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Resumo

O trauma cranioencefalico é definido como uma lesdo mecénica ao tecido encefélico, que
estd amplamente associada a mortalidade, e consequéncias crénicas aos pacientes que
sobrevivem; particularmente neurodegeneragcdo e prejuizos cognitivos. Apesar de ser
fundalmentamente uma lesdo mecénica as consequéncias clinicas do TCE tém como
substrato principal alteracGes metabolicas que sdo desencadeadas imediatamente apos a
lesdo, e que se perpetuam e difundem pelo tecido cerebral. Este dano secundéario ao
trauma, altera funcbes celulares, impede a recuperacdo e conduz as células para um
caminho de neurodegeneracdo apoptdtica. Portanto, entender e desvendar os
componentes destas abnormalidades pode proporcionar indicadores clinicos de
prognostico e respostas a terapias, assim como alvos terapéuticos contra 0s mecanismos
neurotdxicos associados ao TCE. O principal dilema atual relacionado ao TCE grave é
sua limitacdo em relacdo a disponibilidade de arsenais terapéuticos efetivos e
biomarcadores prognoésticos especificos. Considerando o papel das alteraces
metabolicas na patofisiologia do trauma e suas consequéncias a longo prazo, realizamos
dois estudos: (1) Um estudo pré-clinico para explorar o potencial neuroprotetor da
trealose, considerado um indutor de autofagia AMPK dependente, cujo impacto na
bioenergética apés o TCE grave ainda nao foi explorado; (2) Um estudo clinico, para
desvendar as alteraces no catabolismo purinérgico e identificar assinaturas purinémicas
de mortalidade e de desfecho neurofuncional a longo prazo em pacientes com TCE grave.
As principais descobertas desta tese revelam que a suplementacdo com trealose levou a
melhora da atividade do complexo mitocondrial | e Il nos estagios agudo e subagudo de
recuperacdo do TCE, concomitante a atenuacdo de marcadores de neurodegeneragédo e
reducdo do prejuizo cognitivo. Também, demonstramos no liquido cefalorraquidiano de
pacientes com TCE, assinaturas do trauma sobre as taxas de interconversao de purinas, e
que os niveis extracelulares de GTP e Guanosina no liquor possuem respectivamente,
valor preditor de mortalidade a curto prazo e de desfechos clinicos funcionais
desfavoraveis em longo prazo.



Abstract

Traumatic brain injury is defined as a mechanical injury to brain tissue, largely associated
with mortality, and chronic consequences for patients who survive, particularly
neurodegeneration and cognitive impairment. The main current dilemma related to severe
TBI is its limitation regarding the availability of effective therapeutic arsenals and
specific prognostic biomarkers. Despite being fundamentally a mechanical injury, the
clinical consequences of TBI have as their main substrate metabolic changes that are
perpetuated and spread throughout the brain tissue. This secondary damage alters cellular
functions, impedes recovery, and drives cells down a path of neurodegeneration.
Therefore, understanding and unraveling the components of these abnormalities can
provide clinical indicators of prognosis and responses to therapies as well as therapeutic
targets against the neurotoxic mechanisms associated with TBI. Considering the role of
metabolic alterations in the pathophysiology of trauma and its long-term consequences,
we carried out two studies: (1) A preclinical study to explore the neuroprotective potential
of trehalose, considered an inducer of AMPK-dependent autophagy, whose impact on
bioenergetics after severe TBI had not yet been explored; and (2) A clinical study, to
unravel changes in purinergic catabolism and identify purinomic signatures of mortality
and long-term neurofunctional outcome in patients with severe TBI. The main findings
of this thesis reveal that trehalose supplementation leads to improved mitochondrial
complex | and Il activity in the acute and subacute stages of TBI recovery, concomitant
with attenuation of neurodegeneration markers and reduction of cognitive impairment.
Also, we demonstrated in the cerebrospinal fluid of patients with TBI, a signature
interconversion rate and dynamic of purines, and that the CSF levels of GTP and
Guanosine respectively, display predictive value for short-term mortality and for
unfavorable long-term functional clinical outcomes.
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1. Introducao

1.1 O Trauma Cranioencefalico

O Trauma-cranioencefalico (TCE) é definido como uma injaria ao tecido
cerebral causado por forcas biomecanicas, podendo ser causado por cisalhamento do
tecido cerebral por objetos penetrantes ou impactos ao tecido craniano, bem como por
estiramento de axo6nios causado por desaceleracdo/aceleracdo brusca da cabeca
(BLENNOW; HARDY; ZETTERBERG, 2012; JOHNSON; STEWART; SMITH,
2013). O TCE ¢ bastante prevalente no mundo, visto que é a causa majoritaria de morte
em jovens adultos. Entretanto, esta grande prevaléncia e mortalidade ndo se reflete em
um amplo arsenal terapéutico, limitando as possibilidades de manejo clinico dos
pacientes (BRAUN CT, 2015). Além disto, o TCE apresenta um espectro de severidade,
que é medido pela escala de coma de Glasgow, que estratifica as lesdes em leves,
moderadas e graves. Dentre 0s pacientes que sdo acometidos com TCE grave estima-se
uma taxa de letalidade de 40% a curto prazo, com limitadas ferramentas para
determinacdo de progndstico em relacdo a sobrevivéncia. Em contrapartida, pacientes
que sobrevivem a um TCE grave apresentam um risco mais elevado de apresentar
doencas neuropsiquiatricas e neurodegenerativas de forma precoce (BARNES et al.,

2018; JOHNSON et al., 2017).

Apesar de ser consequéncia de um fenbmeno biomecanico, existe uma
associagao direta entre alteracbes do metabolismo cerebral e a patofisiologia do TCE,
que envolvem o metabolismo de proteinas, metabolismo energético e o metabolismo de

moléculas com efeito neuromodulatorio (HEADRICK et al., 1994; SARKAR et al., 2014;
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SINGH et al., 2006). Este dano secundario, neurobioguimico, do TCE é composto de
processos adaptativos com o objetivo de reestabelecer a homeostasia cerebral,
promovendo mecanismos imunes de reparo, autoregulacao vascular cerebral e remocao
de debris celulares, incluindo recaptacdo de neurotransmissores, como 0 glutamato.
Entretanto, em muitos pacientes estes processos reparativos progridem para
mecanismos maladaptativos que exacerbam a lesdo inicial ao tecido cerebral,
sustentadas fundamentalmente por processos de desequilibrio neuroimune, disfungéo
energética, excitotoxicidade, e acuimulo de agregados protéicos neurotoxicos (LOANE;

KUMAR, 2016; LYONS et al., 2018; MCKEE et al., 2009; STEFANI et al., 2017).

1.2 O metabolismo energético cerebral como alvo terapéutico no TCE

A disfuncéo energética que sucede o TCE pode ser observada desde as primeiras
horas apos a lesdo inicial, e ja foi identificada por periodos mais longos (2 meses) em
modelos experimentais (CARTERI et al., 2019; LYONS et al., 2018; SINGH et al., 2006). A
contribuicdo da disfuncdo energética para a perpetuacdo de um processo
neurodegenerativo cronico apés o TCE se deve a grande atividade metabolica do tecido
cerebral e a grande demanda energética da transmissdo sindptica. A sustentacdo
metabolica de uma sinapse funcional envolve mecanismos ativos que vao desde o
bombeamento de ions para o processo de polarizagcdo e despolarizacdo, a sintese,
recaptacdo e degradacdo de neurotransmissores. Esta elevada demanda de ATP por
todas as células envolvidas na sinapse tripartite (neurbnios pré e poOs sinapticos e
astrdcitos) é suprida pela alta densidade de mitocéndrias localizadas nas sinapses, bem

como um aporte constante de substratos energeticos. Sabe-se que uma reducdo na



atividade do complexo I do sistema de transporte de elétrons se estabelece horas apés a
um TCE (SINGH et al., 2006), e é sustentada de forma prolongada (LYONS et al., 2018),
comprometendo de forma substancial a producdo de ATP na sinapse, prejudicando o
suprimento energético para uma neurotransmissao apropriada. Em trabalhos realizados
em nosso laboratorio, e corroborados por trabalhos realizados por grupos internacionais,
sugeriu-se um grau de relacdo causal entre disfuncdo energética e déficits cognitivos
apos o TCE, que é passivel de modulacédo utilizando drogas que aumentam a atividade

mitocondrial (CARTERI et al., 2019; PATEL et al., 2009; SAUERBECK et al., 2011).

Uma abordagem inovadora sobre as disfun¢bes mitocondriais apés o TCE
consiste na inducdo de processos fisiologicos de reciclagem de mitocondrias
disfuncionais acumuladas durante o dano secundario. A macroautofagia é o processo
majoritario de clearance mitocondrial, que envolve a formacdo de uma vesicula que
direciona material citoplasmatico, inclusive mitocondrias, para degradacdo lisossomal
(YORIMITSU; KLIONSKY, 2005). Este processo é amplamente regulado pela
disponibilidade substratos energéticos, sendo induzida em situacdes de baixo aporte de
substratos (KIM et al., 2011), um mecanismo de a¢do comum a drogas pré-autofagicas
como a Trealose (DEBOSCH et al., 2016; MARDONES; RUBINSZTEIN; HETZ, 2016). Por
meio da autofagia o tecido cerebral € capaz de degradar contetdo celular como
proteinas e organelas e promover a reciclagem de seus aminoacidos, carboidratos e
lipideos constituintes (RABINOWITZ; WHITE, 2010). Trabalhos recentes sugerem que
durante o TCE uma inibicdo da autofagia ocorre de forma sustentada, prejudicando o
processamento e degradagdo de proteinas mal-dobradas e reciclagem de mitocondrias
disfuncionais, favorecendo agregacdo proteica e disfuncdo energética (SARKAR et al.,

2014). Assim, o uso de drogas capazes de promover autofagia no TCE, como a Trealose



(Figura 1A), s@o uma estratégia promissora para prevenir dois componentes centrais da

neurodegeneracdo associada ao dano secundario.

Em um trabalho (PORTBURY et al, 2017), que investigou os efeitos
comportamentais do tratamento com trealose em um modelo de TCE em camundongos,
foi demonstrado que sua administracdo promoveu uma atenuacao do prejuizo cognitivo
causado pelo trauma cerebral. Entretanto, os dados obtidos ndo permitiram evidenciar
efeitos pro-autofagicos da trealose no modelo, colocando em questdo quais seriam 0s
mecanismos subjacentes da neuroprotecao cognitiva promovida pela trealose. Acredita-
se que o efeito de inducdo autofagica promovida pela trealose se deve ao bloqueio de
transportadores de glicose (GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 e GLUTS); tendo maior
afinidade pelo transportador GLUT1 (Figura 1B) (DEBOSCH et al., 2016). O bloqueio do
transporte de glicose promove um remodelamento metab6lico buscando a manutencao
da homeostase energética celular, induzindo a ativacdo de AMPK e vias celulares
catabdlicas como a oxidacdo de &cidos graxos, proteélise e a autofagia (ZHANG et al.,
2018). De fato, a trealose ja foi investigada na terapia de distarbios metab6licos como
esteatose hepatica ndo alcodlica, por promover uma robusta lipélise, oxidacdo de &cidos
graxos e consequentemente producdo de corpos cetonicos (KADING; FINCK;
DEBOSCH, 2021). Desta forma, é possivel que o efeito neuroprotetor da trealose no
TCE ndo é restrito a ativacdo da autofagia, e involva também um remodelamento do
metabolismo mitocondrial no cérebro que atenue a disfuncdo bioenergética inerente ao

dano secundario.

Além da indugdo da autofagia pela trealose, outros estudos ja buscaram o
metabolismo mitocondrial como alvo terapéutico no TCE, por exemplo, drogas com a
capacidade de desacoplar o consumo de substratos energéticos no sistema de transporte

de elétrons da sintese de ATP tém demonstrado resultados promissores, mas falharam
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do ponto de vista clinico por apresentarem uma janela terapéutica muito estreita dada
sua elevada toxicidade (PANDYA et al., 2007). Outros trabalhos investigaram o potencial
do suprimento de substratos energéticos “alternativos” a mitocondria, como a oxidagédo
de corpos cetbnicos. Estudos neste sentido tém consistentemente demonstrado que
corpos cetbnicos como o B-hidroxibutirato provém aporte energético complementar ao
metabolismo mitocondrial no TCE, e tém sido relacionada a vantagens clinicas em
outras patologias (APPELBERG; HOVDA, PRINS, 2009; DAVIS et al., 2008; MAALOUF et
al., 2007). O uso de dietas cetogénicas para terapia de doencas neuroldgicas como a
epilepsia ja é bem estabelecido, promovendo em um estudo uma reducdo de 30% no
nimero de crises em pacientes pediatricos. Entretanto, é reportado na clinica a
dificuldade na adesdo dos pacientes a este tipo de terapia, dado o elevado custo e 0s
efeitos colaterais do consumo de gorduras em uma dieta cetogénica tradicional
(proporcdo de 3:1 ou 4:1, lipideos:ndo-lipideos) (KANG et al., 2004; SONDHI et al.,
2020). Outra alternativa ja explorada no metabolismo mitocondrial como alvo
terapéutico no TCE é o uso de farmacos capazes de modular a atividade enzimatica de
complexos mitocondriais. Entre estes farmacos pode-se citar por exemplo a
pioglitazona, um agonista do fator de proliferagdo peroxissomal gama (PPARYy), que
atua também sobre a proteina mitoNEET que é reguladora do transporte de célcio
mitocondrial e consequentemente da atividade de enzimas do sistema de transporte de

elétrons que sdo regulados alostericamente por Ca?* (SAUERBECK et al., 2011).

De fato, o papel do calcio sobre a fun¢do mitocondrial reside num componente
central no dano secundario do TCE; porque o comprometimento da fun¢do mitocondrial
apos o TCE pode ser atribuida em parte a mecanismos relacionados a excitotoxicidade
glutamatérgica. Durante o TCE, uma liberacdo sustentada de glutamato pelo

rompimento de neurdnios, desencadeia uma hiperativacdo de receptores ionotropicos



glutamatérgicos do tipo NMDAR, que pela abertura de seu canal i6bnico aumenta a
permeabilidade ao calcio (HOFFE; HOLAHAN, 2022). A entrada excessiva de calcio
nas células neurais é contrabalanceada com mecanismos de tamponamento, como sua
entrada na matriz mitocondrial. Apesar de mecanisticamente obscuro, ja foi reportado
consistentemente um actmulo de célcio mitocondrial em modelos animais de TCE; que
parece sustentar o comprometimento do equilibrio idnico e a capacidade de formacao e
dissipacdo de potenciais elétricos, necessarios para a producdo de ATP (CARTERI et al.,
2019; SINGH et al., 2006; STARKOV; POLSTER; FISKUM, 2002; VERCESI et al., 2018).
Em condicBes normais, a mitocondria € capaz de realizar o efluxo de célcio sob
demanda, permitindo a otimizacdo da producdo de ATP. Entretanto, ja se observou que
apos o TCE este mecanismo de efluxo é comprometido (CARTERI et al., 2019),
prejudicando o manejo mitocondrial do calcio citosélico proveniente da hiperativacao
de receptores NMDA, efetivamente associando excitotoxicidade e disfuncédo

bioenergética como fatores comuns e sinérgicos no dano secundario ao TCE.

O bloqueio farmacoldgico de receptores NMDA, reduzindo o influxo excessivo
de célcio e desencadeamento de cascatas excitotoxicas é amplamente utilizado na
terapia de doencas neurodegenerativas, como pacientes com Alzheimer em estagio
avancado. O uso de cloridrato de memantina causa o blogueio do canal de célcio
presente no receptor NMDA, retardando a progressdo da perda neuronal. Apesar de
pacientes com TCE apresentarem elevados niveis de glutamato liquodrico (STEFANI et
al., 2017), o uso de antagonistas de receptor NMDA ainda ndo possui liberacdo de
agéncias reguladoras que déem suporte a sua aplicabilidade clinica no TCE (MUIR,

2006).
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Figura 1. (A) Estrutura quimica da Trealose. (B) Representacdo esquematica do mecanismo
proposto de modulacdo do metabolismo mitocondrial pela trealose. A Trealose causa a inibicdo da
captacdo de glicose (Glc) por proteinas GLUT, indicadas acima e acompanhadas da respectiva
concentragdo inibitoria média da trealose (I1Cso). A redugdo na captacdo de glicose promove a redugdo do
aporte de ATP e a consequente ativacdo de AMPK e vias catabdlicas, como a fosforilagdo oxidativa.

Fonte: Figura do autor.

1.3 O metabolismo de purinas como biomarcador de desfecho no trauma

cranioencefalico

Fisiologicamente, parte da resposta adaptativa cerebral a excitotoxicidade € a

modulacdo do sistema glutamatérgico por receptores purinérgicos. Os receptores



purinérgicos sao classificados em receptores do tipo P1, com afinidade maior a
adenosina, e receptores do tipo P2, com afinidade maior a outros nucleotideos e
nucleosideos, como o ATP e o ADP. Os receptores do tipo P2 sdo subdivididos em
receptores P2X (canais de ions dependentes de ligantes) e receptores P2Y (receptores
acoplados a proteina G). Existem atualmente 4 subtipos de receptores purinérgicos do
tipo P1(Al, A2s, A2s e A3), sete subunidades de receptores P2X (1-7), que se
organizam em proteinas triméricas, homo- e heteromultiméricas, e oito subtipos de
receptores P2Y(1,24611121314) (BURNSTOCK, 2018). Cada um destes diferentes
subtipos de receptor P2 apresenta graus variaveis de seletividade para os diferentes
nucleosideos e nucleotideos purinérgicos, fazendo com que a composicao de purinas e
seus derivados determine o tipo de receptor a ser ativado (AGOSTINHO et al., 2020;
BURNSTOCK, 2020). A ativacdo de receptores capazes de promover a atenuacdo da
excitoxicidade glutamatérgica, como receptores Al e A2a (GERBATIN et al., 2017;
MATOS et al., 2012), € dependente da formacdo de seus ligantes pela cascata de

degradacéo das purinas.

Dentre as purinas mais relevantes do ponto de vista fisiolégico, destacam-se as
purinas derivadas da guanina e da adenina. O processo de catabolismo destas purinas
ocorre de forma sequencial iniciando em nucleotideos tri-fosfato, e culminando nos
nucleosideos adenosina e guanosina. Adicionalmente, nucleosideos e nucleotideos
monofosfato de adenina e guanina (AMP e GMP) convergem para formacgdo de
intermediarios comuns, como IMP, inosina, xantina, hipoxantina e acido urico (Figura
2). Esta cascata de degradacdo € catalizada enzimaticamente por enzimas extra e
intracelulares, como as ectonucleotidases (ENTPDases), que influenciam as propor¢oes

individuais de cada purina, sugerindo que alteracbes na atividade de uma ou mais



enzimas podem causar perturbacfes na resposta da sinalizacdo purinérgica no cerebro

apos o TCE (BURNSTOCK, 2018, 2020).

Ainda ndo é completamente elucidado o papel do sistema purinérgico sobre o
dano secundario no trauma, mas evidéncias pré-clinicas sugerem um comprometimento
de seu papel neuromodulatorio e um prejuizo a sua cascata de degradacdo (HEADRICK
et al., 1994; LUSARDI, 2009; SOLAROGLU et al., 2005; TAYAG et al., 1996). Dado seu
papel regulatério sobre a sinalizacdo glutamatérgica, e a associacdo entre
excitotoxicidade e desfechos clinicos como mortalidade e neurodegeneracéo, € possivel
hipotetizar que alteracbes no metabolismo das purinas, causadas pelo trauma
cranioencefalico, poderiam apresentar assinaturas bioquimicas com valor preditivo. Isto
porque, do ponto de vista progndstico, observa-se um papel cada vez mais proeminente
da excitotoxicidade glutamatérgica como um alvo vidvel e acurato para predicdo de
desfechos clinicos em pacientes com TCE, sendo os niveis liquodricos de glutamato
associados com mortalidade na UTI de pacientes com TCE grave (STEFANI et al., 2017).
N&o obstante, é razoavel imaginar que a resposta bioldgica de moléculas modulatérias
do sistema glutamatérgico apresente geréncia sobre a extensdo da excitotocicidade pos-
TCE, influenciando diretamente os desfechos clinicos. Dentre os mecanismos de
modulacdo do sistema glutamatérgico, a sinalizacdo purinérgica se destaca pela fina
modulacéo sinaptica mediada por seus diferentes tipos de receptores, ubiquos no SNC, e
que podem apresentar natureza excitatéria ou inibitéria (CUNHA, 2016). Sabe-se que
esses receptores apresentam seletividade para os diferentes intermediarios do
metabolismo das purinas, desta forma um importante fator na regulacdo da sinalizacao
purinérgica € a interconversdo de purinas e seus derivados na sua cascata de degradacéo
enzimatica (ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006; SCHMIDT; LARA;

SOUZA, 2007). Evidéncias experimentais sugerem um acumulo de purinas e seus



derivados em modelos de TCE em roedores (BELL et al., 1998; HEADRICK et al., 1994;
JACKSON et al., 2016; LUSARDI, 2009; SOLAROGLU et al., 2005; TAYAG et al., 1996).
Entretanto, o efeito do TCE no metabolismo das purinas permanece obscuro e seu

potencial como biomarcador progndstico em pacientes inexplorado.

Purinas derivadas Purinas derivadas

de Adenina de Guanina
ATP GTP
13.6.1_5 13.6.1.5
ADP GDP
13,5.1 5 Via de salv_amento de 13.6.1 5
purinas
AMP |[¢——=——p |MP ———» GMP
13.6.1.5 3-1-3V T 13.1.3.5
ADO ¢— INO 2428 GUO
2.4.2\
2.4.2.1
HIPO 3543
117.1.4
1.17.3.2
XAN
11714
1.17.3.2
AU

Figura 2: Cascata de degradagdo das purinas derivadas de Adenosina e Guanina. O fluxograma
apresenta as etapas da degradacdo sequencial de nucleotideos e nucleosideos derivados de purinas até a
formacdo de acido Urico. As setas pretas indicam reagdes enziméticas, com a ponta da seta informando a

dire¢do da reacdo, e os numeros adjascentes a identificagdo da(s) enzima(s) catalizadora(s) da respectiva
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etapa segundo a E.C. (Enzyme Commission). Abreviaturas: (ADO) Adenosina; (INO) Inosina; (GUO)

Guanosina; (HIPO) Hipoxantina; (XAN) Xantina; (AU) Acido Urico.

Desta forma, apesar do conhecimento atual sobre as alteracfes ao metabolismo
energético e purinérgico associados ao dano secundario ao TCE, pouco tém se avancado
na traducdo deste conhecimento em ferramentas terapéuticas e progndsticas das

consequéncias agudas e cronicas do TCE.

Neste contexto, foi investigado em dois estudos independentes o papel da
modulacdo do metabolismo como alvo terapéutico e prognéstico no TCE. No primeiro
estudo, foi utilizado o modelo de TCE grave em camundongos para investigar o
potencial neuroprotetor do uso de trealose, um indutor autofagico, sobre a disfuncao
mitocondrial, proteotoxicidade, e desfechos comportamentais. Em um segundo estudo,
investigamos em liquor de pacientes com TCE grave admitidos a UTI, associacdes entre
0s niveis de purinas 2 horas ap6s a admissdo com mortalidade a curto prazo e cognicédo
ap6s 2 anos. Do ponto de vista translacional buscamos ampliar a oferta de
biomarcadores com valor preditivo para a alta mortalidade do TCE grave, com o intuito
de minimizar a mortalidade e revelar novas possibilidades terapéuticas em um ambiente

que possui um arsenal limitado de intervencdes clinicas.
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2.

Objetivos

Obijetivo geral:

Neste

trabalho pretendemos investigar as modulagbes na funcdo mitocondrial,

proteotoxicidade e comportamento promovidas pela trealose em camundongos em um

modelo de TCE grave, e identificar assinaturas bioquimicas no metabolismo de purinas

de pacientes acometidos com TCE grave como biomarcadores de prognostico.

Objetivos especificos:

a)

b)

Investigar se 0 uso de trealose promove melhora na funcdo cognitiva de
camundongos submetidos a um modelo de TCE severo.

Investigar se a trealose reduz os prejuizos mitocondriais causados pelo TCE a
curto prazo.

Investigar se os efeitos agudos da trealose sobre o metabolismo energético no
TCE sé&o sustentados.

Identificar alteracfes causadas pelo TCE nos niveis de purinas em relacdo a
pacientes controle

Identificar perfis purindmicos associados a mortalidade até 3 dias.

Buscar associacdes entre niveis de purinas e desfechos neurofuncionais ap6s o
TCE

Investigar as alteracbes promovidas pelo TCE na cascata de degradacdo das

purinas.
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3. Publicacdes cientificas

A presente tese se apresenta organizada no formato de uma coletanea de artigos
cientificos.

3.1. Capitulo I: Early trehalose supplementation after severe traumatic brain injury
preserves mitochondrial function and cognition in mice.

Autores: Strogulski, NR1; Rodolphi, MS1; Kopczynski, Al; Dorneles, W1; De
Oliveira, VG1; Santos, P1; Carteri, RB1 Hansel, G1; Fillipi-Chiela, EC2,3;
Portela, LV1*

Artigo a ser submetido ao periddico Nutritional Neuroscience

13



3.2. Capitulo IlI: Cerebrospinal fluid purinomics as a biomarker approach to predict
outcome after severe traumatic brain injury.

Autores: Nathan R. Strogulski; Marco Antonio Stefani; Ana Elisa Bohmer;
Gisele Hansel; Marcelo S. Rodolphi; Afonso Kopczynski; Vitéria G. de
Oliveira; Eduarda T. Stefani; Juliana V. Portela; André P. Schmidt; Jean Pierre
Oses; Douglas H. Smith; Luis V. Portela.

Artigo publicado no periédico Journal of Neurochemistry.
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4. Discussao

4.1 O metabolismo mitocondrial como alvo terapéutico no TCE.

O dano secundério ao TCE, causado por alteracbes bioquimicas como disfuncéao
mitocondrial, perda da proteostase e alteracfes neuroquimicas ¢ amplamente associado
a neurodegeneracdo progessiva apds a lesdo. Um potencial mecanismo capaz de
contrapor componentes-chave do dano secundario, como a agregacdo protéica e
acumulo de mitocondrias disfuncionais é a autofagia (SARKAR et al., 2014). Além da
depuracdo de conteudo neurotoxico, a autofagia é associada com processos de
reciclagem de organelas como a mitocondria, o que no contexto do TCE poderia se
refletir em uma melhora no metabolismo energético.

Na primeira se¢do deste trabalho utilizamos a trealose, um indutor autofégico ,
em um modelo de TCE grave em camundongos, e observamos um significativo efeito
mitoprotetor a curto e longo prazo, bem como uma reducdo em indicadores de
neurotoxicidade e comprometimento da memdria espacial apos a lesdo. Ainda ha
expressiva controvérsia em relacdo aos mecanismos subjacentes a neuroprotecao
promovida pela trealose (LEE; YOON; LEE, 2018). Trabalhos anteriores ja dissociaram
efeitos protetores da trealose em doencas neuroldgicas da modulacdo da autofagia,
sugerindo que a trealose apresenta propriedades de chaperona capazes de prevenir a
agregacdo de oligomeros peptidicos e proteicos, como As € huntingtina,
respectivamente (DIMASI et al., 2017; KRUGER et al., 2012; SARKAR et al., 2007; TANJI
et al., 2015). Em nosso trabalho adicionamos evidéncias que sugerem a trealose como
potencial agente terapéutico no TCE, indicando que ela promove a atenuacdo de
componentes moleculares do dano secundario de forma aguda e que promove efeito
neuroprotetor que se extende até 15 dias ap0s a injuria, por mecanismos que nao se
limitam a inducédo da autofagia.

Apesar de ser observado nos animais que receberam trealose um aumento de
reguladores da autofagia () AMPK/AMPK), os componentes especificos da maquinaria
autofagica ndo foram alterados ap6s 3 dias de tratamento. Coletivamente, esses achados

ndo ddo evidéncias que indiquem & inducdo do fluxo autofagico pela trealose. O
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aumento observado na razdo do imunoconteddo de pAMPK(T172)/AMPK apos 3 dias
de tratamento com trealose em animais que foram submetidos a um modelo de TCE
pode se refletir em uma ativacdo de vias de biogénese mitocondrial, ou também
excercer um efeito regulatdrio sobre as vias metabdlicas que convergem a fosforilagédo
oxidativa, ambas favorecendo a restauracdo das funcdes mitocondriais apos a lesdo
(HERZIG; SHAW, 2018). N&o existe na literatura atual, evidéncia que associe 0 uso de
trealose e mecanismos de mitogénese. Aqui indicamos que 0 aumento na razéo
pPAMPK(T172)/AMPK neste grupo de animais ocorre de forma concomitante a um
aumento na respiracdo mitocondrial de sinaptossomas sustentada pelo complexo I, mas
ndo pela combinagdo de complexo | e Il mitocondriais, tanto 3 quanto 15 dias ap6s a
injuria, sugerindo um efeito proeminente da trealose sobre a atividade do complexo I no
TCE.

Tais achados sugerem que a maior respiracdo mitocondrial a curto e longo prazo
promovida pela trealose ap6s o TCE pode ser sustentada por um aumento do fluxo de
substratos metabolicos nos complexos mitocondriais. De fato, estudos pre-clinicos
indicam que a trealose promove beta-oxidacdo hepética; o que esta associado a
producdo de corpos cetonicos (ZHANG et al., 2018). A oxidagéo de corpos cetbnicos no
tecido cerebral forneceria aporte metabdlico para a formacdo de NADH que mediaria o
aumento da atividade do complexo | mitocondrial apds o tratamento com trealose, mas
ndo justifica seus efeitos sobre outras fun¢Ges mitocondriais, como manejo de célcio e
formacdo e dissipacdo do potencial de membrana (LAIRD et al., 2013). Estes achados
botam em questdo os efeitos da trealose sobre a integracdo do metabolismo cerebral e
sistémico, abrindo também escopo para a investigacdo de seus efeitos mitoprotetores via
receptores cerebrais de corpos cetdnicos como GPR43 e GPR109A no TCE
(MIYAMOTO et al., 2019; REZQ; ABDEL-RAHMAN, 2016; STILLING et al., 2016).

O aumento da respiracdo mitocondrial no grupo TRE poderia também ser
sustentada por processos mitofagicos, um mecanismo de degradagdo autofégica seletiva
de mitocéndrias. Tal processo permitiria a reciclagem de mitocdndrias disfuncionais,
promovendo a biogénese de mitocondrias novas. Um importante regulador deste
processo, o fator de transcricdo PGCla (Peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator 1-alpha) (PFANNER; WARSCHEID; WIEDEMANN, 2019), ndo
apresentou diferencas significativas no grupo TRE, sugerindo que ndo h& uma
modificagdo expressiva da biogénese mitocondrial pela trealose. Reforca esse conceito,
o fato de que o efeito sustentado da trealose sobre a funcdo mitocondrial é
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aparentemente restrito ao complexo I, indicando seletividade de efeito sobre um
componente especifico do sistema de transporte de elétrons, o que ndo seria atingido
com um processo de reciclagem mitocondrial completa.

Outros componentes de funcdo mitocondrial, como o influxo e efluxo de calcio e
a producdo de H.O», também foram influenciados positivamente pela suplementacdo
com trealose apds o TCE. Uma capacidade sustentada de manejo de célcio,
especialmente em condi¢cdes onde a hiperativacdo de receptores NMDA é achado
comum, pode prover condi¢cbes para a atenuacao dos efeitos detrimentais do acimulo
citoplasmatico de célcio, bem como permite a manutencdo da atividade mitocondrial.
Uma analise piloto realizada durante esta tese sugeriu que a trealose atenuou a ativagdo
de marcadores pro-apoptéticos (Bax/BCL-2) e a ativacdo de calpainas, reforcando a
contribuicdo da trealose sobre a sinalizacdo de calcio no TCE.

Adicionalmente, o tratamento com trealose por 15 dias culminou com uma
reducdo na razdo do imunocontetdo de pTau(S396)/Tau, demonstrando uma reducao
em mediadores de proteotoxicidade comuns a pacientes e modelos em roedores de TCE
(HAWKINS et al., 2013; MCKEE et al., 2009). A reducdo dos marcadores de
hiperfosforilagdo de Tau nos animais tratados com trealose ¢ acompanhada de uma
significativa reducdo do comprometimento cognitivo, e ja foi relatada em outros
modelos de doencas neurodegenerativas (RODRIGUEZ-NAVARRO et al., 2010).

Este estudo ndo permite assumir a auséncia da contribuicdo da autofagia como
componente da neuroprotecdo oferecida pela trealose, que ja foi amplamente
demonstrada em diversos modelos, inclusive de TCE . Consideramos que a avaliacdo de
funcBes autofagicas nesse estudo poderia ter se beneficiado do uso de drogas inibidoras
lisossomais, como a leupeptina, cloreto de amonia ou cloroquina, para a visualizacdo do
fluxo autofagico (KLIONSKY et al., 2021). Entretanto, salientamos que este trabalho
demonstra primariamente os efeitos da trealose sobre atividade mitocondrial no cérebro,
adicionando um novo alvo de a¢do para esta droga cujo mecanismo ainda é incerto.

De forma geral, nossos achados na primeira se¢do deste estudo sugerem que a
trealose promove efeitos neuroprotetores no TCE grave, mediado por uma melhora na
funcdo bioenergetica mitocondrial aguda e crbnica, com impactos sobre a
hiperfosforilagdo de Tau e memodria, indicando que modulagbes no metabolismo
energético apresentam significativo potencial terapéutico no trauma cranioencefalico e o

papel central da mitocondria no dano secundario a injuria.

60



4.2 O metabolismo de purinas como ferramenta diagnostica no TCE

Na segunda secdo deste estudo, providenciamos a primeira evidéncia na
literatura de que a avaliacdo dos niveis liquodricos de purinas no contexto agudo
apresentam validade preditiva sobre desfechos clinicos de pacientes com TCE grave.
Aqui, propomos uma avaliacdo integrada dos niveis liquodricos de purinas, numa
abordagem “purindOmica”, para buscar assinaturas bioldgicas associadas ao
TCE, buscando compreender as alteracdes causadas sobre o metabolismo purinérgico e
suas consequéncias clinicas. Nossos achados principais identificam o GTP liquoodrico
como um preditor sensivel de mortalidade até 3 dias apds a internacdo e a guanosina
liguodrica como preditor de fungdo neuroldgica a longo-prazo (dois anos apds a
internacdo). Também, a as correlacdes entre os niveis de purinas resultou num modelo
mecanistico que sugere as alteracdes no catabolismo de purinas promovido pelo TCE.

A busca por biomarcadores em fluidos corporais com potencial diagndstico e
progndstico tém sido topico central da pesquisa no TCE; colocando o metabolismo de
purinas e a sinalizacdo purinérgica como um interessante alvo a ser explorado. O
sistema purinérgico possui componentes bem estabelecidos no sistema nervoso central
que compartilham localizacdo e fungdes com a sinapse tripartite, bem como microglias
e oligodendrécitos. Entre estes componentes destacam-se transportadores, receptores e
ecto-NTPDases que sdo capazes de regular a nivel mecanistico a natureza da sinalizacdo
purinérgica e seus efeitos sobre a neurotransmissao, mediado pela concentracdo relativa
de cada metabdlito purinérgico (BURNSTOCK, 2018). Em trabalhos anteriores, ja
demonstramos uma alteracdo no metabolismo de purinas ap6s uma crise convulsiva em
ratos, com um aumento na atividade de ENTPases de guanina e adenina que acompanha
temporalmente um aumento em outros indicadores de dano neuronal (NSE) e
astrocitario (S100B) (BOHMER et al., 2011). Além disso, outros autores ja sugeriram que
perturbacgdes na sinalizacdo purinérgica pode ser um fator epileptogénico apos o TCE,
sugerindo que alterages nas concentragdes extracelulares de purinas pode influenciar
também sobre desfechos neurolégicos (CANAS et al., 2018, WELTHA; REEMMER,;
BOISON, 2019).

Entre os mecanismos que contribuem para desfechos neurologicos de curto e
longo prazo modulados pelo sistema purinérgico pode-se destacar a excitotoxicidade

glutamatérgica (STEFANI et al., 2017). O catabolismo de purinas apresenta efeitos
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neuroprotetores anti-glutamatérgicos, promovido particularmente pela adenosina e
guanosina, que poderiam ser capazes de contrapor a hiperativacdo de receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA associada & excitotoxicidade (CANAS et al., 2018;
DOBRACHINSKI et al., 2019). Em trabalhos anteriores, demonstramos nesta mesma
coorte de pacientes que um aumento nos niveis liquooricos de glutamato esta associado
a mortalidade apds TCE grave (STEFANI et al., 2017), ressaltando o papel do sistema
glutamatérgico a curto-prazo apos a injuria e dando importancia a sua modulagdo pela
sinalizacdo purinérgica neste contexto.

Estudos  clinicos  relativos a  concentragdo  de  purinas  no
TCE ainda sdo escassos, entretanto estudos em roedore.s ja& demonstraram um aumento
agudo nos niveis de ADP, adenosina, inosina e hipoxantina que é consistente com 0s
achados em nosso estudo (BELL et al., 1998; HEADRICK et al., 1994). Adicionamos a
literatura descricBes primarias de um aumento nos niveis de GDP, guanosina, inosina,
xantina e hipoxantina 3 horas ap6s a internacdo de pacientes com TCE grave, bem como
uma consistente reducdo nos niveis de IMP em relacdo aos pacientes controle,
demonstrando uma assinatura purindmica caracteristica ap6s o trauma. Além disso,
GTP, GDP, IMP e xantina apresentavam concentracfes elevadas em pacientes com
TCE que ndo sobreviveram até 3 dias ap0s a internacao.

Em relacdo a especificidade e sensibilidade de GTP, GDP, IMP e xantina em
determinar progndstico a curto prazo em pacientes com TCE severo apenas GTP
apresentou valor preditivo significativo Um potencial mecanismo que da lastro
bioldgico a natureza preditiva do GTP no TCE é um aumento na ativacdo de receptores
do tipo Rho, particularmente receptores RhoA e RhoB, que apresentam um aumento de
expressao agudamente a lesdo em andlises post-mortem e um aumento de sua cascata de
sinalizacdo em modelos pre-clinicos de TCE que normalmente sdo associados & morte
neuronal (BRABECK et al., 2004; DUBREUIL et al., 2006). Estes receptores atuam em
respostas cerebrais a les6es regulando o tonus cerebrovascular, ativagdo microglial e
astrocitaria, regeneracdo axonal e neuroplasticidade. Tal papel é corroborado em nossos
achados pela associagéo de elevacdo dos niveis de GTP e mortalidade apés o TCE.

Adicionalmente, buscamos na assinatura purinérgica do trauma, identificar
potenciais biomarcadores de progndstico a longo prazo, utilizando a escala modificada
de Rankin (mRS) 2 anos apo6s a internacdo. Nossos dados demonstram que apenas 0s
niveis de guanosina apresentaram correlacdo com a escala neurofuncional (mRS), em

detrimento de outras purinas. A administracdo exogena de guanosina tem efeitos bem
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reconhecidos sobre a excitotoxicidade e disfuncdo mitocondrial em doencas
neuroldgicas, quem também sdo componentes centrais da neurodegeneracao progressiva
que suscede o TCE (GERBATIN et al., 2019; JURKOWITZ et al., 2002; SCHMIDT et al.,
2000). Baseado nestes achados, propomos que mesmo um acumulo enddgeno de
guanosina nas fases iniciais da lesdo € capaz de atenuar a progressao do dano neuronal e
declinio funcional apds o trauma. Apesar do ponto de vista mecanistico a sinaliza¢do de
purinas derivadas de guanina, particularmente a guanosina, ainda ser pouco elucidado;
seus efeitos bioldgicos sobre a sinalizacdo glutamatérgica sdo inegaveis. Em um par de
trabalhos anteriores, a administracdo de guanosina exdgena demonstrou relevante efeito
neuroprotetor, causando atenuacdo do défcit cognitivo apés o TCE; sendo associado
mecanisticamente a uma melhora na fungdo mitocondrial, mediada pelo receptor P1A: e
P1A2a (DOBRACHINSKI et al., 2019; GERBATIN et al., 2017, 2019). Considerando 0s
efeitos sinapticos da ativacdo de receptores Aza, Seria possivel hipotetizar que a redugéo
da sensibilidade de receptores NMDA promovida pela ativacdo de Aza reduz o dano
causado pela entrada de célcio na mitocéndria, sustentando a atividade mitocondrial
apos o TCE. Desta forma, o direcionamento do metabolismo purinérgico em direcdo a
formacdo de guanosina e adenosina poderiam representar um mecanismo endogeno de
protecao ao trauma.

Uma anélise posterior permitiu que fosse demonstrado nesse trabalho as
alteracdes promovidas pelo TCE sobre a interconversdo de purinas dos controles, que
pode ser extrapolado como uma representacdo de como o TCE altera o metabolismo
extracelular de purinas etapa-a-etapa. Destacamos particularmente que apés o TCE,
correlagbes negativas presentes nos pacientes controle sdo perdidas, sugerindo o
desacoplamento de reaces e a perda de mecanismos de feedback responsaveis por
controlar o fluxo de purinas na cascata de degradacdo, que favorecem o acumulo de
adenosina e guanosina no liquor.

E interessante considerar também o papel da sinalizacdo purinérgica em outros
tipos celulares neurais, particularmente astrdcitos e microglias. Tanto astrdcitos quanto
micrdglias apresentam receptores purinérgicos que contribuem para seu metabolismo
celular e processos de polarizacdo (AGOSTINHO et al., 2020; CALOVI; MUT-ARBONA,;
SPERLAGH, 2019; LOPES; CUNHA; AGOSTINHO, 2021). E possivel considerar por
exemplo o papel da guanosina e da adenosina sobre a captacdo astrocitaria de
glutamato, amplamente influenciada por receptores do tipo Aza, (MATOS et al., 2012)

COmo um mecanismo que atenua a excitotoxicidade que suscede ao TCE. De forma
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equivalente, é possivel esperar que o desequilibrio da sinalizacdo purinérgica a longo
prazo possa contribuir para o estado de neuroinflamacéo cronica estabelecido pelo TCE,
particularmente pelo fato da ativacédo de receptores do tipo P2X7 e P2Y12 contribuirem
para o remodelamento metabdlico de células microgliais, que assumem uma polarizacao
do tipo M2, amplamente pro-inflamatdria (FAN et al., 2020; HAYNES et al., 2006; SEKAR
etal., 2018).

Apesar de ser impossivel discriminar a contribuicdo de tipos celulares para o
perfil purinérgico em nosso estudo, cabe salientar que esta mesma coorte apresentou
alteracOes similares no contetdo de marcadores de morte neuronal e astrocitaria (NSE e
S100B) (BOHMER et al., 2011), sugerindo uma contribuicdo equivalente de ambos tipos
celulares a concentracdo liquodrica de purinas imediatamente ap6s a injdria.
Acreditamos que seria relevante a realizacdo de estudos adicionais, que avaliassem de
forma detalhada o remodelamento do metabolismo purinérgico apds o TCE, bem como
qual a contribuicdo da secrecdo ativa de purinas intracelulares ap6s a injuria para este
perfil.

5. Conclusao

Considerando a importancia clinica do TCE e sua limitada oferta de terapia
especifica e ferramentas de progndstico, a busca por novas ferramentas farmacoldgicas,
e biomarcadores sensiveis e especificos, demanda grande esfor¢co da comunidade
cientifica. Nossos estudos corroboram neste sentido, e demonstram o metabolismo
energético e o metabolismo purinérgico como potenciais alvos para o desenvolvimento
de intervencdes farmacoldgicas para a atenuacdo da neurodegeneracao a longo prazo,
bem como biomarcadores viaveis de desfechos clinicos agudos e cronicos. Tais achados
podem abrir caminho para outras investigacbes que apresentem o metabolismo
mitocondrial como o foco mecanistico para a terapia do TCE, bem como estudos que
investiguem a caracteristicas tipo-celular especificas para o efeito do TCE e da trealose
sobre 0 metabolismo energético. Neste sentido, também o perfil purindbmico observado
neste estudo, da sentido & busca por uma descricdo mecanistica detalhada do efeito do
TCE sobre a cascata de degradacdo de purinas, o que pode fornecer novos efetores

moleculares para a terapia aguda do trauma cranioencefalico.
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7. Producdo cientifica complementar a tese:

Adicionalmente a producdo cientifica central deste trabalho, foram produzidos um
artigo cientifico, demonstrando distin¢des entre os efeitos metabdlicos cerebrais do
uso de hormonios androgénicos em camundongos adultos e velhos, publicado no
periodico Neurochemical Research, 2022 (ANEXO 1); um capitulo de livro,
Academic Press, Elsevier, 2021; que aborda o estado-da-arte do uso de esterdides
anabdlicos androgénicos na terapia do trauma cranioencefalico (ANEXO I1); bem
como uma co-orientagdo de trabalho de conclusdo de curso, composta de uma
revisdo sistematica entitulada “The neurogenic potential of NG2-Glia in
Neurotrauma: a systematic review” do aluno Yuri da Rosa Rigo, do curso de
Biotecnologia da UFRGS, cujo artigo esta em fase de preparacdo (ANEXO I1I). As

publicacOes se encontram anexas a esta tese.
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Anexo |: Artigo publicado

Annex file I: Published Article

Periodico: Neurochemical Research, 2022

Nandrolone supplementation promotes AMPK activation and divergent ®FDG-

PET brain connectivity in adult and aged mice.

Strogulski, N.R.; Kopczynski, A.; De Oliveira, V.G.; Carteri, R.B.; Hansel, G.;
Venturin, G.T.; Greggio, S.; DaCosta, J.C.; De Bastiani, M.A., Rodolphi, M.S.; Portela,

L.V.
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Anexo I1: Co-orientacao de trabalho de concluséo de

curso

Annex file 1. Co-supervision of undergraduate thesis

O potencial neurogénico da NG2-Glia no neurotrauma: uma revisao
sistematica.
Aluno: Yuri da Rosa Rigo
Curso de biotecnologia, UFRGS

10 de Novembro de 2021

Titulo do artigo que compde o trabalho:

The neurogenic potential of NG2-Glia in Neurotrauma: a systematic review

Yuri da Rosa Rigo, Radharani Benvenultti, Luis Valmor Portela, Nathan R

Strogulski*.
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