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RESUMO

A guanosina (GUO) é um nucleosideo enddgeno derivado da guanina com
grande participacdo em vias de sinalizacdo celular. Seu efeito no sistema nervoso
central parece promover neuroprote¢cédo de forma dependente da dose administrada.
No presente trabalho avaliou-se, no rato albino, se o tratamento cronico com
diferentes doses de guanosina durante o periodo critico de desenvolvimento
cerebral altera parametros comportamentais e eletrofisiolégicos cerebrais na idade
adulta. Ratos albinos da linhagem Wistar foram tratados, do dia pés-natal (P) 7 ao
27, com uma injecao intraperitoneal diaria de 10, 50 ou 100mg/Kg/d de GUO. Aos
60-65 dias de vida, os animais foram submetidos ao teste comportamental no
Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e ao completarem 90 a 100 dias, ao registro
eletrofisiologico da depresséo alastrante cortical (DAC). Em comparagdo aos dois
grupos controle (ingénuo e tratado com o veiculo-solucdo salina), o tratamento com
GUO aumentou o peso corporal (aos 95 dias nas doses de 50 e 100 mg/kg/d), bem
como alterou os parametros da DAC, diminuindo sua amplitude e velocidade de
propagacédo e aumentando a sua duracdo (nas doses de 50 e 100mg/kg/d).
Observou-se também uma auséncia de comportamento ansiolitico associado ao
tratamento crénico com GUO nessas doses. Esses resultados sugerem um efeito
diferencial de distintas doses de GUO sobre o comportamento de ansiedade em
ratos machos da linhagem Wistar. Os presentes resultados, pioneiros no que se
refere a DAC, sugerem efeito comportamental ansiogénico e demonstram efeito
antagonico a propagacao da DAC, associados ao tratamento precoce crénico com a
GUO. Considerando-se que o tratamento foi realizado no inicio da vida e os seus
efeitos foram avaliados na idade adulta, sugere-se que sua agao seja permanente,
ou ao menos duradoura. O tratamento cronico com GUO aumentou levemente o
ganho de peso corporal dos animais tratados com as doses de 50 e 100mg/kg/d sem
interferir no comportamento semelhante a ansiedade, mas interferiu nos paramatros
da DAC.

Palavras-chave: Guanosina. Depressédo Alastrante Cortical. Comportamento de

ansiedade. Desenvolvimento cerebral.



ABSTRACT

Guanosine (GUO) is a guanine-derivative endogenous nucleoside with great
participation in cell signaling pathways. GUO appears to promote neuroprotection in
the central nervous system in a dose-dependent manner. In the present study, it was
evaluated in the albino rat whether chronic treatment with different doses of
guanosine during the critical period of brain development influences behavioral and
electrophysiological parameters in adulthood. Wistar albino rats were treated, from
postnatal (P) day 7 to 27, with a daily intraperitoneal injection of 10, 50 or
100mg/kg/d GUO. At P60-65, the animals were behaviorally tested for anxiety-like
responses in the Elevated Plus-Maze (EPM). At P90-100 the phenomenon known as
cortical spreading depression (CSD) was electrophysiologically recorded over a 4h-
period. In comparison with the two control groups (naive and vehicle [saline]-treated),
GUO treatment with 50 and 100 mg/Kg/d increased body weigh at P95. Treatment
with those two GUO doses also altered CSD parameters (reduced CSD propagation
velocity and its DC-shift amplitude, and increased its DC-shift duration). There was
also an absence of anxiolytic behavior associated with chronic treatment with GUO at
these doses. These results suggest a differential effect of distinct doses of GUO on
anxiety-like behavior in male Wistar rats. The present results, which are pioneering
with regard to CSD, demonstrated an antagonistic effect on the CSD propagation,
which was associated with GUO treatment early in life. In addition, data suggest an
anxiogenic behavioral effect, which deserves being further explored. Considering that
treatment was performed early in life and its effects were evaluated in adulthood, it is
suggested that its action is permanent, or at least long lasting. Chronic GUO
treatment slightly increased the body weight gain of animals treated at doses of 50
and 100mg/kg/d without interfering with anxiety-like behavior, but interfered with the
parameters of DAC.

Key words: Guanosine. Cortical Spreading Depression. Behavior of anxiety.

Development of the Brain.
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1 INTRODUCAO

O sistema transmissor purinérgico é composto pelas bases puricas adenina
(ADA) e guanina (GUA), representadas por seus nucleotideos. Estudos demonstram
gue os nucleotideos a base de guanina (GBPs), tais como: trifosfato de guanosina
(GTP), difosfato de guanosina (GDP), e monofosfato de guanosina (GMP) podem
ser convertidos extracelularmente de forma direta por enzimas denominadas
ectonucleotidases em guanosina (BETTIO et al., 2016a; DAL-CIM et al., 2016). A
guanosina (GUO) é um nucleosideo purinérgico enddégeno cuja estrutura possui uma
guanina ligada a um anel de ribose. Ela pode ser liberada por astrécitos e ocorre
naturalmente no Sistema Nervoso (SN), exibindo efeitos neuroprotetores tanto em
estudos in vivo quanto em estudos in vitro (BELLAVER et al., 2015; GERBATIN et
al., 2016).

E bem estabelecido que a GUO tem como papel no Sistema Nervoso Central
(SNC) modular a transmissdo glutamatérgica intercelular, podendo atuar como um
antioxidante, pois pode neutralizar excitotoxicidade provocada pelo glutamato
(LANZNASTER et al.,, 2016b). Em estudos recentes foi demonstrado que os
receptores da adenosina A1IR e A2AR podem estar envolvidos com os efeitos
neuroprotetores da GUO (DOBRACHINSKI et al.,, 2018). Esses efeitos podem
modular (aumentar ou diminuir) as atividades dos sistemas glutamatérgicos e
adenosinérgicos (LAKATOS et al., 2016).

Estudos in vivo em ratos Wistar albinos Glaxo RijsWijk, que geram
espontaneamente crises epiléticas de auséncia, mostrou que o efeito da GUO é
dependente da dose. Os animais que receberam GUO nas doses de 20 e 50 mg/Kg
via injecdo intraperitoneal (i.p) apresentaram menores numeros de descargas de
espiculas (SWDs) (KOVACS et al., 2015a). Por outro lado, doses mais altas de
100mg/Kg aumentaram essa atividade epilética de auséncia e esse resultado esta
relacionado a hipexcitabilidade cortical (LAKATOS et al., 2016).

Disturbios da excitabilidade cortical podem ser investigados
experimentalmente por meio do fenbmeno conhecido como depressdo alastrante
cortical (DAC), que foi utilizado neste trabalho. A DAC foi primeiramente descrita por
Aristides Azevedo Pacheco Ledo em 1944. Esse fendmeno caracteriza-se pela
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reducdo (depressdo) da amplitude do eletroencefalograma (EEG) em uma
determinada regido cortical, em resposta a estimulacdo dessa regido, mediante
estimulo elétrico, mecanico ou quimico. Uma vez iniciada, essa depresséo
eletrocorticografica se propaga concentricamente atingindo regifes corticais cada
vez mais distantes (LEAO, 1944). Durante a DAC, tanto a reducdo da atividade
elétrica cerebral espontinea, como a provocada, sdo acompanhadas pelo
aparecimento de uma “variagao lenta de voltagem” (VLV) na regido do cérebro
invadida pelo fenémeno (LEAO, 1947).

Utilizando a DAC como modelo experimental, diversos estudos do
“Laboratério de Fisiologia da Nutrigdo Naide Teoddsio” (LAFINNT), do Departamento
de Nutricdo do CCS/UFPE tém caracterizado, em animais de laboratério, efeitos
cerebrais de variaveis nutricionais (LIMA et al.,, 2013; MENDES-DA-SILVA et al.,
2014), hormonais (ACCIOLY et al., 2012; LOPES-DE-MORAIS et al.,, 2014;
ACCIOLY e GUEDES, 2017), ambientais (BATISTA-DE-OLIVEIRA et al.,, 2012,
SILVA-GONDIM et al., 2017) e farmacologicas (GUEDES et al., 2017; MENDES-DA-
SILVA et al., 2018).

Neste trabalho, utilizou-se o registro da DAC para avaliar o efeito da GUO em
filhotes de ratos albinos Wistar tratados com trés diferentes doses (10, 50 e 100

mg/Kg/dia) durante trés semanas (sempre do 7° até o 27° dia de vida).

1.1  JUSTIFICATIVA

Considerando a premissa de que a GUO exerce um efeito neuroprotetor,
neurotréfico e antioxidante no cérebro o presente estudo reveste-se de relevancia,
pois aborda a interacdo da guanosina no comportamento semelhante a ansiedade e
na modulacdo da propagacdo da DAC. A investigacdo desses efeitos pela
guanosina representa um fator interessante para a identificacdo de possiveis

mecanismos envolvidos nessa interagao.

1.2 HIPOTESE

Nossa hipétese é a de que, nesses animais, o tratamento cronico com a GUO

exerceria um efeito protetor em parametros comportamentais (indicativos de
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ansiedade) e eletrofisiologicos cerebrais (indicativos da geracdo e propagacao da
DAC) na idade adulta. Tendo em vista o acima exposto, decidimos testar, nesta
dissertacdo, que o tratamento crénico com GUO durante o periodo critico de
desenvolvimento além de reduzir respostas comportamentais indicativas de

ansiedade, pode influenciar a propagacdo da DAC, de maneira dependente da dose.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Avaliar, no rato albino, o efeito do tratamento em longo prazo com diferentes doses
de guanosina durante o periodo critico de desenvolvimento cerebral altera

parametros comportamentais e eletrofisiolégicos cerebrais na idade adulta.
1.3.2 Objetivos Especificos
-Acompanhar o peso corporal como indicador de alteracbes do desenvolvimento

dependentes do tratamento com guanosina;

-Detectar alteracbes comportamentais decorrentes do tratamento crénico com

guanosina através do teste do Labirinto em Cruz Elevado;

-ldentificar se esse tratamento altera parametros (velocidade de propagacao,

amplitude e duracao) da Depressédo Alastrante Cortical;

-Avaliar se os efeitos comportamentais e eletrofisiolégicos da guanosina sao

dependentes da dose administrada.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1GUANOSINA E O SISTEMA PURINERGICO

O termo sinalizagdo purinérgica foi introduzido por Burnstock em 1972 e se
refere a um complexo sistema que compreende os nucleotideos da adenina (ADA) e
da guanina (GUA). Os nucleotideos da adenina, tais como adenosina 5’-monofosfato
(AMP), adenosina 5’-difosfato (ADP) e adenosina 5’-trifosfato (ATP), vém sendo
bastante estudados, enquanto que os nucleotideos derivados da GUA sdo pouco
investigados (BETTIO et al.,, 2016a). As bases puricas derivadas da GUA
correspondem ao monofosfato de guanosina (GMP), difosfato de guanosina (GDP) e
trifosfato de guanosina (GTP). Além dos nucleosideos adenosina (ADO), inosina
(INO) e guanosina (GUO), o sistema purinérgico também inclui os metabdlitos
xantina (XAN), hipoxantina (HYPO) e &cido drico (UA); esses derivados atuam
juntamente com recepetores, transportadores e enzimas que compreendem a

transmissao purinérgica (Figura. 1) (LIBERTO et al., 2016).

Ecto-NTPDase Ecto-NTPDase Ecto-5"-nucleotidase PNP Guanina Xantina

GTP » GDP » GMP —— GUO » GUA &% Yantina —, Acido Urico

N > ¢
Apirase HGPRT +5' fosforibosil / Xantina

r oxidase
Ecto-5' -nucleotidase PNP

IMP —— Inosina—— Hipoxantina

Figura 1. Catabolismo das bases purinicas da Guanina. GTP, GDP e GMP sao hidrolizadas
sequencialmente por nucleotidases (ou ecto-nucleotidases, quando produzidas extracelularmente),
gerando guanosina (GUO). EctoNTPDase (ou apirase) metaboliza GTP e GDP para produzir GMP.
Guanosina é hidrolizada por PNP gerando uma guanina com base na purina (GUA). Por acdo da
guanina deaminase, a guanina é convertida em xantina e sequencialmente em acido drico por acéo
da xantina oxidase. As enzimas das vias de salvamento das purinas, enzima HGPRT produzem GMP
ou IMP a partir da condensacao de GUA ou hipoxantina com 5 -fosforibosil, respectivamente (setas
azuis). EctoNTPDase, ecto-nucleotideo  difosfohidrolase; HGPRT, hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferase; PNP, Purina nucleosideo fosforilase (Lanznaster et al., 2016b).

Os nucleosideos consistem de uma base nitrogenada e um acucar (ribose ou
desoxirribose), ao passo em que 0s nucleotideos sdo compostos de um nucleosideo
(uma nucleobase, um acucar e 5 carbonos), além de um ou mais grupos fosfato
(Figura 2). Bioquimicamente, os nucleosideos estdo envolvidos na regulagéo e

modulacdo de varios processos fisiolégicos (PHAN et al., 2017).
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(") (") (") Nucleobase

OH R

Nucleosideo

Nucleosideo Monofosfato

Nucleosideo Difosfato

Nucleotideos

Nucleosideo Trifosfato

Figura 2: Estrutura molecular de um nucleotideo. Formado por uma base nitrogenada, um agucar
com cinco atomos de carbono (PHAN et al., 2017).

Estudos demonstram que o nucleosideo guanosina (GUO) é conhecido por
atuar como modulador de sinalizacao intercelular no SNC (LANZNASTER et al.,
2016b). Conforme descrito na introducéo, a guanosina (GUO) é um nucleosideo
enddgeno que carrega uma guanina ligada a um anel de ribose (Figura. 3). E
também descrita como uma purina que tem como base a guanina. Ela pode ser
liberada por astrécitos e exibe efeitos neuroprotetores (SCHMIDT et al., 2007,
THOMAZ et al., 2016; MASSARI et al., 2017) tanto em estudos in vivo
(QUINCOZES-SANTOS et al.,2014; BELLAVER et al., 2015; SOUZA et al., 2016;
OSTADHADIA et al.,, 2016) quanto em estudos in vitro (DOBRACHINSKI et al.,
2017).
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Figura 3: Molécula da Guanosina. Nucleosideo endégeno com uma guanina ligada a um anel de
ribose. Google imagem. Palavra chave: Guanosina. Disponivel em:

<https://www.vectorstock.com/royalty-free-vector/guanosine-guanine-and-ribose-vector 12589367>
Acesso em set de 2018.
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E importante destacar que os nucleotideos a base de guanina (GBPs), tais
como GTP, GDP e GMP podem ser convertidos extracelularmente de forma direta
pelas ectonucleotidases em guanosina (DAL-CIM et al., 2016). Considerando o
metabolismo da guanosina, muitos estudos confirmam a sua conversao rapida em
guanina (JIANG et al., 2008; GIULIANI et al., 2012).

O estudo de Su et al., (2013) mostraram que o tratamento com guanosina,
mas nao com guanina, aumenta a proliferacdo celular em cultura de células tronco
neurais, sugerindo que para efeitos neurotroficos, a guanosina € a molécula bioativa
(LANZNASTER et al., 2016b).

J& foi demonstrado que apdés a administracdo sistémica de guanosina, 0s
niveis desse nucleosideo aumentam rapidamente no SNC (SOARES et al., 2004;
JIANG et al., 2008). Esse nucleosideo pode em condi¢cdes basais ou apos diferentes
tipos de estimulacdo proteger células cerebrais contra hipoxia (GIULIANI et al.,
2014). Pode também prevenir comportamentos anedoénicos, caracterizados pela
perda da capacidade de sentir prazer e desinteresse em realizar atividades diarias,
sendo tipico de um estado seriamente depressivo (LANZNASTER et al., 2017a).
Além disso, esses mesmos autores mostraram que a guanosina modula o transporte
de glutamato no hipocampo de camundongos induzido pelo peptideo B-amildide.

A guanosina pode ainda exercer efeitos extracelulares, agindo como
antagonista glutamatérgico na hipoperfusao cerebral crénica (GANZELLA et al.,
2012); tende a diminuir os efeitos da isquemia cerebral crénica (HANSEL et al.,
2014), além de reduzir respostas inflamatorias em injarias de traumatismo cerebral
(GERBATIN et al., 2016). Essa reducédo inflamatoria provocada pela GUO ocorre
devido ao aumento da liberacdo de glutamato por astrdcitos, tendendo a ter uma
acdo antioxidante, protegendo o cérebro contra a exitotocidade glutamatérgica.
(CITTOLIN-SANTOS et al., 2016).

Embora os efeitos neuroprotetores da GUO ja tenham sido descritos em
diversas doencas do SNC, tem-se dado destaque para seus efeitos anticonvulsivos.
Em ratos, a GUO protege contra convulsdes induzidas pelo acido quinolinico
(TORRES et al.,, 2010; SCHMIDT et al., 2000; SOARES et al., 2004) e contra a
atividade epiléptica evocada por lipopolissacarideo (LPS) (KOVACS et al., 2015b).

Recentemente, Lakatos et al., (2016) administraram sistematicamente via i.p.
diferentes doses de GUO em um estudo in vivo a fim de demonstrar que o efeito da

GUO em crises epilépticas € dependente da dose. Esses estudos mostraram que a
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GUO tem o potencial de agir como modulador, exercendo uma comunicagdo com 0S
receptores da adenosina. (LAKATOS et al., 2016; LANZNASTER et al., 2016b).

Essa comunicacdo entre GUO e receptores da adenosina, particularmente,
com AlIR e A2AR ¢é amplamente estudada (OLIVEIRA et al.,, 2017). Esses
receptores exercem importantes fung6es no SN, modulando as sinapses excitatorias
e possivelmente podem contribuir com o tratamento farmacol6gico de doencas
neuroldgicas (BETTIO et al., 2016a). A figura 4 descreve a familia desses
recepetores do Sistema Purinérgico cujas principais categorias que influenciam a
atuacao da GUO séo A1R e A2AR.

[ Receptores purinérgicos ]

|
[ |

P1 )
[(receptores para adenosina) [ P2

Figura 4: Estrutura da Familia dos Receptores Purinérgicos. As familias dos receptores
purinérgicos compreendem dois grandes grupos P1 que possui a adenosina e é subcategorizado nos
receptores: Al, A2A, A2B e A3. E P2 que tem diversos nucleotideos como ligantes e subdivide-se em
P2X e P2Y que exercem importantes fungdes no SN por meio do ATP e do acoplamento as proteinas
G respectivamente. Fonte: BETTIO et al., (2016b).

Simultaneamente a esses estudos, dados recentes mostram, de forma
controversa, os efeitos cerebrais da GUO em pardmetros comportamentais. A
administracao sistémica e aguda da GUO em dose menor (7,5mg/kg) induziu efeitos
ansioliticos (ALMEIDA et al., 2017). Em outro tratamento agudo com dose maior
(60mg/kg), sugestédo de ansiogénese foi descrita (TEIXEIRA et al., 2018), em alguns
paradigmas classicos relacionados a ansiedade, como por exemplo, nos testes
comportamentais de Labirinto em Cruz Elevado e Campo Aberto. Estes efeitos da
guanosina foram correlacionados com aumento da adenosina e contra a

exitotocidade glutamatérgica no SNC.
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Diante de todos esses estudos é importante levar em consideracdo que a
GUO além de estar associada a neuroprotecdo possui potencial terapéutico para
emprego em doencas do SNC. Isso demonstra a relevancia de se estudar os efeitos
da GUO durante o periodo critico de desenvolvimento do encéfalo, uma vez que o
conhecimento sobre o desenvolvimento cerebral € a chave para a compreenséo de

doencas que aparecem muitas vezes durante a fase adulta.

2.2 PERIODO CRITICO DE DESENVOLVIMENTO CEREBRAL

O periodo critico de desenvolvimento é o periodo em que processos como
neurogénese, gliogénese, sinaptogénese e mielinizacdo, dentre outros, acontecem
com maior velocidade. Fatores exdgenos, de natureza nutricional, ambiental,
hormonal e farmacoldgica podem, nesse periodo, alterar o desenvolvimento cerebral
de maneira duradoura, refletindo-se os seus efeitos funcionais na idade adulta
(GUEDES, 2011). Esse periodo critico de desenvolvimento, no rato, compreende as
trés primeiras semanas de vida pés-natal. No ser humano, esse periodo tem inicio
no terceiro trimestre gestacional e se estende até os 3 ou 4 anos de idade e envolve
tanto a gestacdo quanto a lactacdo. Uma comparacdo entre a semelhanca desses

processos no homem e no rato pode ser vista na Figura 5.

Nascimento

Curva de Crescimento
. Cerebral

Ratos Miglinizagin
Gliogénese Tardia
(oligodendroglis)

Macroneurogénese

Vg

Gliogénese Precoce J

[&strocitos Especializados
& gliz radial)

hicroneurogénese
-~

Dias I T T I T I |
0 T 14 21 7 14 21 28 35
Curva de Crescimento Cerebral
Humanos s L
Miglinizagao
/} Glingénese tardia
Gliogénese Precoce
Macrongurogénese
(neurdniog piramidais) Microneurogénese
—_— (células granulares)
Meses — | 1 I T T T
0 3 6 9 3 6 9 12 15

Figura 5: Curvas de comparacdo do desenvolvimento cerebral do homem e do rato. Curvas
comparando diversas fases durante o processo de desenvolvimento, nos cérebros do homem e do
rato. Notar que, com excecdo das escalas temporais (dias, no rato e meses, no homem), as diversas
fases tém distribuicdo parecida, em relacdo ao nascimento (Adaptado de MORGANE et al., 2002).
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2.3LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

O labirinto em cruz elevado (LCE) € um teste comportamental utilizado para
avaliar comportamentos ansioliticos e ansiogénicos de acordo com o tratamento
farmacolégico realizado (PELLOW et al., 1986; WALL e MESSIER., 2001). Nesse
teste os ratos sé&o colocados em um aparato elevado a 55 cm do solo que tem um
formato em cruz com dois bracos abertos (sem protecédo lateral) e dois bracos
fechados (com protecéo lateral), perpendiculares aos primeiros, conectados a uma
parte central. Cada brago do labirinto mede 49 cm de comprimento x 10 cm de
largura. Como esquematizado na Figura 6, abaixo. Os animais sdo colocados ao
centro do labirinto para explorar o novo ambiente por 5 min. Esses primeiros 5 min
constituem o tempo mais importante para avaliar as respostas dos ratos em evitar

explorar os bragos que nao possuem protecao lateral (WALF; FRYE, 2007).

42cm

Figura 6: Labirinto em Cruz Elevado. Aparato de madeira em formato de cruz com 55 cm
acima do chao, composto por dois bracos abertos e dois bragos fechados conectados a uma
parte central quadrada. E um teste validado para medir os nives de ansiedade de ratos e
camundongos. Foto da autora.

Nesse teste séo avaliados os seis seguintes parametros:
1 - Numero de “rearings”, que consiste em um comportamento exploratorio

relacionado ao levantamento do animal, apoiando-se nas patas traseiras (ALVES

et al., 2012; WADIONI et al., 2018); 2 - Numero de bolos fecais, que corresponde
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7

a quantidade de fezes expelidas. Esse comportamento é diretamente
proporcional ao nivel de emocionalidade, ansiedade e medo do animal (WALF;
FRYE, 2007); 3 - Distancia total percorrida; 4 - Tempo de imobilidade. Além
disso, avalia-se 5) o numero de entradas nos bracos abertos e 6) o tempo que o0s
animais permanecem nesses bragos do labirinto. Considera-se que quanto mais
frequentemente e mais longamente o animal frequentar os bracos abertos,

menos ansiedade ele tera, e vice-versa (PELLOW et al., 1985; 1986).

1.4 DEPRESSAO ALASTRANTE CORTICAL (DAC)

Os primeiros estudos sobre a Depressao Alastrante Cortical (DAC) foram
descritos por um brasileiro chamado Aristides Azevedo Pacheco Ledo em 1944
enquanto realizava seu doutorado na Universidade de Havard. Esses estudos
centravam no interesse em compreender por meio de dados experimentais o que
ocorre na epilepsia quando havia uma estimulacdo elétrica no cértex cerebral de
coelhos anestesiados. Ledo (1944) observou uma reducdo da atividade
eletroencefalografica que concentricamente se espalhava por todo o cortex cerebral,
atingindo regifes cada vez mais distantes desde a regido estimulada, em resposta a

estimulacdo elétrica, mecanica ou quimica de um ponto cortical.

Trés anos mais tarde concomitantemente a reducdo da atividade elétrica
cerebral, tanto a espontanea como a provocada, Ledo (1947) descreveu uma
“variacado lenta de voltagem” (VLV) na regido do cérebro invadida pelo fenbmeno.
Assim, em procedimentos experimentais, é possivel deflagrar a DAC a partir da
estimulacdo de um ponto da superficie cortical, essa depressdo se propaga,
atingindo gradualmente regides corticais mais e mais distantes. Enquanto isso, a
area inicialmente deprimida comeca a se recuperar, completando-se esse processo
em 5 a 10 minutos. Pode-se, pois concluir que a DAC é um fendmeno

completamente reversivel (Figura. 7).
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Figura 7: Ciclo de eventos eletrofisiolégicos da DAC. Ciclo de eventos eletrofisiolégicos
reversiveis que ocorrem durante a depressdo alastrante cortical: sequéncia de passos (A a F) que
caracterizam a DAC no cOrtex cerebral do rato. Em A, o tecido cortical normal é estimulado no ponto

marcado com um “X” e um episodio de DAC é deflagrado nesse ponto. O circulo branco em B
identifica a area inicialmente deprimida, a partir da qual a DAC se propaga concentricamente para
todo o cortex (passos C e D). O circulo preto em E indica a area inicialmente recuperada. O processo
de recuperacao atinge gradualmente as areas mais remotas (passo F) e finalmente o cértex inteiro, o
gue o traz para a condicao pré-DAC, como em A. A &rea quadriculada representa a refratariedade
apo6s a DAC, antes da recuperacgéo total. No centro da figura mostra-se o eletrocorticograma e a
variacdo lenta de voltagem da DAC (respectivamente o tracado superior e o inferior). Os pontos
temporais correspondendo as condi¢cdes dos passos A a F estdo marcados no eletrocorticograma
com as respectivas letras (adaptado de GUEDES, 2011).

As tabelas 1 e 2 mostram uma variedade de condi¢cdes ja estudadas,
relacionadas aos efeitos que essas variaveis podem causar na DAC. A Tabela 1
apresenta condi¢Bes nutricionais, hormonais e farmacolégicas, que diminuem a
propagacdo da DAC, enquanto que a Tabela 2 destaca as condi¢cdes que a

aceleram.

O estudo desse fendmeno pode fornecer informagbes valiosas para a
compreensao de doencas relacionadas ao SN. A DAC est4 associada a diversas
doencas neuroldgicas tais como a enxaqueca (VIGGIANO, et al., 2016), traumatismo
craniano (TORRENTE et al., 2013), isquemia (DREIER et al., 2011), e epilepsia
(GUEDES et al., 2009).

Diante desse contexto, e visando dar continuidade a essa linha de pesquisa
do “Laboratério de Fisiologia da Nutrigao Naide Teoddsio” (LAFINNT), a presente
pesquisa objetivou estudar o efeito, em longo prazo, do tratamento crénico com
diferentes doses de GUO, durante o periodo critico de desenvolvimento cerebral,
sobre o comportamento no Labirinto em Cruz Elevado e sobre a DAC, avaliados na

idade adulta.



Tabela 01: Algumas condi¢gbes que diminuem a propagac¢do da DAC

Condicéo experimental Autores Ano
Tratamento dietético com litio Guedes et al 1989
Hiperglicemia Ximenes-da-Silva e Guedes.; Costa- 1991, 2001
Cruz et al.
Anestésicos Guedes e Barreto 1992
Hipotireoidismo Guedes e Pereira-da-Silva 1993
Envelhecimento Guedes et al. 1996
Epilepsia cronica provocada pela Guedes e Cavalheiro. 1997
pilocarpina Costa-Cruz et al. 2006
Estimulagcdo ambiental Santos-Monteiro et al. 2000
Ativacdo do Sistema Guedes et al. 2002
Serotoninérgico Amancio-dos-Santos et al. 2006
Guedes et al. 2017
Estimulacéo Elétrica Cerebral direta Fregni et al. 2005; 2007
e trans-craniana
Condic0es favoraveis de Rocha-de-Melo et al. 2006
aleitamento
Dieta hiperlipidica Dieta hiperlipidica 2007
Acido ascérbico (30 mg/kg/dia) Mendes-da-Silva et al. 2014
Pilocarpina/Acido ascorbico Mendes-da-Silva et al., 2018
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Tabela 02: Algumas condi¢cdes que aceleram a propagacdo da DAC
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Condicéo experimental Autor Ano
Reducéo do Cloreto extracelular Guedes e Do Carmo. 1980
Hipoglicemia Ximenes-da-Silva e Guedes Guedes et 1991
Diazepam al. 1992
Etanol Guedes e Frade. Bezerra et al. 1993; 2005
Deficiéncia nutricional pela DBR Rocha-de-Melo e Guedes. 1997
Hipertireoidismo

Privacdo do sono paradoxal Santos. 2000
Desnutricdo por aumento da Vasconcelos et al. 2004
Ninhada. Rocha-de-Melo et al. 2006
Antioxidantes Abadie-Guedes et al. 2008
Privagdo sensorial Tendrio et al.

Arginina durante o desenvolvimento Maia et al. 2009
Hipertermia ambiental Farias-Santos et al. 2009
Glutamina durante o Lima et al. 2009
desenvolvimento

Dipirona no inicio da vida Amaral et al. 2009
Cafeina Chagas, et al. 2018

Os resultados experimentais deste trabalho serdo apresentados sob a forma

de um artigo cientifico submetido a publicacdo em revista de circulacdo internacional

(ver abaixo).
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ABSTRACT

Guanosine (GUO) is a guanine-based purine that has been extensively described in
the literature as an endogenous nucleoside with participation in brain cell signalling
pathways. Here, we evaluated whether chronic treatment with exogenous guanosine
during brain development altered behavioral and electrophysiological parameters in
adulthood. Rat pups received a daily intraperitoneal injection of 10, 50 or 100 mg/
kg/day GUO, or saline solution or no treatment (naive group) from postnatal (P) day 7
to P27. At P60-65 the animals were behaviorally tested in the Elevated Plus-Maze
(EPM). On P90-100, the electrophysiological phenomenon known as cortical
spreading depression (CSD) was recorded on the right cortical surface for 4 hours.
Regarding to the EPM test, GUO treatment was associated with a non-significant
trend towards anxiogenic behavior. In a dose-dependent manner, GUO significantly
(p < 0.01) increased weight gain on P90, and reduced the CSD propagation velocity
from 3.42+0.10 and 3.43+0.10 mm/min in the Naive and Vehicle controls,
respectively, to 3.05£0.12 mm/min, 2.87+0.07 mm/min and 2.25+0.25 mm/min in the
groups treated with 10, 50 and 100 mg/kg/d GUO, respectively. The results
confirmed the hypothesis that the chronic treatment with GUO early in life modulates
CSD and body weight. Data on CSD propagation suggest that GUO acts as an

antioxidant in the brain, an hypothesis that deserves further exploration.

Key words: Guanosine. Cortical Spreading Depression. Anxiety. Brain development.

Redox imbalance.
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1. Introduction

Guanosine (GUO) is an endogenous guanine-based purine that has been
reportedly considered as having neuroprotective action by increasing brain
neurogenesis and angiogenesis in a mouse model of stroke (Deng et al., 2017).
Evidence from animal studies suggests that GUO can modulate anxiety-like behavior
(Teixeira et al., 2018; Almeida et al., 2017) and brain functions based on neuronal
electrical activity, including seizures (Torres et al., 2010; Kovacs et al., 2015).
However, little is known about the GUO anxiety-related behavioral effects, as well as
about the excitability-related anticonvulsive effects of the GUO, in terms of
mechanisms and etiologic factors. Anxiety mechanisms appear to involve several
neurotransmitter systems, including the glutamatergic (Wieronska et al., 2013) and
adenosinergic systems (Almeida et al., 2017). Convulsion mechanisms seem to
require the participation of glutamatergic and GABAergic systems (Schmidt et al.,
2000) and the adenosinergic system, as well (Lakatos et al., 2016). Recently, it has
been suggested that treatment of rats with exogenous GUO could lead to an
anxiolytic effect (Almeida et al., 2017), or lead not (Teixeira et al., 2018), depending
on the dose of GUO that was used. Accordingly, different doses of GUO have also
been associated with anticonvulsant (Schmidt et al., 2000), or proconvulsant activity
(Lakatos et al., 2016).

Regarding brain excitability, our group has employed the excitability-related
phenomenon known as cortical spreading depression (CSD) to investigate the brain
electrophysiological effects of several factors, including drugs (Francisco and
Guedes, 2018; Mendes-da-Silva et al., 2018). CSD is a depolarization-based gray
matter response, characterized electrophysiologically by EEG depression, which is
fully reversed after a few minutes. CSD can be elicited by chemical, electrical or
mechanical stimulation of one cortical point, from which it spreads in all directions to
remote cortical regions (Ledo, 1944). Several studies have confirmed the presence of
CSD on a number of animal species (Guedes et al., 2005; Martins-Ferreira et al.,
1974; Shatillo et al., 2015), including human species, where it has been documented
in association with neuropathological conditions such as epilepsy, stroke and
migraine (Dreier, 2011; Lauritzen and Strong, 2016; Nakamura et al., 2010).

Herein, we treated chronically three groups of developing rats with different
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doses of GUO, to investigate later in adulthood the dose-response aspects of the
GUO effects on the anxiety-like behavior and CSD propagation. Our hypothesis is
that chronic GUO administration to developing rats would modulate the investigated

anxiety and CSD parameters in a long time.

2. Materials and Methods

2.1. Animals and GUO treatment

Newborn male and female Wistar rats were suckled in litters with 10 pups
(minimum of 5 males) by dams fed on a commercial laboratory chow diet (Purina
LTD) containing 23% protein. In each litter, pups were distributed into five groups (1-
2 pups per group), according to the treatment they received: 1) Naive (no treatment),
2) Vehicle (i.p. injection of saline solution), 3) GUO-10, 4) GUO-50 and 5) GUO-100
(i.p. injection of 10mg/kg/d, 50 mg/kg/d and 100 mg/kg/d of GUO, respectively).
Intraperitoneal injection was performed from postnatal (P) day 7 to 27. Weaning
occurred on P21. After weaning, pups received the maternal chow diet. They were
reared in polypropylene cages (51 cm x 35.5 cm x 18.5 cm) in a room maintained at
23°C % 1°C, with a 12-hour light/12-hour dark cycle (lights on at 6:00 AM). Behavioral
tests occurred from P60 to P65. CSD was recorded over 4 h from P90 to P100. Body
weight was evaluated on P8, P17, P27, P62 and P95. Figure 1 illustrates the time
sequence of the various procedures during the experiment. Only the male pups (n =

56, originated from 10 litters) were used in this study.

Birth Guanosine feoordliig
| — | 1
Lactation Behavioral
test
—— ; :
I 07 2127 60 90

Postnatal day

Figure 1: Time diagram showing the periods of GUO treatment, behavioral test and Cortical
Spreading Depression recording.
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The animals in this study were handled in accordance with the institutional
norms of the Ethics Committee for Animal Research of our university (approval
protocol n. 23076.052553/2016-35). All efforts were made to minimize animal

suffering and to reduce the number of animals used.

2.2. Behavioral test in the Elevated Plus Maze (EPM)

The EPM is widely used in research to evaluate anxiety-like behavior in rats
and mice (Pellow et al., 1986; Wall and Messier, 2001). EPM is a cross-shaped,
varnished wood apparatus with two open arms (without lateral protection) and two
closed arms (with 42 cm-high lateral walls), which are elevated about 55 cm above
the floor. Each arm is 49 cm long x 10 cm wide. Both open and closed arms were
connected by a central squared platform (10 x 10 cm wide). The EPM test was
conducted under dim light and in a sound-attenuated room, at P60-65. After a 30 min
room adaptation, the 5-min session was started by placing the animal in the central
square facing an open arm. The behavioral activity of the animal was recorded by a
video camera, and stored in a computer and subsequently analyzed with the
software ANYmaze™ (version 4.99 m). In the interval between two consecutive tests,
the arms and the central platform were cleaned with a paper cloth soaked with 70%
ethanol. The following parameters were analyzed: 1) number of expelled fecal
boluses, 2) total distance traveled, 3) immobility time, 4) number of entries into the
open arms, 5) time spent in the open arms, and 6) rearing responses. We considered
that the animal entered one open or one closed arm when its four paws entered the
arm (Francisco and Guedes, 2015).

2.3. Recording of Cortical Spreading Depression (CSD)

On the day of CSD recording (P90-100), the animal was anesthetized with an
intraperitoneal injection of a mixture of 1 g/kg urethane plus 40 mg/kg chloralose i.p.
(both purchased from Sigma, St. Louis, Mo, USA). Rectal temperature was kept at 37
1+ 1°C by positioning an electric heating plate under the animal. The animal’s head
was secured on a stereotaxic apparatus, and three trephine holes were drilled on the
right side of the skull. These holes (one in the frontal bone, and two in the parietal



33

bone) were aligned in the frontal-to-occipital direction and parallel to the midline (see
skull diagram of Figure 4, section 3.3). A 1-min application of a cotton ball (1-2 mm
in diameter) soaked with 2% KCI solution (approximately 270 mM) to the anterior
hole drilled at the frontal region elicited CSD consistently at 20 min intervals, over the
4 h-recording session, as previously described (Magalhdes et al., 2018). Using two
Ag—AgCl agar—Ringer electrodes (one in each hole), both the electrocorticogram and
the DC slow potential change accompanying CSD were recorded through a digital
recording system (Biopac MP 150, Goleta, CA, USA) against a common reference
electrode that was placed on the nasal bones. The calculation of the CSD velocity of
propagation was based on the time required for a CSD wave to pass the distance
between the two cortical electrodes. The amplitude and duration of the DC slow
potential change of CSD were also calculated as previously reported (Lima et al.,
2017). After the end of the recording session, the animal was euthanized with an
overdose of anesthetic.

2.4, Statistics

Statistical analysis was performed with the aid of the Sigmastat™ program
(version 3.5). Results in all groups are expressed as mean * standard deviation (SD).
Data were compared between groups using one way ANOVA, followed when
necessary by the Holm-Sidak test. Differences were considered significant where p <
0.05.

3. Results
3.1. Body weight

At P8, 17, 27 and 62, there was no difference in the body weight observed in
the GUO-treated rats compared to the age-matched controls (Nv and V). At P95,
however, treatment with 50 and 100 mg/kg/d GUO was associated with higher body
weights when compared to the control groups (F[442] = 6.836; p < 0.05). Data on

body weight are shown in Figure 2.
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Figure. 2. Body weight of the five groups of rats of this study: two control groups (naive, Nv, without
any treatment, and vehicle, V) and three groups treated from P7 to P27 with 10, 50 and 100
mg/Kg/day GUO. In A, Body weight at P8, 17 and 27. In B, Body weight at P62 and 95 (note changes
in the ordinate scale). Data are expressed as mean + standard deviation (n = 10-13 animals per
group). * Significantly different from the corresponding control groups. (One way ANOVA followed by
the Holm-Sidak test; p < 0.05).

3.2. Elevated Plus-Maze (EPM) test

In the EPM test, ANOVA revealed no significant intergroup difference in
relation to the behavioral parameters, although a non-significant trend towards
anxiogenesis could be observed, regarding the number of rearing responses (F[437] =
2.971; p = 0.057), the number of entries into the open arms (Fl436] = 1.734; p =
0.163)., and the time spent in the open arms (F[s36] = 1.712; p = 0.168). Data are

shown in Figure 3.

Elevated plus maze

» 4 14 52,
8 £ g
7] = =2
= o cE
[} o —©
o 2 % 7 o 26
3 [
(1] by [
o 2 £5
@ a i
w o 0 0
Nv VvV 10 50 100 Nv V 10 50 100 Nv V 10 50 100
guanosine guanosine guanosine
controls (mg/ka) controls (markg) controls (ma/ka)
—_ —_
: 0
g 16 0 8| % 12
]
£ g £
% z €5
8 40 6
c £ v §
p= 3 S
© o E o
& o E o u 0
Nv V 10 50 100 Nv V. 10 50 100 Nv V 10 50 100
uanosine guanosine uanosine
controls g uancsin controls (mglkg) controls g (ma/ka)

Figure. 3. Behavioral activity of 60-65 days-old rats in the elevated plus maze test. From P7 to
P27, three experimental groups were treated by intraperitoneal injection with GUO (10 mg/kg/day, 50
mg/kg/day or 100 mg/kg/day). They were compared to two control groups: one that has been treated
with the vehicle (saline solution), and one without any treatment (naive group). The bars represent
mean values * standard deviation for 8-9 rats per group. No significant differences were observed.
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3.3. CSD parameters

Figure 4 illustrates electrophysiological recordings of five rats, representative
of the five groups (two controls and three treated with GUO). On a regular basis (at
20 min intervals), the application of 2% KCI to one point of the frontal cortical surface
for 1 min depressed the electrocorticographic activity and originated the slow
potential change, which is typical of CSD. As CSD propagates, it was recorded by
the two electrodes located more posteriorly in the same hemisphere.
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Figure. 4: Recording of CSD. Depression of Electrocorticographic activity (E) and slow DC-potential
change (P) recorded during CSD in the right hemisphere of five 90-100-days-old rats, which are
representative of the five groups treated chronically by intraperitoneal injection (one injection per day)
with vehicle (saline solution), or Guanosine (10 mg/kg/day, or 50 mg/kg/day, or 100 mg/Kg/day), or no
treated (naive group). The vertical dashed lines delimit the time spent for each CSD episode to spread
from recording point 1 to point 2. The diagram of the skull indicates the positions of the common
reference electrode (R), the place of KCI application to elicit CSD (KCI), and the two recording
locations (1 and 2). The distance between the two points for each animal was 5.8 mm.

ANOVA indicated intergroup differences in the three CSD parameters that
were evaluated in this study. Regarding CSD propagation velocity and DC-shift
amplitude, the ANOVAs (F[4,51] = 131.45; p < 0.001, and F[4,43] = 14.06; p < 0.001,
respectively), and post-hoc test (Holm-Sidak) indicated that the velocity and
amplitude were lower in the GUO-50 (2.87 £ 0.07 mm/min and 5.81 £ 0.92 mV) and
GUO-100 (2.23 £ 0.24 mm/min and 5.16 = 1.14 mV), in comparison with the two
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control groups (Nv, 3.43 + 0.09 mm/min and 10.66 + 2.61 mV; V, 3.42 £ 0.10 mm/min
and 10.42 + 2.27 mV). Regarding the CSD-DC-shift duration, ANOVA (F[4,43] =
59.00; p < 0.001) and the Holm-Sidak post-hoc test revealed an increase in the
GUO-50 (112.6 £ 8.7 s) and GUO-100 groups (120.8 £ 14.1 s) compared with the NV
(68.8 £ 7.1s)and V (68.7 £ 5.0 s). The CSD parameters for all groups are shown in

Figure 5.
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Figure 5: Guanosine-associated changes in the three CSD parameters: velocity of propagation
(part 1), and duration (part 2) and amplitude of the negative DC-shift of CSD (part 3) in 90-100-days-
old rats. Nv - naive (did not receive any treatment; n = 10), V vehicle (received saline solution; n = 10),
Guanosine (GUO 10, 50 and 100 mg/Kg/d; n = 11; 13 and 12, respectively). For each animal we
calculated the mean value of the parameters based on 12 CSD episodes per rat, which were elicited
at 20 minute intervals over the 4-hour recording period. Bars are means + SD for the respective group.
Different lowercase letters represent significant intergroup difference (ANOVA plus Holm-Sidak test; p

< 0.05).

4. Discussion

This, to the best of our knowledge, is the first study that documents, in the
developing rat brain, the CSD effects of chronic treatment with GUO. Since we have
treated developing animals, we postulate that chronic GUO administration is causally
associated with brain developmental alterations, which might modulate CSD
propagation (Rocha-de-Melo et al.,, 2006; Mendes-da-Silva et al., 2014). The

involvement of the stress associated with the intraperitoneal injection on the CSD
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effects is unlikely, as the group that was injected with saline presented with CSD
features similar to those of the naive group (Fig. 5). Considering the potential effects
of GUO on the behavioral and electrophysiological aspects of brain function, in this
study we aimed at investigating in rats the possibility of GUO action on body weight
gain, anxiety-like behavior, and CSD parameters. As detailed in the results section,
our study suggests that treatment of developing rats with GUO for 21 days resulted in
increased weight gain (later in adult life), a non-significant trend to increased anxiety-
like behavior, and a significant deceleration of CSD (decreased velocity of
propagation), which is suggestive of excitability changes in the cerebral cortex. A
slight increased weight gain (Figure 2) was observed only in the groups that were
treated with the two higher doses of GUO (50 mg/kg and 100 mg/kg), and just at
adulthood (P95). Data about GUO effects on body weight are scarce in the literature.
With GUO doses as low as 5 mg/kg or 8 mg/kg, no weight change was detected
(Vinadé et al., 2005; Rathbone et al., 2011). In a much higher dose, however (60
mg/kg/day for 7 days), GUO impacted positively body weight of rats (Schmidt et al.,
2010). Our GUO treatment paradigm (10 mg/kg/day, 50 mg/kg/day and 100
mg/kg/day, over 21 days) is close to that of Schmidt et al (2010). It is worthy of note
to state that, under our condition, we also observed an increase in body weight.
Moreover, these positive data speak against substantial toxic effects of guanosine at
our dose range. We speculate that the action of GUO on body weight might be
causally related to its stimulating role on the production of trophic factors (Rathbone
et al., 1999). Further investigation is needed to test this hypothesis.

The EPM test is widely used in animal models to reveal the effects of different
drugs on anxiety-like behavior. EPM helps to evaluate the interaction and exploration
of animals to the environment and to perceive the levels of anxiety that these animals
have (Pellow et al., 1985). Those animals that spend more time in the closed arms of
the EPM are considered more anxious than those that visit more frequently, or for a
longer period, the open arms. Regarding the anxiety-like behavioral responses, our
data are in line with Teixeira and co-workers (Teixeira et al., 2018), who reported the
absence of GUO-related significant changes in anxiety-like behavior in rats that
received a dose of GUO (60 mg/kg), which is within the dose range of our study.
However, Almeida et al., (2017), who used a much lower GUO dose (7.5 mg/kg),
found an anxiolytic effect. Therefore, similarly to the effects on body weight, the GUO

effects on anxiety-like behavior seem to be modified as a function of the dose.
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The GUO protective effects on brain cells are well documented, both in vitro
and in vivo (Chang et al., 2008; Bellaver et al., 2015; Bettio et al., 2016a), and this
includes the participation of GUO antioxidant action (Quincozes-Santos et al., 2014;
Tasca et al., 2018). Interestingly, other molecules with redox properties, such as
ascorbic acid, have been shown to influence CSD propagation (Mendes-da-Silva et
al., 2014). Thus, we are tempted to suggest that GUO could act on CSD via
alteration of brain redox balance.

However, considering the complexity in the brain events that promote the
effects of GUO (Bettio et al., 2016b), the possibility exists that other mechanisms
might contribute to completely explain the GUO neuroprotective actions. One
interesting possibility is that the modulation of CSD propagation could involve the
action of GUO at the glutamatergic system (Deutsch et al., 2008; Almeida et al.,
2017).

In conclusion, the present findings allow us to draw three conclusions. First,
GUO treatment in early life increases weight gain at adult life, but did not affect
anxiety-like behavior. Second, chronic treatment of developing rats with GUO
modulates the excitability-related phenomenon (CSD), decelerating its propagation.
Third, as the weight and CSD effects were detected in adulthood, we conclude that
these effects are permanent, or at least long-lasting. We consider as very important
the development of therapeutic strategies that can protect the brain from behavioral-
ischemia- and excitability-related diseases (Moretto et al., 2009; Mendes-da-Silva et
al., 2018). In this context, this study used the CSD model as a novel approach to
investigate the mechanisms of the protective action of GUO in the developing brain,

regarding the relationship between the GUO model, antioxidants and anxiety.
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4 CONCLUSAO & PERSPECTIVAS

Nossos resultados permitem formular as seguintes conclusoes:

1-

A administracdo cronica de guanosina, durante o periodo critico do
desenvolvimento cerebral do rato, aumentou o ganho de peso corporal e
desacelerou a propagacdo da depresséo alastrante cortical na vida adulta,
nas doses de 50 e 100 mg/Kg/dia, mas n&o na dose menor (10 mg/kg/dia).
Estes efeitos de peso e da DAC foram detectados na vida adulta, portanto
concluimos que esses efeitos sdo permanentes, ou pelo menos de longa
duracéo.

O comportamento sugestivo de ansiedade, no labirinto em cruz elevado, néo
foi alterado com a administracdo de guanosina;

O efeito diferencial da guanosina (afetando o ganho de peso e a depressao
alastrante, mas ndo o comportamento sugestivo de ansiedade) sugere a
possibilidade de que o0s processos subjacentes ao comportamento de
ansiedade dependam de mecanismos distintos dos outros dois e sejam
menos sensiveis a acdo da guanosina.

A administracdo intraperitoneal da gaunosina, durante o periodo critico do
desenvolvimento cerebral, nas doses de 50 e 100 mg/Kg/dia exerceu um

efeito, dependente da dose, sobre o peso corporal e a DAC.

Como perspectivas, propde-se:

1.

2.

3.

Prosseguir a linha de investigacdo das relagcdes entre a guanosina e a
depresséao alastrante cortical, com vistas a esclarecer os mecanismos dessas

relacoes;

Analisar, por métodos bioquimicos e imunohistoquimicos, a modulacdo

guanosinérgica sobre o equilibrio redox e o padrdo de ativacdo de células

neuro-gliais;

Avaliar os parametros acima em animais submetidos previamente a

desnutrico.
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