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“Biology gives you a brain.  

Life turns it into a mind.” 
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RESUMO 

 

O trauma cranioencefálico (TCE) é uma lesão ao tecido cerebral causada por forças 

biomecânicas externas, como impactos diretos ao crânio, acelerações rotacionais bruscas da 

cabeça ou ondas de choque. Nos Estados Unidos, o Center for Disease Control and Prevention 

(CDC) estimou 190 óbitos diários relacionados ao TCE em 2021, enquanto no Brasil houve 

uma média anual de cerca de 131 mil internações associadas ao TCE entre 2009 e 2019. Os 

mecanismos patofisiológicos do TCE incluem injúria axonal, ativação de caspases, disfunção 

mitocondrial e neuroinflamação. Esses eventos desencadeiam danos secundários, como 

desequilíbrios iônicos, disfunção bioenergética e acúmulo de proteínas neurotóxicas, 

contribuindo para a progressão da neurodegeneração. A microglia, uma célula glial no sistema 

nervoso central, desempenha um papel central na resposta imune e na manutenção da 

homeostase cerebral. Ela possui dois fenótipos principais: M1, associado à resposta pró-

inflamatória e metabolismo majoritariamente glicolítico, e M2, relacionado à resolução de 

inflamação e remodelamento tecidual. A respirometria é uma técnica que permite a medição da 

respiração celular através de um eletrodo de Clark, sendo crucial para investigar os processos 

metabólicos da microglia e de outras células em resposta ao TCE. Neste estudo, foram 

utilizados camundongos para investigar os efeitos do TCE na atividade bioenergética da 

microglia. Um protocolo de respirometria foi desenvolvido para analisar a respiração 

mitocondrial da microglia ex vivo. Camundongos machos CF1 foram divididos em dois grupos: 

animais SHAM, submetidos à anestesia; e animais TCE, submetidos a um protocolo de trauma 

cranioencefálico severo fechado. Os parâmetros biomecânicos foram profundidade (5 mm), 

velocidade (5,7 m/s), e tempo de permanência no local (0,1s) Após 24 horas do TCE, os 

camundongos foram perfundidos e as células microgliais foram isoladas. Os resultados 

mostraram que não houve mudanças significativas entre os grupos TCE e SHAM nos seguintes 

parâmetros: capacidade de reserva OxPhos, fluxo N/NS, capacidade de reserva, eficiência 

fosforilativa, controle de extravasamento e eficiência de acoplamento. No entanto, o potencial 

de membrana mitocondrial foi comprometido nos animais com TCE, indicando disfunção na 

formação e dissipação do potencial de membrana. Concluímos preliminarmente que a 

respiração mitocondrial não é afetada pelo TCE após 24 horas. 

 

 

Palavras-chave: trauma cranioencefálico; microglia; respirometria. 



 
 

ABSTRACT 

 

Traumatic brain injury (TBI) is an injury to the brain tissue caused by external 

biomechanical forces, such as direct impacts to the skull, sudden rotational accelerations of the 

head, or shock waves. In the United States, the Center for Disease Control and Prevention 

(CDC) estimated 190 daily deaths related to TBI in 2021, while in Brazil, there was an annual 

average of about 131 thousand hospitalizations associated with TBI between 2009 and 2019. 

The pathophysiological mechanisms of TBI include axonal injury, caspase activation, 

mitochondrial dysfunction, and neuroinflammation. These events trigger secondary damage, 

such as ionic imbalances, bioenergetic dysfunction, and accumulation of neurotoxic proteins, 

contributing to the progression of neurodegeneration. Microglia, a glial cell in the central 

nervous system, plays a central role in the immune response and maintenance of cerebral 

homeostasis. It has two main phenotypes: M1, associated with pro-inflammatory response and 

predominantly glycolytic metabolism, and M2, related to inflammation resolution and tissue 

remodeling. Respirometry is a technique that allows the measurement of cellular respiration 

through a Clark electrode, being crucial for investigating the metabolic processes of microglia 

and other cells in response to TBI. In this study, male CF1 mice were used to investigate the 

effects of TBI on the bioenergetic activity of microglia. A respirometry protocol was developed 

to analyze the mitochondrial respiration of microglia ex vivo. Mice were divided into two 

groups: SHAM animals, subjected to anesthesia, and TBI animals, subjected to a severe closed-

head injury protocol. Biomechanical parameters were depth (5 mm), velocity (5.7 m/s), and 

dwell time (0.1s). Twenty hours after the TBI, mice were perfused, and microglial cells were 

isolated. The results showed no significant changes between the TBI and SHAM groups in the 

following parameters: OxPhos reserve capacity, N/NS flux, reserve capacity, phosphorylative 

efficiency, leak control, and coupling efficiency. Nevertheless, mitochondrial membrane 

potential was compromised in TBI animals, indicating dysfunction in the formation and 

dissipation of the membrane potential. Thus, we conclude that mitochondrial respiration is not 

affected by TBI after 24 hours. 

 

Keywords: traumatic brain injury; microglia; respirometry. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O trauma cranioencefálico (TCE) representa uma lesão ao tecido cerebral, originada por 

forças biomecânicas externas, tais como impactos diretos ao crânio, acelerações e 

desacelerações rotacionais bruscas da cabeça, ou ondas de choque resultantes de deslocamentos 

do ar. De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC), maior parte dos 

traumas cranioencefálicos são ocasionados por quedas (47.9%), seguido de batidas, acidentes 

automobilísticos, e motivos desconhecidos (Surveillance Report of Traumatic Brain Injury-

related Emergency Department Visits, Hospitalizations, and Deaths, 2019) (figura 1). O TCE 

pode ser classificado como aberto ou fechado, dependendo da presença ou ausência de objetos 

penetrantes. Clinicamente, a gravidade do TCE é avaliada pela escala de coma de Glasgow 

(ECG), que caracteriza as lesões como leves, moderadas ou severas, considerando fatores 

clínicos como a duração, intensidade, natureza e a direção da lesão, além da presença de 

amnésia ou sintomas neurológicos (Blennow et al., 2016).  

A prevalência do TCE é alarmante. Nos Estados Unidos, dados do CDC apontam para 

uma estimativa de 190 óbitos diários relacionados a lesões por TCE em 2021 (Get the Facts 

About TBI, 2023). Segundo dados do DATASUS, foram relatados 1.142 casos de TCE 

moderado em dezembro de 2023 nas capitais brasileiras. Dentre os desfechos mais comuns 

associados ao TCE estão alterações cognitivas e psiquiátricas, morte prematura e sequelas 

físicas que impactam a qualidade de vida dos sobreviventes (Blennow et al., 2016). Além disso, 

estudos indicam uma associação entre TCE e aumento do risco de demência (Nordström; 

Nordström, 2018; Nordstrom et al., 2014). 
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Figura 1 – Principais causas do TCE 

 

Fonte: elaborada pela autora. Dados do Centers for Disease Control and Prevention. 

 

O cisalhamento do tecido cerebral após o TCE desencadeia uma série de eventos 

fisiopatológicos, incluindo injúria axonal, microporação de membranas, extravasamento de 

íons, edema celular, ativação de caspases e proteólise do citoesqueleto (Blennow et al., 2016; 

Blennow; Hardy; Zetterberg, 2012; Johnson; Stewart; Smith, 2013a). Esses eventos 

desencadeiam mecanismos bioquímicos secundários, como disfunção mitocondrial, 

desequilíbrio iônico, formação de agregados proteicos e de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) e neuroinflamação, levando à neurodegeneração a longo prazo (Fischer et al., 2016; 

Johnson et al., 2017) (figura 2). 

No cenário da patologia do TCE, as mitocôndrias desempenham um papel central na 

regulação da sobrevivência ou morte celular. Três vias principais – extrínseca, mitocondrial e 

apoptótica mediada por caspase-12 – participam do processo de morte celular.  Além disso,  

disfunção mitocondrial induzida pelo TCE manifesta-se por comprometimentos bioenergéticos, 

indicando uma desregulação ou ineficiência nos componentes da maquinaria bioenergética. 

Dessa forma, as investigações concentram-se na análise da capacidade de transferência de 

elétrons entre os complexos respiratórios, no potencial eletroquímico e na influência de cada 
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um dos referidos complexos no processo global de síntese de trifosfato de adenosina (ATP) 

(Cheng et al., 2012).  

 

 

Figura 2 – Danos secundários ocasionados pelo TCE 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

A microglia, célula glial com propriedades imunes no sistema nervoso central (SNC), 

desempenha um papel crucial na manutenção da homeostase cerebral, realizando atividades 

essenciais, tais como a eliminação de resíduos celulares, agregados proteicos e outras 

substâncias tóxicas por meio do processo de fagocitose, além de modular a resposta inflamatória 

frente ao dano neuronal (Colonna; Butovsky, 2017). Em condições fisiológicas, a microglia 

adota um fenótipo de monitoramento quiescente, notável pela expressão de microRNA-124 e 

integrina alfa M (CD11b), com uma menor expressão de CD46 (Nimmerjahn; Kirchhoff; 

Helmchen, 2005). No entanto, em resposta a diversos estímulos, a microglia passa por uma 

alteração em seu fenótipo, primordialmente categorizada em dois estados distintos: M1 e M2 

(Guo; Wang; Yin, 2022) (figura 3). A microglia M1 é responsável pela produção de citocinas 

pró-inflamatórias, incluindo interleucinas como IL-1β, IL-1a, IL-12 e IL-23, fator de necrose 

tumoral α (TNF-α), bem como pela expressão de dinucleotídeo de nicotinamida e adenina 
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oxidase (NOX2), óxido nítrico sintase induzida (iNOS) e cluster de diferenciação 40 

(CD40)(Boche; Perry; Nicoll, 2013; Colton; Wilcock, 2010; Hanisch; Kettenmann, 2007; 

Kumar et al., 2016). Por outro lado, a microglia M2 desempenha funções vitais em diversas 

respostas imunológicas, abrangendo reações alérgicas, resposta a parasitas, resolução de 

processos inflamatórios, remodelamento tecidual, angiogênese, imunorregulação e promoção 

tumoral (Sica; Mantovani, 2012), mediadas por fatores como IL-4, IL-13, IL-10 e arginase-1 

(Arg1) (Cherry; Olschowka; O’Banion, 2015; Gordon, 2003; Sica; Mantovani, 2012). 

 

Figura 3 -Fenótipos Microgliais 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

Após o TCE, a microglia atinge seu pico de ativação após sete dias, podendo permanecer 

ativada por meses e até anos (Loane; Byrnes, 2010; Turtzo et al., 2014). A exposição contínua 

a estímulos inflamatórios pode resultar em tolerância imune, um fenômeno no qual as células 

imunes, incluindo as microgliais, tornam-se menos responsivas a estímulos subsequentes. 

Embora a tolerância imune reduza o dano tecidual causado pela resposta inflamatória excessiva, 

está associada à disfunção das células imunes e à neurodegeneração a longo prazo (Biswas; 

Lopez-Collazo, 2009; Dams-O’Connor et al., 2016; Julien et al., 2017). 
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O dano tecidual resultante do TCE, juntamente com processos celulares subsequentes, 

conduz a um aumento da captação de glicose pelos neurônios e células gliais para síntese de 

ATP e outros intermediários necessários para as reações biossintéticas envolvidas na 

recuperação celular (Xu et al., 2021). A captação de glicose do meio extracelular e seu 

subsequente processamento no citosol são fundamentais para a síntese de piruvato e 

intermediários biossintéticos, além da concomitante redução de NAD+ a NADH, um cofator 

essencial para diversas enzimas. O ciclo do ácido tricarboxílico, conhecido como ciclo de 

Krebs, ocorre na matriz mitocondrial e tem como objetivo gerar NADH e FADH2 para a cadeia 

de transporte de elétrons, culminando na síntese de ATP, além de outros intermediários. 

Enquanto a glicólise tem a vantagem de produzir rapidamente 2 ATPs e fornecer intermediários 

biossintéticos para o crescimento celular acelerado, a fosforilação oxidativa (OxPhos) produz 

36 ATPs através de uma maquinaria metabólica eficiente, mas muito mais complexa.  

Em contextos imunológicos, as células T e os macrófagos ativados exibem um aumento 

na atividade glicolítica, essencial para a síntese de intermediários biossintéticos necessários ao 

crescimento e à proliferação das células de defesa (Michalek et al., 2011; Newsholme et al., 

1986; O’Neill; Kishton; Rathmell, 2016; Rodríguez-Prados et al., 2010) (Figura 4). Em um 

estudo conduzido por Tannahill et al. (2013), a inibição da via glicolítica utilizando 2-

desoxiglicose, um análogo da glicose que inibe a via glicolítica, demonstrou a capacidade de 

inibir a ativação de macrófagos in vitro e reduzir a inflamação in vivo. Em outro estudo, o 

estímulo com lipopolissacarídeo resultou no aumento da expressão do fator induzível por 

hipóxia (Hif-1a) e da piruvato quinase M2 (PKM2) (Palsson-Mcdermott et al., 2015). No 

cenário inflamatório, a PKM2 regula e atenua o fluxo glicolítico, desviando intermediários para 

vias biossintéticas e interagindo com Hif-1a quando translocada para o núcleo, promovendo a 

expressão de genes correlatos. A indução do estado tetramérico da PKM2, que impede sua 

entrada no núcleo, revelou eficácia na reprogramação de macrófagos para o estado M2 

(Palsson-Mcdermott et al., 2015), sendo a inibição de Hif-1a também uma abordagem efetiva. 

O ciclo de Krebs nos macrófagos M2 permanece íntegro e associado à fosforilação oxidativa, 

enquanto nos macrófagos M1, ocorrem interrupções após o citrato e o succinato (Jha et al., 

2015; Tannahill et al., 2013). Nessas circunstâncias, o citrato é exportado da mitocôndria para 

a síntese de ácidos graxos, utilizados na biogênese de membranas, ou desviado para a produção 

de óxido nítrico e prostaglandinas (Infantino et al., 2011). O succinato inibe prolil-hidroxilases, 

estabilizando o Hif-1a no núcleo e aumentando a produção de Il-1β, representando um 

mecanismo de ativação de Hif-1a em condições aeróbias (Tannahill et al., 2013). Dessa forma, 
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em condições de estresse celular, o metabolismo celular tende a se reprogramar para 

proporcionar um ambiente celular majoritariamente glicolítico. Além disso, o aumento da 

atividade glicolítica (hiper glicólise) está associado ao aumento da sinalização da via alvo 

mamífero da rapamicina (mTOR)-Hif-1a (Sun et al., 2024). 

 

Figura 4 – Metabolismo das células imunes ativadas 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

A percepção dos imunologistas de que a reprogramação metabólica exerce influência 

não apenas na provisão de energia na forma de ATP, mas também na diferenciação, função e 

destino celular, tem suscitado um interesse crescente em abordagens diversificadas para a 

investigação do imunometabolismo. Nesse contexto, a abordagem do imunometabolismo segue 
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um processo sistemático composto por três fases distintas: a etapa de descoberta, que faz uso 

de técnicas como cultura celular, expressão gênica, metabolômica e single-cell RNA-seq; a fase 

de caracterização fenotípica, que envolve técnicas como citometria de fluxo, microscopia 

eletrônica e respirometria; e, por último, a etapa de confirmação, que engloba a validação gênica 

em modelos animais (Voss et al., 2021). A técnica de respirometria possibilita a avaliação da 

atividade de cada complexo do sistema de transporte de elétrons e é conduzida por meio de 

equipamentos específicos, como o Oroboros O2k Fluorespirometer e Agilent Seahorse. Embora 

muitos estudos façam uso de modelos de cultura celular, a opção pelo isolamento ex vivo de 

microglia é preferível devido à sua maior fidelidade às condições fisiológicas. Contudo, a 

variabilidade nos procedimentos experimentais pode comprometer a precisão das conclusões 

obtidas. Para aprimorar a técnica, torna-se necessário adotar protocolos de controle de 

qualidade, otimizar as condições experimentais e seguir as diretrizes estabelecidas, garantindo, 

assim, uma análise metabólica microglial mais robusta e precisa (Strogulski et al., 2023). 

Em suma, os mecanismos de resposta inflamatória são intrinsecamente dependentes de 

processos neurobioquímicos e vias de sinalização celular que envolvem a disponibilidade de 

intermediários metabólicos e adenosina trifosfato. Nesse contexto, as mitocôndrias das células 

imunes são reconhecidas como a "usina de força da imunidade", coordenando as demandas 

energéticas associadas aos desafios imunológicos por meio do balanço entre a fosforilação 

oxidativa e a glicólise. Dessa forma, essas adaptações metabólicas desempenham um papel 

significativo na regulação da resposta neuroimune, destacando a mitocôndria como um 

regulador chave da neuroinflamação após o traumatismo cranioencefálico. 
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1.1 JUSTIFICATIVA 

 

O trauma cranioencefálico é uma condição complexa associada a uma série de desafios 

mecanísticos e clínicos, incluindo alterações cognitivas, sequelas físicas e aumento do risco de 

demência. Em resposta ao TCE, a microglia desencadeia uma série de eventos imunológicos 

acoplados ao metabolismo, influenciando diretamente a resposta inflamatória, os processos de 

reparo neuronal e os desfechos neurofuncionais. A transição entre fenótipos M1 e M2, suas 

respostas imunológicas distintas, a disfunção mitocondrial e a ativação prolongada são 

elementos marcantes da resposta pós-TCE. Além disso, a influência da reprogramação 

metabólica nas funções da microglia representa um campo emergente de pesquisa, uma vez que 

a interseção entre o metabolismo celular e a resposta imunológica pode oferecer insights 

valiosos para potenciais alvos terapêuticos. 

Considerando o impacto significativo do TCE na saúde pública, a investigação do 

imunometabolismo microglial proporciona não apenas uma compreensão mais profunda dos 

mecanismos patofisiológicos, mas também abre portas para intervenções terapêuticas 

direcionadas. Dessa forma, este trabalho contribui para a construção de uma base científica para 

a abordagem clínica e o desenvolvimento de terapias para pacientes afetados pelo TCE. 
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1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo geral 

 

Desenvolver um protocolo para análise respirométrica da microglia ex vivo e investigar 

o impacto do trauma cranioencefálico moderado no metabolismo microglial de camundongos. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

a) Investigar a expressão de marcadores de atividade glicolítica; 

b) investigar a atividade dos complexos I, II, IV e V da cadeia respiratória 

mitocondrial, analisando o consumo de oxigênio em resposta a substratos e inibidores 

específicos dos complexos; 

c) avaliar a formação e dissipação do potencial de membrana mitocondrial 

na microglia. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O trauma cranioencefálico (TCE) é caracterizado por uma lesão ao tecido cerebral 

resultante de forças biomecânicas externas, como impactos diretos ao crânio, acelerações 

rotacionais bruscas da cabeça, ou ondas de choque. Nos Estados Unidos, dados do Center for 

Disease Control and Prevention (CDC) revelam uma estimativa alarmante de 190 óbitos diários 

relacionados a lesões por TCE em 2021 Get the Facts About TBI 2023. No Brasil, entre 2009 

e 2019, a média anual foi de aproximadamente 131 mil internações associadas ao TCE (Carteri; 

Silva, 2021). A incidência do trauma revela uma realidade preocupante, com consequências 

não apenas imediatas, mas também a longo prazo, incluindo alterações cognitivas, psiquiátricas 

e um aumento associado ao risco de demência (Nordström; Nordström, 2018; Nordstrom et al., 

2014). 

Os eventos fisiopatológicos desencadeados pelo TCE, como injúria axonal, ativação de 

caspases, disfunção mitocondrial e neuroinflamação, contribuem para a progressão da 

neurodegeneração (Blennow et al., 2016; Blennow; Hardy; Zetterberg, 2012; Johnson; Stewart; 

Smith, 2013b). Dentre as células envolvidas nesse processo, a microglia, célula glial no sistema 

nervoso central, assume um papel central na resposta imune e na manutenção da homeostase 

cerebral (Kumar et al., 2016; Loane; Kumar, 2016). 

A transição de estados na microglia é essencial para entender a resposta após um TCE. 

Em condições fisiológicas, ela mantém um estado vigilante, desempenhando funções cruciais 

na defesa celular, fagocitose, suporte à diferenciação neuronal, mielinização e nas funções 

cognitivas. Entretanto, diante de diferentes estímulos, a microglia pode adotar dois estados: M1 

e M2 (Guo; Wang; Yin, 2022). O fenótipo M1 está associado a citocinas pró-inflamatórias, tais 

como interleucina 1β, IL-6, IL-12, TNF-α, e expressão de NOX2, iNOS e CD40 (Colonna; 

Butovsky, 2017). Por outro lado, a microglia M2 desempenha papel vital em processos como 

resolução de inflamação, remodelamento tecidual e angiogênese, mediados pelas interleucinas 

IL-4, IL-13, IL-10, arginase-1, bem fatores de crescimento (insulin growth factor 1, IGF-1; 

fibroblast growth factor, FGF) e neurotróficos (nerve-derived growth factor, NGF; fator 

neurotrófico derivado do cérebro,  BDNF) (Colonna; Butovsky, 2017; Sica; Mantovani, 2012). 

Além disso, um aspecto crucial na transição de fenótipos microglial é o remodelamento 
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metabólico, no qual a análise da microglia revela adaptações celulares essenciais para a 

sobrevivência e função frente a injúrias.  

Estudos indicam que, em condições inflamatórias, células como macrófagos ativados 

aumentam sua atividade glicolítica para fornecer energia necessária ao crescimento e à 

proliferação celular (Hemonnot-Girard et al., 2022; Newsholme et al., 1986; O’Neill; Kishton; 

Rathmell, 2016; Xu et al., 2021). A transição para um estado glicolítico é mediada por vias 

metabólicas específicas, como a ativação de fatores como o fator induzível por hipóxia 1 α (Hif-

1α) e a regulação pela enzima piruvato quinase M2 (PKM2) (Palsson-Mcdermott et al., 2015). 

Entender como essa transição ocorre nas células microgliais é crucial para desvendar os 

mecanismos subjacentes ao impacto metabólico do TCE. 

A respirometria de alta resolução (high resolution respirometry, HRR) é uma 

abordagem de pesquisa mitocondrial e celular que, através do equipamento Oroboros O2k, 

possibilita a medição da respiração em diferentes preparações mitocondriais e células vivas 

(Gnaiger, 2014). Ao adotar uma análise respirométrica, buscamos não apenas compreender as 

alterações bioenergéticas nas mitocôndrias da microglia pós-TCE, mas também estabelecer um 

protocolo que assegure a fidelidade aos contextos fisiológicos. Esta abordagem se alinha com 

as tendências recentes em imunometabolismo, destacando a interconexão entre os processos 

metabólicos e a resposta inflamatória (Strogulski et al., 2023; Voss et al., 2021).  

Sendo assim, neste estudo objetivamos preencher as lacunas do entendimento dos 

mecanismos metabólicos específicos que ocorrem na microglia pós-TCE, desenvolvendo um 

protocolo para a análise respirométrica da microglia ex vivo, além de investigar os efeitos de 

um trauma cranioencefálico severo na microglia de camundongos. Ao compreender a resposta 

da microglia e dos processos metabólicos envolvidos, almejamos contribuir para a compreensão 

da patogênese do TCE e abrir novas perspectivas terapêuticas para essa condição. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 ANIMAIS  

 Camundongos CF1 de 90 dias de idade, totalizando 8 animais, foram distribuídos em 2 

grupos: SHAM e TCE. Os animais foram fornecidos pelo Centro de Reprodução e 

Experimentação de Animais de Laboratório (CREAL) da UFRGS e ficaram em ambiente com 
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temperatura controlada (22ºC ± 1), ciclo claro e escuro de 12 horas, com livre acesso a comida 

e água. Todas as etapas experimentais deste estudo seguiram as diretrizes estabelecidas pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais da UFRGS, sob o número 40077. 

 

2.2 INDUÇÃO DO TCE  

Para indução do TCE, utilizou-se o equipamento myNeuroLab®, Leica, St. Louis, MO, 

USA. Os animais foram previamente anestesiados com isoflurano 3% para garantir sedação 

durante o procedimento. Em seguida, foram posicionados em um estereotáxico para assegurar 

que suas cabeças estivessem alinhadas para receber o impacto, com parâmetros específicos de 

velocidade, profundidade anteroposterior e tempo de permanência no local do dano (adaptado 

de Smith et al., 1995). Foi administrado um único trauma. Os animais do grupo SHAM foram 

submetidos ao mesmo procedimento de anestesia e alocação no estereotáxico, mas não sofreram 

o trauma. Posteriormente, os animais repousaram em um colchão aquecido até a recuperação 

da consciência, antes de serem retornados às suas caixas. 

 

2.3 PERFUSÃO 

Após 24 horas do TCE, os camundongos foram perfundidos transcardialmente com 20 

mL de HBSS gelado para que os macrófagos da corrente sanguínea não interfiram no 

isolamento. O cérebro foi dissecado e mantido em HBSS gelado até o momento da 

homogeneização (Herron et al. 2022). 

 

2.4 FRACIONAMENTO CELULAR  

O isolamento da microglia ex vivo foi realizado conforme Herron et al. (2022). 

Brevemente, o cérebro foi removido e cuidadosamente homogeneizado em HBSS com 30 

strokes. Após centrifugação a 350g a 4ºC por 5 minutos, a amostra foi ressuspendida em Percoll 

37% e cuidadosamente adicionada sobre Percoll 70%. Em seguida, a amostra foi centrifugada 

a 800 g a 23ºC por 25 minutos. Após essa etapa, a interface rica em microglia foi coletada, 

centrifugada a 350 g a 4ºC por 5 minutos, e ressuspendida em tampão HBSS.  

 

2.5 PAINEL MITOCONDRIAL 

Para avaliação do perfil bioenergético da microglia, foi realizada a respirometria de alta 

resolução em tempo real, utilizando o Oroboros O2k-oxygraph. Foram adicionados 500uL de 
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amostra a cada cuba. Um protocolo envolvendo com substratos, desacopladores e inibidores 

(SDI) do sistema de transporte de elétrons (STE) foi empregado (Gnaiger, 2014). As análises 

foram realizadas em uma solução tampão contendo EDTA 0.73mM, MgCl2 4mM, KH2PO4 

5mM, HEPES 20mM e Manitol 320mM (pH 7.4), com resultados normalizados pelo conteúdo 

de proteínas. Todas as análises foram realizadas em cubas de 2mL vedadas, a uma temperatura 

constante de 37ºC.  

O procedimento consistiu na estabilização da amostra por 10 minutos, seguida pela 

adição de Piruvato, Malato e Glutamato (PMG) a 4mM. Após estabilização, foi introduzido 

ADP a 2,5mM, seguido pela adição de Succinato a 2mM e novamente 2,5mM de ADP. A 

Oligomicina (2ug) foi então adicionada para obter a respiração não fosforilativa (Lomy), 

seguida pela adição do ionóforo CCCP (0,1mM) para avaliar a capacidade máxima do STE 

(E)(Fig 1). Inibidores específicos dos complexos (Rotenona, Malonato, Antimicina-A e Azida 

Sódica) foram adicionados para avaliar o consumo de O2 extra-mitocondrial.  O fluxo de 

consumo de oxigênio por complexo, a eficiência bioquímica mitocondrial, a capacidade de 

reserva OxPhos, a capacidade do STE, a eficiência de acoplamento e o extravasamento de 

prótons H+ foram calculados com base nos resultados obtidos (Carteri et al., 2019a; Gnaiger, 

2014). 

O ensaio de potencial de membrana ΔΨm (Safranina- O) foi realizado na microglia 

isolada, seguindo o mesmo protocolo sequencial de SDI da respirometria. A variação dos 

pontos subsequentes foi calculada para mensurar o fluxo de formação e dissipação do potencial 

de membrana mitocondrial utilizando um espectrofotômetro (Spectra Max M5, Molecular 

Devices) com comprimentos de onda de excitação de 495nm e emissão de 586nm. As amostras 

foram incubadas na mesma solução tampão da respirometria com a adição de 10µM de 

Safranina-O. Números positivos indicam uma diminuição na ΔΨm, enquanto números 

negativos indicam um aumento na ΔΨm. O branco foi realizado apenas com adição de solução 

tampão e safranina-O. As amostras foram normalizadas pela concentração de proteínas (Carteri 

et al., 2019a). 

 

2.6 ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

Os resultados foram expressos por média ± desvio padrão. Foi realizado o teste de 

Shapiro-Wilk, seguido do teste T de Student para comparação entre os grupos. As análises 

foram realizadas no software GraphPad Prism 10.1.2. As diferenças foram consideradas 

estatisticamente significantes quando p < 0,05. 
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3. RESULTADOS 

 

3.1 Protocolo de respirometria microglial ex vivo de camundongos 

Os resultados indicaram a eficácia do protocolo de respirometria, evidenciada pelo 

aumento do consumo de oxigênio após o estímulo com substratos (PMG, ADP, Succinato e 

ADP), pela redução do consumo de oxigênio após a adição de oligomicina um inibidor da ATP-

sintase, e pelo subsequente aumento no consumo de oxigênio após a administração do 

desacoplador FCCP (Fig 1). 

3.2 Não houve mudanças significativas na análise respirométrica microglial 24 horas 

após o trauma cranioencefálico 

A capacidade de reserva da fosforilação oxidativa (OxPhos) é definida como a diferença 

entre a respiração OxPhos máxima (P) e a respiração basal (R), representando a capacidade 

disponível para um aumento na OxPhos, além da taxa da respiração basal. Não foram 

observadas diferenças significativas entre os grupos TCE e SHAM (P=0.2829, t=1.179, df=6, 

Fig 2a).  

A eficiência de controle da via NS-N quantifica a alteração fracionária no fluxo quando 

o succinato é adicionado à respiração associada à via N. N e NS referem-se, respectivamente, à 

respiração N (com Piruvato, Malato, Glutamato ou outros substratos ligados ao CI) e NS (N em 

combinação com succinato). É dado por N/NS. Não houve diferença significativa entre os 

grupos SHAM e TCE (P=0.0532, t=2.401, df=6, Fig 2b). 

A capacidade de reserva expressa a diferença entre capacidade máxima de respiração 

(E), obtida pela titulação com um desacoplador, e a respiração basal (R), dividida por E. Quando 

não há capacidade sobressalente, E-R é igual a 0, enquanto é igual a 1 quando o limite máximo 

é atingido. Considerando que a capacidade E é significativamente maior que a capacidade 

OxPhos, a capacidade de reserva não tem a finalidade de aumentar a fosforilação oxidativa, 

mas sim indica uma reserva para a respiração desacoplada. Não houve diferença significativa 

entre os grupos SHAM e TCE (P=0.9963, t=0.004792, df=6, Fig 2c, com ambos os grupos com 

médias próximas a 0.6, indicando uma grande capacidade sobressalente.  

A eficiência fosforilativa é calculada como a diferença entre capacidade máxima de 

OxPhos (P) e a respiração LEAK, na qual a ATP-sintase está inibida, dividida pela capacidade 
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máxima P. Representa a capacidade respiratória mitocondrial relacionada diretamente com a 

fosforilação de ADP. Não houve diferença significativa entre a eficiência fosforilativa dos 

grupos SHAM e TCE (P=0.0876, t=1.084, df=6, Fig 2d).  

O controle de extravasamento (E-L)/P mede a proporção de consumo de oxigênio que 

não é utilizado para fosforilação, denotado como (E-L), em relação à taxa máxima de consumo 

de oxigênio (P), e fornece dados sobre a eficiência do sistema de fosforilação em utilizar o 

oxigênio disponível para a síntese de ATP. Não houve diferença no controle de extravasamento 

entre os grupos SHAM e TCE (P=0.0774, t=2.128, df=6, Fig 2d).  

A respiração LEAK (L), observada na ausência de estímulo por ADP, representa a 

respiração não-fosforilativa das mitocôndrias. A eficiência de acoplamento, por outro lado, 

mede a eficiência do acoplamento entre a respiração e a síntese de ATP. É calculada como a 

diferença entre a taxa máxima de respiração (E) e a taxa de respiração LEAK (L), dividida pela 

taxa máxima de respiração (E). Quando não há acoplamento (L=E), a eficiência de acoplamento 

é 0. Quando o sistema está totalmente acoplado (L=0), a eficiência de acoplamento é 1. Não 

houve diferença significativa entre a capacidade de acoplamento entre os grupos SHAM e TCE 

(P=0.8052, t=0.2578, df=6, Fig 2f).  

3.3 O trauma cranioencefálico compromete a formação e a dissipação do potencial 

de membrana mitocondrial 

No ensaio de potencial de membrana mitocondrial utilizando Safranin-O, o grupo 

SHAM foi capaz de formar Δψm após a adição de substratos, assim como dissipar após a adição 

de desacoplador. No entanto, nos animais TCE, observamos formação e dissipação do Δψm 

prejudicados em relação ao grupo SHAM (Fig 3).  
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3. DISCUSSÃO 

 

O TCE é um evento neurológico com estatísticas e consequências alarmantes, afetando 

pessoas em todo o mundo (Langlois; Rutland-Brown; Wald, 2006). Além do dano primeiro ao 

tecido cerebral, o dano secundário após o TCE está associado a desequilíbrios iônicos, 

disfunção bioenergética e acúmulo de proteínas neurotóxicas, sendo a neuroinflamação uma 

característica marcante que influencia os desfechos neurológicos (Blennow et al., 2016; Loane 

& Byrnes, 2010). Portanto, é crucial entender fatores multidimensionais que podem influenciar 

a resposta neuroinflamatórias microglial após o TCE. Nesse contexto, o presente estudo buscou 

investigar os efeitos do TCE na atividade bioenergética da microglia de camundongos. Com 

base nesse conceito, adaptamos um método de isolamento de microglia para estudo do 

metabolismo mitocondrial. 

Embora haja relatos de estudos da respirometria de linhagem celular microglial na 

literatura (Chausse et al., 2020; Nagy et al., 2018), o presente trabalho inovou ao apresentar um 

protocolo para respirometria mitocondrial de microglia ex vivo em camundongos. O protocolo 

adotado nos permitiu investigar o consumo de O2 ligado aos complexos I e II, bem como 

analisar a capacidade fosforilativa máxima, reserva e eficiência mitocondrial. Futuros 

experimentos serão realizadas para investigar a resposta microglial a diferentes substratos, 

assim como validar os resultados obtidos.   

Uma das respostas centrais ao trauma cranioencefálico é a ativação da microglia (Kumar 

et al., 2016; Loane; Byrnes, 2010). Na fase aguda, a microglia parece reagir migrando até o 

local da lesão em resposta ao ATP extracelular liberado pelo tecido danificado (Davalos et al., 

2005). Em humanos, a ativação microglial foi relatada 72 horas após o trauma, persistindo 

ativação por meses e até anos após o TCE (Engel et al., 2000), o que é corroborado por modelos 

animais. Além disso, um dos desfechos do dano secundário após o TCE é a disfunção 

bioenergética cerebral (Carteri et al., 2019b; Kopczynski et al., 2023). No entanto, há poucos 

estudos em relação ao efeito do TCE na bioenergética microglial de camundongos. 

Nossos resultados indicam que, 24 horas após o TCE, não foram observadas mudanças 

significativas na análise respirométrica da microglia quando comparadas ao grupo controle 

SHAM. As principais métricas avaliadas, incluindo a capacidade de reserva OxPhos, eficiência 

de controle da via N-NS, capacidade de reserva e eficiência fosforilativa, não apresentaram 
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diferenças estatisticamente significativas entre os grupos. Visto que, 24 horas após o TCE, o 

fenótipo microglial predominante é o M2 (Simon et al., 2017), é esperado que os parâmetros 

respirométricos não sejam significativamente diferentes entre os grupos. No entanto, é 

importante ressaltar que a amostra analisada não foi do hemisfério ipsilateral, próximo à lesão, 

mas sim do cérebro inteiro. Dessa maneira, ainda é necessário otimizar o protocolo de 

isolamento para trabalhar com regiões cerebrais ou um único hemisfério. 

Outro dano secundário bem estabelecido após o TCE é o dano oxidativo causado pela 

formação de espécies reativas de oxigênio (Carteri et al., 2019b), que através de um loop pode 

levar ao desequilíbrio do potencial de membrana mitocondrial. Nesse sentido, observamos que 

a microglia do grupo TCE, diferente dos animais SHAM, é incapaz de formar e dissipar o 

potencial de membrana mitocondrial após o estímulo com substratos ou um desacoplador. Dado 

o  prejuízo na força próton-motriz, mais testes serão necessários para confirmar a hipótese de 

que as células estejam sintetizando menos ATP. Ademais, mais estudos serão necessários para 

confirmar a hipótese de que o causador desse desequilíbrio seja o aumento da produção de 

espécies reativas de oxigênio mitocondriais, um dano já estabelecido após o trauma 

cranioencefálico (Carteri et al., 2019b; Kopczynski et al., 2023). 

 Nossos resultados contribuem para o entendimento dos mecanismos metabólicos 

envolvidos na resposta da microglia ao TCE. Embora não tenhamos identificado alterações 

agudas na respirometria microglial, isso não exclui a possibilidade de que mudanças ocorram 

em estágios subsequentes associados ao processo de recuperação ou, alternativamente, 

progressão do dano tecidual. Portanto, são necessários experimentos em diferentes janelas de 

tempo para caracterizar completamente a resposta microglial após o TCE.  

Em suma, este estudo inovou ao apresentar um protocolo de respirometria mitocondrial 

de microglia ex vivo em camundongos e mostrou que não há evidências de mudanças nos 

parâmetros respirométricos microgliais 24 horas após o trauma cranioencefálico. A deficiência 

na formação e dissipação do potencial de membrana mitocondrial microglial requer mais 

estudos para elucidar seu mecanismo. Dessa forma, serão realizados mais experimentos para 

investigar a respirometria microglial em diferentes períodos, bem como em diferentes regiões 

do cérebro.  
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4. FIGURAS E LEGENDAS 

 

 

Figura 1 - Análise respirométrica mitocondrial de microglia ex vivo de camundongos. 

Foi empregado protocolo SUIT (A) utilizando substratos e inibidores do sistema de transporte 

de elétrons. b) Consumo de oxigênio após adição de substratos e inibidores. Abreviações: PMG, 

piruvato, malato e glutamato; A, ADP; SUC, succinato; FCCP, carbonil cianida p-

trifluorometoxifenilhidrazona; Omy, oligomicina. 
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Figura 2 - Análise respirométrica mitocondrial da microglia de camundongos SHAM e 

TCE. Não houve diferenças significativas na capacidade de reserva OxPhos (A), fluxo N/NS 

(B), capacidade de reserva (C), eficiência fosforilativa (D), controle de extravasamento (E) e 

eficiência de acoplamento (F) entre os grupos SHAM e TCE. 
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Figura 3 - Análise do potencial de membrana mitocondrial da microglia de 

camundongos SHAM e TCE. Após adição de substratos e desacopladores, a mitocôndria dos 

animais do grupo TCE não foi capaz de formar ou dissipar o potencial de membrana. 
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3 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 
 

O presente estudo introduziu um novo protocolo de respirometria de microglia ex vivo 

de camundongos, assim como avaliou os efeitos de um trauma cranioencefálico severo nesses 

animais. Na janela de tempo observada (24 horas), não foram identificados efeitos significativos 

do TCE nos parâmetros de capacidade de reserva, fluxo N/NS, eficiência fosforilativa, controle 

de extravasamento e eficiência de acoplamento mitocondriais. Entretanto, as mitocôndrias da 

microglia dos animais submetidos ao TCE demonstraram incapacidade de formar e dissipar 

potencial de membrana, ao contrário das dos animais SHAM. Dessa forma, este estudo conclui 

que, em 24 horas, não há efeito do TCE nos parâmetros respirométricos mitocondriais da 

microglia de camundongos. 

Em experimentos futuros, serão analisados marcadores de inflamação, como 

interleucinas pró- e anti-inflamatórias, além das proteínas-chave da via glicolítica, para 

caracterização do fenótipo microglial. Experimentos serão conduzidos em diferentes períodos 

de recuperação após o trauma cranioencefálico, assim como em diferentes graus de severidade 

do TCE. Experimentos de imuno-histoquímica serão efetuados para caracterizar a morfologia 

microglial em resposta ao TCE. Testes comportamentais e cognitivos serão realizados para 

avaliar a associação entre o comprometimento bioenergético da microglia e os danos cognitivos 

resultantes do TCE. Por fim, o artigo será reescrito para submissão ao periódico Journal of 

Neurochemistry. 
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