al., 2017; WILSON et al., 2017). This neuronal injury affects 70
million people worldwide every year (DEWAN et al., 2018). A concussion is an interchangea-
ble term for mild TBI and represents 80-90% of the cases (McCrory et al., 2017). The physio-
pathology of this injury is classified as primary damage (mechanical impact to the brain) and
secondary damage (neurochemical consequences of the primary damage) (COLLINS-
PRAINO; CORRIGAN, 2017), resulting in long-term neurological and psychiatric disorders
(CHEN et al., 2007; GOLDMAN et al., 2006; HOLSINGER et al., 2002).

From a metabolic point of view, experimental studies have shown that the dysfunctional
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis after TBI disrupts the metabolic balance and in-
creases stress hormones (TAPP et al., 2019). Together with efferent vagal output, adrenocorti-
cotropic hormone (ACTH)-induced epinephrine and norepinephrine released by the adrenal
gland promote splanchnic hypoperfusion, increasing cytokine and chemokine levels. The result
of this inflammatory response can be observed in severe peripheral organs, such as the liver,
heart, muscle, spleen, and gut (ROYES; GOMEZ-PINILLA, 2019; ZHANG; JIANG, 2015a).
The intestinal permeability of TBI patients suggests that changes in the correct functioning of
peripheral organs affect the Central Nervous System (CNS) (MCHUGH et al., 2007), exacer-
bating TBI secondary damage and characterized by fatigue and learning and memory dysfunc-
tions (ROYES; GOMEZ-PINILLA, 2019). Moreover, lymphopenia is caused, at least in part,
by prolonged ventilation, surgical procedures, immunodeficiency, and extended hospitalization
(WAGNER e KUMAR, 2019), in addition to affecting the recovery of CNS function (ROYES;
GOMEZ-PINILLA, 2019). However, there are caveats to consider when interpreting how in-
teractions established between peripheralimmune responses are associated with the develop-
ment of neurological dysfunction elicited by this injury. Understanding the mechanisms by
which the brain interacts with systemic physiology along the course of the TBI path physiology
is essential to establish scientific-based rehabilitative strategies.

One of these strategies may be to support physical exercise that facilitates endogenous
repair mechanisms after experimental TBI (GRIESBACH, 2011b). The neuroprotective actions

elicited by physical exercise in experimental TBI models can be evidenced in the molecular
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system and associated with the control of cellular metabolism, the integrity of plasma mem-
brane, and synaptic plasticity (DA SILVA FIORIN et al., 2016a; SILVA et al., 2013b). Re-
cently, experimental data from our research group revealed that favorable changes in the hepatic
oxidative-inflammatory status elicited by exercise exerted prophylactic effects on acute hyper-
glycemia and cerebral inflammatory response induced by severe TBI (DE CASTRO et al.,
2017a). Physical exercise also alters the systemic inflammatory state (DA LUZ SCHEFFER,;
LATINI, 2020a; WALSH et al., 2011), reducing the circulating levels of pro-inflammatory cy-
tokines and the number of neutrophils in the blood of individuals with chronic inflammation
(PEDERSEN; BENTE KLARLUND; STEENSBERG, 2002). Physical exercise-induced anti-
inflammatory effects, as explicitly observed in lymphoid organs, may be represented by in-
creased production of adrenaline, cortisol, and growth hormones that influence leukocyte traf-
ficking, improve anti-inflammatory myokine levels, and diminish the expression of toll-like
receptors (TLRs) in immune cells (STEWART et al., 2005a).

The hypothesis that physical exercise improves immune system functions is widely dis-
seminated in the literature, although some aspects regarding the immunological dynamics re-
main controversial. While acute inflammatory responses during aerobic physical exercise pro-
duce positive effects on peripheral and CNS function (CLARK; MACH, 2017a; DA LUZ
SCHEFFER; LATINI, 2020a), redox imbalance caused by excessive exercise and/or inade-
quate recovery has been associated with symptoms of overtraining, which are characterized by
central fatigue, insomnia, weight loss, inflammation, and immunosuppression (SVENSSON et
al., 2015). These contradictory statements reinforce the assumption that some exercise proto-
cols may alter this communication and contribute to the appearance and propagation of neuro-
logical disorders (ROYES, 2020b). Furthermore, the exact role of innate and adaptive immunity
is far from clear in TBI. In order to shed more light on this issue, the present review will
highlight the main findings of the literature on (i) the interactions established between periph-
eral immune responses associated with the spleen and gut after TBI and (ii) how changes in
cellular metabolism of lymphoid organs elicited by physical exercise can alter the TBI-induced

pathophysiology.

2 NEUROINFLAMMATORY RESPONSE AFTER TBI

Regarding the role of the immune system in TBI-induced pathophysiology, it is im-
portant to note that the activation of immune cells evolves over time, presenting beneficial and

pathogenic components that explain why attempts to target immune activation broadly have not
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successfully changed the clinical outcome of patients with TBI (EDWARDS et al., 2005;
ROBERTS et al., 2004). The immune system is divided into two major groups: the innate sys-
tem and the adaptive system. The innate system is composed of neutrophils, eosinophils, baso-
phils, monocytes, natural killer cells, and soluble factors that complement the system, including
acute phase proteins and enzymes that replenish stimuli in a non-specific way. On the other
hand, the adaptive immune system responds to antigens in a specific way and has a memory
pattern composed of T and B lymphocytes and humoral factors, such as immunoglobulin’s.
Notably, the elements of the innate system can act as effectors of the adaptive system (DINET
etal., 2019).

In this scenario, the temporal progression of the immune response after TBI is charac-
terized by the early release of shock proteins, damage-associated molecular patterns (DAMPS)
and pathogen-associated molecular patterns (PAMPS), that bind to TLRs and purinergic recep-
tors, inducing the immediate activation of resident myeloid cells (e.g., microglia). In addition,
the formation of the inflammasome NALP1 promotes interleukin production (IL-1p and IL-
18), which affects the internal environment and facilitates peripheral immune infiltration
(CORPS et al., 2015). The presence of extravasated blood products, complement fragments,
and reactive oxygen and nitrogen species are events that coincide with the activation of meta-
bolic dysfunction associated with neuronal excitation and inhibition (DE CASTRO, MAURO
ROBSON TORRES et al., 2017a; ROYES e GOMEZ-PINILLA, 2019). The mechanical and
shear stress associated with TBI also activates the potential transient receptor cation (TRP re-
ceptors), leading to neuropeptiderelease and instigating a neurogenic inflammatory response
(CORRIGAN et al., 2016). These events provide positive feedback that amplifies and propa-
gates inflammation by releasing pro-inflammatory mediators, oxidative metabolites, and met-
alloproteinases, among others, that cause more neuronal damage after TBI (CORRIGAN et al.,
2016).

Regarding TBI-induced path physiology, inflammation plays a vital role in restoring
homeostasis andis the primary defense against pathogens composed of the innate (natural) and
adaptive (acquired) immune system (KUMAR, A. et al., 2016; LOANE; KUMAR, 2016;
MEDZHITOV, 2010). Regulatory T cells (Tregs) are important to prevent auto-immunity sys-
tem hyper activation (KIM et al., 2007; ULGES et al., 2016), releasing anti-inflammatory cy-
tokines such as interleukin-10 (IL-10) and transforming growth factor-p (TGF- B) through the
effects of T cells and antigen-presenting cells (HUANG et al., 2009; LIESZ et al., 2009; LIU,
YAWEI et al., 2006). After TBI, a reduction in the primary defense, including monocytes and
macrophages (HUBER-LANG et al., 2018), reinforces the concept that the immunosuppression
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of innate and adaptive cells may be associated with the high mortality of patients in surgical
intensive care (GENTILE et al., 2012).

Nevertheless, the prolonged microglial activation is strongly associated with chronic
changes in neurons and characterized as reduced dendritic spine density when analyzed one
year after TBI (ERTURK et al., 2016). Chronic TBI-induced inflammation facilitates the prop-
agation of others injury factors, including metabolic changes, edema formation, calcium influx,
increased oxidative stress, excite toxicity, and cell death via necrosis or apoptosis (CORRIGAN
et al., 2016). Excessive immune response is responsible for releasing neurotoxic mediators,
tissue damage (MOALEM; TRACEY, 2006), and cell barrier dysfunction through endothelial
coagulation (KOTTKE; WALTERS, 2016). The innate and adaptive cells can move by chemi-
cal attraction towards the damaged region and release numerous molecules to kill invasive path-
ogens. These inflammatory responses are driven by innate macrophages and neutrophils re-
cruited to the injured tissue that release many inflammatory mediators, such as cytokines
(MOALEM; TRACEY, 2006).

Different stimuli also lead to changes in macrophages profile. Macrophages (M1) are
pro-inflammatory and release TNF-a and interleukin IL-6, and subtype macrophages (M2) re-
lease anti-inflammatory interleukins, including IL-4, IL-10, and 1L-13 (MOALEM; TRACEY,
2006). Another subtype of immune cells is T helper (Th) cells that differentiate in Th1l and Th2
cells and play a crucial role in the adaptive response of the immune system (NAKAYAMADA
et al., 2012). Although there are other Th cell subtypes, such as Th17 (anti-inflammatory),
which is involved in auto-immune diseases, Th1l and Th2 (pro-inflammatory and anti-inflam-
matory mechanisms, respectively) can change the conformation to M1 (pro-inflammatory) or
M2 (anti-inflammatory) macrophages (NAKAYAMADA et al., 2012). Tumor necrosis factor
(TNF) is essential for macrophage activation in target organs that control Th cell proliferation
(KHERA et al., 2012; RAVENEY et al., 2010). Considering that CD4"* T cell lineage may re-
lease pro-inflammatory molecules from Thl or anti-inflammatory signaling from Th2
(NAKAYAMADA et al., 2012), it is plausible that neuroinflammation can be harmful and/or
beneficial depending on its state of polarization and functional responses after injury (DI
BATTISTA et al., 2016).
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2.1 CROSSTALK BETWEEN THE BRAIN AND PERIPHERAL ORGANS THROUGH THE
IMMUNE SYSTEM AFTER TBI

The immune system is represented by numerous blood markers that interact with several
physiological systems, organs, and tissues and change normal responses. Imbalanced immune
activation is a debilitating factor that leads to poor physiological responses and consequent def-
icits. In this scenario, the systemic inflammation observed in the serum and plasma of TBI
patients reinforces the idea that cytokines spread in the blood and act in target organs, causing
a sizeable inflammatory process. After TBI, elevated interleukin levels (IL-1p, IL-6, IL-8, IL-
10, and TNF-a) are observed three to six months after neuronal injury and are correlated with
chemokines in the acute stage of the lesion (Table 1) (DI BATTISTA et al., 2016). Moreover,
cytokines, interleukins, macrophage inflammatory protein-1-beta (MIP-13), monocyte chemo
attractant protein-1 (MCP-1), TNF, and basic fibroblast growth factor (bFGF) remain in the
plasma of patients for one year after mild brain damage (Table 1) (CHABAN et al., 2020).

Systemic inflammation can signal other organs and increase TBI damage. In this sense,
some studies in the TBI field have shown efficient alterations in peripheral organs, such as the
heart, liver, and lung (ANTHONY et al., 2012a; GREGORY’; SMITH, 2012; LEE: RINCON,
2012; VILLAPOL, 2016). In some peripheral tissues linked to the brain, changes and/or mala-
daptive functions are associated with excessive inflammatory mediator release and aggravate
neurological problems induced by brain damage, such as Alzheimer’s disecase (GIUNTA et al.,
2012).

From an interactive view among brain and systemic markers, literature data point to
increased acute and sub acute phases of TBI in glial fibrillary acidic proteins (GFAP) and tau
and AP42 proteins in the plasma of patients (Table 1) (BOGOSLOVSKY etal., 2017), implying
that changes in the immune system increase damage and reduce the quality of life (MCKEE e
LUKENS, 2016). In fact, the inflammatory process caused by the direct impact on the brain by
TBI is associated with several pathologies, such as depression and anxiety, in addition to the
risk of developing neurodegenerative diseases (GOLDMAN et al., 2006; HOLSINGER et al.,
2002). Acute inflammation evaluated by inflammatory biomarkers (IL-1p, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
7, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a, soluble vascular adhesion molecule [sVCAM-1], soluble inter-
cellular adhesion molecule [sICAM-1], and soluble Fas [sFAS]) is also predicted for the risk of
post-traumatic depression in patients with moderate to severe TBI (Table 1) (JUENGST et al.,
2015).
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The immune system is pivotal for physiologic maintenance and repairing organs and
tissues in homeostasis or after pathologies. Especially after TBI, the immune response can be a
mechanism of repair or impairment depending on the severity of damage (MCKEE; LUKENS,
2016). On the other hand, due to the capacity of immune system to tissue degeneration during
hyper activation, many studies have reported that therapeutic strategies may reduce immune
system activation when this system is involved with TBI-induced impairment (GARCIA et al.,
2017; UHLICH et al., 2020). For instance, da Silva Fiorin et al. (2020a) showed that a TBI
experimental model elicited by fluid percussion injury (FPI) caused post-traumatic headache
behavior in rats by active inflammatory cells in the peripheral and CNS. After experimental
FPI, neuroinflammation induces dendritic spineloss, neuronal apoptosis, and microglia deple-
tion (WANG, C.-F. et al., 2020). Despite being involved in the path physiology of TBI, it is
important to note that early activation of the immune system is essential to preserve the tissue
since the over expression of astrocytic cells is associated with the protection of mitochondrial
function after TBI (REN et al., 2020).In different stages of TBI-induced toxicity, the glial scar
blocks inflammatory signaling, suggesting that protection of the brain is dependent on a glial
scar mediated by the positive regulation of astrocytic reactivity (SCHIWECK et al., 2020). In
this sense, it is necessary to develop therapeutic strategies that neutralize the continuous inflam-
matory process.

Local inflammation in the injury site can elicit a systemic reaction that results in periph-
eral immune system response, causing significant damage (SERHAN; SAVILL, 2005). In the
CNS, inflammatory events are commonly observed in two distinct phases (acute and chronic)
after TBI. Acute events consist of a short period (24-48 h) of inflammatory mediator release,
and chronic inflammation may persist for years after injury (PLESNILA, 2016). Despite the
start of tissue regeneration in the acute phase after lesion, chronic action of cells in the immune
system leads to systemic inflammation and additional tissue degeneration (PLESNILA, 2016;
SERHAN; SAVILL, 2005). In one study, several inflamma some components were shown to
activate and sustain in the pro-inflammatory state after TBI in rats (LEE et al., 2018). Further-
more, circulating leukocytes released by the initial lesion may induce damage in non-injured
peripheral organs, increasing the systemic inflammatory process and damage for extended pe-
riods (BALK, 2014; PLESNILA, 2016).

Maintenance of brain and peripheral tissues after TBI can depend on anti-inflammatory

molecules, including IL-10. In healthy tissues, this anti-inflammatory cytokine is essential for
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vasculature maintenance by controlling oxidative stress and inflammation, protecting from del-
eterious effects in the vascular and endothelial systems(GARCIA et al., 2017). In a TBI exper-
imental model, IL-10 helped reduce brain lesion volume, edema, and cognitive deficits induced
by injury, with beneficial effects on cellular survival and blood-brain-barrier (BBB) integrity
when associated with hyperbaric oxygen therapy (CHEN, X. et al., 2014). Soares et al. (2012)
reported that treatment with 1L-10 reduced damage and naturally elevated IL-10 levels are cor-
related with higher mortality in TBI patients (Table 1). Clinical studies have also shown that
IL-10 increases within the first three hours after TBI, although this can extend for up to six
months (Table 1) (CAPLAN et al., 2015; HENSLER et al., 2000; HENSLER et al., 2002),
suggesting that IL-10 may be associated with the compensation of increased pro-inflammatory
load, such as increased TNF-a (a pro-inflammatory cytokine), and estradiol in the serum of
patients after severe TBI (KUMAR et al., 2020). Consequently, elevated plasma markers of
pro-inflammatory cytokines and reduced anti-inflammatory markers underline the importance
of an extracranial inflammatory response as a marker of disease severity in patients with severe
TBI (HALL et al., 2014). However, how the immune system influences peripheral organ me-
tabolism after TBI and peripheral path physiology exacerbates brain pathology must be further

clarified.

2.2 THE IMPLICATIONS OF THE SPLEEN IN IMMUNOLOGICAL RESPONSES AFTER
TBI

It is well known that the immunological functions of the body are responsible for con-
trolling a wide variety of pathogens and abnormal cells (BRONTE; PITTET, 2013). In this sce-
nario, the spleen is a crucial lymphoid organ that maintains iron metabolism and erythrocyte
homeostasis and eliminates harmful antigens and pathogens (BRONTE; PITTET, 2013; LEWIS
etal., 2019). As the primary mediator of the mononuclear phagocytic system, splenic leukocytes
prevent infections via encapsulated bacteria and intracellular pathogens. Experimental data in-
dicate that interactions between injected progenitor cells and resident CD4" splenocytes im-
proved the recovery of BBB integrity, which is associated with increased anti-inflammatory
cytokine IL-4 and IL-10 levels (WALKER et al., 2010). The significant reduction of the inflam-
matory status of the spleen and microglia after treatment with human umbilical blood T cells in
an experimental TBI model suggests that the immune system of the spleen can develop com-
pensatory responses after TBI (CAPLAN et al., 2020). In fact, Xu et al. (2017) reported that the

significant increase of Tregs cells in the spleen was elicited by acute treatment with atorvastatin
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attenuate infiltration of T cells, neutrophils, and natural killer cells as well as enhances M2 po-
larization, reducing neuronal apoptosis and improving behavioral deficits in a TBI experimental
model. The significant attenuation of white matter injury and improvement of depression-like
and anxiety-like behavior in rodents after experimental TBI has also been associated with re-
duced Th1l infiltration, while Th2 and Tregs cells increased (SEN et al., 2020). The significant
association between elevated Tregs levels circulating with better neurologic recovery and lower
hospital mortality suggests that early inflammation is important in the regeneration process after
neuronal injury and explains why general immunosuppression in patients with TBI is disadvan-
tageous (LI et al., 2015).

In general, neuroinflammatory responses during the acute phase of TBI have many pos-
itive attributes, and inhibition of these responses will likely enhance neural damage. This con-
jecture is supported by the failure of immune-dampening drugs (e.g., methylprednisolone and
progesterone) in providing clinical benefits in human TBI patients when administered shortly
after injury (RUSSO; MCGAVERN, 2017). Alterations in the metabolism of peripheral organs
caused by suppression of the immune system also occur due to decreased F480" macrophages
and Ly6Low macrophages in the spleen (Table 2) (SCHWULST et al., 2013), followed by sple-
nomegaly and increased Ly6C* monocytes, Ly6G* neutrophils, and CD4" T cells two weeks
after injury. Indeed, reduced splenic mass is associated with the release of circulating CD8"
lymphocytes and damage to the BBB (Table 2) (WALKER et al., 2010), reinforcing the involve-
ment of CD8'T cells in long-term behavioral deficits after TBI (DAGLAS et al., 2019). Re-
cently, Uhlich and collaborators (2020) showed that immunosuppression and pneumonia after
severe TBI associated with intracranial hypertension was not caused by splenic macrophages,
and clinical studies have demonstrated that spleen removalcanincreasethe risk of infections post-
splenectomy, causing mortality indices to reach 70% (DE PORTO et al., 2010; NOBLE et al.,
2018a).

Surprisingly, the same organ that prevents infection can also exacerbate the inflamma-
tory response. Despite Tregs maintaining self-tolerance and regulating immune responses after
TBI, experimental data have revealed that the depletion of these cells reduces motor deficits,
attenuates T cell infiltration in the brain, and decreases inflammation in the damage site after
TBI (KRAMER et al., 2019). Moreover, nutritional support for patients with severe TBI reduces
the percentage of Treg cells in peripheral CD4" lymphocytes (JIA et al., 2018), and this may
bebecause Treg cells have pro-inflammatory action. To better understand the immunomodula-
tory role of Tregs in TBI, additional researchis required, including long-term studies to examine

their contribution to chronic brain inflammation and associated co-morbidities.
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Resident macrophages in the spleen express adrenergic/cholinergic receptors and there-
fore demonstrate a heightened sensitivity to changes in autonomic output (SHARKEY et al.,
2019). In this scenario, the release of inflammatory cytokines of the surrounding glia stimulates
the posterior hypothalamus to increase nor epinephrine production after neurological injury
(AL-SADI et al., 2014; RASOULLI et al., 2011; ROYES; GOMEZ-PINILLA, 2019; TRACEY,
2002). Increased sympathetic activity post-TBI also leads to splanchnic hypo perfusion and ab-
errant intestinal permeability, which are evidenced as an elevated ratio of orally ingested lactu-
lose (a marker of paracellular permeability) to mannitol (a marker of transcellular permeability)
in the urine of TBI patients (MCHUGH et al., 2007). Although the mechanism(s) underlying
this TBI-induced reduction of the circulating T cell pool is unclear, Nakai and colleagues (2014)
uncovered that administeringB2-adrenergic receptor(B2AR) agonists significantly reduced the
number of CD4" and CD8" blood cells, revealing that a lymphopenia resulting from B2AR stim-
ulation also inhibited the lymphocyte liver (NAKAI et al., 2014). Thus, the present report pro-
posed several harmful and beneficial signaling pathways in the spleen, gut, and brain after TBI
(Figure 1).

Another critical research line involved in TBI-induced physiopathology is the choliner-
gic system. The immunosuppression caused by a reduction in pro-inflammatory mediators such
as TNF-a, IL-1, and high mobility group box-1 (HMGB-1) can be induced by activation of
cholinergic pathway vagal stimulation in splenic macrophages (MARTELLI et al., 2014;
UHLICH et al., 2020). The depletion in the expression of CD11 integrins after splenectomy also
reinforces the idea that vagal nerve stimulation (VNS) modulates the systemic inflammatory
response after TBI (HALL et al., 2014). Hence, an increase in vagal tone directly induced by a
neuronal injury or high intracranial pressure may lead to immune suppression, increasing infec-
tion susceptibility of the hospitalized patient with TBI (KAWAHARA et al., 2003). However,
it is worth noting that although plausible, no clinical study has investigated the role of parasym-
pathetic signaling in mediating the higher incidence of infection in patients with TBI. Further-
more, understanding post-injury vagal deregulation is crucial to establish scientific-based reha-
bilitative strategies that reduce the mortality attributed to infection and the long-term effects of

infection regarding poor neurological outcome in TBI patients.
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3 THE IMMUNE CONNECTION BETWEEN THE BRAIN-GUT-SPLEEN AXIS AF-
TER TBI

In homeostasis, the bidirectional communication between the central and enteric nerv-
ous system (ENS) is crucial for modulating gastrointestinal functions such as motility, secre-
tion, blood flow, intestinal permeability, mucosal immune activity, and visceral sensation, in-
cluding pain (RHEE et al., 2009). Growing evidence shows that the gut is a major bidirectional
communicator between the brain and gastrointestinal system (ZHANG et al., 2021). The gut is
a secondary lymphoid organ that contains ~70-80% of the immune cells in the body (YOO;
MAZMANIAN, 2017), 100 million neurons that compose the ENS, and microbiota with ap-
proximately 3x102 bacterial cells (SENDER et al., 2016) with an effective immune response
(POWELL, N. et al., 2017a). Consequently, functional and structural damage to the gut after
TBI has been demonstrated both in humans and experimental models (KHARRAZIAN, 2015a;
URBAN et al., 2020).

Although the exact mechanism of intestinal permeability after TBI is unknown, an in-
creasing line of evidence allows us to think that the spleen plays a role in the brain-gut interac-
tion and behavioral outcomes by producing metabolites and immune factors. In this sense,
splenic mass reduction after brain injury increases the number of immune cells in the circulation
(DAS et al., 2011). Since sepsis response to TBI is reflected in the subsequent increase of sys-
temic inflammatory response and organ failure (BANSAL et al., 2009), elevated TNF-a, IL-1p,
and IL-6 levels elicited by splanchnic dysfunction may affect tight junction permeability in the
intestine (AL-SADI et al., 2014). In fact, TBI-induced inflammatory events, together with de-
creased myosin light chain kinase expression, induce dysfunctional contractility of the smooth
muscle within the gastrointestinal tract (SUN et al., 2015).

The dysfunction in the colon mucosal barrier develops over time after neuronal injury
and reduces claudin-1 expression and increases sub epithelial enteric glial cell activation, which
regulates mucosal barrier homeostasis (MA et al., 2017b). Interestingly, these alterations have
been associated with inflammatory and degenerative processes in the injured cerebral cortex
(MA et al., 2017b). In addition, reduced intestinal contractile activity was observed in TBI pa-
tients and mucosa damage and permeability in the small intestine of rats up to 72 h after an
injury is mediated by adrenergic system hyperactivity (HANG et al., 2003b; SUNDMAN et al.,
2017a). Noradrenergic neurons in the ENS can act through B2AR on macrophages supporting
differentiation towards the M2 phenotype and T cells, favoring TH2 and TH17 differentiation
and limiting T helper (TH)1 differentiation (POWELL et al., 2017b). Nevertheless, the nor
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adrenaline release from the autonomic nervous system (ANS) can impair mucoprotein produc-
tion and goblet cell numbers in the gutafter brain injury, jeopardizing intestinal wall integrity
(HOULDEN et al., 2016a).

Besides increasing the permeability of tight junction in the intestine, TBI-induced
dysbiosis and microbial translocation expose the immune system to DAMPs and PAMP
(HANSCOM et al., 2021b; KHARRAZIAN, 2015a), that are molecular signals detected by the
coagulation systems that induce intracellular signaling in leukocytes via pattern recognition
receptors (PRRs) (ARRIETA et al., 2006). The systemic immune response has been associated
with inflammatory and degenerative processes in the injured brain since bacterial cell wall prod-
ucts (LPS) may trigger TLRs expressed by microglial cells in the CNS (POWELL et al., 2017a).
Additionally, Benakis et al. (2016) demonstrated that after a brain injury induced by an exper-
imental cerebral artery occlusion model, intestinal yo T cells could move to the brain, where
they propagated a pro-inflammatory status that exacerbated tissue damage. Moreover, gut-de-
rived lymph factors appear to reach the systemic circulation and initiate a sequence of events
that lead to apoptosis of splenic immune cells through TLR4 signaling in trauma-hemorrhagic
shock (TIESI et al., 2013a), impairing the immune body response.

Another pathway connected in the brain-gut-spleen axis after TBI is the cholinergic anti-
inflammatory reflex. Although it does not innervate the spleen, its stimulation produces immu-
noregulatory effects through acetylcholine (Ach) receptors (AChR) (BOROVIKOVA et al.,
2000; HUSTON et al., 2006; ROSAS-BALLINA et al., 2008). It is important to note that the
vagus nerve carries sensory information from visceral organs. Consequently, inflammatory me-
diators such as IL-1B, IL-6, TNF, and prostaglandins potently activate vagal afferent fibers (EK
et al., 1998). Experimental data have demonstrated that vagus fibers can be activated by intes-
tinal microbes when the body encounters various harmful events such as TBI (GHIA et al.,
2006; KIMURA et al., 2019b). In response to this activation, the release of efferent vagal ACh
in the celiac ganglion sends noradrenergic signals to the spleen through the splenic nerve
(CHAVAN et al., 2017), producing ACh by the spleen’s T cells. Furthermore, direct vagal
communication between the ENS and CNS has been experimentally proven (COSTANTINI et
al., 2012; THE et al., 2011), and even the activation of 5-hydroxytryptamine 4 receptors (5-
HT4R) in the my enteric plexus stimulates cholinergic motor neurons to produce Ach
(AGRAWAL et al., 2020; MATTEOLI et al., 2014; TSUCHIDA et al., 2011), thus presenting
local cholinergic anti-inflammatory response through a7nAChR in macrophages and musca-
rinic acetylcholine receptor M2 (M2AChR) in neutrophils (KIMURA et al., 2019a).
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In this sense, the activation of nicotinic ACh receptors (nAChR) in macrophages in the
spleen or gut induces the suppression of pro-inflammatory cytokine production via Janus kinase
2/signal transducer and activator of transcription 3 (JAK2-STAT-3), thereby inhibiting the nu-
clear translocation of nuclear factor-kappaB (NF-kB). These experimental data suggest that
VNS after TBI promotes ACh release by efferent vagus nerves to inhibit TNF-a production via
AChR-expressing immune cells (WAZEA et al., 2018). In this line of thinking, the induction
of colitis with dextran sulfate sodium (DSS) 28 days after a mild (sham craniotomy) and a
moderate-severe TBI caused systemic inflammation and exacerbated post-traumatic neuroin-
flammation, which may be explained by the decreased vagal tonus only seen in the TBI/crani-
otomy+DSS groups (HANSCOM, M. et al., 2021a).

It is well known that TBI compromises systemic physiology, including organ function
with subsequent metabolism dysfunctions, and a much more detailed review focused solely on
the brain-gut axis is beyond the scope of this article and has already been revised by Hanscom
etal. (2021) (HANSCOM et al., 2021b).Although the immune system interconnects the spleen-
gut-brain axis and exacerbates TBI-induced physiopathology (Figure 2), a better understanding
of this cross-talk is necessary to develop a new therapeutic approach, and one possible strategy
may be physical exercises. Cross-sectional studies have demonstrated that regular physical ex-
ercises protect against diseases associated with chronic low-grade systemic inflammation
(PETERSEN; PEDERSEN, 2005).

4 THE EFFECTS OF PHYSICAL EXERCISE IN THE SIGNALING PATHWAYS IN-
VOLVED IN THE IMMUNE RESPONSE

4.1 GENERAL ADAPTATION ELICITED BY PHYSICAL EXERCISE

There is a consensus that performing physical exercises is a health-improving tool that
acts as a non-pharmacological intervention in numerous diseases (BUDDE et al., 2016;
CASPERSEN et al., 1985). According to the American College of Sports Medicine (ACSM),
activities ranging from 40 to 59% of maximum oxygen consumption (VO2max) are considered
to be of moderate intensity, while activities ranging from 60 to 84% of VO.max are considered
to be of high intensity. The ACSM also suggests at least 150 min per week of moderate-intensity
exercise or at least 75 min per week of vigorous-intensity aerobic physical activity to improve
the health of individuals affected by chronic diseases (Physical activity guidelines for

Americans, 2008). Notably, given COVID-19 restrictive measures, there has been a reduction
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in physical exercises and activities (AMMAR et al., 2020; BENTLAGE et al., 2020). In this
scenario, a new statement by the ACSM recommended 150-300 min per week of physical ac-
tivity or sports to maintain immune health and at moderate to vigorous intensity (Read ACSM’s
first Call to Action Statement published in Current Sports Medicine Reports: COVID-19: Con-
siderations for Sports and Physical (DENAY et al., 2020)). According to the International So-
ciety for Exercise and Immunology (ISEI), immune dysfunction may occur after continuous
and prolonged exercise (>1.5h) performed at moderate to high intensities (55-75% of VO.max)
(WALSH et al., 2011).

Recent clinical and experimental studies have described that the effects of acute physical
exercise generate astress response in the body due to high energy demand, increase heart rates,
reactive oxygen and nitrogen species generation, catecholamine release, and transient tissue
redistribution of immune cells (PEAKE et al., 2017). The activation of intracellular signaling
by regulators of epigenetic and transcription factors induces an adaptive cellular response in
physical exercise (HAWLEY et al., 2014; MCGEE; HARGREAVES, 2020). In addition, the
controlled repetition of physical exercise, through periods of recovery and performance control,
may cause protective responses to the stress induced by an acute session of exercise and become
chronic adaptation. Changes and adaptations to new exercise sessions occur in various organs
and tissues, including the gut and spleen (GAVRILOVIC et al., 2012; LIU, YAN et al., 2020;
PILLON BARCELOS et al., 2017; RADAK et al., 2016). Some of the general beneficial met-
abolic effects induced by exercise that modulate the immune system include (Figure 3):

(1 reduced white adipose tissue (WAT) due to the energy demand during exercise, and
it is well established that this is one way to diminish the pro-inflammatory state since the WATS
actively produce TNF-a, IL-6, IL-18, leptin, and retinol-binding protein-4 (GIELEN et al.,
2005).

(1) Decreased cell-surface expression of TLRs on immune cells (STEWART, L. K. et
al., 2005b). These receptors play a central role in neuroinflammation and are implicated in other
neurodegenerative diseases (POWELL, N. et al., 2017a).

(111) Myokine release, including IL-6, IL-15, and iris in, which are produced by con-
tracting skeletal muscle. In fact, there are modest increases in IL-6 levels after low/moderate-
intensity exercise (FISCHER, 2006), while the muscle and blood IL-6 levels increase about100-
foldin long-term physical exercise. The action of these mediators in blood mononuclear cells
possibly controls exacerbated inflammation in athletes (SCHEFFER; LATINI, 2020).

(V) Stress hormones such as adrenaline, nor adrenaline, and cortisol produced by the

adrenal glands and released during exercise. These factors increase during exercise and return
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to basal values shortly after, although they may also affect immune cells during the recovery
period. Adrenaline and nor adrenaline act primarily on the 3-adrenoceptors present in skeletal
muscle fibers, WATS, natural Killer cells, T-cells, neutrophils, and macrophages. Notably, the
sympathetic nervous system is a key regulator of splenic leukocyte development and function,
and norepinephrine from sympathetic nerve endings in the spleen binds 2 adrenergic receptors
(B2-ARs) to macrophages, suppressing TNFa production (NOBLE, B. T. et al., 2018a).

Concerning systemic adaptations elicited by physical exercise, cross-sectional studies
have suggested that regularly doing physical exercises protects against diseases associated with
chronic low-grade systemic inflammation (PETERSEN; PEDERSEN, 2005). Aerobic exercise
is effective in reducing food intake in animals fed a fructose-rich diet by reducing inflammatory
pathways triggered through c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) phosphorylation and nuclear fac-
tor kappa B (NF-kB) activation in the liver and skeletal muscle (BOTEZELLI et al., 2016).
Nevertheless, situations caused by strenuous physical exercise favor exercise-induced muscle
damage, gut-derived LPS translocation, and immune cell expansion (leukocytosis). The altera-
tion in the brain-gut-spleen connection can be observed by the translocation of intestinal-de-
rived lip polysaccharide (LPS) and cell expansion (leukocytosis) through the BBB, altering the
dopaminergic system and leading to cognitive dysfunctions and central fatigue
(PROSCHINGER; FREESE, 2019).

4.2 RESPONSE OF THE BRAIN-GUT-SPLEEN AXIS TO STRESS CAUSED BY STREN-
UOUS PHYSICAL EXERCISES

Prolonged high-intensity exercise characterized by 70% of VOzmax or strenuous phys-
ical training (>90% of VO2max) promotes a pro-inflammatory state followed by a weakened
immune system (LINDSAY etal., 2015; MALIN etal., 2013). As an example of the detrimental
effects of strenuous physical training, elite endurance athletes during intensive training periods
have a higher frequency of upper respiratory tract infections (URTI) (WALSH et al., 2011),
and Roca et al.(2019) observed a similar event in amateur runners after a marathon(ROCA et
al., 2019).

Although the effects of exercise intensity on spleen composition and functionality re-
main uncertain, it is crucial to consider that the spleen contains not only a reserve of red cells
but around 40% of the body’s reserve of leucocytes and as many as one third of the body’s

platelets (SHEPHARD, 2015). During intensive exercise, active contraction of the spleen con-
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tributes with a substantial addition to total blood volume and lymphocytosis and events associ-
ated with a substantial release of catecholamine (GRAFF et al., 2018; KAPPEL et al., 1991)
and immune cells (spleen and intestinal Peyer’s patches) (CAMPBELL et al., 2009; KRUGER
et al., 2008; KRUGER; MOOREN, 2007). In addition, the redistribution of effector cells be-
tween the blood compartment and peripheral tissues during strenuous physical exercise is me-
diated by increased hemodynamics and glucocorticoid release after the activation of the sym-
pathetic nervous system and hypothalamic-pituitary-adrenal axis (SIMPSON et al., 2015). The
response of polymorph nuclear neutrophils observed hours after vigorous physical exercise re-
sults from the mobilization of bone marrow cells in response to elevated plasma cortisol levels
(MACKINNON et al., 1997). During strenuous physical exercise, muscle fiber activation in-
creases the release of calcium (Ca?*), leading to pro-inflammatory cytokine synthesis, including
TNF-a and IL-1p, which regulate the expression of selections by the endothelial cells that at-
tract circulating neutrophils to the muscle fiber. The IL-6 and IL-8 cytokines are secreted after
tissue damage and stimulate the signaling pathway that activates NADPH-oxidase, causing the
release of ROS (BRICKSON et al., 2003).

Intensive training and exhausting exercise also impair innate immunity, particularly the
phagocytic and natural killer (NK) cytotoxic activities and macrophage cytokine secretion. The
secondary lymphopenia observed after intense exercise seems to be due to lower Th lymphocyte
counts through a redistribution of the cells in the non-lymphoid and lymphoid organs
(KRUGER et al., 2008). Clinical and experimental studies have shown that impaired T-cell,
NK-cell, and neutrophil function elicited by exhausting exercise alters the Type | and Type 1l
cytokine balance and decrease immune responses to primary and recall antigens in vivo. As
previously described, elite athletes frequently report symptoms associated with URTI during
heavy training periods and competition that may be due to alterations in mucosal immunity,
particularly reductions in secretory immunoglobulin A (WALSH; OLIVER, 2016).

Furthermore, pre-competition athletes have also reported intestinal disturbance induced
by HPA axis hyperactivation, and this may also occur when physical exercise exceeds 70% of
VVO2max, reinforcing the relation that psychological and physical stress directly impacts the
gut-brain axis (DALTON et al., 2019a; VAN WIJCK et al., 2012). Strenuous or prolonged
physical exercise also reduces gastrointestinal blood flow, increasing endotoxinsusceptibility
and consequent intestinal inflammatory response (CLARK; MACH, 2017b; VAN WIICK et
al., 2012). It is not a coincidence that the gut, together with the lungs, is one of the most sus-
ceptible organs to infection after physical exercise (CAMPBELL; TURNER, 2018). In fact, the

lymphopenia observed in elite cyclists after strenuous exercise (pedaling for two hours in the
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90% cycle of the second ventilatory threshold (TV2) reported by Kakanis et al. (2010)
(KAKANIS et al., 2010) represents a period of immunosuppression and mobilization of these
cells in these organs susceptible after being mobilized into the bloodstream during exercise
(CAMPBELL; TURNER, 2018). More recently, repetitive sessions of exhaustive exercise on
a treadmill (initial speed of 12 m/min, increasing at a rate of 3 m/min every 5 min to a maximum
speed of 27 m/min in four consecutive days) in Sprague-Dawley rats led to intestinal barrier
dysfunction, permitting the entry of DAMPs and PAMPs from the microbiota. The increase in
these pathogens in the CNS perpetuates an inflammatory response, contributing to fatigue as
well as learning and memory dysfunctions (LIAO et al., 2020).

After intense exercise, the degree of gut permeability has been measured by LPS levels
in the plasma and related to fatigue. Moreover, LPS is a fragment of the outer membrane of
gram-negative bacteria and is known as a PAMP capable of activating TLR in the periphery
and brain microglia when injected locally (FENN et al., 2014). After an ultra marathon, 81%
of the athletes were endotoxic (LPS levels >0.1 ng/ml), and 2% had a potentially lethal concen-
tration of LPS (1 ng/ml) (BROCK-UTNE et al., 1988). Nonetheless, experimental studies have
demonstrated that three weeks of moderate aerobic exercise (running on a treadmill five
times/week at a speed of 16.5 m/min) prevented the excessive activation of the immune system
induced by LPS injection in mice (SCHEFFER et al., 2019). Likewise, one week of exercise
on a treadmill can also influence the immune response in splenocytes challenged with lip pol-
ysaccharide, decreasing pro-inflammatory cytokine secretion and suppressing TLR4 expression
and NF-xB phosphorylation in the spleen (CHEN et al., 2016). These molecular changes in the
functioning of the spleen induced by physical training may explain how athletes manage to
sustain physical performance during intense physical exercise sessions (PROSCHINGER;
REESE, 2019).

The exercise-induced and intensity-dependent increased inflammatory state is charac-
terized by high amounts of circulating LPS, DAMPs (e.g.,heat shock proteins (HSPs), IL- 1,
IL-6, and ROS-damaged immune cells. Considering that pro inflammatory cytokines induce
changes in behavior during acute infection by provoking feelings of fatigue, it is plausible that
the significant rise in circulating proinflammatory signals during prolonged strenuous exercise
also contributes to exercise-induced fatigue. In this regard, the pro inflammatory signals cross
the BBB and stimulate brain microglia/macrophages through the TLR-4 and IL-1p receptors.
In the striatum, the activation of these receptors increases the negative regulation of dopamin-
ergic neurotransmission, leading to a decline in neuromuscular activation and fatigue
(PROSCHINGER; FREESE, 2019). High cytokine synthesis rates are known to cause high
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energy turnover in immune system cells, and with that, more significant energy needs
(STRAUB, 2014). Consequently, the energy substrates can be moved from the neurons of these
cells to maintain their activity. Therefore, during strenuous physical exercise, the increasing
neuronal and microglial energy turnover induces adenosine nucleosidegeneration, which nega-
tively mediates exercise performance in a concentration-dependent manner by inhibiting dopa-
minergic firing in the striatum (HILLION et al., 2002; ZHENG et al., 2016).

4.2.1 Moderate/chronic physical exercise

From an immunological point of view, physical exercise guides the immune system to
favor an anti-inflammatory state, which seems to be the key factor in improving health, espe-
cially in chronic diseases (SCHEFFER; LATINI, 2020). Positive responses to aerobic physical
exercise are identified in splenocytes and characterized by an attenuation of the inflammatory
response by inhibiting TNF- a, IL-6, and nitric oxide (CHEN et al., 2016). Likewise, experi-
mental data have shown that aerobic exercise (one-hour swimming) attenuates serum TNF lev-
els by inhibiting its production in the spleen through a mechanism mediated by the subdiaphrag-
matic vagus nerve(SHIMOJO et al., 2019). Furthermore, optimal lymphocyte proliferation elic-
ited by an appropriate amount of ROS after ten weeks of endurance swimming training protects
against proliferative lymphocyte responses after acute physical exercise (KWAK et al., 2005).
Since the immunosuppression of innate and adaptive cells may be associated with the highest
mortality in TBI patients (ROYES; GOMEZ-PINILLA, 2019), changes in the functioning of
peripheral organs such as the spleen induced by physical exercise must be considered when
approaching the complexity of TBI-induced brain-intestine-spleen axis dysfunction.

It is well known that the normal production of neurotransmitters and short-chain fatty
acids (SCFAs) are associated with gut microbiota diversity and a healthy gut-brain axis
(GUBERT et al., 2020). In this scenario, the increase in the diversity of microbiota and patho-
genic bacterial communities elicited by aerobic physical exercise control damage in neuronal
diseases (ROYES, 2020b). For instance, mice submitted to treadmill running protocol (ten cy-
cles of 6 min, 4 min at high intensity, and 2 min at low intensity for 2 weeks) showed higher
antioxidant defenses, improved anti-inflammatory system performance, fewer pro-apoptotic
proteins in intestinal lymphocytes, decelerated biomarker progress (e.g., amyloid-$1-42, total
tau, and phosphorylated tau), and cognitive deterioration prediction (ABRAHAM et al., 2019).

The microbiota can also shape the performance through a muscle-gut-microbiota axis. This
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assumption is based on the fact that transplanting fecal microbiota from human marathon run-
ners to mice improved their running performance, where SCFA produced by a specific intesti-
nal bacterium (Veillonellaatypica) serves as fuel not only for intestinal cells but also for muscles
during physical exercise (SCHEIMAN et al., 2019).

From a metabolic perspective, the enriched profiles of SCFAs (acetate, propionate, and
butyrate) observed in athletes provide nutrients to brain microglia, establishing a link between
functional gut byproducts and healthy behaviors (ERNY; PRINZ, 2017). During aerobic phys-
ical exercise, the microbiome also influences mitochondrial function and regulates their energy
production, redox balance, and immunological reactions via molecular events that regulate mi-
tochondrial biogenesis such as SCFA, Sirtuin-1, AMP-activated protein kinase, and 1-alpha
gamma receptor activator activated by peroxisome proliferator (PGC-1a) (CLARK; MACH,
2017b). The cross-talk between the intestinal microbiota and mitochondria function can be ev-
idenced by the relationship between modulation of the intestinal barrier function and the mu-
cosal immune response with exercise-induced mitochondrial biogenesis (CERDA et al., 2016;
DALTON, A. etal., 2019a). The SCFAs produced by spore-forming bacteria of the gut during
endurance physical exercise regulate mitochondrial inflammation, intestinal barrier ROS pro-
duction, and LPS translocation. The up-regulation of tight junction proteins and down-regula-
tion of TNFa in enterocytes elicited by bacteria-derived indole-3-propionate during endurance
exercise prevent the translocation of pathogens and reduce inflammatory responses (DALTON
et al., 2019a; GREEN et al., 2011; RADAK et al., 2019). This is corroborated by Kim et al.
(2014), who reported that SCFA-producing bacteria stimulate Treg cell expansion and differ-
entiation.

The benefits of physical exercise on gut health can also manifest through the regulation
of tryptophan (5-HTprecursor) metabolism. Aerobic physical exercise increases the muscular
expression of PGC1la-dependent kynurenine aminotransferase (KAT), which is responsible for
converting neurotoxic kynurenine (KYN) to kynurenicacid (KYNA) in the tryptophan metab-
olism. Since KYNA is a metabolite unable to cross the BBB, a plasma reduction of KYN elic-
ited by aerobic physical training protects the brain from stress-induced changes associated with
depression (AGUDELO et al., 2014). Furthermore, aerobic physical exercise-induced diversi-
fication on gut microbiota characterized by Lactobacillus plantarum, Streptococcus thermo-
phile, Morganella morganii, and Klebsiella pneumonia increase tryptophan hydroxylase-1up-
regulation. Besides synthesizing serotonin, the tryptophan hydroxylase-1can decrease KYN

production and protect against symptoms of anxiety and depression (MICHELI et al., 2018).
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It is well known that exercise has numerous effects on the human body, including the
immune system. However, it is important to note that changes in metabolism, physical capacity,
and gut microbiota composition among athletes and non-athletes should be observed when an-
alyzing the response of the brain-gut-spleen axis to stress caused by physical exercises(BAR-
TON et al., 2018). For example: Although elite athletes are not clinically immune-deficient, the
incidence of symptoms of upper respiratory tract illness is increased in the days following pro-
longed strenuous endurance events due to the temporary exercise-induced depression of im-
mune function (ROCA et al., 2019; WALSH et al., 2011). Nevertheless, higher levels of habit-
ual physical activity are associated with lower inflammatory cytokine production stimulated by
mitogens, lower inflammatory protein content in skeletal muscle, and lower adipokine produc-
tion (GLEESON, 2007; MARTIN-CORDERO et al., 2009; PEDERSEN; BENTE;
FEBBRAIO, 2012). Thus, despite the stress of exercise altering immune function, it may not
be entirely harmful since reduced immune activation and subsequent inflammation are mecha-
nisms by which regular exercise benefits long-term health.

Despite the benefits of sports to individuals’ health being a well-described concept, an
imbalance of organic homeostasis induced by physical exercise leads to reorganization re-
sponses in different systems, including the immune system. From a metabolic point of view,
regular moderate-intensity exercise improves the responsiveness of the immune system and
favors an anti-inflammatory state, which appears to be acritical factor in improving health, es-

pecially in chronic diseases (Figure 4).

4.2.2 Physical exercise as a non-pharmacological intervention to treat TBI-induced physi-

opathology

There are currently clear indications that physical exercise has important effects on the
health of the human brain, improving various brain conditions (RADAK et al., 2016). The
evidence accumulated over the years shows that regular exercise has a broad range of beneficial
effects on the body, including an improved immune system and influencing the incidence of
various neurological diseases (ROYES; CASSOL, 2016; LI et al., 2020b). Moreover, aerobic
exercise can influence healthy food habits in young adults, as demonstrated after fifteen weeks.
Prolonged duration of exercise sessions and higher intensity were associated with the decreased
choice of processed and fried foods and increased intake of low-fat foods, fruits, and vegetables
in the diet(JOO et al., 2019). Given this context, it is paramount to note that the change of

habits promoted by the regular practice of physical exercise may also act as a synergistic factor
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in the axis studied in this review, since the changes in the dietary pattern can influence the
composition and, as a result, gut micro biota functionality (GUBERT et al., 2020). Furthermore,
a high dietary intake of sugars and saturated fat has been linked to Bacteroidetes expression and
decreased Firmicutes levels in humans and preclinical models (TURNBAUGH et al., 2009).
Such findings are the opposite to physical exercise effects on microbiota composition
(DALTON, ALYSSA et al., 2019b; KANG et al., 2014).

Specifically, in TBI, systematic reviews and meta-analyses have provided compelling
evidence that, together with overconsumption of high-calorie diets, the lack of physical activity
is considered a common problem faced by TBI patients in the sub acute and early chronic phases
of injury (OUELLET et al., 2016; ROYES; GOMEZ-PINILLA, 2019). Experimental data from
our research group revealed that hyperglycemia in sedentary animals leads to a reduction in
immune and bioenergetic functions, resulting in inflammation and increased susceptibility to
infections after TBI (DE CASTRO et al., 2017a). These data corroborate the idea that metabolic
diseases caused by a sedentary lifestyle can affect brain function and increase TBI-induced
toxicity.

In this scenario, approaches that neutralize and/or mitigate secondary damage after TBI,
such as physical training, may have therapeutic potential (ARCHER, 2012; GRIESBACH,
2011b). Clinical findings have revealed that physical exercise positively influences community
integration, mood, and the quality of life ofpatients with TBI since it reduces depressive
symptoms and positively affects cognitive function after TBI (PERRY et al., 2020), especially
in the chronic phases of recovery (MORRIS et al., 2017; VANDERBEKEN; KERCKHOFS,
2017).

In the experimental model of FPI-induced TBI, previous aerobic swimming training
with a workload of 5% of body weight (one hour/day; five days/week; for six weeks) modulates
oxidative-inflammatory functions and thus delays or even prevents secondary cascades that lead
to several disabilities after a TBI (DA SILVA FIORIN et al., 2016a; DE CASTRO et al., 20173;
LIMA et al., 2009b). Likewise, controlled treadmill protocol (progressive speed of 2 to 15
m/min) for four weeks also protects against inflammatory/oxidative stress and Na+,K+-ATPase
activity inhibition, which are events that contribute to the excitability of injured tissue and post-
traumatic epilepsy development in this TBI model (SILVA et al., 2013b).

As previously described, physical exercise improves the functions of the immune sys-
tem (DA LUZ SCHEFFER; LATINI, 2020a; WALSH et al., 2011), reducing the circulating

levels of pro-inflammatory cytokines and the number of neutrophils in the blood of individuals
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with chronic inflammation. Nonetheless, how an immunological modulation induced by phys-
ical training can represent a non-pharmacological therapeutic approach to control secondary
injuries related to TBI is not yet fully understood. Considering that TBI is a condition that
affects the BBB and decreases the immune defense system (WEI et al., 2020), care must be
taken to avoid interfering with the increased metabolic demand associated with injuries since
premature post-injury exercise can exacerbate post-injury symptomatology. In fact, clinical
studies have demonstrated that injured athletes returning to the game early and/or professionals
who participate in contact sports involving repetitive brain trauma can exacerbate the pathology
in the course of the first injury (KARLIN, 2011; PFISTER et al., 2016). These recurrent injuries
have generated significant concern among health professionals since, in most cases, concus-
sions are not visible and not reported by the athlete (HAIDER et al., 2021). However, if the
intensity of the exercise and window of physical activity initiation after injury are not well
organized, the brain may be exposed to peripheral cytokines, PAMPs, and immune cells, which
subsequently activate microglial cells and promote neurotoxicity (KLEIN et al., 2017). Consid-
ering that injury-induced alterations in the metabolism affect synaptic plasticity and exercise
places an energy demand on the body (DA SILVA FIORIN et al., 2016a), the severity of the
injury may prolong a period of non-responsiveness to physiological activation. These changes
can limit energy in such a way that protein synthesis and intracellular signaling are compro-
mised (GRIESBACH, 2011b; PIAO et al., 2013).

It seems to be clear that physical activity in individuals with TBI is a new area of inves-
tigation in which theories for understanding behavior should also be part of future research. In
this context, animal models represent a great opportunity to investigate new and controversial
effects of physical exercise in different TBI models. For instance: while some authors reveal
that early voluntary physical exercise (four days after neuronal injury) reverses the memory
deficit and attenuates the loss of adult neurons (JACOTTE-SIMANCAS et al., 2015), others
show that late voluntary physical exercise (five weeks after neuronal injury) protects against
TBI-induced memory deficits (PIAO et al., 2013). The reasons for these divergences are not
yet known, although it is plausible to propose that some neuronal targets implicated in physical
exercise action may be influenced by the dynamic nature of this neurological injury. Thus, fur-
ther preclinical research is required to establish the most appropriate exercise parameters and
define a gold standard exercise regime for TBI patients.

Although an exercise regimen for humans may not be the most effective pre-treatment
because injuries cannot be predicted, a considerable body of experimental evidence supports

the idea that physical training may exert prophylactic effects on brain damage after neuronal
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injury (ROYE; GOMEZ-PINILLA, 2019). In a TBI experimental model, previous swimming
training (5% of body weight) led to lower initial damage and limited long-term secondary de-
generation, supporting neural repair or behavioral compensation after neuronal injury (DA
SILVA FIORIN et al., 2016a; LIMA et al., 2009b). Changes in the profile of cerebral anti-
inflammatory status elicited by four weeks of aerobic physical training (24/26 m/min; one
hour/day; five days/week) exerted prophylactic effects on the TBI-induced inflammatory re-
sponse characterized by IL-1p and TNF-a levels, myeloperoxidase activity, and BBB break-
down increase (MOTA et al., 2012). Notably, the protocols of aerobic physical training de-
scribed previously were based on 80-90% of lactate threshold (LT). These aerobic physical
exercises increased the animals’ aerobic resistance by stabilizing the blood lactate concentra-
tion. From a metabolic point of view, experimental data from our group indicate that early
inflammatory response and oxidative stress elicited by TBI are implicated in the signal trans-
duction that alters redox status, mitochondrial function, and insulin signaling in the liver (DE
CASTRO et al., 2017a).The same study also revealed that favorable changes in the hepatic anti-
inflammatory status induced by previous exercise exerted prophylactic effects on the neurobe-
havioral disability and long-term cell damage after TBI (DE CASTRO et al., 2017a). These
experimental trials corroborate the idea that, mechanisms by which the brain interacts with sys-
temic physiology along the course of the TBI path physiology are essential to establish scien-
tific-based rehabilitative strategies. Understanding how peripheral changes exerted by physical
exercise may be involved in neuroprotection will contribute to successfully using exercise as a

therapeutic tool in this neuronal injury.

5 CONCLUSIONS

Traumatic brain injury is a devastating condition frequently followed by significant be-
havioral disabilities where the systemic response may be involved in secondary damage to the
CNS. In this scenario, the immune connection between the brain-gut-spleen axis after TBI plays
a vital role in behavioral outcomes by producing immune factors that may exacerbate the sec-
ondary damage after neuronal injury. Understanding the cross-talk between the brain and pe-
ripheral organs through the immune system described in this review will provide important
information required to develop new and more effective therapeutic strategies against TBI-in-
duced neurodegeneration. One of these strategies may be to support physical exercise, and the
relevance of this activity in bidirectionality between the peripheral and CNS may explain, at

least in part, why some exercise protocols reduce TBI-induced secondary damage.
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The same molecular mechanisms involved with the positive actions of exercise are also
clearly part of the molecular machinery underlying cognitive recovery after TBI by increasing
antioxidant defenses (MARQUES-ALEIXO et al., 2012), promoting mitochondrial biogenesis
(ROYES; GOMEZ-PINILLA, 2019), and up regulating brain-derived neurotrophic factor
(BDNF).Nevertheless, it is important to note that inappropriate post-injury time window and
different physical exercise protocols may alter this concept and exacerbate TBI-physiopathol-
ogy. Therefore, a better understanding of the mechanisms involved in neuroprotection induced
by this non-pharmacological intervention will improve guidelines for successfully using exer-

cise as a therapeutic tool.
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Figure 1 - The proposed mechanism that the spleen may cause a beneficial or harmful signaling
pathway after TBI. 1) The hypothalamus receives inflammatory action after TBI that increases
the production and release of norepinephrine through simpatic nervous system. 2) Adrenaline
and nor epinephrine binding to the adrenergic receptors in splenic macrophages, causing the
release of inflammatory cytokines and splenic hypoperfusion. 3) Intestinal permeability in-
creases due to spleen signaling, leading to damage to the gut. 4)In the spleen, the harmful sig-
naling to the brain may be mediated by the pro-inflammatory profile of splenic Treg cells
through Th1 cells in white matter and lymphocytes CD8" in the BBB. 5) The beneficial signal-
ing is mediated by the anti-inflammatory profile of the splenic Treg cells through Th2 cells in
white matter and splenocytes CD4" cells in the BBB. Norepinephrine (Ne); Adrenaline (A);
Tumor necrosis factor-a (TNF-a); Interleukin B(IL-1p); Blood-brain barrier (BBB); Interleukin
4 (IL-4); Interleukin 10 (IL-10); Dotted arrows: harmful signaling; Continuous arrows: benefi-
cial signaling.
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Figure 2 - Possible mechanisms of connection between the brain-gut-spleen after TBI. 1) TBI
leads to a neuroinflammatory response in the brain, causing numerous consequences that can
hyperactivate the HPA axis, (2) leading to higher cortisol blood levels and long-term impair-
ment of gut motility function and dysbiosis. 3) Norepinephrine and Epinephrine release due to
sympathetic tone prevalence may bind on a-adrenergic receptors located in splenic macro-
phages, causing TNF-a and IL-1p release, which leads to a systemic inflammatory response
and the translocation of lymphocytes CD8" to the brain. The cytokines produced can reach the
systemic circulation and act on the gut and brain (4, 5). The sympathetic signaling is also
pointed as one of the major causes of intestinal dysfunctions after TBI, impairing the mucous
production, causing alterations in microbial composition and the breakdown of the intestinal
wall, allowing PAMPs and pro-inflammatory mediators to reach the brain and possibly facili-
tating the development of CNS disorders (3). As seen in ischemic models of brain injury, it is
plausible to propose that yo T cells derived from the gut can cross the BBB and cause damage
to the CNS. 6) In this sense, it is also proposed that gut-derived lymph factors may cause apop-
tosis in splenic cells through TLR4. Blood-brain barrier (BBB); Hypothalamic—pituitary—ad-
renal axis (HPA);Interleukin-1 beta (IL-1B); Pathogen-associated molecular pattern
(PAMPs);Toll-like receptor 4 (TLR4);Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a).
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Figure 3 - General body effects of physical exercise. Acute/strenuous physical exercise induced
stress response by the body, and the HPA axis hyper activation together with the gastrointestinal
blood flow reduction are capable of affecting the intestinal barrier, allowing PAMPSs to enter
circulation. During and right after a strenuous session, a lymphocytosis was observed with the
contribution of the spleen. About to 1-2 h after, a lymphopenia was found in the blood, which
may be a period of immune suppression or mobilization of immune cells to organs that are more
susceptible to infection. In addition, acute stress is fundamental for the development of chron-
ical adaptations, including reduced TLR expression in immune cells and white adipose tissue
(WAT), leading to a decreased pro-inflammatory state. Myokine production by the contracting
muscle can also communicate with other organs, including the brain, leading to higher BDNF
levels. Brain-derived neurotrophic factor (BDNF); Hypothalamic—pituitary—adrenal axis
(HPA); Interleukin 6 (IL-6); Interleukin 15 (IL-15); Interleukin 18 (IL-18); Pathogen-associ-
ated molecular pattern (PAMPs); Toll-like receptor 4 (TLR4); Tumor necrosis factor alpha
(TNF-a)); White adipose tissue (WAT).
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Figure 4 - The beneficial effects of physical exercise on TBI treatment: proposed mechanisms
of action through the brain-spleen-gut axis. 1) Physical exercise as a non-pharmacological treat-
ment for TBI can exert benefits by improving the vagal tonus. 2) Acetylcholine signaling in
nNAChR-a7 in macrophages of the spleen or gut produces an anti-inflammatory effect due to
NF-kB inhibition and anti-oxidant action through Nrf2, which is an important transcription fac-
tor that limits TBI damage on the gut and seems to have a role in intestinal wall integrity. 3)
The microbial diversification induced by exercise on gut microbiota can affect important rate-
limiting enzymes involved in tryptophan metabolism: up regulating TPH1 and down regulating
IDO, which favors serotonin production to exert beneficial effects on gut function. 4) The in-
creased expression of PGCla in the intestine induced by physical exercise, besides promoting
mitochondrial biogenesis (which reinforces intestinal wall integrity), can also induce the activ-
ity of the enzyme KAT. 5) The SCFA produced by the exercise modulated microbiota also
serves as fuel for the mitochondria and exert anti-inflammatory action on the intestinal epithe-
lium. Acetylcholine (Ach); Protein kinase B (AKT); 5’-Adenosine monophosphate-activated
protein kinase (AMPK); Glycogen synthase kinase-3 beta (GSK3p); Indoleamine-2,3-dioxy-
genase (IDO); Janus Kinase 2 (JAK2); Kynurenine aminotransferase (KAT);Nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB); Nuclear factor erythroid 2-related
factor 2 (Nrf2); Peroxisome proliferator-activated receptor gamma co activator 1l-alpha
(PGC1a); Phosphoinositide 3-kinase (P13K); Signal transducer and activator of transcription 3
(STATS3); Tryptophan hydroxylase 1 (TPH1).
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Table 1 — Summary of clinical studies and the main outcomes addressing the effects of TBI

on systemic inflammation

STUDY

Kumar et
al. (2020)

Chaban et
al. (2020)

Bogoslov-
sky et al.
(2017)

Battista et
al. (2016)

Caplan et
al. (2015)

SUB-
JECTS

Adults pa-
tients

Patients

(16-59
years old)

Patients
with varied
TBI sever-

ity

Patients
(aged 45 +
20.3 years;
74.7%
male)

Adults pa-
tients

TBI SEVE-

RITY

Severe

Mild

TBI cases
and compli-
cated mild
TBI

Moderate
and severe
isolated
blunt TBI

Severe

PURPOSE

Evaluate feedback
between acute
TNF-a and estra-
diol and if there
are prognostic in-
dicators of mor-
tality after TBI.

Verify if mTBI
increases sys-
temic cytokines
and association
with injury-re-
lated and demo-
graphic factors.

Evaluate GFAP,
tau, and Ap42 and
their association
with injury sever-
ity and clinical
outcomes.

Evaluate the tem-
poral profile of a
panel of circulat-
ing cytokines and
chemokines
acutely after in-

jury.

Measure chronic
cytokines and as-
sociate with out-
comes after 6 to
12 months.

MAIN OUTCOMES

Systemic TNF-a and estra-
diol were indicative of sys-
temic compromise and in-
creased risk of death after se-
vere TBI.

Plasma levels of the cyto-
kines increased and remained
at 12 months. There was no
association in MRI findings
with cytokines, whereas age
was associated with higher
cytokines levels.

Increase markers for up to 90
days after TBI. Tau levels
correlated with clinical-radio-
logical variables of TBI se-
verity, whereas AP42 corre-
lated with clinical outcomes.

TBI altered levels of IL-10
and all chemokines. Differ-
ences between moderate and
severe TBI in a number of
markers. Elevated IL-8, IL-
10, TNF-a, and 8 of 9 chemo-
kines were associated with
poor outcomes at six months.

Several cytokines were ele-
vated over three months after
TBI and IL-6 elevate pro-in-
flammatory burden.
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Kumar et
al. (2015)

Juengst et
al. (2015)

Schneider
Soares et
al. (2012)

Hensler et
al. (2000)

Adults pa-
tients

Adult pa-
tients

Adults pa-
tients (18-
79 years
old)

Adult pa-
tients

Fonte: Autor, 2021.

Severe (iso-
late and
politrauma)

Moderate to
severe

Severe

Severe (iso-
lated, multi-
ple injuries
with and
without iso-
lation)

Evaluate the tem-
poral acute 1L-6
trajectory (TRAJ)
profile.

Investigate if in-
flammation in the
acute phase would
predict late post-
traumatic depres-
sion (PTD).

Evaluate the asso-
ciation between
IL-10, TNF-q,
and mortality.

Evaluate the in-
fluence of addi-
tional injuries on
systemic IL-10
and 1L-13.

Two profiles showed high
and low TRAJ. High TRAJ
was higher in inflammation.

Higher cytokine levels in the
acute phase were associated
with PTD in 6 months. In-
flammatory biomarker risk
showed a trend association in
12 months with PTD.

IL-10 serum levels of patients
correlated with  Glasgow
Come Scale scores and asso-
ciated with mortality and se-
vere TBI.

Within three hours after the
lesion, IL-10 levels increased
in all groups.
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Table 2 — Summary of pre clinical studies and main outcomes addressing the effect of TBI on
systemic inflammation from peripheral organs

STUDY

Hanscom
et al.
(2021)

Saber et
al. (2020)

Morris et
al. (2020)

Ritzel et
al. (2019)

TBI MO-
DEL

SPE-
CIES

Moderate Mice
to severe
controlled

cortical im-

pact (CCI)

Moderate Mice
fluid per-
cussion in-

jury (FPI)

Weight Mice

Drop

Moderate Mice
controlled
cortical im-

pact (CClI)

PURPOSE

Evaluet the im-
mune and neuro-
behavioral re-
sponse in the
face of a chemi-
cally-induced co-
litis 28 days after
TBI.

Evaluate the in-

flammation and

sleep differences
in males and fe-

males.

Verify if adverse
effects of sple-
nectomy in TBI
patients occurred
due to coagula-
tive effects.

Evaluate the ef-
fects of age in
post-traumatic
microglial re-
sponses and

MAIN OUTCOMES

Colitis caused systemic inflamma-
tion in all groups, showing increased
levels of myeloid cells in the blood
and spleen, as well as myeloid cells
and lymphocytes in mesenteric
lymph nodes. However, only the
CClI and sham (craniotomy) groups
with colitis showed an altered auto-
nomic balance (more sympathetic
tone over the vagal) that correlates
with the exacerbated neuroinflam-
mation and motor coordination, cog-
nition, and social behavior deficits.

Higher IL-6 levels in female TBI
compared to males (77-124%). IL-1P
and TNF-a levels did not present any
difference between genders. Ly6G*
neutrophils increased in male TBI
measured in the blood (31-33%) and
spleen (31%) compared to the female
TBI. TBI increased sleep in both gen-
ders. However, male TBI increased
sleep (11-17%) more than female
TBI.

Splenectomy caused hypercoagula-
bility in 6 h of damage, whereas from
24 h to 7 days, TBI/splenectomy pre-
sented a hypercoagulable state with
elevated P-selectin expression.

Aged mice presented more severe
deficits and exhibited more robust
microglial proliferation and higher
numbers of brain-infiltrating leuko-
cytes. Microglia in aged mice
showed impairments in phagocytic
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Patel et
al. (2019)

Zhao et
al. (2019)

Ritzel et
al. (2018)

Morganti
et al.
(2015)

Chu et al.
(2013)

Mild con-
trolled cor-
tical impact
(CCh

Moderate
controlled
cortical im-
pact (CCI)

Moderate
controlled
cortical im-
pact (CCI)

Controlled
cortical im-
pact (CCI)
(velocity:
4.0 m/s and
300 ms)

Severe fo-
cal cortical
contusion
(FCO)

Rat

Mice

Mice

Mice

Rat

functional out-
comes.

Examine if exo-
somes are a
novel and cell-
free regenerative
approach to long-
term recovery af-
ter TBI.

Evaluate after
TBI the role of
the immune sys-
tem in cardiac
function.

Evaluate TBI ef-
fects in lymphoid
organs.

Evaluate tem-
poral kinetics of
CCR2 macro-
phage accumula-
tion in the brain.

Investigate the
mechanisms of
the spleen in
brain inflamma-
tion.

activity and higher IL-1p production.
Deficits of phagocytosis were ob-
served in myeloid cells of aged TBI
mice. In young mice, TBI-induced
splenomegaly and splenic myeloid
cell expansion were more pro-
nounced.

Exosomes migrate in the spleen ap-
proximately one hour after systemic
administration and enter the brain
several hours after TBI.

Splenectomy reduces cardiac func-
tion impairment associated with de-
creased cardiac fibrosis, oxidative
stress, cardiomyocyte apoptosis, and
decreased infiltration of immune
cells and inflammatory factor expres-
sion in the heart induced by TBI.

Spleen weights significantly in-
creased three days post-injury with
an accumulation of Ly6C* mono-
cytes and Ly6G™ neutrophils in this
organ, while the number of CD4* T
cells significantly increased 60 days
after TBI.

CCR2 antagonists reduced acute pe-
ripheral macrophage accumulation
and prevented late learning and
memory deficits.

Splenectomy decreased MAPK sig-
naling in the brain induced by TBI in
vivo. In vitro spleens of TBI rats in-
creased MAPK and NF-kB activa-
tion, whereas IL-1R antagonist (IL-
1Ra) blocked p38 and ERK pathways
and decreased NF-«B.



Schwulst
et al.
(2013)

Das et al.
(2011)

Li et al.
(2011)

Walker et
al. (2010)

Weight
drop

Mild fluid  Rat
percussion
injury (FPI)

Severe fo-  Rat
cal cortical
contusion

(FCC)

Moderate-  Rat
severe con-
trolled cor-

tical impact
(Cch

Fonte: Autor, 2021.

Mice

Determine tem-
poral alterations
after TBI of the
peripheral im-
mune system.

Identify CCL20
as both periph-
eral and central
immune signals
in the pathogene-
sis of TBI.

Examine the ef-
fects of the
spleen in the rain
edema after TBI.

Evaluate if mul-
tipotent adult
progenitor cells
(MAPC) interact
with splenocytes
and protect the
blood-brain bar-
rier.
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The loss of TBI-induced thymocytes,
as well as blood monocytes, was sig-
nificantly decreased since the begin-
ning of the experiment. Monocytes
were polarized towards an anti-in-
flammatory phenotype at 60 days
post-injury. IL-12 expression de-
creased after the 14"day post-injury.

There is the presence of apoptotic
cells and CD11b* microglia in the
cortex, hippocampus, and thalamus.
CCL20 expression was observed in
the spleen and thymus 24 h after TBI.
Splenectomy partially reduced the
CCL20 in brain areas 48 h after TBI.

Splenectomy eliminated edema, de-
creased death rate, and reduced IL-
1B, TNF-a, and IL-6 content in the
blood and mMRNA expression in the
brain. Spatial reference memory in
TBI rats with splenectomy improved.

TBI caused loss of splenic mass, in-
creasedthe number of immune cells
circulating, and increased BBB per-
meability, while MAPC and resident
CD4" reduced the damage.
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5 CAPITULO II

5.1 MATERIAIS E METODOS

5.1.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar jovens machos (30 dias de idade), os quais foram manti-
dos em ciclo claro-escuro de 12 horas (ciclo claro entre 7h00 e 19h00), em temperatura de 24
+ 2° C, com ra¢do comercial e agua ad libitum. Os mesmos permaneceram alojados em caixas
de polipropileno de 41x34x16 cm, as quais possuem estrutura forte, com superficies internas
regulares, de facil limpeza, resistente a agua quente, detergentes e desinfetantes. A higiene das
caixas foi controlada e a superlotagdo das mesmas evitada, mantendo no maximo 3 e no minimo
2 animais por caixa. O presente trabalho foi aprovado de acordo com as normas do Comité de
Etica e Bem-Estar Animal da UFSM sob o nimero 9334091219. Os reagentes foram comprados
da Sigma (St. Louis, MO, USA) e Bio-Rad. Todas as medidas foram tomadas para minimizar

0 estresse e reduzir o nimero de animais usados no experimento.

5.1.2 Delineamento experimental

Figura 1 - Delineamento experimental
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Os animais chegaram ao biotério com 30 dias de vida (P30), onde foram distribuidos
aleatoriamente em 4 grupos experimentais: Controle Sedentario (C-S); Concusséo Sedentario
(CC-S), Controle Exercicio (C-E) e Concussdo Exercicio (CC-E). Apds passarem por oito dias
de ambientacgdo ao biotério, os animais passaram pela Adaptagdo ao Meio Liquido (AML) em
uma piscina com 5cm de agua (a 32°C), uma hora por dia durante 3 dias seguidos, do P38 ao
P40. Desse modo, 24h apos a ultima adaptacdo a agua, 0s animais comegaram o protocolo de
natacdo de 5 dias de treino e 2 dias de descanso até completar as cinco semanas de treino (do
P41 até o P73). Nesse protocolo, as concussdes (CR) foram induzidas no segundo e quinto dia
de cada semana de natacdo nos animais do grupo Concussao Sedentéario (CC-S) e Concussao
Exercicio (C-E), totalizando 10 concuss@es ao fim do protocolo, induzidas nos dias P42, P45,
P49, P52, P56, P59, P63, P66, P70 e P73. Como controle, existiu um limite de tempo de 2
minutos entre a saida do animal da piscina até 0 momento da inducdo da concussao no grupo
Concussao Exercicio. Os animais dos grupos Controle receberam o mesmo tratamento, exceto
a concussdo. A eutanasia foi realizada no P80, exatamente 7 dias apds o ultimo dia de natagédo
e a Ultima inducdo a uma concussdo. Amostras de cortex, colon proximal e bago dos animais

foram coletadas para subsequentes analises.

5.1.3 Inducéo de concussao recorrente por queda de peso

O modelo de concussao recorrente foi 0 modelo de queda de peso livre baseado em
Mannix et al. (2014), com modificacdes, sendo elas: foi utilizado um pequeno pedaco de pano
sobre o cranio dos animais, para que nao ocorresse contusdo 6ssea, bem como houve a utiliza-
cao de esponjas em pequenos pedagos abaixo do papel laminado, para que facilitas sem o amor-
tecimento dos animais apos as concussdes. Foi utilizado um peso de 54g, sob uma altura de
71,1cm, que caiu em queda livre na cabeca do animal. Antes da aplicacdo das concussodes, foi
utilizado lidocaina tdpica na cabeca dos animais para minimizar a dor pds-traumatica
(MYCHASIUK et al., 2014). Para a inducéo da concussao, os animais foram anestesiados com
isoflurano 2% e colocados sob um papel aluminio com pequenos cortes para facilitar o rompi-
mento do papel no momento do impacto. Abaixo do papel aluminio havia pedagos de esponjas
para amortecer a queda dos animais. Os animais receberam 10 concussdes, duas vezes por se-
mana durante cinco semanas seguidas, nos dias P42, P45, P49, P52, P56, P59, P63, P66, P70 e
P73. Apds cada concussdo, os ratos foram alojados em uma caixa limpa para recuperagdo com
luz para aquecé-los e evitar alguma possivel hipotermia. Os animais do grupo Controle Seden-

tario e Controle Exercicio passaram pelo mesmo processo, exceto a concussao.
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5.1.4 Tempo de inconsciéncia

Apos cada lesdo, um crondmetro foi disparado para analisar o tempo que o animal per-
manecera inconsciente. O retorno a consciéncia foi considerado quando o rato retornou a posi-

¢ao pro nada. Os animais do grupo controle passaram pelo processo de anestesia, mas ndao foram
submetidos a leséo.

5.1.5 Protocolo de natagdo

O protocolo de exercicio fisico foi baseado em Cardoso et al. (2013), com modificagdes
apenas no numero de semanas. Os animais treinaram por 5 semanas. Como mostra a Tabela 2,
na primeira semana as sessoes sao feitas sem carga extra, na segunda semana 0s animais trei-
naram com uma sobrecarga de 2% do peso corporal e, da terceira até a quinta semana o treino
foi feito com sobrecarga de 5% do peso corporal. A temperatura da agua foi mantida em 32°C+1
durante as sessOes de treino. Em outros trabalhos, o protocolo no qual este foi baseado é carac-
terizado como um treinamento de baixa intensidade e longa duracdo, mostrando-se efetivo em
aumentar a capacidade oxidativa muscular e sendo eficiente para promover adaptacoes centrais
e periféricas em ratos, adaptacOes estas que sdo marcantes no treinamento fisico aerdébio
(CARDOSO et al., 2013).

Tabela 2 — Protocolo de exercicio fisico de natacdo. CC = carga corporal

Semana Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia §
20 minutos 30 minutos 40 minutos 50 minutos 60 minutos
! Sem carga Sem carga Sem carga Sem carga Sem carga
40 minutos 50 minutos 60 minutos 60 minutos 60 minutos
2 2% da CC 2% da CC 2% da CC 2% da CC 2% da CC
40 minutos 50 minutos 60 minutos 60 minutos 60 minutos
3 5% da CC 5% da CC 5% da CC 5% da CC 5% da CC
60 minutos 60 minutos 60 minutos 60 minutos 60 minutos
! 5% da CC 5% da CC 5% da CC 5% da CC 5% da CC
60 minutos 60 minutos 60 minutos 60 minutos 60 minutos
5% da CC 5% da CC 5% da CC 5% da CC 5% da CC

Fonte: (CARDOSO et al., 2013).
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5.1.6 Preparo do tecido para as anélises bioquimicas

Amostras teciduais foram coletadas, lavadas em agua destilada e imediatamente conge-
ladas em Nitrogénio Liquido sendo, posteriormente, armazenadas na temperatura de -80°C. Os
tecidos foram ent&o descongelados, homogeneizados em TRIS-HCI 30mM (pH=7,4) e centri-
fugados a 3000rpm por 10 minutos a 4°C, o pellet, junto com a serosa (no caso das amostras de
cblon) serdo descartados e o sobrenadante serd utilizado nas analises.

5.1.7 Determinacgédo da atividade da enzima Na+, K+ - ATPase

A atividade da enzima Na*, K" -ATPa se foi mensurada de acordo com Rambo et al.
(2013) com adaptacdes. O meio de reagéo consistiu em 100mM de Tampéo Tris-HCI (pH 7,4),
0,2mM de EDTA, 80mM de NaCl, 15mM de KCI, 6mM de MgCl e 21ug de proteina na pre-
senga e auséncia de Ouabaina (3mM) com um volume final de 100uL. A reacéo foi iniciada
com a adicdo de 3mM de Adenosina Trifosfato (ATP). Apds 20 minutos a 37 °C, a reacdo foi
parada com a adicéo de 25uL de Acido Tricloroacético (70%). A quantidade de fosfato inorga-
nico (Pi) liberada no meio foi entdo quantificada pelo método colorimétrico descrito por Fiske
and Subbarow (1927), e a atividade da enzima Na*,K* -ATPa se calculada através da subtracdo
dos valores obtidos da amostra com Ouabaina em relacdo a amostra sem Ouabaina. Os resulta-
dos foram expressos em nano mol de P1 gerado por minuto por miligrama de proteina, conforme

comparagdo com uma curva padrao de fosfato.

5.1.8 Atividade da enzima Acetilcolinesterase

A degradacdo da Ach no meio foi determinada de acordo com o método de Ellman et
al. (1961) (ELLMAN et al., 1961). O meio contendo TFK (pH 7,4), 10uL de amostra diluida
1:5 em tampdo Médium (Sacarose, Tris e EDTA), Foi pré-incubado a 25°C por 2 minutos e
entdo foi adicionado DTNB (5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid) e Acetitilcolina para iniciar a
reacdo. As leituras foram feitas de 20 em 20 segundos por 5 minutos (mantendo a temperatura
do leitor a 25 °C). O método é baseado na taxa de hidrdlise da Acetiltiocolina (ACTI) pela
AChE dando origem a tiocolina, que reage com o anion carboxilato do DTNB, formando o 2-
nitrobenzoato 5-mercaptotiocolina e um anion de colora¢do amarela, o 5,5’-ditiobis-2-nitroben-

zoato, que é quantificado espectrofotometricamente em comprimento de onda de 412nm. A
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intensidade da coloragdo é diretamente proporcional a quantidade de produto formado e, por-
tanto, a degradacéo de Acetilcolina. O resultado final foi expresso em nmol de ACh hidrolisada
por hora por mg de proteina.

5.1.9 Determinaco dos niveis de espécies reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

Os niveis de TBARS foram determinados de acordo com Ohkawa ET AL. (1979), com
algumas modificacdes. Apds o tratamento das amostras com dodecyl sulfato de sddio (SDS)
8,1% e acido acético 20% (pH= 3,5), o &cido tiobarbitdrico foi pipetado. Logo apos, a mistura
foi incubada a 100°C durante uma hora. Ap6s o esfriamento e centrifugacdo dos tubos
(3500rpm por 10 minutos em temperatura ambiente), os niveis de TBARS da porcao sobrena-
dante foram determinados espectrofotometricamente em comprimento de onda de 532 nm e
expresso sem uM de Malondialdeido (MDA) por miligrama de proteina conforme comparagéo
com uma curva padréo feita com MDA.

5.1.10 Capacidade Antioxidante Total (TAC)

A Capacidade antioxidante Total foi feita como descrita por Maciejcyk et al. (2019).

5.1.11 Analise por Western Blot

Western Blot foi realizado de acordo com Funck et al. (2014) com pequenas modifica-
cdes. Sendo assim, as amostras foram homogeneizadas a 4° C em tampédo (RIPA-Buffer —
Sigma Aldrich). Desta forma, os homogeneizados foram centrifugados a 12700 x g durante 12
min a 4° C, logo apos a centrifugacdo o sobrenadante foi recolhido. Em seguida, a concentracdo
de proteina de cada sobrenadante foi determinada pelo ensaio da proteina do acido bicinconi-
nico (Termo Fisher Scientific), e o f-mercaptonol adicionado nas amostras a uma concentragéo
final de 8%. Todas as amostras foram ajustadas para conter a concentracdo de proteina de 2
ng/1 pL. Desta forma, foi utilizada uma quantidade de 15pL de amostra, contendo 30ug de
proteina, submetida a uma eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida com 4% e 12% de con-
centracdo e transferidas para uma membrana de nitro celulose usando o sistema de transferéncia

TransBlot® Turbo™, no qual a carga de proteina foi confirmada pela solugdo de Ponceau S
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(Sigma Aldrich - P7170). Apds o bloqueio com BSA 3%, as membranas foram incubadas du-
rante a noite a 4°C com anticorpos primarios especificos para a determinagdo das proteinas
(Tabela 3).

Tabela 3 - Lista de anticorpos utilizados no trabalho

Proteina Tipo Empresa Cadigo Diluicéo Incubacéo
. Santa Cruz Biotech- ]
Nrf2 Rabbit sc-722 1:1000 Overnight
nology
nAChRa7 Rabbit Abcam ab10096 1:500 Overnight
_ Santa Cruz Biotech- )
SOD2 Rabbit sc-137254 1:2000 Overnight
nology
. Santa Cruz Biotech- ]
3-NT Rabbit sc-55256 1:1000 Overnight
nology
iNOS Rabbit BIORAD AHP2399 1:1000 Overnight
AMPK Rabbit BIORAD AHP2429 1:1000 Overnight
5-HT4R Rabbit SIGMA SAB4501480 = 1:1000 Overnight

Fonte: Autor, 2021.

nAChRa7: Nicotinic Acetylcholine Receptor alpha 7; Nrf2: Nuclear factor erythroid 2-related
factor 2; SOD2: Superoxide dismutase 2; 3-NT: 3-Nitrotyrosine; iNOS: inducible Nitric Oxide
Synthase; AMPK: Adenosine monophosphate-activated proteinkinase; 5-HT4R: 5-
hydroxytryptamine 4 receptor.

Ap0s incubacdo com anticorpo primario, as membranas foram lavadas com TBS-T
(TBS mais 0,1% Tween 20) duas vezes a temperatura ambiente por 10 min e incubadas com
anti-rabbit (Sigma Aldrich - A6154) ou anti-mouse (Santa Cruz Biotechnology - sc - 2005),
anticorpos secundarios conjugados com peroxidase de rabano (1: 10.000), por 2h a temperatura
ambiente. As bandas foram visualizadas por quimiluminescéncia aumentada utilizando subs-
trato ECL Western Blotting (Pierce ECL, BioRad) e os sinais foram capturados com o foto
documentador ChemiDoc XRS + (BioRad). As bandas foram quantificadas usando o software
ImageLab (Bio-Rad) e o Ponceau de cada membrana usado para corrigir a expressao de proteina
encontrada. O resultado final de intensidade de sinal de cada banda foi expresso em % em

relacdo ao controle.
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5.1.12 Determinagdo da concentracao de proteina nas amostras

O conteldo protéico das amostras homogeneizadas em Tris-HCI foi mensurado colori-
métricamente usando uma curva padrdo de BSA (1 mg/mL) para comparacdo, usando Comassie
Blue conforme Bradford (1976) (BRADFORD, 1976). Para amostras homogeneizadas em tam-
pdo com detergente, como no caso do RIPA, foi utilizado o método de mensuracéo de proteinas
com &cido bicinconinico (Termo Fisher Scientific) em placa.

5.1.13 Imunohistoquimica

A fim de investigar a expressdo de células gliais no cortex dos animais, os ratos foram
anestesiados com tiopental (125mg/kg por via introperiotoneal) no dia P80, em seguida foi re-
alizado a perfuséo cardiaca com Nacl 0,9% contendo heparina (5ul/ml) e formaldeido a 4% em
tampao fosfato 0,1M (PH 7,4). O encéfalo foi retirado e pos-fixado com PFA 4% por 24h. Apos
24h os tecidos coletados foram colocados em sacarose 30% durante 3 dias e congelados com
nitrogénio liquido e armazenados no freezer -80 °C. Desta forma, foram realizadas séries de
cortes com fatias de 35um em um criostato (Lupetec CM 2850 BRA). As amostras foram blo-
queadas utilizando 5% BSA em 0,1 M de PBS contendo 0,25% de Triton X-100 (PBS-Tx)
durante 2 h a temperatura ambiente. As fatias foram entdo incubadas 36h a 4°C com o anticorpo
proteina glial fibrilar acidica de coelho (GFAP) (1: 1000; DAKO) em 2% de NGS diluido em
PBS. Depois enxaguadas com 0,1 M de PBS e PBS-Tx, as fatias do tecido foram incubadas
com comanti-rabbit (1:500 Sigma Aldrich - A6154) (em 0,25% PBS-Tx com 2% NGS durante
2 h a temperatura ambiente. As fatias foram lavadas, montadas em laminas de microscépio e

cobertas com suporte de montagem DPX (Sigma-Aldrich).

5.1.14 Andlise estatistica

Os dados serdo expressos em média + erro padrao da média (SEM). Analise de variancia
de duas vias (ANOVA) seguida do Teste de Tukey foram usadas. Analise de variancia de duas
vias (ANOVA) de medidas repetidas foi utilizada na analise do tempo de inconsciéncia. Valores

significativos serdo considerados quando p<0,05.
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5.2 RESULTADOS

5.2.1 O Efeito de concussdes recorrentes associadas a pratica do exercicio fisico no tempo

de inconsciéncia de ratos wistar

O tempo de inconsciéncia de animais apés a inducdo de TCE em modelos experimentais
tem sido usado como parédmetro de intensidade do traumatismo (MA, X. et al., 2019). Dessa
forma, a analise estatistica (Analise de variancia (ANOVA) de duas vias de medidas repetidas)
confirmou que o modelo de concussdes utilizado no presente trabalho se caracteriza como um
modelo de TCE leve/concussao, por ndo apresentar diferenca estatistica no tempo de inconsci-
éncia dos grupos [F (27,324) = 1.104; P = 0.3327 Figura 2]. Além disso, nenhuma alteracdo no
padréo estrutural de imagem do encefalo foi observada entre os grupos experimentais (Figura

3), outra caracteristica de eventos concussivos (BLENNOW et al., 2016).

5.2.2 O Efeito 10 concussdes associadas a pratica de exercicio fisico de natagdo na lipope-
roxidacao, capacidade antioxidante e atividade da enzima Na*/K* -ATPase no célon pro-

ximal

No presente trabalho, 0 modelo de concussfes recorrentes induziu a lipoperoxidacéo
nas membranas do tecido intestinal analisado quando comparado ao grupo Controle sedentario
[F (1,22) = 6.993; P=0.0317 Figura 4A], assim como levou a diminuicdo da capacidade antio-
xidante total no tecido [F (1, 22) = 3.935; P = 0.0427 Figura 4B]. Em ambos os casos a pratica
concomitante de exercicio fisico limitou o efeito das concussées recorrentes. Quanto a atividade
da enzima Na*/K* -ATPase (Figura 4C), a concussao ndo altera a sua atividade per se, entre-
tanto, a pratica de exercicio fisico promove um aumento na atividade dessa enzima quando
comparado ao grupo concussao sedentario [F (1, 23) = 11.88; P = 0.0018] e esse efeito do
exercicio fisico perdura mesmo quando combinado as concussdes [F (1, 23) = 5.578; P =
0.0356].

5.2.3 Concussfes recorrentes associadas a pratica de natacdo modulam parametros do

sistema colinérgico intestinal

O presente protocolo de concussfes recorrentes induziu a um aumento na hidrélise de

acetilcolina (Figura 5A) quando comparado aos grupos controle sedentario [F (1, 24) = 8.869;
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P = 0.0144] e controle exercicio [F (1, 24) = 7.822; P = 0.0023]. A pratica de exercicio fisico
combinada as concussdes recorrentes foi efetiva para retornar os niveis de hidrdlise de acetil-
colina de volta em nivel de controle (P = 0.0194). O segundo parametro relacionado ao sistema
colinérgico intestinal analisado foi a imunorreatividade do receptor nicotinico de acetilcolina
Alfa 7 (nAChR o7) (Figura 5B), presente principalmente em macréfagos intestinais. O presente
protocolo de concussdes recorrentes induziu a um aumento na expressao desse receptor quando
comparado ao grupo Controle sedentario [F (1, 22) = 5.849; P = 0.0494] e tal efeito ndo é visto
quando as concussdes sdo combinadas com o protocolo de natacéo.

5.2.4 Concussdes recorrentes ndo induziram a um dano nitrosativo no célon proximal

Com o objetivo de investigar possiveis causas do dano a membrana plasmatica visto
com o aumento dos niveis de MDA, foi feita a analise da expresséo por western blot da proteina
INOS (Figura 6A), onde néo foi vista diferenca nenhuma entre os grupos [F (1,22) = 1.28; F
(1,22) = 2.27]. Nesse sentido, o protocolo de concussdes recorrentes também ndo modulou a
imunorreatividade da 3-NT, apesar da diferenca estatistica entre os grupos Concusséo sedenta-
rio X Controle exercicio [F (1,22) = 5.843; P = 0.0377 Figura 6B].

5.2.5 Concussoes recorrentes associadas a pratica de exercicio fisico aumentam a expres-

sao de Nrf2 mas ndo de SOD2 no colon proximal

O presente protocolo de concussdes recorrentes e de exercicio fisico ndo alteram, sozi-
nhas, a expressdo da proteina Nrf2 no célon proximal de ratos, entretanto, quando combinados
induzem a um aumento significativo da sua expressao, em relacdo a todos os demais grupos [F
(1, 22) = 21.1; P<0.0001 x Controle sedentario; P=0.0005 x Concussao sedentario; F (1, 22) =
11.59; P = 0.0037 x Controle exercicio; Figura 7A]. Entretanto, o0 aumento da expressao total
da proteina Nrf2 ndo se correlacionou com a imunorreatividade de SOD2 (mitocondrial), que

ndo apresentou alteracdo entre os grupos experimentais (Figura 7B).

5.2.6 O exercicio fisico modula a expressdo de AMPK e do receptor 5HT4R no célon pro-

ximal de ratos

O exercicio fisico de cunho aero6bico se caracteriza pelo aumento da expressao da pro-

teina AMPK no musculo esquelético, e tal efeito foi encontrado no colon proximal dos ratos
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que passaram pelas 5 semanas de nata¢do quando comparados ao grupo Controle sedentério [F
(1,22) =4.445; P =0.047 Figura 8A]. Vale destacar que esse efeito é perdido quando o exercicio
fisico é combinado com as concussdes recorrentes. Quanto a expressdo do receptor de seroto-
nina 5SHT4R (Figura 8B), o protocolo de exercicio fisico se mostrou efetivo em aumentar sua
expressao no grupo Controle exercicio quando comparado ao grupo Controle sedentério [F (1,
22) = 25; P=0.0018] e Concussdo sedentario [F (1, 22) = 25; P = 0.0046]. O mesmo efeito
permanece no grupo Concussao exercicio, que mostra 0 mesmo aumento da imunorreatividade
do receptor quando comparado aos grupos Controle sedentario [F (1, 22) = 25; P = 0.0176] e
Concussdo sedentario [F (1, 22) = 25; P = 0.0443].

5.2.7 Concussdes recorrentes associadas a pratica de exercicio fisico ndo alteram a imu-

norreatividade do receptor nAChRa7 e da proteina Nrf2 no baco de ratos

Nenhuma alteracdo na expresséo da proteina Nrf2 foi encontrada nos grupos experimen-
tais do presente trabalho [F (1, 22) = 0.1706 Figura 9A], dissociando as respostas de diferentes
orgaos frente ao mesmo protocolo. Da mesma forma, ndo houve nenhuma alteracdo na expres-
sdo do receptor nAChRa7 [F (1, 22) = 1.571 Figura 9B], oferecendo indicios de que ndo ha

mobilizacdo de macrdéfagos no bago de ratos submetidos ao presente protocolo.

5.2.8 Concussdes recorrentes associadas a pratica de exercicio fisico de natagdo ndo indu-

zem a ativacao de GFAP em regides do cortex cerebral de ratos 7 dias apdés a ultima lesao

A fim de melhor compreender os efeitos do presente protocolo de concussdes recorren-
tes, a expressdo da proteina glial fibrilar &cida (GFAP), um marcador de astrécito ativado am-
plamente relacionado com danos ao SNC (KHAKH e SOFRONIEW, 2015; SOFRONIEW,
2009) foi aferida através da técnica de imuno-histoquimica em regides do cortex cerebral. As
regides foram escolhidas por representarem aproximadamente a regido do impacto do peso na
inducdo da concussdo. Dessa forma, encontramos que o protocolo de concussdes utilizado ndo
induziu, assim como nenhum outro grupo,a astrogliose nas regides RSGc[F (1,12) = 0.6773;
Fig. 10A], RSD [F (1, 12) = 0.159; Fig. 10B], MPtA [F (1, 12) = 0.4844; Fig. 10C] e LPtA [F
(1, 12) = 0.3281; Fig. 10D] 7 dias apos o ultimo evento lesivo.
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Figura 2 - Tempo de inconsciéncia dos animais, do momento em que ficam anestesiados até
seu retorno a posicao pronada. O Eixo Y nos mostra o tempo em que o rato permaneceu incons-
ciente, ja o Eixo X apresenta o dia de vida dos animais quando foram submetidos ao processo
de anestesia ou anestesia seguida de concussdo. analise de variancia de duas vias (anova) de
medidas repetidas.

60+ -+ Controle sedentrio
-x Concussao sedentario
45- -+ Controle exercicio

-~ Concusséo exercicio
30+

154
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Dia de vida

Tempo de inconsciéncia (segundos)

Fonte: Autor, 2021.

Figura 3 — Fotos demonstrativas do efeito de 10 concussdes repetitivas no encéfalo de ratos:
sem alteracdo no padrédo estrutural de imagem, caracteristica de concuss@es; (A) encéfalo de
um animal do grupo controle sedentario e (B) encéfalo de um animal do grupo concussao se-
dentério

Fonte: Autor, 2021.
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Figura 4 - Efeito de concussdes recorrentes associadas a pratica de exercicio fisico na lipope-
roxidacdo (A), na capacidade antioxidante total (B) e na atividade da enzima Na+/K+ -ATPase
(C) no célon proximal. Os dados apresentam a média e o erro padrdo da média (sem) sendo que
ha de 6 a 7 animais por grupo. *=P<0.05 em relacdo ao grupo controle sedentério; # = P<0.05
E ## = P<0.001 em relacdo ao grupo concussdo sedentario.
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Figura 5 - Efeito de concusses recorrentes associadas a pratica de exercicio fisico em parame-
tros do sistema colinérgico do colon proximal. A) atividade da enzima acetilcolinesterase in-
testinal; B) imunorreatividade do receptor nicotinico de acetilcolina alfa 7 (nAChRa7) no colon
proximal; os dados apresentam a média e o erro padrdo da média (sem) sendo que hade 6 a 7
animais por grupo. *=p<0.05 em relag¢do ao grupo concussao sedentario; ** =p<0.005 em rela-
¢ao ao grupo concussao sedentario.

nAChRa7 THT W S e

g A
% [ Sedentario Ponceau
]
[o] ..
5 1.01 Il Exercicio g 400- *
g T B
- os o T
r £ 9 300-
I 8 5
-l; 0.6 —T— ¥ = ..E
-7 5]
& = £ S 2004
2] E o
S o
C 0.4 £8
g 'S = 1004
T 02 x =
= .2
< g
< T T : 0
2 o » 5 2° g X )
£ & & F < & S &
< ° & ° & & & & &
< ® & &

Fonte: Autor, 2021.

Figura 6 - Efeito de concussdes recorrentes associadas a pratica de exercicio fisico no estado
nitrosativo intestinal: A) imunorreatividade da enzima oxido nitrico sintase induzivel (inos); B)
imunorreatividade da nitrosilacao proteica intestinal; os dados apresentam a média e o erro pa-
dréo da média (sem) sendo que ha de 6 a 7 animais por grupo. *=p<0.05 em relacdo ao grupo
concussao sedentario;
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Figura 7 - Efeito de concussdes recorrentes associadas a pratica de exercicio fisico sobre para-
metros antioxidantes intestinais. A) imunorreatividade da proteina Nrf2; B) imunorreatividade
da enzima superdxido dismutase 2 (SOD2) no célon proximal; os dados apresentam a média e
0 erro padrdo da média (sem) sendo que ha de 6 a 7 animais por grupo. **=P< 0.005; ***=P<
0.0005 E ****=P<(0.0001 em relacdo ao grupo concussao exercicio.
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Figura 8 - Efeito de concussdes recorrentes associadas a pratica de exercicio fisico sobre a
imunorreatividade da proteina AMPK (A) e do receptor 5-HT4R (B) no co6lon proximal. os
dados apresentam a média e o erro padrdo da média (sem) sendo que ha de 6 a 7 animais por
grupo. *=p<0.05 e **=p< 0.01 em relacdo ao grupo controle sedentario; #=p< 0.05 e ##=p<
0.01 em relagdo ao grupo concussao sedentario
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Figura 9 - Influéncia de concussdes recorrentes associadas a pratica de exercicio fisico sobre a
imunorreatividade da proteina Nrf2 (A) e do receptor nicotinico de acetilcolina alfa 7 (nAChR
a7) (B) no baco. os dados apresentam a média e o erro padrdo da média (sem) sendo que ha de
6 a 7 animais por grupo.
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Figura 10 - Efeito de concussOes recorrentes associadas & pratica de exercicio fisico sobre a
expressdo de GFAP em regides superficiais do cortex cerebral: A) Retrosplenial granular cor-
tex, regido C (RSGc) em vermelho; B) Retrosplenial dysgranular cortex (RSD) marcado na cor
azul; C) Medial parietal cortex (MPtA) na cor verde; D) lateral parietal association cértex
(LPtA) em amarelo. Os dados apresentam a média e o erro padrdo da média (sem) sendo que
ha 4 animais por grupo (anova de duas vias).
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Fonte: Autor, 2021.

5.3 DISCUSSAO

A concussdo é um problema de salde publica real, e seu grande perigo é a sutilidade de
seus efeitos, bem como o desconhecimento de todos os seus mecanismos (TAGGE et al., 2018).
No presente trabalho, utilizamos um modelo experimental de concussdes recorrentes, por queda
livre de peso, associado a pratica de exercicio fisico durante a fase jovem de vida de ratos Wistar
para analisar se o dano secundério é capaz de atingir o colon proximal, bago e regifes superfi-
ciais do cértex cerebral destes animais, uma vez que existem indicios na literatura de que danos

periféricos podem colaborar com a progressao do dano secundario central do TCE e com o
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desenvolvimento de doencas neurodegenerativas (SUNDMAN et al., 2017a). O modelo de in-
ducdo as concussdes utilizado no presente trabalho correspondeu aos padrdes estabelecidos na
literatura para ser caracterizado como um traumatismo cranioencefalico leve ou concussdo, por
ndo apresentar diferenca estatistica no tempo de inconsciéncia dos animais dos grupos controle
e concussao (MA, X. etal., 2019), assim como por ndo apresentar alteragdes no padréo estrutural
de imagem visivel no encéfalo dos animais submetidos aos dez TCE (BLENNOW et al., 2016).

No presente trabalho encontramos um aumento nos niveis de MDA no célon proximal
induzida pelas concussdes recorrentes nos animais sedentarios, denotando um aumento na pe-
roxidac&o lipidica. Tal efeito das concussdes foi limitado pela préatica de exercicio fisico nos
animais do grupo Concussdo Exercicio. J& é documentado pela literatura que o estresse oxida-
tivo esta envolvido na progressdo dos danos intestinais induzidos pelo TCE (JIN et al., 2010;
SHOHAMI et al., 1999).Vale destacar que um desequilibrado e persistente estado de estresse
oxidativo esta associado com a progressdao de diversas patologias intestinais (AVIELLO;
KNAUS, 2017; STOJILJKOVIC et al., 2009). Corroborando com esse dado encontrado, foi
Vvisto que a capacidade antioxidante total do cdlon proximal se encontra diminuida nos animais
do grupo concussdo sedentario, em uma relacdo inversa ao que foi visto nos niveis de MDA.
Da mesma forma, a combinacdo das concussdes com o protocolo de exercicio limitou esse
dano. Sendo assim, temos um indicio de que as concussdes recorrentes geram um desequilibrio
nas defesas antioxidantes intestinais, o que pode levar a perda da integridade da mucosa, au-
mentando a permeabilidade intestinal, assim como também pode mediar a geracdo de uma res-
posta inflamatoria.

Entretanto, pelos resultados obtidos, esse dano ndo ocorre através de um desbalango de
ERN, uma vez que ndo houve alteracdo nos resultados da expressao da enzima iNOS e nem da
3-NT, indicando que ndo ha dano nitrosativo induzido pelo nosso modelo de concussdes a nivel
intestinal (célon proximal). Dessa forma, um dos préximos passos do trabalho € investigar a
origem desse dano, que pode ser tanto por disfuncdo mitocondrial causado por isquemia e re-
perfusdo intestinal, assim como pode ser devido a sinalizacdo de inflamacéo no intestino, uma
vez que um dos resultados da inflamacé&o ativa no intestino é a conversdo de moléculas de oxi-
génio em ERO por células imunes, como a atividade da Mieloperoxidase em neutréfilos
(BEDARD; KRAUSE, 2007). Vale ressaltar que esse uso exacerbado de Oz por parte das célu-
las imunes pode gerar um ambiente de hipoxia no tecido, levando também a disfuncbes mito-
condriais (BEDARD; KRAUSE, 2007; CAMPBELL; COLGAN, 2019).
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E proposto que a resposta a danos no intestino e também a inflamagc&o a nivel sistémico
se da atraves da ativacdo do arco reflexo anti-inflamatdrio colinérgico, e que o baco pode inter-
mediar essa resposta. Nesse sentido, investigamos no baco a expresséo do receptor nAChR a7
e de Nrf2, uma das proteinas finais da via sinalizada pela ativacdo desse receptor. Entretanto,
nenhuma alteracdo foi encontrada entre 0s grupos experimentais no presente trabalho. Nesse
sentido, vale destacar que achados recentes indicam que pode ocorrer a resposta anti-inflama-
toria colinérgica direta do nervo vago no intestino, assim como ha indicios de que o préprio
SNE seria capaz de sintetizar e liberar ACh no meio, com o objetivo de responder a insultos
inflamatorios. Corroborando com isso, 0 presente trabalho mostrou um aumento na expressao
denAChR a7 no colon proximal induzida apenas no grupo concussao sedentério, o que pode
ser interpretado como uma resposta compensatéria ao dano intestinal induzido pelo protocolo,
uma vez que o receptor é principalmente expresso em macréfagos intestinais. Da mesma forma,
as concussdes recorrentes também induziram a um aumento na atividade da Acetilcolinesterase
(AChE), enzima responsavel pela degradag&o da ACh na fenda sinaptica e que tem seu aumento
de atividade na periferia apontado como um marcador de inflamagdo (CARDOSO et al., 2014).
Tais achados podem ser interpretados como um aumento da descarga colinérgica por parte do
SNC através do arco reflexo colinérgico, tanto como do SNE, no intuito de combater o dano
local induzido pelas concussdes recorrentes nos animais sedentarios, e que tal dano néo foi, ou
ainda ndo é, suficiente para desencadear uma resposta anti-inflamatoria colinérgica a nivel sis-
témico, a ponto de modular o baco.

A atividade aumentada da acetilcolinesterase no colon pode ser analisada através de dois
pontos de vista: 1) pode indicar uma alta liberacdo/ligacdo de ACh em seus receptores para
combater a inflamacéo local ou I1) pode estar prejudicando a ligacdo da ACh com seus recep-
tores. O que nos sugere que a atividade aumentada da AChE no co6lon proximal pode estar
impedindo a ligacdo do neurotransmissor com seus receptores € a resposta anti-inflamatoria, €
a tendéncia da diminuicdo na atividade da enzima Na+K — ATPase no grupo concussao seden-
tario, uma vez que ja é bem estabelecido pela literatura que o aumento da ligagédo da acetilcolina
com seus receptores nicotinicos e muscarinicos no intestino levam a um aumento da atividade
dessa enzima (AGRAWAL et al., 2020; BADER et al., 2017), ja que todo o balanco de proces-
sos absortivos e secretdrios de ions dependem da Na*K*-ATPase da MBL (RAO, 2011).

Na literatura, o uso de inibidores da enzima AChE e/ou agonistas do receptor nicotinico
de acetilcolina alfa 7, como € o caso dos farmacos Galantamina e Pyridostigmine, tem se de-
monstrado efetivo no tratamento de modelos de inflamacéo intestinal, como a colite ulcerativa

e também de doenca de chron (WAZEA et al., 2018). O presente protocolo de exercicio fisico,
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quando combinado com as concussdes, foi capaz de reverter a atividade da enzima acetilcoli-
nesterase em nivel de controle, bem como de aumentar a atividade da enzima Na*,K*-ATPase
quando comparados 0s grupos concussao exercicio e concussao sedentario. Tais resultados con-
cordam com as propostas anteriores e fortalecem os indicios de atuacdo do exercicio fisico na
protecdo/limitacdo das alteraces induzidas pelas concussdes recorrentes no célon proximal,
uma vez que animais do grupo Concussdo Exercicio ndo tiveram o mesmo aumento na lipope-
roxidacdo e nem da expressdo de receptores nicotinicos de acetilcolina alfa7 como os animais
do grupo concussao sedentario.

O presente protocolo de natacéo aplicado foi capaz de aumentar, perse, a expresséo total
da proteina AMPK, demonstrando que um efeito classico do exercicio fisico de cunho aerébico
no musculo esquelético (PENGAM et al., 2020) também ocorre no intestino. Porém, tal efeito
de aumento da AMPK ¢é perdido quando combinado com a concussdo. Da mesma forma de-
monstramos, pela primeira vez na literatura, que o exercicio fisico aumenta a expressdo do 5-
HT4R no célon proximal de ratos, e que esse aumento ndo € perdido quando combinado com
as concussoes recorrentes. O papel do neurotransmissor 5-HT é fundamental para a integragéo
dos movimentos secretdrios e o transito intestinal, atuando através dos receptores SHT3R e
5HT4R (RAO, 2011). Mais especificamente, 0 5SHT4R tem sido amplamente apontado como o
principal receptor por onde a serotonina desempenha seu papel benéfico no intestino
(AGRAWAL et al., 2020). Estudos recentes em modelos animais apontam um papel chave
desse receptor ndo apenas nos movimentos gastrointestinais, mas também na neurogénese e
sobrevivéncia dos neurdnios entéricos (LIU et al., 2009), e o uso de agonistas de 5SHT4R de-
monstram uma reducao da inflamacdao intestinal apds cirurgias em camundongos por estimular
a atividade colinérgica no intestino (STAKENBORG et al., 2019). Além disso, esse receptor
vem sendo apontado como um possivel alvo terapéutico para o tratamento de disfungdes gas-
trointestinais associadas a depressdao (AGRAWAL et al., 2020). O achado do presente trabalho
aponta mais um possivel mecanismo de acdo dos beneficios do exercicio fisico, e suporta a
ideia de uso do exercicio como uma intervencao ndo farmacoldgica para o tratamento de mor-
bidades intestinais. Além disso, 0 aumento da expressdo do 5SHT4R pode estar por tras do au-
mento da atividade da enzima Na+/K+ -ATPase, justamente por esse receptor mediar movi-
mentos de contracdo/relaxamento, levando a troca de eletrélitos no intestino (AGRAWAL et
al., 2020; RAO, 2011).

Entretanto, somente no grupo Concussao Exercicio foi observado o aumento expressivo

da proteina Nrf-2 total no célon proximal, e isso se deu em relacdo a todos 0s outros grupos
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experimentais. O Nrf-2 é um importante fator de transcri¢do, que quando fosforilado é translo-
cado ao nucleo celular para sinalizar a transcricdo de enzimas antioxidante endégenas em res-
posta ao estresse oxidativo (MALLARD et al., 2020). Em modelos experimentais de TCE, a
presenca do Nrf-2 no intestino é apontada como de extrema importancia para a limitagdo de
danos inflamatérios e lesivos na mucosa, como foi demonstrado por Jin et al. (2008) ao usar
camundongos que n&do expressavam o fator de transcrigdo Nrf-2(JIN et al., 2008). Ao fazer uso
de Tert-Butylhydroguinona (tBHQ), um composto que exerce um grande efeito antioxidante
através da promocao da translocacdo do Nrf2 para o nucleo, Jin et al (2009) mostrou que a
ativagdo do Nrf-2 protege a mucosa intestinal do jejuno, diminuindo os niveis de citocinas pro-
inflamatorias bem como o processo de apoptose, e inibindo a ativacdo do fator de transcri¢do
NF-kB(JIN et al., 2009).

E importante ressaltar que o resultado obtido no presente trabalho se refere apenas ao
aumento da expresséo total do Nrf-2, sem definir o quanto desse total esta fosforilado/no nu-
cleo. Além disso, no presente trabalho ndo foi encontrado alteracéo significativa na expressao
da enzima antioxidante SOD2, que € uma das enzimas que o Nrf-2 sinaliza para transcrever
quando realiza sua a¢do no nucleo (MALLARD et al., 2020). Entretanto, vale ressaltar que esse
aumento do Nrf-2 total, assim como todos os outros resultados, € visto 7 dias apos a Ultima
inducdo a concussao e de realizacdo do protocolo de natacdo, evidenciando que esse aumento
na expressdo total do Nrf-2 persiste no intestino desses animais.

Os achados do presente trabalho podem indicar que o exercicio fisico combinado a con-
cussdes, no nosso modelo de concussdes e de janela de tempo entre as mesmas, induz a uma
melhora na capacidade de neutralizar as ERO em situacdes de dano no célon proximal, e que
essa protecdo evita alteracdes no sistema colinérgico entérico, bem como pode ser mediada pelo
aumento da expressao de Nrf-2 total, possibilitando o aumento da sua fosforilagdo em momen-
tos de estresse, 0 que pode explicar a limitacdo da lipoperoxidacdo e a manutencdo da capaci-
dade antioxidante total no grupo concussao exercicio. Entretanto, mais estudos se fazem neces-
sarios para melhor elucidar os mecanismos por tras desse aumento da expressdo do Nrf-2, bem
como o desfecho desses efeitos em outras vias de comunicacdo entre cérebro e intestino apds
episadios recorrentes de concussdes. Ressaltamos também a importancia de maiores estudos
sobre diferentes janelas de tempo entre as concussdes no contexto de pratica de exercicios.

Forcas mecanicas induzidas pelo TCE no encéfalo, como a tenséo de cisalhamento, po-
dem ativar mecanorreceptores emastrocitos, ocasionando o influxo de célcio e a secre¢do de
glutamato e ATP. Essa reacdo ativa 0 astrocito e inicia a sinalizacdo para o recrutamento de

outras células imunes para o local do dano. O astrdcito reativo de forma aguda é importante na
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cicatrizacdo do dano tecidual, mas quando hiperativado, principalmente de forma cronica, re-
presentam uma resposta neuroinflamatéria maléfica, bem relacionada com a fisiopatologia das
concussoes recorrentes. O resultado encontrado no presente trabalho vai de encontro com o
achado de Angoa-Pérez et al. (2020) que mostra que, de forma aguda, 20 concussdes recorrentes
(1 por dia) ndo alteram a reatividade de astrocitos em camundongos. Entretanto, no trabalho
citado, os sinais de ativacdo patoldgica de astrocitos se desenvolveram com o tempo, mostrando
diferenca estatistica 45 dias apds o fim das concussdes recorrentes e se mantendo assim até 90
dias apds (ANGOA-PEREZ et al., 2020). Isso nos oferece indicios de que as alteracdes a nivel
intestinal induzidas pelas concussdes recorrentes encontradas no presente trabalho podem se
manifestar sem que ocorram alteracGes na ativacdo de astrocitos em camadas superficiais do
cortex cerebral até 7 dias apds a ultima concussdo. Os presentes achados dissociam os efeitos
de concuss0es recorrentes e do exercicio fisico em diferentes 6rgéos, e podem ampliar os hori-
zontes na busca de novos marcadores para a concussao, assim como o entendimento da janela

de vulnerabilidade a um novo insulto em 6rgéos periféricos.
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6 CONCLUSAO

Em suma, os resultados parciais deste presente estudo revelaram que as concussoes re-
correntes por queda livre de peso induzidas na fase jovem de vida de ratos wistar sdo capazes
de alterar parametros bioquimicos e moleculares no colon proximal dos mesmos sem que ocor-
ram alteracdes no nivel de cortex cerebral e 0 envolvimento do bago na resposta ao dano, e que
a combinacéo das concussdes com o exercicio fisico é capaz de modular positivamente algumas
dessas alteracdes induzidas no célon. O modelo de concuss@es utilizado induziu a um aumento
na lipoperoxida¢do, na expressdo de nAChR a7 assim como na atividade da enzima Acetilco-
linesterase no colon. Entretanto, 0 mesmo protocolo ndo foi capaz de modular perse a atividade
da enzima Na+, K+ - ATPase, a expressdo das proteinas NRF2, AMPK e SOD2, bem como
néo exerceu efeito sobre o estado nitrosativo intestinal, avaliado através da expresséo de 3-NT
e iINOS.

O protocolo de exercicio fisico utilizado se mostrou eficiente em aumentar perse a ex-
pressdo da proteina AMPK, e, quando combinado as concussdes, evitou um aumento dos niveis
de MDA, bem como do receptor colinérgicos analisado, além de reverter o aumento da ativi-
dade da acetilcolinesterase e evitar a queda da capacidade antioxidante total. Além disso, ani-
mais que sofreram concussao e praticaram exercicio fisico mostraram um aumento da expressdo
do receptor 5SHT4R e na atividade da enzima Na+,K+ ATP-ase em relacdo aos sedentarios que
sofreram concussdes, e também um aumento na expressao da proteina Nrf-2 em relacao a todos
0S grupos experimentais. Tais achados indicam que o dano secundéario de concussdes recorren-
tes ndo se limita apenas ao SNC, e que as alteracGes a nivel intestinal podem preceder danos ao
cortex, o que pode mudar a forma de ver a janela de vulnerabilidade a um segundo insulto e o
tempo de retorno a praticas esportivas que envolvem o risco de concussdes, uma vez que ndo
apenas o cérebro pode ser alvo dos danos. Além disso, a pratica regular de exercicio fisico
diminui o tempo da janela de vulnerabilidade do intestino, para um novo insulto.

Por fim, a compreensdo de como as concussdes recorrentes afetam, ndo s6 o0 SNC, mas
também orgaos periféricos, como o célon proximal e o baco, pode ser uma nova alternativa
para o desenvolvimento de tratamentos efetivos para o dano secundério e de possiveis doencas
psiquiatricas e neuroldgicas induzida por traumas repetitivos, sendo necessario que mais estu-
dos sejam feitos a fim de ajudar na compreensdo da comunicagdo que existe entre concussdes-

cérebro-periferia.
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CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada “EFEITO DE CONCUSSOES RECORRENTES ASSOCIADAS A PRATICA DE EXERCICIO FISICO NO
EIX0 DE EUMUNICAL‘,}E.D BIDIRECIONAL ENTRE CEREBRD E INTESTING DE RATOS®, protocolada sob o CELM n¥ 9334091219 o pexer),
sob & responsabllidade de Lulz Fernando Frelre Royes g eguipe; Douglas Buchmann Godinhg - gue envalve a produgao,
mianutencio ejou utilizacio de animals pertencentes a0 filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
clentifica ou ensing - estd de acordo com oS preceitos da Lel 11.794 de B de outubro de 2008, com o Decreto 6.699 de 15 de julho
de 20049, bem como com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), & fol
aprevada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Maria (CEUA/UFSM] na reunido de
28/0a72020.

‘We certify that the proposal "EFFECT OF RECURREMT CONCUSSIONS ASSOCIATED WITH PRACTICE OF PHYSICAL EXERCISE IN THE
BIDIRECTIONAL COMMUNICATION AXLE BETWEEN BRAIN AMD INTESTINE OF RATS", utilizing 112 Heterogenics rats {112 males),
protocal number CEUA 9334091219 oo eoren, under the responsibllity of Luiz Fernande Frelre Royes and team; Douglas
Buchmann Godinho - which invalves the production, maintenance andlor use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for sclentific research purposes or teaching - Is In accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of uly 15, 2009, as well as with the rules (ssued by the National Council for Controd of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committes on Animal Use of the Federal University of Santa Maria
{CEUAJUFSM] in the meeting of D4/28/2020.

Finalidzde da Proposta: Pesquisa
Wigéncla da Proposta: de 0572020 a 0272021 Area: Departamenta de Bloguimica E Blalogla Molacular

Origem: Biobéria Central UFSM
Espécie:  Ratos heterogénicos sewg: Machos idade: 303 30 dias N: 112
Linhagern: ‘Wistar Peso: a60aBlg

Local do experimento: Laboratdrio de Bloguimica do Exercicio, CEFD, Predio 51.
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