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O traumatismo cranioencefalico (TCE) atinge milhdes de pessoas anualmente, e grande parte da
populacéo atingida sdo jovens na fase da adolescéncia, na maioria das vezes acometidos pelo evento
em esportes radicais e de contato. De fato, a concussdo anteriormente era classificada como um TCE
leve, mas, estudos relatam que ela tem identidade prdpria, ativando cascatas neuroguimicas similares a
de doencas neurodegenerativas. Deste modo, mediadores inflamatorios produzidos pela constante
ativacdo da micrdglia, podem ativar cascatas de sinalizacbes que podem induzir a uma
hiperfosforilacdo da principal proteina estabilizadora de microtubulos neuronais, a tau, ocasionando
desestabilizacdo nos mesmos e consequentemente, tornando inefetivo o transporte de varias moléculas
ao longo do axénio, como é o caso do BDNF. Este por sua vez pode ter sua liberagdo comprometida
na fenda sinaptica, ocasionando em uma diminui¢do na transcricdo do principal gene relacionado a
memoria CREB. Outra possivel via afetada pelas concussdes é a colinérgica, na qual a diminuicéo de
seu neurotransmissor acetilcolina culmina na diminuicdo da via de ativagdo de CREB. Sabe-se da
relacdo entre a 0 aumento da atividade da Acetilcolinesterase e a diminuicdo da atividade da enzima
Na*K*ATPase, ocasionando déficit cognitivo. Portanto, objetiva-se o entendimento destas vias para a
elucidar os mecanismos relacionados a memdria de ratos na fase adulta, acometidos por concussfes
recorrentes (CR) durante a fase jovem. Ratos wistar com 35 dias serdo submetidos a sete CR com
intervalo de 24horas cada, sendo submetidos a testes comportamentais relacionados a cognicéo,
ansiedade e déficit motor até sete dias e reavaliados novamente em até 40 dias apds a Ultima
concussdo. Deste modo, analises enzimaticas ex-vivo serdo realizadas, bem como expressdo das
principais proteinas envolvidas na memdria. Como resultados, espera-se que as CR ocasionem uma
hiperfosforilagdo da tau, culminando em prejuizo cognitivo. Resultados prévios mostram déficit
cognitivo na fase aguda, perdurando na idade adulta, bem como nenhum déficit motor. Portanto, o
possivel envolvimento de mediadores inflamatérios pode estar a contribuir neste dano de memoria.
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1. INTRODUCAO

O traumatismo cranioencefalico (TCE) é classificado como uma alteracdo na
funcéo cerebral causada pela aplicacdo de uma forca externa (MENON et al., 2010).
Estudos epidemiolodgicos indicam que nos EUA aproximadamente 2.2 milhdes de pessoas
sofrem TCE anualmente (BARRIO et al., 2015), de acordo com o CDC (Center for
Disease Control) foram gastos em 2010 aproximadamente U$76.5 bilhdes com TCE
(FAUL e CORONADO, 2015). Anualmente, mais de 42 milhGes de pessoas em todo o
mundo sdo acometidas por este evento, com elevada prevaléncia de morte entre criangas e
jovens adultos (BAKER et al., 2008; GARDNER e YAFFE, 2015). Além disso, 0 himero
de criancas e adolescentes entre 0 e 14 anos que deram entrada em departamentos de
emergéncia nos EUA ap6s o TCE se aproxima de 500 mil pessoas entre os anos de 2002 e
2006 (CORONADO et al., 2012).

Corroborando com os dados acima, recentes estudos revelaram que cerca de 13,2
% dos alunos praticantes de esportes no ensino médio nos EUA séo vitimas de concussdes
recorrentes e comegcam a apresentar sintomas comportamentais a longo prazo tais como:
ansiedade, agressividade e memdria (CASTILE et al., 2012; KONRAD et al., 2011). No
Brasil, os homens sdo mais acometidos por TCE do que as mulheres (ELOIA et al., 2013),
sendo que a maior parte das internacfes se concentra na regido sudeste (43%). Individuos
do sexo masculino representam 81,5% do total dos casos, sendo que 53% possui faixa
etéria entre 14-35 anos (FERNANDES, 2010). No Ceard, 87% dos registros por TCE na
Santa Casa no periodo de 2010 a 2011 eram homens, sendo que 18,1% representavam a
faixa etaria entre 10 e 20 anos de idade (ELOIA et al., 2013). Paralelamente com esses
dados, no pronto-socorro de Pelotas/RS, 44,3% das vitimas de TCE atingidas no periodo
de um més, tinham menos de 15 anos (SANTOS et al., 2013). Entretanto, no Brasil ha uma
caréncia de dados epidemiologicos a nivel nacional que envolva o TCE e a popula¢do mais

jovem.

Em relacéo a leséo ocasionada pelo TCE, pode-se dividir em duas fases, o dano
primario, momento em que ha lesdo no encéfalo por movimento de
aceleracdo/desaceleracdo ou fratura Ossea, e 0 dano secundario, consequéncia do dano
primario, englobando as cascatas neuroquimicas ap6s o TCE, podendo ser vista em horas,
dias e até mesmo anos apos o evento. Quanto a classificacdo de gravidade do TCE, €
comumente feita através de indicadores clinicos que avaliam o nivel de consciéncia dos

pacientes, um exemplo é a Escala de Coma de Glasgow (ECG), amplamente utilizada



imediatamente apds o incidente (TEASDALE e JENNETT, 1974). O TCE ¢ dividido em
trés categorias: grave, moderado e leve (SAATMAN et al., 2008). Até entdo, a concussao
era classificada na categoria de TCE leve (TCEL), porém, sugere-se que ela tem identidade
prépria, e que ndo necessariamente, leve a perda da consciéncia e demonstre anormalidade
no padrdo estrutural de imagem, como as demais categorias, mas que pode resultar em uma
cascata fisiopatoldgica complexa, principalmente na populagdo mais jovem (GRAFF e
CAPERELL, 2016; MCCRORY et al., 2013).

E valido ressaltar que ha diferenca nas caracteristicas do cérebro de adultos e
criancas, devido ao grau de mielinizacdo diferenciado existente nas divergentes idades
(SEMPLE et al., 2016). Além disso, mudancas na mielinizacdo ao longo do tempo estdo
subjacentes a um aumento progressivo da substdncia branca no cérebro em
desenvolvimento (GIEDD et al., 1999; TASKER, 2006). Nesse sentido, em adultos, a
concussédo ocasiona lesdo axonal difusa, implicando em perturbacdes na membrana axonal,
bem como a provavel diminuicdo de mielina e atrofia da substancia branca, podendo ser
atribuida a lesdo tardia. Em jovens e criancas, as lesdes axonais difusas sdo normalmente
atribuidas a esportes de contato, acometendo o cérebro durante uma fase de crescimento e
mielinizacdo ainda em fase de desenvolvimento, ocasionando diminuicdo na organizacao
neuronal (EWING-COBBS et al., 2008; MCCRORY et al., 2013; TASKER, 2006).

A concussdo, objeto de estudo do presente projeto, mostra grande incidéncia na
populacdo jovem, cerca de 32% do total dos casos de concussdo ocorrem entre dez a
dezenove anos de idade (ZHANG, A. L. et al., 2016). Neste contexto, pacientes jovens
acometidos pela concussdo podem apresentar uma interrup¢do em seu desenvolvimento
normal, sendo uma das principais causas de incapacidade (FIDAN et al., 2016; MEEHAN
e MANNIX, 2010; PULLELA et al., 2006; SCHNEIER et al., 2006)

Dentre as consequéncias da concussdo, pode-se citar os prejuizos a longo prazo
em habilidades cognitivas (déficit no funcionamento intelectual, atencdo, memoria,
linguagem, habilidades visuais-espaciais e executivas) (MCCRORY et al., 2013). Neste
contexto, o déficit cognitivo apds a concussdo é de extrema importancia, visto que as
alteracbes de memoria podem estar presentes durante todo o desenvolver do quadro
neuroldgico. Na fase inicial, ap6s uma concussdo, 0 paciente pode apresentar amnésia
(CANTU, 1998; MCCRORY et al., 2013). Na fase crbnica, as preocupaces Ssdo
normalmente associadas com o aumento da distracdo, comprometendo a atencdo, memoria

de trabalho e recuperacédo de informacdes, ou seja, ocasionando dano cognitivo (FLYNN,



2010; MANNIX et al., 2014; QIN et al., 2016).

Além do dano cognitivo relacionado a piora da memdria, bem relatado nos
pacientes, a neuroinflamacao cronica tem sido mostrada por influenciar nesse processo de
retencdo de informagdes (COLLINS-PRAINO e CORRIGAN, 2017; LI et al.,, 2003;
MOUZON et al., 2014). Desse modo, sugere-se que concussdes recorrentes simulam
respostas similares as vistas em um insulto de TCE moderado no cérebro no que diz
respeito a neuroinflamacdo (FADEN et al., 2016). Em um cérebro saudavel a micréglia
funciona como um macréfago (KIERDORF e PRINZ, 2017). Ela tem uma variedade de
funcgdes no encéfalo, incluindo o reparo do sistema nervoso central (SNC) e a mediacdo da
resposta imune contra infec¢es (KIERDORF e PRINZ, 2017). A microglia rapidamente
se torna ativada em resposta ao dano no SNC. Dependendo da natureza do estimulo, a
microglia pode levar uma série de estados de ativacdo, que correspondem a alteragdo da
sua morfologia, expressao e funcdo génica (DONAT et al., 2017). Ha evidéncias que a
ativacdo precoce da microglia ap6s o TCE pode contribuir para a restauracdo da
homeostase no cérebro (DONAT et al., 2017). Por outro lado, ficando ativada de forma
crénica, como em concussoes recorrentes (CHERRY et al., 2016; FIDAN et al., 2016;
MANNIX et al., 2014), permanecendo com o feno6tipo ameboide denominado M1,
liberando mediadores pro-inflamatdrios dentre eles a citocina IL-1f , que podem resultar
em danos neuronais e contribuindo potencialmente para a neurodegeneracdo (DONAT et
al., 2017); LOZANO et al. (2015); (MANNIX et al., 2014). Corroborando com essas
afirmagdes, a IL-1B vem sendo relacionada com a hiperfosforilagdo da proteina tau (p-tau)
(L1etal., 2003; SHENG et al., 2000).

Em jogadores de esportes de contato que sofreram concussGes recorrentes, ao
longo da vida, € bem descrito o desenvolvimento da Encefalopatia traumatica crénica
(ETC), caracterizada pelo acumulo de agregados da proteina fosfo-tau (p-tau) (HUBER et
al.,, 2016; OMALU et al.,, 2010). A proteina tau frequentemente promove ciclos de
afastamento e ligacdo (sendo fosforilada e desfosforilada), nos microtibulos axonais, que
s80 necessarios para a estabilizacdo dos mesmos e posterior transporte axonal efetivo
(TERWEL et al., 2002). Em contraponto, uma vez hiperfosforilada, a proteina p-tau forma
aglomerados da propria proteina, o que gera significante desestabilizagdo dos microtubulos
e por consequéncia, compromete o transporte axonal entre 0 soma e a sinapse (BUNKER
et al., 2004; HANGER et al., 2009; LINDWALL e COLE, 1984; MEDINA et al., 2016).

Dentre as diversas formas de fosforilacdo da proteina tau, experimentos em cultura de



neuronios demonstraram que a IL-1f mas ndo TNF-a desempenha papel chave nesse
processo, onde a hiperfosforilacdo da tau é supostamente mediada pela proteina quinase
ativada por mitogeno (p38 MAPK) (COLLINS-PRAINO e CORRIGAN, 2017; LI et al.,
2003; SHENG et al., 2000).

Levando em consideracdo essas informacdes, sabe-se que diversas moléculas sdo
dependentes de um transporte axonal efetivo até o seu local de liberacdo, séo elas:
moléculas de sinalizacdo, constituintes celulares e fatores troficos, como o fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) (BALLATORE et al., 2007).

O BDNF é uma neurotrofina essencial em processos neurofisioldgicos e esta
envolvido na sintese e formacdo de proteinas dendriticas, além disso, a sua via de sinalizacdo
é de fundamental importéncia, visto que esta bem relacionada com mecanismos de formacéo
de memoria e cognicdo (BRAMHAM e MESSAOUDI, 2005; BRAMHAM et al., 1996;
FOLTRAN e DIAZ, 2016; HELDT et al., 2007; KANG et al., 1996; MESSAOUDI et al.,
1998; REICHARDT, 2006; SASI et al., 2017; SOULE et al., 2006; SUZUKI et al., 2011;
TAO et al., 1998). Para isso, 0 BDNF é sintetizado no reticulo endoplasmatico como pre-pro-
BDNF, que é entdo clivado a pro-BDNF, sendo transportado para o complexo de Golgi para
separacdo em vesiculas secretoras, onde pode ser convertido em BDNF maduro (mBDNF)
intracelularmente no trans-Golgi (GREENBERG et al., 2009; LEAL et al.,, 2017). Ha
evidencias que, apds a incorporacdo do BDNF em vesiculas, as mesmas podem ser
transportadas por proteinas associadas aos microtibulos, para os neuritos de neur6nios
hipocampais (PARK et al., 2008). Sob estimulo de influxo de ions Ca?*, o mBDNF ¢ liberado
na fenda sinaptica (HARTMANN et al., 2001; MATSUDA et al., 2009), ligando-se em seu
receptor tirosina kinase B (TrkB), levando a autofosforilacdo de seus residuos de tirosina no
dominio intracelular e subsequente ativacdo de vias relacionadas a ERK, fosfolipase C-y e
fosfatidilinositol 3-quinase (MIZUNO et al., 2003; REICHARDT, 2006). Estas vias regulam
a fosforilagdo da proteina ligante ao elemento de resposta ao AMP ciclico (CREB), ativando a
transcricao de genes envolvidos na consolidacdo da memodria.

De fato, o0 mBDNF é descrito por promover vias de sinalizacdo que regulam a
transcricdo de genes que estdo envolvidas na plasticidade sinéptica, aumentando a
potencializagdo de longo prazo (LTP) (LU, 2003; MINICHIELLO, 2009; POO, 2001;
THOENEN, 2000). A LTP consiste em fases distintas envolvendo complexos mecanismos
moleculares, onde a fase inicial (E-LTP) dura entre 2 e 3 horas, e a fase tardia (L-LTP), dura

varias horas, dias e semanas, requerendo sintese de novas proteinas, assim a LTP tem sido



identificada como a primeira candidata a mediar mudancas na memoria (LYNCH, 2004).
Levando estes fatores em conjunto, um transporte axonal inefetivo, contribuird para a
diminuicdo da liberacdo de BDNF e consequente diminuicdo da sua interacdo com seu
receptor TrkB no neurbnio pos-sinaptico, ocasionando prejuizos na plasticidade sinaptica,
inibicdo da arborizacdo dendritica e por fim déficit cognitivo apds as concussdes recorrentes
(BALLATORE et al., 2007; GAO et al., 2009; PARK et al., 2008).

Além dos efeitos bem relatados do BDNF sobre processos cognitivos, o sistema
colinérgico tem sido mostrado por também desempenhar um papel de extrema importancia
na transcricdo de genes relacionados a memoria. A acetilcolina (ACh), neurotransmissor
do sistema colinérgico, se liga a receptores muscarinicos e nicotinicos, realizando
importante papel sobre a memoria, através de cascatas de fosforilagdo, que levam ao
aumento de sinteses proteica e transcricdo de genes relacionadas a cogni¢do, como CREB
(ALREJA et al., 2000; CAREY et al., 2001; DUNNETT et al., 1987; FELDER, 1995;
RIEDEL, 2004; SHAYWITZ e GREENBERG, 1999; SUGISAKI et al., 2011; TIETJE et
al.,, 1990; VERMA et al.,, 2009). Estudos mostram que o bloqueio dos receptores
muscarinicos pela escopolamina induz déficit cognitivo similar ao observado na doenca de
Alzheimer (BARTUS et al., 1982; RIEDEL, 2004). Paralelamente com estes dados,
estudos mostram que o aumento da atividade da AChE esta associado com uma diminuicéo
da enzima Na*K*ATPase sobre comportamento cognitivo em doencas neurodegenerativas,
bem como diminuicdo da Na+K+ATPase ap6s 3 meses do dano em modelo de TCE
(KREUTZ et al., 2013; LIMA et al., 2008; ZHANG, L. N. et al., 2013).

A enzima Na*K*ATPase, uma proteina de membrana, é responsavel pela
manutencdo do gradiente eletroquimico responsavel pelos potenciais de repouso, acdo e
captacdo de neurotransmissores no cerebro (SKOU, 1988; STAHL e HARRIS, 1986), ela
sofre uma transi¢do conformacional onde trés ions Na* saem da regido intracelular para a
extracelular. A este passo, a enzima perde a afinidade com o ion Na* e se liga em dois ions
de K*, transportando-os do meio extracelular para o intracelular repolarizando as células
(JORGENSEN et al., 2003; SKOU, 1988). Recentes estudos sugerem que a diminuigédo
desta enzima apds 3 meses do TCE, pode estar associada com o déficit cognitivo (LIMA et
al., 2008; SHIN e DIXON, 2015a;2015b; ZAFONTE et al., 2012).

Consequentemente, jovens praticantes de esportes de contato estdo relacionados com o
acometimento de concussdes recorrentes (CASTILE et al., 2012). Desse modo, a inflamacéo

crénica ocasionada pela concusséo, tem sido associada com os danos em estruturas proteicas



que fazem parte do citoesqueleto nas células neuronais, os microtibulos (COLLINS-PRAINO
e CORRIGAN, 2017). Levando em consideracdo que, concussdes recorrentes podem
ocasionar uma hiperfosforilacdo da proteina tau, desestabilizando os microtubulos neuronais
gerando prejuizo no transporte de neurotrofinas e fatores de transcricio como o BDNF e
CREB (BALLATORE et al., 2007; DU et al., 2016; KANE et al., 2012; LUO et al., 2014;

MANNIX et al.,, 2014; PARK et al., 2008; PETRAGLIA et al., 2014). Neste contexto, 0
sistema colinérgico pode estar comprometido, devido ao aumento da atividade da AChE e
como consequéncia diminuicdo da ACh, minimizando outras cascatas envolvidas na
fosforilagdo de CREB (DRACHMAN, 1977; SHIN e DIXON, 2015b; SUGISAKI et al.,
2011). Estudos relacionam a piora da memdria com aumento da AChE seguido por
diminuicdo da Na*K*ATPase na doenga de Alzheimer, bem como essa diminuigdo € vista trés
meses ap6s um simples episédio de TCE (KREUTZ et al., 2013; LIMA et al., 2008).
Portanto, a concussdo pode ocasionar déficit cognitivo por mudangas proteicas no
citoesqueleto de neurdnios hipocampais, bem como irregular balanco enzimatico,
contribuindo para a nao fosforilagdo do principal fator de transcricdo, 0 CREB. Diante disso,
este modelo experimental de concussdo recorrente em ratos jovens com seus efeitos na fase
adulta, possibilitara um melhor entendimento das alteracbes neurogquimicas relacionadas ao

mecanismo inflamatério e de memoria na fase adulta.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito crbnico de concussdes recorrentes em ratos jovens sobre
mecanismos relacionados a memoria e o envolvimento da inflamagéo sobre estas vias na fase
adulta.

2.2 Objetivos Especificos
A) Auvaliar os parametros comportamentais relacionados a memoria e ansiedade;
B) Investigar se as concussdes recorrentes ocasionam déficit motor;

C) Analisar o peso e tempo de inconsciéncia dos animais durante o periodo de

concussoes;

D) Investigar se esse modelo de concussdo recorrente ativa a microglia na sua forma

ameboide, bem como a expressao de IL-1B, seu principal produto;

E) Analisar a expressao de proteinas relacionadas a memoria, tais como BDNF, TrkB, p38
MAPK, ERK e CREB;

F) Verificar a expressdo da proteina p-tau;

G) Determinar o envolvimento das enzimas Na*K*ATPase e AChE sobre mecanismos de

memoria;



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Serdo utilizados ratos Wistar jovens machos (35 dias), quais serdo mantidos em ciclo
claro-escuro de 12 horas (ciclo claro entre 7h00 e 19h00), em temperatura de 24 + 2° C, com
racdo comercial e agua ad libitum. Serdo alojados em caixas de polipropileno de 41x34x16
cm, qual possuem estrutura forte, com superficies internas regulares, de facil limpeza,
resistente a 4gua quente, detergentes e desinfetantes. Com higiene controlada e prevencgéo de
superlotacdo mantendo no maximo quatro animais por caixa. Os animais serdo divididos em
dois grupos, um grupo Sham (controle) e outro grupo concussdo. Projeto registrado no CEUA
UFSM sob numero 3740020616.

3.2 INDUCAO DE CONCUSSAO POR MODELO DE WEIGHT DROP

O modelo de concussdo recorrente sera feito pelo modelo de Weight Drop
desenvolvido em nosso laboratério, conforme (MANNIX et al., 2017; MARMAROU et al.,
1994), com algumas modificacOes, utilizando peso de 54g e altura de 71,1 cm. Os animais
serdo anestesiados com Isoflurano 2% e em seguida serdo submetidos ao processo de
concussdo, ap6s o contato do peso e o cranio do animal, o roedor sofrerd um impacto que
culminard em uma aceleracdo repentina de seu corpo, girando 180° e caindo na espuma da
caixa acrilica, ocasionando uma concussdo por aceleracdo/desaceleracdo. Antes da indugdo de
cada concussao, serd aplicado lidocaina tdpica na cabeca dos animais para minimizar a dor
pos-traumatica (MYCHASIUK et al., 2014). As concussdes serdo recorrentes durante sete
dias seguidos, com dois dias de recuperacdo poOs-traumatica para animais serem submetidos
aos testes comportamentais. O presente protocolo de concussdo totalizara nove dias. Apds
cada dia da concussdo, os animais serdo alojados em uma caixa limpa para recuperagéo em
uma sala aquecida, evitando possivel hipotermia. Os animais controle passardo pelo mesmo

processo, exceto a concussao. ,_I

L\

R

6

Figura 1. Modelo de Weight Drop
(fonte: Cassol, G., 2016)

Esponja
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3.3 VALIDACAO DA CONCUSSAO

Uma das formas de caracterizar a concusséo € através do monitoramento do tempo de
inconsciéncia do animal apds concussao (imediatamente apds a concussdo). Ele é associado

com o sintoma de concusséo e presenca de um TCE (MYCHASIUK et al., 2014)

3.4 TEMPO DE INCONSCIENCIA E PESAGEM

Imediatamente ap0s cada concussao 0s animais serdo colocados em um lugar limpo
para recuperacdo em posicdo de supinacdo. A laténcia que o animal demorar para sair da
posicdo de supinacdo e voltar para a posicdo de pronacao serd cronometrado (MYCHASIUK
etal., 2014).
Todos os animais serdo pesados diariamente do P33 ao P41, para mostrar que as concussoes

ndo prejudicam o ganho de peso destes animais.

3.5 DESENHO EXPERIMENTAL

Primeiramente os animais serdo submetidos a dois testes pré-concussdo, teste do
campo aberto e rotarod para avaliacdo da atividade locomotora. Apds animais serdo divididos
em dois grupos: | — Sham e II- concussdo, sendo que 0s animais do grupo sham passarao por
todos os procedimentos, exceto as concussdes. Os animais do grupo concusséao receberdo sete
concussdes, uma por dia durante sete dias consecutivos com intervalo de 24 horas cada. Apds
0s animais permanecerdo dois dias de repouso, para serem submetidos a bateria de testes
comportamentais citada abaixo.

No terceiro dia apds a Ultima concussdo, sera dado inicio a uma nova sequéncia de
testes comportamentais que incluem: teste do campo aberto, caixa de atividades, teste do
reconhecimento do objeto (RO), teste de labirinto em cruz elevada e Rotarod, para avaliar o
efeito agudo das concussdes recorrentes sobre parametros locomotores, cognitivos e

ansiedade, conforme o desenho experimental na figura 2.

P74

——|
meméria de trabalho L P75
|
P77
I
—— P78
Eutanasia L P79

Campo aberto
Cruz elevada e Rotarod
Rotarod

memdria longa e espacial

Figura 2. Desenho Experimental referente as avaliagGes comportamentais apos as concussdes recorrentes durante
a fase jovem dos animais.
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Para avaliar o efeito das concussdes recorrentes trinta e dois dias ap6s a ultima
concussdo, 0s mesmos animais submetidos as concussbes recorrentes serdo novamente
avaliados através dos mesmos testes comportamentais: teste do campo aberto, caixa de
atividades, teste do reconhecimento do objeto (RO), teste da Cruz elevada e Rotarod, na
mesma sequéncia anteriormente descrita, seguido de eutanasia no dia posterior ao Gltimo

<t X3

teste. g 2 @ ¥

3

o~ @
< =
o o

P42
P4
P4

I

Rotarod
Rotarod

| e
Recuperagio I
I
Campo aberto _I1P44

Campo Aberto e Rotarod
Cruz elevada e Rotarod

Concuss@o por Weight Drop =

Meméria de trabalha e Caixa de Atividades pemsm P45
Meméria longa e localizac&o

Figura 2. Desenho Experimental referente as avaliagBes comportamentais durante a fase adulta dos animais,
acometidos pelas concussdes na fase jovem.

Apds cada animal ser submetido a determinado teste, 0s objetos e o ambiente serdo
limpos com alcool 10%. Antes de cada teste os roedores serdo deixados ambientando na

respectiva sala no minimo uma hora antes de dar inicio aos testes comportamentais.

3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA E EXPLORATORIA
3.6.1 Campo Aberto

Os animais serdo colocados na area central de um campo aberto quadrado, que tem seu
chéo dividido em 9 areas iguais. O numero de passagem por quadrante (cruzamentos), bem
como 0 numero de respostas exploratorias dos animais (ficar sobre as patas traseiras) sera
registrado durante 5 minutos. No seu conjunto, estes parametros servirdo para avaliar a
atividade locomotora espontanea (PIETA DIAS et al., 2007).

3.6.2 Caixa de Atividades

A atividade locomotora serd monitorada sob condi¢bes de luz e som diminuidos. O
ensaio se deu em uma caixa de acrilico transparente (500x480x500mm) equipada com 16
sensores infravermelhos para a gravacdo automatica da atividade horizontal (Modelo EP149,
Insight Instrumentos LTDA, Séo Paulo, Brasil). Cada animal sera inicialmente colocado no
centro da caixa, permitindo sua mobilidade livre, sendo monitorado pelo sistema
automatizado da caixa. Os dados (distancia percorrida e velocidade) serdo recolhidos e

registrados durante 4 minutos.
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3.6.3 RotaRod

O teste consiste em dois treinos de cinco minutos com intervalo de 24 horas para o
teste. A sessdo de treino tem 10 tentativas e terminara quando o animal cair do rotarod (3,7cm
de diametro, velocidade de 8 rpm constante) ou depois de ter atingido o tempo de corte de 60
s. Sera concedido um tempo de repouso de 60 s entre cada tentativa. Na sessdo de teste de
dois ensaios de 300s cada um, serd realizado com um intervalo de 180s entre 0s ensaios
(WHISHAW et al., 2003).

3.7 AVALIAQAO COMPORTAMENTAL
3.7.1 Reconhecimento de objeto

O treino na tarefa de reconhecimento de objeto terd& como lugar a mesma arena
utilizada para o teste de campo aberto. O teste de campo aberto serd assim utilizado como
uma habituacdo para o teste de reconhecimento de objeto. O teste de reconhecimento de
objeto requer que os ratos lembrem de dois objetos de plastico que serdo previamente
familiarizados com o ambiente em que seréa realizado o teste, como previamente descrito (DE
LIMA et al., 2005). Vinte e quatro horas depois exploracdo arena, o treinamento sera
realizado colocando ratos individualmente no campo, em que dois objetos idénticos (objetos
Al e A2; brinquedos Lego). Serdo posicionados em dois cantos adjacentes, 9 cm das paredes.
Os animais serdo deixados para explorar 0s objetos até fechar 5 minutos. Em uma memoria de
curto prazo (MCP) o teste sera feito 1,5 horas ap6s formacdo, os ratos explorardo o campo
aberto durante 5 min na presenca de um familiarizado (A) e um novo objeto (B) (Figura 4).
Todos os objetos terdo semelhante texturas, cores e tamanhos, mas formas distintas. Um
indice de reconhecimento calculada para cada animal sera expressa pela relacdo de TB/(TA+
TB) [TA = tempo gasto explorando o objeto familiar A; TB = tempo gasto para explorar o
objeto B]. Entre ensaios 0s objetos serdo lavados com uma solucéo de etanol a 10%. Em uma
memoria de longo prazo (MLP) o teste sera feito 24 h apds o treino, 0s mesmos ratos
explorardo a arena durante 5 min na presenca do objeto familiar A e um novo objeto C. O
reconhecimento de objeto sera avaliado como teste de memdria de curto prazo. O tempo de
intervalo para os testes MCP e MLP foi escolhido com base em estudos anteriores que
caracterizam as vias neuroquimicas que medeiam a formacdo de MCP e MLP para
reconhecimento de objetos (DE LIMA et al., 2005) e outras tarefas em ratos (QUEVEDO et
al., 2004). Também sera avaliado a memdria de localizacdo (LOC). A exploracdo de objetos
pelo animal é tradicionalmente definida como aproximacdo da cabeca ao objeto a uma curta

distancia. A exploracédo sera definida como cheirar ou tocar no objeto com o nariz e/ou patas
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dianteiras. A maior exploragéo do novo objeto representa que o animal lembra que havia

outro objeto naquele lugar.

3.7.2 Cruz elevada

Este teste tem sido amplamente validado para medir a ansiedade em roedores
(PELLOW et al., 1985). O aparelho de labirinto em cruz elevado consiste de bracos
(comprimento: 50 cm, largura: 10 cm, altura do chdo: 50 cm) em uma forma em forma de
cruz e uma regido central (10 cm2). Dois dos bragos serdo fechados em trés lados por paredes
(altura: 50 cm), ao passo que o outros dois ndo serdo. Os bracos fechados ou abertos do
labirinto ficam de frente entre si. O labirinto € iluminado por uma luz fraca colocado acima da
plataforma central. Cada rato sera colocado no centro do labirinto de frente para um dos os
bracos abertos e o numero de entradas, o tempo gasto nos bracos abertos e 0 niumero de

mergulhos serdo registados em video (usando uma webcan) por um periodo de teste de 5 min.

3.8 ANALISES EX-VIVO

3.8.1 Eletroforese

3.8.1.1 Western blotting

Com intuito de verificar o0 mecanismo relacionado com a memoria de ratos adultos,
acometidos por concussdes recorrentes na fase jovem, analises de Western Blotting serdo
realizado de acordo com (GERBATIN et al., 2016), com algumas modificacdes. O tecido sera
homogeneizado a 4°C em tampdo de lise. Apds determinacdo da proteina total, sera
adicionado B-mercaptoetanol e em seguida as amostras serdo congeladas a -80C para
posterior analise. As proteinas serdo separadas por gel de eletroforese SDS-poliacrilamida
(10%) e entdo as membranas serdo coradas com Ponceau (0,1%), que servird como controle
da transferéncia. Cada membrana sera bloqueada com albumina de soro bovino (BSA, 5%)
em TBS-T por 1h. Em seguida, as membranas serdo incubadas a 4°C por 12h com anticorpos
primarios especificos para a determinacdo das proteinas (BDNF, TrkB, CREB, P-CREB,
IBAL, IL-1B, MAPK, ERK, ATS8 e B-actina). Apds, as membranas serdo incubadas com
anticorpo secundario em TBS-T contendo BSA por 1lh. Por ultimo, as membranas seréo
levadas ao fotodocumentador (Carestrem Molecular imaging — Gel Logic 6000 PRO) para a

captura da luminescéncia produzida pelo ECL (Pierce).
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3.8.2 Analises Bioquimicas
3.8.2.1 Acetilcolinesterase

A Atividade da AchE sera feita de acordo com o método de (Ellman et al., 1961). O
tecido serd homogeneizado em tampdo Medium | (0.32 M sacarose, 5 mM Tris—HCl e 0.1
mM EDTA) (1:10; w/v), e centrifugados em 2400 x g por 10 min para obtecdo do
sobrenadante. O homogenato (100uL) serd incubado em 1mL do Sistema (solucdo contendo
10 mM 5,5-ditiobis (2-dinitrobenzoic) acid (DTNB) (dissolvido em Tampdo phospato de
potassio pH 7.0), 100 mM Tampao fosfato de potassio pH 7.5) e agua (700 pl) por 2 min a 25
°C. Depois sera pipetado 200uL de Acetiltiocolina iodada (8 mM) no tubo. A atividade da
AChE sera lida a uma spectofotometria de 412nm e expressada em nmol/hora/mg proteina
(Wilhelm et al,. 2010)

3.8.2.2 Na*K*ATPase

A atividade da Na*K*ATPase sera realizada de acordo com o método descrito por
(RAMBO et al., 2013) com algumas modificacfes. Serd pipetado uma mistura contendo
TrisHCI pH 7,4 com Na*, K*, Mg e EDTA (200mM), amostra 10uG de proteina, nos pogos da
inibicdo da enzima sera pipetado ouabaina 8mM. Em seguida, a placa sera pré-incubada em
banho maria a 372, ap6s fechar este periodo, iniciard a reacdo com ATP 12mM por 20
minutos, finalizando a reacdo com acido tricloroacético 70%. A reacdo sera lida por método
colorimétrico utilizando molibidato 50mM diluido em H2SO4 6N para captacdo de fosfato
inorganico e para reacao de cor serd utilizado &cido ascérbico 8%, por fim seré lida a 620nM.

O volume final da reacdo é de 150uL.

3.8.2.3 Determinacéo proteica
O metodo de determinacdo proteica sera realizado de acordo com (BRADFORD, 1976)
utilizando como padrdo proteina do soro bovino (1mg/mL).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados comportamentais serdo avaliados utilizando o teste T de Student e quando
necessario, ANOVA de 1 via. Valores significativos serdo apresentados quando *p<0,05;
**p<0,01 e ***p<0,001, ***p<0,0001. O software utilizado serd o GraphPad Prism verséo
6.00.
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