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Resumo 

A Doença de Parkinson (DP) é uma doença multifatorial. Seu tratamento é 

apenas sintomático, o que salienta a importância do estudo de novas terapias. Há 

evidências de que a excitotoxicidade atribuída ao aumento da atividade 

glutamatérgica nos núcleos da base seja uma das causas da DP. A guanosina 

extracelular tem efeitos sobre parâmetros glutamatérgicos e é neuroprotetora: 

quando administrada oralmente, ela protege ratos contra convulsões induzidas por 

ácido quinolínico, bem como protege fatias de hipocampo submetidas à combinação 

de hipóxia e hipoglicemia. O objetivo do trabalho foi investigar os efeitos do consumo 

crônico 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 

solução de guanosina 0,5mg/ml (n=20) ou água destilada (n=16) para beber durante 

4 semanas. Após as duas primeiras semanas de tratamento, receberam infusão de 

6-OHDA (5,5 µl, 3 µg/µl) no feixe prosencefálico medial direito. Depois de 2 semanas 

do término do tratamento, os animais foram submetidos ao Teste de Motricidade 

sobre Grade (TMG), com duração de 3 minutos e, após uma semana, foram 

desafiados com metilfenidato (MF) 20 mg/kg, durante 30 minutos, para verificarmos 

o grau de lesão dos animais. Imunoistoquímica para tirosina hidroxilase (TH) em 

células nigrais também foi realizada.Treze de 16 animais do grupo controle 

apresentaram comportamento rotacional ipsilateral espontâneo 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, não verificamos uma diminuição do número das rotações induzidas por 

MF 20 mg/kg em animais tratados com guanosina, quando comparado com o grupo 

controle (Teste t para amostras independentes, P = 0,716). Houve tendência a uma 

menor perda de neurônios positivos para TH na parte compacta da substância negra 

no grupo tratado com guanosina (teste t para amostras independentes, p=0,064; 

grupo controle, n=8, 90%±5, média±E.P.; grupo tratado, n=5, 70%±11). Podemos 

concluir, a partir desses resultados, que a guanosina reverte a expressão 

comportamental no TMG típica de animais lesionados com 6-OHDA e, talvez, 

diminua a morte de células nigrais positivas para TH. 

Palavras-chave: Doença de Parkinson; Excitotoxicidade; Purinas; Guanosina. 
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1. Introdução 

 

1.1 Doença de Parkinson 

  

A Doença de Parkinson (DP) é caracterizada pela degeneração progressiva 

dos neurônios dopaminérgicos da parte compacta da substância 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 são inclusões eosinofílicas formadas por agregados protéicos 

intracitoplasmáticos, principalmente de alfa-sinucleína. Porém, não se sabe se essas 

estruturas estão relacionadas com a causa ou consequência da DP.  

Os pacientes com DP apresentam sintomas principalmente motores, mas 

também não motores. Dentre os sintomas motores destacam-se: dificuldade em 

iniciar os movimentos (acinesia), lentidão dos movimentos (bradicinesia), tremor em 

repouso, principalmente das mãos e da mandíbula, alteração da escrita e da fala e 

rigidez do tônus muscular. Os sintomas não motores, como distúrbios do sono, 

depressão e déficits cognitivos, são consequências da morte de neurônios em outras 

regiões do encéfalo (Braak et al., 2003). Os sintomas aparecem a partir de 50% da 

perda dos neurônios dopaminérgicos da SNpc e redução de 80% nos níveis 

dopaminérgicos estriatais (Deumens et al., 2002). 

São conhecidas duas formas da doença: a esporádica e a familiar. A DP 

esporádica afeta 95% dos pacientes, atingindo pessoas com mais de 50 anos. É um 

distúrbio multifatorial, cujas causas ainda não são conhecidas, entretanto sabe-se que 

fatores genéticos e possíveis mecanismos como estresse oxidativo, disfunção 

mitocondrial, excitotoxicidade glutamatérgica, proteínas mal-enoveladas e 

neuroinflamação estão envolvidos na degeneração dos neurônios dopaminérgicos 

(Esposito et al., 2007; Yuan et al., 2007). Estudos com fluído cerebroespinhal de 

indivíduos com DP sugerem que anormalidades nas purinas também podem estar 

presentes nessa doença (LeWitt et al., 1992).  A forma familiar afeta 5% dos 

pacientes e está relacionada com mutações em genes como o da alfa-sinucleína 

(PARK1), parkina (PARK2), DJ-1 (PARK7), PINK1 (PARK6) e LRRK2 (PARK8). A 
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relação entre os genes das duas formas da DP é incerta, entretanto as patofisiologias 

compartilhadas sugerem o envolvimento de mecanismos patogênicos comuns (Hardy 

et al., 2003). 

 A substância negra, através da via nigroestriatal, libera dopamina no corpo 

estriado, sendo um dos moduladores da atividade dos núcleos da base. A expressão 

“núcleos da base” refere-se a vários núcleos subcorticais, incluindo o corpo estriado 

(caudado e putâmen), a parte externa do globo pálido (GPe), a parte interna do globo 

pálido (GPi), o núcleo subtalâmico (STN) e a sustância negra compacta e reticulada 

(Svenningsson et al., 1999). Esses agrupamentos neuronais são importantes para o 

controle e iniciação dos movimentos (Marsden et al., 1994), uma vez que promovem 

um controle supervisor da atividade dos neurônios motores superiores (Purves, 

Neurociência, 2005).  

 A circuitaria dos núcleos da base se origina em múltiplas áreas corticais 

(sensoriais e motoras) e termina, após a retransmissão pelos núcleos da base e do 

tálamo, em áreas motoras e pré-motoras do lobo frontal. Os núcleos da base 

desempenham um papel permissivo ao movimento, uma vez que promovem uma 

inibição tônica do tálamo, sendo a sua desinibição necessária para o início de um 

movimento (Purves, Neurociência, 2005).  

 Os neurônios do corpo estriado recebem muitas aferências, predominando as 

aferências glutamatérgicas de áreas corticais, límbicas e talâmicas, e as aferências 

dopaminérgicas do mesencéfalo, tanto da parte compacta da substância negra 

quanto da área tegmental ventral. Enquanto as sinapses glutamatérgicas servem para 

engatilhar os circuitos estriatais, as sinapses dopaminérgicas têm um papel 

modulatório crucial, regulando a neurotransmissão glutamatérgica (Schiffmann et al., 

2007). 

 As projeções dos neurônios espinhosos médios do corpo estriado ao segmento 

interno do globo pálido (GPi) e à parte reticular da substância negra (SNr) constituem 

uma “via direta” e causam uma desinibição dos neurônios do tálamo. Uma segunda 

via serve para aumentar o nível de inibição tônica do tálamo e é chamada de “via 

indireta”, uma vez que ainda há a participação de mais um componente dos núcleos 

da base, o segmento externo do globo pálido (GPe) (Fig.1). Como os neurônios 

glutamatérgicos do tálamo facilitam a estimulação de movimentos via córtex, o 
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resultado da via indireta é uma redução e da via direta uma acentuação do 

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

 

 

Figura 1: Esquema da circuitaria dos núcleos da base. Em verde, a via direta; em vermelho, a 
via indireta (Adaptado de Bear. Neurociências: Desvendando o Sistema Nervoso. 3a edição).  

 

 Os neurônios espinhosos médios do corpo estriado possuem dois principais 

tipos de receptores para dopamina, D1 e D2. Postula-se que a dopamina possa excitar 

os neurônios que expressam receptores de dopamina do tipo D1 na via direta e inibir 

os neurônios que expressam receptores do tipo D2 da via indireta, causando uma 

diminuição do efluxo inibitório dos núcleos da base no tálamo (Purves, Neurociência, 

2005; Richardson et al., 1997). A morte dos neurônios dopaminérgicos da substância 

negra leva a uma atividade anormal dos núcleos da base, sendo responsável pelos 

sintomas motores da DP. 

 O modelo descrito acima tem sido bastante útil em estudos da anatomia e 

funções da circuitaria dos gânglios da base, mas representa, claramente, uma visão 

simplificada. Muitas conexões potencialmente importantes entre os núcleos da base e 

o tronco encefálico ou núcleos talâmicos não são incluídas nesse modelo. Além 

disso, a separação das vias estriatais em direta e indireta não são absolutas (Galvan 

et al., 2008).  
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 Modelos animais baseados em toxinas que mimetizam os sintomas da DP têm 

sido bastante empregados em estudos. Uma das neurotoxinas utilizadas é a 6-

hidróxi-dopamina (6-OHDA), que é captada por corpos celulares e fibras de neurônios 

dopaminérgicos e noradrenérgicos. Sua neurotoxicidade é baseada no efeito inibitório 

sobre as enzimas da cadeia respiratória mitocondrial (complexos I e IV) (Deumens et 

al., 2002), bem como na produção de radicais livres (Inden et al., 2005).   

 Ainda não existem tratamentos capazes de impedir ou diminuir a degeneração 

dos neurônios dopaminérgicos. Os tratamentos disponíveis, como administração de 

levodopa (precursor de dopamina), agonistas de dopamina e inibidores da enzima 

monoamina oxidase-B, são apenas sintomáticos e agem promovendo a manutenção 

dos níveis dopaminérgicos. Tais tratamentos não têm plena eficácia e geram efeitos 

colaterais. 

 

1.1.1 Excitotoxicidade 

 

 O glutamato é o neurotransmissor excitatório mais abundante no SNC de 

mamíferos (Watkins e Evans, 1981) e nos núcleos da base (Greenamyre e Porter, 

1994), e, entre outras funções, participa de projeções motoras do córtex para os 

núcleos da base (corpo estriado, STN e SNpc), medula espinhal e tálamo e dos 

núcleos da base para o tálamo (Albin et al., 1989; Doble et al., 1999). Sendo assim, 

um mau funcionamento desse sistema pode prejudicar a atividade dos núcleos da 

base. 

 Existem evidências de que projeções dopaminérgicas da SNpc a outras 

regiões dos núcleos da base exercem função regulatória no padrão de disparos de 

algumas vias glutamatérgicas. A redução de impulsos nervosos de neurônios 

dopaminérgicos ao estriado resulta numa super ativação do núcleo subtalâmico 

(STN), causando um aumento na liberação de glutamato na SNpc, a qual é rica em 

receptores AMPA e NMDA (Rodriguez et al., 1998). Existe a hipótese de que esse 

aumento de disparos do STN serviria para aumentar a liberação de dopamina dos 

neurônios dopaminérgicos sobreviventes, mantendo a homeostase dopaminérgica 
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(Bezard et al., 1999), entretanto uma contínua liberação aumentada de glutamato 

pode ativar a cascata da excitotoxicidade.  

 A excitotoxicidade refere-se ao processo de morte neuronal causada por 

prolongada ativação de receptores glutamatérgicos (Doble et al., 1999). Isso pode 

ocorrer devido à excessiva liberação de glutamato na fenda sináptica, falha na 

remoção de glutamato da fenda sináptica ou disfunção da inibição de neurônios 

glutamatérgicos por neurônios GABAérgicos (Olney et al., 1990).   

  A morte celular devido à excitotoxicidade envolve prolongada despolarização 

dos neurônios, mudanças nas concentrações intracelulares de cálcio e a ativação de 

mecanismos enzimáticos e nucleares da apoptose. A ativação de receptores AMPA e 

NMDA está relacionada com o início desse processo. A persistente despolarização 

dos neurônios devido às altas concentrações extracelulares de glutamato leva a uma 

cascata de eventos celulares que irão resultar na morte celular. Esses eventos podem 

ser dependentes do influxo de sódio, dependentes do influxo de cálcio e dependentes 

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

 O influxo de sódio, juntamente com a entrada de cloro, irá levar ao acúmulo de 

água dentro da célula, levando ao inchaço celular. Pode ocorrer a lise do neurônio e, 

consequentemente, liberação de seus constituintes, entre eles o glutamato, caso o 

estímulo despolarizante não seja retirado (Choi et al., 1987). 

 O aumento das concentrações de cálcio intracelular decorrente do influxo 

através de canais de cálcio dependentes de voltagem, receptores NMDA e do 

estoque celular no retículo endoplasmático (Mody e MacDonald et al., 1995; Ruiz et 

al., 2009), estimula a atividade de enzimas dependentes de cálcio, como proteases, 

lípases e nucleases. Isso leva a morte celular por necrose por diferentes vias, 

incluindo disfunção mitocondrial, alterações no citoesqueleto e rompimento da 

membrana (Greenamyre, 2001). Além disso, o aumento de cálcio na célula irá causar 

a exocitose das vesículas contendo glutamato nas terminações nervosas, 

aumentando as concentrações extracelulares do neurotransmissor excitatório (Doble 

et al., 1990). Em cultura de células, a remoção do cálcio extracelular previne contra a 

neurotoxicidade gerada por glutamato (Choi et al., 1985), o que mostra o papel 

fundamental do aumento das concentrações de cálcio na célula para o processo de 

excitotoxicidade.  
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 Durante o processo de excitotoxicidade, há um aumento das concentrações 

extracelulares de glutamato decorrentes da lise celular, da exocitose das vesículas 

sinápticas dependente de cálcio e do transporte lento ou reverso do glutamato 

subseqüente à despolarização. As altas concentrações extracelulares de glutamato 

irão, então, difundir o processo de excitotoxicidade a outros neurônios (Doble et al., 

1990). 

 Outra forma de toxicidade induzida por glutamato consiste na habilidade desse 

neurotransmissor de induzir a formação de espécies reativas de oxigênio no neurônio, 

uma vez que ele inibe a captação de cistina, que é importante para a síntese 

intracelular de glutationa (Greenamyre, 2001). 

 A hipótese de excitotoxicidade indireta diz que o glutamato também pode 

tornar-se tóxico em concentrações normais (Novelli et al., 1988; Zeevalk e Nicklas, 

1990; Greene e Greenamyre, 1996). Conforme essa hipótese, qualquer processo que 

prejudique a capacidade do neurônio em manter o seu potencial de membrana, como 

um defeito na mitocôndria, resultaria na vulnerabilidade do neurônio às concentrações 

extracelulares fisiológicas de glutamato. Esta hipótese possui grande importância 

para estudos com a DP, devido à evidência de disfunção mitocondrial nesse distúrbio. 

Quando a produção de ATP é afetada devido ao mau funcionamento da mitocôndria, 

a bomba Na/K-ATPase, responsável por manter o potencial de membrana, irá 

diminuir a troca de sódio/potássio, resultando numa tendência à despolarização da 

membrana. Isso irá aumentar a probabilidade de canais de sódio e cálcio 

dependentes de voltagem abrirem-se e ocorrer o potencial de ação em resposta a um 

estímulo (Riepe et al., 1995). Além disso, a despolarização da membrana irá permitir 

que os receptores NMDA sejam ativados por glutamato, iniciando uma cadeia 

excitotóxica. Acrescentando-se, o mau funcionamento da bomba NA/K-ATPase irá 

aumentar a concentração intracelular de sódio, diminuindo o gradiente eletroquímico 

de sódio através da membrana neuronal e prejudicando mecanismos dependentes de 

sódio, como a captação de glutamato pelos transportadores (Gemba et al., 1994; 

Roettger e Lipton, 1996).  

 Assim como em outras doenças neurodegenerativas, é provável que nenhum 

mecanismo isolado possa causar a morte neuronal na DP, e a excitotoxicidade 

parece ser uma via final comum às diferentes causas do dano neuronal (Fornai et al., 
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1997). Sabe-se que existe uma alteração na distribuição e densidade de receptores 

glutamatérgicos em pacientes com a DP (Greenamyre, 2001) e que vias 

glutamatérgicas estão alteradas devido à depleção dos neurônios dopaminérgicos da 

via nigroestriatal: a atividade dos neurônios do STN, que envia projeções para a 

SNpc, e da via corticoestriatal está aumentada (Bergman et al., 1990; Meshul et al., 

1999), enquanto que a atividade dos neurônios talamocorticais está diminuída 

(Ceballos-Baumann et al., 1994). 

 Recentemente, um trabalho investigou a contribuição da excitotoxicidade 

glutamatérgica em um modelo animal da DP, assim como os mecanismos de 

neurodegeneração envolvidos (Meredith et al. 2009). Esse foi o primeiro estudo 

mostrando alteração da homeostase de glutamato na SNpc em modelo da DP em 

ratos. Tanto autofagia quanto apoptose foram relacionadas à excitotoxicidade 

glutamatérgica nesse modelo.   

 Além da SNpc, o estriado também parece estar envolvido no processo de 

excitotoxicidade. Verificou-se uma downregulation na expressão das proteínas dos 

transportadores de glutamato GLT1 e GLAST nessa região após lesão por 6-OHDA 

(Chung et al., 2008), o que, potencialmente, leva a um aumento de glutamato 

extracelular. Outro estudo mostrou que há um aumento de duas vezes no nível 

extracelular basal de glutamato no estriado um mês após infusão de 6-OHDA 

(Meshul et al., 1999), o que pode estar relacionado com uma atividade 

glutamatérgica aumentada no córtex e no tálamo (Calabresi et al., 1993; Blandini et 

al., 1996a,b; Onn et al., 2000; Greenamyre, 2001) e com uma ativação aumentada 

do STN (Centonze et al., 2005). 

  

1.2 Sistema purinérgico 

 

O sistema purinérgico é formado, principalmente, pelas bases púricas adenina 

e guanina, nucleotídeos de adenina (ATP, ADP, AMP), nucleosídeo adenosina, 

nucleotídeos de guanina (GTP, GDP, GMP), nucleosídeo guanosina, metabólitos 

xantina e hipoxantina, ácido úrico, nucleosídeo inosina, receptores, transportadores e 

enzimas. As bases púricas são os principais constituintes do ADN e do ARN. 
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Nucleotídeos púricos, principalmente ATP, estão envolvidos em processos 

bioquímicos internos e transferência de energia na célula, enquanto que os 

nucleotídeos cíclicos GMPc e AMPc agem como segundo mensageiros na 

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

O metabolismo das purinas nos mamíferos é muito complexo, sendo assim, a 

guanosina pode ser produzida de diversas maneiras, tanto pela síntese de novo, 

quanto por rotas de recuperação de purinas (Fig. 2). Com isso, existe uma 

interconversão entre os derivados de guanina e adenina. 

Tradicionalmente, os derivados de guanina estão relacionados a processos 

intracelulares, como transdução de sinal por proteínas G. Além disso, eles também 

estão sendo estudados por exercer efeitos extracelulares como modulação da 

atividade glutamatérgica (Baron et al., 1989; Schmidt et al., 2000), efeitos 

comportamentais (Roesler et al., 2000.) e efeitos tróficos em células neurais 

(Ciccarelli et al., 2001). 

 

Figura 2: Esquema ilustrando vias metabólicas purinérgicas. A base nitrogenada guanina pode ser 

gerada pela hidrólise do guanilato em guanosina, seguido pela remoção de ribose pela purina 

nucleosídeo 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 é um nucleosídeo púrico, formada pela ligação N-glicosídica da 

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

 

 

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

 

 Algumas ações da guanosina extracelular podem ser mediadas 

intracelularmente a partir da sua captação, mas muitos efeitos tróficos de derivados 

de guanina não são afetados por inibidores da captação de nucleosídeos (Gysbers & 

Rathbone, 1992). Outras funções da guanosina extracelular podem ser mediadas 

pela liberação de derivados de adenina, que possui ação autócrina e parácrina 

(Ciccarelli et al., 2000a), entretanto muitos dos efeitos dos derivados de guanina 

extracelular persistem na presença de antagonistas para receptores purinérgicos P1 e 

P2 (Frizzo et al., 2001; Gysbers & Rathbone,1992; Tasca & Souza, 2000). Deve 

haver, então, um modo diferente desse nucleosídeo modular atividades de neurônios 

e astrócitos. 

 Gysbers et al. (2000) achou que células PC12 expressam sítios de ligação 

específicos para GTP na superfície da membrana celular, que não se ligam a ATP. 

Traversa et al. (2002) publicou o primeiro estudo mostrando evidências diretas da 
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presença de um sítio de ligação de alta afinidade para o nucleosídeo marcado 

radioativamente [3H]-guanosina em preparação de membrana cerebral de rato, e 

acredita-se que esse sítio seja um receptor de guanosina. Não menos importante, 

[3H]-guanosina não se ligou a receptores de glutamato, mostrando que sua ação na 

modulação da atividade glutamatérgica não ocorre através desse mecanismo.   

Além disso, nem guanosina nem GTP ligaram-se com alta afinidade à 

receptores de derivados de adenina (Muller & Scior, 1993), sugerindo que os 

derivados de guanina possuem diferentes alvos celulares do que os derivados de 

adenina. 

 

Liberação e metabolismo de derivados de guanina  

 

Os astrócitos são a principal fonte de purinas no encéfalo tanto em condições 

fisiológicas quanto patológicas (Ciccarelli et al., 1999). Eles estão envolvidos em 

diversas funções fisiológicas, como desenvolvimento neuronal, atividade sináptica, 

controle homeostático do meio extracelular, e também em danos encefálicos (Chen & 

Swanson, 2003).   Além de liberarem neurotransmissores como o glutamato, eles 

também são capazes de liberar nucleotídeos e nucleosídeos de purinas (Meghji et al., 

1989; Caciagli et al., 1988) em condições normais e devido estímulos elétricos ou 

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

Os derivados de guanina estimulam a liberação de derivados de adenina em 

cultura de astrócitos: GTP aumenta as concentrações extracelulares de nucleotídeos 

de adenina, enquanto que a guanosina aumenta as concentrações extracelulares de 

adenosina (Ciccarelli et al., 1999).O mecanismo pelo qual isso ocorre ainda não é 

bem conhecido. 

 Assim como os neurônios, os astrócitos também participam da captação e do 

metabolismo dos nucleosídeos adenosina e guanosina (Parkinson et al., 2005).  O 

metabolismo das purinas ocorre em parte pelas enzimas nucleotidases e 

ectonucleotidases. Elas catalisam a transformação de nucleotídeos púricos 

trifosfatados em nucleotídeos di e monofosfatados e, no final, em nucleosídeos (GTP 
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� GDP � GMP � guanosina). Além da participação dos astrócitos e neurônios, 

através das nucleotidases, na formação da guanosina, esse nucleosídeo também 

pode ser derivado do metabolismo extracelular. A inibição da atividade da ecto-5’-

nucleotidase em cultura de astrócitos diminui a concentração fora da célula de 

guanosina, indicando a origem extracelular de uma parte desse nucleosídeo (Caciagli 

et al., 2000). 

 

Modulação do sistema glutamatérgico 

 

 Os nucleotídeos de guanina possuem ação inibitória na ligação de glutamato e 

outros agonistas glutamatérgicos em seus receptores. Verificou-se que a estimulação 

da fosforilação da proteína GFAP dependente da ativação de receptores 

metabotrópicos por glutamato estava inibida na presença de nucleotídeos de guanina 

(Tasca et al., 1995), bem como a indução do aumento de AMPc intracelular 

decorrente da ativação de receptores metabotrópicos (Tasca et al., 1998) e a corrente 

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

Achava-se que, agindo via proteína G, GTP era capaz de inibir a ligação de 

neurotransmissores em receptores metabotrópicos e modular a atividade da adenilato 

ciclase, enzima que forma o AMPc através da proteína-G e que leva a uma resposta 

neural (Gudermann et al., 1997). Entretanto, estudos sugerem que a ação dos 

derivados de guanina no sistema glutamatérgico não envolve proteína G. Mostrou-se 

que os nucleotídeos de guanina inibem a ligação de glutamato e seus análogos em 

seus receptores, interagindo em sítios não relacionados com a proteína G, e que a 

atividade da adenilato ciclase é independente desse efeito inibitório (Paz et al., 1994; 

Ramos et al., 1997; Souza & Ramirez, 1991; Rubin et al., 1997;). Entretanto, a 

guanosina não mostrou esse mesmo efeito (Souza & Ramirez, 1991; Porciúncula et 

al., 2002). 

 Sugere-se que a inibição da ligação dos agonistas glutamatérgicos pelos 

derivados de guanina possa ocorrer competitivamente, uma vez que GTP e GDP e 

seus análogos deslocam diferentes agonistas tanto de receptores ligados a proteína 

G, quanto de receptores ionotrópicos (Paz et al., 1994; Baron et al., 1989). Ramos et 
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al. (1997) justifica esse deslocamento devido à sobreposição entre os sítios de 

ligação, presentes na superfície da membrana, dos nucleotídeos de guanina e do 

ácido caínico.  

Acrescentando-se à função na modulação do sistema glutamatérgico, 

derivados de guanina administrados intracerebroventricularmente (i.c.v.) previniram 

convulsões induzidos por ácido quinolínico, uma toxina que superestimula a 

transmissão glutamatérgica (Stone, 2001). Além disso, GMP e guanosina 

administrados intraperitonialmente também preveniram convulsões causadas por 

ácido quinolínico (Schmidt et al., 2000), e, quando administrada oralmente, a 

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

A maioria dos efeitos dos nucleotídeos de guanina no sistema glutamatérgico 

parece ser devido a sua conversão em guanosina. Quando administrado um inibidor 

da ecto-5’-nucleotidase (AOPCP) i.c.v., GMP não preveniu convulsão induzida por 

ácido quinolínico, enquanto que o efeito da guanosina não 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 análagos fracamente hidrolisáveis não foram 

capazes de prevenir as convulsões causadas por ácido quinolínico em ratos (Schmidt 

et al., 2005).  

 

Captação de glutamato 

 

A captação de glutamato pelos transportadores de glutamato dependentes de 

Na+ presentes, principalmente, nos astrócitos é muito importante para a manutenção 

da concentração extracelular desse neurotransmissor em níveis não tóxicos, tanto em 

condições fisiológicas quanto no estresse (Anderson e Swanson, 2000). Mostrou-se 

que a guanosina foi capaz de aumentar a captação de glutamato em cultura de 

astrócitos e em fatias de encéfalo (Frizzo et al., 2001, 2002, 2003). Em condições 

basais, a guanosina foi mais eficaz em ratos jovens e no córtex, enquanto que, em 

condições de excitotoxicidade, a guanosina possuiu um efeito mais geral. Além de 

aumentar a captação de glutamato extracelular, GTP, GDP, GMP e guanosina 

inibiram a captação de glutamato pelas vesículas sinápticas in vitro (Tasca et al., 
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2004), mostrando também uma interação intracelular entre os derivados de guanina e 

a transmissão glutamatérgica. Trabalhos mostram que o efeito máximo na captação 

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 captação 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 captação desse 

neurotransmissor. O autor sugere que este aumento na captação em ratos mais 

velhos ocorreu devido o processo de astrogliose relacionado com cérebros em idade 

avançada (Thomazi et al., 2004).  

Por mais que GMP e GTP também tenham obtido efeito na captação de 

glutamato em cultura de astrócitos, a adição dos dois nucleotídeos e da guanosina 

simultaneamente não resulta em somatória do aumento da captação de glutamato 

(Frizzo et al., 2003). Além disso, um análogo do GTP (GMP-PNP), que é fracamente 

hidrolisável, não conseguiu estimular a captação de glutamato em cultura de 

astrócitos, 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 

ação dos nucleotídeos de guanina ocorre devido à conversão em guanosina. 

Em fatias de córtex, a ativação da captação de glutamato pela guanosina 

apenas ocorreu quando altas concentrações de glutamato (100 µM) estavam 

presentes no meio de incubação, sugerindo um papel da guanosina na manutenção 

das concentrações de glutamato abaixo de níveis excitotóxicos. Quando em condição 

de hipóxia e isquemia, a guanosina também aumentou a captação de glutamato 

(Frizzo et al., 2002).  

Complementando a ação da guanosina na captação de glutamato, a adenosina 

é capaz de inibir a liberação do mesmo (Peris et al., 1985; Rudolphi et al., 1992). Uma 

vez que a guanosina induz liberação de adenosina (Rathbone et al., 1999), esses 

dois nucleosídeos podem agir conjuntamente no controle da excitotoxicidade.  

Sabe-se que após danos causados por isquemia uma quantidade significativa 

de glutamato é liberada, resultando em numa superestimulação 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 níveis de glutamato 

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

Mostrou-se que a captação de glutamato é afetada em encéfalos em processo 

de envelhecimento (Segovia et al., 2001) e que espécies reativas de oxigênio (ERO) 

geradas por H2O2 inibem captação de glutamato em cultura de astrócitos devido à 

oxidação dos transportadores (Trotti et al., 1997). Corroborando com o trabalho citado 

anteriormente, astrócitos em cultura “mais velhos” (altos níveis de GFAP) foram mais 

suscetíveis a H2O2 e não foram modulados pela guanosina na captação de glutamato, 

ao contrário dos astrócitos “mais jovens” (baixos níveis de GFAP) (Gottfried et al., 

2002). Entretanto, a guanosina não protegeu contra o dano oxidativo gerado pelas 

ERO, sugerindo que a neuroproteção da guanosina contra a excitotoxicidade não 

envolve efeito antioxidante.     

 Como a captação de glutamato pelos astrócitos é o principal mecanismo para 

finalizar a ação deste neurotransmissor na fenda sináptica, a sua estimulação pela 

guanosina deve ser um processo importante na regulação da transmissão 

glutamatérgica, especialmente em condições de excitotoxicidade (Chen & Swanson, 

2003). 

 

Efeitos neurotróficos  

 

 GTP e guanosina possuem efeitos tróficos comuns, estimulando a 

proliferação de diversos tipos celulares, como astrócitos e microglia (Rathbone et al., 

1992b e 1992b; Ciccarelli et al 2000b), estimulando a síntese e a liberação de 

fatores tróficos pelos astrócitos (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 mitogênico do GTP foi 

independente de sua conversão para guanosina, uma vez que seu análogo 

fracamente hidrolisável obteve efeitos maiores que o do GTP. Além disso, verificou-
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se que uma parte da ação da guanosina foi mediada pela ação de adenosina 

endógena em receptores extracelulares P1 (Ciccarelli et al., 2000b). 

Sendo assim, os derivados de guanina possuem funções tróficas importantes, 

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

 

Metabolismo da dopamina (DA) 

 

 Estudos mostrando que a adenosina inibe a síntese e a liberação de dopamina 

dos seus botões terminais (Harms et al., 1979), que a concentração estriatal de 

adenosina teve um decréscimo de 25% após lesão com 6-OHDA da via nigroestriatal 

em ratos (Wojcik et al., 1983) e que concentrações de xantina e ácido homovanílico  

estavam alteradas no fluido cerebroespinhal de pacientes com a DP (LeWitt et al, 

1992) levaram a questionamentos sobre a correlação entre o metabolismo das 

purinas e da dopamina. 

 Sabendo que a depleção da via nigroestriatal nos pacientes com a DP é 

acompanhada por um compensatório aumento da renovação (turnover) de dopamina 

pelos neurônios remanescentes (Mogi et al., 1988), Loeffler estudou a relação entre o 

turnover de dopamina e as concentrações de purinas no estriado. Coelhos tratados 

com reserpina e L-dopa, que aumentam o turnover da dopamina, tiveram os níveis 

estriatais de guanosina diminuídos e de guanina aumentados (Loeffler et al., 1997). O 

autor sugere, então, uma interação entre o metabolismo púrico e da dopamina, 

entretanto não 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 vários protocolos, tanto 

in vivo quanto in vitro (Frizzo et al., 2002) e que o efeito do GMP parece ser devido a 

sua conversão para guanosina (Frizzo et al., 2002), o nosso objetivo foi investigar os 

efeitos de uma administração oral crônica de guanosina no modelo animal de 

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

 

3.1 Infusão de 6-OHDA e tratamento com guanosina 

 

 Ratos Wistar machos (250-350g, 100-115 dias de idade) receberam uma 

solução de 0,5 mg/ml de guanosina (n=20) ou água destilada (n=16) durante 4 

semanas.  

 Após as duas primeiras semanas de tratamento, foram submetidos à cirurgia 

estereotáxica, conforme a literatura  (Mukhida et al., 2001), através da qual 

receberam a infusão de 6-OHDA (3 µg/µl, 16,5 µg, 5,5 µl) no feixe prosencefálico 

medial direito a fim de promover a morte dos neurônios dopaminérgicos da via 

nigroestriatal. Como conseqüência dessa lesão unilateral, há uma assimetria na 

transmissão dopaminérgica entre os hemisférios, evidenciada pelo comportamento 

rotacional registrado em testes comportamentais que serão explicados a seguir. 

 Para a realização das infusões, utilizamos agulha ligada a uma microsseringa 

de 10 µl (Hamilton, 701 N) e uma bomba de infusão (Insight). A agulha foi mantida no 

encéfalo por 4 min após cada infusão para permitir a difusão da droga. Os ratos 

receberam cuidados pós-operatórios até acordarem e foram então colocados de volta 

às suas caixas.  

 

3.2 Teste Comportamental  

 

 Duas semanas após o final do tratamento, os animais foram submetidos ao 

Teste de Motricidade sobre Grade (TMG, abreviatura do inglês 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 à sala de comportamento por 30 minutos 

antes do teste. Foram, então, colocados no centro da grade onde permaneceram 
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durante 3 minutos para explorá-la livremente. Registrou-se a ocorrência de 

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

 Uma semana após o TMG, os animais foram desafiados com metilfenidato 

(MF) na dose de 20 mg/kg. Após a habituação na sala de comportamento durante 30 

minutos, os ratos receberam injeção intraperitonial (i.p.) da droga, e, então, foram 

colocados numa arena circular por 30 minutos. O número de rotações ipsilaterais a 

lesão foi registrado.  

  

3.3 Imunohistoquímica para tirosina-hidroxilase (TH) 

 

 Os animais foram mortos por decapitação. Análises imunoistoquímicas do 

conteúdo de tirosina-hidroxilase para quantificação da lesão foram realizadas de 

acordo com a literatura (Castaneda et al., 2005), com pequenas modificações. A 

enzima tirosina-hidroxilase é limitante no processo de síntese da dopamina e catalisa 

a hidroxilação de L-tirosina para DOPA (Dunkley et al., 2004), podendo ser utilizada 

como um marcador de neurônios dopaminérgicos.  

 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 solução de NaCl 

0,9% seguidos de 150 mL de solução de paraformaldeído 4%. Após a perfusão, os 

encéfalos foram isolados e mantidos em geladeira, mergulhados em solução de 

paraformaldeído 4% por 12 horas. Após esse período, os encéfalos foram colocados 

em solução de sacarose 30% permanecendo em geladeira até submersão completa. 

Os encéfalos foram aclimatizados e seccionados a -20ºC em criostato (Leica 

Microsystems GmbH) para a obtenção de fatias do mesencéfalo em secções coronais 

de 45 µm, as quais foram colocadas em tampão salina-fosfato (PBS). As fatias foram 

lavadas cinco vezes em PBS filtrado, sendo que cada lavagem permaneceu cinco 

minutos em agitador à temperatura ambiente. Após as lavagens, as fatias foram 

incubadas em anticorpo policlonal de coelho anti-tirosina-hidroxilase 1:750 (AB 152, 

Chemicon International) à temperatura ambiente e por 18 horas. As fatias foram 

novamente lavadas cinco vezes e, então, incubadas com anticorpo secundário (anti-

coelho) fluorescente (AlexaFluor 568 A11036, Molecular Probes, USA) à temperatura 
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ambiente durante 1 hora. Seguido à nova lavagem com PBS filtrado, as fatias foram 

colocadas entre lâmina e lamínula com Fluorsave (Calbiochem, USA) para evitar a 

perda da fluorescência e observadas em microscópio. Analisaram-se as imagens 

obtidas usando o programa Scion Image para Windows, através do pareamento da 

quantidade de neurônios positivos para TH de ambos os hemisférios, considerando o 

lado não lesionado com 100% de células TH-positivas. Foram feitas duplicatas de 

cada rato. 

 

3.4 Análise estatística 

 

Para verificar a diferença na presença de rotações 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 diferença do grau 

de lesão entre os grupos. Foi adotado p < 0,05 para significância estatística. 
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4. Resultados  

 

 Treze dos 16 animais do grupo controle mostraram comportamento rotacional 

espontâneo 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 rotações induzidas por metilfenidato 20 mg/kg, não houve 

uma diferença significativa no número 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 tendência para uma menor perda dos neurônios 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. Correlação entre tratamento e comportamento rotacional no teste de motricidade 
elevada. Teste Exato de Fisher, p = 0,041. 

Tratamento 
Comportamento rotacional espontâneo no 

Teste de Motricidade sobre Grade (TMG) 
Guanosina Controle 

Total 

Sim 9 13 22 

Não 11 3 14 

Total 20 16 36 
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Figura 4. Rotações 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).  

                                                                                                   

 

 

Figura 5. Comparação da perda de células TH-positivas na parte compacta da 
substância negra entre os grupos Controle e Tratado (Guanosina). Teste t 
independente, p=0,064. 
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Figura 6. Imunoistoquímica mostrando a diminuição de células TH positivas na 
substância negra ipsilateral à lesão causada pela infusão de 6-OHDA (lado direito) 
em um rato tratado com guanosina e outro do grupo controle. 
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5. Discussão 

 

Os resultados dos experimentos mostram que a guanosina previne, em alguns 

animais lesionados com 6-OHDA, o padrão comportamental de rotações induzidas 

pelo contexto no TMG, mas não quando induzidas por MF 20 mg/kg. Além disso, 

através da imunoistoquímica, verificamos que a guanosina pode ter um efeito 

neuroprotetor no modelo animal da DP induzido por 6-OHDA, uma vez que 

encontramos uma tendência a uma menor diminuição do conteúdo de TH nos animais 

tratados com guanosina quando comparados aos controles. Esse efeito pode tornar-

se mais evidente se aumentarmos o número amostral. 

 As rotações induzidas pelo TMG foram analisadas considerando-se apenas a 

sua presença ou não, o que diferiu da análise das rotações induzidas por MF 20 

mg/kg, as quais foram registradas quanto ao número de ocorrência por rato. Essa 

diferença na análise dos dados deve-se a resultados anteriores do nosso grupo que 

mostraram que somente animais com alto grau de lesão podem rodar no TMG, mas 

que o número de rotações, a princípio, não é importante (Silvestrin et al., 2009).  O 

mesmo não acontece no desafio de MF; entretanto, tal teste, provavelmente, apenas 

detecte diferentes faixas de grau de lesões, e não lesões ligeiramente próximas. Vale 

destacar que isto acontece com o teste de anfetamina, cujo mecanismo de detecção 

de lesão é similar ao do MF (Hefti et al., 1980). Portanto, a diferença vista entre os 

testes deve ter ocorrido devido a uma possível diferença entre o grau de lesão 

necessário para a ocorrência de rotações no TMG e aquele necessário após desafio 

com MF 20 mg/kg para induzir diferentes intensidades de rotações. Sabe-se que o 

TMG é capaz de detectar animais lesionados quando há perda de aproximadamente 

86% dos neurônios dopaminérgicos da SNpc (Silvestrin et al., 2008), enquanto que o 

MF 20 mg/kg pode detectar menor grau de lesão, o que justifica a ineficiência dele em 

distinguir animais com diferentes graus de lesão entre os grupos no nosso 

experimento, que foram largamente lesionados, conforme mostrado pelos nossos 

resultados preliminares de imunoistoquímica.   

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

não se deve à interferência motora, uma vez que a guanosina não 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 às diferentes causas da 

degeneração dos neurônios dopaminérgicos da SNpc na DP, propagando-se por 

outros grupos de neurônios posteriormente (Fornai et al., 1997). Além disso, verificou-

se que as concentrações de algumas purinas no líquor estão 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 provável 

envolvimento destas no processo patológico da DP. Estudos mostram que a 

guanosina protege contra danos excitotóxicos (Schmidt et al., 2000; Lara et al., 2000), 

provavelmente devido a um papel fundamental na captura de glutamato quando os 

níveis desse neurotransmissor encontram-se em condições tóxicas para as células 

neurais (Frizzo et al., 2002). Uma vez que a administração oral de guanosina resulta 

em um aumento de duas vezes na concentração de guanosina no líquor (Vinadé et 

al., 2005), a concentração extracelular desse nucleosídeo deve ter aumentado nos 

núcleos da base do grupo de animais que recebeu o nosso tratamento, possivelmente 

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

Estudos adicionais são necessários para entender os mecanismos pelos quais 

a guanosina diminui a assimetria motora no TMG, bem como a possível ação 

neuroprotetora evidenciada pela imunoistoquímica. Uma vez que já foi demonstrada 

uma redução da quantidade de transportadores de glutamato localizados na glia 

(GLT1 e GLAST) do corpo estriado de ratos submetidos à lesão por 6-OHDA (Chung 

et al., 2008), e que a guanosina é capaz de aumentar a captação de glutamato por 

astrócitos em cultura e em fatias de córtex  (Frizzo et al., 2001, 2002, 2003), nosso 

próximo objetivo de estudo é avaliar a sua ação, via tratamento oral, na captação de 

glutamato em corpo estriado de ratos submetidos à lesão por 6-OHDA. Em 

acréscimo, pretendemos finalizar o experimento de imunoistoquímica, de forma a 

confirmar o provável efeito neuroprotetor da guanosina. 
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