
 
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BÁSICAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS - BIOQUÍMICA 

 

 

 

 

 

 

LUCIELE VARASCHINI TEIXEIRA 

 

 

 

 

 

 

AÇÕES DA GUANOSINA EM RATOS WISTAR FÊMEAS E MACHOS INDUZIDOS 

A ISQUEMIA CEREBRAL  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PORTO ALEGRE 

2018 



 
 

 

 

 

 

LUCIELE VARASCHINI TEIXEIRA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AÇÕES DA GUANOSINA EM RATOS WISTAR FÊMEAS E MACHOS INDUZIDOS 
A ISQUEMIA CEREBRAL 

 
 
 
 
 
 
 

Tese de doutorado apresentada ao Programa de Pós-Graduação em Ciências 
Biológicas: Bioquímica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul como 

requisito parcial à obtenção do grau de Doutora em Bioquímica. 
 

Orientador: Prof. Dr. Diogo Onofre Gomes de Souza 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PORTO ALEGRE 
2018 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico esta tese a todos os animais,  

principalmente aos animais de laboratório,  

que contribuem em milhares de  

pesquisas pelo mundo, na maioria das vezes,  

somente para benefício humano. 

 

 

 

 

 

 



 
 

AGRADECIMENTOS 

 

 À minha querida e excepcional família, pai, mãe, irmãs, sogra, sogro, avós... 

Em especial ao meu esposo Wagner, obrigada por todo o apoio e assistência em 

todos os momentos.  

 

 Às minhas “filhas peludas”, minhas companheiras de escrita e de todos os 

momentos em casa, obrigada pela companhia sempre.  

 

 Ao professor Carlos Alberto Gonçalves, obrigada por ter me acolhido e me 

apresentado ao professor Diogo Souza, obrigada pela amizade e confiança. 

 

 Ao meu orientador, professor Diogo Souza, obrigada por ter aceitado me 

orientar e ter acreditado no meu trabalho, por todo o apoio científico e emocional, 

pela amizade, por ter tornado esta etapa da minha vida possível. 

 

 A todos os animais que participaram dos experimentos, serei eternamente 

grata por terem doado as suas vidas no desenvolvimento desta tese.  

“A maneira como tratamos os animais reflete o tipo de humanos que somos.” 

 

 A todos os colegas e amigos do laboratório 28, principalmente ao Roberto, 

que contribuiu fundamentalmente na parte comportamental dos experimentos. 

Obrigada a todos pelo apoio, pelas horas de diversão, pelos happy hours e por todos 

os ensinamentos! 

 

 À Francieli e ao Leo, colegas e amigos do laboratório 21, obrigada pela ajuda 

excepcional nos experimentos, por todos os ensinamentos, pela companhia nas 

horas alegres e nas horas estressantes. Obrigada especialmente a querida Francieli, 

pela insubstituível ajuda nas cirurgias.  

 

 Às minhas amigas queridas e colegas de trabalho do Centro de Cardiologia 

Experimental, Patrícia, Fernanda e Ana Paula, obrigada pela compreensão, pela 

amizade e por me ouvirem nas minhas horas estressantes. 

 



 
 

  

 Aos funcionários do biotério do Departamento de Bioquímica, obrigada por 

todo apoio com os animais. 

 

 Aos funcionários do PPGBioq, obrigada pelo apoio nas horas de dúvidas, pelo 

suporte para que a conclusão desta etapa da minha vida fosse possível. 

  

 À CAPES e demais órgãos que ajudam a fomentar as pesquisas em nosso 

país, obrigada pelo apoio financeiro. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

“Precisamos de um novo e talvez mais místico e mais 

sábio conceito sobre os animais. Longe da natureza 

universal e vivendo em um substrato artificial 

complicado, o homem vê as criaturas não humanas 

através da lente de seu conhecimento e vê, assim, 

uma imagem amplificada e distorcida. Nós os vemos 

desde um prisma superior considerando que possuem 

um trágico destino por terem tomado forma tão 

inferior a nós mesmos. Como consequência erramos, e 

erramos muito. O animal não deve ser medido pelo 

homem. Em um mundo mais velho e mais completo 

que o nosso, eles são mais completos, dotados com 

extensões dos sentidos maiores do que os que nós 

perdemos ou que nunca alcançamos, convivendo com 

vozes que nós nunca conseguiremos ouvir. Eles não 

são irmãos, eles não são subordinados; eles são 

outras nações, presos com nós mesmos na rede da 

vida e do tempo, prisioneiros irmãos de esplendor e 

dos problemas que passamos na Terra.” 

 

 

Henry Beston, 1928 

Trecho traduzido do livro The Outermost House 

 

 



 
 

RESUMO 
 
A isquemia cerebral é uma enfermidade grave, de incidência e prevalência global, 
considerada uma das principais causas de morte e incapacidade no mundo. Ela é 
decorrente da hipoperfusão ou interrupção sanguínea em uma determinada região 
encefálica e a falta de oxigênio e glicose leva a falha no metabolismo energético de 
neurônios e células gliais. A morte destas células libera grande quantidade de 
glutamato, o principal neurotransmissor excitatório, o que desencadeia a cascata 
isquêmica, formada por estresse oxidativo, excitotoxicidade e processo inflamatório. 
Estes insultos causam danos teciduais graves que comprometem, principalmente, o 
sistema sensorimotor, memória, cognição e as emoções. A guanosina, um derivado 
da guanina, tem mostrado papel neuroprotetor ao sistema nervoso central, agindo 
no sistema glutamatérgico. Esses efeitos têm sido demonstrados em ratos machos, 
mas não em fêmeas, por isso, o objetivo desta tese foi investigar através de testes 
comportamentais, imunoistoquímico e histológico, a ação da guanosina em ratos 
Wistar machos e fêmeas induzidos cirurgicamente a um modelo de isquemia focal 
permanente do córtex cerebral parietal, levando em consideração o ciclo estral das 
fêmeas imediatamente antes da indução isquêmica. Este trabalho foi aprovado pela 
Comissão de Ética no Uso de Animais da UFRGS (Nº 29396). Após a verificação do 
ciclo estral, fêmeas e machos foram anestesiados, posicionados em aparelho 
estereotáxico e a isquemia focal cortical foi induzida por termocoagulação dos vasos 
piais. Ao término da cirurgia, os animais foram tratados com solução salina 0,9% ou 
guanosina 60 mg/kg, ambos por via intraperitoneal, em 4 doses (0, 1, 3 e 6 horas 
após a indução isquêmica). No teste do cilindro, as fêmeas apresentaram 
significativamente melhor recuperação sensorimotora a longo prazo comparadas aos 
machos. No teste do campo aberto, memória de habituação a longo prazo e 
locomoção em fêmeas foram prejudicadas pela isquemia e os machos não 
apresentaram prejuízo. No teste do labirinto em cruz elevado não houve diferença 
significativa entre os grupos. No teste claro/escuro, as fêmeas isquêmicas 
demonstraram comportamento ansiolítico comparadas aos machos e às fêmeas 
naïves. A imunoistoquímica de astrócitos e a mensuração do volume de lesão não 
apresentaram diferença estatística entre os grupos. Com este trabalho demonstrou-
se a importância da realização de pesquisas em ambos os gêneros, considerando o 
ciclo estral, principalmente para enfermidades complexas como a isquemia cerebral. 
O tratamento com a guanosina é promissor, principalmente na recuperação motora 
em fêmeas, entretanto, estudos futuros são necessários para melhor 
compreendimento dos mecanismos envolvidos. 
 
Palavras-chave: Isquemia cerebral, ciclo estral, fêmeas, função motora, guanosina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 
 
Ischemic stroke is a serious disease of global incidence and prevalence, considered 
a leading cause of death and disability worldwide. It is due to hypoperfusion or blood 
disruption in a brain region and the lack of oxygen and glucose leads to failure in 
energetic metabolism of neurons and glial cells. The death of these cells releases 
large amount of glutamate, the main excitatory neurotransmitter, which triggers the 
ischemic cascade, formed by oxidative stress, excitotoxicity and inflammatory 
processes. These insults cause severe tissue damage that mainly compromise the 
sensorimotor system, memory, cognition and emotions. Guanosine, a guanine 
derivative, has shown a neuroprotective role in the central nervous system, acting on 
the glutamatergic system. These effects have been demonstrated in male rats, but 
not in females, so the aim of this thesis was to investigate through behavioral, 
immunohistochemical and histological tests, the action of guanosine in male and 
female Wistar rats surgically induced to a model of focal permanent cerebral 
ischemia in the motor cortex, considering the female estrous cycle immediately 
before the ischemic induction. This work was approved by the UFRGS Ethical 
Committee on the Use of Animals (No. 29396). After estrous cycle verification, 
females and males were anesthetized, positioned in a stereotaxic apparatus, and 
cortical focal ischemia was induced by thermocoagulation of the pial vessels. At the 
end of the surgery, the animals were treated with 0.9% saline or guanosine 60 
mg/kg, both intraperitoneally, in 4 doses (0, 1, 3 and 6 hours after ischemic 
induction). In the cylinder test, females presented significant long-term sensorimotor 
recovery compared to males. In the open field test, long-term memory habituation 
and locomotion/exploratory activity in females were impaired by ischemia and males 
showed no impairment. In the elevated plus maze test, there was no significant 
difference between groups. In the light/dark test, the ischemic females showed 
anxiolytic-like behavior compared to naïve males and females. The 
immunohistochemistry of astrocytes and the measurement of lesion volume did not 
show any statistical difference between groups. With this work it was demonstrated 
the importance of conducting researches in both genders, considering the estrous 
cycle, mainly for complex diseases such as cerebral ischemia. The treatment with 
guanosine is promising, especially in motor recovery in females; however, future 
studies are necessary to better understand the mechanisms involved. 
 
Keywords: Ischemic stroke, estrus cycle, female, motor function, guanosine 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 1.1 Acidente vascular encefálico (AVE) 

 

A Organização Mundial da Saúde define o AVE pela falha no suprimento 

sanguíneo cerebral, de localização focal ou global e rápido surgimento de sinais 

clínicos ou sintomas, que levam o paciente ao óbito ou causam incapacidade 

semipermanente ou permanente, sem causa aparente que não a de origem vascular 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). A ausência do fluxo sanguíneo ocorre por ruptura 

(acidente vascular hemorrágico) ou obstrução (acidente vascular isquêmico) de uma 

artéria numa região encefálica (Figura 1). De acordo com o tempo de ausência do 

fluxo sanguíneo no tecido, o acidente vascular pode ser classificado como transitório 

ou permanente (SACCO et al., 2013). O AVE é um problema de saúde mundial, de 

alta incidência, que causa incapacidade sensório-motora afetando assim, tanto o 

paciente como seus familiares a longo prazo. Para as próximas décadas há uma 

tendência de aumento mundial na prevalência de AVE (WHO, 2003; BONITA et al., 

2004; WARLOW et al., 2008; LANHOME et al., 2009; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2013).  

 

 

Figura 1. AVE isquêmico: impedimento de fluxo sanguíneo por trombo; AVE hemorrágico: 
impedimento de fluxo sanguíneo por ruptura de vaso e extravasamento de sangue. Imagem 
adaptada de:  
http://www.americancryostem.com/wp-content/uploads/2013/08/shutterstock_78688366.jpg  

http://www.americancryostem.com/wp-content/uploads/2013/08/shutterstock_78688366.jpg
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O AVE é a segunda maior causa de morte no mundo, atingindo cerca de 33 

milhões de pessoas ao ano (MOZAFFARIAN et al., 2015). No Brasil, o AVE continua 

sendo a primeira causa de morte e incapacidade (68 mil casos em 2014), o que 

resulta em grande impacto socioeconômico. De acordo com um estudo prospectivo 

nacional, a cada 100 mil habitantes, 108 serão incidentes, com taxa de fatalidade 

aos 30 dias de 18,5% e passados 12 meses de 30,9% (BRASIL, 2014).  

 

 1.2 Fisiopatologia do acidente vascular encefálico isquêmico (AVEI) 

 

O AVEI decorre de uma interrupção transitória ou permanente do fluxo 

sanguíneo em uma região do cérebro, que pode ocorrer por trombose local ou 

embolia, impedindo assim, o fornecimento de glicose e oxigênio para as células. A 

falta de nutrientes desencadeia mudanças no metabolismo celular, o que resulta no 

colapso da produção de energia, levando a desintegração das membranas celulares 

(ADAMS et al., 1993; BROUNS e DE DEYN, 2009).  

A sequência de processos neuroquímicos, chamada de cascata isquêmica, é 

composta por uma série de eventos complexos que evoluem no tempo e no espaço. 

Uma vez que um evento na cascata pode causar ou pode ser causado por vários 

outros eventos, a cascata isquêmica é um fenômeno altamente heterogêneo. No 

entanto, pode ser resumido como a falha bioenergética celular devido à 

hipoperfusão cerebral focal, regional ou global, seguido por estresse oxidativo, 

excitotoxicidade, disfunção da barreira hemato-encefálica, lesão microvascular, 

ativação hemostática, inflamação pós-isquêmica, desequilíbrio iônico e, finalmente, 

morte celular de neurônios, células gliais e células endoteliais (BROUNS e DE 

DEYN, 2009). 

Logo após a diminuição do fluxo sanguíneo, em poucos minutos, ocorre o 

surgimento do centro necrótico, chamado core. Ao redor desse centro estrutura-se 

uma zona menos afetada, chamada penumbra, onde há células necróticas e células 

metabolicamente ativas (Figura 2). A necrose é morfologicamente caracterizada por 

edema das células e das organelas, com subsequente ruptura dessas estruturas e 

da membrana celular, liberando o conteúdo para o meio extracelular (MAJNO e 

JORIS, 1995; BROUGHTON et al., 2009). 

 Em estágios iniciais, a zona de penumbra compreende, aproximadamente, a 

metade do volume total da lesão isquêmica e é neste local que a terapia 
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farmacológica agirá, na tentativa de interromper a cascata isquêmica o mais rápido 

possível (GINSBERG, 1997). Nesta zona é possível encontrar morte celular por 

apoptose, uma vez que há ativação de certos genes específicos. Muitas células da 

zona de penumbra sofrem apoptose após horas, dias ou semanas pós-isquemia, 

assim, elas são potencialmente recuperáveis apenas por algum tempo no tecido 

(DIRNAGL et al., 1999; LIPTON, 1999; ZHENG e YENARI, 2004).  

 Após uma lesão tecidual sempre há formação de cicatriz e o mesmo ocorre 

no tecido nervoso. Após uma lesão cerebral há resposta glial extensa (gliose reativa) 

que engloba astrócitos, microglia e matriz extracelular (PANICKAR e NORENBERG, 

2005). Estudos demonstram que a gliose reativa pode ser benéfica ou prejudicial 

sobre a restauração das funções cerebrais após o AVEI (SOFRONIEW, 2009). Logo 

após uma lesão, a formação da cicatriz é crucial para a selagem e remodelagem do 

local, evitando o ataque do sistema imune e controlando a extensão da lesão 

(SOFRONIEW e VINTERS, 2010). Além disso, a cicatriz glial estimula a 

revascularização local, na tentativa de restaurar o aporte nutricional ao tecido 

lesado. Entretanto, na fase tardia da cicatrização ocorre um impedimento na 

regeneração axonal, devido à secreção de inibidores de fatores de crescimento 

pelos astrócitos reativos. Ainda, componentes da membrana basal geram uma 

barreira física que impede a extensão de axônios através da lesão (ROLLS et al., 

2009). 

 

 

Figura 2 – Esquema representativo de formação da lesão após AVEI (zona de penumbra em 
rosa claro e core em preto), de acordo com o tempo pós-isquemia. Fonte: Figura elaborada 
pela autora. 
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 1.3 Acidente vascular encefálico e gênero 

 

 O AVE é a quarta causa de morte mundial entre mulheres de 20 a 59 anos de 

idade (aproximadamente 60%). A partir dos 60 anos de idade, o AVE passa a ser a 

segunda causa de morte entre as mulheres. Nos primeiros 6 meses após o AVE, as 

mulheres apresentam maiores incapacidades comparadas aos homens, além de um 

risco maior de sofrer recorrências (MOZAFFARIAN et al., 2015). Cerca de 87% dos 

AVEs incidentes são isquêmicos com maior ocorrência em homens e 13% são 

hemorrágicos com maior ocorrência em mulheres (APPELROS et al., 2009; 

AMARENCO et al., 2009; ROGER et al., 2011). De acordo com o NIHSS (National 

Institute of Health Stroke Scale), maior número de mulheres (44%) experimenta 

AVEI agudo e severo, com recuperação mais lenta, comparado aos homens (36%). 

Uma hipótese para isso é a elevada faixa etária de incidência de AVE em mulheres 

(REEVES et al., 2008; PETREA et al., 2009; HAAST et al., 2012). 

 Pesquisas sugerem que mulheres possuem efeito neuroprotetor pré-

menopausa relacionado aos hormônios ovarianos circulantes, principalmente 

estrogênio. Embora as faixas etárias variem de acordo com os diferentes estudos, 

Reeves e colaboradores (2008) afirmaram que mulheres entre 40 e 75 anos de 

idade perecem ter menos risco de sofrer AVE em comparação aos homens na 

mesma faixa etária, mas após os 75 anos de idade, a chance de incidência de AVE 

em mulheres passa a ser 50% maior do que nos homens.  

 Os hormônios sexuais (estrogênio, progesterona e testosterona) agem 

fisiologicamente (reatividade vascular, fluxo sanguíneo cerebral, barreira hemato-

encefálica) e fisiopatologicamente (arterosclerose) sobre a vasculatura cerebral 

(KRAUSE et al., 2006). In vivo, testosterona e estrogênio possuem influências 

opostas sobre as artérias cerebrais. O estrogênio possui efeito vasodilatador 

potente, podendo inibir certos vasoconstritores séricos. Outras pesquisas também 

identificaram que artérias femininas geralmente são menos constritas, possivelmente 

como resultado do efeito do estrogênio sobre a produção de óxido nítrico no 

endotélio (GEARY et al., 1998). Apesar de pouco investigado, alguns pesquisadores 

sugeriram que, ao invés de o estrogênio ter atividade neuroprotetora em mulheres, 

talvez os andrógenos provoquem o aumento da incidência de AVE em homens 

(ROSSOUW, 2002).  
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 Os mecanismos neuroprotetores atribuídos ao estrogênio e a progesterona 

são menos aparentes em homens comparados às mulheres, obviamente por eles 

possuírem níveis circulantes mínimos desses hormônios. Assim, as funções 

fisiológicas e fisiopatológicas no homem são mais influenciadas pelos andrógenos, 

principalmente a testosterona. Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos deste 

hormônio sobre vasculatura (OHTSUKI et al., 2005). Em contraste ao estrogênio, a 

testosterona causa aumento do tônus vascular cerebral, como consequência da 

produção de tromboxano A2, levando a agregação plaquetária e possível 

trombogênese (PRATICO e FITZGERALD, 1995).  

 Muitos estudos demonstraram que a terapia de reposição hormonal em 

mulheres aumentou a incidência e a mortalidade por AVE, principalmente isquêmico 

(WASSERTHEIL-SMOLLER et al., 2003; BILLECI et al., 2008). Entretanto, esses 

achados contradizem os efeitos protetores observados em modelos animais e os 

efeitos biológicos observados em humanos. Ainda, mulheres de 15 a 44 anos que 

fazem uso de contraceptivos orais com estrogênios e progestágenos possuem risco 

elevado de sofrer AVEI, devido ao efeito pró-coagulante desses hormônios 

(DANIELS et al., 2013). A gestação é um fator de risco adicional para o AVEI em 

mulheres, embora a exata etiologia ainda não tenha sido descoberta. Wiebers 

(1985) sugeriu um aumento de 13 vezes no risco de AVEI para gestantes. Muitos 

pesquisadores acreditam que essa associação possa estar relacionada às 

mudanças hormonais durante a gravidez e a elevação natural do estradiol durante a 

gestação possa causar aumento da atividade de vários fatores de coagulação 

(ZAKAI et al., 2011; HEIKAL et al., 2013; CHANG et al., 2014; SAMAI et al., 2014). 

 Estudos relatam uma variedade de tratamentos para AVE agudo e crônico, 

como trombólise, unidades de cuidados do paciente com AVE, cirurgia de carótida, 

reabilitação e formas de prevenção. Para o AVEI, o tratamento mais utilizado é a 

trombólise, entretanto, os resultados são obscuros (REEVES et al., 2008; 

APPELROS et al., 2009). Igualmente, mulheres e homens recebem terapia 

trombolítica, mas em geral, melhores resultados são observados em homens. O 

acesso aos centros de reabilitação é semelhante para mulheres e homens, no 

entanto, menor recuperação funcional e resposta à reabilitação são observadas em 

mulheres. Diferenças mais evidentes são observadas na cirurgia da carótida. Em 

casos de estenose carotídea, os homens parecem ter mais benefício do que as 
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mulheres, embora estas sofram menos endarterectomia carotídea (REEVES et al., 

2008).  

 Vários autores relatam menor uso de medicamentos relacionados ao AVE 

(aspirina, varfarina, estatina, alteplase) em mulheres. A redução do risco com o uso 

de aspirina não é clara. No entanto, a aspirina inibe a agregação plaquetária de 

forma mais eficaz em homens do que em mulheres. Essa diferença na 

funcionalidade plaquetária e na coagulação podem estar relacionadas aos 

hormônios sexuais (BAILEY et al., 2009).  

 Funcionalmente, mulheres sofrem AVE mais graves do que homens (GALL et 

al., 2010), o que resulta em uma pior qualidade de vida (mais limitações físicas e 

pior saúde mental) e maior dependência (BARRETT et al., 2007). Ademais, a 

depressão pós-AVE é mais comum entre as mulheres do que nos homens.  

 Diante de tantas pesquisas sobre AVE, ainda são necessárias muitas 

investigações, como modelos animais ideais, para o desenvolvimento de 

tratamentos específicos em mulheres e homens (BACIGALUPPI et al., 2010). 

Estudos epidemiológicos e clínicos realizados frequentemente com homens geram 

resultados diferentes para mulheres, como exemplo, na resposta a muitas drogas 

(SOLDIN e MATTISON, 2009), nas doenças cardiovasculares (BARRETT-CONNOR, 

1997; BERGER et al., 2009) e na disfunção autoimune (WHITACRE, 2001; 

LOCKSHIN, 2006; FISH, 2008).  

 Como exemplos, a incidência de transtornos de ansiedade em mulheres é 

2,25 vezes maior do que os homens (BEKKER e VAN MENS-VERHULST, 2007), 

mas a maioria dos estudos sobre ansiedade e drogas ansiolíticas em animais é 

realizado em machos (PALANZA, 2001); a incidência de AVE em mulheres e 

homens tem desfechos diferentes, mulheres sofrem mais de depressão, mas os 

estudos são conduzidos majoritariamente em animais machos (REEVES et al., 

2008). BEERY e ZUCKER (2011) inspecionaram 40 artigos sobre modelos animais 

de AVE em periódicos cientificamente renomados; 65% dos relatos descreveram 

pesquisas em machos, nenhum em fêmeas, 10% em ambos os sexos e 25% não 

especificaram sexo. A utilização de machos torna-se, provavelmente, muito maior do 

que observada nos artigos, se a maioria dos estudos não especificar o gênero 

utilizado. 
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 1.4 Acidente vascular encefálico e astrogliose  

  

 Os astrócitos são células imprescindíveis para o funcionamento do cérebro. 

Eles participam das funções de manutenção, como suporte nutricional, formação da 

barreira hematoencefálica (BHE), metabolismo neuronal, manutenção do ambiente 

extracelular, regulação do fluxo sanguíneo cerebral, estabilização da comunicação 

célula-célula, síntese de neurotransmissores e defesa contra EROs (RANSOM e 

RANSOM, 2012). Os astrócitos são os tipos predominantes de células gliais, sendo, 

portanto, o principal alvo de manipulação, por isso, estudos recentes têm enfocado 

sobre o papel destas células no AVE.  

 No cérebro, os astrócitos são basicamente divididos de acordo com a 

morfologia e a localização: astrócitos radiais circundantes aos ventrículos, astrócitos 

protoplasmáticos na substância cinzenta e astrócitos fibrosos na substância branca 

(PRIVAT et al., 1995), glia radial de Bergmann no cerebelo, astrócitos velados na 

camada granulosa do cerebelo, astrócitos interlaminares nas camadas 

supragranulares do córtex cerebral, entre outros (REICHENBACH e WOLBURG, 

2013).  

 Em um AVE, os astrócitos sofrem transformações morfológicas como 

hipertrofia e hiperplasia. Há poucos minutos de lesão, citocinas liberadas por 

neurônios e células gliais do núcleo e neurônios da penumbra da lesão, 

desencadeiam a ativação de astrócitos. Estes astrócitos, também chamados 

astrogliose reativa (SOFRONIEW, 2009) apresentam hipertrofia celular, proliferação 

(hiperplasia), aumento da expressão de proteínas do filamento intermediário (GFAP, 

vimentina e nestina) e expressão alterada de muitas outras moléculas envolvidas na 

estrutura celular, transcrição genética, metabolismo energético, sinalização 

intracelular e transportadores de membrana (CLARKE et al., 1994; HOLMIN et al., 

1997; RIDET et al., 1997; FUCHS e CLEVELAND, 1998; LI e CHOPP, 1999; 

YASUDA et al., 2004). 

 Quando ativados, os astrócitos exibem processos alongados na área 

perilesional (KAJIHARA et al., 2001). Em poucos dias após um AVE, uma cicatriz 

glial (parede física e funcional) se forma ao redor do tecido cerebral necrótico 

(BIDMON et al., 1998; SILVER e MILLER, 2004), gerada principalmente por 

astrócitos reativos. De acordo com a gravidade da lesão, formas menores de 
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astrogliose reativa podem se resolver com o tempo, enquanto nos casos mais 

graves, a formação de cicatriz pode ser permanente (SOFRONIEW, 2009).  

 Existem controvérsias sobre o papel funcional da cicatriz glial após o AVE, 

pois, os astrócitos reativos expressam moléculas inibitórias à regeneração axonal, 

como os proteoglicanos de sulfato de condroitina (CSPGs) (MCKEON et al., 1991; 

SMITH e STRUNZ, 2005; GRIS et al., 2007), principal barreira contra a extensão do 

axônio e consequente falha de regeneração do SNC. Por outro lado, a cicatriz glial 

pode isolar o local lesionado do tecido viável, evitando uma onda de dano tecidual 

descontrolado (FAULKNER et al., 2004), através da restrição de substâncias nocivas 

secretadas na região danificada para a área sadia (BUSH et al., 1999). 

 A astrogliose reativa está presente em várias patologias e muitos autores a 

consideram prejudicial para o desfecho neurológico após AVE. Logo após a lesão, 

os astrócitos reativos liberam mediadores inflamatórios, como interleucinas e 

quimiocinas (IL-6, IL-1 alfa e beta e interferon gama) (ORZYLOWSKA et al., 1999; 

BASIC KES et al., 2008; TUTTOLOMONDO et al., 2008; NAYAK et al., 2012). Estes 

mediadores podem induzir morte neuronal (VENTERS et al., 2000) e contribuir para 

a progressão da lesão no período pós-AVE, seja diretamente ou via indução de 

mediadores neurotóxicos, como o óxido nítrico (STOLL et al., 1998) e pelo aumento 

da permeabilidade na BHE (YANG et al., 1999). A ativação do fator nuclear kappa-B 

(NF-kB) em astrócitos também contribui para a degeneração neuronal pela produção 

e liberação de citocinas inflamatórias, EROs e excitotoxinas (MATTSON, 2005). A 

liberação de óxido nítrico (NO), superóxido e peroxinitrito leva a morte de neurônios 

por apoptose ou necrose (SUGAWARA e CHAN, 2003; GURSOY-OZDEMIR et al., 

2004; BUSKILA et al., 2005). Astrócitos reativos também aumentam a expressão de 

S-100B na região da penumbra, elevando a expressão de oxido nítrico sintase 

induzida (iNOS), levando a morte neuronal mediada pelo NO (MATSUI et al., 2002). 

 No entanto, a astrogliose reativa também desempenha um papel benéfico ao 

cérebro. A cicatriz astrocitária isola a lesão e o tecido saudável, evitando uma onda 

de dano tecidual em cascata ainda não controlado (BUSH et al., 1999; FAULKNER 

et al., 2004). Os astrócitos reativos restringem a lesão e, consequentemente, as 

substâncias secretadas para a área perilesional, minimizando a área de inflamação 

no estágio agudo após a lesão (SOFRONIEW, 2005).  

 A terapêutica neuroprotetora pós lesional deve ser benéfica tanto para 

neurônios como para astrócitos, pois sabe-se que neurônios não são viáveis sem 
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astrócitos (CHEN e SWANSON, 2003). Gurer e colaboradores (2009) demonstraram 

em modelos animais de AVE que a viabilidade dos astrócitos foi mais longa 

comparada aos neurônios durante a isquemia. Assim, mesmo dentro do núcleo 

isquêmico, uma proporção de astrócitos permanece viável e metabolicamente ativa 

nas fases iniciais após a reperfusão em uma isquemia cerebral focal temporária 

(THOREN et al., 2005). Desse modo, os astrócitos sobreviventes fornecem uma 

possibilidade de restabelecer a integridade neuronal, através do retorno da função 

neuronal na penumbra isquêmica. 

 Logo após um AVE, a recuperação do tecido lesado pode ser atribuída à 

resolução do edema, absorção de tecido lesado ou reperfusão da penumbra 

isquêmica e atenuação da inflamação e excitotoxicidade, enquanto a recuperação 

após as duas semanas iniciais se deve, provavelmente, à plasticidade 

neurovascular. Eventos celulares e moleculares específicos abrem uma janela de 

tempo crucial para criar um microambiente único permissivo à regeneração na fase 

isquêmica pós-aguda (CARMICHAEL, 2006), induzindo substancial remodelação 

estrutural e funcional do tecido cerebral intacto remanescente, levando à 

recuperação neurológica. Como um participante ativo desses eventos, os astrócitos 

desempenham papéis importantes na mediação do reparo endógeno após o AVE, 

levando à melhora funcional (LIU e CHOPP, 2016). 

 

 

 1.5 Sistema glutamatérgico cerebral 

 

 O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório no cérebro. Seu efeito 

de sinalização independe da natureza química da molécula, mas sim, de como as 

células respondem quando expostas a ele. Os receptores de glutamato são 

expressos na superfície das células, portanto, sua função neurotransmissora ocorre 

no fluido extracelular. Por não haver enzimas extracelulares que possam degradar o 

glutamato, as baixas concentrações extracelulares requerem a captação celular. 

Esta absorção é catalisada por uma família de proteínas transportadoras de 

aminoácidos excitatórios (EAATs) localizadas na superfície celular de astrócitos e 

neurônios (DANBOLT, 2001; GREWER e RAUEN, 2005; TZINGOUNIS e WADICHE, 

2007; VANDENBERG e RYAN, 2013). Os transportadores de glutamato regulam o 

tempo de concentração desse substrato na fenda sináptica (GREWER e RAUEN, 
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2005). Na membrana pós-sináptica, o glutamato interage com receptores específicos 

classificados em dois grandes grupos: metabotrópicos (mGluR), acoplados a 

sistemas de segundos mensageiros e ionotrópicos (iGluR – NMDA, AMPA e 

cainato), permeáveis a cátions sódio e cálcio (BRUNO et al., 2017). A Figura 3 ilustra 

a estrutura de uma sinapse. 

 Além de ser o principal mediador excitatório, o glutamato também é 

responsável pela plasticidade do sistema nervoso, desenvolvimento neural, 

aprendizado e memória (FEATHERSTONE, 2010). Assim, para que as sinalizações 

ocorram perfeitamente, o glutamato deve estar presente nas concentrações certas, 

nos lugares certos e no momento certo. Ainda, para que o conjunto obtenha a 

devida funcionalidade, as células devem ter sensibilidade e energia suficientes para 

resistir a estimulação normal, em que a remoção do glutamato ocorra nas taxas 

apropriadas dos locais certos. Tanto a falta como o excesso de glutamato são 

prejudiciais as células. A ativação excessiva dos receptores de glutamato leva a 

excitação das células nervosas até a morte, processo chamado excitotoxicidade 

(DANBOLT, 2001). 

 Dentro da célula, o glutamato pode ser redistribuído para as mitocôndrias ou 

para as vesículas sinápticas (ERECINSKA e SILVER, 1990; NICHOLLS, 1993). 

Várias enzimas que fazem a translocação do glutamato estão localizadas nas 

mitocôndrias. Os transportadores de glutamato mitocondriais são muito diferentes 

comparados aos transportadores de glutamato da membrana plasmática celular 

(PALMIERI, 2013). Nas terminações nervosas glutamatérgicas, o glutamato é 

transportado para as vesículas sinápticas pelos transportadores de glutamato 

vesiculares. Estes também são muito diferentes comparados aos transportadores de 

glutamato da membrana plasmática celular por serem independentes de sódio e 

potássio e por possuírem menor afinidade (EL MESTIKAWY et al., 2011; OMOTE et 

al., 2011). 

 O glutamato é constantemente liberado para o líquido extracelular, 

principalmente através de vesículas sinápticas (DANBOLT, 2001). No entanto, 

existem outros mecanismos não vesiculares de liberação, como canais aniônicos 

(WANG et al., 2013), operação reversa de proteínas transportadoras de glutamato 

da membrana plasmática (SONTHEIMER, 2008), transportador glutamina-cistina 

(BRIDGES et al., 2012) e um quarto mecanismo muito debatido nas últimas décadas 

que é a liberação de glutamato por astrócitos maduros in situ (BEZZI et al., 2004). 
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Figura 3 – Estrutura de uma sinapse: Neurônios pré e pós-sinápticos em azul e astrócito em 
verde. Fonte: GOMES et al., 2013. 

 

 

 1.5.1 Sistema glutamatérgico, memória e acidente vascular encefálico 

 

 O glutamato está envolvido em vários aspectos funcionais no cérebro, 

incluindo memória e aprendizado (DANBOLT, 2001). O processo de memória e 

aprendizado envolve a modulação da excitabilidade neuronal. Certos eventos na 

formação da memória prolongam ou reduzem a capacidade de resposta excitatória.  

 Existem pontos comuns entre os mecanismos de aprendizado, memória e 

recuperação de um AVE. Em nível neuropsicológico, envolvem características 

semelhantes como não aprendizado, ação de massa, interferência contextual e 

prática distribuída (KRAKAUER, 2006). Também ocorrem alterações semelhantes de 

imagem cerebral, nas quais uma rede inicialmente difusa de áreas cerebrais é 

canalizada com aprendizado, treinamento e recuperação, conjunto principal 

diretamente envolvido na tarefa. Em nível celular, os processos de formação de 

memória e mudanças pós-AVE estão associados a fenômenos como a potenciação 
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de longo prazo e à morfogênese da coluna dendrítica. Em nível molecular, os 

padrões de aprendizado e memória estão associados a mudanças de expressão em 

estatiminas e GAP-43, além do sistema de sinalização Nogo, onde essas mesmas 

vias moleculares estão envolvidas na recuperação do AVE (CARMICHAEL, 2012, 

2016). A propriedade emergente no reparo neural após AVE é que os sistemas 

moleculares que medeiam a plasticidade sináptica incluída à aprendizagem e à 

memória estejam unidos para produzir a recuperação da função. 

 Estudos sobre reparo neuronal após AVE em roedores tem identificado 

diferentes tipos de reorganização no tecido lesado. Em um AVEI experimental no 

córtex cerebral, por exemplo, ocorre rápida plasticidade na ativação funcional, 

embora os animais apresentem perda sensorimotora por algumas semanas 

(MURPHY e CORBETT, 2009). Logo após um AVE, a resposta de movimento para o 

membro afetado é transferida para o hemisfério sadio. Após algumas semanas, a 

região lesada restabelece a conexão a partir do remapeamento (CRAMER, 2008). 

 Pesquisas com modelos murinos em AVE tem focado em tratamentos com 

antagonistas do glutamato na tentativa de diminuir o tamanho de infarto e melhorar a 

recuperação funcional dos animais. O transportador glutamatérgico vesicular 

(VGLUT1) está associado a plasticidade sináptica, como a potenciação de longo 

prazo, enquanto o VGLUT2 é expresso principalmente em vias sensoriais e 

autonômicas (VAROQUI et al., 2002).  

 Por outro lado, o receptor N-metil-D-aspartato (RNMDA) está relacionado a 

vários processos neurodegenerativos, inclusive em lesões encefálicas agudas, como 

em AVE e trauma. Várias evidências têm sido verificadas envolvendo RNMDA e 

excitotoxicidade em AVE. Em estudo pioneiro, Jorgensen e Diemer (1982) 

perceberam um padrão semelhante de neurodegeneração tanto em ratos 

isquêmicos quanto em animais tratados sistemicamente com glutamato 

monossódico. Trabalhos subsequentes demonstraram aumento das concentrações 

de glutamato extracelular pós-AVEI medidas por microdiálise (GLOBUS et al., 1988). 

O aumento das concentrações de glutamato foi observado no estriado, hipocampo, 

córtex e tálamo, entretanto, somente o hipocampo sofreu dano pela isquemia global 

transitória (GLOBUS et al., 1990). Em modelos isquêmicos focais também foi 

observado padrão semelhante de elevação de glutamato extracelular (HILLERED et 

al., 1989).  
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  Estudos demostraram neuroproteção após lesão isquêmica através de 

antagonismo dos receptores de glutamato. Tanto os antagonistas de NMDA 

competitivos como os não competitivos foram eficazes em modelos focais de 

isquemia, entretanto, apresentaram pouco efeito em modelos globais de isquemia, 

onde os antagonistas não-NMDA pareceram ser mais eficazes. Contudo, receptores 

de glutamato metabotrópicos também foram verificados na patogênese da isquemia 

global. Os antagonistas do grupo I (mGluR1 e mGluR5) e os agonistas do grupo II 

(mGluR2 e mGluR3) demonstraram neuroproteção em gerbilos induzidos à isquemia 

global transitória (KINGSTON et al., 1999). 

 Paradoxalmente, enquanto o glutamato é indispensável como um importante 

neurotransmissor, envolvido na em muitos aspectos das funções cerebrais, também 

é altamente tóxico como uma excitotoxina endógena. A ativação excessiva de GluRs 

ocasionada por enfermidades agudas, como no AVE, leva à morte uma grande 

quantidade de neurônios, embora esses receptores estejam intimamente envolvidos 

fisiologicamente a funções cerebrais (SUNDARAM et al., 2012). 

  

 

 1.5.2 Sistema glutamatérgico e derivados da guanina 

 

 Os efeitos extracelulares das purinas derivadas da guanina foram 

demonstrados principalmente no SNC e estão relacionados ao sistema 

glutamatérgico, principal sistema de neurotransmissão excitatória no cérebro 

(MELDRUM, 1994). Como já comentado em tópicos anteriores, o glutamato exerce 

efeitos fisiológicos essenciais ao SNC, mas também pode atuar como uma toxina 

endógena após liberação excessiva na fenda sináptica (excitotoxicidade). A 

toxicidade ocorre através da ativação dos iGluRs e mGluRs, entretanto, o bloqueio 

completo da atividade desses receptores não é benéfico para as células. Desse 

modo, torna-se de fundamental importância que moduladores glutamatérgicos 

possam atuar na neuroproteção sem inibir a função fisiológica do glutamato. Assim, 

as purinas derivadas da guanina destacam-se como moduladores endógenos na 

transmissão glutamatérgica, interagindo beneficamente com receptores e 

transportadores de glutamato (IKONOMIDOU e TURSKI, 2002). 

 Estudos realizados por diferentes grupos de pesquisa (SHARIF e ROBERTS, 

1981; BUTCHER et al., 1986; MONAHAN et al., 1988; BARON et al., 1989; HOOD et 
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al., 1990; PAAS et al., 1996) demonstraram que os compostos derivados da guanina 

deslocaram a ligação do glutamato e análogos em preparações de membranas 

celulares. Trabalhos realizados pelos grupos de pesquisa de Ramirez G. e Souza D. 

O. também foram fundamentais para demonstrar que esse efeito dos derivados da 

guanina foi independente da interação das proteínas G ou sua capacidade de 

reduzir a ligação agonista aos receptores acoplados a proteína G quando há 

interação com essas proteínas (SOUZA e RAMIREZ, 1991; PAZ et al., 1994; 

RAMOS et al., 1997; PORCIÚNCULA et al., 2002; ROTTA et al., 2004). Ainda, esses 

estudos podem ser confirmados pelo fato de que o GMP (que não se liga às 

proteínas G) diminui a ligação do glutamato a mGluRs e iGluRs, por estes também 

não interagirem com as proteínas G (BURGOS et al., 1998, 2000; ALEU et al., 1999; 

TASCA et al., 1999a; TASCA e SOUZA, 2000a). Ademais, além de os derivados da 

guanina se ligarem aos receptores do glutamato, também aboliram várias respostas 

celulares induzidas pelo glutamato, tanto em situações fisiológicas como patológicas 

(TASCA et al., 1995, 1998, 1999a, 1999b; REGNER et al., 1998; BURGOS et al., 

2000a; TASCA e SOUZA, 2000a). Uemura e colaboradores (1991) demonstraram 

que os nucleosídeos de purina são liberados após indução isquêmica cerebral e 

seus níveis mantém-se elevados de 2 horas a 7 dias no tecido. Níveis extracelulares 

de derivados da guanina também foram encontrados em amostras de líquor em 

humanos (REGNER et al., 1997). Estas descobertas sugerem que os derivados da 

guanina podem representar um sistema restaurador endógeno ativado após um 

insulto. 

 1.5.2.1 Efeitos da guanosina in vivo 

 

 A guanosina é um nucleosídeo derivado da guanina, que atua como um 

sistema endógeno neuroprotetor. Sua administração sistêmica atinge todos os 

sistemas, entretanto, vários estudos sobre seu metabolismo confirmam a rápida 

conversão em guanina, questionando-se se a real atividade biológica é diretamente 

da guanosina (JIANG et al., 2008a, 2008b; GIULIANI et al., 2012). Contudo, ainda 

não existem estudos sobre o efeito neuroprotetor da guanina, mas um estudo in vitro 

mostrou que o tratamento com guanosina aumentou a proliferação celular de 

células-tronco neurais, sugerindo que a guanosina é uma molécula bioativa (SU et 

al., 2013). 
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 Devido ao rápido metabolismo das purinas, vários estudos procuram 

determinar se as propriedades neuroprotetoras são realmente da guanosina ou são 

de seus metabólitos. Como já observado, os níveis plasmáticos de guanosina 

aumentam de maneira dose-dependente e dependente do tempo após a 

administração sistêmica (GIULIANI et al., 2012).  

 Experimentos já conformaram que a concentração plasmática basal da 

guanosina pode dobrar 90 minutos após a injeção intraperitoneal deste nucleosídeo, 

obtendo níveis plasmáticos máximos de seus metabólitos (guanina, xantina e ácido 

úrico) detectados 15 a 30 minutos após a administração (JIANG et al., 2008a). 

Também foi observado que os níveis desses metabólitos permanecem constantes 

por até 3 horas após o tratamento, por isso acredita-se que esse nucleosídeo tenha 

uma meia-vida prolongada no meio extracelular (CICCARELLI et al., 2001). Além 

disso, a guanosina mostrou-se amplamente distribuída nos tecidos após a 

administração sistêmica, atingindo o SNC em 7,5 minutos (JIANG et al., 2008a; 

GIULIANI et al., 2012). Após administração por via oral, também foi observado 

aumento dose-dependente das concentrações de guanosina e seus metabolitos no 

líquor (SCHMIDT et al., 2010b; VINADE et al., 2005). Desse modo, pode-se inferir 

que a guanosina pode ser absorvida por transportadores de nucleosídeos (PENG et 

al., 2005; NAGASAWA et al., 2007) e distribuídos em células intestinais, vasos 

cerebrais e na BHE (PATIL e UNADKAT, 1997). 

 Embora a guanosina seja bastante pesquisada por vários grupos 

mundialmente, ainda não foi estabelecido o receptor celular para este nucleosídeo. 

Contudo, locais de ligação seletiva já foram demonstrados em membranas cerebrais 

de ratos (TRAVERSA et al., 2002, 2003). Estudos apontam para a existência de um 

suposto receptor de guanosina seletivo em membranas cerebrais de ratos, apesar 

de essa proteína ainda não ter sido sequenciada, isolada e clonada. Atualmente, o 

GPR23 é um receptor sugerido para a guanosina (DI LIBERTO et al., 2012).  

 O efeito neuroprotetor da guanosina foi avaliado em vários modelos de AVEI. 

O tratamento com guanosina em um modelo perinatal de hipóxia-isquemia em ratos 

resultou no aumento da captação de glutamato (MORETTO et al., 2005, 2009). Além 

disso, diferentes protocolos de tratamento com guanosina protegeram ratos adultos 

de danos neurológicos após indução isquêmica por oclusão unilateral da artéria 

cerebral média (MCAO), recuperando parcialmente a marcha e reduzindo o volume 

de infarto (CHANG et al., 2008; RATHBONE et al., 2011; CONNELL et al., 2013). 
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Ganzella e colaboradores (2012) descobriram que o tratamento por via oral com 

guanosina pode reverter a perda de neurônios e aumentar a expressão de GFAP na 

região CA1 do hipocampo, em um modelo de AVEI permanente por oclusão bilateral 

das carótidas em ratos adultos. Contudo, o tratamento não teve efeito sobre a 

cognição.  

 Em estudos utilizando ratos submetidos ao AVEI cortical focal permanente 

induzido por termocoagulação houve neuroproteção pela guanosina. Os 

experimentos demostraram que os animais recuperaram parcialmente a função 

sensorimotora do membro afetado, houve redução o volume de infarto, redução da 

degeneração neuronal, prevenção do aumento das espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio (ERN), aumento a função e expressão de defesas antioxidantes celulares 

(glutationa e superóxido dismutase) e redução na ativação da microglia, resultando 

na diminuição da inflamação (HANSEL et al., 2014, 2015). 

 A ação neuroprotetora da guanosina também foi relatada em outras 

desordens neurodegenerativas, como em crises convulsivas agindo como 

anticonvulsivante (SCHMIDT et al., 2000; SOARES et al., 2004; TAVARES et al., 

2005, 2008; TORRES et al., 2010), em modelo de doença de Parkinson diminuindo 

a bradicinesia (SU et al., 2009; CHEN et al., 2015), em modelo de encefalopatia 

hepática diminuindo os níveis de glutamato no líquor devido à elevação da amônia 

(ALBRECHT e JONES, 1999; PANIZ et al., 2014), em modelo de indução de sepse 

diminuindo a peroxidação lípídica no cérebro (PETRONILHO et al., 2012). Ainda, 

pesquisas em desordens psiquiátricas também tem sido documentadas. A 

guanosina promoveu comportamento ansiolítico (VINADÉ et al., 2003; ALMEIDA et 

al., 2016) e antidepressivo (NETO et al., 2011; BETTIO et al., 2012; MILLER e HEN, 

2015) em modelos de ansiedade e depressão, respectivamente, desenvolvidos em 

ratos e camundongos. Alguns dos efeitos terapêuticos da guanosina se devem às 

suas ações tróficas, pois estudos indicam que a guanosina induziu aumento na 

proliferação celular e na neurogênese (GAGE et al., 1998, 2000; ZHAO et al., 2008; 

SU et al., 2009). Por fim, o efeito antinociceptivo guanosina foi demonstrado em 

modelos de dor neuropática em ratos e camundongos, reduzindo a hiperalgesia e 

déficit motor (SCHMIDT et al., 2010a, 2010b; GUNN et al., 2011). 

 A guanosina, desde o princípio dos experimentos, apresentou efeitos 

benéficos em muitos modelos in vitro e in vivo de doenças e insultos cerebrais 

associados ao desequilíbrio do sistema glutamatérgico. Os estudos já publicados 
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descrevem a guanosina como uma droga segura, uma vez que não há evidência de 

toxicidade após administrada alta dose exógena. Estudos sobre os efeitos 

cardiorrenais da guanosina têm sido conduzidos, mostrando a capacidade anti-

inflamatória vascular com mínimo efeito sobre a pressão arterial ou fluxo sanguíneo 

renal (JACKSON e MI, 2014).  

 Até os dias atuais, não há tratamento efetivo para AVEI em humanos, pois a 

variabilidade de resposta individual ao tratamento disponível é grande (DURUKAN e 

TATLISUMAK, 2007). Contudo, de acordo com resultados obtidos em modelos de 

AVEI em roedores, a guanosina mostrou-se eficaz durante a janela de oportunidade 

de tratamento (MORETTO et al., 2009). 

 Todos esses estudos sugerem que a guanosina é uma provável estratégia de 

tratamento para a clínica humana, entretanto, mais estudos específicos devem ser 

conduzidos sobre os mecanismos famacocinético e farmacodinâmico deste 

nucleosídeo (BETTIO et al., 2016). A Figura 4 demonstra os mecanismos envolvidos 

nos efeitos neuroprotetores da guanosina. 

 

 

Figura 4 – Mecanismos envolvidos nos efeitos neuroprotetores da guanosina. (1) Redução dos 
níveis de EROs através da inibição do NF-kB, ativação da via MAPK/ERK e prevenindo a 
indução de iNOS; (2) Aumento das defesas antioxidantes; (3) Ativação das vias PI3K/Akt, PKC 
e MAPK/ERK leva a ativação dos transportadores de glutamato; (4) Recupera e funcionalidade 
dos transportadores de glutamato e aumenta a atividade da GS, protegendo contra a 
excitotoxicidade; (5) O local específico de ligação para a guanosina foi identificado como 
GPCR (GRILLO et al., 2012), entretanto, seu receptor ainda não está caracterizado. Imagem 
adaptada de LANZNASTER et al., 2016. 
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 1.6 Memória 

 

 1.6.1 Breves conceitos dos tipos de memória 

  

 A memória pode ser definida como o processo cognitivo que inclui, consolida 

e recupera toda a informação que aprendemos (LURIA, 1981). As memórias podem 

ser divididas, classicamente, de acordo com o tempo de retenção ou 

armazenamento de informação em (Figura 5): 

 1) Sensorial (visão, audição, olfato, tato e paladar – na ordem de 

milissegundos); 

 2) De curto prazo (armazenamento temporário – segundos a poucos minutos -   

de poucas informações advindas da memória sensorial ou da memória de longo 

prazo; processos bioquímicos rápidos no hipocampo e córtex entorrinal). A memória 

de trabalho ou operacional também faz parte deste grupo e subdivide-se em: a) alça 

fonológica (armazenamento temporário e manipulação das informações verbais); b) 

esboço visuoespacial (armazenamento e manipulação visual e espacial); c) retentor 

episódico (recupera a informação de forma consciente e trabalha as atividades 

cognitivas mais complexas); d) executivo central (sistema atencional que atua na 

seleção e manipulação da informação nos outros subsistemas, age como um 

controlador buscando informações já armazenadas na memória de longo prazo) 

(BADDELEY, 2000, 2002, 2003, 2007, 2009). Funcionalmente, a memória de 

trabalho pode ser comparada a memória RAM de um computador, ou seja, mantém 

a informação “fresca” durante segundos a poucos minutos, enquanto ela está sendo 

percebida ou processada (KANDEL, 2012). 

 3) De longo prazo (armazena informações por longos períodos – minutos, 

horas, dias, semanas, meses, anos; requer processos bioquímicos lentos e mais 

complexos no hipocampo, núcleos amigdalinos e outras áreas) (NADEL et al., 2000; 

IZQUIERDO, 2011). Este grupo subdivide-se em memória declarativa ou explícita e 

memória não declarativa ou implícita. A memória explícita depende de processos 

conscientes e é passível de verbalização. Subdivide-se em episódica (experiências 

de vida, relacionada ao hipocampo) (LOMBROSO, 2004; LANDEIRA-FERNANDEZ, 

2006) e semântica (conhecimentos gerais, conceitos e teorias, estruturas 

neocorticais anteriores e posteriores) (MOSCOVITCH et al., 2005). A memória 

implícita não depende de processos conscientes e é de difícil verbalização. Envolve 
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procedimentos, habilidades motoras e hábitos. Sua ativação está relacionada ao 

processamento motor, como núcleos da base, estriado, cerebelo, córtex motor e 

córtex pré-motor (DIAS e LANDEIRA-FERNANDEZ, 2011). 

 O hipocampo é a principal estrutura na formação de memórias explícitas, 

incluindo o córtex entorrinal, o núcleo da amígdala e outras áreas corticais distantes. 

Todas estas estruturas recebem vias nervosas (dopaminérgica, noradrenérgica, 

serotoninérgica, colinérgica) vinculadas ao afeto, estados de consciência, diferentes 

graus de alerta, ansiedade ou estresse. O processo de formação e consolidação das 

memórias de longa duração é lento, pois consiste de muitas etapas e qualquer uma 

delas pode falhar. Ademais, estas etapas podem sofrer modulações bioquímicas 

levando a exacerbação ou inibição da formação de memória (IZQUIERDO, 1989; 

IZQUIERDO et al., 2002; WU et al., 2014). 

 O processamento da memória de curta duração é paralelo ao das memórias 

de longa duração, ocorrendo também no hipocampo e córtex entorrinal. Este fato 

trouxe implicações clínicas importantes, pois pacientes diagnosticados com 

patologias psiquiátricas, tumores ou lesões de lobo temporal apresentam 

principalmente falha na memória de curta duração (IZQUIERDO et al., 2013). 

 

 

Figura 5 – Tipos de memória. Adaptado de http://www.human-memory.net/types.html  

  

 

http://www.human-memory.net/types.html
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 1.6.2 Acidente vascular encefálico e memória 

 

 Após um AVE geralmente ocorre comprometimento da memória, que pode 

persistir por vários anos (LINCOLN et al., 2011; SCHAAPSMEERDERS et al., 2013). 

Em uma revisão sistemática, Snaphaan e Leeuw (2007) estimaram que entre 23 e 

55% dos pacientes acometidos por AVE apresentaram comprometimento da 

memória após três meses e, de 11 a 31%, após um ano. Dados revisados sobre as 

queixas cognitivas relatadas por pacientes pós-AVE indicaram que muitos possuem 

problemas de memória na vida diária (VAN RIJSBERGEN et al., 2014) e a perda de 

memória é a queixa mais frequente comparada a outros comprometimentos 

cognitivos (LAMB et al., 2013). 

 A perda de memória ocorre como resultado da perda de células nervosas no 

cérebro. Quando a perda de memória é severa e interfere nas atividades do dia-a-

dia passa a se chamar demência. A demência pós AVE é chamada demência 

vascular ou prejuízo cognitivo vascular, em que os portadores apresentam 

dificuldade na aprendizagem e na recordação, ou seja, esquecem nomes, lugares 

familiares e vocabulário (NOVITZKE e QURESHI, 2008). A frequência de 

comprometimento cognitivo após um AVE muda de acordo com a região encefálica 

afetada (Tabela 1).  

 Pesquisas mostraram que no Reino Unido e Suécia, a prevalência de 

comprometimento cognitivo logo após AVE foi de 96% e três meses após, variou de 

24 a 39% (GUTIÉRREZ et al., 2011; DOUIRI et al., 2013). Na Noruega e na França 

a mesma prevalência pós lesão foi de 57% e 47,3%, respectivamente (IHLE-

HANSEN et al., 2011; JACQUIN et al., 2014). Nos estudos de Salihović e 

colaboradores (2018) a frequência de comprometimento cognitivo na Bósnia e 

Herzegovina foi de 69%, muito próxima comparada aos outros estudos. Um estudo 

de acompanhamento pós AVEI (durante, aproximadamente, 11 anos) realizado na 

Holanda, com 277 pacientes jovens adultos (18 a 50 anos de idade, com 55% de 

mulheres), demonstrou diminuição no funcionamento cognitivo 

(SCHAAPSMEERDERS et al., 2013). Entretanto, o longo acompanhamento pode 

estar associado a comorbidades neurológicas, que afetam negativamente o 

desempenho cognitivo (VAN NORDEN et al., 2012). Todos os estudos sugerem que 

as síndromes cognitivas são comuns após um AVE. 
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Tabela 1 – Ações e consequências pós-AVE de acordo com a região encefálica afetada.  

 
Regiões do 

cérebro 
Ação Consequência pós-AVE 

Lobo frontal 

Atenção; emoções, controle 

sexual e social; tomada de 

decisões; movimentos 

voluntários; verbalização; cheiro 

Mudança de comportamento social; perda 

do movimento delicado; perda da força nos 

braços, mãos e dedos; perda de expressão 

facial; dificuldade na fala 

Lobo 

parietal 

Habilidade acadêmica; nome de 

objetos; toque, cheiro (direito)/ 

organização, linguagem 

(esquerdo); coordenação 

sensorio-motora dos olhos e 

mãos 

Dificuldade em interpretar informações 

visuais como comprimento, tamanho e 

profundidade; incoordenação de olhos e 

mãos; perda sensorial (tato); confusão 

direita-esquerda; dificuldade de ler, 

escrever e calcular 

Lobo 

temporal 

Compreensão da linguagem; 

audição; memória; 

reconhecimento facial; 

comportamento 

Incapacidade de entender a linguagem 

falada (dificuldade de encontrar palavras e 

formar frases); perda auditiva; dificuldade 

em reconhecer sons e vozes; sons 

distorcidos; perda de memória de curto e 

longo prazo; comportamento agressivo; 

sexualidade exacerbada; distúrbios no 

olfato e paladar 

Lobo 

ocipital 
Visual 

Hemianopsia; quadrantanopia; escotoma; 

perda de sensibilidade da córnea; agnosia; 

cegueira 

Cerebelo 
Equilíbrio; controle postural; 

coordenação; movimento 

Perda do balanço e coordenação; tontura, 

náusea, emese, ataxia 

Tronco 

encefálico 

Funções vitais (sistema nervoso 

autônomo, regulação do sono, 

excitação, ingestão de alimentos 

e fluidos); equilíbrio e movimento 

Diminuição da capacidade vital da 

respiração, leva a dificuldades de fala; 

dificuldades na organização e percepção do 

ambiente; problemas no equilíbrio e 

movimento; paralisia, hemiplegia, disfagia 

 Fonte: Adaptado de CHELLAPPAN et al., 2012. 

 

 Muitos estudos clínico-patológicos citam que volumes maiores de lesão 

(TOMLINSON et al., 1970; SCHNEIDER et al., 2003) e grande número de áreas 

isquêmicas macroscópicas (NEUROPATHOLOGY, 2001; SCHNEIDER et al., 2003; 

WHITE et al., 2005; SONNEN et al., 2007) estão associados ao aumento da 

probabilidade de demência pós-AVEI. Contudo, o diagnóstico através da 
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determinação do volume ou número de infartos necessários para que ocorra 

comprometimento cognitivo vascular ou demência tem se mostrado difícil, pois, 

diferentemente da doença de Alzheimer e outras doenças neurodegenerativas, não 

existem critérios neuropatológicos aceitos para confirmar tal diagnóstico clínico. 

Pesquisas mostraram uma relação inconsistente entre volume e número de infartos 

e comprometimento cognitivo vascular (VINTERS et al., 2000; WHITE et al., 2005). 

Estas inconsistências podem estar mais relacionadas ao local do que ao volume de 

infarto. No entanto, esses fatores não foram claramente definidos e diversos relatos 

de AVEI corticais (SCHNEIDER et al., 2003; WHITE et al., 2005; SONNEN et al., 

2007) e sub corticais (SNOWDON et al., 1997; VINTERS et al., 2000; WHITE et al., 

2005; SCHNEIDER et al., 2007) foram relacionados à demência. 

 Além de desafiar essas relações, alguns estudos sugerem que múltiplos micro 

infartos possam estar relacionados à demência, denotando um fenômeno mais 

generalizado, como hipóxia difusa, inflamação, estresse oxidativo e/ou ruptura da 

barreira hematoencefálica (WHITE et al., 2005; SONNEN et al., 2007). Outros 

fatores que determinam se os infartos estão relacionados ao comprometimento 

cognitivo vascular incluem variação na reserva cognitiva (ELKINS et al., 2006) e 

outras patologias coexistentes. 

 Em uma recente revisão sobre a recuperação da memória pós-AVE, das Nair 

e colaboradores (2016) concluem que muitos pacientes sofrem perda de memória 

após um AVE e, embora existam centros de reabilitação com várias formas de 

intervenções para melhorar a vida desses indivíduos, os programas de tratamento 

não são totalmente eficientes. Contudo, quando os autores compararam os 

pacientes tratados e não tratados, a reabilitação da memória foi realmente mais 

eficaz no grupo tratado.  
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2 OBJETIVOS 

 

 2.1 Objetivo geral 

  

 O objetivo geral deste trabalho foi investigar o efeito da guanosina em ratos 

Wistar fêmeas e machos induzidos cirurgicamente a um modelo de isquemia 

cerebral cortical focal permanente. 

 

 2.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar os efeitos da guanosina em fêmeas e machos, isquêmicos e naïves 

sobre: 

• A recuperação sensorimotora; 

• As memórias de curto e longo prazo; 

• A ansiedade a longo prazo; 

• A astrogliose reativa a longo prazo; 

• O volume de lesão após 48 horas de indução isquêmica; 

• O ciclo estral em fêmeas, avaliado imediatamente antes da cirurgia. 
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PARTE II 

 

 Nesta parte serão apresentados a metodologia e os resultados na forma de 

um artigo científico publicado no periódico Neurochemical Research, seguido de 

dados complementares não publicados. 

  

 

 Capítulo 1: Neuroprotective Effects of Guanosine Administration on In Vivo 

Cortical Focal Ischemia in Female and Male Wistar Rats. 
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Supplementary Figure 1 - Symmetric score of ischemic animals. Groups were subdivided into 

female non-estrogenic (F-ISC-NE) (A), female estrogenic (F-ISC-E) (B) and male (M-ISC) (C). 

GUO – 60 mg/kg or saline i.p. administration was performed 4 times after ischemic induction. 

The day 0 refers to the symmetry before ischemic induction. Data are reported as mean ± 

S.E.M. and were analyzed by two-way ANOVA followed by Sidak’s multiple comparisons test. 

*,#p<0.05, **p<0.01 ***p<0.001 comparing between male group in the same day. Animals/group: F-

ISC-NE=16; F-ISC-NE-GUO=18; F-ISC-E=14; F-ISC-E-GUO=17; M-ISC=9; M-ISC-GUO=10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 
 

Capítulo 2: Metodologias e resultados complementares não publicados 

  

 As metodologias dos testes campo aberto, cilindro, labirinto em cruz elevado, 

bem como as metodologias da imunoistoquímica de astrócitos e volume de infarto 

isquêmico, já foram descritas no artigo publicado. As análises estatísticas também 

seguem as mesmas descritas no artigo publicado para cada teste comportamental. 

  

Teste do campo aberto 

 

 Assim como nos grupos não tratados, todos os grupos naïves apresentaram 

memória de habituação de longa duração (diferença entre as sessões no primeiro 

minuto de cada grupo) (Fig. 6A, F (2, 57) = 11,90; p<0,0001, Fig. 6B, F (2, 54) = 

19,26; p<0,0001, Fig. 6C, F (2, 42) = 19,20; p<0,0001) e de curta duração (diferença 

entre o primeiro e o quinto minutos em cada sessão do mesmo grupo) (Fig. 6A, F (1, 

27) = 14,06; p<0,0009, Fig. 6B, F (1, 27) = 10,58; p<0,0031, Fig. 6C, F (1, 21) = 

24,53; p<0,0001). Os grupos isquêmicos tratados também tiveram o mesmo 

desfecho dos grupos não tratados: F-ISQ-NE-GUO (Fig. 6D) e F-ISQ-E-GUO (Fig. 

6E) não apresentaram diferença estatística quanto a memória de habituação a longo 

prazo, contudo, o grupo M-ISQ-GUO continuou apresentando (Fig. 6F, F (2, 27) = 

4,48; p<0,021). Todos os grupos isquêmicos tratados apresentaram memória de 

habituação de curta duração (Fig. 6D, F (1, 51) = 22,01; p<0,0001, Fig. 6E, F (1, 48) 

= 48,79; p<0,0001, Fig. 6F, F (1, 27) = 13,60; p=0,0010). 

 A locomoção (soma dos últimos 5 minutos da distância percorrida) não foi 

afetada pelo tratamento com guanosina, pois, assim como nos grupos não tratados, 

F-ISQ-NE-GUO e F-ISQ-E-GUO não apresentaram diferença estatística entre as 

exposições. Entretanto, os grupos naïves (Fig. 6G, F (2, 52) = 5,749; p=0,0056, Fig. 

6H, F (2, 50) = 2,915; p=0,0635, Fig. 6I, F (2, 32) = 23,31; p=0,0005) e o grupo M-

ISQ-GUO (Fig. 6I, F (2, 32) = 23,31; p<0,0001) apresentaram diferença significativa. 

 A Figura 6J representa a distância total percorrida de todos os grupos, onde 

não houve diferença significativa. Apenas os grupos naïves sem tratamento 

apresentaram diferença estatística no parâmetro tempo no centro do aparato, 

representado pela Figura 6K, F (11, 154) = 3,25; F-NE x M (p<0,05); F-E x M 

(p<0,001), assim como, os grupos de machos isquêmicos sem tratamento 
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apresentaram diferença estatística no parâmetro distância percorrida no centro do 

aparato, representado pela Figura 6L, F (11, 148) = 2,844; M x M-ISQ (p<0,05). 
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Figura 6 – Teste do campo aberto. Os gráficos de A a F demonstram a memória de habituação 
a longo prazo (1º minuto de cada sessão) e a memória de habituação a curto prazo (diferença 
entre o 1º e o 5º minutos de cada sessão). Os gráficos de G a I demonstram a atividade de 
locomoção/exploração no ambiente (soma dos últimos 5 minutos de cada sessão). O teste foi 
realizado em três sessões (7, 14 e 28 dias) após a indução isquêmica. Os gráficos de J a L 
representam a distância total percorrida, o tempo no centro do aparato e a distância percorrida 
no centro do aparato, respectivamente, de todos os grupos no 7º dia após a isquemia. Os 
dados foram expressos como média ± S.E.M. Memória de habituação a longo prazo e atividade 
de locomoção/exploração no ambiente foram analisadas por one-way ANOVA seguido de teste 
post hoc de Tukey, quando comparadas as três sessões no mesmo grupo. Memória de 
habituação a curto prazo foi analisada por two-way ANOVA seguido de teste post hoc de 
Sidak. Distância total percorrida e tempo no centro foram analisados por one-way ANOVA 
seguido de teste post hoc de Tukey (#,*,+p<0.05, ##,**,++p<0.01,###,***,+++p<0.001, ####,****,++++p<0.0001). 
Animais/grupo: F-NE=20; F-ISC-NE=16; F-NE-GUO=10; F-ISQ-NE-GUO=18; F-E=19; F-ISC-E=14; 
F-E-GUO=10; F-ISQ-E-GUO=17; M=15; M-ISC=9; M-GUO=8; M-ISQ-GUO=10. 
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Teste do labirinto em cruz elevado 

 

 Do mesmo modo como nos grupos não tratados, no teste do labirinto em cruz 

elevado não houve diferença significativa entre os grupos tratados nos parâmetros 

analisados (Fig. 7A-C).   
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Figura 7 – Teste do labirinto em cruz elevado: Distância total percorrida (A), porcentagem de 
tempo na parte aberta (B) e distância percorrida na parte aberta (C). O teste foi realizado no 30º 
dia após a isquemia. Os dados foram expressos como média ± S.E.M. e foram analisados pelo 
teste t de student, quando comparados os respectivos grupos naïve GUO e isquêmico GUO. 
Animais/grupo= F-NE-GUO=10, F-ISQ-NE-GUO=8, F-E-GUO=10, F-ISQ-E-GUO=9, M-GUO=8, M-
IS=10. 

 

 

Metodologia e resultados do teste claro/escuro 

 

 Este teste foi utilizado para avaliação da ansiedade em roedores (CRAWLEY 

e GOODWIN, 1980). O aparato consiste em uma caixa de acrílico retangular, com 

dois compartimentos, um branco com tampa transparente (claro) e outro preto quase 

totalmente escuro, com tampa preta. O compartimento claro mede 21 cm de altura x 

45 cm de comprimento x 41 cm de largura, iluminado por uma lâmpada com 

potência de 100 watts a 45 cm acima do centro da caixa e o compartimento escuro 

mede 21 cm de altura x 35 cm de comprimento x 41 cm de largura. Na parede 

separatória entre os compartimentos existe uma abertura de 8 cm de altura x 5 cm 

de comprimento, que permite a passagem do animal para ambos os 

compartimentos. Para a realização do teste, cada animal foi colocado no 

compartimento claro e de costas para a abertura, e teve direito a explorar o todo o 
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ambiente durante 5 minutos. O teste foi gravado e os parâmetros (tempo no 

compartimento claro, latência para o lado escuro e número de transições do 

compartimento escuro para o claro) foram analisados posteriormente. A análise 

estatística foi realizada por one-way ANOVA seguida por testes post hoc no 

programa Graph Pad Prism 6.0. 

 O teste claro/escuro é amplamente utilizado para avaliação da ansiedade em 

roedores adultos, e recentemente, em jovens (STEINBERG, 2008). A Figura 8A 

representa o tempo gasto no compartimento claro de todos os grupos. Observou-se 

que as fêmeas isquêmicas, não tratadas e tratadas com guanosina, permaneceram 

mais tempo no compartimento claro comparadas aos seus respectivos grupos 

naïves (F (11, 131) = 23,68; F-ISQ-NE: p<0,0001; F-ISQ-E: p<0,001; F-ISQ-NE-

GUO: p<0,0001; F-ISQ-E-GUO: p<0,01) e aos respectivos grupos isquêmicos de 

machos (M-ISQ x F-ISQ-NE: p<0,0001; M-ISQ x F-ISQ-E: p<0,001; M-ISQ-GUO x F-

ISQ-NE-GUO: p<0,0001; M-ISQ-GUO x F-ISQ-E-GUO: p<0,01). Ainda, quando 

comparadas fêmeas isquêmicas entre os grupos não estrogênico e estrogênico, não 

tratado e tratado com guanosina, observou-se que os animais dos grupos não 

estrogênico permaneceram mais tempo no compartimento claro (F-ISQ-NE x F-ISQ-

E: p<0,05; F-ISQ-NE-GUO x F-ISQ-E-GUO: p<0,0001).  

 A Figura 8B representa a latência (tempo até o animal entrar no 

compartimento escuro) de todos os grupos. Semelhante ao parâmetro anterior, 

observou-se que as fêmeas isquêmicas levaram mais tempo até entrar no 

compartimento escuro comparadas aos seus respectivos grupos naïves (F (11, 107) 

= 11,70; F-ISQ-NE: p<0,05; F-ISQ-E: p<0,0001; F-ISQ-NE-GUO: p<0,0001; F-ISQ-E-

GUO: p<0,05) e aos respectivos grupos isquêmicos de machos (M-ISQ x F-ISQ-NE: 

p<0,05; M-ISQ x F-ISQ-E: p<0,001; M-ISQ-GUO x F-ISQ-NE-GUO: p<0,0001; M-

ISQ-GUO x F-ISQ-E-GUO: p<0,05). Entre os grupos não estrogênico e estrogênico 

não houve diferença significativa. 

 A Figura 8C representa o número de transições escuro/claro de todos os 

grupos. Observou-se diferença significativa no grupo F-ISQ-E-GUO quando 

comparado ao seu respectivo grupo naïve (F (11, 106) = 3,093; p<0,05) e quando 

comparado ao respectivo grupo de machos (F-ISQ-E-GUO x M-ISQ-GUO: p<0,05). 

Neste gráfico pode-se observar que, apesar da ausência de diferença estatística, os 

animais que mais transitaram do compartimento escuro para o claro pertencem aos 

grupos de fêmeas isquêmicas.   
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Figura 8 – Teste do claro/escuro: Tempo no compartimento claro (A), latência (B) e número de 
transições escuro/claro (C). O teste foi realizado no 29º dia após a isquemia. Os dados foram 
expressos como média ± S.E.M. e foram analisados por one-way ANOVA seguido de teste post 
hoc de Tukey para os parâmetros tempo no compartimento claro e latência, e seguido de teste 
post hoc de Bartlett para número de transições escuro/claro. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, 
****p<0.0001 representam a comparação entre o grupo isquêmico e o respectivo grupo naïve, (a) 
representa a comparação entre F-ISQ-NE x F-ISQ-E, (b) representa a comparação entre F-ISQ-
NE-GUO x F-ISQ-E-GUO, (#) representa a comparação entre M-ISQ x F-ISQ-NE e F-ISQ-E, (+) 
representa a comparação entre M-ISQ-GUO x F-ISQ-NE-GUO e F-ISQ-E-GUO. Animais/grupo: F-
NE=20; F-ISC-NE=8; F-NE-GUO=10; F-ISQ-NE-GUO=8; F-E=19; F-ISC-E=8; F-E-GUO=10; F-ISQ-
E-GUO=9; M=15; M-ISC=19; M-GUO=8; M-ISQ-GUO=10. 
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PARTE III 

 

3 DISCUSSÃO 

 

 O AVE (isquêmico e hemorrágico) é uma enfermidade de incidência mundial, 

de grande relevância clínica pela sua complexidade, em que, não somente o 

paciente sofre as sequelas, mas também os familiares envolvidos, pois há custos 

com tratamento e manutenção, além do abalo psicológico (WHO, 2003; BONITA et 

al., 2004; WARLOW et al., 2008; LANHOME et al., 2009; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2013).  

 Nesta tese, a proposta de trabalho foi estudar a neuroproteção a longo prazo 

utilizando como tratamento a guanosina, em um modelo de isquemia cerebral 

cortical focal permanente por termocoagulação em ratos Wistar fêmeas e machos, 

levando em consideração o ciclo estral das fêmeas. Este estudo foi pioneiro quanto 

ao tratamento com guanosina em fêmeas neste modelo de AVEI, onde pôde-se 

comparar os desfechos entre gêneros, entre fêmeas nas fases estrogênica e não 

estrogênica, entre grupos tratados e controles e entre grupos de animais isquêmicos 

e não isquêmicos.  

 Tanto o modelo de AVEI como o tratamento utilizado, já foram previamente 

estudados em nosso grupo de pesquisa (HANSEL et al., 2014, 2015). Contudo, 

neste estudo utilizou-se machos e fêmeas, as quais responderam muito bem ao 

modelo de isquemia e ao tratamento. A maioria dos trabalhos realizados em fêmeas 

não leva em consideração as fases do ciclo estral. Geralmente, as fêmeas são 

ovariectomizadas e, dependendo do desenho experimental, estas são tratadas com 

estrógeno exógeno. Neste estudo, decidiu-se por tentar mimetizar o que realmente 

ocorre em mulheres, ou seja, verificou-se as fases do ciclo estral das fêmeas através 

de lavado vaginal no momento da indução isquêmica e estas foram separadas em 

grupos estrogênico e não estrogênico. Apesar de os resultados de simetria não 

apresentarem diferença estatística significante comparando estes grupos de fêmeas, 

ainda pôde-se observar que as fêmeas da fase estrogênica tiveram melhor 

recuperação do que as fêmeas da fase não estrogênica.  

 Independente de os mecanismos bioquímicos da interação da guanosina com 

os hormônios sexuais de fêmeas não terem sido estudados aqui, pôde-se observar a 

significativa recuperação sensorimotora (teste do cilindro) em fêmeas comparadas 
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aos machos, tanto na fase estrogênica como na fase não estrogênica. Sabe-se que 

o colesterol é o precursor dos hormônios sexuais e há produção destes pelos 

astrócitos. Ballerini (2006) e colaboradores afirmaram que a guanosina pode 

modular a homeostase do colesterol no cérebro e aumentar a expressão de 

apolipoproteína E de astrócitos. Struble (2007) e colaboradores afirmaram que o 

estradiol estimula o crescimento neural e libera apolipoproteína E pelos astrócitos. 

Além disso, há envolvimento íntimo entre glia, hormônios sexuais e lipídeos 

cerebrais. No entanto, esses mecanismos serão estudados futuramente, por isso 

não serão discutidos nesta tese.  

 Embora os dados mundiais sobre a epidemiologia do AVE sejam 

controversos, muitos afirmam que as mulheres apresentam desfechos funcionais 

inferiores aos homens após um AVEI (PARK et al., 2013). Silva (2010) e 

colaboradores mostraram que, aos seis meses pós-AVE, as mulheres apresentam 

pior prognóstico funcional. Além disso, o sexo feminino apresenta função locomotora 

significativamente pior comparada ao masculino de um a cinco anos após AVEI 

(FUKUDA et al., 2009). Ainda, já foi relatado que após AVE, as mulheres 

apresentam maior comprometimento mental (GLADER et al., 2003), depressão 

(ERIKSSON et al., 2004), fadiga (GLADER et al., 2002) e qualidade de vida geral 

inferior (FRANZEN-DAHLIN e LASKA, 2012) aos homens. Entretanto, já foi relatado 

que as mulheres adiam a busca por atendimento aos primeiros sintomas de AVE, o 

que pode resultar em piores desfechos na recuperação. Ademais, também é 

necessário considerar se o gênero teve influência no tratamento recebido pelo 

paciente após o diagnóstico (MANDELZWEIG et al., 2006). 

 A avaliação comportamental a longo prazo utilizando o modelo focal 

permanente por termocoagulação dos vasos piais de AVE e o tratamento com 

guanosina, ambos em fêmeas e machos simultaneamente foi publicada pela 

primeira vez. Diferentemente do teste do cilindro (recuperação sensorimotora), nos 

testes campo aberto (avaliação das memórias de habituação, avaliação da 

locomoção e avaliação da ansiedade), labirinto em cruz elevado (avaliação da 

ansiedade) e claro/escuro (avaliação da ansiedade), que foram realizados com todos 

os grupos de animais, o tratamento com guanosina não demonstrou efeito na dose e 

frequência utilizadas. Tanto os grupos que não receberam tratamento como os 

grupos tratados responderam igualmente aos testes comportamentais. Em trabalhos 

anteriores, onde foi utilizada dose muito semelhante de guanosina por via oral 
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durante duas semanas, os animais tratados apresentaram sinais de amnésia, sem 

afetar o consumo de água e alimento. Além disso, os animais apresentaram 

diminuição da locomoção no teste do campo aberto (ROESLER et al., 2000; 

VINADE et al., 2003). Neste estudo, as fêmeas isquêmicas permaneceram, 

praticamente, com a mesma taxa de locomoção nas três sessões. Este resultado 

pode indicar amnésia, pois quando avaliamos memória de habituação em roedores 

através do teste do campo aberto, normalmente, a locomoção diminui ao longo do 

tempo e/ou das sessões, como uma manifestação de habituação (SWEATT, 2010). 

 Interessantemente, neste trabalho as fêmeas isquêmicas de ambos os grupos 

não estrogênico e estrogênico apresentaram comprometimento da memória de 

habituação a longo prazo, enquanto que os machos isquêmicos não foram afetados. 

Estes resultados são contraditórios à literatura, pois muitas pesquisas que utilizaram 

o estradiol como tratamento em fêmeas ovariectomizadas e machos demonstraram 

neuroproteção pós-AVEI, melhorando tanto o sistema motor como o sistema 

cognitivo (HALL et al., 1991; DUBAL et al., 1998; ALKAYED et al., 1998; 

WESTBERRY et al., 2008). Contudo, diferenças na cognição entre machos e 

fêmeas foram estudadas por vários pesquisadores, em que descobriram que 

roedores machos superam as fêmeas em tarefas que requerem memória espacial 

(WILLIAMS et al., 1990; LUINE e RODRIGUEZ, 1994) e reconhecimento de objeto 

(BECK e LUINE, 2002; BISAGNO et al., 2003). Em humanos, a literatura não 

distingue as diferenças cognitivas de acordo com o gênero, porém, a maioria dos 

estudos relata que após AVE há prejuízo cognitivo agudo e a longo prazo, podendo 

se estender durante anos. Porém, dependendo da fase do AVE, o comprometimento 

cognitivo pode variar; em certos casos os indivíduos podem ter progressão dos 

déficits cognitivos até desenvolverem demência (NYS et al., 2005; LEŚNIAK et al., 

2008; PENDLEBURY e ROTHWELL, 2009).  

 A avaliação da ansiedade pode ser mensurada por uma variedade de testes 

comportamentais já validados, entretanto, o teste padrão para esta avaliação é o 

labirinto em cruz elevado (CRUZ e LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012). Neste estudo, 

não se obteve resultados significativos entre os grupos no labirinto em cruz elevado. 

Contudo, no parâmetro tempo no centro do teste do campo aberto, os grupos naïve 

não tratados apresentaram diferença significativa, ou seja, os grupos de fêmeas 

naïves pareceram apresentar comportamento ansiolítico em ralação aos machos 

naïves. No parâmetro distância percorrida no centro do aparato também existiu 
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diferença significativa relacionada aos machos, onde o grupo naïve não tratado 

percorreu menor distância do que os machos isquêmicos não tratados, ou seja, o 

grupo isquêmico pareceu apresentar comportamento ansiolítico. Apesar da ausência 

de significância estatística nos grupos de machos tratados, também é notável que os 

machos isquêmicos tratados pareceram apresentar comportamento ansiolítico em 

relação ao respectivo grupo naïve tratado.  

 O teste claro/escuro também avalia a ansiedade e baseia-se na aversão inata 

que os roedores têm por áreas iluminadas (CRUZ e LANDEIRA-FERNANDEZ, 

2012). No presente estudo obteve-se uma resposta marcante nos grupos de fêmeas. 

No parâmetro tempo no compartimento claro, tanto as fêmeas isquêmicas tratadas 

como as não tratadas permaneceram tempo significativamente maior no centro do 

aparato comparadas às respectivas naïves e aos machos isquêmicos não tratados e 

tratados. Além disso, quando comparadas fêmeas isquêmicas não estrogênicas e 

estrogênicas, com tratamento e sem tratamento, também se observou diferença 

significativa, ou seja, as fêmeas dos grupos não estrogênicos pareceram apresentar 

comportamento ansiolítico em relação as fêmeas dos grupos estrogênicos. Em 

relação ao tempo de latência, obteve-se diferença estatística nos grupos de fêmeas 

isquêmicas, tratadas e não tratadas, comparados aos respectivos grupos naïves e 

aos grupos de machos isquêmicos tratados e não tratados, ou seja, novamente as 

fêmeas pareceram apresentar comportamento ansiolítico. Outro parâmetro 

analisado foi o número de transições escuro/claro, em que os grupos de fêmeas 

isquêmicas estrogênicas tratadas e não tratadas apresentaram diferença 

significativa comparadas aos seus respectivos grupos naïves. Ainda, o grupo de 

fêmeas isquêmicas estrogênico tratado foi significativamente diferente comparado 

ao grupo de machos isquêmicos tratado. Além da atividade ansiolítica, o número de 

transições escuro/claro também está relacionado a locomoção dos animais, quanto 

menor o número de transições, menos o animal se locomoveu durante o teste 

(CRUZ e LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012). Ainda neste parâmetro pode-se inferir 

que os grupos que não fizeram transições escuro/claro permaneceram no 

compartimento escuro, entretanto, não foi mensudara a distância percorrida dos 

animais nos diferentes compartimentos.  

 De acordo com os dados comportamentais obtidos pôde-se observar 

diferentes respostas. A literatura apresenta uma gama de protocolos sobre testes 

comportamentais em roedores. Neste trabalho, optou-se por avaliar a ansiedade a 
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longo prazo, após a cirurgia isquêmica, através de dois principais testes: 

claro/escuro e labirinto em cruz elevado (29º e 30º dias pós-cirurgia, 

respectivamente). A avaliação da ansiedade através do teste do campo aberto foi 

realizada somente na primeira sessão (7º dia após a indução isquêmica), pois, 

usualmente, para avaliação desse parâmetro os testes são realizados uma única 

vez. Embora o teste do labirinto em cruz elevado seja o padrão ouro para avaliação 

da ansiedade em roedores, a avaliação pelo teste claro/escuro pareceu ser mais 

sensível neste estudo. Milot e Plamondon (2009) utilizaram o teste do labirinto em 

cruz elevado e observaram efeito ansiogênico 24 horas após a isquemia, efeito 

ansiolítico após 5 dias e nenhum efeito na ansiedade após 15 e 30 dias. Entretanto, 

Nemeth (2014) e colaboradores, utilizando o mesmo teste comportamental, 

observaram efeito ansiogênico em machos, mas não em fêmeas, 14 dias após a 

indução isquêmica. Dados da literatura são escassos em relação ao teste 

claro/escuro em fêmeas, principalmente em modelos de AVE.  

 Na rotina clínica humana, as mulheres relatam maior incidência de depressão 

e ansiedade após o AVE (BUSHNELL et al., 2014), e a doença cerebrovascular 

parece ser mais depressogênica entre mulheres do que homens (WENDELL et al., 

2010). Os resultados das variáveis referentes à influência do gênero no resultado da 

isquemia não permitem generalizações claras, mas indicam que os efeitos 

observados em homens não podem ser confiavelmente extrapolados para as 

mulheres.  

 Os astrócitos desempenham muitos papéis essenciais para a função cerebral 

normal, agindo como controladores globais no SNC, pois modulam o ambiente local 

e coordenam as respostas celulares em distâncias maiores (VERKHRATSKY e 

BUTT, 2013; PEKNY e PEKNA, 2014; ROSSI, 2015). Durante o AVE, a interrupção 

das funções astrocíticas contribui tanto para um comprometimento inicial rápido da 

neurotransmissão quanto para o desenvolvimento subsequente do infarto 

(MOSKOWITZ et al., 2010; TURNER et al., 2013; GEORGE e STEINBERG, 2015). 

Essas células multifuncionais estão em constante adaptação genética e morfológica, 

dependendo do tipo e severidade do insulto tecidual. No tecido normal estão 

dispostos como não-reativos ou não-ramificados, entretanto, no tecido lesado, eles 

mudam rapidamente seu fenótipo, tornando-se hipertróficos (aumento de GFAP) e 

ramificados ou estrelados (PEKNY e PEKNA, 2014). 
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 Na análise imunoistoquímica deste estudo, não se obteve resultados 

significativos quando comparados gênero, tratamento e fases do ciclo estral de 

fêmeas. A diferença estatística esteve presente apenas na análise quantitativa de 

astrócitos ramificados e não-ramificados. Bao (2012) e colaboradores afirmaram que 

após um AVE, os astrócitos se tornam reativos após cerca de dois dias a uma 

semana, e formam uma cicatriz ao redor do núcleo isquêmico em, 

aproximadamente, duas semanas. Em outro recente estudo utilizando método 

diferente de indução isquêmica, Mestriner (2015) e colaboradores observaram 

astrócitos reativos (ramificados) 30 dias após a lesão. Neste estudo, a maioria dos 

astrócitos observados apresentou fenótipo não-ramificado, o que pode ser explicado 

pela avaliação a longo prazo (50 dias após a cirurgia isquêmica). 

 A proliferação de astrócitos (astrocitose) e a gliose reativa (mudança 

fenotípica do astrócito) podem aumentar o dano neuronal (AREVALO et al., 2013). 

Entretanto, Sofroniew e Vinters (2010) demonstraram que a astrogliose reativa 

ocorre em resposta a uma variedade de doenças e traumas cerebrais, e essa 

resposta parece ajudar na recuperação após lesão cerebral (LIU et al., 2015).  

 Vários estudos evidenciaram que o tratamento com estrogênio e progesterona 

reduziu a proliferação de astrócitos após lesão cerebral (GARCIA-ESTRADA et al., 

1993, 1999; DJEBAILI et al., 2005; PEREZ-ALVAREZ et al., 2012). Diferenças na 

expressão de GFAP do hipocampo de machos e fêmeas adultos foram observadas e 

o número de células GFAP positivas variou com o ciclo estral (ARIAS et al., 2009). 

Imagens ao vivo de um cérebro isquêmico apresentaram significativamente maior 

marcação de GFAP em camundongos fêmeas adultas no diestro comparadas aos 

machos, e essa sobre regulação de GFAP em resposta à isquemia foi dependente 

do ciclo estral e consequente nível sérico de estrogênio (CORDEAU et al., 2008).  

 O efeito neuroprotetor em fêmeas na lesão isquêmica é evidente mesmo na 

presença de fatores de risco específicos, como diabetes e hipertensão (TOUNG et 

al., 2000), contudo, esse efeito é abolido pela ovariectomia e pela senescência 

reprodutiva (declínio nos níveis circulantes de estrogênio e progesterona) 

(ALKAYED et al., 2000). Uma variedade de trabalhos experimentais revelaram que 

tanto o estrogênio quanto a progesterona são potenciais hormônios neuroprotetores 

após um AVEI (GIBSON et al., 2006, 2009). No entanto, ensaios clínicos que 

examinaram o estrogênio como tratamento após AVEI não obtiveram resultados 
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positivos e, até o momento, nenhum ensaio clínico foi projetado para examinar 

especificamente a neuroproteção da progesterona após AVEI (GIBSON, 2013). 

 Estudos experimentais in vitro e in vivo, apontaram que as diferenças de 

gênero influenciam o resultado após a indução isquêmica (SIMPSON et al., 2005). O 

tamanho de infarto é menor em roedores fêmeas comparadas aos machos após um 

AVE experimental (WISE et al., 2001; CHENG e HURN, 2009). Contrariando os 

resultados destes autores, neste trabalho não se obteve diferença estatística entre 

os grupos de machos e fêmeas, entre fases estrogênica e não estrogênica e entre 

tratado e não tratado no tamanho da lesão isquêmica 48 horas após a cirurgia. 

Como foi o primeiro trabalho realizado com machos e fêmeas, utilizando o modelo 

de AVEI por termocoagulação e tratamento com guanosina, futuras pesquisas serão 

necessárias para o entendimento dos mecanismos abordados nesta tese.  

 Finalizando, nas últimas décadas, a incidência de AVEI aumentou, afetando 

homens e mulheres em todo o mundo (FEIGIN et al, 2017). No entanto, a maioria 

das pesquisas experimentais in vivo ainda são realizadas apenas com machos, 

mesmo que o enfoque do estudo seja no metabolismo de fêmeas. Assim, 

considerando que pesquisas pré-clínicas envolvendo guanosina em AVEI também 

sejam realizadas apenas com animais machos, e que estudos epidemiológicos 

apontem para a relevância do AVE em mulheres, motivou-se em iniciar uma 

pesquisa sobre AVE em ratas, valorizando as fases o ciclo estral e o uso de 

guanosina como tratamento. Também foi avaliada a evolução a longo prazo da 

recuperação pós-AVE, quando na maioria das publicações os animais são avaliados 

a curto prazo, com o objetivo de identificar possíveis diferenças nas respostas de 

ratos fêmeas e machos. Como foram observadas diferentes respostas em ratos 

fêmeas e machos, futuramente investigar-se-ão os mecanismos possivelmente 

envolvidos nessas diferenças. Em etapas adicionais, pretende-se determinar 

possíveis alvos para efeitos neuroprotetores da guanosina que poderiam explicar as 

diferenças observadas entre machos e fêmeas. 
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4 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

 Com os resultados obtidos nesta tese foi possível concluir que a guanosina 

agiu a longo prazo, melhorando a recuperação sensorimotora, principalmente em 

fêmeas. Contudo, as memórias de curto e longo prazo, a locomoção, a ansiedade, a 

astrogliose, bem como o volume de infarto não foram alterados pelo tratamento com 

guanosina. Também foi possível concluir que o modelo de AVEI utilizado teve 

desfechos diferentes de acordo com o gênero e fases do ciclo estral em fêmeas.  

 Esses resultados permitem que futuras pesquisas acerca do mecanismo de 

ação da guanosina em fêmeas e machos, a curto e longo prazo, e a implicação dos 

hormônios sexuais neste metabolismo sejam realizadas, utilizando o mesmo modelo 

de AVEI.   
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