UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL INSTITUTO DE CIENCIAS
BASICAS DA SAUDE PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS

BIOLOGICAS: BIOQUIMICA

Afonso Kopczynski de Carvalho

Sinalizacdo Neurotrofica e Bioenergética Mitocondrial: substratos de reserva cerebral

contra o traumatismo cranioencefalico

Porto Alegre, RS

2023



Afonso Kopczynski de Carvalho

Sinalizacdo Neurotrofica e Bioenergética Mitocondrial: substratos de reserva cerebral

contra o traumatismo cranioencefalico

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos- Graduagdo
em Ciéncias Biologicas: Bioquimica do Instituto de
Ciéncias Basicas da Satde da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul como requisito parcial para a obtengdo do

titulo de mestre em Bioquimica.

Orientador{a): Prof. Dr. Luis Valmor Cruz Portela.

Porto Alegre, RS

2023



CIP - Catalogagéo na Publicagéo

DE CARVALHO, AFONSO

Sinaliza¢do Neurotrdfica & Bioenergetica
Mitocondrial: substratos de reserva cerebral contra o
Egggmatismu cranicencefalico / AFONSO DE CARVALHO, --

120 E£.

Orientador: Luis Valmor Cruz Portela.

Dissertagdo (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Instituto de Cié&ncias Basicas da
Saide, Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias
Biologicas: Biogquimica, Porto Alegre, BR-RS, 2023.

1., Volume de exercicie. 2, Reservas cerebrais
induzidas pelo exercicio. 3. BDNF. 4. Bioenergética
mitocondrial. 5. Trauma crianio encefalico. I. Valmor
Cruz Portela, Luis, orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Ge Automitica de Ficha Catalogrifica da UFRGS com os
d‘:g:imnlnth-pinﬁdnutnﬁﬂ.




“0 sonho das pessoas nunca morrera! Existem trés coisas que nio podem ser interrompidas: o

sonho das pessoas, o fluxo do tempo € o conhecimento herdado,”

Gol D Roger



Agradecimentos

Inicialmente gostaria de agradecer a meus a familia, meus irmdos em especial a
Barbara, Marcinha e Marcelo foram sempre muito presentes e solicitos para me ajudar sempre
que necessario. Todos sempre dispostos a escutarem, entenderem o gue eu estou fazendo ¢ a
conversarem comigo sobre as possibilidades que surgem. Quero também agradecer aos meus
sobrinhos Alexandre, Davi e Guilherme, vocés sempre sdo um dos motivos de continuar
tentando buscar coisas novas ¢ me esforgar mais para continuar sendo alguém que vocés

admirem.

Quero agradecer ao meu pai ¢ minha mée por todo 0 amor e inspiragio que vocés me
ddo. Vocés sdo uma grande esperanca para eu ver que quando eu envelhecer posso continuar
me divertindo, aprendendo ¢ sendo feliz, porque sempre podemos buscar por mais felicidade.
Pai muito obrigado por ser um anjo para mim, uma pessoa compreensiva ao extremo, meu

maior fa, saiba que a reciproca é verdadeira, vocé é meu herdi!

(ostaria de agradecer ao pessoal da secretaria por todo o apolo que vocés dio para
que possamos nos focar inteiramente nos nossos projetos, agradecer por toda a velocidade a
que atendem a tudo que lhes é pedido. Em especial gostaria de agradecer a Cléia por sempre
realizar seu trabalho da maneira mais eficiente ¢ com um grande sorriso no rosto, sempre
sendo uma pessoa calorosa. Obrigado Giordano, apenas te colocar como alguém da secretaria
seria pouco! Obrigado por todo seu apoio, pelos churrascos, bebidas e conversas, vocé fol
muito importante para esse momento. A banca examinadora a professora Raquel, o professor
André e a professora Maria Rosa. Obrigado pelo tempo disponibilizado para ler esse trabalho,

seus comentarios com certeza me ajudardo a melhorar ainda mais na ciéncia.



Agradeco imensamente ao Laboratorio de Neurotrauma ¢ Biomarcadores, aqui foi
onde me encontrei, onde descobri uma paixdo que eu ndo sabia que eu tinha, onde estou ha
quase uma década! Nosso ambiente sempre foi um dos principais motivos de eu amar e querer
continuar na ciéncia, muito obrigado. Muitas pessoas passaram durante esse tempo ¢ me
ensinaram muito. Também as “meninas™ da Lisi e a professora Lisiane que dividem o
laboratorio com nés, muito obrigado. Agradego aos meus colegas de laboratério Jijo, Gabriela
(mais recentemente) e em especial a Vitoria que ajudou em diversos momentos com
conversas e apoio técnico. Preciso agradecer mais especificamente a dois grandes amigos que
o laboratorio me deu para a vida, Marcelo e Nathan por estarem dispostos e disponiveis para
experimentos, conversas, discussdes cientificas e sobre vida, obrigado por todos 0s momentos

de reflexdes ¢ dicas que vocés me dao.

Gostaria de agradecer a familia da minha esposa porque entraram na minha vida
recentemente ¢ me receberam muito bem, obrigado seu Airton, dona Maria e meus cunhados

Leticia e Felipe.

Muito obrigado também a familia do meu orientador, familia Portela, vocés a muitos anos me
tratam muito bem e com muita naturalidade, essa dissertagio foi feita principalmente durante
a pandemia e com isso diminuimos muito as vezes que nos vimos, porém sempre que tive o
prazer de vé-los foi incrivel. Em especial a Isabela ¢ a Elsa, muito obrigado a vocés.
Professor Roska, essa relagdo pra mim ja foi muito além de mentor ¢ mentorado, vocé é uma
inspiragdo de tantas maneiras que as vezes acho que vocé ndo sabe! Muito obrigado e esse
obrigado e para tantas coisas que fica dificil de elencar, no mesmo nivel que tu me faz sonhar
vocé também me tras para a realidade quando eu simplesmente perco o controle. Eu sempre

vou te lembrar que por mais que vocé goste de ser um pesquisador famoso que ninguém



conhece que mais perde com isso ¢ o mundo por nio te conhecer € ndo na ciéncia mas como

ser humano, eu te admiro e te agradego sempre!

Por ultimo a pessoa que me mudou, entrou no meu mundo antes de comecar essa dissertacio
¢ me conquistou ¢ me ensinou de tantas maneiras que nio sei descrever. Obrigado meu amor
que ndo se tornou apenas minha esposa nesse periodo mas se tornou em uma grande amiga
inspiradora. Vocé me impulsiona e motiva a querer mais ¢ a congquistar mais, vocé foi crucial
para esse trabalho ser finalizado e mais. Obrigado por tudo, obrigado por ser vocé e obrigado

por como vocé me faz ser. Eu te amo!



Lista de Figuras

Figura | —Causas de TOE. ...t iisras e e e s s ssassas e s s e s s sssssssesaesseans 17
Figura 2 — Epidemiologia do TCE. ..o s s s ssss s snse s s nss e e 19
Figura 3 — Fluxograma dos mecanismos f1s10patolOogICos. . ....ooiiieenirieeeiiiinsecessnseseenns 21
Figura 4 — Desestruturagao axomal........cc.ooeiiiieiiesiieseissoiseissssssssssssssssssssssssssssssssssssseses 22
Figura 5 — Dano mitoCOMATIAL ........ooviiiiieiiiiieiisseiissesssesssisssersssssssesssssssssssssssssssssssessssns 24
Figura 6 — Sinalizaciio BDNE ...ttt s s sss e ens 34
Figura 7 - Besumo Grafleo. ..ot eeessss e iiss s s s ssss s snae s s ssasssssnas 104



Lista de Abreviaturas

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

CA Campo Aberto

CCI Controled Cortical Impact
CX Cortex

DMSO Dimetilsulfoxido

ECGI Escala de Coma de Glasgow
EDTA Etilenodiamino tetra-acético
EIM Espaco Intermembranas

ERO Espécies Reativas de oxigénio
ETS Electron Transport System
FDA Food and Drug Administration
HC Hipocampo

HT Hipotilamo

HV Alto volume/ Higher volume
ICC Impacto Cortical Controlado
LV Baixo volume/ Lower Volume

MME Membrana mitocondrial externa



MMI Membrana mitocondrial interna

MWM Morris water maze

NCLX Mitochondrial sodium-calcium exchanger
OF Open Field

OCE Oxygen Consumption Ratio

SED Sedentirio/ Sedentary

STE Sistema de Transporte de Elétrons

TCE Traumatismo Crinio Encefilico



indice

L T 111 L PR 1.

T T 11 L Y K. |

BN 1 L PR |-

B LT Tt R I |

1.1 Trauma Cranio Encefalico....cocoieeviiriiiiiaaieieessmmnssssssssssnssnnnssslT

1.2 Mecanismos Fisiopatologicos 20

].l3 .I'l'atamerltﬂﬂ Parﬂ 0 TEII‘iil‘iil‘iil‘iil‘iil‘iil‘iil‘iil‘iil‘iil‘iiiiiiiiiiiiiiiiiiii#iiiz?

1.4 Reserva cogmitiva. . .cooiiieiiiiiiiiiiisiunissiciosesssisisasssasssssssasssssas 29

IR 05 s 1 S (. | |

I Dh_]etl't'ﬂuu.n R R L R R LR R T R R I T R R L LR T R F R T R T R T E R SRR T ttiititiitit32

2.1 Objetive Geral......ociiiiiiiiiiiniiiiniiniissmiissssssnsmmsssssssssssssssssssssdd

2.2 Objetivos especificos......... 33

2.2.1 Protocolos de eXercicio fiSic0...covveriiieiiiiinccciinecnnenc 33

2.2.2 Indugiio de TCE....cccciiiiiiiiiiiinimiissssmssnsssssassssasdd

2.2.3 Parimetros neuroquimicos neurotroficos..................33

2.2.4 Avaliacio mitocondrial.......c..cccvviiiiiiiiiininiisiiisinnees 33

2.2.5 Avaliacao perfil comportamental.........c.ccoviiiinninne. 33

10



Capitulo IT 34
Capitulo ITL.....oceiiiiiiiiiiminsiaassiasasssssassssmsssssasasssssssssssssssssnsssssnsssmssssnnsssansssdd
DI IS CUISSAD . e v vusinnenssasnnssasmssassossssssssnsssssssssssssssssssnsssssssssssmsssnsssssassassassssss o)
Figura Restmo...cccuciiiieiiiimmimiisississssissssmmssssssssssssssssssssssmsssssssssassassas L4
L1 (L1 SRR | |
| 3 3 T L TR ————— ||

REferEncias#ttl-iil-iil-iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiil-iil-iil-iitil-iil-iiiiiiiiiiiiiiiiititittii [(ETRTT] tiitiiil“?

1



Capitulo I

12



Resumo

A reducdo do suporte neurotréfico e o comprometimento da bioenergética mitocondrial sdo
mecanismos centrais que contribuem para a neurodegeneragio prolongada e o declinio
cognitivo apds  traumatismo  crinio  encefilico (TCE). Nossa hipotese ¢ que a
pré-condicionamento com diferentes volumes de exercicio fisico, melhora o eixo cAMP
response element-binding protein (CREB) e brain-derived neurotrophic factor (BDNF) e a
capacidade bioenergética mitocondrial. Esse aprimoramento poderia potencialmente servir
como uma reserva neural contra deficiéncias cognitivas apos um TCE grave. Em nosso
estudo, utilizamos um sistema com uma roda de corrida colocada na gaiola para
camundongos. Esses camundongos se envolveram em regimes de exercicio de menor volume
(LV, alternado 48 h roda livre ¢ 48 h roda bloqueada) ou maior volume (HV, acesso livre a
roda) por um periodo de trinta dias. Posteriormente, ambos os grupos LV ¢ HV passaram mais
trinta dias em suas gaiolas domésticas com a roda de corrida imobilizada antes de serem
sacrificados. Em contraste, o grupo sedentario teve sua roda de corrida consistentemente
trancada. Vale ressaltar que, para a mesma duragdo do exercicio, os treinos diérios
representaram um volume total maior em comparagido com o exercicio em dias alternados.
Para quantificar os diferentes volumes de exercicio, usamos a distincia total percorrida pelos
camundongos durante o exercicio voluntario como parametro de referéncia. Em média, o
grupo de exercicio LV correu aproximadamente 27.522 metros, enquanto o grupo de exercicio
HV percorreu cerca de 52.076 metros. Nossa investigacao principal se concentrou em avaliar
se ambos 08 protocolos de exercicio LV ¢ HV poderiam aumentar o suporte neurotréfico e
bioenergético no hipocampo, mesmo trinta dias apos o término do exercicio.
Independentemente do volume de exercicio, ambos os regimes levaram a melhorias notaveis

na sinalizagdo hipocampal envolvendo pCREB Serl133, CREB-proBDNF ¢ BDNF. Além
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disso, esses regimes de exercicio melhoraram a eficiéncia do acoplamento mitocondrial, a
capacidade em excesso e¢ o controle de vazamentos no hipocampo. Essas descobertas
estabelecem a base neurobiolégica para o conceito de reservas neurais. Para testar ainda mais
a resiliéncia dessas reservas neurais, expusemos os camundongos a um TCE grave, trinta dias
apos suas rotinas de exercicio. A taxa de mortalidade apos TCE grave fo1 significativamente
mais baixa nos grupos de exercicio LV ¢ HV (aproximadamente 20%) em comparacio com o
grupo sedentario (40%). Importante, os regimes de exercicio, seja LV ou HV, mantiveram
aprimorada a sinalizacido hipocampal e a funcionalidade mitocondrial mesmo diante de um
TCE grave. Essas adaptagdes atenuaram os déficits de aprendizagem espacial ¢ memdria
induzidos pelo TCE. Em resumo, o pré-condicionamento com regimes de exercicio de menor
¢ mailor volume leva ao desenvolvimento de reservas neurais como CREB-BDNF e
bioenergéticas de longa duragdo. Essas reservas desempenham um papel crucial na
preservacido da memoria apos um TCE grave, e proporcionam substratos neurobiologicos para

prevencdo de danos ao cérebro.

Palavras-chave: Volume de exercicio, pré-condicionamento, reservas cerebrais induzidas
pelo exercicio, BDNF, bioenergética mitocondrial, traumatismo crinio encefalico, déficits de

memoria.
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Abstract

Reducing neurotrophic support and impairing mitochondrial bioenergetics are central
mechanisms contributing to prolonged neurodegeneration and cognitive decline following
traumatic brain injury (TBI). Our hypothesis centers on the idea that preconditioning with
varying volumes of physical exercise, both lower (LV) and higher (HV), can enhance the
CREB-BDNF axis and bolster bioenergetic capacity. These enhancements could potentially
serve as neural reserves, protecting brain against neurofucntional deficits subsequent to severe
TBI. In our study, we employed a setup with a running wheel placed in the home cage. Mice
were engaged in either lower-volume exercise (LV, 48 h free access, and 48 h locked) and
higher (HV, daily free access) exercise volumes for a period of thirty days. Subsequently, both
LV and HV groups spent an additional thirty days in their home cages with the running wheel
immobilized before being euthanized. In contrast, the sedentary group had their running
wheel always locked. It's worth noting that for the same duration of exercise, daily workouts
represented a higher total volume compared to exercising on alternate days. To quantify the
different exercise volumes, we used the total distance covered by the mice on the running
wheel as a reference parameter. On average, the LV exercise group ran approximately 27.522
meters, while the HV exercise group covered about 52.076 meters. Qur primary investigation
revolved around assessing whether both LV and HV exercise protocols could increase
neurotrophic and bicenergetic support within the hippocampus, even thirty days after exercise
had ceased. Regardless of the exercise volume, both regimens led to notable enhancements in
neurotrophic hippocampal signaling by pCREB *'“.CREB-proBDNF-BDNF axys.
Additionally, LV and HV exercise regimens improved mitochondrial coupling efficiency,

excess capacity, and leak control in the hippocampus. These findings lay the neurobiological
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foundation for the concept of neural reserves. To further test the resilience of these neural
reserves, we exposed the mice to a severe TBI, thirty days after their exercise routines. The
mortality rate following TBI was notably lower in both the LV and HV exercise groups
(approximately 20%) compared to the sedentary group (40%). Importantly, the exercise
regimens, whether LV or HV, sustained the enhanced hippocampal signaling and
mitochondrial bioenergetics endpoints when challenged by a severe TBI. These adaptations
mitigated spatial learning and memory deficits induced by TBIL In summary, preconditioning
with both LV and HV exercise regimens leads to the development of long-lasting
CREB-BDNF and bioenergetic neural reserves against secondary TBI sequelae, and highlight

these adaptations as neurobiological targets for preventive programs aiming brain health.

Keywords: Volume of exercise, preconditioning, exercise-induced brain reserves, CREB,

BDNF, mitochondrial metabolism, traumatic brain injury, memory deficits.
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1. Introducao

1.1 Trauma cranioencefalico

O Trauma cranioencefélico (TCE) € caracterizado alteragdo da funcio cerebral normal
resultante da exposicdo a for¢as biomecinicas externas, cuja origem pode ser variada,
incluindo impactos diretos na regido craniana, mudangas subitas na aceleragio e
desaceleragdo da cabega (Figura 1), ou a propagacgdo de ondas de choque originadas a partir
de deslocamentos do ar. Estes tipos de trauma podem ou ndo resultar na penetracdo da
estrutura craniana por objetos estranhos, manifestando-se, em alguns casos, apenas sob a
forma de fraturas ou fissuras no crinio. As etiologias predominantes de TCE a nivel global
compreendem quedas, acidentes de frinsito, praticas esportivas, incidentes de natureza

violenta, bem como a inser¢do de projéteis ou corpos estranhos no tecido encefalico.

Figura 1. Causas de TCE.

Fonte: Dawudo ST et all. Medscape. Aug 16. 2017. (A) Impacto direto, (B) Aceleragdo ¢

desaceleragdo, (C) Ondas de Choque.
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Clinicamente, o TCE é categorizado em trés niveis distintos: leve, moderado e grave.
A avaliagdo desse parametro neurologico é frequentemente realizada por meio da utilizagdo
da Escala de Coma de Glasgow (ECG), que desempenha um papel central na determinacio do
nivel de consciéncia do paciente. Essa classificagdo resulta de uma anilise ponderada de
diversos critérios, nos quais, quando um paciente satisfaz os critérios em mais de uma
categoria, prevalecera a classificacdo mais elevada em termos de gravidade (Brasure et al.,
2012). A utilizagdo da Escala de Coma de Glasgow, com a consideragdo da pontuagdo mais
favoravel dentro das primeiras 24 horas, como o método qualitativo de maior recorréncia. E
importante salientar que, embora o nivel de gravidade tenha relevincia progndstica, ele nio

necessariamente antecipa o desfecho funcional final do paciente.

Os desfechos associados ao TCE abrangem um espectro de impactos clinicos
significativos, incluindo obito prematuro, modificagdes cognitivas e neuropsiquiatricas, bem
como sequelas fisicas que podem frequentemente comprometer a qualidade de vida dos
individuos sobreviventes (LEVIN; DIAZ-ARBASTIA, 2015; MEANEY; MORRISON;

DALE BASS, 2014).
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Figura 2. Epidemiologia do TCE.
Tipos de Trauma
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Fonte: elaborada pelo autor. (A) Tipos de TCE. (B) Severidade do TCE. (Fonte: Schneider,

C.M. 2019)

A incidéncia de Trauma Craniocencefilico (TCE) tem demonstrado um aumento
continuo, particularmente em nagdes em desenvolvimento, e 1ss0 se atribui, em grande parte,
a crescente ocorréncia de acidentes de trinsito. Adicionalmente, a tendéncia global de
envelhecimento da populagdo tem contribuido para um aumento na incidéncia de lesdes
cercbrais fraumaticas resultantes de quedas (Blennow et al., 2012). O Brasil emerge como
uma das nacdes com maiores indices de TCE no mundo, com estimativas apontando para

cerca de 500 casos por 100.000 habitantes, registrados no ano de 2013.

No estado do Rio Grande do Sul, aproximadamente 75% dos casos de TCE tém sua
origem em acidentes de trinsito, abrangendo atropelamentos, colisdes automobilisticas e
incidentes envolvendo motocicletas. O risco de TCE ¢ notadamente elevado entre
adolescentes, adultos jovens, individuos com menos de 2 anos de idade e aqueles com mais de
73 anos, sendo que a faixa etiria com maior incidéncia situa-se entre 13 e 24 anos, sendo mais
predominante no sexo masculino. No contexto de TCE grave, a taxa de mortalidade geral
oscila em torno de 30-50%, sendo notavel que 90% desses Obitos ocorrem nas primeiras 48

horas subsequentes ao incidente (Blennow et al., 2012).
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Em 2012, o Sistema Unico de Saide (SUS) despendeu mais de 1 bilhdo de reais em
atendimentos relacionados a danos cercbrais decorrentes de causas externas, englobando o
TCE. Entretanto € relevante destacar que esses valores ndo contemplam os custos associados
a tratamentos ambulatoriais, clinicas de reabilitagdo, medicamentos, materiais necessarios
para cuidados em domicilio, suporte de cuidadores, transporte e as implicacdes financeiras
decorrentes da perda de dias de trabalho por parte dos pacientes ¢ seus familiares (Fukujima,
2013). Portanto, ¢ mmegavel que o Trauma Cranioencefalico e suas repercussoes representam
desafios na esfera da saide publica, nio somente no contexto brasileiro, mas também em

escala global.
1.2 Mecanismos fisiopatologicos

Os mecanismos fisiopatologicos associados ao TCE abrangem tanto a lesdo primaria,
resultante do dano fisico direto & massa cerebral, a ruptura de células e vasos sanguineos,
levando a liberacdo do contetdo intracelular no ambiente extracelular. Esse processo cria um
ambiente citotoxico prejudicial as células vizinhas. Além disso, ocorre o que é conhecido
como dano secundario (Figura 4), caracterizado por alteragdes bioquimicas e proteicas que
amplificam a extensio do dano primario. A extensdo e severidade dos danos secundarios

estdo diretamente relacionados com a gravidade do trauma e a localizacido da lesdo primaria.

Especificamente, emerge um fendomeno denominado lesdo axonal difusa, que envolve
uma série de mecanismos, incluindo o influxo aumentado de célcio, a desorganizagdo dos
microtiibulos do citoesqueleto neuronal devido A hiperfosforilagio da proteina Tau, a
clivagem da o-espectrina, causando a ruptura da rede de filamentos de actina, ¢ a quebra dos
neurofilamentos neuronais (DASH; ZHAO; HERGENROEDER; MOORE, 2010;

ROOZENBEEK ; MAAS; MENON, 2013). Essas perturbagdes nas proteinas do citoesqueleto
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podem resultar tanto em morte neuronal imediata quanto, em alguns casos, ativar processos

neurodegenerativos a curto e longo prazo (KAUR; SHARMA, 2018).

No cendrio de neurodegeneragdo a longo prazo, estruturas especificas originadas da

lesdo inicial no axénio, conhecidas como "bulbos axonais", tornam-se criticas para determinar

a sobrevivéncia ou morte dos neurdnios. Isso ocorre devido 4 redugio ou interrupgio do fluxo

de moléculas e organelas no interior do axénio (JOHNSON; STEWART; SMITH, 2013).

Figura 3. Fluxograma dos mecanismos fisiopatolégicos do TCE.
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Fonte: elaborada pelo autor. Adaptado de Blennow et al. 2012
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A lesdo axonal difusa, caracterizada pela ruptura dos feixes axonais, formacdo de

bulbos e varicosidades, acarreta prejuizo no transporte axonal apos o TCE. Esse fendmeno

resulta na ativagdo sustentada de uma intrincada rede de cascata de eventos neuroquimicos.
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Essas cascatas acabam desencadeando a perda de conectividade neuronal, a redugdo do
metabolismo mitocondrial e a ativagdo de mecanismos efetores de morte celular nas células
neurais adjacentes ao local da lesdo. Importante salientar que esses eventos podem propagar o
dano a partir do ponto inicial de lesdo (JOHNSON; STEWART; ARENA; SMITH, 2017,

ROOZENBEEK; MAAS: MENON, 2013).

Figura 4. Desestruturacao axonal.
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Fonte: elaborada pelo autor. (A e B) Estabilizadores de proteinas do citoesqueleto axonal, (C e

D) Desestruturagio do citoesqueleto axonal causado por TCE.

Além da deficiéncia no transporte axonal, os processos bioquimicos desencadeados
pelo dano primério resultam em desequilibrio idnico intracelular, levando ao aumento nas
concentragdes de ions como Ca®*’, K" e Na" (CONTRERAS; DRAGO; ZAMPESE; POZZAN,
2010; SUN; CHEN; GU; WANG et al., 2017). O ion mais estudado ¢ diretamente associado

ao dano secundério apos TCE ¢é o calcio, o qual desempenha um papel crucial em diversos
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processos celulares, incluindo o funcionamento do reticulo endoplasmatico rugoso, processos
autofagicos e, principalmente no contexto do TCE, na fungdo bioenergética mitocondrial. De
forma fisiologica, as mitocdndrias captam calcio citosélico, o qual exerce um papel regulador
na atividade mitocondrial (AGARWAL; WU; HUGHES; FUKAYA et al., 2017). Entretanto,
no TCE, ocorre um aumento excessivo de calcio intramitocondrial, resultando em potenciais

complicacdes metabolicas e funcionais para as células.

E importante destacar que o equilibrio do cilcio intramitocondrial é um processo
dindmico que precisa se adaptar a atividade da membrana plasmatica. Nesse contexto, o
principal efetor da saida de calcio mitocondrial, o transportador sodium/calcium exchanger
protein (NCLX), que realiza a troca de trés ions Na™ citosdlicos por um ion Ca2”™ da matrix
mitocondrial (LUONGO; LAMBERT; GROSS; NWOKEDI et al, 2017). O inchago
mitocondrial decorrente do excesso de cdlcio leva a formacgio de poros de transigio na
membrana interna mitocondrial e alteragdes na capacidade de reter prétons (H+) no espaco
intermembrana. Como resultado, i1sso afeta a habilidade das mitocéndrias em manter e
dissipar seu potencial eletroquimico, bem como a sua capacidade de desempenhar diversas
fungdes celulares, incluindo a producido de ATP (CARTERI; KOPCZYNSKI; RODOLPHI;

STROGULSKI et al., 2019).

Figura 5. Dano mitocondrial.
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Fonte: elaborada pelo autor. Acimulo de calcio no interior da mitocondria por atividade
deficiente do transportador NCLX realizar o efluxo de calcio em troca com o sodio. Formagao
de poros na membrana interna da mitocondria e produgio de H,O, (Adaptada de Carteri, RBK
et. al. 2019). Legenda: ’ representam ions de sodio (Na*),. representam ions célcio

(Ca2’)

A acumulagdo de ions carregados no interior das células cria um ambiente propicio
para o aumento da geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (ZOROV; JUHASZOVA,;
SOLLOTT, 2014). Em particular, a produgdo excessiva de peroxido de hidrogénio

mitocondrial e 4&nion superoxido contribuem significativamente para o processo
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neurodegenerativo secundario ao TCE. Além disso, o aumento das EROs funciona como um
mecanismo de feedback positivo para o dano mitocondrial (SCHIEBER; CHANDEL, 2014).
Assim estratégias, como a respirometria ¢ ensaios colorimétricos, que visam monitorar o
potencial de membrana e a produgao de peroxido de hidrogénio mitocondrial, bem como seus

efeitos praticos na respiracdo celular vem sendo utilizadas (Carter1, RBK ef al 2019).

As alteragbes mitocondriais resultantes do TCE também se manifestam como
prejuizos na neuroenergética, indicando que os componentes da maquinaria bioenergética
mitocondrial ndo estdo funcionando de forma coordenada com as demandas energéticas ou
podem estar deficientes (FISCHER; HYLIN; ZHAO; MOORE et al., 2016). Dessa forma, a
capacidade de transporte de eclétrons entre os complexos respiratorios, o potencial
eletroquimico ¢ a contribuigdo individual dos complexos no processo global de produgéo de
ATP se tornam aspectos de interesse, uma vez que a deficiéncia energética conduz as células
por um caminho de neurodegeneracio apoptotica (DANESHVAR; GOLDSTEIN; KIERNAN;
STEIN et al., 2015; JOHNSON; STEWART, ARENA; SMITH, 2017). A redugdo na
eficiéncia da capacidade fosforilativa da mitocdndria, seja por alguma tipo de incapacidade de
transportar os elétrons de maneira eficiente, deficiéncia em formar ou dissipar o potencial de
membrana mitocondrial ou de ndo estar conseguindo acoplar a utilizagdo de oxigénio
efetivamente a fosforilagdo de ADP ¢ o principal indicador de piora bioenergética e, portanto,
¢ um mecanismo que requer mvestigacio mais aprofundada no TCE, uma vez que ainda nio
estd completamente compreendido como pode ser modulado pelos sistemas de

neurotransmissao, sinalizacao por ions e hormonios.

Além disso, devido aos danos bioenergéticos e 4 ruptura das membranas celulares, sio
desencadeadas sinalizacdes de proteinas associadas com a morte programada das células,

como o aumento da proteina X associada a BCL2 (BAX) mitocondrial ¢ da B-cell lymphoma
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2 (BCL2) citosolica, resultando em maior liberagdo de Citocromo-c pelas mitocondrias. Esse
citocromo-¢ atua como um ativador da via apoptotica intrinseca a caspase, culminando na
acumulacdo de Caspase 3 clivada ao final do processo (LORENTE; MARTIN; ARGUESO;
RAMOS et al., 2015; SINGH; PUSHKER; SAINI; SEN et al., 2015; WALENSKY, 2019).
Assim, as respostas celulares adaptativas, em relacdo a capacidade de perceber as demandas
energéticas ¢ fornecer energia através da sintese mitocondrial de ATP, desempenham um
papel fundamental na manutencdo de todos os processos celulares. Nesse sentido, as
mitocondrias parecem atuar como um ponto de integragdo para todas as fungdes e
compartimentos celulares dependentes de energia e calcio. E valido salientar que esses
aspectos relacionados a neuroenergética, embora de extrema relevincia para a sobrevivéncia
celular, ainda sd3o objeto de investigagido limitada (PFANNER; WARSCHEID;

WIEDEMANN, 2019).

Um outro ponto relacionado ao dano secundario do trauma ¢ a perda de interacdes
com moléculas reguladoras cerebrais que tém relacdo com sobrevivéncia tendo um papel
trofico, como o fator neurotrdfico derivado do cérebro (BDNF). O BDNF é inicialmente
sintetizado como proBDNF ¢, em seguida, ¢ clivado para formar a forma ativa do BDNF (Je
et al., 2012). A clivagem extracelular do proBDNF desempenha um papel crucial na indugéo
da potenciacdo de longo prazo (LTP), um processo eletrofisiolégico relacionado & memdoria
(Pang et al, 2004; Patterson et al., 1996). Apds a sua liberacdo, o BDNF se liga aos
receptores TRkB na membrana celular, ativando a proteina de ligagdo ao elemento de resposta
do AMP ciclico (CREB) por meio de fosforilagdo na serina 133. Esse processo leva a um
aumento nos niveis de BDNF, que, por sua vez, desempenham um papel na protegio da
sinalizacdo neuronal, influenciando diversas interagGes sindpticas (Finkbeiner et al., 1997).
Essas interacdes incluem a regulagcdo da transmissdo sindptica, manutencdo do equilibrio

10nico, niveis de neurotransmissores ¢ controle das espécies reativas de oxigénio (EROs),
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todos dependentes da fungdo bioenergética mitocondrial, que € regulada pela via
CREB-proBDNF-BDNF. Como essa interacéo entre neurotrofismo e bioenergética pode ser
afetada pelo TCE, ela se apresenta como um alvo potencial para terapias (Cheng et al., 2010;

Correia et al., 2010b; Correia et al., 2010a; Zhao et al., 2021).

No entanto, apesar do potencial terapéutico de outras neurotrofinas, a administragio
exogena de BDNF apos o TCE nao tem demonstrado aumento da sobrevivéncia de neurdnios
nem beneficios cognitivos significativos (Blaha et al., 2000; Conte et al., 2008). Enguanto
nenhum tratamento farmacologico atual altera os desfechos a longo prazo relacionados ao
TCE, estudos sugerem que o aumento endégeno na via CREB-BDNF, por meio de
intervengoes no estilo de vida, como o exercicio fisico, pode oferecer mecanismos de
modificagdo da doenga para combater as cascadas de lesoes secundarias apos o TCE
(Fogelman and Zafonte, 2012; Griesbach et al., 2007; Vaynman et al., 2004). O exercicio
fisico regular promove o aumento da expressido de BDNF no cérebro de forma dependente do
tempo, fornecendo neuroprotecio que pode beneficiar os individuos ao longo da vida
(Berchtold et al., 2005). De fato, evidéncias recentes destacam que o pré-condicionamento
pelo exercicio pode proteger os neurdnios contra a disfun¢do e a degeneracgio associadas ao

TCE (Raefsky and Mattson, 2017).

A compreensdo dos processos fisiopatologicos envolvidos no TCE é de importancia
fundamental para o desenvolvimento de estratégias destinadas a combater a progressio do
dano secundario e as alteragbes neurologicas a longo prazo (IVERSON; GARDNER;
TERRY; PONSFORD et al., 2017; LAWRENCE; HUTCHISON, 2017). No entanto, as
evidéncias que indicam a existéncia de alteragdes expansivas em relacdo ao local de origem

do impacto ainda sdo escassas. Um aspecto intrigante é que a perda tardia de mobilidade e
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coordenacdo motora apos TCE ¢ relativamente comum em atletas, mesmo na auséncia de

impactos diretos na medula espinhal ou nas pernas.

1.3 Tratamento para o TCE

A terapia, hoje aprovada pelo FDA ¢ ANVISA para o tratamento de pacientes com
TCE, ¢ bastante limitada, sendo focada principalmente na estabilizacdo do paciente do que
propriamente a melhora dos danos causados. Isso se deve ao fato de que o dano causado pelo
TCE resulta da combinaciao de multiplos mecanismos, o que gera uma variedade de sintomas
agudos ¢ cronicos, bem como um melhor entendimento dos mecanismos fisiopatologicos
ainda sdo necessarios. I[sso sugere que tratamentos que combinem varias estratégias podem
ser mais eficazes do que o uso de substincias isoladas. Embora muitos candidatos
promissores tenham surgido em estudos pré-clinicos, a evidéncia solida de ensaios clinicos
randomizados multicéntricos ¢ escassa. Inibidores da acetilcolinesterase sao substiancias que
mostram potencial para melhorar os resultados neurologicos (Diaz-Arrastia et al., 2014,

Volovict, V., 2019).

Tabela 1. Manejo dos pacientes

S0 monitorizados os sinais vitais, nivel de

consciéncia, pressdo Infracraniana, niveis

Monitorizagdo
glicémicos  (tratamento com  glicose/
insulina)
.. Em alguns casos graves, pode ser necessario
Cirugia

realizar uma cirurgia para aliviar a pressao
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intracraniana (craniotomia).

. Analgésicos
. Anti-inflamatorios
. Medicamentos para reduzir a pressio

intracraniana, como manitol ou solugio

Medicamentos: . .
hipertonica.

. Anticonvulsivantes

. Controles de Pressao

™ Antibioticos

Fisioterapia, acompanhamento ¢
Reabilitagio:
dietoterapia.

Dessa forma, estratégias que visem profilaxia surgem como uma grande oportunidade
para ajudar no quadro de um possivel TCE. Nao apenas para o trauma mas esse tipo de
estratégia ¢ um ponto focal para diversos tipos de patologias que tém o mesmo perfil
multifatorial como por exemplo diabetes e doengas neurodegenerativas como o Alzheimer. Ja
s¢ tem demonstrado a importincia do exercicio fisico no controle glicémico bem como sua

importincia para construir reservas neurotroficas.

1.4 Reserva cognitiva
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O termo "reservas cercbrais" é uma construgdo conceitual que se refere & capacidade
intrinseca do cérebro de compensar danos ou perdas de fungdo, resultantes de lesdes, processo
de envelhecimento ou condigbes patologicas. Este conceito implica que determinados
individuos possuem uma maior capacidade de resisténcia a danos cercbrais, e os sintomas
clinicos podem ser adiados devido 4 presenca dessas "reservas” de recursos cerebrais (Bennett,

D. A.2005).

Diversas teorias tém sido propostas para explicar o funcionamento dessas reservas
cerebrais, das quais as principais incluem: 1) Reserva Cognitiva: refere-se a habilidade do
cérebro de manter o funcionamento normal mesmo na presen¢a de lesdes cercbrais ou
condigdes patologicas subjacentes; 2) Reserva Neural: A reserva neural sugere que o cérebro
possui uma capacidade intrinseca de compensar lesdes ou disfungdes por meio da ativagéo de
redes neurais alternativas. Mesmo que uma regido especifica do cérebro seja danificada,
outras areas podem assumir suas funcgdes, permitindo a recuperacao ou adaptacio; 3) Reserva
Estrutural: A reserva estrutural diz respeito a presenga de um mailor nimero de neurdnios,
sinapses ou conexdes cerebrais do que o necesséario para as fungdes cotidianas. O BDNF que é
um fator neurotréfico importante para neuroplasticidade e neurogénese, também tem papel
para induzir a mitogénese, ou seja aumentar o namero de mitocondrias, da forma impactando

positivamente o metabolismo energético cerebral (Marosi and Mattson, 2014).

Embora o conceito de reservas cerebrais seja amplamente reconhecido, ainda nio foi
completamente elucidado como essas reservas operam ¢ de gue maneira podem ser
otimizadas, bem como seu conceito para a neuroquimica, indicando quais os efetores
biogquimicos sdo chave para seu entendimento (Jones, R. N., & Manly, J.,2011, Freret, T, 2015).
No entanto, existem evidéncias que sugerem que a constante estimulacao cognitiva, atividade

fisica ¢ um estilo de vida saudivel podem contribuir para o aumento das reservas cercbrais,
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auxiliando, assim, na preservacao da fungdo cercbral, mesmo em face do envelhecimento e
condigoes neurcologicas (Stern, Y., 2009). Sendo assim poderia esse ser um caminho para o
entendimento da terapéutica para o TCE como um todo, servindo tanto como profilaxia bem

como auxiliando em possiveis intervengdes farmacologicas.
1.5 Exercicio Fisico

Uma das estratégias profilaticas mais prevalentes na sociedade € a pratica de atividade
fisica que ¢ responsdvel por trazer beneficios abrangentes para a satde, indo desde melhoras
no controle de niveis glicémicos, aumento da capacidade cognitiva por inducio de fatores
neurotréficos e neuroprotetores. Porém, os mecanismos neuroprotetores da atividade fisica
prévia a um TCE ainda carecem de mais estudos. Existem indicios que apontam para o
aumento de fatores neurotréficos, perfusdo cerebral e metabolismo, acompanhados pela
diminuigdo do estresse oxidativo, como possiveis biomarcadores que indiretamente refletem

as reservas neurals impulsionadas pelo exercicio (Cheng, 2016).

Mo contexto do treinamento esportivo, o termo "volume" refere-se a quantidade total
de exercicios realizados em um periodo determinado. Por exemplo, para um mesmo tipo de
estimulo de exercicio, diferentes volumes podem ser alcancados mediante a prescrigdo de

treinos diarios ou a treinos realizados em dias alternados (Weineck, 2019).

E desafiador determinar se os fatores associados ao suporte neurotréfico e &
capacidade neuroenergética podem servir como substratos para a reserva cerebral, modulados
por diferentes volumes de exercicio. Além disso, é relevante investigar se um maior volume
de exercicio promove reservas cercbrais mais eficazes para a neuroprote¢io do que um
volume menor. A questdo fundamental do ponto de vista translacional reside em saber se um

individuo que se exercita diariamente ¢ sofre um TCE grave tera desfechos neurofuncionais
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melhores em comparagio com alguém que se exercita esporadicamente (ou seja, trés vezes

por semana).

Figura 6. Sinalizacao de BDNF
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Fonte: elaborada pelo autor. Sinalizagdo de BDNF induzida por exercicio. (Adaptada de

Zarneshan, S.N. et al 2022). Legenda{ ) BDNF.<)> AKT, [l CREB, () Fosfato.

Portanto, neste estudo, analisamos os impactos de diferentes volumes de exercicio fisico na
formagdo de reservas neurotréficas e neuroenergéticas em camundongos. Também
investigamos se a formacdo de reservas cerebrais atenua a deterioragdo cognitiva subsequente

aum TCE grave em camundongos.

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral
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O objetivo principal desta dissertagdo foi investigar o efeito de diferentes volumes de
exercicio fisico como estratégia para criar reservas neuroenergéticas ¢ neurotroficas que

possam servir para atenuar os danos causados por um TCE grave.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Protocolos de exercicio fisico: estabelecer dois protocolos com volumes diferentes de

exercicio fisico.

2.2.2 Inducio de TCE: realizar um TCE grave para entender melhor mecanismos que

possam auxiliar no combate a sua fisiopatologia.

2.2.3 Parimetros neurogquimicos neurotroficos: immuno conteddo das proteinas da via

pCREBSer'*-pro-BDNF-BDNF.

2.2.4 Avaliacido mitocondrial: respirometria, potencial de membrana e produgdo de peroxido

mitocondrial

2.2.5 Avaliacdo perfil comportamental: locomog¢io espontinea ¢ dano motor no campo

aberto, aprendizado ¢ memoria espacial com labirinto aquatico de Morris.
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Discussiao

MNeste estudo, vimos que o pré-condicionamento com diferentes protocolos de
exercicio independente do wvolume resultou no aumento das reservas neurotroficas e
bloenergéticas cercbrais. Essa reserva aumentou a sobrevivéncia pos TCE, bem como eviton
prejuizos de memoria e bioenergéticos. Os mecanismos fisiopatologicos relacionados ao TCE,
classicamente, demonstram uma diminuicio de sinalizadores neurotroficos e de
neuroplasticidade juntamente com um aumento de marcadores neurodegenerativos.
Entretanto, fatores relacionados ao estilo de vida ativo podem ser importantes para recuperar

este esse desequilibrio (Raefsky e Mattson, 2017).

A utilizagdo de protocolos com exercicio fisico vem sendo incluidos junto & terapia
ap6s um TCE, por gerarem adaptagoes moleculares que podem auxiliar na recuperagio dos
danos secundarios (Archer et al., 2012; Cunnane et al., 2020; Fogelman e Zafonte, 2012; Itoh
et al.,, 2011a, 2011b). Os resultados deste estudo refor¢am ainda mais o potencial profildtico
das adaptagoes cerebrais induzidas pelo exercicio para aumentar a resiliéncia neuronal em
resposta a danos apudos (Fiorin et al., 2016; Zhao et al., 2015). Essa capacidade de
recuperagao provavelmente contribui para a diminui¢do da taxa de mortalidade nas primeiras
48 horas apos um TCE grave, um periodo em que os mecanismos de dano inicial estio mais
clevados como a ruptura das membranas celulares, o dano axonal e a excitotoxicidade

glutamatérgica (Corrigan et al., 2017).

Em um estudo clinico produzido pelo nosso grupo de pesquisa, demonstramos que os
niveis elevados de glutamato no liquido cefalorraquidiano de pacientes admitidos na UTI
estavam associados a um risco maior de morte cerchral dentro de 3 dias apos um TCE grave,
enquanto pacientes com niveis mais baixos de glutamato tiveram desfechos neurologicos mais

favoraveis (Stefani et al., 2017).
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Estes resultados indicam potenciais mecanismos onde a ac¢do profilatica do exercicio
poderia atuar, visto que a atividade fisica esta associada com um aumento no namero de
astrocitos acarretando em uma maior captacdo de glutamato extracelular, diminuindo seu
excesso ¢ consequentemente ajudando no combate da excitotoxicidade, dessa forma,
reduzindo a mortalidade (Dietrich et al., 2005; Li et al., 2021; Li et al., 2005). No entanto,
vale ressaltar que essa hipotese ndo foi testada neste estudo e permanece no dominio da

especulagao.

Diversos modelos pré-clinicos tém ajudado a elucidar os mecanismos fisiopatologicos
envolvidos nos danos relacionados ao TCE. Entretanto os alvos terapéuticos bem como os
tratamentos propostos ndo conseguiram ser transacionados para a clinica com sucesso. Sendo
assim, ainda ¢ necessario o desenvolvimento de estratégias para ajudar a reduzir as altas taxas
de mortalidade e as sequelas neurologicas causadas pelo TCE (Smith et al., 2021). Nas
ultimas duas décadas houve pouco avango terapéutico, mostrando o qudo escassas as

possibilidades de tratamento (Volovici et al., 2019).

As pesquisas relacionadas ao campo apresentam grande dificuldades de avango por
conta de coortes pequenas nos estudos clinicos randomizados, que acabam dificultando para
gerar resultados mais robustos. Além disso, os estudos pré-clinicos apresentam limitagoes
com relagio ao seu poder translacional. A falta da comunicagdo entre esses dois tipos de
pesquisa influencia na dificuldade de gerar novas estratégias terapéuticas (Bragge et al.,
2016). No entanto, essas dificuldades ressaltam a importincia de estabelecer uma ponte entre
0s estudos pré-clinicos e clinicos, evitando as discrepincias conceituais ainda existentes

(Smith et al., 2021).

Pacientes com diagnostico de um TCE grave (Score da escala de Glasgow entre 3 ¢ 8)

apresentam ndo apenas uma eclevada mortalidade, mas também alteracdes em diversos
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biomarcadores apds a admissdo hospitalar que indicam uma piora no prognéstico (Strogulski
et al., 2022). Nossos resultados, para animais sem exercicio, apresentaram uma mortalidade
de 40% nas 48 horas posteriores ao TCE grave, mimetizando os achados clinicos. Outro ponto
que nos concentramos, para concretizar esse modelo como um “back-translation”, foi na
escala de dano neurolégica que foi avaliada 24 horas ap6s a lesdo (uma escala de 6 pontos que
avalia reflexos e fungdo motora) (Carteri et al., 2019), essa analise confirmou a gravidade dos

déficits neurologicos nos grupos submetidos ao TCE (dados ndo apresentados).

Utilizamos um modelo de TCE por impacto cortical controlado (ICC) para replicar a
severidade observada em pacientes humanos com TCE grave, gerando modificagdes
neurologicas e alta taxa de mortalidade. A maioria dos modelos por ICC usa pardmetros que
resultam em uma baixa taxa de mortalidade, com pouca disfun¢do motora apos a lesdo. No
entanto, esses resultados nio refletem as condigbes de TCE grave observadas em seres

humano. (Smith et al., 2021).

A redugdo da mortalidade nem sempre se traduz em uma melhora na qualidade de
vida dos pacientes, mas, em vez disso, pode resultar em um aumento no numero de
sobreviventes com estados vegetativos ou deficiéncias graves (Menon e Maas, 2015; Nichol
et al, 2015). Além disso, enfatizamos a relevincia do exercicio fisico preventivo, uma
abordagem comumente recomendada para doengas vasculares, cardiacas e metabdlicas, como
uma estratégia capaz de oferecer protegdo contra 08 mecanismos que causam implicacoes

neurologicas desfavoraveis de curto e longo prazo relacionadas a um TCE grave.

Portanto, investigamos a seguir se volumes menores ¢ maiores de exercicio (LV e HV)
influenciam os componentes tradicionais envolvidos na plasticidade sinaptica e nas respostas
adaptativas aos desafios, ou seja, o suporte neurotrofico ¢ bioenergético. Descobrimos que o

eixo pCREBSer'*-proBDNF-BDNF no hipocampo foi positivamente regulado,
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independentemente do volume do exercicio. E notavel que essas adaptagdes tenham sido
observadas trinta dias apos a interrupcdo do exercicio, destacando a importincia do volume,
representado pela distincia total percorrida na roda de corrida voluntaria, como uma variavel

critica para manter o suporte neurotrofico a longo prazo.

Outros estudos demonstraram que os nivels de BDNF estdo diretamente relacionados
a distincia percorrida na rodinha (Cotman e Berchtold, 2002). Nesse contexto, a inibigcao
dessa via (inibi¢do do receptor TRKB) resultou na perda dos beneficios com relagio a niveis
de CREB, neuroplasticidade e fungdo cognitiva, reforcando a importincia dessa interagido

funcional (Vaynman et al., 2004; Vaynman et al., 2003).

Um estudo prévio comparou a eficacia de duas intensidades diferentes de exercicio
nos niveis da via TRKB-BDNF-CREB. Onde o exercicio de baixa intensidade na esteira foi
benéfico para a memdria espacial enquanto o exercicio de alta intensidade gerou prejuizos na
sinalizagdo neurotrdfica e consequentemente na resposta ao teste de memoria espacial. (Wu et
al., 2020). Por outro lado, os treinamentos de intensidade moderada e o intervalado de alta
intensidade apresentaram melhorias nos niveis de sanguineos de BDNF em homens
sedentdrios com sobrepeso (de Lima et al., 2022). Em outro trabalho o treinamento de alta
intensidade apresentou resultados semelhantes, tendo aumento dos niveis de BDNF e melhora
nas habilidades motoras (Helm et al., 2017). Dessa forma fica evidente a necessidade por um
melhor entendimento sobre o volume, duragdo e intensidade de exercicio necessaria para se

ter os beneficios adaptativos.

Sendo assim, neste trabalho observamos que ambos os volumes de exercicio foram
capazes de prevenir os prejuizos na sinalizacio de pCREBSer'*-pro-BDNF-BDNF no
cérebro apds um TCE grave, mesmo 30 dias apds o término do protocolo de exercicio.

Também um programa de exercicio voluntario de 4 semanas ji demonstrou uma resposta
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aguda nas expressoes de BDNF-CREB (dentro de 24 horas), no cortex apds um TCE grave.
Além disso, demonstraram uma redugao na liberagdo de citocromo-c e consequentemente da
ativagdo da via das caspases (Zhao et al, 2015). Apesar de ndo terem estendido sua
investigagdo dos niveis de BDNF-CREB além do periodo inicial de 24 horas, esses autores
observaram efeitos neuroprotetores de duragdo prolongada (entre 14 e 28 dias apos o trauma)
em relagio as alteragdes secunddrias tradicionalmente associadas ao TCE, tais como prejuizos

na memoria espacial e no reconhecimento (Zhao et al., 2015).

QOutro protocolo de exercicio prévio ao TCE, com nado forcado por 6 semanas,
apresentou aumento dos niveis de BDNF no hipocampo em 24 horas e 15 dias apos o trauma,
esses valores estando relacionados a uma preservagdo da memoria de reconhecimento (Fiorin
et al., 2016). Esse aumento fo1 perceptivel quando comparado ao grupo controle tendo um
resultado ainda mais expressivo quando comparado ao grupo TCE ndo exercitado (cerca de
150% maior) no décimo quinto dia. Além disso, os niveis de BDNF apresentaram um
aumento no 15 dia quando comparados aos niveis 24 horas apds o trauma, 1sso sugerindo uma
sinalizacdo prolongada e efeito neurotrofico a longo prazo gerado pelo exercicio. Como
mencionado anteriormente, os resultados do nosso protocolo indicam que esses beneficios

podem se manter por ainda mais tempo podendo chegar até trinta dias.

Embora estudos clinicos e pré-clinicos tenham demonstrado que os aumentos nos
niveis de BDNF permanecem por semanas apos o término dos protocolos de exercicio
(Berchtold et al., 2005; Russo-Neustadt et al., 1999; Szuhany e Otto, 2020), a dindmica desses
niveis de expressdo ainda necessita ser mais explorada. No entanto, um estudo com adultos
saudaveis demonstrou uma correlagio positiva entre o aumento do volume hipocampal e os
niveis séricos de BDNF apds um ano de treinamento aerdbico moderado (Erickson et al.,

2011). Adicionalmente, observou-se que sinalizagdes hipocampais tem correlagdo com a
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melhora da memoria. Os autores propdem gque mudancas morfolégicas, tais como o aumento
da proliferacdo celular, o desenvolvimento dendritico e a vascularizagdo, podem ser
responsaveis pelos beneficios observados nos indicadores de desempenho da meméoria (de la

Rosaet al., 2019; Levine et al., 1995; Von Bohlen Halbach, 201

Um outro protocolo com treinamento aerobico moderado de cinco semanas indicou
que os nivels séricos de BDNF em repouso (10,3 + 1.4 pg/mL para 16,8 + 2.1 pg/mL) em
homens saudaveis (Zoladz et al., 2008). Esses resultados destacam a importancia do exercicio
fisico na promocio e sustentacdo de adaptacdes mediadas pelo BDNF, abrangendo uma ampla

gama de componentes (Berchtold et al., 2005; Berchtold et al., 2002; Liu e Nusslock, 2018).

A ativagio promovida pelo exercicio da via pCREBSer'**-pro-BDNF-BDNF esta
associada a adaptacdes mitocondriais ¢ melhora na fungdo bioenergética (Mattson, 2012;
Raefsky e Mattson, 2017). Essa melhora provavelmente esta relacionada a dindmica
mitocondrial de eliminacdo das mitocondrias disfuncionais (mitofagia ou fissdo), a um
aumento na atividade de enzimas metabodlicas ¢ modificagdes nas proteinas de complexos
mitocondriais (Huang et al., 2019; Kinni et al., 2011). E importante notar que os niveis de
PGCla, um regulador da biogénese, ndo apresentaram mudangas apos trinta dias de
interven¢do com exercicios ou apos o TCE (dados nio apresentados). No entanto, observamos
que a melhoria da funcio bioenergética mitocondrial induzida polo exercicio, independente
do volume, se traduz em uma melhora na transferéncia de elétrons, bem como uma melhor
capacidade respiratoria associada a sintese de ATP (consulte a Figura 3 B, C, D, E) ¢ uma
redugdo na produgdo de H,O,, seja estimulada por substratos metaboélicos ou néo (basal)
(Figura 3G). Nossos dados corroboram dados prévios da literatura que demonstraram a

eficacia do exercicio fisico no metabolismo bioenergético (Ding et al., 2006).
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Confrastante aos nossos resultados, estudos anteriores com treinamento em estelra nao
afetaram a respiragdo mitocondrial associada ao complexo I, complexo II e ATP sintase no
cérebro de camundongos adultos (Gusdon et al., 2017). Apesar disso, a maioria dos estudos
indica que o exercicio tem impacto positivo na fungdo dos complexos mitocondriais, no
aumento na atividade da FoF1-ATP sintase, na regulacgio e produgio de espécies reativas de
oxigénio ¢ neuroprotecdo. Estes dados indicam que o exerciclo exerce uma acio abrangente
sobre os processos da bioenergética, promovendo uma atividade coordenada do metabolismo
oxidativo que pode mitigar os mecanismos de neurodegeneragio (Cheng et al., 2010;

Mattson, 2012; Mattson e Arumugam, 2018; Raefsky e Mattson, 2017).

0 TCE ¢ amplamente reconhecido por agravar a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERQs), associado a um prejuizo no fluxo do potencial de membrana mitocondrial
(A¥m) e em ultima instincia na transferéncia de elétrons e nos complexos respiratorios
(Yonutas et al.,, 2016). Nossos achados indicam que ambos volumes de exercicio prévio
preservaram eficiéncia mitocondrial (BCE) em comparagio com os animais com TCE que
ndo se exercitaram, o que implica uma alta eficiéncia na maquinaria metabolica mitocondrial
para a sintese de ATP (Nedel et al., 2021). Ambos os volumes de exercicio também reduziram
0 extravasamento de protons mitocondriais € a produgdo de H,O, apos o TCE. Trabalhos
anteriores demonstraram um aumento nas defesas antioxidantes (Nrf2, SOD) ocasionadas
pelo exercicio prévio, novamente indicando um papel profilatico contra os danos oxidativos
causados pelo TCE (Fiorin et al., 2016; Hill et al., 2017; Ji et al., 2012b; Ji et al., 2012a).
Qutro efeito benéfico do exercicio ¢ a redugao de proteinas proteoliticas que causam a ruptura

da membrana mitocondrial apos o TCE (Zhao et al., 2015).

Com base nos dados publicados, o engajamento no exercicio fisico previamente ao

TCE preveniu o dano ao potencial de membrana mitocondrial A¥m (formagio e dissipacéo),
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sendo esse um indicativo de preservagio da membrana mitocondrial o que é corroborado pela
diminuigdo na produgdo de H,0O, ¢ na manutengio BCE. Sendo assim, os principais
marcadores funcionais da eficiéncia bioenergética mitocondrial sdo sustentados por ambos 0s

volumes de exercicio apos o TCE.

Apesar de demonstrarem aprimorar tanto as reservas cercbrais neurotroficas quanto
bioenergéticas, o melhor entendimento de como o exercicio fisico pode ajudar a prevenir o
prejuizo 4 memoria se torna muito importante. (Brown et al., 2011). Pacientes com TCE
frequentemente enfrentam sintomas neuropsiquidtricos persistentes, nosso protocolo
investiga, com uma abordagem translacional, o efeito profilatico do exercicio fisico com
relacdo aos prejuizos de memoria a longo prazo decorrentes de um TCE 1. Lesdes
hipocampais, dano axonal e cascatas biloquimicas secundarias sdo marcadores
fisiopatologicos chaves do prejuizo ocasionado pelo TCE associado a perda de

memorial Thompson et al., 2005).

Observamos que os animais que haviam sido submetidos aos protocolos de exercicio
ndo tiveram problemas visuais para encontrar a bandeira no teste de acuidade visual ¢ nem
prejuizo no treinamento didrio do labirinto aquatico de Morris (MWM). Dessa maneira
demonstrando uma capacidade preservada de aprendizado e aquisicdo de memoria. No teste
(auséncia da plataforma no quadrante alvo), os camundongos exercitados, sem trauma,
ficaram mais tempo no quadrante-alvo. Esse resultado sugere que a via
pCREBSer'“-pro-BDNF-BDNF ¢ a melhora da eficiéncia bioenergética mitocondrial estdo

envolvidas com a criacio da reserva cognitiva.
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Figura Resumo

Figura 7. Resumo Grafico
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Fonte: Resumo do Trabalho, elaborado pelo autor. (A) Condigdo normal da sinalizagio

neurotrofica e bioenergética. (B) Aumento das reservas cerebrais decorrentes do exercicio
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fisico. (C) Diminui¢cdo da sinaliza¢do neurotrofica e do metabolismo bioenergético, ambos
causados pelo TCE. (D) As vias de sinalizagdes mantém, mesmo apos um TCE, devido a

reserva cerebral construida pelo exercicio fisico.

Conclusio

Na presente dissertagdo apresentamos a possibilidade de gerar reservas de BDNF e
bioenergética mitocondrial a partir de dois diferentes volumes de exercicio. O
pré-condicionamento com volumes menores ¢ maiores de exerciclio promoveu de forma
semelhante as reservas cercbrais associadas a preservacdo da funcdo de memoria apds um
TCE grave. Esses resultados reiteram uma ligacdo importante entre o estilo de vida e

mecanismos de sobrevivéncia com relagio ao TCE.

Diante das evidéncias apresentadas, é possivel adicionar mais um ponto na
importincia que as mudangas do metabolismo mitocondrial tém no entendimento dos
processos tanto degenerativos quanto de sobrevivéncia apos o TCE. Além disso, o trabalho
ressalta a importincia que o exercicio independente a seu volume apresenta possiveis

beneficios tanto em condigdes normais quanto apos um processo deletério como um TCE.
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Perspectivas

Pretendemos avaliar os efeitos da manutencio do exercicio apos o TCE, como

uma estratégia de manipulagio. Hoje na literatura os protocolos de exercicio pés TCE ainda
sio ponto focal de discussdes, visto que ndo se sabe o melhor manejo, seja mantendo
exerciclos leves, exercicios intensos ou repouso. Outro ponto serd a utilizacdo de protocolos

de exercicio para pré-condicionar mitocondrias para uma possivel mitoterapia.
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