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Dedico esta tese a todos os animais,
principalmente aos animais de laboratorio,
gue contribuem em milhares de

pesquisas pelo mundo, na maioria das vezes,

somente para beneficio humano.
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“Precisamos de um novo e falvez mais mistico e mais
sdbio conceito sobre os animais. Longe da natureza
universal e vivendo em um substrato artificial
complicado, o homem vé as criaturas ndo humanas
afravés da lente de seu conhecimento e vé, assim,
uma imagem amplificada e distorcida. NSs os vemos
desde um prisma superior considerando que possuem
um trdgico destino por terem tomado forma tdo
inferior a nds mesmos. Como consequéncia erramos, e
erramos muito. O animal ndo deve ser medido pelo
homem. Em um mundo mais velho e mais completo
gue o nosso, eles sdo mais completos, dotados com
extensdes dos sentidos maiores do que os que nds
perdemos ou que nunca alcancamos, convivendo com
vozes que nds nunca conseguiremos ouvir. Eles ndo
sdo irmdos, eles ndo sdo subordinados; eles sdo
outras nacdes, presos com nds mesmos na rede da
vida e do ftempo, prisioneiros irmGos de esplendor e

»

dos problemas que passamos na Terra.

Henry Beston, 1928

Trecho traduzido do livro The QOutermost House



RESUMO

A isquemia cerebral € uma enfermidade grave, de incidéncia e prevaléncia global,
considerada uma das principais causas de morte e incapacidade no mundo. Ela é
decorrente da hipoperfusdo ou interrupcdo sanguinea em uma determinada regiao
encefalica e a falta de oxigénio e glicose leva a falha no metabolismo energético de
neurénios e células gliais. A morte destas células libera grande quantidade de
glutamato, o principal neurotransmissor excitatorio, o que desencadeia a cascata
isquémica, formada por estresse oxidativo, excitotoxicidade e processo inflamatario.
Estes insultos causam danos teciduais graves que comprometem, principalmente, o
sistema sensorimotor, memoria, cognicdo e as emocdes. A guanosina, um derivado
da guanina, tem mostrado papel neuroprotetor ao sistema nervoso central, agindo
no sistema glutamatérgico. Esses efeitos tém sido demonstrados em ratos machos,
mas ndo em fémeas, por isso, 0 objetivo desta tese foi investigar através de testes
comportamentais, imunoistoquimico e histolégico, a acdo da guanosina em ratos
Wistar machos e fémeas induzidos cirurgicamente a um modelo de isquemia focal
permanente do coértex cerebral parietal, levando em consideracao o ciclo estral das
fémeas imediatamente antes da inducéo isquémica. Este trabalho foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFRGS (N° 29396). Apés a verificaciio do
ciclo estral, fémeas e machos foram anestesiados, posicionados em aparelho
estereotaxico e a isquemia focal cortical foi induzida por termocoagulacdo dos vasos
piais. Ao término da cirurgia, os animais foram tratados com solugéo salina 0,9% ou
guanosina 60 mg/kg, ambos por via intraperitoneal, em 4 doses (0, 1, 3 e 6 horas
apos a inducdo isquémica). No teste do cilindro, as fémeas apresentaram
significativamente melhor recuperacao sensorimotora a longo prazo comparadas aos
machos. No teste do campo aberto, memodria de habituacdo a longo prazo e
locomocdo em fémeas foram prejudicadas pela isquemia e 0os machos nao
apresentaram prejuizo. No teste do labirinto em cruz elevado ndo houve diferenca
significativa entre os grupos. No teste claro/escuro, as fémeas isquémicas
demonstraram comportamento ansiolitico comparadas aos machos e as fémeas
naives. A imunoistoquimica de astrocitos e a mensuragdo do volume de lesdo néo
apresentaram diferenca estatistica entre os grupos. Com este trabalho demonstrou-
se a importancia da realizagdo de pesquisas em ambos 0s géneros, considerando o
ciclo estral, principalmente para enfermidades complexas como a isquemia cerebral.
O tratamento com a guanosina é promissor, principalmente na recuperacdo motora
em fémeas, entretanto, estudos futuros sdo necessarios para melhor
compreendimento dos mecanismos envolvidos.

Palavras-chave: Isquemia cerebral, ciclo estral, fémeas, funcdo 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 naive 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 INTRODUCAO

1.1 Acidente vascular encefélico (AVE)

A Organizacdo Mundial da Saude define o AVE pela falha no suprimento
sanguineo cerebral, de localizacdo focal ou global e rapido surgimento de sinais
clinicos ou sintomas, que levam o paciente ao Obito ou causam incapacidade
semipermanente ou permanente, sem causa aparente que ndo a de origem vascular
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013). A auséncia do fluxo sanguineo ocorre por ruptura
(acidente vascular hemorragico) ou obstrucdo (acidente vascular isquémico) de uma
artéria numa regido encefélica (Figura 1). De acordo com o tempo de auséncia do
fluxo sanguineo no tecido, o acidente vascular pode ser classificado como transitorio
ou permanente (SACCO et al., 2013). O AVE é um problema de saude mundial, de
alta incidéncia, que causa incapacidade sensoério-motora afetando assim, tanto o
paciente como seus familiares a longo prazo. Para as proximas décadas ha uma
tendéncia de aumento mundial na prevaléncia de AVE (WHO, 2003; BONITA et al.,
2004; WARLOW et al., 2008; LANHOME et al., 2009; MINISTERIO DA SAUDE,
2013).

| Tipos de AVE |

AVE Isquémico AVE Hemorragico

Bloqueio de vasos sanguineos Ruptura de vasos sanguineos

Figura 1. AVE isquémico: impedimento de fluxo sanguineo por trombo; AVE hemorragico:
impedimento de fluxo sanguineo por ruptura de vaso e extravasamento de sangue. Imagem
adaptada de:

http://www.americancryostem.com/wp-content/uploads/2013/08/shutterstock 78688366.ipg



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
milhdes de pessoas ao ano (MOZAFFARIAN et al., 2015). No Brasil, o0 AVE continua
sendo a primeira causa de morte e incapacidade (68 mil casos em 2014), o que
resulta em grande impacto socioecondmico. De acordo com um estudo prospectivo
nacional, a cada 100 mil habitantes, 108 serdo 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 encefalico isquémico (AVEI)

O AVEI decorre de uma interrupcdo transitoria ou permanente do fluxo
sanguineo em uma regido do cérebro, que pode ocorrer por trombose local ou
embolia, impedindo assim, o fornecimento de glicose e oxigénio para as células. A
falta de nutrientes desencadeia mudancas no metabolismo celular, o que resulta no
colapso da producéo de energia, levando a desintegracdo das membranas celulares
(ADAMS et al., 1993; BROUNS e DE DEYN, 2009).

A sequéncia de processos neuroquimicos, chamada de cascata isquémica, é
composta por uma série de eventos complexos que evoluem no tempo e no espaco.
Uma vez que um evento na cascata pode causar ou pode ser causado por varios
outros eventos, a cascata isquémica é um fenébmeno altamente heterogéneo. No
entanto, pode ser resumido como a falha bioenergética celular devido a
hipoperfusdo cerebral focal, regional ou global, seguido por estresse oxidativo,
excitotoxicidade, disfuncdo da barreira hemato-encefalica, lesdo microvascular,
ativacdo hemostatica, inflamacédo poés-isquémica, desequilibrio idnico e, finalmente,
morte celular de neurdnios, células gliais e células endoteliais (BROUNS e DE
DEYN, 2009).

Logo ap6s a diminuicdo do fluxo sanguineo, em poucos minutos, ocorre o
surgimento do centro necrético, chamado core. Ao redor desse centro estrutura-se
uma zona menos afetada, chamada penumbra, onde ha células necréticas e células
metabolicamente ativas (Figura 2). A necrose € morfologicamente caracterizada por
edema das células e das organelas, com subsequente ruptura dessas estruturas e
da membrana celular, liberando o conteddo para o meio extracelular (MAJNO e
JORIS, 1995; BROUGHTON et al., 2009).

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

7

metade do volume total da lesdo isquémica e € neste local que a terapia
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farmacoldgica agira, na tentativa de interromper a cascata isquémica o mais rapido
possivel (GINSBERG, 1997). Nesta zona é possivel encontrar morte celular por
apoptose, uma vez que ha ativacdo de certos genes especificos. Muitas células da
zona de penumbra sofrem apoptose apoOs horas, dias ou semanas pos-isquemia,
assim, elas sdo potencialmente recuperaveis apenas por algum tempo no tecido
(DIRNAGL et al., 1999; LIPTON, 1999; ZHENG e YENARI, 2004).

Apds uma lesdo tecidual sempre ha formacao de cicatriz e 0 mesmo ocorre
no tecido nervoso. Apés uma leséo cerebral ha resposta glial extensa (gliose reativa)
gue engloba astrocitos, microglia e matriz extracelular (PANICKAR e NORENBERG,
2005). Estudos demonstram que a gliose reativa pode ser benéfica ou prejudicial
sobre a restauracao das funcdes cerebrais ap6s o AVEI (SOFRONIEW, 2009). Logo
apos uma leséo, a formacao da cicatriz € crucial para a selagem e remodelagem do
local, evitando o ataque do sistema imune e controlando a extensdo da leséo
(SOFRONIEW e VINTERS, 2010). Além disso, a cicatriz glial estimula a
revascularizacdo local, na tentativa de restaurar o aporte nutricional ao tecido
lesado. Entretanto, na fase tardia da cicatrizagdo ocorre um impedimento na
regeneracdo axonal, devido a secrecdo de inibidores de fatores de crescimento
pelos astrécitos reativos. Ainda, componentes da membrana basal geram uma
barreira fisica que impede a extensdo de axdnios através da lesdo (ROLLS et al.,
2009).

Minutos

Penumbra
IR Core

Figura 2 — Esquema representativo de formacdo da lesdo ap6s AVEI (zona de penumbra em
rosa claro e core em preto), de acordo com o tempo pdés-isquemia. Fonte: Figura elaborada
pela autora.
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1.3 Acidente vascular encefélico e género

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 apos o AVE, as
mulheres apresentam maiores incapacidades comparadas aos homens, além de um
risco maior de sofrer recorréncias (MOZAFFARIAN et al., 2015). Cerca de 87% dos
AVEs incidentes s&o isquémicos com maior ocorréncia em homens e 13% s&o
hemorragicos com maior ocorréncia 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 niumero de mulheres (44%) experimenta
AVEI agudo e severo, com recuperacdo mais lenta, comparado aos homens (36%).
Uma hipotese para isso € a elevada faixa etaria de incidéncia 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 hormonios ovarianos circulantes, principalmente
estrogénio. Embora as faixas etarias 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 comparacdo aos homens na
mesma faixa etaria, mas ap6s os 75 anos de idade, a chance de incidéncia de AVE
em mulheres passa a ser 50% maior do que nos homens.

Os horménios sexuais (estrogénio, progesterona e testosterona) agem
fisiologicamente (reatividade vascular, fluxo sanguineo cerebral, barreira hemato-
encefalica) e fisiopatologicamente (arterosclerose) sobre a vasculatura cerebral
(KRAUSE et al., 2006). In vivo, testosterona e estrogénio possuem influéncias
opostas sobre as artérias cerebrais. O estrogénio possui efeito vasodilatador
potente, podendo inibir certos vasoconstritores séricos. Outras pesquisas também
identificaram que artérias femininas geralmente sdo menos constritas, possivelmente
como resultado do efeito do estrogénio sobre a producdo de oOxido nitrico no
endotélio (GEARY et al., 1998). Apesar de pouco investigado, alguns pesquisadores
sugeriram que, ao invés de o estrogénio ter atividade neuroprotetora em mulheres,
talvez os andrégenos provoquem o0 aumento da incidéncia de AVE em homens
(ROSSOUW, 2002).
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Os mecanismos neuroprotetores atribuidos ao estrogénio e a progesterona
sdo menos aparentes em homens comparados as mulheres, obviamente por eles
possuirem niveis circulantes minimos desses hormdnios. Assim, as func¢bes
fisiolégicas e fisiopatoldégicas no homem s&o mais influenciadas pelos andrdgenos,
principalmente a testosterona. Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos deste
horménio sobre vasculatura (OHTSUKI et al., 2005). Em contraste ao estrogénio, a
testosterona causa aumento do tdnus vascular cerebral, como consequéncia da
producdo de tromboxano A2, levando a agregacdo plaquetdria e possivel
trombogénese (PRATICO e FITZGERALD, 1995).

Muitos estudos demonstraram que a terapia de reposicdo hormonal em
mulheres aumentou a incidéncia e a mortalidade por AVE, principalmente isquémico
(WASSERTHEIL-SMOLLER et al., 2003; BILLECI et al., 2008). Entretanto, esses
achados contradizem os efeitos protetores observados em modelos animais e os
efeitos bioldgicos observados em humanos. Ainda, mulheres de 15 a 44 anos que
fazem uso de contraceptivos orais com estrogénios e progestadgenos possuem risco
elevado de sofrer AVEI, devido ao efeito pré-coagulante desses horménios
(DANIELS et al., 2013). A gestacdo € um fator de risco adicional para o AVEI em
mulheres, embora a exata etiologia ainda ndo tenha sido descoberta. Wiebers
(1985) sugeriu um aumento de 13 vezes no risco de AVEI para gestantes. Muitos
pesquisadores acreditam que essa associacdo possa estar relacionada as
mudanc¢as hormonais durante a gravidez e a elevacao natural do estradiol durante a
gestacdo possa causar aumento da atividade de varios fatores de coagulacao
(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 cronico,
como trombdlise, unidades de cuidados do paciente com AVE, cirurgia de carotida,
reabilitacdo e formas de prevencdo. Para o AVEI, o tratamento mais utilizado € a
trombdlise, entretanto, os resultados sdo obscuros (REEVES et al., 2008;
APPELROS et al.,, 2009). Igualmente, mulheres e homens recebem terapia
trombolitica, mas em geral, melhores resultados sdo observados em homens. O
acesso aos centros de reabilitacdo € semelhante para mulheres e homens, no
entanto, menor recuperacdo funcional e resposta a reabilitacdo sdo observadas em
mulheres. Diferengas mais evidentes sdo observadas na cirurgia da carétida. Em

casos de estenose carotidea, os homens parecem ter mais beneficio do que as
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mulheres, embora estas sofram menos endarterectomia carotidea (REEVES et al.,
2008).

Varios autores relatam menor uso de medicamentos relacionados ao AVE
(aspirina, varfarina, estatina, alteplase) em mulheres. A reducao do risco com 0 uso
de aspirina ndo é clara. No entanto, a aspirina inibe a agregacao plaquetaria de
forma mais eficaz em homens do que em mulheres. Essa diferenca na
funcionalidade plaquetaria e na coagulacdo podem estar relacionadas aos
hormoénios 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 limitacGes fisicas e
pior saude mental) e maior dependéncia (BARRETT et al., 2007). Ademais, a
depressao pos-AVE é mais comum entre as mulheres do que nos homens.

Diante de tantas pesquisas sobre AVE, ainda sdo necessarias muitas
investigacbes, como modelos animais ideais, para o desenvolvimento de
tratamentos especificos em mulheres e homens (BACIGALUPPI et al., 2010).
Estudos epidemiolégicos e clinicos realizados frequentemente com homens geram
resultados diferentes para mulheres, como exemplo, na resposta a muitas drogas
(SOLDIN e MATTISON, 2009), nas doencas cardiovasculares (BARRETT-CONNOR,
1997; BERGER et al.,, 2009) e na disfuncdo autoimune (WHITACRE, 2001,
LOCKSHIN, 2006; FISH, 2008).

Como exemplos, a incidéncia 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 ansioliticas em animais €&
realizado em machos (PALANZA, 2001); a incidéncia de AVE em mulheres e
homens tem desfechos diferentes, mulheres sofrem mais de depressdo, mas 0s
estudos sdo conduzidos majoritariamente em animais machos (REEVES et al.,
2008). BEERY e ZUCKER (2011) inspecionaram 40 artigos sobre modelos animais
de AVE em periddicos cientificamente renomados; 65% dos relatos descreveram
pesquisas em machos, nenhum em fémeas, 10% em ambos 0s sexos e 25% nao
especificaram sexo. A utilizagdo de machos torna-se, provavelmente, muito maior do
gue observada nos artigos, se a maioria dos estudos nado especificar o género

utilizado.
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1.4 Acidente vascular encefélico e astrogliose

Os astrocitos sao células imprescindiveis para o funcionamento do cérebro.
Eles participam das fun¢cées de manutencdo, como suporte nutricional, formacao da
barreira hematoencefalica (BHE), metabolismo neuronal, manutencdo do ambiente
extracelular, regulacdo do fluxo sanguineo cerebral, estabilizacdo da comunicacao
célula-célula, sintese de neurotransmissores e defesa contra EROs (RANSOM e
RANSOM, 2012). Os astrocitos sé@o os tipos predominantes de células gliais, sendo,
portanto, o principal alvo de manipulacdo, por isso, estudos recentes tém enfocado
sobre o papel destas células no AVE.

No cérebro, os astrécitos sdo basicamente divididos de acordo com a
morfologia e a localizacdo: astrécitos radiais circundantes aos ventriculos, astrocitos
protoplasmaticos na substancia cinzenta e astrocitos fibrosos na substancia branca
(PRIVAT et al., 1995), glia radial de Bergmann no cerebelo, astrécitos velados na
camada granulosa do cerebelo, astrécitos interlaminares nas camadas
supragranulares do cortex cerebral, entre outros (REICHENBACH e WOLBURG,
2013).

Em um AVE, os astrocitos sofrem transformacfes morfologicas como
hipertrofia e hiperplasia. Ha poucos minutos de lesdo, citocinas liberadas por
neurbnios e células gliais do nucleo e neurbnios da penumbra da lesao,
desencadeiam a ativacdo de astrocitos. Estes astrécitos, também chamados
astrogliose reativa (SOFRONIEW, 2009) apresentam hipertrofia celular, proliferacéo
(hiperplasia), aumento da expressao de proteinas do filamento intermediario (GFAP,
vimentina e nestina) e expresséo alterada de muitas outras moléculas envolvidas na
estrutura celular, transcricdo genética, metabolismo energético, sinalizacao
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 astrocitos exibem processos alongados na area
perilesional (KAJIHARA et al., 2001). Em poucos dias ap6s um AVE, uma cicatriz
glial (parede fisica e funcional) se forma ao redor do tecido cerebral necrotico
(BIDMON et al.,, 1998; SILVER e MILLER, 2004), gerada principalmente por

astrocitos reativos. De acordo com a gravidade da lesdo, formas menores de
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astrogliose reativa podem se resolver com o tempo, enquanto nos casos mais
graves, a formacao de cicatriz pode ser permanente (SOFRONIEW, 2009).

Existem controvérsias sobre o papel funcional da cicatriz glial apés o AVE,
pois, 0s astrécitos reativos expressam moléculas inibitérias a regeneracdo 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 extenséao do
axonio e consequente falha de regeneracdo do SNC. Por outro lado, a cicatriz glial
pode isolar o local lesionado do tecido viavel, evitando uma onda de dano tecidual
descontrolado (FAULKNER et al., 2004), através da restricdo de substancias nocivas
secretadas na regido danificada para a area sadia (BUSH et al., 1999).

A astrogliose reativa esta presente em varias patologias e muitos autores a
consideram prejudicial para o desfecho neurologico apés AVE. Logo apoés a lesao,
0s astrocitos reativos liberam mediadores inflamatérios, 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 progressao da lesdo no periodo p6s-AVE, seja diretamente ou via inducdo de
mediadores neurotoxicos, como o 6xido nitrico (STOLL et al., 1998) e pelo aumento
da permeabilidade na BHE (YANG et al., 1999). A ativac&o do fator nuclear kappa-B
(NF-kB) em astrocitos também contribui para a degeneragéo neuronal pela producéo
e liberacdo de citocinas inflamatérias, EROs e excitotoxinas (MATTSON, 2005). A
liberacdo de 6xido nitrico (NO), superoxido e peroxinitrito leva a morte de neurdnios
por apoptose ou necrose (SUGAWARA e CHAN, 2003; GURSOY-OZDEMIR et al.,
2004; BUSKILA et al., 2005). Astrocitos reativos também aumentam a expressao de
S-100B na regido da penumbra, elevando a expressdo de oxido nitrico 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
cerebro. A cicatriz astrocitaria isola a lesdo e o tecido saudavel, evitando uma onda
de dano tecidual em cascata ainda nao controlado (BUSH et al., 1999; FAULKNER
et al., 2004). Os astrocitos reativos restringem a lesdo e, consequentemente, as
substancias secretadas para a area perilesional, minimizando a area de inflamacéo
no estagio agudo apoés a lesdo (SOFRONIEW, 2005).

A terapéutica neuroprotetora poés lesional deve ser benéfica tanto para

neurbnios como para astrécitos, pois sabe-se que neurbnios ndo sao viaveis sem
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astrocitos (CHEN e SWANSON, 2003). Gurer e colaboradores (2009) demonstraram
em modelos animais de AVE que a viabilidade dos astrocitos foi mais longa
comparada aos neurdnios durante a isquemia. Assim, mesmo dentro do nucleo
isquémico, uma proporcao de astrécitos permanece viavel e metabolicamente ativa
nas fases iniciais apdés a reperfusdo em uma isquemia cerebral focal temporaria
(THOREN et al.,, 2005). Desse modo, os astrocitos sobreviventes fornecem uma
possibilidade de restabelecer a integridade neuronal, através do retorno da funcéo
neuronal na penumbra isquémica.

Logo apdés um AVE, a recuperacdo do tecido lesado pode ser atribuida a
resolucdo do edema, absorcdo de tecido lesado ou reperfusdo da penumbra
isquémica e atenuacdo da inflamacgéo e excitotoxicidade, enquanto a recuperagao
apos as duas semanas iniciais se deve, provavelmente, a plasticidade
neurovascular. Eventos celulares e moleculares especificos abrem uma janela de
tempo crucial para criar um microambiente Unico permissivo a regeneracao na fase
isquémica pos-aguda (CARMICHAEL, 2006), induzindo substancial remodelacdo
estrutural e funcional do tecido cerebral intacto remanescente, levando a
recuperacdo neurolégica. Como um participante ativo desses eventos, 0s astrocitos
desempenham papéis importantes na mediacdo do reparo enddégeno apés o AVE,
levando a melhora funcional (LIU e CHOPP, 2016).

1.5 Sistema glutamatérgico cerebral

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio no cérebro. Seu efeito
de sinalizacdo independe da natureza quimica da molécula, mas sim, de como as
células respondem quando expostas a ele. Os receptores de glutamato sao
expressos na superficie das células, portanto, sua fungdo neurotransmissora ocorre
no fluido extracelular. Por ndo haver enzimas extracelulares que possam degradar o
glutamato, as baixas concentracdes extracelulares requerem a captacao celular.
Esta absor¢cdo é catalisada por uma familia de proteinas transportadoras de
aminoacidos excitatérios (EAATS) localizadas na superficie celular de astrécitos e
neurénios (DANBOLT, 2001; GREWER e RAUEN, 2005; TZINGOUNIS e WADICHE,
2007; VANDENBERG e RYAN, 2013). Os transportadores de glutamato regulam o

tempo de concentracdo desse substrato na fenda sindptica (GREWER e RAUEN,
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2005). Na membrana poés-sinaptica, o glutamato interage com receptores especificos
classificados em dois grandes grupos: metabotropicos (mGIUR), acoplados a
sistemas de segundos mensageiros e ionotropicos (iGIUR — NMDA, AMPA e
cainato), permeaveis a cétions sddio e calcio (BRUNO et al., 2017). A Figura 3 ilustra
a estrutura de uma sinapse.

Além de ser o principal mediador excitatério, o glutamato também é
responsavel pela plasticidade do sistema nervoso, desenvolvimento neural,
aprendizado e memoria (FEATHERSTONE, 2010). Assim, para que as sinalizacdes
ocorram perfeitamente, o glutamato deve estar presente nas concentracdes 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 estimulagdo normal, em que a remocao do glutamato ocorra nas taxas
apropriadas dos locais certos. Tanto a falta como o excesso de glutamato séo
prejudiciais as células. A ativacdo excessiva dos receptores de glutamato leva a
excitagdo das células nervosas até a morte, processo chamado excitotoxicidade
(DANBOLT, 2001).

Dentro da célula, o glutamato pode ser redistribuido para as mitocondrias ou
para as vesiculas sinapticas (ERECINSKA e SILVER, 1990; NICHOLLS, 1993).
Véarias enzimas que fazem a translocacdo do glutamato estdo localizadas nas
mitocondrias. Os transportadores de glutamato mitocondriais sdo muito diferentes
comparados aos transportadores de glutamato da membrana plasmatica celular
(PALMIERI, 2013). Nas terminacbes nervosas glutamatérgicas, o glutamato é
transportado para as vesiculas sinapticas pelos transportadores de glutamato
vesiculares. Estes também sédo muito diferentes comparados aos transportadores de
glutamato da membrana plasmatica celular por serem independentes de sodio e
potassio e por possuirem menor afinidade (EL MESTIKAWY et al., 2011; OMOTE et
al., 2011).

O glutamato €& constantemente liberado para o liquido extracelular,
principalmente através de vesiculas sinapticas (DANBOLT, 2001). No entanto,
existem outros mecanismos nado vesiculares de liberagdo, como canais aniénicos
(WANG et al., 2013), operagéo reversa de proteinas transportadoras de glutamato
da membrana plasmatica (SONTHEIMER, 2008), transportador glutamina-cistina
(BRIDGES et al., 2012) e um quarto mecanismo muito debatido nas ultimas décadas

que é a liberacdo de glutamato por astrocitos maduros in situ (BEZZI et al., 2004).
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Figura 3 — Estrutura de uma sinapse: Neurbnios pré e pds-sinapticos em azul e astrécito em
verde. Fonte: GOMES et al., 2013.

1.5.1 Sistema glutamatérgico, memoria e acidente vascular encefalico

O glutamato esta envolvido em varios aspectos funcionais no cérebro,
incluindo memoaria e aprendizado (DANBOLT, 2001). O processo de memodria e
aprendizado envolve a modulacdo da excitabilidade neuronal. Certos eventos na
formacdo da memoria prolongam ou reduzem a capacidade de resposta excitatoria.

Existem pontos comuns entre 0os mecanismos de aprendizado, memoria e
recuperacdo de um AVE. Em nivel neuropsicoldgico, envolvem caracteristicas
semelhantes como ndo aprendizado, acdo de massa, interferéncia contextual e
pratica distribuida (KRAKAUER, 2006). Também ocorrem alteracfes semelhantes de
imagem cerebral, nas quais uma rede inicialmente difusa de éareas cerebrais é
canalizada com aprendizado, treinamento e recuperacdo, conjunto principal
diretamente envolvido na tarefa. Em nivel celular, os processos de formacdo de

memoria e mudancas pos-AVE estdo associados a fendbmenos como a potenciacao
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de longo prazo e a morfogénese da coluna dendritica. Em nivel molecular, os
padrées de aprendizado e memoria estdo associados a mudancas de expressao em
estatiminas e GAP-43, além do sistema de sinalizacdo Nogo, onde essas mesmas
vias moleculares estdo envolvidas na recuperagdao do AVE (CARMICHAEL, 2012,
2016). A propriedade emergente no reparo neural apés AVE € que os sistemas
moleculares que medeiam a plasticidade sinaptica incluida a aprendizagem e a
memdaria estejam unidos para produzir a recuperacao da funcao.

Estudos sobre reparo neuronal ap6és AVE em roedores tem identificado
diferentes tipos de reorganizacdo no tecido lesado. Em um AVEI experimental no
cortex cerebral, por exemplo, ocorre rapida plasticidade na ativacdo funcional,
embora 0s animais apresentem perda sensorimotora por algumas semanas
(MURPHY e CORBETT, 2009). Logo apés um AVE, a resposta de movimento para o
membro afetado é transferida para o hemisfério sadio. Apés algumas semanas, a
regido lesada restabelece a conexao 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
recuperacdo funcional dos animais. O transportador glutamatérgico vesicular
(VGLUTL1) esta associado a plasticidade sinaptica, como a potenciacdo de longo
prazo, enquanto o VGLUT2 é expresso principalmente em vias sensoriais e
autonémicas (VAROQUI et al., 2002).

Por outro lado, o receptor N-metil-D-aspartato (RNMDA) esta relacionado a
Varios processos neurodegenerativos, inclusive em lesées encefalicas agudas, como
em AVE e trauma. Varias evidéncias tém sido verificadas envolvendo RNMDA e
excitotoxicidade em AVE. Em estudo pioneiro, Jorgensen e Diemer (1982)
perceberam um padrdo semelhante de neurodegeneracdo tanto em ratos
isquémicos quanto em animais tratados sistemicamente com glutamato
monossodico. Trabalhos subsequentes demonstraram aumento das concentracfes
de glutamato extracelular pos-AVEI medidas por microdialise (GLOBUS et al., 1988).
O aumento das concentracdes de glutamato foi observado no estriado, hipocampo,
cortex e talamo, entretanto, somente o hipocampo sofreu dano pela isquemia global
transitéria (GLOBUS et al.,, 1990). Em modelos isquémicos focais também foi
observado padrédo semelhante de elevacédo de glutamato extracelular (HILLERED et
al., 1989).
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Estudos demostraram neuroprotecdo apOs lesdo isquémica através de
antagonismo dos receptores de glutamato. Tanto os antagonistas de NMDA
competitivos como 0s n&o competitivos foram eficazes em modelos focais de
isquemia, entretanto, apresentaram pouco efeito em modelos globais de isquemia,
onde os antagonistas ndo-NMDA pareceram ser mais eficazes. Contudo, receptores
de glutamato metabotrépicos também foram verificados na patogénese da isquemia
global. Os antagonistas do grupo | (mGluR1 e mGIuR5) e os agonistas do grupo Il
(mGIuR2 e mGIuR3) demonstraram neuroprotecdo em gerbilos induzidos a isquemia
global transitoria (KINGSTON et al., 1999).

Paradoxalmente, enquanto o glutamato € indispensavel como um importante
neurotransmissor, envolvido na em muitos aspectos das fungdes cerebrais, também
é altamente toxico como uma excitotoxina endogena. A ativacdo excessiva de GluRs
ocasionada por enfermidades agudas, como no AVE, leva a morte uma grande
guantidade de neurbnios, embora esses receptores estejam intimamente envolvidos

fisiologicamente a funcdes 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 estdo relacionados ao sistema
glutamatérgico, principal sistema de neurotransmissdo excitatdria no cérebro
(MELDRUM, 1994). Como ja comentado em tépicos anteriores, o glutamato exerce
efeitos fisiolégicos essenciais ao SNC, mas também pode atuar como uma toxina
endogena apos liberagcdo excessiva na fenda sinaptica (excitotoxicidade). A
toxicidade ocorre através da ativacao dos iGIuRs e mGIluRs, entretanto, o blogueio
completo da atividade desses receptores ndo é benéfico para as células. Desse
modo, torna-se de fundamental importancia que moduladores glutamatérgicos
possam atuar na neuroprotecdo sem inibir a funcéo fisiologica do glutamato. Assim,
as purinas derivadas da guanina destacam-se como moduladores enddgenos na
transmissdo 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 ligagcdo do glutamato e analogos em preparacdes 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 interacdo das proteinas G ou sua capacidade de
reduzir a ligacdo agonista aos receptores acoplados a proteina G quando ha
interacdo com essas proteinas (SOUZA e RAMIREZ, 1991; PAZ et al., 1994;
RAMOS et al., 1997; PORCIUNCULA et al., 2002; ROTTA et al., 2004). Ainda, esses
estudos podem ser confirmados pelo fato de que o GMP (que nado se liga as
proteinas G) diminui a ligacdo do glutamato a mGIuRs e iGIuRs, por estes também
nao interagirem com as proteinas 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 varias respostas
celulares induzidas pelo glutamato, tanto em situacdes fisiologicas como patolégicas
(TASCA et al., 1995, 1998, 1999a, 1999b; REGNER et al., 1998; BURGOS et al.,
2000a; TASCA e SOUZA, 2000a). Uemura e colaboradores (1991) demonstraram
gue os nucleosideos de purina sao liberados apods inducdo isquémica cerebral e
seus niveis mantém-se elevados de 2 horas a 7 dias no tecido. Niveis extracelulares
de derivados da guanina também foram encontrados em amostras de liquor em
humanos (REGNER et al., 1997). Estas descobertas sugerem que os derivados da
guanina podem representar um sistema restaurador enddgeno ativado apdés um
insulto.

1.5.2.1 Efeitos da guanosina in vivo

A guanosina € um nucleosideo derivado da guanina, que atua como um
sistema enddgeno neuroprotetor. Sua administracdo sistémica atinge todos o0s
sistemas, entretanto, varios estudos sobre seu metabolismo confirmam a rapida
conversdo em guanina, questionando-se se a real atividade biologica € diretamente
da guanosina (JIANG et al., 2008a, 2008b; GIULIANI et al., 2012). Contudo, ainda
nao existem estudos sobre o efeito neuroprotetor da guanina, mas um estudo in vitro
mostrou que o tratamento com guanosina aumentou a proliferagdo celular de
células-tronco neurais, sugerindo que a guanosina € uma molécula bioativa (SU et
al., 2013).
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Devido ao rapido metabolismo das purinas, varios estudos procuram
determinar se as propriedades neuroprotetoras sdo realmente da guanosina ou sao
de seus metabolitos. Como j& observado, os niveis plasmaticos de guanosina
aumentam de maneira dose-dependente e dependente do tempo apdés a
administracao sistémica (GIULIANI et al., 2012).

Experimentos ja conformaram que a concentracdo plasmatica basal da
guanosina pode dobrar 90 minutos ap0s a injecao intraperitoneal deste nucleosideo,
obtendo niveis plasméaticos maximos de seus metabdlitos (guanina, xantina e acido
arico) detectados 15 a 30 minutos apdés a administracdo (JIANG et al., 2008a).
Também foi observado que os niveis desses metabdlitos permanecem constantes
por até 3 horas apos o tratamento, por isso acredita-se que esse nucleosideo tenha
uma meia-vida prolongada no meio extracelular (CICCARELLI et al., 2001). Além
disso, a guanosina mostrou-se amplamente distribuida nos tecidos apos a
administracdo sistémica, atingindo o SNC em 7,5 minutos (JIANG et al., 2008a;
GIULIANI et al., 2012). Apdés administracdo por via oral, também foi observado
aumento dose-dependente das concentragdes de guanosina e seus metabolitos no
liquor (SCHMIDT et al., 2010b; VINADE et al., 2005). Desse modo, pode-se inferir
gue a guanosina pode ser absorvida por transportadores de nucleosideos (PENG et
al., 2005; NAGASAWA et al., 2007) e distribuidos em células intestinais, vasos
cerebrais e na BHE (PATIL e UNADKAT, 1997).

Embora a guanosina seja bastante pesquisada por varios grupos
mundialmente, ainda ndo foi estabelecido o receptor celular para este nucleosideo.
Contudo, locais de ligacéo seletiva ja foram demonstrados em membranas cerebrais
de ratos (TRAVERSA et al., 2002, 2003). Estudos apontam para a existéncia de um
suposto receptor de guanosina seletivo em membranas cerebrais de ratos, apesar
de essa proteina ainda nao 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 varios modelos de AVEI.
O tratamento com guanosina em um modelo perinatal de hipoxia-isquemia em ratos
resultou no aumento da captacdo de glutamato (MORETTO et al., 2005, 2009). Além
disso, diferentes protocolos de tratamento com guanosina protegeram ratos adultos
de danos neurolégicos apos inducdo isquémica por oclusdo 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 neurdnios e aumentar a expressao de GFAP na
regido CA1 do hipocampo, em um modelo de AVEI permanente por oclusao bilateral
das cardtidas em ratos adultos. Contudo, o tratamento ndo teve efeito sobre a
cognicao.

Em estudos utilizando ratos submetidos ao AVEI cortical focal permanente
induzido por termocoagulagcdo houve neuroprotecdo pela guanosina. Os
experimentos demostraram que 0s animais recuperaram parcialmente a funcéo
sensorimotora do membro afetado, houve reducdo o volume de infarto, reducédo da
degeneracédo neuronal, prevencdo do aumento das espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ERN), aumento a fungdo e expresséo de defesas antioxidantes celulares
(glutationa e superéxido dismutase) e reducdo na ativacao da microglia, resultando
na diminuicao da inflamacdo (HANSEL et al., 2014, 2015).

A acdo 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 doenca de Parkinson diminuindo
a bradicinesia (SU et al., 2009; CHEN et al., 2015), em modelo de encefalopatia
hepatica diminuindo os niveis de glutamato no liquor devido a elevacdo da aménia
(ALBRECHT e JONES, 1999; PANIZ et al., 2014), em modelo de inducdo de sepse
diminuindo a peroxidacéo lipidica no cérebro (PETRONILHO et al., 2012). Ainda,
pesquisas em desordens psiquiatricas também tem sido documentadas. A
guanosina promoveu comportamento ansiolitico (VINADE 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 depressao, respectivamente, desenvolvidos em
ratos e camundongos. Alguns dos efeitos terapéuticos da guanosina se devem as
suas acgles troficas, pois estudos indicam que a guanosina induziu aumento na
proliferacéo celular e na neurogénese (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 neuropética em ratos e camundongos, reduzindo a hiperalgesia e
déficit motor (SCHMIDT et al., 2010a, 2010b; GUNN et al., 2011).

A guanosina, desde o principio dos experimentos, apresentou efeitos
benéficos em muitos modelos in vitro e in vivo de doencas e insultos cerebrais

associados ao desequilibrio do sistema glutamatérgico. Os estudos ja publicados
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descrevem a guanosina como uma droga segura, uma vez que nao ha evidéncia de
toxicidade apdés administrada alta dose exdgena. Estudos sobre os efeitos
cardiorrenais da guanosina tém sido conduzidos, mostrando a capacidade anti-
inflamatoria vascular com minimo efeito sobre a pressao arterial ou fluxo sanguineo
renal (JACKSON e M, 2014).

Até os dias atuais, ndo ha tratamento efetivo para AVElI em humanos, pois a
variabilidade de resposta individual ao tratamento disponivel & 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 € uma provavel estratégia de
tratamento para a clinica humana, entretanto, mais estudos especificos devem ser
conduzidos sobre o0s mecanismos famacocinético e farmacodindmico deste
nucleosideo (BETTIO et al., 2016). A Figura 4 demonstra 0s mecanismos envolvidos

nos efeitos neuroprotetores da guanosina.
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Figura 4 — Mecanismos envolvidos nos efeitos neuroprotetores da guanosina. (1) Reducéo dos
niveis de EROs através da inibicdo do NF-kB, ativacdo da via MAPK/ERK e prevenindo a
inducéo de iNOS; (2) Aumento das defesas antioxidantes; (3) Ativagcdo das vias PI3K/Akt, PKC
e MAPK/ERK leva a ativacdo 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 especifico de ligacdo para a guanosina foi identificado como
GPCR (GRILLO et al., 2012), entretanto, seu receptor ainda ndo esta caracterizado. Imagem
adaptada de LANZNASTER et al., 2016.
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1.6 Membéria

1.6.1 Breves conceitos dos tipos de memodria

A memoria pode ser definida como o0 processo cognitivo que inclui, consolida
e recupera toda a informacéo que aprendemos (LURIA, 1981). As memdrias podem
ser divididas, classicamente, de acordo com o tempo de retencdo ou
armazenamento de informacgéo em (Figura 5):

1) Sensorial (visdo, audicdo, olfato, tato e paladar — na ordem de
milissegundos);

2) De curto prazo (armazenamento temporéario — segundos a poucos minutos -
de poucas informacdes advindas da memoéria sensorial ou da memdéria de longo
prazo; processos bioquimicos rapidos no hipocampo e cortex entorrinal). A memoéria
de trabalho ou operacional também faz parte deste grupo e subdivide-se em: a) alca
fonolégica (armazenamento temporario e manipulacdo das informacdes verbais); b)
esboco visuoespacial (armazenamento e manipulacao visual e espacial); c) retentor
episodico (recupera a informacdo de forma consciente e trabalha as atividades
cognitivas mais complexas); d) executivo central (sistema atencional que atua na
selecdo e manipulacdo da informacdo nos outros subsistemas, age como um
controlador buscando informagfes ja armazenadas na memoria de longo prazo)
(BADDELEY, 2000, 2002, 2003, 2007, 2009). Funcionalmente, a memoria de
trabalho pode ser comparada a memaoria RAM de um computador, ou seja, mantém
a informacéao “fresca” durante segundos a poucos minutos, enquanto ela esta sendo
percebida ou processada (KANDEL, 2012).

3) De longo prazo (armazena informagdes por longos periodos — minutos,
horas, dias, semanas, meses, anos; requer processos bioquimicos lentos e mais
complexos no hipocampo, nucleos amigdalinos e outras areas) (NADEL et al., 2000;
IZQUIERDO, 2011). Este grupo subdivide-se em memoria declarativa ou explicita e
memoria ndo declarativa ou implicita. A memdéria explicita depende de processos
conscientes e é passivel de verbalizacdo. Subdivide-se em episddica (experiéncias
de vida, relacionada ao hipocampo) (LOMBROSO, 2004; LANDEIRA-FERNANDEZ,
2006) e semantica (conhecimentos gerais, conceitos e teorias, estruturas
neocorticais anteriores e posteriores) (MOSCOVITCH et al., 2005). A memoria

implicita ndo depende de processos conscientes e é de dificil verbalizagdo. Envolve
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procedimentos, habilidades motoras e habitos. Sua ativacdo esta relacionada ao
processamento motor, como nucleos da base, estriado, cerebelo, cortex motor e
cortex pré-motor (DIAS e LANDEIRA-FERNANDEZ, 2011).

O hipocampo é a principal estrutura na formacdo de memodrias explicitas,
incluindo o cortex entorrinal, o ndcleo da amigdala e outras areas corticais distantes.
Todas estas estruturas recebem vias nervosas (dopaminérgica, noradrenérgica,
serotoninérgica, colinérgica) vinculadas ao afeto, estados de consciéncia, diferentes
graus de alerta, ansiedade ou estresse. O processo de formacédo e consolidacéo das
memorias de longa duracédo € lento, pois consiste de muitas etapas e qualquer uma
delas pode falhar. Ademais, estas etapas podem sofrer modulacbes bioquimicas
levando a exacerbacdo ou inibicdo da formacdo de memdria (IZQUIERDO, 1989;
IZQUIERDO et al., 2002; WU et al., 2014).

O processamento da memoria de curta duracdo € paralelo ao das memorias
de longa duracéo, ocorrendo também no hipocampo e cortex entorrinal. Este fato
trouxe implicagbes clinicas importantes, pois pacientes diagnosticados com
patologias psiquiatricas, tumores ou lesdes de lobo temporal apresentam

principalmente falha na meméria de curta duracéo (IZQUIERDO et al., 2013).

MEMORIA
Viséo .
Audicéo : = [ =
Olfato Sensorial Atencdio Curta duragao ‘ Longa duracao
Tato (<1 seg) (< 1 min) | (mins > anos)
Paladar l /\
Memdria de Explicita Implicita
trabalho (consciente) (ndo consciente)
Meméria Meméria de
declarativa procedimentos
(fatos, eventos) (habilidades, tarefas)
Memoria episédica Memoria semantica
(eventos, experiéncias) (fatos, conceitos)

Figura 5 —Tipos de memoria. Adaptado de http://www.human-memory.net/types.html
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1.6.2 Acidente vascular encefalico e memoéria

Apbés um AVE geralmente ocorre comprometimento da memoaria, que pode
persistir por varios anos (LINCOLN et al., 2011; SCHAAPSMEERDERS et al., 2013).
Em uma reviséo sistematica, Snaphaan e Leeuw (2007) estimaram que entre 23 e
55% dos pacientes acometidos por AVE apresentaram comprometimento da
memoria apos trés meses e, de 11 a 31%, ap6s um ano. Dados revisados sobre as
queixas cognitivas relatadas por pacientes pés-AVE indicaram que muitos possuem
problemas de memoria na vida diaria (VAN RIJSBERGEN et al., 2014) e a perda de
memoria € a queixa mais frequente comparada a outros comprometimentos
cognitivos (LAMB et al., 2013).

A perda de memoria ocorre como resultado da perda de células nervosas no
cérebro. Quando a perda de memdria é severa e interfere nas atividades do dia-a-
dia passa a se chamar deméncia. A deméncia pés AVE é chamada deméncia
vascular ou prejuizo cognitivo vascular, em que o0s portadores apresentam
dificuldade na aprendizagem e na recordacao, ou seja, esquecem nomes, lugares
familiares e vocabulario (NOVITZKE e QURESHI, 2008). A frequéncia de
comprometimento cognitivo ap6s um AVE muda de acordo com a regido encefélica
afetada (Tabela 1).

Pesquisas mostraram que no Reino Unido e Suécia, a prevaléncia de
comprometimento cognitivo logo apés AVE foi de 96% e trés meses ap0s, variou de
24 a 39% (GUTIERREZ et al., 2011; DOUIRI et al., 2013). Na Noruega e na Franca
a mesma prevaléncia pos lesdo foi de 57% e 47,3%, respectivamente (IHLE-
HANSEN et al., 2011; JACQUIN et al.,, 2014). Nos estudos de Salihovi¢ e
colaboradores (2018) a frequéncia de comprometimento cognitivo na Bosnia e
Herzegovina foi de 69%, muito préxima comparada aos outros estudos. Um estudo
de acompanhamento pés AVEI (durante, aproximadamente, 11 anos) realizado na
Holanda, com 277 pacientes jovens adultos (18 a 50 anos de idade, com 55% de
mulheres), demonstrou diminuicao no funcionamento cognitivo
(SCHAAPSMEERDERS et al., 2013). Entretanto, o longo acompanhamento pode
estar associado a comorbidades neuroldgicas, que afetam negativamente o
desempenho cognitivo (VAN NORDEN et al., 2012). Todos os estudos sugerem que

as sindromes cognitivas sdo comuns apos um AVE.
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Tabela 1 — Acbes e consequéncias p6s-AVE de acordo com a regido encefalica afetada.

Regides do . L
| Acéo Consequéncia pos-AVE
cérebro

Atencdo; emocgdes, controle Mudanc¢a de comportamento social; perda

sexual e social; tomada de do movimento delicado; perda da forca nos
Lobo frontal L ) . .
decisdes; movimentos bracos, maos e dedos; perda de expressao

voluntérios; verbalizacéo; cheiro facial; dificuldade na fala

Habilidade académica; nome de Dificuldade em interpretar informacées

objetos; toque, cheiro (direito)/ visuais como comprimento, tamanho e

Lobo organizagéo, linguagem profundidade; incoordenacgéo de olhos e
parietal (esquerdo); coordenacao maos; perda sensorial (tato); confuséo
sensorio-motora dos olhos e direita-esquerda,; dificuldade de ler,
maos escrever e calcular
Incapacidade de entender a linguagem
falada (dificuldade de encontrar palavras e
Compreenséo da linguagem; formar frases); perda auditiva; dificuldade
Lobo audicao; memoria; em reconhecer sons e vozes; sons
temporal reconhecimento facial; distorcidos; perda de memoria de curto e
comportamento longo prazo; comportamento agressivo;
sexualidade exacerbada,; distirbios no
olfato e paladar
Lob Hemianopsia; quadrantanopia; escotoma,;
obo
o Visual perda de sensibilidade da cérnea; agnosia;
ocipital )
cegueira
Equilibrio; controle postural; Perda do balanco e coordenagéo; tontura,
Cerebelo . _ i _
coordenacéo; movimento nausea, emese, ataxia
. o Diminuicdo da capacidade vital da
Funcgdes vitais (sistema nervoso L N
R . respiracao, leva a dificuldades de fala;
Tronco autébnomo, regulagéo do sono, N L .
. o . ] dificuldades na organizacao e percepc¢ao do
encefdlico | excitacao, ingestao de alimentos

) o ) ambiente; problemas no equilibrio e
e fluidos); equilibrio e movimento ) o _ o )
movimento; paralisia, hemiplegia, disfagia

Fonte: Adaptado de CHELLAPPAN et al., 2012.

Muitos estudos clinico-patologicos citam que volumes maiores de leséo
(TOMLINSON et al.,, 1970; SCHNEIDER et al., 2003) e grande namero de areas
isquémicas macroscoépicas (NEUROPATHOLOGY, 2001; SCHNEIDER et al., 2003;
WHITE et al.,, 2005; SONNEN et al.,, 2007) estdo associados ao aumento da
probabilidade de deméncia pds-AVEI.

Contudo, o diagnostico através da
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determinacdo do volume ou numero de infartos necessarios para que ocorra
comprometimento cognitivo vascular ou deméncia tem se mostrado dificil, pois,
diferentemente da doenca de Alzheimer e outras doencas neurodegenerativas, nao
existem critérios neuropatolégicos aceitos para confirmar tal diagnostico clinico.
Pesquisas mostraram uma relacdo inconsistente entre volume e nimero de infartos
e comprometimento cognitivo vascular (VINTERS et al., 2000; WHITE et al., 2005).
Estas inconsisténcias podem estar mais relacionadas ao local do que ao volume de
infarto. No entanto, esses fatores ndo 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 a deméncia.

Além de desafiar essas relacdes, alguns estudos sugerem que multiplos micro
infartos possam estar relacionados a deméncia, denotando um fenémeno mais
generalizado, como hipéxia difusa, inflamacéo, estresse oxidativo e/ou ruptura da
barreira hematoencefalica (WHITE et al., 2005; SONNEN et al.,, 2007). Outros
fatores que determinam se os infartos estdo relacionados ao comprometimento
cognitivo vascular incluem variacdo na reserva cognitiva (ELKINS et al., 2006) e
outras patologias coexistentes.

Em uma recente revisdo sobre a recuperacdo da memoria pos-AVE, das Nair
e colaboradores (2016) concluem que muitos pacientes sofrem perda de memoria
apos um AVE e, embora existam centros de reabilitacgdo com varias formas de
intervencdes para melhorar a vida desses individuos, os programas de tratamento
ndo sao totalmente eficientes. Contudo, quando o0s autores compararam O0S
pacientes tratados e ndo tratados, a reabilitacdo da memoria 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 fémeas e machos induzidos cirurgicamente a um modelo de isquemia

cerebral cortical focal permanente.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da guanosina em fémeas e machos, isquémicos e naives

sobre:

e A recuperagao sensorimotora;

e As memoarias de curto e longo prazo;

e A ansiedade a longo prazo;

e A astrogliose reativa a longo prazo;

e O volume de lesdo apos 48 horas de inducéo isquémica;

e O ciclo estral em fémeas, avaliado imediatamente antes da cirurgia.
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PARTE I

Nesta parte serdo apresentados a metodologia e os resultados na forma de
um artigo cientifico publicado no periddico Neurochemical Research, seguido de

dados complementares ndo publicados.

Capitulo 1: Neuroprotective Effects of Guanosine Administration on In Vivo

Cortical Focal Ischemia in Female and Male Wistar Rats.
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Abstract

Guanosine (GUO) has neuroprotective effects in experimental models of brain diseases involving glutamatergic excitotoxicity
in male animals; however. its effects in female animals are poorly understood. Thus, we investigated the influence of gender
and GUO treatment in adult male and female Wistar rats submitted to focal permanent cerebral ischemia in the motor cortex
brain. Female rats were subdivided into non-estrogenic and estrogenic phase groups by estrous cycle verification. Immedi-
ately after surgeries, the ischemic animals were treated with GUO or a saline solution. Open field and elevated plus maze
tasks were conducted with ischemic and naive animals. Cylinder task, immunochistochemistry and infarct volume analyses
were conducted only with ischemic animals. Female GUO groups achieved a full recovery of the forelimb symmetry at
28=35 days after the insult, while male GUO groups only partially recovered at 42 days. in the final evaluation. The ischemic
insult affected long-term memory habituation to novelty only in female groups. Anxiety-like behavior, astrocyte morphology
and infarct volume were not affected. Regardless the estrous cycle, the ischemic injury affected differently female and male
animals. Thus, this study points that GUO is a potential neuroprotective compound in experimental stroke and that more
studies, considering the estrous cycle, with both genders are recommended in future investigation concerning brain diseases.

Keywords Ischemic stroke - Female - Estrous cycle - Symmetry - Open field test - Immunohistochemistry

Introduction

Stroke is the second most common cause of death and dis-
ability worldwide [1]. The ischemic stroke is characterized
by a transient or permanent reduction in the cerebral blood
flow. The ischemic core is surrounded by the penumbra
zone, which is a region composed by normal and function-
ally impaired cells tangled in diverse degrees [2—4]. Thus,
the penumbra zone has been increasingly considered in

Electronic supplementary material The online version of this
article (hitps:fdoiorg/10.1007/511064-018-2562-3) contains
supplementary material, which is available to anthonized users.

El Lucicle Varaschini Teixeira
luciele sm@ gmail.com

Department of Biochemistry, Instituto de Ciéncias Bésicas
da Saide, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,

Porto Alegre, Brazil

Diepartment of Physiology, Laboratory of Molecular
Endocrinology. Federal University of Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, Brazil

(5

Published onling: 31 May 2018

studies searching brain targets for prevention/treatment of
acute brain ischemia [5=T].

Release of the affected cells content is harmful to the
brain. When glutamate, the main excitatory neurotransmit-
ter in mammalian brains, is released by damaged cells. its
excessive levels in the synaptic cleft of the penumbra zone,
leads to toxic overstimulation of glutamate receptors. This
overstimulation, known as excitotoxicity, massively gener-
ates free radical species and extensively injures the cerebral
tissue [2, 3, 8].

Guanosine is an endogenous guanine-based nucleoside.
Intracellularly, GUO is a relevant regulatory and structural
molecule [9]. Additionally, it has been shown that GUO
acts as a neuroprotective agent against experimental mod-
els of brain diseases involving glutamatergic excitotoxic-
ity [10=13], like ischemic stroke [14], oxidative stress [15],
hepatic encephalopathy [16, 17]. and anxiety [18].

Experiments using rodents as animal models are predomi-
nantly performed with male animals. even when the objective
of the sudies is to evaluate a specific condition in fernales [19].
Indeed, specific mechanisms underlying sexual dimorphism

ﬂ Springer
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in brain injuries, which have been studied for some decades,
remain elusive [20].

Sex differences in stroke risk and outcomes have been well
documented [21]. such as the later age of stroke incidence in
women versus men [22, 23]. However, while evidence sug-
gests an association between estrogens and neuroprotection in
younger women, mechanistic interpretation of a neuroprotec-
tive role performed by ovarian steroids is still not well-estab-
lished [24-27].

In vitro and in vivo studies have shown that ovarian hor-
mones exert direct protective actions on neuron-glia cells, by
acting on the neurovascular unit, regulating reactive gliosis and
neurcinflammeation, and even modifying neurogenesis [26=35].
However, most of these in vivo studies compare sex-hormone
vs. placebo treatments in male or ovariectomized female ani-
mals. In turn, few data are available concerning female animals
with normal estrogen levels during the estrous cycle [36].

The female gonadal hormones regulate astrogliosis depend-
ing on the affected region of the central nervous system (CNS)
and the pathological condition, increasing or decreasing the
number, shape, and size of astrocytes. Estradiol, for example,
decreases astrocyte proliferation in the cerebral cortex and
hippocampus after stabbing wound injuries [37-39]. Reac-
tive astrogliosis is characterized by an increased number and
shaping of astrocytes, especially those with branched morphol-
ogy (ramified astrocytes). It may occur after an ischemic brain
lesion and may be implicated in the brain recovery and animal
behavioural performance [40].

The astrocytes are multiple functional cells, which con-
stantly adapt to gene expression and cellular morphology.,
depending on the cellular context and the insult severity
[41-43]. Astrocyte reactivity is characterized by cell pro-
liferation and morphological changes. This is a common
parameter for many pathological situations, including brain
trauma and ischemia. Compared to non-reactive astrocytes,
reactive astrocytes show an altered phenotype characterized
by the hypertrophy of cellular processes. providing a more
branched—or stellated—appearance to these cells [40].

The effects of GUO in female rats and the long-term
recovery after brain injury in both sexes have not yet been
investigated. Thus, we aimed to investigate the influence
of gender, including the female estrous cycle, and GUO
treatment in adult male and female Wistar rats submitted
to a model of focal permanent ischemia in the motor cortex
brain.

Materials and Methods
Animals

Adult female and male Wistar rats 90-120 days old, with a
body weight 200=350 g (females) and 250400 g (males)

€) Springer

were used in our experiment. The animals were maintained
under controlled light (12/12 h light—dark cycle) and envi-
ronmental conditions (temperature 22 + 2 *C) with water and
commercial food supply ad libitum. All procedures were
performed according to the NIH Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals and the Brazilian Society for
Neuroscience and Behavior (SBNeC) recommendations for
Animal Care. The project was approved by the Ethical Com-
mittee in the Use of Animals from the Federal University of
Rio Grande do Sul {process number 29.396). In all proce-
dures, the number of animals used, and their suffering were
minimized. The schematic procedures are depicted in Fig. 1.

Estrous Cycle Stage

Before the ischemic brain surgical injury, the estrous cycle
was checked in all female rats by vaginal lavage. Approxi-
mately 20 uL of saline solution were inserted into the rat
vagina with a disposable pipette. and immediately removed
with the same pipette and placed on a slide for subsequent
optical microscope analysis. The estrous cycle phase was
determined by cytology analysis. The female groups were
divided into estrogenic {proestrous and estrous) and non-
estrogenic (metaestrous and diestrous) phases [44, 45].

Permanent Focal Ischemia Surgery

The animals were anesthetized with ketamine hydrochloride
(90 mg/kg, i.p.) and xylazine hydrochloride (10 mg/fkg, i.p.).
and placed in a stereotaxic apparatus. After skin incision,
the skull was exposed, and a craniotomy was performed by
exposing the left frontoparietal cortex (+2 to — 6 mm AP,
and —2 to —4 mm M.L. from the bregma). An ischemic
lesion was induced by thermocoagulation in motor and sen-
sorimotor pial vessels [14]. Blood vessels were thermoco-
agulated by approximating a hot probe to the dura mater for
2 min, time required for the verification of the red-brown
color, indicating complete thermocoagulation. Soon after,
the skin was sutured. and each animal was rewarmed to
37 °C using a heating pad and accompanied until recovery
from the anesthesia.

Animal Groups and Drug Treatment

The animals were subdivided into 12 groups, as follows:
Female naive non-estrogenic (F-NE); Female naive estro-
genic (F-E); Male naive (M); Female naive non-estrogenic
GUO (F-NE-GUO); Female naive estrogenic GUO (F-E-
GUO); Male naive GUO (M-GUO); Female ischemic
non-estrogenic (F-ISC-NE):; Female ischemic estrogenic
(F-1S8C-E); Male ischemic (M-I5C); Female ischemic
non-estrogenic GUO (F-ISC-NE-GUO); Female ischemic
estrogenic GUO (F-1SC-E-GUO); and Male ischemic GUD
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Fig.1 Experimental scheme. a Ischemic surgery. Female animals
were subdivided into non-estrogenic and estrogenic groups. All ani-
mals received guanosine—GUO (60 mg/ke. ip., 4 umes) or saline
after surgery. b Euthanasia and samples collection for subsequent

(M-ISC-GUO). GUO (added as 60 mg/kg in NaCl 0.9%)
was purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). The
GUO dose was chosen according to a dose—response curve
previously established by our group [14], which was here
firstly used in studies with female rats. Thus, all groups
received 1 mL/kg. i.p. administration of saline solution or
GUO in 4 times: 0, 1, 3, and & hs after the surgery.

Cylinder Task (CT)

This task is a consolidated tool for neurological evalu-
ation consequences of focal ischemia. CT evaluates the
forelimb preference when the animal rears to explore the
environment by making forelimb contact with a cylinder
wall (20 movements). The apparatus consisted of a trans-
parent glass cylinder with 20 cm diameter x 30 cm height.
The task was performed before the ischemic surgery to
verify the basal forelimb symmetry of animals. The CT
was repeated at the 3rd, 5th, Tth, 14th, 21st, 28th, 35th,
and 42nd days after surgery. The ipsilateral (to the lesion).
contralateral or both forelimbs preference was counted.
The asymmetry of each animal was calculated by the for-
mula: asymmetry = (% of ipsilateral use paw) — (% of
contralateral use paw). Then, the asymmetry percentage
was converted in a symmetry percentage (100 —% asym-
metry) [46]. At the end of each task, the apparatus was
cleaned using 70% alcohol.

immunohistochemistry analyses. ¢ Enthanasia and samples collection
for subsequent infarct volume measures. CT cylinder task; OFT open
field task; EPMT elevated plus maze task

Open Field Task (OFT)

This task allows simultaneous measurement of habituation
to novelty and locomotorfexploratory activity [47]. The
apparatus consisted of a black cage measuring 50 cm length
* 50 cm width x 50 cm height, where the animal was placed
for 10 min. The parameters were recorded using ANY-Maze
software (Stoelting CO., Wood Dale, IL). The animals were
evaluated at the Tth, 14th and 28th days after the ischemic
insult. The parameters evaluated were habituation to novelty
(spatial memory) and locomotorfexploratory activity. Short-
term habituation was considered as a decrease of locomotion
from the 1st to the 5th mins in the same session; long-term
habituation was considered as a decrease in the locomotion
at the 1st min during successive sessions. The distance trave-
led during the last 5 min of each session was considered as
the locomotor/exploratory activity. At the end of each ses-
sion, the apparatus was cleaned with 70% alcohol.

Elevated Plus Maze Task (EPMT)

This task evaluates anxiety-like behavior [ 18]. The apparatus
has 2 open (50 cm length x 10 cm width) and 2 enclosed
(50 cm length > 10 cm width x 40 cm height) arms. sepa-
rated by a central platform (5 cm length * 5 cm width). The
apparatus was placed 70 cm of height from the floor. ANY-
Maze software was used to record the parameters for 5 min.
The parameters recorded included (a) the total distance
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traveled; (b) the percentage of time spent in open arms; and
(c) the distance traveled in open arms. The animals were
evaluated only once, at the 30th day post-ischemic surgery.
At the end of each task, the apparatus was cleaned using
T0% alcohol.

Immunohistochemistry

This procedure was performed after 50 days post-ischemic
surgery. Thirty-six animals (24 females and 12 males) were
deeply anesthetized with ketamine hydrochloride (100 mg/
kg, i.p.) and xylazine hydrochloride (10 mg/kg, i.p.), and
transcardially perfused with saline solution (50 mL) using
a peristaltic pump (10 mL/min). Subsequently, the brains
were removed and fixed with 4% paraformaldehyde in 0.1 M
phosphate buffer (PFA-PBS. pH 7.4) for 24 h at room tem-
perature. Further, the brains were cryoprotected in a 30%
sucrose solution at room temperature until they sank. The
samples were soon dipped in isopentane and frozen at
—80°C.

Immunohistochemistry for glial fibrillary acidic protein
(GFAP) was performed to evaluate the number and morphol-
ogy of astrocytes. Coronal brain slices of 30 pm thickness
(from + 2.20 mm rostrally to — 080 mm caudally relative to
bregma) were obtained (penumbra zone—ipsilateral; con-
trol—contra lateral to ischemia), using a cryostat (MEV,
SLEE Medical GMBH, Mainz, Germany). The brain slices
were mounted on glass slides and post-fixed with PFA-PBS
for 15 min, permeabilized in 0.1% triton X-100 diluted in
PBS (PBS-Tx), and then blocked for 1 h with 5% albumin
also diluted in PBS-Tx. The histological samples were incu-
bated for 24 h at 4 °C with anti-GFAP (1:500 in PBS-Tx)
rabbit polyclonal antibody (£0334, Dako, Glostrup, Den-
mark) followed by a 2 h incubation with secondary goat
anti-rabbit AlexaFluor® 555 antibody (1:1000 in PBS-Tx,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

The images were acquired at 8-bit grayscale (256 grey
levels) in a laser-scanning confocal microscopy (Olympus
FV 1000). Approximately 10=15 confocal sections of (.7 pm
thickness were taken parallel to the coverslip (xy sections)
with an x40 objective (Olympus, U plan-super-apochromat,
UPLSAPO40X). After Z-stack reconstruction, the final
image contains cells that occupy an area of 0.048 mm® (i.e.
0.4 mm of width x 0.4 mm of height x 0.03 mm of depth).
We thus estimated the cell quantity per 1 mm®. All lighting
conditions and magnifications were kept constant. Image
reconstruction and analysis were performed using Image]
software (http:/frsb.info.nih.gov/ij/). We obtained images of
the contralateral and ipsilateral hemispheres from 3 tissue
slices that were sequentially cut (approximately 300 pm of
distance between them) in & brains for each analyzed group.
totaling 6 images per animal and 36 images per group. Alto-
gether, we analyzed 216 images. All measurements were
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made in the motor cortex, approximately 300 pM surround-
ing the cortex lesion (Fig. 5a) at the 50th day post-surgery.

GFAP is considered as a marker of astrocytes in adult
brains [48]. The number of GFAP-immunoreactive astro-
cytes per mm® was estimated as described previously [49].
Briefly. a grid of 4 squares was overlaid upon each image,
and the astrocytes that were located inside or intersected by
the lower and/or left edge of these squares were counted.
We also established a morphological classification for all
counted cells based on a visual assessment, the non-reactive
astrocytes were classified as no-ramified cells whereas reac-
tive astrocytes were classified as ramified cells (Fig. 5B).
The percentage of no-ramified or ramified astrocytes was
calculated considering the total number of counted cells
for each image. Three blind researchers individually per-
formed cell counting and morphological classification by
visual inspection.

Infarct Volume Measure

Infarct volume were conducted only in ischemic animals. To
delineate and measure the ischemic zone, 48 h after ischemic
surgery [50] the animals were deeply anesthetized with keta-
mine hydrochloride (100 mg/kg, i.p.) and xylazine hydro-
chloride {10 mg/kg. i.p.), and transcardially perfused with
saline solution (50 mL) using a peristaltic pump (10 mL/
min). Then, the brains were removed from the skull and
coronally sectioned into slices with 2 mm thickness using
a rat brain matrix. The slices were immersed into a 2%
2.3, 5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) solution at 37 °C
for 30 min, followed by 4% paraformaldehide overnight fixa-
tion (Sigma, St. Louis, MO, USA). After fixation, the slices
were sequentially placed on a dark base in a frontal-occipital
orientation and digital images were acquired. The infarct
volume of each slice was analyzed using Image] software
(http:/frsb.info.nih.gov/ij/) and was calculated by the for-
mula: Infarct Volume = [contralateral area x slice thickness
(2 mm)] — [ipsilateral areax slice thickness (2 mm)}/[con-
tralateral area x slice thickness (2 mm)] [51]. The counts
were performed by three blind researchers individually and
the results were expressed in percentage.

Statistical Analysis

A two-way ANOVA followed by a Tukey's post hoc test
was used to analyze the intragroup time-effect of the
ischemic surgery in the CT. Additionally, a two-way
ANOVA followed by a Sidak’s post hoc test was used to
compare the ischemic rats with their respective ischemic
GUO groups. In OFT, we used one-way ANOVA followed
by a Tukey’s post hoc test to evaluate the long-term habitu-
ation ( 1st min of total distance traveled in each of the 3
different exposures), and the locomotionfexploration (last
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Fig.2 Symmetric score of ischemic animals. Results are presented »
as individual performance of each animal (hard lines). and the mean
of each group. Groups were subdivided into female non-estrogenic
(F-ISC-NE and E-ISC-NE-GUO) (a), female estrogenic (F-ISC-E
and F-ISC-E-GUO) (b) and male (M-15C and M-ISC-GUO) (c). The
day zero refers o the symmetry evaluated before ischemic induction.
Data are reported as mean= 5 EM. and were analyzed by two-way
ANOVA followed by Tukey's multiple comparisons test for tme

effect ("p<005, “p<0.01, "p<000] and "p<00001 com-

pared with 3rd day post-ischemic induction) and two-way ANOWA

Sidak’s multiple comparisons test for group effect {"p{[.l.[.ll,
2p«:{.ll.{.MJl, ""F-:U.IJLK.II comparcd between groups in the same
day). Animals/group: E-ISC-NE= 16; E-ISC-NE-GUO=18; E-1SC-
E=14; F-ISC-E-GUD =1T; M-15C =9; M-ISC-GUO=10

5 min of total distance traveled in each of the 3 different
exposures). Short-term spatial habituation (the difference
between the first and the fifth min of distance traveled
in each of the three different exposures) was evaluated
by two-way ANOVA followed by Sidak’s post hoc test.
Comparisons between naive and their respective ischemic
group in the EPMT was performed using an unpaired Stu-
dent’s t-test to investigate the ischemic effect on anxiety-
like behavior. Cell count and morphology of astrocytes
were analyzed by two-way ANOVA followed by a Sidak's
post hoc test comparing the percentage of ramified and
no-ramified astrocytes in the same group. Infarct volume
measure was analyzed by one-way ANOVA followed by
Tukey's post hoc test to compare the lesions size between
groups. Data are reported as the mean + SEM. Alpha or
significance levels were set at 0.05. All analyses were per-
formed using Graph Pad Prism 6.0.

Results
Cylinder Task (CT)

In CT (Fig. 2). the time course analyses evidenced that all
the ischemic animals, without GUO treatment, partially
recovered the impaired symmetry in forelimb paws, with
70% considered full recovery. The GUO treatment sig-
nificantly improved this recovery. F-1S-NE-GUD group
achieved a full (70%) recovery from the 35th day post-
insult [Fig. 2a, F(8, 240)=181.7; p< 0.0001], and the
F-1S-E-GUOQ group, from the 28th post-insult [Fig. 2b,
F (8, 216)=200.3; p<0.0001]. Instead, the M-IS-GUO
group achieved only a partial 60% recovery from the 35th
day post-insult (Fig. 2c, F (8, 136) =225.0; p<0.0001).
These improved recoveries were maintained up to the last
measurement (42 days post-insult). When comparing the
female and male rats with or without GUO treatment, we
observed that the estrous cycle did not interfere in forelimb
recovery (see Sup. Figure 1).
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Open Field Task (OFT)

In OFT. the distance traveled measured in the 3 different
exposures of naive and ischemic animals is represented in
Fig. 3a—i. As expected, all naive groups presented short- and
long-term habituation to novelty: all naive groups decreased
the distance traveled from the 1st to the 5th min in each
session and decreased the distance traveled in the 1st min
in successive sessions, respectively. Additionally, F-NE,
F-E. M and M-ISC groups had a decrease in the distance

traveled in the last 5 min (locomotion/exploratory activity)
when comparing all sessions, unless F-IS-NE and F-15-E
groups (Fig. 3g, h, respectively). The comparison between
non-ischemic and ischemic groups in each exposition indi-
cated no statistical difference. GUO did not affect any group.
or the parameters evaluated (data not shown).

Long-term habituation to novelty was maintained in naive
groups (Fig. 3a, F (2, 57)=12.15; p<0.0001, Fig. 3b, F
(2, 54)=15.70; p<0.0001, and Fig. 3¢, F (2, 42)=14.99;
p<0.0001), but the ischemic insult affected the long-term
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Fig.3 (wpen field task: total distance traveled. Groups were subdi-
vided into a female non-estrogenic naive (F-NE) and (D) ischemic
(F-ISC-ME). b female estrogenic naive (F-E) and (E) ischemic
(F-1SC-E). ¢ male naive (M) and (F) ischemic (M-1SC). a—f, dem-
onstrating long-term habituation on 1st min of session (# symbaol),
and short-term habituation comparing 1st and 5th mins of ses-
sion (*symbaol); G to 1, demonsirating the locomotion/exploration
activity on the last 5 min of session (+symbol). The task was per-
formed 3 umes (7, 14 and 28 days) after ischemic surgery. Data are
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reported as mean#SEM. Long-term habituation and locomotion/
exploration activity were analyzed by one-way ANOVA followed by
Tukey's multiple comparisons test when compared 3 sessions in the
same group, and shori-ierm habiiuation was analyzed by two-way
ANOVA followed by Sidak's multiple comparisons test. (="*p<{L05,
HSSp (D], SRS o 0], ST L S0 0001).  Ani-
malsfgroup: F-NE=20; F-ISC-ME=16; F-E=1% FISC-E=14;
M=15 M-ISC=9
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Fig.4 Total distance traveled, time percentage and distance traveled
in open arms by animals in clevated plus maze task. Groups were
subdivided into female non-estrogenic naive (F-NE) and ischemic
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Fig.5 Morphological analysis of astrocytes. GFAP immunohisto-
chemistry was performed 50 days after ischemic surgery. Six animals
per group and three slices per amimal were analyzed. Images of brain
cortices from the contralateral (CL) and ipsilateral (IPSI) region were

habituation in female (F-IS-NE and F-IS-E) groups (Fig. 3d.
F (2, 45)=2.627; p=0.0834: Fig. 3e. F (2. 39)=0.7305:
p=0.4881), without affecting the male (M-IS) group
(Fig. 3f. F (2, 23)=8.166: p=0.0021).

Short-term habituation to novelty was present, in all
3 sessions, in naive groups (Fig. 3a, F (1, 57)=107.7;
p<0.0001, Fig. 3b. F (1, 54)=80.71: p<0.0001. and
Fig. 3¢, F (1,42)=68.32; p<0.0001). as well as in ischemic
female groups F-IS-NE, F-IS-E and M-IS (Fig. 3d. F
(1, 45)=57.40; p<0.0001; Fig. 3e. F (1. 39)=42.80;
p<0.0001: and Fig. 3f, F (1. 22)=13.49; p=0.0013). In

acquired through confocal microscopy at indicated arcas (a). Rep-
resentative images of ramified (stellated) and no-ramified astrocyte
morphology (b). Representative images of contralateral and ipsilat-
cral region from cach analyzed group (c—¢)

male ischemic group the short-term habituation was verified
only in the session 1: the absence of statistical significance
from the 1st to 5th min in the sessions 2 and 3 may be due
to the maintenance of the long-term habituation in male
ischemic group. Thus, we considered that the male rats per-
formance in the OFT was not affected by the ischemic insult.

Locomotion/exploratory activity in naive groups showed
a significant decrease in the distance traveled comparing
the first OFT exposition with the other successive sessions:
Fig. 3g, F-NE group—F (1.821.34.61)=11.36; p=0.0002:
Fig. 3h. F-E group—F (1.576, 28.36)=8,179; p=0.003;
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Fig. 3i, M group—F (1.520, 21.28)=6.166; p=0.0122.
The ischemic insult abolished this decrement in female
ischemic groups: Fig. 3g, F-ISC-NE group—F (1.508,
22.62)=3.685: p=0.0522; Fig. 3h, F-ISC-E group—F
(1.576, 20.49) =0.8461; p=0.4185. This effect was not
observed in the ischemic male groups: Fig. 3i. M-ISC
group—F (1481, 11.85)=15.19; p=0.0010.

Elevated Plus Maze Task (EPMT)

The ischemic insult and GUO did not affect the total dis-
tance traveled, the distance traveled in open arms, or the
time spent in open arms in the EPM task (Fig. 4a—c), pre-
liminarily pointing to an absence of anxiolytic-like behavior
caused by this brain ischemia protocol.

Immunohistochemistry of Astrocytes
It was not observed any significant morphological differ-

ences between the contralateral (control zone) and ipsi-
lateral {penumbra zone) cortices of F-IS-NE. F-IS-E and

Table 1 Total count of astrocytes of contralateral (CL) and ipsilateral
(IPSI) cortices

Total of cellsfmm® (Ramified + No-Ramified)

Saline GuUD

Female non-estrogenic

CL 49640_1 + 483,15 305005 +432 86

1Psl 5246 9+ 681.47 40587+ 50122
Female estrogenic

CL 4012 3437992 42320+ 44318

IPsl SO30.E 4 T94.54 40851 +47027
Male

CL 462964+ 377.76 43700+ 567 28

1Psl 60185+ 911.65 527717+ 63939

Total of cells are expressed as mean + standard errors

M-IS animals, regardless the GUO treatment (Fig. 5c—e).
Similarly, the estimative of cells per mm® revealed no sig-
nificant differences in the total number of astrocytes in the
contralateral and ipsilateral cortices for each analyzed group
(Table 1). The prevalence of no-ramified astrocytes, com-
paring to ramified astrocytes, was the same in both corti-
ces in all analyzed groups. The ischemic insult caused no
astrogliosis (Fig. ba=c), at least after 50 days of ischemic
surgery (Fig. 6a, F (1. 63)=116.2; p<0.0001; Fig. 6b, F
(1, 65)=90.04; p<0.0001; and Fig. 6c. F (1, 66)=95.64,
p<0.0001).

Infarct Volume

The ischemic insult generated similar infarct sizes both in
male and female groups, and GUO did not affect the infarct
volume measure (Fig. 7a. b). There was no statistical dif-
ference in the infarct volume measure when comparing
between groups (F (5, 24)=1.615, p=0.1942).

Discussion

In this study. the ischemic brain insult differently affected
behavioral performance of female and male rats. This work
is the first to examine the long-term effect of an acute
ischemic brain insult (stroke) simultaneously in female and
male animals and the comparative potential neuroprotective
effects of GUO in both genders. As many studies are per-
formed on ovariectomized rats using exogenous treatment
with estrogen, we considered the estrogenic and non-estro-
genic phases of the estrous cycle in non-ovariectomized rats.

It has been shown that after focal stroke in rats, endog-
enous guanosine in cortex was elevated within 2 h and
remains high for 7 days [52]. what led to the investiga-
tion of the effects of exogenously administered guanosine
in stroke models [53-55]. Guanosine has neuroprotective
effects in vivo experimental models, as seizures [56—60],
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Fig.6 Quantitative analysis of astrocytes. Female non-estrogenic (a), multiple comparisons test. “p<0.05, "p<0.001 and ™" p<0.0001

female estrogenic (b), male (c). The percentage of ramified (striped)
or no-ramified (full) cells remained constant. For each group indi-
vidually, the percentage of no-ramified astrocytes were significantly
higher. Data were analyzed by two-way ANOVA followed by Sidak’s
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when compared the percentage of astrocytes ramified and no-ramified
in the same group. Animalsfgroup: 3. CL contralateral; /P51 ipsilat-
eral
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Fig.7 Brain infarct volume of ischemic groups. The lesion sizes were
obtained 48 hs after ischemic surgery. a Representative TTC images
of cach group. b Percentage of infarct volume. Data were analyzed
by two-way ANOVA followed by Tokey's multiple comparison test.
Animals/group: 5

brain ischemia [2, 14, 61, 62], Parkinson’s disease [63, 64],
Alzheimer's disease [65], hepatic encephalopathy [16, 17,
6] and sepsis [13]. In an in vitro model of ischemia (oxygen
glucose deprivation), it was also observed the neuroprotec-
tive effects of guanosine. In all these experimental models,
guanosine exerts modulatory effects on the cerebral gluta-
matergic system, by stimulating astrocytic glutamate uptake
[67—69], exerting antioxidant effects, preventing mitochon-
drial membrane depolarization, and regulating inflammatory
responses [62, T0=73].

Here, we evaluated sensorimotor recovery., which is
considered the foremost neurological recovery parameter
after the ischemic insult [46, 74=76]. We also evaluated
the performance in behavioral tasks involving habituation
to novelty, locomotor/exploratory activity, and anxiety-like
behavior. Moreover, we assessed putative long-term astro-
cytic reactivity in both brain hemispheres.

The ischemic insult profoundly affected the forelimb sym-
metry; its acute effect was followed by a slow sensorimotor
recovery, more evident in the female groups. To determine

if the lesions of male and female groups had similar size or
not, we performed the TTC protocol, which indicated no
statistical differences between groups, concerning the lesion
size. GUO had a significant neuroprotective effect and was
more efficient in the female groups, in which it reached a
normality of 70%. Our results indicate that females are less
sensitive to this model of acute brain ischemic insult and
more sensitive to GUO administration, at least during the
reproductive period of life.

Previous studies have demonsirated the effect of GUO in
recovering the sensorimotor function in male rats [14, 53,
55]. When comparing both genders, however, we showed
that GUO administered just after the insult was more effi-
cient in female rats. The GUO effect started at the fifth -
seventh days after injury in female and male groups, reach-
ing a late (28=35 days) normality (70%) only in the female
groups. The sensorimotor long-term recovery (symmetry )
in ischemic groups, and the beneficial effect of guanosine
treatment were better in female rats. This differential find-
ing may be related to ovarian hormones, mainly estradiol,
which exerts neuroprotective effects [77-83]. However. the
biochemical mechanisms and the interaction between GUO
and ovarian hormones still require further researches. We
believe that, even in the non-estrogenic phase, the central
physiclogical estrogenic environment may be reasonably
maintained. unlike what occurs in an ovariectomized rat.

We used OF task to evaluate short and long-term habitua-
tion to novelty (spatial memory). All naive groups presented
both short and long-term habituation to novelty. Ischemic
insult affected both genders differently. The female groups
were affected only in long-term habituation, whereas the
male group was not affected in any habituation. The estrous
cycle phases did not affect any of the ischemic insult effects.
The GUO treatment did not affect the insult consequences
(data not shown). This difference in the behavioral response
of each gender to ischemia may be attributed to a deficit in
habituation memory [84, 85].

Locomotionfexploratory activity was also evaluated in
the same OF task, by measuring the distance traveled by
the animals in the last 5 min of each session. The normal
behavior of rodents is decreasing the locomotor/exploratory
activity while presenting habituation to novelty [85]. Our
results evidenced that all naive groups had a normal decrease
in the locomotion/exploratory activity, and that the ischemic
insult affected this decrease only in female groups. Estro-
gens are neuroprotective after cerebral ischemia [32], thus,
further researches on habituation memory and exploratory
activity during estrogenic and non-estrogenic phases should
be conducted.

Anxiety-like behavior was evaluated by EPM task. All
naive groups had the same performance in all parameters
evaluated. The ischemic insult had no effect in a long-term
anxiety-like activity, consequently, GUO did not protect
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this behavior. We performed the EPM task at 30 days after
surgery aiming to evaluate some long-term effect of the
insult on an anxiety-like behavior. The lack of effect may be
related to the time in which the task was performed after the
ischemia [86]. Another way, previous study [87] observed
an anxiogenic-like behavior after 24 h, and anxiolytic-
like effects after 5 days post-ischemic surgery. They also
observed no differences of anxiety-like activity at the 15th
and 30th days after surgery. when comparing the ischemic
and control groups.

The resting (no-ramified) astrocytes participate in CNS
homeostasis [88]. synapse formation [89], and synapse
function [90]. Despite the resting (no-ramified) astrocytes
present a heterogeneous morphology, this phenotype is
characterized by small cell body and low GFAP expression,
long and thin processes united by gap junctions, forming a
network. Under pathological conditions, as ischemic stroke,
astrocytes also change their phenotype from a resting to a
reactive form, characterized by hypertrophic cell bodies
and novel processes [42, 91]. Astrocytes become reactive
about 2 days to 1 week after stroke and they form a scar
around the core by approximately 2 weeks [92]. However,
a recent stroke study using another surgery protocol found
reactive astrocytes even 30 days after stroke [93]. In our
work we found most astrocytes in resting phenotype, what
could be explained by the long-term evaluation (50 days
after ischemic surgery).

Studies have shown that the penumbra zone is modulated
after ischemic stroke by processes involving glial cells.
Astrocytes, present in the penumbra zone, are converted to
hypertrophic shapes, leading these reactive cells to present
a more elongated and radial process. Indeed, in a few hours
after the ischemic brain injury, astrocytes become reactive,
and after 3=5 days the number of astrocytes around the
lesion increases significantly [94].

The astrocytic role in brain recovery after an ischemia is
controversial. Reactive astrocytes could play beneficial roles
in the acute phase of brain injury, by inducing the secre-
tion of neurotrophic factors. These activated cells, however,
may also be responsible for inhibiting axonal growth, which
impairs the functional recovery of the brain [40, 95, 96]. In
our group, it was previously observed [97] that ischemic
stroke in male rats could also promote morphological
changes in astrocytes after 9 days, characterizing reactive
astrogliosis in the ipsilateral brain side.

Ovarian hormones interact with glial cells. Estradiol
increases GFAP expression in astrocytes depending on
estrous cycle phase [30]. Here, we searched for potential
long-term gender dependent effects in astrocytes—astro-
gliosis—in the penumbra zone after ischemia. We found
no effect of brain ischemia or GUO treatment on astrocytic
parameters, both in ipsilateral and contralateral brain slices
at 50 days after surgery. This long time after the ischemic
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surgery for immunochistochemistry analysis could be respon-
sible by the absence of astrogliosis, which is a topic cur-
rently under investigation by our group.

As the incidence of ischemic stroke has increased in both
men and women worldwide in last decades [98]. in vivo
experimental studies are increasingly being performed;
however, the majority are with male animals and perform-
ing the evaluation for short-time after the ischemia. includ-
ing preclinical researches involving guanosine in ischemic
stroke. Thus, we conducted our study using female/male
rats, considering the phases of the estrus cycle and admin-
istering guanosine as treatment. Considering the different
responses observed between female and male rats, we are
starting to investigate putative mechanisms involved in these
differences.

Conclusion

We investigated the effects of gender in rats on neurological,
behavioral, and cellular outcomes caused by a model of focal
permanent brain ischemic injury. as well as the potential
neuroprotective effect of GUO. The female rats had a better
neurological recovery than male rats, considering the fore-
limb symmetry, and were more sensitive to the neuroprotec-
tive effect of GUO administration. Brain ischemia, however,
impaired the long-term habituation to novelty in OFT only
in female rats. These distinct results strengthen the need of
considering the gender of the animal, aiming a better under-
standing of the physiopathology of acute brain insults and
the potential neuroprotective effects of GUO. The potential
mechanisms involved in gender differences require further,
promissory studies.
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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 O 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.
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Capitulo 2: Metodologias e resultados complementares néo publicados

As metodologias dos testes campo aberto, cilindro, labirinto em cruz elevado,
bem como as metodologias da imunoistoquimica de astrdcitos e volume de infarto
isquémico, ja foram descritas no artigo publicado. As analises estatisticas também

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

Teste do campo aberto

Assim como nos grupos nao tratados, todos 0os grupos naives apresentaram
memoéria de habituacdo de longa duracdo (diferenca entre as sessdes 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 duracao (diferenca
entre o primeiro e 0 quinto minutos em cada sessdo 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 isquémicos tratados também tiveram o mesmo
desfecho dos grupos néao tratados: F-ISQ-NE-GUO (Fig. 6D) e F-ISQ-E-GUO (Fig.
6E) ndo apresentaram diferenca estatistica quanto a memdéria de habituacéo a longo
prazo, contudo, o grupo M-ISQ-GUO continuou apresentando (Fig. 6F, F (2, 27) =
4,48; p<0,021). Todos os grupos isquémicos tratados apresentaram memoria de
habituacdo de curta duracéo (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 locomocédo (soma dos ultimos 5 minutos da distancia percorrida) nao foi
afetada pelo tratamento com guanosina, pois, assim como nos grupos nao tratados,
F-ISQ-NE-GUO e F-ISQ-E-GUO nao apresentaram diferenca estatistica entre as
exposicdes. Entretanto, os grupos naives (Fig. 6G, F (2, 52) = 5,749; p=0,0056, Fig.
6H, F (2, 50) = 2,915; p=0,0635, Fig. 6l, F (2, 32) = 23,31; p=0,0005) e o grupo M-
ISQ-GUO (Fig. 61, F (2, 32) = 23,31, p<0,0001) apresentaram diferenca significativa.

A Figura 6J representa a distancia total percorrida de todos os grupos, onde
nao houve diferengca significativa. Apenas 0s grupos nhaives sem tratamento
apresentaram diferenca estatistica no parametro 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, 0s grupos de machos isquémicos sem tratamento
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apresentaram diferenca estatistica no parametro distancia percorrida no centro do
aparato, representado pela Figura 6L, F (11, 148) = 2,844; M x M-1SQ (p<0,05).
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Figura 6 — Teste do campo aberto. Os graficos de A a F demonstram a memdéria de habituagéo
a longo prazo (1° minuto de cada sessdo) e a memoria de habituagdo a curto prazo (diferenca
entre o 1° e 0 5° minutos de cada sessao). Os gréaficos de G a | demonstram a atividade de
locomocéao/exploragcdo no ambiente (soma dos UGltimos 5 minutos de cada sessao). O teste foi
realizado em trés sessfes (7, 14 e 28 dias) ap0s a inducdo isquémica. Os graficos de J a L
representam a distancia total percorrida, o tempo no centro do aparato e a distancia percorrida
no centro do aparato, respectivamente, de todos os grupos no 7° dia ap0s a isquemia. Os
dados foram expressos como média + S.E.M. Meméria de habituacao a longo prazo e atividade
de locomocao/exploragdo no ambiente foram analisadas por one-way ANOVA seguido de teste
post hoc de Tukey, quando comparadas as trés sessfes no mesmo grupo. Meméria de
habituacdo a curto prazo foi analisada por two-way ANOVA seguido de teste post hoc de
Sidak. Distancia 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, ¥ +++*n<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 nao tratados, no teste do labirinto em cruz

elevado nédo houve diferenca significativa entre os grupos tratados nos parametros
analisados (Fig. 7A-C).
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Figura 7 — Teste do labirinto em cruz elevado: Distancia total percorrida (A), porcentagem de
tempo na parte aberta (B) e distancia percorrida na parte aberta (C). O teste foi realizado no 30°
dia ap6s a isquemia. Os dados foram expressos como média + S.E.M. e foram analisados pelo
teste t de student, quando comparados os respectivos grupos naive GUO e isquémico 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-
1S=10.

Metodologia e resultados do teste claro/escuro

Este teste foi utilizado para avaliagcdo da ansiedade em roedores (CRAWLEY
e GOODWIN, 1980). O aparato consiste em uma caixa de acrilico 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 lampada com
poténcia de 100 watts a 45 cm acima do centro da caixa e 0 compartimento escuro
mede 21 cm de altura x 35 cm de comprimento x 41 cm de largura. Na parede
separatdria 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 realizagcdo 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 parametros (tempo no
compartimento claro, laténcia para o lado escuro e numero de transicbes do
compartimento escuro para o claro) foram analisados posteriormente. A analise
estatistica 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 avaliacdo 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
gue as fémeas isquémicas, ndo tratadas e tratadas com guanosina, permaneceram
mais tempo no compartimento claro comparadas aos seus respectivos grupos
naives (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 isquémicos de
machos (M-ISQ x F-ISQ-NE: p<0,0001; M-I1SQ 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 fémeas isquémicas entre 0s grupos nao estrogénico e estrogénico, néo
tratado e tratado com guanosina, observou-se que 0S animais dos grupos nao
estrogénico permaneceram mais tempo no compartimento claro (F-ISQ-NE x F-ISQ-
E: p<0,05; F-ISQ-NE-GUO x F-ISQ-E-GUOQ: p<0,0001).

A Figura 8B representa a laténcia (tempo até o animal entrar no
compartimento escuro) de todos os grupos. Semelhante ao parametro anterior,
observou-se que as fémeas isquémicas levaram mais tempo até entrar no
compartimento escuro comparadas aos seus respectivos grupos naives (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 isquémicos de machos (M-1SQ 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 nao estrogénico e estrogénico
nao houve diferenca significativa.

A Figura 8C representa o numero de transicbes escuro/claro de todos os
grupos. Observou-se diferenca significativa no grupo F-ISQ-E-GUO quando
comparado ao seu respectivo grupo naive (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 grafico pode-se observar que, apesar da auséncia de diferenca estatistica, os
animais que mais transitaram do compartimento escuro para o claro pertencem aos

grupos de fémeas isquémicas.
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Figura 8 — Teste do claro/escuro: Tempo no compartimento claro (A), laténcia (B) e niumero de
transi¢c8es escuro/claro (C). O teste foi realizado no 29° dia apés 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 parametros tempo no compartimento claro e laténcia, e seguido de teste
post hoc de Bartlett para nimero de transi¢cdes escuro/claro. "p<0.05, “p<0.01, ™p<0.001,

Kkk

p<0.0001 representam a comparacao entre o grupo isquémico e o respectivo grupo naive, (?)

representa a comparacgéo entre F-ISQ-NE x F-ISQ-E, (°) representa a comparagdo entre F-ISQ-
NE-GUO x F-ISQ-E-GUO, (%) representa a comparacéo entre M-ISQ x F-ISQ-NE e F-ISQ-E, (%)
representa a comparacéo entre M-1ISQ-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 Il

3 DISCUSSAO

O AVE (isquémico e hemorragico) € uma enfermidade de incidéncia mundial,
de grande relevancia clinica pela sua complexidade, em que, ndo somente o
paciente sofre as sequelas, mas também os familiares envolvidos, pois ha custos
com tratamento e manutencado, além do abalo psicolégico (WHO, 2003; BONITA et
al., 2004; WARLOW et al., 2008; LANHOME et al., 2009; MINISTERIO DA SAUDE,
2013).

Nesta tese, a proposta de trabalho foi estudar a neuroprote¢éo a longo prazo
utilizando como tratamento a guanosina, em um modelo de isquemia cerebral
cortical focal permanente por termocoagulacdo em ratos Wistar fémeas e machos,
levando em consideracédo o ciclo estral das fémeas. Este estudo foi pioneiro quanto
ao tratamento com guanosina em fémeas neste modelo de AVEI, onde pdde-se
comparar os desfechos entre géneros, entre fémeas nas fases estrogénica e nao
estrogénica, entre grupos tratados e controles e entre grupos de animais isquémicos
e ndo isquémicos.

Tanto o modelo de AVEI como o tratamento utilizado, jA foram previamente
estudados em nosso grupo de pesquisa (HANSEL et al., 2014, 2015). Contudo,
neste estudo utilizou-se machos e fémeas, as quais responderam muito bem ao
modelo de isquemia e ao tratamento. A maioria dos trabalhos realizados em fémeas
nao leva em consideracdo as fases do ciclo estral. Geralmente, as fémeas séo
ovariectomizadas e, dependendo do desenho experimental, estas sdo tratadas com
estrogeno exogeno. Neste estudo, decidiu-se por tentar mimetizar o que realmente
ocorre em mulheres, ou seja, verificou-se as fases do ciclo estral das fémeas através
de lavado vaginal no momento da inducdo isquémica e estas foram separadas em
grupos estrogénico e nao estrogénico. Apesar de os resultados de simetria nao
apresentarem diferenca estatistica significante comparando estes grupos de fémeas,
ainda pbde-se observar que as fémeas da fase estrogénica tiveram melhor
recuperacdo do que as fémeas da fase ndo estrogénica.

Independente de os mecanismos bioquimicos da interacdo da guanosina com
0s hormonios sexuais de fémeas nao terem sido estudados aqui, péde-se observar a

significativa recuperacao sensorimotora (teste do cilindro) em fémeas comparadas
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aos machos, tanto na fase estrogénica como na fase ndo estrogénica. Sabe-se que
o colesterol € o precursor dos hormoénios sexuais e ha producdo destes pelos
astrocitos. Ballerini (2006) e colaboradores afirmaram que a guanosina pode
modular a homeostase do colesterol no cérebro e aumentar a expressdo de
apolipoproteina E de astrécitos. Struble (2007) e colaboradores afirmaram que o
estradiol estimula o crescimento neural e libera apolipoproteina E pelos astrocitos.
Além disso, h& envolvimento intimo entre glia, hormbénios sexuais e lipideos
cerebrais. No entanto, esses mecanismos serdo estudados futuramente, por isso
nao serdo 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 ap6s um AVEI (PARK et al, 2013). Silva (2010) e
colaboradores mostraram que, aos seis meses pés-AVE, as mulheres apresentam
pior prognastico funcional. Além disso, o sexo feminino apresenta funcéo locomotora
significativamente pior comparada ao masculino de um a cinco anos apos AVEI
(FUKUDA et al.,, 2009). Ainda, ja foi relatado que ap6s AVE, as mulheres
apresentam maior comprometimento mental (GLADER et al., 2003), depresséo
(ERIKSSON et al., 2004), fadiga (GLADER et al., 2002) e qualidade de vida geral
inferior (FRANZEN-DAHLIN e LASKA, 2012) aos homens. Entretanto, ja foi relatado
qgue as mulheres adiam a busca por atendimento aos primeiros sintomas de AVE, o
que pode resultar em piores desfechos na recuperacdo. Ademais, também é
necessario considerar se o género teve influéncia no tratamento recebido pelo
paciente apoés o diagnéstico (MANDELZWEIG et al., 2006).

A avaliagdo comportamental a longo prazo utilizando o modelo focal
permanente por termocoagulacdo dos vasos piais de AVE e o tratamento com
guanosina, ambos em fémeas e machos simultaneamente foi publicada pela
primeira vez. Diferentemente do teste do cilindro (recuperagédo sensorimotora), nos
testes campo aberto (avaliacdo das memorias de habituacdo, avaliacdo da
locomocédo e avaliacdo da ansiedade), labirinto em cruz elevado (avaliacdo da
ansiedade) e claro/escuro (avaliacdo da ansiedade), que foram realizados com todos
0S grupos de animais, o tratamento com guanosina ndo demonstrou efeito na dose e
frequéncia utilizadas. Tanto 0s grupos que nao receberam tratamento como 0s
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, 0s animais tratados apresentaram sinais de amnésia, sem
afetar o consumo de agua e alimento. Além disso, 0s animais apresentaram
diminuicdo da locomocao no teste do campo aberto (ROESLER et al., 2000;
VINADE et al., 2003). Neste estudo, as fémeas isquémicas permaneceram,
praticamente, com a mesma taxa de locomocéo nas trés sessdes. Este resultado
pode indicar amnésia, pois quando avaliamos memoria de habituacdo em roedores
através do teste do campo aberto, normalmente, a locomog¢&o diminui ao longo do
tempo e/ou das sessdes, como uma manifestacéo de habituacdo (SWEATT, 2010).

Interessantemente, neste trabalho as fémeas isquémicas de ambos o0s grupos
nao estrogénico e estrogénico apresentaram comprometimento da memoria de
habituacdo a longo prazo, enquanto que os machos isquémicos nao foram afetados.
Estes resultados sdo contraditérios a literatura, pois muitas pesquisas que utilizaram
o estradiol como tratamento em fémeas ovariectomizadas e machos demonstraram
neuroprotecdo pos-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, diferencas na cognicdo entre machos e
fémeas foram estudadas por varios pesquisadores, em que descobriram que
roedores machos superam as fémeas em tarefas que requerem memaoria 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 nao
distingue as diferencas cognitivas de acordo com o género, porém, a maioria dos
estudos relata que apés AVE ha prejuizo 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 individuos podem ter progressao dos
déficits cognitivos até desenvolverem deméncia (NYS et al., 2005; LESNIAK et al.,
2008; PENDLEBURY e ROTHWELL, 2009).

A avaliagdo da ansiedade pode ser mensurada por uma variedade de testes
comportamentais ja validados, entretanto, o teste padrdo para esta avaliacdo € o
labirinto em cruz elevado (CRUZ e LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012). Neste estudo,
nao se obteve resultados significativos entre os grupos no labirinto em cruz elevado.
Contudo, no parametro tempo no centro do teste do campo aberto, 0s grupos naive
nao tratados apresentaram diferenca significativa, ou seja, os grupos de fémeas
naives pareceram apresentar comportamento ansiolitico em ralagdo aos machos

naives. No parametro distancia percorrida no centro do aparato também existiu
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diferenca significativa relacionada aos machos, onde o grupo naive nao tratado
percorreu menor distancia do que os machos isquémicos nao tratados, ou seja, 0
grupo isquémico pareceu apresentar comportamento ansiolitico. Apesar da auséncia
de significancia estatistica nos grupos de machos tratados, também é notavel que os
machos isquémicos tratados pareceram apresentar comportamento ansiolitico em
relacdo ao respectivo grupo naive tratado.

O teste claro/escuro também avalia a ansiedade e baseia-se na aversao inata
que os roedores tém por é&reas iluminadas (CRUZ e LANDEIRA-FERNANDEZ,
2012). No presente estudo obteve-se uma resposta marcante nos grupos de fémeas.
No parametro tempo no compartimento claro, tanto as fémeas isquémicas tratadas
como as nao tratadas permaneceram tempo significativamente maior no centro do
aparato comparadas as respectivas naives e aos machos isquémicos nao tratados e
tratados. Além disso, quando comparadas fémeas isquémicas ndo estrogénicas e
estrogénicas, com tratamento e sem tratamento, também se observou diferenca
significativa, ou seja, as fémeas dos grupos nédo estrogénicos pareceram apresentar
comportamento ansiolitico em relacdo as fémeas dos grupos estrogénicos. Em
relacdo ao tempo de laténcia, obteve-se diferenca estatistica nos grupos de fémeas
isquémicas, tratadas e nao tratadas, comparados aos respectivos grupos naives e
aos grupos de machos isquémicos tratados e nédo tratados, ou seja, novamente as
fémeas pareceram apresentar comportamento ansiolitico. Outro parametro
analisado foi o niumero de transi¢cdes escuro/claro, em que os grupos de fémeas
isquémicas estrogénicas tratadas e nao tratadas apresentaram diferenca
significativa comparadas aos seus respectivos grupos naives. Ainda, o grupo de
fémeas isquémicas estrogénico tratado foi significativamente diferente comparado
ao grupo de machos isquémicos tratado. Além da atividade ansiolitica, o0 nUmero de
transi¢cdes escuro/claro também esta relacionado a locomogédo dos animais, quanto
menor o nimero de transicbes, menos o0 animal se locomoveu durante o teste
(CRUZ e LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012). Ainda neste parametro pode-se inferir
que o0s grupos que nao fizeram transicbes escuro/claro permaneceram no
compartimento escuro, entretanto, ndo foi mensudara a distancia percorrida dos
animais nos diferentes compartimentos.

De acordo com os dados comportamentais obtidos pbde-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, apO0s a cirurgia isquémica, através de dois principais testes:
claro/escuro e labirinto em cruz elevado (29° e 30° dias poés-cirurgia,
respectivamente). A avaliacdo da ansiedade através do teste do campo aberto foi
realizada somente na primeira sessao (7° dia apdés a inducdo isquémica), pois,
usualmente, para avaliacdo desse parametro os testes sédo realizados uma unica
vez. Embora o teste do labirinto em cruz elevado seja o padrdo ouro para avaliacdo
da ansiedade em roedores, a avaliagdo pelo teste claro/escuro pareceu ser mais
sensivel neste estudo. Milot e Plamondon (2009) utilizaram o teste do labirinto em
cruz elevado e observaram efeito ansiogénico 24 horas apds a isquemia, efeito
ansiolitico apos 5 dias e nenhum efeito na ansiedade apés 15 e 30 dias. Entretanto,
Nemeth (2014) e colaboradores, utilizando o mesmo teste comportamental,
observaram efeito ansiogénico em machos, mas ndo em fémeas, 14 dias apés a
inducdo isquémica. Dados da literatura sdo escassos em relacdo ao teste
claro/escuro em fémeas, principalmente em modelos de AVE.

Na rotina clinica humana, as mulheres relatam maior incidéncia de depresséao
e ansiedade ap6s o AVE (BUSHNELL et al., 2014), e a doenca cerebrovascular
parece ser mais depressogénica entre mulheres do que homens (WENDELL et al.,
2010). Os resultados das variaveis referentes a influéncia do género no resultado da
isquemia ndo permitem generalizacbes claras, mas indicam que os efeitos
observados em homens n&do podem ser confiavelmente extrapolados para as
mulheres.

Os astrocitos desempenham muitos papéis essenciais para a funcao cerebral
normal, agindo como controladores globais no SNC, pois modulam o ambiente local
e coordenam as respostas celulares em distancias maiores (VERKHRATSKY e
BUTT, 2013; PEKNY e PEKNA, 2014; ROSSI, 2015). Durante o AVE, a interrupgao
das funcg@es astrociticas contribui tanto para um comprometimento inicial rapido da
neurotransmissao quanto para o0 desenvolvimento subsequente do infarto
(MOSKOWITZ et al., 2010; TURNER et al., 2013; GEORGE e STEINBERG, 2015).
Essas células multifuncionais estdo em constante adaptacdo genética e morfoldgica,
dependendo do tipo e severidade do insulto tecidual. No tecido normal estdo
dispostos como nao-reativos ou ndo-ramificados, entretanto, no tecido lesado, eles
mudam rapidamente seu fenaotipo, tornando-se hipertroficos (aumento de GFAP) e
ramificados ou estrelados (PEKNY e PEKNA, 2014).
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Na andlise imunoistoquimica deste estudo, ndo se obteve resultados
significativos quando comparados género, tratamento e fases do ciclo estral de
fémeas. A diferenca estatistica esteve presente apenas na analise quantitativa de
astrocitos ramificados e ndo-ramificados. Bao (2012) e colaboradores afirmaram que
apos um AVE, os astrocitos se tornam reativos apos cerca de dois dias a uma
semana, e formam wuma cicatriz ao redor do nucleo isquémico em,
aproximadamente, duas semanas. Em outro recente estudo utilizando método
diferente de inducdo isquémica, Mestriner (2015) e colaboradores observaram
astrocitos reativos (ramificados) 30 dias apos a lesdo. Neste estudo, a maioria dos
astrocitos observados apresentou fenotipo ndo-ramificado, o que pode ser explicado
pela avaliacdo a longo prazo (50 dias ap0s a cirurgia isquémica).

A proliferacdo de astrocitos (astrocitose) e a gliose reativa (mudanca
fenotipica do astrécito) 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 doencas e traumas cerebrais, e essa
resposta parece ajudar na recuperacao apoés lesédo cerebral (LIU et al., 2015).

Varios estudos evidenciaram que o tratamento com estrogénio e progesterona
reduziu a proliferacdo de astrécitos apos leséo cerebral (GARCIA-ESTRADA et al.,
1993, 1999; DJEBAILI et al., 2005; PEREZ-ALVAREZ et al., 2012). Diferencas na
expressao de GFAP do hipocampo de machos e fémeas adultos foram observadas e
0 numero de células GFAP positivas variou com o ciclo estral (ARIAS et al., 2009).
Imagens ao vivo de um cérebro isquémico apresentaram significativamente maior
marcacdo de GFAP em camundongos fémeas adultas no diestro comparadas aos
machos, e essa sobre regulacdo de GFAP em resposta a isquemia foi dependente
do ciclo estral e consequente nivel sérico de estrogénio (CORDEAU et al., 2008).

O efeito neuroprotetor em fémeas na lesao isquémica é evidente mesmo na
presenca de fatores de risco especificos, como diabetes e hipertensdo (TOUNG et
al., 2000), contudo, esse efeito € abolido pela ovariectomia e pela senescéncia
reprodutiva (declinio nos niveis circulantes de estrogénio e progesterona)
(ALKAYED et al., 2000). Uma variedade de trabalhos experimentais revelaram que
tanto o estrogénio quanto a progesterona sédo potenciais hormonios neuroprotetores
apos um AVEI (GIBSON et al.,, 2006, 2009). No entanto, ensaios clinicos que

examinaram o estrogénio como tratamento apdés AVEI ndo obtiveram resultados
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positivos e, até o momento, nenhum ensaio clinico foi projetado para examinar
especificamente a neuroprotecdo da progesterona apos AVEI (GIBSON, 2013).
Estudos experimentais in vitro e in vivo, apontaram que as diferencas de
género influenciam o resultado apos a inducdo isquémica (SIMPSON et al., 2005). O
tamanho de infarto € menor em roedores fémeas comparadas aos machos apés um
AVE experimental (WISE et al., 2001; CHENG e HURN, 2009). Contrariando os
resultados destes autores, neste trabalho ndo se obteve diferenca estatistica entre
0s grupos de machos e fémeas, entre fases estrogénica e nédo estrogénica e entre
tratado e nédo tratado no tamanho da lesdo isquémica 48 horas apds a cirurgia.
Como foi o primeiro trabalho realizado com machos e fémeas, utilizando o modelo
de AVEI por termocoagulacéo e tratamento com guanosina, futuras pesquisas seréao
necessarias para o entendimento dos mecanismos abordados nesta tese.
Finalizando, nas ultimas décadas, a incidéncia de AVEIl aumentou, afetando
homens e mulheres em todo o mundo (FEIGIN et al, 2017). No entanto, a maioria
das pesquisas experimentais in vivo ainda sao realizadas apenas com machos,
mesmo que o enfoque do estudo seja no metabolismo de fémeas. Assim,
considerando que pesquisas pré-clinicas envolvendo guanosina em AVEI também
sejam realizadas apenas com animais machos, e que estudos epidemiologicos
apontem para a relevancia 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 evolugdo a longo prazo da
recuperacdo pos-AVE, quando na maioria das publicac6es os animais sdo avaliados
a curto prazo, com o objetivo de identificar possiveis diferencas nas respostas de
ratos fémeas e machos. Como foram observadas diferentes respostas em ratos
fémeas e machos, futuramente investigar-se-40 0S mecanismos possivelmente
envolvidos nessas diferencas. Em etapas adicionais, pretende-se determinar
possiveis alvos para efeitos neuroprotetores da guanosina que poderiam explicar as

diferencas observadas entre machos e fémeas.
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com os resultados obtidos nesta tese foi possivel concluir que a guanosina
agiu a longo prazo, melhorando a recuperagcdo sensorimotora, principalmente em
fémeas. Contudo, as memarias de curto e longo prazo, a locomocéo, a ansiedade, a
astrogliose, bem como o volume de infarto ndo foram alterados pelo tratamento com
guanosina. Também foi possivel concluir que o modelo de AVEI utilizado teve
desfechos diferentes de acordo com o género e fases do ciclo estral em fémeas.

Esses resultados permitem que futuras pesquisas acerca do mecanismo de
acao da guanosina em fémeas e machos, a curto e longo prazo, e a implicacado dos
hormdnios sexuais neste metabolismo sejam realizadas, utilizando o mesmo modelo
de AVEL
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