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Resumo

A Doenca de Parkinson (DP) é uma doenga multifatorial. Seu tratamento é
apenas sintomatico, o que salienta a importancia do estudo de novas terapias. Ha
evidéncias de que a excitotoxicidade atribuida ao aumento da atividade
glutamatérgica nos nucleos da base seja uma das causas da DP. A guanosina
extracelular tem efeitos sobre parametros glutamatérgicos e € neuroprotetora:
quando administrada oralmente, ela protege ratos contra convulsdes induzidas por
acido quinolinico, bem como protege fatias de hipocampo submetidas a combinagéo
de hipoxia e hipoglicemia. O objetivo do trabalho foi investigar os efeitos do consumo
cronico oral de guanosina no modelo animal da DP induzido por 6-hidroxidopamina
(6-OHDA). Ratos Wistar machos (250-350g, 100-115 dias de idade) receberam
solugéo de guanosina 0,5mg/ml (n=20) ou agua destilada (n=16) para beber durante
4 semanas. Apés as duas primeiras semanas de tratamento, receberam infusdo de
6-OHDA (5,5 ul, 3 ug/ul) no feixe prosencefalico medial direito. Depois de 2 semanas
do término do tratamento, os animais foram submetidos ao Teste de Motricidade
sobre Grade (TMG), com duragdo de 3 minutos e, apds uma semana, foram
desafiados com metilfenidato (MF) 20 mg/kg, durante 30 minutos, para verificarmos
0 grau de lesdo dos animais. Imunoistoquimica para tirosina hidroxilase (TH) em
células nigrais também foi realizada.Treze de 16 animais do grupo controle
apresentaram comportamento rotacional ipsilateral espontdneo no TMG, o que
diferiu do grupo tratado, onde apenas nove animais, dentre os vinte utilizados,
apresentaram o mesmo comportamento (Teste Exato de Fisher, p=0,041).
Entretanto, ndo verificamos uma diminuicdo do numero das rotagdes induzidas por
MF 20 mg/kg em animais tratados com guanosina, quando comparado com o0 grupo
controle (Teste t para amostras independentes, P = 0,716). Houve tendéncia a uma
menor perda de neurdnios positivos para TH na parte compacta da substancia negra
no grupo tratado com guanosina (teste t para amostras independentes, p=0,064;
grupo controle, n=8, 90%+5, médiazE.P.; grupo tratado, n=5, 70%+11). Podemos
concluir, a partir desses resultados, que a guanosina reverte a expresséo
comportamental no TMG tipica de animais lesionados com 6-OHDA e, talvez,

diminua a morte de células nigrais positivas para TH.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson; Excitotoxicidade; Purinas; Guanosina.
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1. Introdugao

1.1 Doencga de Parkinson

A Doenga de Parkinson (DP) é caracterizada pela degeneragédo progressiva
dos neurdnios dopaminérgicos da parte compacta da substancia negra (SNpc). Ela foi
primeiramente descrita em 1817 e afeta 0,5% das pessoas com mais de 50 anos
(Stoof et al., 1999). A maioria dos pacientes com a DP possui corpos de Lewy no
sistema nervoso, que séo inclusdes eosinofilicas formadas por agregados protéicos
intracitoplasmaticos, principalmente de alfa-sinucleina. Porém, ndo se sabe se essas

estruturas estio relacionadas com a causa ou consequéncia da DP.

Os pacientes com DP apresentam sintomas principalmente motores, mas
também n&o motores. Dentre os sintomas motores destacam-se: dificuldade em
iniciar os movimentos (acinesia), lentiddo dos movimentos (bradicinesia), tremor em
repouso, principalmente das maos e da mandibula, alteracdo da escrita e da fala e
rigidez do ténus muscular. Os sintomas ndo motores, como disturbios do sono,
depressao e déficits cognitivos, sdo consequéncias da morte de neurdnios em outras
regides do encéfalo (Braak et al., 2003). Os sintomas aparecem a partir de 50% da
perda dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc e redugdo de 80% nos niveis
dopaminérgicos estriatais (Deumens et al., 2002).

Sao0 conhecidas duas formas da doenca: a esporadica e a familiar. A DP
esporadica afeta 95% dos pacientes, atingindo pessoas com mais de 50 anos. E um
disturbio multifatorial, cujas causas ainda n&o sao conhecidas, entretanto sabe-se que
fatores genéticos e possiveis mecanismos como estresse oxidativo, disfuncéo
mitocondrial, excitotoxicidade glutamatérgica, proteinas mal-enoveladas e
neuroinflamacéo estdo envolvidos na degeneragdo dos neurdnios dopaminérgicos
(Esposito et al., 2007; Yuan et al., 2007). Estudos com fluido cerebroespinhal de
individuos com DP sugerem que anormalidades nas purinas também podem estar
presentes nessa doenca (LeWitt et al., 1992). A forma familiar afeta 5% dos
pacientes e esta relacionada com mutagdes em genes como o da alfa-sinucleina
(PARK1), parkina (PARK2), DJ-1 (PARK7), PINK1 (PARK6) e LRRK2 (PARKS). A



relagdo entre os genes das duas formas da DP ¢ incerta, entretanto as patofisiologias
compartilhadas sugerem o envolvimento de mecanismos patogénicos comuns (Hardy
et al., 2003).

A substancia negra, através da via nigroestriatal, libera dopamina no corpo
estriado, sendo um dos moduladores da atividade dos nucleos da base. A expressao
“nucleos da base” refere-se a varios nucleos subcorticais, incluindo o corpo estriado
(caudado e putamen), a parte externa do globo palido (GPe), a parte interna do globo
palido (GPi), o nucleo subtaldamico (STN) e a sustancia negra compacta e reticulada
(Svenningsson et al., 1999). Esses agrupamentos neuronais sdo importantes para o
controle e iniciagdo dos movimentos (Marsden et al., 1994), uma vez que promovem
um controle supervisor da atividade dos neurbnios motores superiores (Purves,

Neurociéncia, 2005).

A circuitaria dos nucleos da base se origina em multiplas areas corticais
(sensoriais e motoras) e termina, apos a retransmissao pelos nucleos da base e do
tdlamo, em areas motoras e pré-motoras do lobo frontal. Os nucleos da base
desempenham um papel permissivo a0 movimento, uma vez que promovem uma
inibicdo ténica do talamo, sendo a sua desinibicdo necessaria para o inicio de um

movimento (Purves, Neurociéncia, 2005).

Os neurdnios do corpo estriado recebem muitas aferéncias, predominando as
aferéncias glutamatérgicas de areas corticais, limbicas e talamicas, e as aferéncias
dopaminérgicas do mesencéfalo, tanto da parte compacta da substéncia negra
quanto da area tegmental ventral. Enquanto as sinapses glutamatérgicas servem para
engatilhar os circuitos estriatais, as sinapses dopaminérgicas tém um papel
modulatério crucial, regulando a neurotransmissao glutamatérgica (Schiffmann et al.,
2007).

As projec¢des dos neurdnios espinhosos médios do corpo estriado ao segmento
interno do globo palido (GPi) e a parte reticular da substancia negra (SNr) constituem
uma “via direta” e causam uma desinibicdo dos neurbénios do talamo. Uma segunda
via serve para aumentar o nivel de inibicdo ténica do talamo e é chamada de “via
indireta”, uma vez que ainda ha a participagdo de mais um componente dos nucleos
da base, o segmento externo do globo palido (GPe) (Fig.1). Como os neurdnios

glutamatérgicos do talamo facilitam a estimulagdo de movimentos via coértex, o



resultado da via indireta € uma reducdo e da via direta uma acentuagdo do

movimento (Purves, Neurociéncia, 2005; Richardson et al., 1997).

Meurdnio do
cdrtex frontal

Puiamen —F

Figura 1: Esquema da circuitaria dos nucleos da base. Em verde, a via direta; em vermelho, a
via indireta (Adaptado de Bear. Neurociéncias: Desvendando o Sistema Nervoso. 3a edi¢ado).

Substéncia  Su btélamo
nigra

Os neurbnios espinhosos médios do corpo estriado possuem dois principais
tipos de receptores para dopamina, D4 e D, Postula-se que a dopamina possa excitar
0s neurdnios que expressam receptores de dopamina do tipo D4 na via direta e inibir
0s neurbnios que expressam receptores do tipo D, da via indireta, causando uma
diminuicao do efluxo inibitério dos nucleos da base no talamo (Purves, Neurociéncia,
2005; Richardson et al., 1997). A morte dos neurénios dopaminérgicos da substancia
negra leva a uma atividade anormal dos nucleos da base, sendo responsavel pelos

sintomas motores da DP.

O modelo descrito acima tem sido bastante util em estudos da anatomia e
func¢des da circuitaria dos ganglios da base, mas representa, claramente, uma viséo
simplificada. Muitas conexdes potencialmente importantes entre os nucleos da base e
o tronco encefalico ou nucleos taldamicos ndo sdo incluidas nesse modelo. Além
disso, a separagao das vias estriatais em direta e indireta ndo s&o absolutas (Galvan
et al., 2008).
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Modelos animais baseados em toxinas que mimetizam os sintomas da DP tém
sido bastante empregados em estudos. Uma das neurotoxinas utilizadas € a 6-
hidroxi-dopamina (6-OHDA), que € captada por corpos celulares e fibras de neurdnios
dopaminérgicos e noradrenérgicos. Sua neurotoxicidade é baseada no efeito inibitério
sobre as enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial (complexos | e 1V) (Deumens et
al., 2002), bem como na produgéo de radicais livres (Inden et al., 2005).

Ainda nao existem tratamentos capazes de impedir ou diminuir a degeneragéo
dos neurdnios dopaminérgicos. Os tratamentos disponiveis, como administragao de
levodopa (precursor de dopamina), agonistas de dopamina e inibidores da enzima
monoamina oxidase-B, sdo apenas sintomaticos e agem promovendo a manutengao
dos niveis dopaminérgicos. Tais tratamentos n&o tém plena eficacia e geram efeitos

colaterais.

1.1.1 Excitotoxicidade

O glutamato € o neurotransmissor excitatorio mais abundante no SNC de
mamiferos (Watkins e Evans, 1981) e nos nucleos da base (Greenamyre e Porter,
1994), e, entre outras fungdes, participa de projecbes motoras do cortex para os
nucleos da base (corpo estriado, STN e SNpc), medula espinhal e tdlamo e dos
nucleos da base para o talamo (Albin et al., 1989; Doble et al., 1999). Sendo assim,
um mau funcionamento desse sistema pode prejudicar a atividade dos nucleos da

base.

Existem evidéncias de que proje¢cdes dopaminérgicas da SNpc a outras
regides dos nucleos da base exercem fungéo regulatéria no padrao de disparos de
algumas vias glutamatérgicas. A redugdo de impulsos nervosos de neurbnios
dopaminérgicos ao estriado resulta numa super ativagcdo do nucleo subtaldamico
(STN), causando um aumento na liberagdo de glutamato na SNpc, a qual é rica em
receptores AMPA e NMDA (Rodriguez et al., 1998). Existe a hipétese de que esse
aumento de disparos do STN serviria para aumentar a liberacdo de dopamina dos

neurénios dopaminérgicos sobreviventes, mantendo a homeostase dopaminérgica
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(Bezard et al., 1999), entretanto uma continua liberagdo aumentada de glutamato
pode ativar a cascata da excitotoxicidade.

A excitotoxicidade refere-se ao processo de morte neuronal causada por
prolongada ativagao de receptores glutamatérgicos (Doble et al., 1999). Isso pode
ocorrer devido a excessiva liberagdo de glutamato na fenda sinaptica, falha na
remocao de glutamato da fenda sinaptica ou disfungdo da inibicdo de neurdnios
glutamatérgicos por neurénios GABAérgicos (Olney et al., 1990).

A morte celular devido a excitotoxicidade envolve prolongada despolarizagéo
dos neurdnios, mudangas nas concentracdes intracelulares de calcio e a ativagao de
mecanismos enzimaticos e nucleares da apoptose. A ativagao de receptores AMPA e
NMDA esta relacionada com o inicio desse processo. A persistente despolarizagao
dos neurdnios devido as altas concentragdes extracelulares de glutamato leva a uma
cascata de eventos celulares que irdo resultar na morte celular. Esses eventos podem
ser dependentes do influxo de sédio, dependentes do influxo de célcio e dependentes

da exocitose de glutamato, e ocorrem paralelamente (Doble et al., 1999).

O influxo de sédio, juntamente com a entrada de cloro, ira levar ao acumulo de
agua dentro da célula, levando ao inchago celular. Pode ocorrer a lise do neurdnio e,
consequentemente, liberagdo de seus constituintes, entre eles o glutamato, caso o
estimulo despolarizante n&o seja retirado (Choi et al., 1987).

O aumento das concentragbes de calcio intracelular decorrente do influxo
através de canais de calcio dependentes de voltagem, receptores NMDA e do
estoque celular no reticulo endoplasmatico (Mody e MacDonald et al., 1995; Ruiz et
al., 2009), estimula a atividade de enzimas dependentes de calcio, como proteases,
lipases e nucleases. Isso leva a morte celular por necrose por diferentes vias,
incluindo disfungdo mitocondrial, alteragdes no citoesqueleto e rompimento da
membrana (Greenamyre, 2001). Além disso, o aumento de calcio na célula ira causar
a exocitose das vesiculas contendo glutamato nas terminagdes nervosas,
aumentando as concentragdes extracelulares do neurotransmissor excitatério (Doble
et al., 1990). Em cultura de células, a remogéao do calcio extracelular previne contra a
neurotoxicidade gerada por glutamato (Choi et al., 1985), o que mostra o papel
fundamental do aumento das concentracdes de calcio na célula para o processo de

excitotoxicidade.
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Durante o processo de excitotoxicidade, ha um aumento das concentracdes
extracelulares de glutamato decorrentes da lise celular, da exocitose das vesiculas
sinapticas dependente de célcio e do transporte lento ou reverso do glutamato
subsequente a despolarizacado. As altas concentragdes extracelulares de glutamato
irdo, entdo, difundir o processo de excitotoxicidade a outros neurénios (Doble et al.,
1990).

Outra forma de toxicidade induzida por glutamato consiste na habilidade desse
neurotransmissor de induzir a formagao de espécies reativas de oxigénio no neurdnio,
uma vez que ele inibe a captagdo de cistina, que é importante para a sintese

intracelular de glutationa (Greenamyre, 2001).

A hipétese de excitotoxicidade indireta diz que o glutamato também pode
tornar-se toxico em concentragdes normais (Novelli et al., 1988; Zeevalk e Nicklas,
1990; Greene e Greenamyre, 1996). Conforme essa hipotese, qualquer processo que
prejudique a capacidade do neurénio em manter o seu potencial de membrana, como
um defeito na mitocdndria, resultaria na vulnerabilidade do neurénio as concentragdes
extracelulares fisiologicas de glutamato. Esta hipotese possui grande importéncia
para estudos com a DP, devido a evidéncia de disfuncdo mitocondrial nesse disturbio.
Quando a produgado de ATP é afetada devido ao mau funcionamento da mitocdndria,
a bomba Na/K-ATPase, responsavel por manter o potencial de membrana, ira
diminuir a troca de sodio/potassio, resultando numa tendéncia a despolarizagdo da
membrana. Isso ira aumentar a probabilidade de canais de soédio e calcio
dependentes de voltagem abrirem-se e ocorrer o potencial de acdo em resposta a um
estimulo (Riepe et al., 1995). Além disso, a despolarizagdao da membrana ira permitir
que os receptores NMDA sejam ativados por glutamato, iniciando uma cadeia
excitotoxica. Acrescentando-se, o mau funcionamento da bomba NA/K-ATPase ira
aumentar a concentragao intracelular de sédio, diminuindo o gradiente eletroquimico
de sddio através da membrana neuronal e prejudicando mecanismos dependentes de
sédio, como a captacdo de glutamato pelos transportadores (Gemba et al., 1994;
Roettger e Lipton, 1996).

Assim como em outras doengas neurodegenerativas, € provavel que nenhum
mecanismo isolado possa causar a morte neuronal na DP, e a excitotoxicidade

parece ser uma via final comum as diferentes causas do dano neuronal (Fornai et al.,
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1997). Sabe-se que existe uma alteragcdo na distribuicdo e densidade de receptores
glutamatérgicos em pacientes com a DP (Greenamyre, 2001) e que vias
glutamatérgicas estao alteradas devido a deplegcao dos neurdnios dopaminérgicos da
via nigroestriatal: a atividade dos neurbénios do STN, que envia proje¢cdes para a
SNpc, e da via corticoestriatal esta aumentada (Bergman et al., 1990; Meshul et al.,
1999), enquanto que a atividade dos neurbnios talamocorticais esta diminuida
(Ceballos-Baumann et al., 1994).

Recentemente, um trabalho investigou a contribuicdo da excitotoxicidade
glutamatérgica em um modelo animal da DP, assim como os mecanismos de
neurodegeneragcado envolvidos (Meredith et al. 2009). Esse foi o primeiro estudo
mostrando alteragdo da homeostase de glutamato na SNpc em modelo da DP em
ratos. Tanto autofagia quanto apoptose foram relacionadas a excitotoxicidade

glutamatérgica nesse modelo.

Além da SNpc, o estriado também parece estar envolvido no processo de
excitotoxicidade. Verificou-se uma downregulation na expressao das proteinas dos
transportadores de glutamato GLT1 e GLAST nessa regido apos lesdo por 6-OHDA
(Chung et al.,, 2008), o que, potencialmente, leva a um aumento de glutamato
extracelular. Outro estudo mostrou que ha um aumento de duas vezes no nivel
extracelular basal de glutamato no estriado um més apdés infusdo de 6-OHDA
(Meshul et al., 1999), o que pode estar relacionado com uma atividade
glutamatérgica aumentada no cortex e no talamo (Calabresi et al., 1993; Blandini et
al., 1996a,b; Onn et al., 2000; Greenamyre, 2001) e com uma ativagdo aumentada
do STN (Centonze et al., 2005).

1.2 Sistema purinérgico

O sistema purinérgico € formado, principalmente, pelas bases puricas adenina
e guanina, nucleotideos de adenina (ATP, ADP, AMP), nucleosideo adenosina,
nucleotideos de guanina (GTP, GDP, GMP), nucleosideo guanosina, metabdlitos
xantina e hipoxantina, acido urico, nucleosideo inosina, receptores, transportadores e

enzimas. As bases puricas sdo os principais constituintes do ADN e do ARN.
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Nucleotideos puricos, principalmente ATP, estdo envolvidos em processos
bioquimicos internos e transferéncia de energia na célula, enquanto que os
nucleotideos ciclicos GMPc e AMPc agem como segundo mensageiros na

transducéao de sinal (Barnstable et al., 2004; Bourne et al., 1990).

O metabolismo das purinas nos mamiferos € muito complexo, sendo assim, a
guanosina pode ser produzida de diversas maneiras, tanto pela sintese de novo,
quanto por rotas de recuperagdo de purinas (Fig. 2). Com isso, existe uma

interconversao entre os derivados de guanina e adenina.

Tradicionalmente, os derivados de guanina estdo relacionados a processos
intracelulares, como transdugao de sinal por proteinas G. Além disso, eles também
estdo sendo estudados por exercer efeitos extracelulares como modulagdo da
atividade glutamatérgica (Baron et al.,, 1989; Schmidt et al., 2000), efeitos
comportamentais (Roesler et al., 2000.) e efeitos troficos em células neurais
(Ciccarelli et al., 2001).

Urato
Hipoxantina 4-——-;)(4:1

</ Y

Adenina ____\-p- Guanina

Xantosina

\Ad_enmin Guanosina

Inosina

Sintese ——— [—sXantilat
——Inosinaf 2

De Novo k ‘)

-Adenilato Guanilato

|

ADP, ATF GDF, GIP

Figura 2: Esquema ilustrando vias metabdlicas purinérgicas. A base nitrogenada guanina pode ser
gerada pela hidrélise do guanilato em guanosina, seguido pela remocédo de ribose pela purina

nucleosideo fosforilase (Adaptado de Loeffler et al., 1997).
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1.2.1 Guanosina e outros derivados de guanina
Estrutura e Receptores

A guanosina € um nucleosideo purico, formada pela ligagdo N-glicosidica da

base nitrogenada guanina ao carboidrato ribose (Fig. 3).

0

N NH

U \ N/}‘NH2
N

0

OHOH

HO

Figura 3: Estrutura quimica da guanosina (http://pt.wikipedia.org/)

Algumas ag¢des da guanosina extracelular podem ser mediadas
intracelularmente a partir da sua captagao, mas muitos efeitos tréficos de derivados
de guanina ndo s&o afetados por inibidores da captagédo de nucleosideos (Gysbers &
Rathbone, 1992). Outras fungbes da guanosina extracelular podem ser mediadas
pela liberagcdo de derivados de adenina, que possui agdo autdcrina e paracrina
(Ciccarelli et al., 2000a), entretanto muitos dos efeitos dos derivados de guanina
extracelular persistem na presenca de antagonistas para receptores purinérgicos P1 e
P2 (Frizzo et al., 2001; Gysbers & Rathbone,1992; Tasca & Souza, 2000). Deve
haver, entdo, um modo diferente desse nucleosideo modular atividades de neurdnios

e astrocitos.

Gysbers et al. (2000) achou que células PC12 expressam sitios de ligagao
especificos para GTP na superficie da membrana celular, que n&o se ligam a ATP.
Traversa et al. (2002) publicou o primeiro estudo mostrando evidéncias diretas da
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presenca de um sitio de ligagdo de alta afinidade para o nucleosideo marcado
radioativamente [3H]—guanosina em preparacdo de membrana cerebral de rato, e
acredita-se que esse sitio seja um receptor de guanosina. Nao menos importante,
[3H]-guanosina nao se ligou a receptores de glutamato, mostrando que sua acgéo na

modulagado da atividade glutamatérgica ndo ocorre através desse mecanismo.

Além disso, nem guanosina nem GTP ligaram-se com alta afinidade a
receptores de derivados de adenina (Muller & Scior, 1993), sugerindo que os
derivados de guanina possuem diferentes alvos celulares do que os derivados de

adenina.

Liberagao e metabolismo de derivados de guanina

Os astrdcitos sao a principal fonte de purinas no encéfalo tanto em condigdes
fisiolégicas quanto patolégicas (Ciccarelli et al., 1999). Eles estdo envolvidos em
diversas fungdes fisioldgicas, como desenvolvimento neuronal, atividade sinaptica,
controle homeostatico do meio extracelular, e também em danos encefalicos (Chen &
Swanson, 2003). Além de liberarem neurotransmissores como o glutamato, eles
também sao capazes de liberar nucleotideos e nucleosideos de purinas (Meghji et al.,
1989; Caciagli et al., 1988) em condi¢des normais e devido estimulos elétricos ou

condigdes de hipoxia/hipoglicemia (Ciccarelli et al., 1996, 1997).

Os derivados de guanina estimulam a liberagcdo de derivados de adenina em
cultura de astrocitos: GTP aumenta as concentragdes extracelulares de nucleotideos
de adenina, enquanto que a guanosina aumenta as concentragdes extracelulares de
adenosina (Ciccarelli et al., 1999).0 mecanismo pelo qual isso ocorre ainda nao é

bem conhecido.

Assim como os neurbnios, os astrocitos também participam da captacao e do
metabolismo dos nucleosideos adenosina e guanosina (Parkinson et al., 2005). O
metabolismo das purinas ocorre em parte pelas enzimas nucleotidases e
ectonucleotidases. Elas catalisam a transformacdo de nucleotideos puricos

trifosfatados em nucleotideos di e monofosfatados e, no final, em nucleosideos (GTP
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- GDP - GMP - guanosina). Além da participagdo dos astrocitos e neurénios,
através das nucleotidases, na formagdo da guanosina, esse nucleosideo também
pode ser derivado do metabolismo extracelular. A inibicdo da atividade da ecto-5'-
nucleotidase em cultura de astrécitos diminui a concentragcdo fora da célula de
guanosina, indicando a origem extracelular de uma parte desse nucleosideo (Caciagli
et al., 2000).

Modulagao do sistema glutamatérgico

Os nucleotideos de guanina possuem acéo inibitéria na ligagcao de glutamato e
outros agonistas glutamatérgicos em seus receptores. Verificou-se que a estimulagéo
da fosforilacdo da proteina GFAP dependente da ativagdo de receptores
metabotropicos por glutamato estava inibida na presenga de nucleotideos de guanina
(Tasca et al., 1995), bem como a indugdo do aumento de AMPc intracelular
decorrente da ativagao de receptores metabotropicos (Tasca et al., 1998) e a corrente

gerada por ativagédo do receptor cainato (Aleu et al., 1999; Burgos et al., 2003).

Achava-se que, agindo via proteina G, GTP era capaz de inibir a ligagdo de
neurotransmissores em receptores metabotropicos e modular a atividade da adenilato
ciclase, enzima que forma o AMPc através da proteina-G e que leva a uma resposta
neural (Gudermann et al., 1997). Entretanto, estudos sugerem que a agao dos
derivados de guanina no sistema glutamatérgico n&o envolve proteina G. Mostrou-se
que os nucleotideos de guanina inibem a ligagcao de glutamato e seus analogos em
seus receptores, interagindo em sitios n&ao relacionados com a proteina G, e que a
atividade da adenilato ciclase é independente desse efeito inibitorio (Paz et al., 1994;
Ramos et al., 1997; Souza & Ramirez, 1991; Rubin et al., 1997;). Entretanto, a
guanosina ndo mostrou esse mesmo efeito (Souza & Ramirez, 1991; Porciuncula et
al., 2002).

Sugere-se que a inibicdo da ligacdo dos agonistas glutamatérgicos pelos
derivados de guanina possa ocorrer competitivamente, uma vez que GTP e GDP e
seus analogos deslocam diferentes agonistas tanto de receptores ligados a proteina
G, quanto de receptores ionotropicos (Paz et al., 1994; Baron et al., 1989). Ramos et
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al. (1997) justifica esse deslocamento devido a sobreposicdo entre os sitios de
ligacdo, presentes na superficie da membrana, dos nucleotideos de guanina e do

acido cainico.

Acrescentando-se a fungdo na modulagdo do sistema glutamatérgico,
derivados de guanina administrados intracerebroventricularmente (i.c.v.) previniram
convulsdées induzidos por acido quinolinico, uma toxina que superestimula a
transmissdo glutamatérgica (Stone, 2001). Além disso, GMP e guanosina
administrados intraperitonialmente também preveniram convulsées causadas por
acido quinolinico (Schmidt et al., 2000), e, quando administrada oralmente, a

guanosina também foi efetiva nesse modelo (Lara et al., 2001).

A maioria dos efeitos dos nucleotideos de guanina no sistema glutamatérgico
parece ser devido a sua conversdo em guanosina. Quando administrado um inibidor
da ecto-5-nucleotidase (AOPCP) i.c.v., GMP nao preveniu convulsdo induzida por
acido quinolinico, enquanto que o efeito da guanosina nao foi afetado (Soares et al.,
2004). O efeito anticonvulsionante de GTP e GDP administrado i.c.v parece ser
mediado por guanosina, uma vez que analagos fracamente hidrolisaveis ndo foram
capazes de prevenir as convulsdes causadas por acido quinolinico em ratos (Schmidt
et al., 2005).

Captacgao de glutamato

A captacao de glutamato pelos transportadores de glutamato dependentes de
Na® presentes, principalmente, nos astrécitos € muito importante para a manutengéo
da concentracao extracelular desse neurotransmissor em niveis n&o toxicos, tanto em
condigdes fisiolégicas quanto no estresse (Anderson e Swanson, 2000). Mostrou-se
que a guanosina foi capaz de aumentar a captagdo de glutamato em cultura de
astrocitos e em fatias de encéfalo (Frizzo et al., 2001, 2002, 2003). Em condi¢des
basais, a guanosina foi mais eficaz em ratos jovens e no cortex, enquanto que, em
condigdes de excitotoxicidade, a guanosina possuiu um efeito mais geral. Além de
aumentar a captagcdo de glutamato extracelular, GTP, GDP, GMP e guanosina

inibiram a captagdo de glutamato pelas vesiculas sinapticas in vitro (Tasca et al.,
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2004), mostrando também uma interacg&o intracelular entre os derivados de guanina e
a transmissao glutamatérgica. Trabalhos mostram que o efeito maximo na captacéo
de glutamato pela guanosina é de 80% quando comparado com o grupo controle
(Gottfried et al., 2002; Frizzo et al., 2005; Thomazi et al., 2004).

Um estudo mostrou que a captagao de glutamato no estriado de ratos com
idade de 15 meses foi menor quando comparado com ratos de 10 meses. Entretanto
em ratos com 26 meses observou-se um aumento na captagdo desse
neurotransmissor. O autor sugere que este aumento na captacdo em ratos mais
velhos ocorreu devido o processo de astrogliose relacionado com cérebros em idade

avancada (Thomazi et al., 2004).

Por mais que GMP e GTP também tenham obtido efeito na captagdo de
glutamato em cultura de astrécitos, a adigdo dos dois nucleotideos e da guanosina
simultaneamente n&o resulta em somatdria do aumento da captagdo de glutamato
(Frizzo et al., 2003). Além disso, um analogo do GTP (GMP-PNP), que é fracamente
hidrolisavel, ndo conseguiu estimular a captacdo de glutamato em cultura de
astrécitos, e o efeito de GMP foi inibido quando a cultura recebeu um pré-tratamento
com um inibidor da ectonucleotidase (AOPCP). Isso mostra, mais uma vez, que a

acgao dos nucleotideos de guanina ocorre devido a conversao em guanosina.

Em fatias de cortex, a ativagdo da captagdo de glutamato pela guanosina
apenas ocorreu quando altas concentragcdes de glutamato (100 uM) estavam
presentes no meio de incubagao, sugerindo um papel da guanosina na manutencgao
das concentragbes de glutamato abaixo de niveis excitotoxicos. Quando em condigéo
de hipdxia e isquemia, a guanosina também aumentou a captagcdo de glutamato
(Frizzo et al., 2002).

Complementando a agao da guanosina na captacéo de glutamato, a adenosina
€ capaz de inibir a liberagdo do mesmo (Peris et al., 1985; Rudolphi et al., 1992). Uma
vez que a guanosina induz liberagdo de adenosina (Rathbone et al., 1999), esses

dois nucleosideos podem agir conjuntamente no controle da excitotoxicidade.

Sabe-se que apds danos causados por isquemia uma quantidade significativa
de glutamato € liberada, resultando em numa superestimulagdo do sistema

glutamatérgico e, consequentemente, dano celular (Frizzo et al., 2002; Lee et al.,,
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1999). Entretanto o tratamento com guanosina reduziu esses niveis de glutamato

extracelular e preveniu o aumento da morte celular (Frizzo et al., 2002).

Mostrou-se que a captagdo de glutamato é afetada em encéfalos em processo
de envelhecimento (Segovia et al., 2001) e que espécies reativas de oxigénio (ERO)
geradas por H»O; inibem captacdo de glutamato em cultura de astrécitos devido a
oxidagao dos transportadores (Trotti et al., 1997). Corroborando com o trabalho citado
anteriormente, astrécitos em cultura “mais velhos” (altos niveis de GFAP) foram mais
suscetiveis a H,O, e ndo foram modulados pela guanosina na captagao de glutamato,
ao contrario dos astrocitos “mais jovens” (baixos niveis de GFAP) (Gottfried et al.,
2002). Entretanto, a guanosina nao protegeu contra o dano oxidativo gerado pelas
ERO, sugerindo que a neuroprote¢do da guanosina contra a excitotoxicidade nao

envolve efeito antioxidante.

Como a captacao de glutamato pelos astrocitos € o principal mecanismo para
finalizar a agao deste neurotransmissor na fenda sinaptica, a sua estimulacédo pela
guanosina deve ser um processo importante na regulagcdo da transmissao
glutamatérgica, especialmente em condigdes de excitotoxicidade (Chen & Swanson,
2003).

Efeitos neurotroficos

GTP e guanosina possuem efeitos troficos comuns, estimulando a
proliferagdo de diversos tipos celulares, como astrocitos e microglia (Rathbone et al.,
1992b e 1992b; Ciccarelli et al 2000b), estimulando a sintese e a liberagdo de
fatores tréficos pelos astrécitos (Middlemiss et al., 1995), o crescimento de neuritos
de células PC12 (Gysbers e Rathbone, 1992), promovendo o crescimento de
astroblastos (Kim et al., 1991) e estimulando o crescimento axonal in vitro (Rathbone
et al., 1992a).

Ciccarelli et al (2000b) mostrou que o efeito mitogénico do GTP foi
independente de sua conversdo para guanosina, uma vez que seu analogo

fracamente hidrolisavel obteve efeitos maiores que o do GTP. Além disso, verificou-
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se que uma parte da agdo da guanosina foi mediada pela agcdo de adenosina
enddégena em receptores extracelulares P1 (Ciccarelli et al., 2000b).
Sendo assim, os derivados de guanina possuem fung¢des troficas importantes,

para o desenvolvimento e manutengao de células neuronais (Rathbone et al., 1999).

Metabolismo da dopamina (DA)

Estudos mostrando que a adenosina inibe a sintese e a liberagdo de dopamina
dos seus botdes terminais (Harms et al.,, 1979), que a concentragdo estriatal de
adenosina teve um decréscimo de 25% apos lesdo com 6-OHDA da via nigroestriatal
em ratos (Wojcik et al., 1983) e que concentra¢des de xantina e acido homovanilico
estavam alteradas no fluido cerebroespinhal de pacientes com a DP (LeWitt et al,
1992) levaram a questionamentos sobre a correlagdo entre o metabolismo das

purinas e da dopamina.

Sabendo que a deplegcdo da via nigroestriatal nos pacientes com a DP é
acompanhada por um compensatério aumento da renovagéo (turnover) de dopamina
pelos neurdnios remanescentes (Mogi et al., 1988), Loeffler estudou a relagédo entre o
turnover de dopamina e as concentragdes de purinas no estriado. Coelhos tratados
com reserpina e L-dopa, que aumentam o turnover da dopamina, tiveram os niveis
estriatais de guanosina diminuidos e de guanina aumentados (Loeffler et al., 1997). O
autor sugere, entdo, uma interacdo entre o metabolismo purico e da dopamina,

entretanto ndo é conhecido o mecanismo envolvido (Loeffler et al.,1997, 2000).
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2. Objetivos

Tendo em vista que as purinas derivadas da guanina, principalmente GMP e
guanosina, apresentam perfis neuroprotetores similares, em varios protocolos, tanto
in vivo quanto in vitro (Frizzo et al., 2002) e que o efeito do GMP parece ser devido a
sua conversdo para guanosina (Frizzo et al., 2002), o nosso objetivo foi investigar os
efeitos de uma administracdo oral crénica de guanosina no modelo animal de

hemiparkinsonismo induzido por 6-OHDA.
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3. Material e Métodos

3.1 Infusdo de 6-OHDA e tratamento com guanosina

Ratos Wistar machos (250-350g, 100-115 dias de idade) receberam uma
solugdo de 0,5 mg/ml de guanosina (n=20) ou agua destilada (n=16) durante 4

semanas.

ApOs as duas primeiras semanas de tratamento, foram submetidos a cirurgia
estereotaxica, conforme a literatura (Mukhida et al., 2001), através da qual
receberam a infusdo de 6-OHDA (3 nug/ul, 16,5 ng, 5,5 ul) no feixe prosencefalico
medial direito a fim de promover a morte dos neurbnios dopaminérgicos da via
nigroestriatal. Como consequéncia dessa lesdo unilateral, ha uma assimetria na
transmissao dopaminérgica entre os hemisférios, evidenciada pelo comportamento

rotacional registrado em testes comportamentais que seréo explicados a seguir.

Para a realizagdo das infusdes, utilizamos agulha ligada a uma microsseringa
de 10 pl (Hamilton, 701 N) e uma bomba de infusao (Insight). A agulha foi mantida no
encéfalo por 4 min apds cada infusdo para permitir a difusdo da droga. Os ratos
receberam cuidados pos-operatorios até acordarem e foram entdo colocados de volta

as suas caixas.

3.2 Teste Comportamental

Duas semanas apos o final do tratamento, os animais foram submetidos ao
Teste de Motricidade sobre Grade (TMG, abreviatura do inglés Footfault test), que
consiste em uma grade elevada a 76,5 cm (80 x 60 cm, aberturas de 3 x 3 cm) (Modo
et al., 2000). Os animais foram habituados a sala de comportamento por 30 minutos
antes do teste. Foram, ent&do, colocados no centro da grade onde permaneceram
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durante 3 minutos para explora-la livremente. Registrou-se a ocorréncia de

comportamento rotacional induzido pelo contexto (Silvestrin et al., 2009).

Uma semana apos o TMG, os animais foram desafiados com metilfenidato
(MF) na dose de 20 mg/kg. Apds a habituacao na sala de comportamento durante 30
minutos, os ratos receberam injeg¢ao intraperitonial (i.p.) da droga, e, entdo, foram
colocados numa arena circular por 30 minutos. O numero de rotagdes ipsilaterais a

les&o foi registrado.

3.3 Imunohistoquimica para tirosina-hidroxilase (TH)

Os animais foram mortos por decapitagcdo. Analises imunoistoquimicas do
conteudo de tirosina-hidroxilase para quantificacdo da lesdo foram realizadas de
acordo com a literatura (Castaneda et al., 2005), com pequenas modificagdes. A
enzima tirosina-hidroxilase é limitante no processo de sintese da dopamina e catalisa
a hidroxilacdo de L-tirosina para DOPA (Dunkley et al., 2004), podendo ser utilizada

como um marcador de neurénios dopamineérgicos.

Os animais foram anestesiados com uma mistura de cetamina (0,7 ml/kg) e
xilazina (0,6ml/kg) e perfundidos transcardialmente com 150 mL de solu¢do de NaCl
0,9% seguidos de 150 mL de solugdo de paraformaldeido 4%. Apos a perfuséo, os
encéfalos foram isolados e mantidos em geladeira, mergulhados em solugéo de
paraformaldeido 4% por 12 horas. Apds esse periodo, os encéfalos foram colocados
em solugdo de sacarose 30% permanecendo em geladeira até submersdo completa.
Os encéfalos foram aclimatizados e seccionados a -20°C em criostato (Leica
Microsystems GmbH) para a obtencgéo de fatias do mesencéfalo em secg¢des coronais
de 45 um, as quais foram colocadas em tampé&o salina-fosfato (PBS). As fatias foram
lavadas cinco vezes em PBS filtrado, sendo que cada lavagem permaneceu cinco
minutos em agitador a temperatura ambiente. Apos as lavagens, as fatias foram
incubadas em anticorpo policlonal de coelho anti-tirosina-hidroxilase 1:750 (AB 152,
Chemicon International) a temperatura ambiente e por 18 horas. As fatias foram
novamente lavadas cinco vezes e, entdo, incubadas com anticorpo secundario (anti-

coelho) fluorescente (AlexaFluor 568 A11036, Molecular Probes, USA) a temperatura
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ambiente durante 1 hora. Seguido a nova lavagem com PBS filtrado, as fatias foram
colocadas entre lamina e laminula com Fluorsave (Calbiochem, USA) para evitar a
perda da fluorescéncia e observadas em microscopio. Analisaram-se as imagens
obtidas usando o programa Scion Image para Windows, através do pareamento da
quantidade de neurdnios positivos para TH de ambos os hemisférios, considerando o
lado nado lesionado com 100% de células TH-positivas. Foram feitas duplicatas de

cada rato.

3.4 Analise estatistica

Para verificar a diferenga na presenca de rotagdes no TMG entre os grupos
tratado (guanosina) e controle, realizamos o teste exato de Fisher. Também foi
realizado o teste t para amostras independentes a fim de verificar a diferenga do grau

de leséo entre os grupos. Foi adotado p < 0,05 para significancia estatistica.
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Treze dos 16 animais do grupo controle mostraram comportamento rotacional

espontaneo no TMG, o que diferiu dos animais do grupo tratado, onde somente 9 dos

20 animais mostraram o mesmo comportamento (Teste Exato de Fisher, P=0,041)

(Tabela 1).Entretanto, nas rotagcdes induzidas por metilfenidato 20 mg/kg, ndo houve

uma diferenga significativa no numero de giros entre os grupos controle e tratado

(Teste t para amostras independentes, P = 0,716, grupo controle, n=16; grupo

tratado, n=20)(Fig.4).

Encontramos uma tendéncia para uma menor perda dos neurdnios nigrais

positivos para TH nos animais tratados com guanosina, quando comparados aos

controles (teste t independente, P=0,064, grupo controle, n=8, 90%+/-5, média +/-

E.P.; grupo tratado, n=5, 70% +/- 11) (Fig.5 e Fig. 6).

Tabela 1. Correlagdo entre tratamento e comportamento rotacional no teste de motricidade

elevada. Teste Exato de Fisher, p = 0,041.

Comportamento rotacional espontineo no Tratamento

Teste de Motricidade sobre Grade (TMG) Guanosina Controle foul
Sim 9 13 22
Nao & 3 14
Total 20 16 36




Rotacoes MP 20mqg/kg

£ ann

= 200 -

L 00 O Controle
E 100 B Guanosing
e

S 0

Tratamento

Figura 4. Rotagdes com metilfenidato nos grupos controle e guanosina. Teste t
para amostras independentes (P= 0,716; média +/- E.P.; grupo controle, n=16;
grupo tratado, n=20).
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Figura 5. Comparagéo da perda de células TH-positivas na parte compacta da
substancia negra entre os grupos Controle e Tratado (Guanosina). Teste t
independente, p=0,064.
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Figura 6. Imunoistoquimica mostrando a diminuicdo de células TH positivas na
substancia negra ipsilateral a lesdo causada pela infusdao de 6-OHDA (lado direito)
em um rato tratado com guanosina e outro do grupo controle.
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5. Discussao

Os resultados dos experimentos mostram que a guanosina previne, em alguns
animais lesionados com 6-OHDA, o padrdo comportamental de rotagbes induzidas
pelo contexto no TMG, mas ndo quando induzidas por MF 20 mg/kg. Além disso,
através da imunoistoquimica, verificamos que a guanosina pode ter um efeito
neuroprotetor no modelo animal da DP induzido por 6-OHDA, uma vez que
encontramos uma tendéncia a uma menor diminui¢do do conteudo de TH nos animais
tratados com guanosina quando comparados aos controles. Esse efeito pode tornar-

se mais evidente se aumentarmos o numero amostral.

As rotacdes induzidas pelo TMG foram analisadas considerando-se apenas a
sua presencga ou nao, o que diferiu da analise das rotagdes induzidas por MF 20
mg/kg, as quais foram registradas quanto ao numero de ocorréncia por rato. Essa
diferenga na analise dos dados deve-se a resultados anteriores do nosso grupo que
mostraram que somente animais com alto grau de lesdo podem rodar no TMG, mas
que o numero de rotagdes, a principio, ndo € importante (Silvestrin et al., 2009). O
mesmo nao acontece no desafio de MF; entretanto, tal teste, provavelmente, apenas
detecte diferentes faixas de grau de lesdes, e nao lesdes ligeiramente proximas. Vale
destacar que isto acontece com o teste de anfetamina, cujo mecanismo de deteccéo
de leséo é similar ao do MF (Hefti et al., 1980). Portanto, a diferenga vista entre os
testes deve ter ocorrido devido a uma possivel diferenga entre o grau de leséo
necessario para a ocorréncia de rotagcées no TMG e aquele necessario apés desafio
com MF 20 mg/kg para induzir diferentes intensidades de rotagbes. Sabe-se que o
TMG é capaz de detectar animais lesionados quando ha perda de aproximadamente
86% dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc (Silvestrin et al., 2008), enquanto que o
MF 20 mg/kg pode detectar menor grau de lesdo, o que justifica a ineficiéncia dele em
distinguir animais com diferentes graus de lesdo entre os grupos no nosso
experimento, que foram largamente lesionados, conforme mostrado pelos nossos

resultados preliminares de imunoistoquimica.

O efeito da guanosina nas rotagdes no TMG e no MF 20 mg/kg provavelmente

ndo se deve a interferéncia motora, uma vez que a guanosina ndo afeta o
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desempenho locomotor no “rotarod” e no teste do campo aberto (Lara et al.,2001;
Vinade et al.,2003).

A excitotoxicidade parece ser uma via final comum as diferentes causas da
degeneragao dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc na DP, propagando-se por
outros grupos de neurdnios posteriormente (Fornai et al., 1997). Além disso, verificou-
se que as concentragdes de algumas purinas no liquor estdo alteradas em pacientes
com a DP (LeWitt et al, 1992) e que o metabolismo da dopamina deve estar
relacionado com o das purinas (Loeffler et al.,1997, 2000), o que sugere um provavel
envolvimento destas no processo patoléogico da DP. Estudos mostram que a
guanosina protege contra danos excitotéxicos (Schmidt et al., 2000; Lara et al., 2000),
provavelmente devido a um papel fundamental na captura de glutamato quando os
niveis desse neurotransmissor encontram-se em condi¢cdes toxicas para as células
neurais (Frizzo et al., 2002). Uma vez que a administragdo oral de guanosina resulta
em um aumento de duas vezes na concentragdo de guanosina no liquor (Vinadé et
al., 2005), a concentracdo extracelular desse nucleosideo deve ter aumentado nos
nucleos da base do grupo de animais que recebeu o nosso tratamento, possivelmente

exercendo seus efeitos neuroprotetores nas células TH-positivas da SNpc.

Estudos adicionais sdo necessarios para entender os mecanismos pelos quais
a guanosina diminui a assimetria motora no TMG, bem como a possivel agao
neuroprotetora evidenciada pela imunoistoquimica. Uma vez que ja foi demonstrada
uma reducdo da quantidade de transportadores de glutamato localizados na glia
(GLT1 e GLAST) do corpo estriado de ratos submetidos a lesdo por 6-OHDA (Chung
et al., 2008), e que a guanosina é capaz de aumentar a captacédo de glutamato por
astrécitos em cultura e em fatias de cortex (Frizzo et al., 2001, 2002, 2003), nosso
proximo objetivo de estudo é avaliar a sua agao, via tratamento oral, na captacao de
glutamato em corpo estriado de ratos submetidos a lesdo por 6-OHDA. Em
acréscimo, pretendemos finalizar o experimento de imunoistoquimica, de forma a

confirmar o provavel efeito neuroprotetor da guanosina.
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