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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica Toxicologica
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil.

GUANONISA REDUZ A NEUROTOXICIDADE E O DEFICIT MOTOR
INDUZIDO PELO TRAUMATISMO CRANIOENCEFALICO EM
RATOS
AUTOR: ROGERIO DA ROSA GERBATIN
ORIENTADOR: LUIZ FERNANDO FREIRE ROYES

Local e data de defesa: Santa Maria, 29 de janeiro de 2016.

O traumatismo cranioencefalico (TCE) afeta anualmente 10 milhdes de pessoas ocasionando mortes e
sintomas neuroldgicos que resultam em um impacto socioeconémico desfavoravel a nivel mundial. Sua
fisiopatologia compreende mdltiplos processos neurotdxicos, tais como a excitotoxicidade, disfuncdo
mitocondrial e inflamagdo que conduzem a morte neuronal e, consequentemente a manifestagdes clinicas, como
o déficit motor. Muitos estudos com drogas promissoras em modelos experimentais de TCE reportaram falhas
quando testadas clinicamente, assim torna-se importante a busca por novas drogas terapéuticas. Atualmente,
muita atencdo tem sido dedicada aos efeitos neuroprotetores da guanosina, um nucleosideo endégeno capaz de
reduzir eventos neurotdxicos em modelos experimentais de isquemia in vivo e in vitro, que ao nosso
conhecimento, ainda ndo foi avaliada no TCE. Portanto, o presente estudo avaliou o potencial terapéutico da
guanosina no prejuizo locomotor e neurodegeneragdo apds o TCE por controlar a excitotoxicidade, alterages
mitocondriais e inflamatorias. Ratos Wistar machos foram submetidos ao TCE pelo modelo de lesdo por
percussdao de fluido sagital (PFS) e 40 minutos ap6s foi administrado guanosina na dose 7.5mg/kg via
intraperitoneal (i.p). Nossos resultados revelam que a guanosina protege contra o prejuizo locomotor induzido
pelo PFS 8 horas ap6s o insulto. Do mesmo modo, a guanosina também foi capaz de proteger contra o dano
neuroquimico no cortex ipsilateral caracterizado pela inibicdo da captacdo de glutamato, Na*, K* - ATPase e
glutamina sintetase, alteracbes do potencial de membrana mitocondrial (A¥m) seguido pela producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e aumento no contetido de proteinas carboniladas. De forma semelhante, a
resposta inflamatoria induzida pelo PFS evidenciada pelo aumento nos niveis de TNF- o, IL-1p e edema cerebral
também foi reduzida por esse nucleosideo. Além destas descobertas, a guanosina protegeu contra a morte
neuronal e ativacdo da caspase 3, reforcando seus efeitos neuroprotetores. Dessa forma, 0 nosso estudo
representa uma importante contribui¢do para o conhecimento dos efeitos neuroprotetores da guanosina no TCE,
tornando esta molécula uma atraente candidata para o tratamento desse insulto, embora mais estudos sejam

necessarios para esclarecer o seu potencial clinico no TCE.

Palavras-chave: Traumatismo cranioencefalico. Exitotoxicidade. Mitocondria. Inflamag&o. Déficit motor.
Guanosina. Ratos.
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Traumatic brain injury (TBI) affects annually 10 million of people causing neurological symptoms and
deaths resulting in an adverse socio-economic impact worldwide. The pathophysiology of TBI comprises
multiple neurotoxic processes, such as excitotoxicity, mitochondrial dysfunction and inflammation leading to
neuronal death and consequently clinical manifestations, as motor deficit. Many studies with promising drugs in
experimental models of TBI reported failures in clinical tests, so it is important to search for new therapeutic
drugs. Currently, much attention has been devoted to the neuroprotective effects of guanosine, an endogenous
nucleoside able to reduce neurotoxic events in experimental models of ischemia in vivo and in vitro, which to our
knowledge has not yet been evaluated in the TBI. Therefore, the present study evaluated the therapeutic potential
of guanosine in locomotor impairment and neurodegeneration after TBI by controlling excitotoxicity,
mitochondrial and inflammatory alterations. Male Wistar rats were subjected to TBI by moderate fluid
percussion injury (PFS) parasagittal model and 40 minutes after was administered guanosine (7.5mg / kg
intraperitoneally). Our results show that guanosine protects against the locomotor deficit induced by TBI 8 hours
after the insult. Similarly, guanosine was also able to protect against the neurochemical damage in the ipsilateral
cortex characterized by the inhibition of glutamate uptake, Na*, K* - ATPase and glutamine synthetase activity ,
alterations in mitochondrial membrane potential (AW¥m) followed by an increase in production of reactive
species oxygen (ROS) and content of protein carbonyls. Furthermore, the inflammatory response induced by
TBI evidenced by increased levels of TNF-a, IL-1B and cerebral edema was also reduced by guanosine. In
addition to these findings, guanosine protected against the neuronal death and activation of caspase 3, reinforcing
its neuroprotective effects. Thus, our study represents an important contribution to the knowledge of the
neuroprotective effects of guanosine in the TBI, making this an attractive candidate molecule for the treatment of
this insult, although more studies are needed to clarify their potential in clinical TBI.

Keywords: Traumatic brain injury. Exitotoxicity. Mitochondria. Inflammation. Motor deficit. Guanosine. Rats.
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APRESENTACAO

No item INTRODUCAO esté descrita uma breve revisdo sobre os temas
abordados nesta dissertacao seguida pelos itens OBJETIVOS.

Os RESULTADOS que fazem parte desta dissertacdo estdo sob a forma
de um manuscrito em fase de redacdo contendo suas respectivas secoes
Introducdo, Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo, Conclusdo e
Referéncias Bibliograficas que representam a integra deste trabalho.

O item CONCLUSAO encontrado no final desta dissertacdo apresenta
interpretacfes e comentarios gerais sobre 0 manuscrito contido neste trabalho. O
item REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS refere-se somente as citacdes que
aparecem no item INTRODUCAO desta dissertagao.
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1. INTRODUCAO
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1.1 TRAUMATISMO CRANIOENCEFALICO

1.1.1. Historia e definicéo

O Traumatismo cranioenceféalico (TCE) acompanha a humanidade desde as suas
origens, e com a evolucdo tornou-se evidente o aumento progressivo de vitimas de traumas
mecanicos por diversas causas externas. Segundo Melo et al., (2004) foi a partir do ano de
1682 que o traumatismo craniano (nomenclatura antiga) comecou a ser descrito como
importante fator de 6bito em suas vitimas, até atingir os elevados indices atuais de morbidade
e mortalidade.

Em relacdo a sua definicdo, o TCE é considerado como uma alteracdo da funcéo
cerebral, manifestada como confuséo, alteragdo do nivel de consciéncia, convulsdo, coma ou
déficit neuroldgico sensitivo ou motor que resulta da aplicacdo de uma forca, penetrante ou

ndo, sobre o cranio (Bruns e Hauser, 2003).

1.1.2. Cenério epidemioldgico

Estudos epidemioldgicos sdo indispensaveis para o entendimento do TCE com
importante finalidade em investigar sobre sua incidéncia e prevaléncia na populacéo,
apresentando estimativas completas para orientar a prevencao, identificar as melhores préticas
terapéuticas e planejar futuros tratamentos que tenham menores custos e sejam mais efetivos
(Barker-Collo et al., 2009).

De outro modo, o TCE tem sido denominado mundialmente como uma “epidemia
silenciosa” devido ao conhecimento limitado da sociedade sobre essa doenga, em virtude da
falta de estudos epidemioldgicos abrangentes em alguns paises e a auséncia de registros de
muitos casos de TCE nos departamentos de emergéncias e hospitais.

Segundo Andelic (2013) uma proporcao consideravel de pessoas idosas e/ou
individuos que sofrem TCE leve (cerca de 75 %) no seu ambiente familiar sdo menos
propensos a buscar atendimento hospitalar, o qual destina-se a vitimas de TCE moderado e
grave (cerca de 25%), que sdo frequentemente mais estudados por conta dos critérios claros
para definicdo de caso para tais ferimentos. Por outro lado, as lesdes leves sdo mais
suscetiveis a erros de diagnostico ou negligéncia por profissionais clinicos. Sendo assim,

ambos os fatores podem introduzir vieses substanciais nesse cenario epidemiolégico.
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Alguns dados fornecidos pelo Centro de Controle e Prevengdo de Doengas alertam
para a dimenséo do TCE nos EUA, indicando sua incidéncia anual de 1,7 milhGes de pessoas,
das quais cerca de 52.000 morrem, 275.000 necessitam de tratamento hospitalar intensivo e
1,365 milhdes sdo tratadas e liberadas dos departamentos de emergéncia (Faul et al., 2010).
Segundo Lewis (2007) a cada 7 segundos ocorre um TCE nos EUA e a cada 5 minutos uma
pessoa morre e outra fica incapacitada.

Em razdo disso, 5,3 milhGes de pessoas vivem com algum tipo de sequela, trazendo
consigo um alto indice de morbidade e expressivo impacto socioeconémico (Hyder et al.,
2007), gerando uma despesa anual de 76,5 bilhGes de dolares para os EUA (Faul et al., 2010;
Coronado et al., 2011). As principais causas que constitui esse panorama alarmante
compreendem as quedas (35%), seguida dos acidentes com veiculos automotores (17%),
acidentes de trabalho e/ou pratica de esportes (16%), assaltos (10%), além de outras causas
desconhecidas (22%) (Faul et al., 2010).

No Brasil, estudos abrangentes abordando o tema sdo raros, e na sua maioria
especificos de uma determinada regido, o que dificulta o seu entendimento como um todo,
mas alguns estudos disponiveis indicam que 74% dos TCEs ocorram devido a acidentes de
transito (Oliveira et al., 2012). De forma semelhante aos EUA, a incidéncia do TCE no Brasil
é cerca de 1,6 a 2,8 vezes maiores em homens e constitui a principal causa de morte em
pessoas com menos de 45 anos de idade de ambos os géneros (Silver, J. M 2005; Coronado et
al., 2011). Agravando ainda mais esse quadro epidemioldgico, um estudo indica que o TCE

podera tornar-se a terceira maior doenca global em 2020 (Lopez e Murray, 1998).

1.1.3. Classificagéo do TCE

De acordo com Franciozi et al., (2008), o TCE é uma patologia dinamica, tanto no seu
aspecto temporal como na coexisténcia com varios tipos de lesGes. Para melhor compreenséao
podemos classifica-lo quanto: ao mecanismo fisico da lesdo (trauma penetrante ou fechado), a
distribuicdo da lesdo (lesBes focais ou difusas) e a gravidade clinica (lesdes leves, moderadas

Ou graves).

1.1.3.1. Classificagdo quanto ao mecanismo fisico da leséo

Com relagdo aos mecanismos fisicos de lesdo no TCE, esses podem ser classificados

em traumas:
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- Penetrantes: Aqueles em que o cranio é atingido ou atinge um objeto (impacto com
carga), muitas vezes causando destruicdo local e exposi¢do do conteldo craniano ao meio e,
dependendo da energia cinética transmitida ao tecido, lesdes difusas devastadoras (Saatman et
al., 2008; Li et al., 2011).

- Fechado: Nesse caso, ndo é necessario 0 impacto do cranio com estruturas externas.
Comumente acontecem em vitimas de acidentes de transito, onde a diferenca de densidade do
cranio em relacéo as estruturas cerebrais, geram cisalhamento, tensdo e compressdo sobre o
tecido cerebral, devido as bruscas forcas de aceleracédo e desaceleracdo da cabeca no momento
do acidente (Gennarelli e Graham, 2005; Ferreira et al., 2009).

1.1.3.2. Classificacdo quanto a distribuicdo da lesao

- Lesdo Focal: Nesses casos de TCE, a lesdo é causada mais frequentemente pelo
trauma com contato direto a uma por¢do do encéfalo, resultando em contusdes, laceracdes,
hemorragias e extensa morte celular local, geralmente é um quadro grave que necessita de
tratamento cirirgico de urgéncia, bastante comum em vitimas de acidentes por quedas
(Dantas Filho, 2004; Silver et al., 2005).

- Les&o Difusa (ou multifocal): Nesses casos de TCE, a lesdo acomete o cérebro como
um todo através de forcas cinéticas que levam & movimentacdo, rotacdo e
aceleracao/desaceleracdo do encéfalo dentro da caixa craniana, bastante frequente em vitimas
de acidente de transito. Dentre as lesdes difusas, estdo a concussdo e lesdo axonal difusa
(Andrade, 2009).

Ainda existe a possibilidade do TCE com lesdes mistas, onde lesdes focais e difusas

estdo presentes no mesmo quadro clinico (Martins; Damasceno; Awada, 2008, p. 581).

1.1.3.3. Classificacdo quanto a gravidade clinica da lesao

Apesar de existir diferentes abordagens tecnoldgicas para classificar a gravidade do
TCE, ainda é amplamente utilizado a Escala de Coma de Glasgow (ECGw) que avalia a
duracdo e profundidade das alteracdes de consciéncia e do coma do paciente, levando em
consideracdo sua manifestacdo comportamental a partir de niveis crescentes de estimulos
oculares, verbais e motores, 0s quais, geram uma pontuacdo total que serd utilizada para
classificar a gravidade do traumatismo em trés categorias: leve (15 a 13 pontos), moderado

(12 a 9 pontos) e grave (8 a 3 pontos).



18

Resposta ocular Resposta verbal Resposta motora
4 - Espontanea 5 — Orientado 6 - Obedece comandos
3 - Por comando verbal 4 - Desorientado, apropriado 5 - Localiza dor
2 - Por estimulo doloroso 3 - Palavras inapropriadas 4 - Retirada inespecifica
1 - Ausente 2 - Fala incompreensivel 3 - Flexao anormal
1 - Ausente 2 - Extensao anormal
1 - Ausente

Tabela 1. Escala de Coma de Glasgow (Teasdale e Jennett, 1974).

Entretanto, em alguns casos essa classificacdo esta sujeita a limitagdes, devido a
diferenca de idioma (Avaliador x paciente), sedacdo do paciente, paralisia, ingestdo de alcool
e outras drogas que acabam mascarando o nivel de consciéncia real do paciente.
Independentemente dessas restrigdes, a ECGw continua a ser uma das mais consistentes
formas imediatas de mensurar a gravidade da lesdo cerebral (Silver et al., 2005).

1.1.4. Modelos experimentais de TCE

Estudos pré-clinicos através de modelos experimentais de TCE em roedores sdo de
grande importancia para o entendimento dessa doenca, pois produzem muitas caracteristicas
gue mimetizam a condi¢do humana e fornecem informacdes validas para o desenvolvimento
de novos tratamentos e condutas para essa condi¢do clinica. Para estes fins, muitos modelos
experimentais de TCE sdo amplamente utilizados atualmente, dentre eles podemos destacar o
impacto cortical controlado, lesdo em cabega fechada, onda mecanica de exploséo e percusséo
de fluido (Figura 1). Dentre os quatros modelos acima mencionados, 0 modelo de percussdo
de fluido € considerado um dos mais clinicamente relevantes, pois mimetiza em roedores as
condigdes comumente observadas em pacientes com TCE, incluindo:

AlteracGes fisioldgicas: Imediatamente apds o TCE, a auto-regulacdo cerebral torna-se
prejudicada, episodios de apnéia, cianose, diminuicdo na PaO2 e aumento da PaCO2 séo
observadas. A pressdo intracraniana (PIC) aumenta nos primeiros minutos apds o TCE,
acompanhada por uma reducdo no fluxo sanguineo e aumento da demanda metabdlica
(glicose ate 150 %) (Thompson et al., 2005).
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Figura 1. Modelos experimentais para 0 estudo do TCE. a) Impacto cortical controlado

(ICC), esse modelo utiliza um dispositivo de impacto pneumatico ou eletromagnético para dirigir um péndulo
rigido sobre a dura-méter (membrana cerebral mais externa) causando lesdo predominantemente focal. b) Leséo
em cabeca fechada (LCF), conhecido em inglés como “close head injury” ou “weight-drop”, onde um projétil
em queda livre atinge o cranio com ou sem craniectomia resultando em uma lesdo difusa por acdo de forcas
inerciais ou focais respectivamente. ¢) Onda mecénica de explosdo (OME), esse modelo ndo envolve impacto
direto sobre o crénio, a lesdo ocorre através das ondas de choque que se propagam sobre os tecidos cerebrais
expostos a uma explosdo, mimetizando o conflito de militares em zona de combate. d) Percussdo de fluido (PF)
envolve a trepanacéo craniana (linha média, sagital ou lateral) para a realiza¢do da craniectomia onde um jato de
fluido em alta velocidade promovera a lesdo sobre a dura-mater do animal. Fonte: Adaptado de Xiong et al.,
(2013).

Alteracdes histologicas: Conforme a gravidade do TCE fica evidente a perda de massa
encefalica diretamente no local da lesdo (cértex cerebral), bem como contusdes em estruturas
cerebrais internas (hipocampo, talamo, estriado e amigdala) conhecidas por apresentar
alterac6es morfoldgicas e morte celular (Thompson et al., 2005).

AlteracBes comportamentais: Comprometimento motor, sensorial e cognitivo. Varios
testes comportamentais avaliando esses pardmetros séo utilizados para determinar o potencial
clinico de varios tratamentos que oferecem intervencdes terapéuticas no TCE.
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Fisiopatologia: Através do dano focal com caracteristicas difusas provocadas no
momento do insulto, a fisiopatologia do TCE é extremamente semelhante a aquela observada

em pacientes como discutida a seguir (Thompson et al., 2005).

1.1.5. Fisiopatologia

A fisiopatologia do TCE é classificada de acordo com a progressdo da lesdo,

basicamente dividida em dois estagios, denominados leséo primaria e secundaria (Figura 2).

Dinamica da lesio
Localizag@o
Gravidade
Tipo
( segundos ) ( minutos, dias, meses, anos )
Caracteristicas pessoais % T i P .
& Lesdo primaria Lesao secundaria Mecanismos de reparo
Género
Genes Fraturas dsseas Excitotoxicidade Plasticidade neuronal
. o Idade Danos meningeos Disfun¢@o mitocondrial ~ Neurogénese
Condigdes pré-existentes Sy L
Danos vasculares Dano oxidativo Angiogénese
Morte celular Inflamagio

Figura 2. Fisiopatologia do traumatismo cranioencefélico. Adaptado de Hunt et al., (2013).

A lesdo primaria é caracterizada pelo dano mecanico que ocorre no momento do
impacto causando deformacéo e compresséo dos tecidos dentro de segundos. As lesdes mais
frequentes incluem fraturas dsseas, danos axonais, meningeos, vasculares e morte celular
imediata (Pitkanen e Mcintosh, 2006). Dessa forma, a lesdo primaria ndo é passivel de
tratamento, apenas prevencdo a partir de politicas socioeducativas de incentivo ao uso do
cinto de seguranca, capacetes, combate a violéncia urbana, entre outros (Falavigna et al.,
2012; Xiong et al., 2013).

Por outro lado, a lesdo secundaria abrange multiplos processos fisiopatolégicos que
ocorrem dentre minutos a anos subsequentemente a lesdo primaria e inclui varios mecanismos
tais como: excitotoxicidade, disfun¢do mitocondrial, dano oxidativo e inflamacgéo, os quais
podem configurar um quadro de neurotoxicidade (Werner e Engelhard, 2007; Kuffler, 2012).
Em seguida, o cérebro também inicia mecanismos de “auto-reparo” do tecido lesado ao longo
de dias a meses, periodo no qual é caracterizado por remodelacdo de circuitos sinapticos,
proliferacdo de axonios, plasticidade sinaptica, gliose, neurogénese e angiogénese (Hunt et al.,
2013).

A propagagdo da lesdo secundaria ocorre de forma crescente e prolongada,
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estabelecendo uma janela temporal que permite intervengdes neuroprotetoras. O principal
objetivo de algumas dessas medidas consiste no refor¢o benéfico dos mecanismos de "auto-
reparo”, seguido da prevencao ou reducdo na progressdo dessa lesdo, gerando um “ambiente”
propicio para uma recuperacdo sem maiores sequelas para o paciente.

Um dos obstaculos desses estudos clinicos se deve ao carater heterogéneo do TCE,
devido a dindmica da lesdo (localizac&o, gravidade, tipo de leséo) e caracteristicas pessoais do
paciente (idade, género, genes, condigcdes pré-existentes), que acabam produzindo diferentes

prognosticos e desfechos clinicos (Hunt et al., 2013).

1.1.6. Excitotoxicidade

Apesar da estimativa que aproximadamente 50 bilhdes de neurdnios teriam capacidade
para produzir o glutamato (L-Glu), somente nos anos 70 ficou comprovado seu papel como
transmissor quimico nos mamiferos. Em condicBes fisioldgicas a neurotransmissdo
glutamatérgica desempenha um papel fundamental em varios processos fisiol6gicos tais

como: o desenvolvimento neural, a plasticidade sinaptica, aprendizado e memoria (Figura 3).
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7 GiNe 'sgo0c0e000000000 000006000000 oeCGCNe /
Glutaminase i \ ® /
\ @
\ e
\
\ @

Glutamina |
Sintetase |

\ °
K* | EAAT2(GLTY) o

1K*

V-ATPase L-G’lu L \

) W
o [ ]
Na o?® 7 NaK-ATPase
'.H Na* ©
. 2 K{ // ADP ATP 2 K? . "“\
(o) /‘/ \
/ 0
o
°
\ o) o
EAAT1
(GLAST)

NEURONIO POS-SINAPTICO

Figura 3. Neurotransmissdo glutamatérgica. 1) lons Na* induzem a despolarizagdo de membrana e
consequente liberagdo de glutamato (L-Glu) na fenda sinéptica; 2) O L-Glu se liga a receptores ionotropicos e
metabotrépicos; 3) O L-Glu é removido da fenda sinéptica através da recaptacdo pelas células gliais e neur6nios
mediada pela familia de transportadores de alta afinidade dependentes de Na* (GLAST/EAAT1, GLTI/EAAT2,
EAACL/EAAT3, EAAT4 e EAATS); 4) A enzima de membrana Na*, K* - ATPase mantém o adequado equilibro idnico

indispensavel para o correto funcionamento dos transportadores de glutamato; 5) O glutamato é convertido em
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glutamina pela agdo da enzima glutamina sintetase (GS); 6) A glutamina é transportada da célula glial para o
neurbnio; 7) Glutamina é convertida em glutamato pela acdo da enzima glutaminase, encerrando o ciclo
glutamato-glutamina (ciclo de reciclagem do neurotransmissor) disponibilizando o glutamato novamente para ser
agregado a vesicula sinaptica pela acdo dos transportadores VGLUT1 e VGLUT2, para posterior liberagdo por

exocitose. (Adaptado de Benarroch, 2010).

Nessas condigdes a concentragdo de glutamato varia em torno de: 1-2 uM na fenda
sinaptica, 10 uM no liquor, 2mM no citoplasma das células astrocitarias, 10 mM no
citoplasma de células neuronais e 100 mM nas vesiculas sinapticas (Danbolt, 2001;
Nedergaard et al., 2002).

Em condices patolégicas como observadas no TCE, a transferéncia de energia
sequencial para os tecidos cerebrais gerada no momento do impacto do cranio provoca
deformacé@o mecanica nos axonios com consequente despolarizacdo das membranas celulares
e uma liberacdo macica de neurotransmissores, dentre eles o glutamato (Palmer et al., 1993;
Globus et al., 1995; Bullock et al., 1998).

O glutamato também escapa através de membranas danificadas e passa da circulacdo
sanguinea para o local da lesdo devido a danos na barreira hematoencefélica. Rapidamente a
concentracdo desse neurotransmissor aumenta no meio extracelular acima dos niveis
fisioldgicos estabelecendo um processo patolégico denominado de excitotoxicidade, termo
criado para definir a morte neuronal causada pela administracdo exdgena de altas
concentracfes de glutamato ou compostos com acdo agonista em receptores glutamatérgicos
(Olney, 1990).

Dessa forma, o adequado controle das concentracbes de glutamato no meio
extracelular ap6s o TCE é crucial para a sobrevivéncia celular. Os astrocitos sdo os principais
responsaveis pela remocdo do glutamato extracelular através da atuacdo sincronica dos
transportadores GLT1 e GLAST com a enzima Na*, K" - ATPase (Figura 4) (Voutsinos-
Porche et al., 2003).

D S
Espaco Na'/K* [Na'] = 130 mM
Extracelular Transportador ‘l [KJ =3mM
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e

Figura 4. Captacdo extracelular do glutamato. O glutamato é transportado para o citoplasma dos
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astrocitos através do co-transporte de 2 ions Na* com o a saida de ions K* para o meio extracelular. Este
mecanismo depende do equilibrio i6nico celular mantido pela atividade da enzima Na*,K*-ATPase que é
fisicamente e funcionalmente acoplada aos transportadores e direciona 3 fons Na* para o meio extracelular e 2
fons K* para o citoplasma das células, favorecendo o correto funcionamento da captacdo de glutamato.
(Camacho e Massieu, 2006).

Uma vez presente no citoplasma das células astrocitérias, o glutamato é rapidamente
convertido em glutamina, um produto menos toxico ao SNC, atraves da acdo catalitica da
enzima especifica de astrocitos glutamina sintetase (GS). Dessa forma a glutamina pode
retornar para o neurdnio para ser convertida novamente a glutamato, o qual é incorporado em
vesiculas para posterior liberagdo por exocitose.

Entretanto, um recente estudo realizado pelo nosso laboratério demostrou que a
captacdo de glutamato em fatias do hipocampo e a atividade da enzima Na*, K* - ATPase
nessa estrutura cerebral apresentam diminuicdo na sua atividade quando analisadas 24 horas
apos o TCE (Fiorin et al., 2015).

Vale ressaltar também que nos eventos isquémicos, a atividade da enzima GS é
afetada negativamente (Gennarelli, 1993; Gennarelli e Graham, 2005; Oliver et al., 1990).
Além disso, nessas condicGes, alguns estudos sugerem que ainda ocorra uma reversdo dos
transportadores de glutamato na membrana, que passam a direcionar o glutamato do
citoplasma das células gliais para o meio extracelular (Danbolt, 2001).

Tomados em conjunto, todas as alteraces mencionadas sdo relacionadas com o
aumento do glutamato na fenda sinadptica, que provoca a hiperativacdo de receptores
ionotropicos glutamatérgicos pds-sinapticos (AMPA e Cainato) e principalmente o receptor
NMDA, causando desequilibrio iénico através do exacerbado influxo de Na e Ca*» em
neurdnios e células gliais (Hochstrate e Schlue, 1994; Pandya et al., 2007; Kuffler, 2012).

1.1.7. Disfungéo Mitocondrial

Com o intuito de manter o equilibrio do Ca?* intracelular, a mitocéndria sequestra
grandes quantidades desse ion no seu interior. Entretanto, o excesso de Ca nessa organela
resulta na perda do potencial de membrana mitocondrial e diminuicdo no transporte de
elétrons, favorecendo a excessiva producdo de ERO seguido de um colapso bioenergético
(Sullivan et al., 2005). Estes dois Gltimos, sdo apontados como 0s principais eventos que
conduzem a faléncia do transporte de glutamato e inibi¢do na atividade das enzimas Na, K- -

ATPase e GS, devido a sensibilidade nas alteragdes do estado redox celular e dependéncia de
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ATP para esses processos (Oliver et al., 1990; Morel et al., 1998; Trotti et al., 1998).

Nessas condi¢Oes de baixo aporte de energia pela mitocondria, o excesso de Caz no
citoplasma celular desencadeia processos de clivagem de proteinas estruturais através da
ativacdo proteases como a calpaina e catepsina que culminam na morte (Saatman et al., 2010;
Schoch et al., 2012). Por outro lado, o excesso Ca?* intramitocondrial provoca a abertura dos
poros de permeabilidade mitocondrial transitorio (PPMT) e subsequente desenvolvimento do
edema osmotico, em razdo a um grande influxo de K* decorrente da grande concentracéo de
cargas negativas na matriz mitocondrial. Atraveés desse poro ocorre a liberacdo do citocromo
C para formar um complexo com a APAF- 1 e a caspase-9, o chamado apoptossomo, que
promove a clivagem da pré-caspase-9, liberando a caspase-9 ativa. Uma vez ativada, a
caspase-9 ativa a caspase-3 que vai dar inicio a apoptose (Sullivan et al., 2002; Macfarlane e
Williams, 2004).

1.1.8. Inflamacéo

O processo inflamatorio inclui varios eventos celulares e moleculares iniciados em
resposta a danos teciduais cujo objetivo é manter a homeostase do tecido lesado. Entretanto, o
seu desenvolvimento ap6s o TCE tem sido implicado como um importante mecanismo de
lesdo secundéria que contribui para a continua neurodegeneracdo, prejuizos neuroldgicos e
comportamentais (Clausen et al., 2011). Neurobnios, astrocitos e principalmente a micrdglia
iniciam o processo inflamatério desencadeando a liberacdo de varios mediadores
inflamatorios tais como as citocinas pré-inflamatorias fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e
interleucina 1beta (IL-1B), ambas relacionadas com vérios efeitos nocivos ao SNC horas apds
0 TCE (Moreau et al., 2005).

Por exemplo, estudos farmacol6gicos e com animais geneticamente modificados
apontam efeitos benéficos com a supressdo do TNF-qa, tais como melhora no desempenho
motor e cognitivo, reducdo da resposta inflamatdria e apoptose (Shohami et al., 1996;
Shohami et al., 1997; Khuman et al., 2011). Da mesma maneira, a IL-1  tem sido implicada
na ocorréncia do déficit e motor seguido por alteracbes neuroguimicas como
neurodegeneracdo e aumento da ativagdo microglial (Tehranian et al., 2002; Jones et al.,
2005). Outro evento comum apos o TCE diretamente relacionado com a presenca de ambas
citocinas TNF-a e IL-1 B ¢ a consequente formacdo de edema, uma das principais
preocupacOes clinicas que pode levar o paciente a danos neuroldgicos irreversiveis ou até

mesmo a morte. Esse processo implica no aumento da presséo intracraniana (PIC) produzindo
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compressdo e herniagcbes de estruturas vitais como o tronco cerebral seguido por uma
persistente reducdo no fluxo sanguineo e morte celular (Gaetz, 2004; Unterberg et al., 2004;
Donkin e Vink, 2010).

1.1.9. Déficit neuromotor pés-traumatico

Embora os indices de mortalidade associados ao TCE tenham reduzido
substancialmente nos ultimos anos, os casos de incapacidades permanentes ainda s&o
alarmantes em muitos sobreviventes (Shukla et al., 2011). Muitas sequelas tais como
problemas comportamentais, emocionais e incapacidades de origem cognitiva e fisica acabam
prejudicando as atividades diarias dessa populacdo caracterizada principalmente por jovens
que até entdo eram produtivos para a sociedade (Dikmen et al., 2001; Pitkanen e Mcintosh,
2006).

Uma das frequentes sequelas é a disfuncdo motora, observadas precocemente ap6s o
TCE (Fujimoto et al.,, 2004). O sistema motor consiste em uma complexa rede neural
originaria no cortex que se estende até os musculos esqueléticos. Tal rede inclui estruturas
(cortex, cortex sensério-motor, nucleo subcortical, cerebelo, tronco cerebral e medula
espinhal) cuja correta comunicacdo coordena os movimentos (Vander et al., 2001). Acredita-
se que o déficit motor apresentado pelos individuos que sofrem TCE ocorra a partir de
laceracdes e perturbacbes neuroquimicas em qualquer uma dessas estruturas dificultando o
complexo equilibrio das vias excitatorias e inibitorias que compde esse sistema (Fujimoto et
al., 2004).

Alteracbes neuroquimicas frequentemente relacionadas ao surgimento de
comprometimentos funcionais como o déficit motor ap6s o TCE ocorrem através da resposta
inflamatdria e morte celular (Mcintosh et al., 1998). Dessa forma, mecanismos neurot6xicos
como a excitotoxicidade e a disfungdo mitocondrial desempenham um papel crucial no
estabelecimento dessa condi¢cdo. Embora o avan¢o no conhecimento dos mecanismos de leséo
secundaria induzidos pelo TCE, mais de 30 estudos prospectivos de fase Il com drogas
terapéuticas que demostraram potencial em estudos com modelos experimentais de TCE, ndo
conseguiram gerar resultados favoraveis no ambiente clinico. Em parte, muitos ensaios
falharam porque o agente proposto para tratamento modulava apenas um Unico mecanismo da
lesdo secundaria e a terapia por combinagdo de medicamentos ndo foi eficaz. Assim, dada a
natureza heterogénea do TCE em humanos, a busca por novos tratamentos farmacoldgicos na

pesquisa pré-clinica centra-se em drogas com a capacidade de modular diversas vias
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neurotoxicas (multiplos alvos) para maximizar as chances de desenvolver uma intervencdo
terapéutica bem sucedida (Loane e Faden, 2010; Kabadi e Faden, 2014).

1.2. GUANOSINA

Recentemente, muita atencdo tem sido dedicada aos efeitos neuroprotetores da
guanosina, um nucleosideo enddgeno que compreende uma base nitrogenada guanina ligada a

um anel de ribose.
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Figura 5. Estrutura quimica da guanosina. Fonte: https:/pt.wikipedia.org/wiki/Guanosina.

A guanosina pode ser formada em neurdnios e astrocitos e no meio extracelular
através da acdo de endonucleotidases que catalisam a transformacdo de guanosina-5’-
trifosfato (GTP) a guanosina-5’-difosfato (GDP) e guanosina-5’-monofosfato (GMP), que é
convertido pela agdo de enzimas ectonucleotidases a guanosina (Schmidt et al., 2007). No
SNC, os astrécitos sdo a principal fonte de guanosina que em condicdes fisiologicas ou
patoldgicas lanca esse nucleosideo ao meio extracelular onde é conhecido por promover seus
efeitos neuroprotetores.

Em 15 minutos apds a administracdo intraperitoneal de guanosina, constatou-se um
aumento consideravel da concentracdo deste nucleosideo no cortex total de roedores,
indicando sua boa farmacocinética no SNC (Jiang et al., 2008). Alguns estudos indicam que a
guanosina exerce efeitos tréficos estimulando o crescimento axonal in vitro e diversos tipos
celulares como astrocitos e microglia. A guanosina também estimula a proliferacdo de
astrécitos, sintese e liberacdo de fatores troficos como o fator de crescimento do nervo (NGF)
e o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) (Rathbone et al., 1992; Ciccarelli et al.,
2000; Ciccarelli et al., 2001; Schmidt et al., 2007; Giuliani et al., 2012).

Em modelos experimentais que estabelecem condicbes excitotoxicas, o efeito da
guanosina destaca-se através da modulacdo dos transportadores de glutamato que implica na
possivel reducdo de glutamato na fenda sinéptica e subsequente diminuigdo de eventos
neurodegenerativos. Em um modelo de convulsdo em ratos, a administragéo oral de guanosina

protegeu contra as convulsdes e reducdo na captagdo de glutamato induzida por acido
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quinolinico (De Oliveira et al., 2004). Em fatias do hipocampo submetidas a isquemia in vitro
a guanosina exerce efeitos neuroprotetores por modular a captacdo de glutamato, estresse
oxidativo, disfuncdo mitocondrial, inibir o fator NFkB e diminuir a expressdo da enzima
INOS (Dal-Cim et al., 2013).

Em um modelo celular da doenca de Parkinson, a guanosina promove a sobrevivéncia
celular de neurbnios dopaminérgicos por atenuar a disfungdo mitocondrial através da
estabilizacdo do potencial de membrana mitocondrial, diminuir a producéo de ERO e modular
0s niveis de proteinas envolvidas nos mecanismos de apoptose intrinsecos. (Li et al., 2014).

De acordo com Dal-Cim et al., (2013) a guanosina também impede a alteracdo do
potencial mitocondrial induzida por deprivacdo de oxigénio e glicose (DOG) em fatias do
hipocampo e protege cultura de células SHSY5Y de neuroblastoma contra danos oxidativos
induzidos pelo comprometimento da atividade mitocondrial (Dal-Cim et al., 2012). Em
cultura de astrécitos, a guanosina protege contra o dano oxidativo e inflamacé&o induzido por
azida atraves de um possivel efeito antioxidante (Quincozes-Santos et al., 2014).

No que diz respeito a parametros de inflamacdo, em um modelo in vivo de isquemia
em ratos, a guanosina reduziu o numero de células microgliais e o nivel de citocinas pro-
inflamatorias e aumentou o nivel das citocinas anti-inflamatérias no cérebro, promovendo
reducdo na morte neuronal e melhora no comportamento exploratério desses animais (Hansel
et al., 2015). Em um modelo de inflamacéo induzido por lipossacarideo em cultura primaria
de astrocitos, a guanosina inibe a resposta pro-inflamatoria e estresse oxidativo via Heme-
oxigenase-1 (Bellaver et al., 2015).

Nesse contexto, devido as evidéncias citadas acima e a importancia de um tratamento
mais adequado, considera-se necessario avaliar a hipdtese de que a guanosina possa ter um
efeito neuroprotetor ao dano iniciado pelo TCE. Assim, dado o elevado grau de limitacdao
motora e/ou cognitiva que o TCE ocasiona ao paciente, o entendimento dos mecanismos de
toxicidade cerebral envolvidos nas alteracdes neuroldgicas € importante para o

desenvolvimento de novas estratégicas terapéuticas para essa condi¢do clinica.
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2. OBJETIVOS
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2.1. OBJETIVO GERAL
Investigar o papel da guanosina na neurotoxicidade e prejuizo motor induzido pelo

TCE em ratos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Considerando o0s aspectos mencionados, 0s objetivos especificos deste estudo

compreendem avaliar o efeito da guanosina ap6s o TCE:

- nas alteracbes comportamentais (motoras e exploratorias);

- nos parametros do sistema glutamatérgico;

- na funcdo mitocondrial (potencial de membrana e geracdo de ERO) e apoptose (caspase 3);
- na morte celular;

- nas alteracdes inflamatorias;

- na formacdo de edema cerebral
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3. RESULTADOS
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3.1 MANUSCRITO EM FASE DE REDAC}AO
Os itens Introducdo, Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias

Bibliograficas do manuscrito estdo dispostos de acordo com a recomendacdo do periodico

cientifico no qual serd submetido.
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Abstract

Traumatic brain injury (TBI) is one of the most common types of brain injuries that
cause death or persistent neurological disturbances to survivors. Most of the promising
experimental drugs were not effective in clinical trials and therefore developing TBI drugs
represents a huge unmet need. In this context, arises the guanosine, an endogenous
neuroprotective nucleoside that, to our knowledge, has not been evaluated in TBI. Therefore,
the present study evaluated the effect of guanosine on TBI-induced neurological damage. Our
findings showed that a single dose of guanosine (7.5 mg/kg, i.p) injected 40 min after fluid
percussion injury (FPI) in rats protected against the locomotor and exploratory impairments
induced by this model of TBI 8 hours after injury. In this same way, the treatment with
guanosine was also able to protect against the neurochemical damage induced by FPI in the
ipsilateral cortex, such as inhibition of glutamate uptake, Na*, K* - ATPase and glutamine
synthetase activity, alterations in mitochondrial membrane potential (AWm), mitochondrial
ROS production and the increase in protein carbonyl content. The inflammatory response
caused by FPI, characterized here as TNF- a, IL-1B, and brain edema, was also reduced by
this nucleoside. In addition to these findings, guanosine similarly protected against neuronal
death and caspase 3 activation, reinforcing its protective effects. Therefore, this study
suggests for the first time that guanosine plays a neuroprotective role in TBI that can be

exploited as a new pharmacological strategy.

Key-words: traumatic brain injury, functional impairments, neurodegeneration, glutamate,

mitochondria, inflammation, cerebral edema, guanosine.
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1. Introduction

Traumatic brain injury (TBI) is a critical public health problem with strong socio-
economic impact worldwide. It is estimated that 10 million of people are affected annually by
TBI followed by an expectation to become a major cause of death and disability by the year
2020 (Hyder et al., 2007).

TBI results in several neurological disorders characterized by the combination of both
the primary (caused at impact) and secondary damage that can be prevented for therapeutic
interventions because of delayed onset after the initial insult (Mustafa and Alshboul, 2013). In
this context, common functional impairments observed precociously after TBI occur in course
with multiple secondary pathophysiological mechanisms responsible for the activation of
pathways for neuronal death, such as excitotoxicity, mitochondrial dysfunction and
inflammation (Mustafa and Alshboul, 2013; Yang et al., 2015).

In the central nervous system (CNS) glutamate is involved in essential brain functions,
such as memory, learning and neural development (Danbolt, 2001). For these benefits, a
suitable balance between release, uptake and recycling of glutamate is crucial to maintain this
neurotransmitter below the toxic levels (Danbolt, 2001). However, TBI induces a disruption
in the glutamatergic system homeostasis, resulting in the accumulation of extracellular
glutamate, as well as a massive influx of Na* and Ca?* into neurons and glial cells (Hochstrate
and Schlue, 1994; Yi and Hazell, 2006).

In this perspective, the balance of mitochondrial respiration that is essential for cell
survival becomes impaired, resulting in excessive production of reactive oxygen species
(ROS), oxidative damage and bioenergetic collapse (Pandya et al., 2007). These events
contribute to failure in astrocytic glutamate transporters and inhibition in the activity of the
enzymes Na*, K" - ATPase and Glutamine Synthetase (GS) being accompanied by extensive

neurodegeneration (Morel et al., 1998; Oliver et al., 1990; Trotti et al., 1998).
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In order to repair the injured tissue, TBI also triggers a wide variety of inflammatory
mediators including cytokines, such as tumor necrosis factor-alpha (TNF-o) and interleukin-1
beta (IL-1p (Su et al., 2014). However, this process could be harmful to healthy cells
exacerbating the initial damage and contributing to the development of brain edema, one of
the main clinical concerns that cause irreversible neurological damage or even death hours
after TBI (Gaetz, 2004; Su et al., 2014).

Although TBI it is considered a devastating disease that commonly causes death or
persistent neurological disturbances to survivors, there are currently no available treatment
(Kabadi and Faden, 2014). In this context, guanosine appears as an endogenous molecule that
has neuroprotective effects against different neuronal insults, however, to our knowledge, no
studies have evaluated its effects on TBI (Schmidt et al., 2007).

The guanosine is released from astrocytes in basal and toxic conditions or alternatively
formed from extracellular hydrolysis of derivatives of guanine nucleotides (Schmidt et al.,
2007). Recent studies in experimental models of brain injury in vitro and in vivo showed the
neuroprotective effect of guanosine, by the ability to modulate mechanisms involved in
excitotoxic events, oxidative stress, inflammation and consequent neuronal death (Bellaver et
al., 2015; Dal-Cim et al., 2013; Hansel et al., 2014; Paniz et al., 2014).

Therefore, it is reasonable to propose that this molecule may offer neuroprotection in
TBI. For this purpose, in this study we used a clinically relevant model of TBI (Fluid
percussion injury-FPI) that reproduces many of the key pathophysiological features exhibited
in humans (Thompson et al., 2005), to investigate the hypothesis that guanosine attenuates the
development of neurodegeneration and functional impairment after TBI by controlling the

excitotoxic, mitochondrial and inflammatory alterations.

2. Materials and methods



36

The manuscript was written in accordance with the ARRIVE guidelines.

2.1 Animals, ethics statement and reagents

Male Wistar rats (217) with 120 days of age (290-340 g) supplied from our own
breeding colony were used in this study. The animals were housed in groups of 4 animals per
cage of polypropylene (41 cmx34 cmx16 cm, 1394 cm? total: LxWxH) with the floor covered
with autoclaved shavings under controlled conditions (12:12 h light-dark cycle, lights turned
on at 07:00 a.m.; 24 * 1°C; 55% relative humidity) for a ventilated rack, with access to water
and food (Puro Lab 22PB) ad libitum. All procedures with animals followed guidelines of the
Committee on Care and Use of Experimental Animal Resources of Federal University of
Santa Maria, Brazil (#process number 141/2014). All reagents were purchased from Sigma
(St. Louis, MO, USA) except for [*H]-glutamic acid, 1 mCi/37MBg, which was purchased

from American Radiolabeled Chemicals (St. Louis, MO, USA).

2.2 Drug treatment

The solution of guanosine dissolved in 0.9% saline was maintained at 37°C during
injections to prevent drug precipitation. The dose used in this study was selected based in our
previous study with a dose-response curve (Soares et al., 2004) and others (Paniz et al., 2014;
Tavares et al., 2008) in which the guanosine (7.5 mg/kg) confers neuroprotection when

intraperitoneally (i.p) administered to rats in different experimental models.

2.3 Experimental design

Initially, the animals are habituated to the rotarod and after was performed the surgical
procedure for fixing TBI cannula. Twenty-four hours later, the rotarod test was performed and
only animals who obtained success (6 animals failed and were excluded from the study) were

randomly assigned to either control (Sham) or TBI groups. TBI group was submitted to lesion
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induction and together with its control (Sham) received one single injection of guanosine or
its vehicle 0.9 % saline, i.p. 40 min later the brain injury. This procedure generate four
groups; Sham-saline, Sham-guanosine, TBI-saline or TBI-guanosine analyzed in this study.
Finally, 8 hours after TBI, period in which all investigated neurotoxic events are underway
with functional impairment, the behavioral evaluation (tests of exploratory behavior

and rotarod) was performed followed by the subsequent neurochemical analyzes (Figurel).

2.4 Surgical Procedure and induction of TBI

FP1 model was performed as previously described (Silva et al. 2013) with minor
modifications. In brief, with the animals anesthetized (equithesin 4 mL/kg i.p), a craniotomy 3
mm in diameter was drilled 2 mm posterior to the bregma and 3 mm lateral (right) to the
midline. A plastic injury cannula was fixed with cyanoacrylate, stabilized with dental cement
waiting to become hardened to fill with saline and closed by plastic cap. After 24 hours, the
animals were anesthetized (isofluorane 1% inhaled) and the injury cannula attached to the FPI
device (Amscien Instrument, model FP302). TBI was induced by a transient fluid pressure
(1.40 atm = 0.09) applied against the dura exposed causing apnea (30-70 seconds) and
unconsciousness (6-9 min) measured through the righting reflex restoration (Thompson et al.,
2005). Overall mortality after TBI was 22.68% (27 animals from 119, where 22 of these
animals died before they regain consciousness and other 5 rats died in their home cages
before the end of the protocol). From the parameters collected we conclude that was produced
a moderate TBI (Kabadi et al.,, 2010; Thompson et al., 2005). Sham-operated animals

underwent an identical procedure, with the exception of the fluid percussion injury.

2.5 Behavior Tests

2.5.1 Spontaneous locomotor activity
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Rats were placed in the center of the apparatus (activity monitor EP 149-IR-Insight,
Brazil) and allowed to freely explore the arena (50cm x 48cm x 50cm: L x W x H). The
number of crossings, rearings, average velocity (mm/s) and total distance traveled (mm) were
recorded for a 4 min period. After each test, all cubic arena was cleaned with 30% ethanol

solution to avoid bias based on olfactory cues.

2.5.2 Rotarod test

The rotarod test (EFF 411, Insight, Brazil) involves both forelimb and hindlimb motor
coordination (Whishaw et al., 2003). Before surgery for TBI, the animals were habituated and
trained to remain in the rotarod under a constant speed of 8 rpm for 300 s, criteria used for the
following tests. Before TBI, after habituation for one minute on the rotarod, the animals who
failed to stay in the rotarod according to the criteria mentioned above were disqualified in
order to avoid a false positive. Finally, 8 hours after TBI, the rotarod test was repeated again
and the results of latency to fall were measured and expressed in seconds (s). After each test,

the equipment was cleaned with 30% ethanol solution.

2.6 EX vivo assays

Focus of our interest for ex vivo assays was the ipsilateral cerebral cortex (right
hemisphere) because besides being a brain structure involved in neuromotor control, also is
the most severely affected by the primary and secondary damage caused by TBI (Fujimoto et

al., 2004).

2.6.1. Tissue processing
For histochemistry assay, the animals (n = 4 per group) under deep anesthesia
(thiopental sodium 100 mg/kg i.p) were transcardially perfused with 800 mL of heparinized

saline followed by 600 mL of 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PBS) pH 7.4.
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After, the brains were removed and post-fixed as described previously (Cunha et al., 2006).
The coronal sections (40um-cryostat) of the brain and its mounting on slides were performed
as described previously (Carvalho et al., 2015). After drying at room temperature, the
mounted sections were stored at -20 °C for subsequent analysis. For other analysis mentioned
below, the animals were euthanized by decapitation to quickly dissect ipsilateral cerebral
cortex on an inverted ice-cold Petri dish.

Brain structure for dot blot, western blot and cytokines immunoassay (n = 6 per
group) were homogenized 1:5 (w/v) in ice-cold T-PER (tissue protein extraction reagent -
Thermo Scientific) containing phosphatase inhibitors (25 mM NaF, 50 mM Na3V04, 250mM
sodium B-glycerophosphate pentahydrate) and proteases as previously described (V. R. Funck
et al 2014). After protein quantification by Pierce BCA protein kit (Thermo Scientific) the
samples were diluted in Laemmli buffer (0.5M Tris HCI, 10% SDS, 2% bromophenol blue,
50% glycerol, 5% B-mercaptoethanol) to adjust the protein concentration to 2 pg / pL.

For enzyme assays the brain structure were homogenized 1:10 (w/v) in Tris-HCI
buffer (pH 7.4). All samples were maintained at -80°C for one month until day of the analysis.
The assays with the fresh tissue [glutamate uptake (n=7 per group), glutamate release (n=7
per group), mitochondrial isolation (n=7 per group) and brain edema (n=8 per group)] were

performed in accordance with the guidelines described in their respective sections.

2.6.2 Release and [°H] glutamate uptake

For assay of [*H] glutamate release, crude synaptosomes were obtained based on a
previous method described (Gray and Whittaker, 1962). The [°H] glutamate release assay was
carried out according to a method described previously (Migues et al., 1999). Results were
expressed in percentage of released [°H] glutamate.

The [®H] glutamate uptake assay was carried out in coronal slices (0.4 mm) of

ipsilateral cerebral cortex using a Mclllwain chopper. Three triplicates (9 slices) totaling 18
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slices per animal were used to perform glutamate uptake as described previously (Thomazi et

al., 2004). Results were expressed as pmol of [°H] glutamate uptake/mg protein/min.

2.6.3 Na*, K* - ATPase and Glutamine synthetase (GS) activity

Na*, K*- ATPase activity was determined according to previously described (Rambo
et al., 2013). Results were expressed as nmol of Pi min/mg protein. The glutamine synthetase
activity was performed as described previously by (Petito et al., 1992). Results were

expressed as nmol of y glutamyl hydroxamate /mg protein/ min.

2.6.4 Protein carbonyl content

Dot blot analysis was performed according Wehr and Levine, (2012) with some
modifications. During 30 min, samples (30ug) were incubated 25C° in the dark with 2,4
dinitrophenylhydrazine 20 mM in a final volume of 300 pL. Then 30 uL of the reaction
medium was transferred to the dot blot preassembled system (filter and nitrocellulose
membrane) followed by addition of 600 uL of 10 mM PBS. After the membrane was
processed as follows: (1) Blocking with 5% Molico in PBS-T (10 mM PBS containing 0.04%
Tween 80) for 1 hour; (2) Incubation with primary antibody overnight [Anti-DNP 1: 150 in
2.5% Molico in PBS-T]; (3) Three washes of 15 min in PBS-T; (4) Incubation with secondary
antibody anti-rabbit secondary antibody (1:10000, Sigma Aldrich A0545/lot 015M4816V) in
2.5 % Molico in PBS-T for 3 hours; (4) Three washes of 15 min in PBS-T and finally
chemiluminescence (Pierce ECL kit - Thermo Scientific) was detected and scanned using an
imaging system (Gel Logic 6000 PRO). The blots were quantified with Image J software and

the results were expressed in percent of control levels.

2.6.5 Mitochondrial potential (AWYm) and reactive oxygen species (ROS) production
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Brain mitochondria were isolated as previously described (Navarro et al., 2002). Both
assays were performed according to Dobrachinski et al., (2014) based on the original method
previously described. The A¥Ym determination was estimated by fluorescence changes in
safranine-O assayed (Akerman and Wikstrom, 1976). Results were expressed as arbitrary
fluorescence units per second (A.F.U/s). The estimated mitochondrial ROS production was
determined spectrofluorimetrically by oxidation of dichloro-dihydro-fluorescein diacetate
(DCFH-DA) (Garcia-Ruiz et al., 1997). Results were expressed as A.F.U of oxidized DCFH-

DA.

2.6.6 Western Blot (Cleaved caspase 3)

Western blot analysis was performed according to (Funck et al., 2014) with some
modifications. Samples (20 ug protein) were then subjected to an 17% SDS-polyacrylamide
gel electrophoresis and transferred to a nitrocellulose membrane processed as follow: (1)
Blocking with 5% (w/v) bovine serum albumin (BSA) in Tris-buffered saline (TBS) for 1 h;
(2) Incubation with primary antibody overnight at 4 °C in TBS containing 1% BSA [(1:1000)
polyclonal anti-caspase 3 active (cleaved) anti rabbit (Millipore, AB3623/lot 2458957)]; (3)
Three washes of 15 min TBS containing 0.01% (v/v) Tween 20 (TBS-T); (4) Incubation with
anti-rabbit secondary antibody (1:10000, Sigma Aldrich A0545/lot 015M4816V) in TBS
containing 1% BSA for 4 h and finally chemiluminescence (ECL kit) was detected and
scanned using an imaging system (Gel Logic 6000 PRO). The bands were quantified with

Image J software and the results were expressed in percent of control levels.

2.6.7 Fluoro-Jade C (FJC) Staining
FJC stain was used to investigate neurodegeneration as previously described with
some modifications (Schmued et al., 2005). Slides were immersed in a solution of 0.1%

NaOH in 80% ethanol for 5 min, 70% ethanol for 2 min, distilled water for 2 min, 0.06%
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potassium permanganate for 10 min and were gently shaken on a rotating platform. The slides
were rinsed for 1 min in distilled water and then transferred to the FJIC (Millipore AG325/lot
2523209) staining solution 0.0001% in 0.1% acetic acid vehicle gently agitated for 10 min.
After staining, the sections were rinsed three times for 1 min with distilled water. Excess
water was drained off, and the slides were rapidly air dried on a slide warmer or with a hot air
gun. When dried, the slides were immersed in xylene and then coversliped with D.P.X.
Sections were examined under a transmission and fluorescence Olympus IX71 microscope,
quantitative analysis of cells dead/field was performed by three analyzers using ImageJ

software for each slice (Five consecutive slices covering the impact zone TBI per animal).

2.6.8 Cytokine immunoassay

Cytokine levels, TNFa and IL-1B3, were measured using a commercially available
ELISA kit from Milipore and Sigma-Aldrich respectively, in accordance with the
manufacturer’s protocol. The concentration of cytokines was normalized by the protein

concentration contained in the samples and the results were expressed in pg / mg protein.

2.6.9 Cerebral edema

Cerebral edema was evaluated by determination of brain water content (Toklu et al.,
2009). To increase the sensitivity of the technique, the assay was performed in perilesional
area of ipsilateral cerebral cortex. The results were obtained as water content and expressed in

percentage of the total wet weight.

2.6.10 Protein determination
The protein concentration was measured using bovine serum albumin (1 mg/mL) as a
standard (Bradford, 1976) except for the dot blot, western blot and cytokines immunoassay

analyses.
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2.7 Statistical analysis

The normality of data was analyzed using a D’Agostino and Pearson omnibus
normality test. Data are expressed as means * standard error medium (SEM) and were
analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Newman—Keuls test,
except the FJC Staining analyzed by unpaired t test and Rotarod test analyzed using a
Scheirer-Ray-Hare test (an extension of Kruskal-Wallis test) followed by Dunn’s post-hoc

test. Values of p<0.05 were considered statistically significant.

3. Results

3.1. Behavioral tests

3.1.1. Protective effect of guanosine against the damage in locomotion and exploratory
behaviors induced by TBI

Fig. 2 shows a representative image of spontaneous locomotor activity of rats from
Sham-saline (A), Sham-guanosine (B), TBI-saline (C) TBI-guanosine (D) groups.

The two-way ANOVA showed a TBI x guanosine interaction for the number of
crossings (F1,36=5.0693, p<0.05), rearings (F13=6.2449, p<0.05), total distance traveled
(F1,36=4.4417, p<0.05) and the average velocity (F13s=4.7592 p<0.05). Post hoc analyses
revealed a decrease in the locomotor and exploratory parameters induced by TBI, which were
characterized by a decrease in the number of crossings (p<0.0001) (Figure 2E), rearings
(p<0.001) (Figure 2F), total distance traveled (p<0.01) (Figure 2G) and the average velocity
(p<0.01) (Figure 2H) when compared to those of the sham-saline group. In addition, the
guanosine was effective against the decrease in the number of crossings (p<0.01), rearings
(p<0.001), total distance traveled (p<0.05) and the average velocity (p<0.01) in TBI-treated

rats.
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3.1.2. Protective effect of guanosine against the damage in motor coordination induced
by TBI in rotarod test

Fig 21 shows the latency to fall during the rotarod test. Statistical analysis revealed a
decrease in laten