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RESUMO 

 

Várias evidências indicam que os derivados da guanina (nucleotídeos GTP, 

GDP, GMP e o nucleosídeo guanosina) são capazes, além de atuarem intracelularmente, 

de atuarem do lado externo da membrana plasmática celular, exercendo efeitos 

neuromoduladores no sistema nervoso central. Funções tróficas, mitóticas e até 

antiapoptóticas nas diferentes células neurais já foram descritas para alguns dos 

derivados, mas são os efeitos relacionados ao antagonismo do sistema glutamatérgico 

que parecem indicar um grande potencial terapêutico para os derivados da guanina. 

 Os derivados da guanina, especialmente a guanosina, são capazes de estimular a 

captação de glutamato em cultura de células astrocitárias e em fatias de tecido cerebral. 

Atuam como anticonvulsivantes pelas mais diversas vias de administração, e ainda 

possuem efeito amnésico em ratos e camundongos. Tanto o aumento provocado na 

captação de glutamato, como o efeito anticonvulsivante parece ser realizado 

especificamente pela guanosina, uma vez que os nucleotídeos necessitam ser 

hidrolisados para exercerem tais efeitos. Nesta dissertação, demonstramos que o GMP 

administrado tanto sistemicamente, como centralmente é capaz de exercer um efeito 

amnésico em camundongos na tarefa da esquiva inibitória. Como na ação 

anticonvulsivante e, sobre a modulação da captação de glutamato, a guanosina parece 

ser a real efetora do efeito amnésico apresentado pelo GMP, uma vez que o uso de um 

inibidor da conversão de GMP para guanosina leva à inibição do seu efeito. Ainda, essa 

conversão do GMP a guanosina parece ser realizada tanto sistemicamente como 

centralmente em camundongos. Desta forma, a administração de GMP parece ser uma 

efetiva estratégia para aumentar os níveis de GUO em futuros estudos sobre as possíveis 

ações terapêuticas da GUO. 
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ABSTRACT 

 

 

Several evidences report that guanine based purines (nucleotides GTP, GDP, 

GMP and guanosine nucleoside) acts , besides intracellularly, at the outside of plasmatic 

membrana, exerting neuromodulatory roles in central nervous system. Trophic, mitotic 

and even antiapoptotic functions in different neural cells have been described to some of 

the guanine based purines, however the effects in relation to the glutamatergic system 

seem to indicate an important therapeutic potential for guanine based purines. 

 The guanine based purines, mainly guanosine, are able to stimulate the 

glutamate uptake in astrocyte culture and brain tissue slices. They act as anticonvulsant 

by different vias of administration, and also display an amnesic effect in rats and mice. 

Both the stimulatory upon the glutamate uptake, and the anticonvulsant effects seem to 

be specifically to guanosine, given that the nucleotides has to be hydrolyzed to display 

these effects.  In this study, we showed that both a systemic or a centrally administration 

of GMP is able to display an amnesic effect at the inhibitory avoidance task in mice. 

Like the anticonvulsant and stimulatory upon glutamate uptake effects, the guanosine 

seems to be the real agent for the amnesic effect displayed by GMP, since when an 

inhibitor of the conversion of GMP to guanosine is used before the centrally nucleotide 

administration, the amnesic effect is not observed. In addition, the conversion of GMP 

to guanosine seems to occur both systemically and centrally in mice. the action of ecto-

5V-nucleotidase. Therefore, administration of GMP may also be an effective strategy to 

increase GUO levels in future studies of possible therapeutic actions of GUO. 

 

 



 VII

ABREVIATURAS 

 

 

 

 

 

AMPA         α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-ácido propiônico 

AMPc                 Adenosina monofosfato cíclico 

GABA            Ácido gama-aminobutírico 

GDP             Guanosina difosfato 

GFAP             Proteína ácida fibrilar glial 

GMP                  Guanosina monofosfato 

GTP                      Guanosina trifosfato 

GUO                Guanosina 

iGluR             Receptores ionotrópicos para glutamato 

KA                      Ácido caínico 

L-AP4                   L-2-amino-4-fosfonobutirato 

MGluR                  Receptores metabotrópicos para glutamato 

MK-801             (+)-5-metil-10,11-diidro-5H-dibenzo[a,d]ciclohepteno-5,10-imina 

NMDA                     N-metil-D-aspartato 

SNC                           Sistema nervoso central 
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APRESENTAÇÃO 

 

 

Esta dissertação se constitui de:  

Item I – Introdução: uma breve fundamentação que originou o trabalho. 

Item II – Objetivos: os objetivos gerais que orientaram esta dissertação. 

Item III – Materiais e Métodos e item IV - Resultados: A apresentação dos 

materiais e métodos e resultados estão sob a forma de artigo científico já publicado na 

revista Neurobiology of Learning and Memory 85: 206-212 (2006). 

Item V – Discussão: são apresentados comentários gerais sobre os resultados 

obtidos neste trabalho. 

Item VI - Conclusões:  e as conclusões sobre os resultados obtidos neste 

trabalho. 

Item VII – Referências Bibliográficas: refere-se somente às citações contidas no 

Item I e V desta dissertação. 
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I- INTRODUÇÃO 

 

 Os derivados da guanina – nucleotídeos: GTP, GDP e GMP, e o nucleosídeo 

guanosina (GUO) - em conjunto com os derivados da adenina compõem o sistema 

purinérgico. Atualmente várias evidências indicam que além das ações intracelulares 

classicamente associadas aos derivados da guanina, como a participação no sistema de sinal 

transmembrana via proteína G (Gudermann et al., 1997), eles são capazes de atuar do lado 

externo da membrana plasmática celular, exercendo efeitos fisiológicos e 

neuromoduladores no sistema nervoso central. Já foi observado que o nucleosídeo GUO é 

capaz de exercer efeitos tróficos e mitóticos em células neurais (Rathbone et al., 1999), e de 

possuir uma ação antiapoptótica em astrócitos (Di Iorio et al., 2004).  Alguns estudos já 

descreveram que tanto o nucleotídeo GTP, via da ERK e a mobilização de Ca2+ 

intracelular (Guarnieri et al., 2004), como o nucleosídeo GUO, via ativação de heme 

oxigenase e GMPc (Baú et al., 2005)., atuam sinergisticamente com o EGF para estimular o 

crescimento de neuritos em células da linhagem PC12 (Gysbers & Rathbone, 1996).  

Com relação às ações neuromoduladoras dos derivados da guanina, estas estão 

fortemente relacionadas com o sistema glutamatérgico. O glutamato é o principal 

neurotransmissor excitatório do SNC e está presente na maior parte das sinapses (Cotman 

et al., 1995; Ozawa et al., 1998). Sendo responsável por respostas excitatórias pós-

sinapticas, o glutamato desempenha papel fundamental em diversos processos fisiológicos, 

como aprendizado e memória, e na formação de redes neurais durante o desenvolvimento e 

o envelhecimento de mamíferos (Collingridge & Lester, 1989; Izquierdo & Medina, 1997; 

Castellano et al., 2001; Segovia et al., 2001). Entretanto, em algumas situações patológicas, 

quando ocorre uma excessiva ativação de receptores glutamatérgicos, pode haver dano ou 
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morte neuronal, situação denominada de excitotoxicidade por Olney e Ho (1970). Vários 

trabalhos têm associado a excitotoxicidade do glutamato com patologias e desordens 

neurodegenerativas como a isquemia cerebral, epilepsia, encefalopatia isquêmicas, doenças 

de Alzheimer e de Huntington (Lipton & Rosenberg, 1994). 

Existem dois tipos de receptores glutamatérgicos: os ionotrópicos (iGluR) e os 

metabotrópicos (mGluR). Os ionotrópicos são canais iônicos, ou seja, permitem a 

passagem de umion específico quando ativados. São subdivididos, de acordo com a 

sensibilidade a agonitas, em receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), α-amino-3-hidroxi-

5-metil-4-isoxazol-ácido propiônico (AMPA) e ácido cainico (KA). Todos os subtipos de 

receptores são ativados pelo glutamato, porémcada um deles é ativado seletivamente por 

um agonista diferente. Os receptores metabotrópicos (mGluR) são receptores que interagem 

com proteínas G, ativando ou inibindo eventos celulares pela modificação de efetores 

intracelulares (Ozawa et al., 1998; Bear et al., 2001). 

Uma vez sintetizado no citosol, o glutamato é estocado em vesículas sinápticas no 

terminal pré-sinaptico, até ser liberado destas na fenda sináptica por um processo chamado 

exocitose, que é dependente da concentração de Ca2+. Após interação com seus receptores 

pré- e pós-sinápticos, o glutamato é removido da fenda sináptica por sistemas de transporte 

dependentes de Na+, localizados na glia, principalmente, sendo este transporte a principal 

maneira de inibir a ação glutamatergica (Anderson & Swanson, 2000; Amara & Fontana, 

2002). 

Alguns estudos demonstraram que os derivados da guanina GTP, GDP e GMP, são 

capazes de inibirem a união de glutamato e alguns de seus agonistas, como KA, L-AP4 e 

NMDA, a seus receptores em preparações de membrana plasmática (Monahan et al., 1988; 

Baron et al., 1989; Migani et al., 1997; Ramos et al., 1997; Rubin et al., 1997A). Outros 
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estudos ainda evidenciam que os nucleotídeos derivados da guanina inibem a união de 

alguns antagonistas de glutamato, um efeito que não é modulado pelas proteínas G 

(Monahan et al., 1998; Baron et al., 1989; Barnes et al., 1993). No entanto, os efeitos dos 

nucleotídeos da guanina sobre os receptores glutamatérgicos não são particularmente 

potentes, ocorrendo geralmente na faixa de 100 uM a 1 mM (Monahan et al., 1988; Baron 

et al., 1989; Tasca et al., 1995; 1998; Regner et al., 1998; Burgos et al., 1998).  

Todavia, os derivados da guanina bloqueiam respostas celulares à ação de glutamato 

ou de seus agonistas tais como: inibem a quimioluminescência induzida por glutamato 

(Regner et al., 1998), bloqueiam o influxo de cálcio induzido por NMDA em retina de 

pintos (Burgos et al., 2000), diminuem a fosforilação de GFAP e o aumento de AMPc 

induzido por glutamato em preparações em que nucleotídeos da guanina não penetram no 

espaço intracelular e proteínas G não interagem diretamente com moléculas no espaço 

externo da membrana (Tasca et al., 1995; Tasca e Souza, 2000). 

Os derivados da guanina ainda são capazes de aumentar a captação de glutamato em 

cultura de astrócitos e em fatias corticais de ratos (Frizzo et al., 2001; 2002; 2003, 2005). 

Estudos complementares demonstraram que a guanosina parece ser a principal responsável 

pelos efeitos estimulatórios na captação de glutamato exercido pelos derivados da guanina, 

uma vez que os nucleotídeos precisam ser hidrolisados para exercer esse efeito, e que não 

ocorre efeito aditivo quando testados em conjunto com a guanosina (Frizzo et al., 2003). A 

ação sobre a captação ainda parece ser específica sobre o sistema de captação do glutamato, 

uma vez que a guanosina não consegue aumentar a captação astrocitária de GABA (Frizzo 

et al., 2003).  

Nosso grupo de pesquisa tem apontado, a partir de vários trabalhos, para um 

possível papel neuroprotetor dos derivados da guanina. Os nucleotídeos da guanina (GTP, 
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GDP e GMP) são capazes de proteger culturas de neurônios hipocampais e corticais dos 

efeitos excitotóxicos do NMDA e KA (Morciano et al., 2003). Ainda o GMP é capaz de 

proteger fatias hipocampais de ratos submetidas à privação de glicose e a modelos de 

neurotoxicidade induzidos por glutamato e outros agonistas glutamatergicos (ionotrópicos 

emetabotrópicos), diminuindo a liberação de lactato desidrogenase nestas fatias (Molz et 

al., 2005). 

Em cultura de astrócitos, a exposição a condições de hipóxia associada a 

hipoglicemia eleva a concentração extracelular da guanosina em aproximadamente quatro 

vezes, sendo esta elevação maior e mais prolongada do que a elevação nos níveis de 

adenosina (Cicarelli et al., 1999). In vivo, a isquemia cerebral produz um aumento dos 

níveis de guanosina de cerca de 140% por mais de uma semana após a injuria (Uemura et 

al. 1991). Além disso, um estudo de microdiálise no tálamo de ratos demonstrou que a 

despolarização in vivo por K+, cainato e oubaína elevam a concentração de guanosina e 

adenosina (Dobolyi et al., 2000). Ao mesmo tempo, a hidrólise dos nucleotídeos 

purinérgicos no fluído cérebro-espinhal, tem uma Vmax e um Km maiores para os 

derivados da guanina, quando comparamos as velocidades de hidrólise do GDP e ADP, 

indicando a formação de uma quantidade maior de guanosina e GMP (Portela et al., 2002). 

 Experimentos in vivo, evidenciaram que o GMP e a guanosina são capazes de 

prevenir convulsões provocadas pelo ácido quinolínico injetado no ventrículo lateral de 

cérebro de camundongos (Schmidt et al., 2000; 2005; Lara et al., 2001) e que o GMP é 

capaz de proteger as células de lesão induzida por ácido quinolínico em estriado de ratos 

(Malcon et al., 1997). O efeito anticonvulsvante da guanosina também foi observado 

quando a mesma é administrada intraperitonealmente em ratos (Soares et al., 2004), ou por 

via oral aguda ou cronicamente em ratos e camundongos (Vinade et al., 2003, 2004, 2005). 
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Este efeito anticonvulsivante da guanosina foi observado tanto em ratos jovens (de Oliveira 

et al., 2004) como em ratos e camundongos adultos (Schmidt 200, 2001, 2005, Lara et al., 

2001, Vinade et al., 2003, 2004, 2005, Soares et al., 2004)  

Recentes estudos demonstraram que, como na captação, os efeitos 

anticonvulsivantes dos nucleotídeos derivados da guanina são exercidos a partir da sua 

hidrólise, uma vez que compostos pouco hidrolisáveis como o GTP e o GDP rígidos não 

são capazes de prevenir convulsões, efeito não encontrado se utilizam seus análogos, o 

GTP e o GDP (Schmidt et al., 2005). Reforçando a demonstração de que a conversão de 

GMP a GUO parece ter um papel crucial nos efeitos da captação de glutamato na culturas 

de astrocitos (Frizzo et al., 2003), em um recente trabalho foi demonstrado que essa 

conversão também se faz necessária para o modelo in vivo de convulsão porque AOPCP, 

um agente inibidor da enzima ecto-5’-nuicleotidase que é a enzima responsável pela 

conversão do GMP à GUO, quando administrado previamente ao GMP, diminui o efeito 

protetor do nucleotídeo. 

 Recentemente foi descrito um efeito remielinizante da guanosina na medula 

espinhal de ratos, com a recuperação da função perdida com a desmielinização (Jiang et al., 

2003) e uma ação neuroprotetora em reverter a diminuição da captação de glutamato frente 

a um insulto hipóxico-isquêmico em ratos neonatos (Moretto et al., 2005). 

 Alguns estudos sugerem que os derivados da guanina afetam a memória e o 

aprendizado.  Uma administração intrahippocampal de GMP é capaz de alterar o 

desempenho na tarefa de esquiva inibitória através de mecanismos gabaérgicos e 

glutamatérgicos em ratos (Rubin et al., 1996, 1997B) e também de reverter o efeito 

facilitatório do glutamato na mesma tarefa (Rubi et al., 1996). Também foi observado que 

quando administrado sistemicamente e previamente à sessão de treino, a GUO exerce um 
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efeito amnésico na mesma tarefa da esquiva inibitória (Roesler et al., 2000; Vinadé et al., 

2003; 2004; 2005). Este efeito amnésico promovido pela GUO parece estar associado com 

o processo de aquisição da memória e não ter relação com os processos de consolidação e 

de evocação na tarefa da esquiva inibitória (Roesler et al., 2000). É bem estabelecido que a 

aquisição de novas memórias é iniciada durante a sessão de aprendizado, pela ativação de 

receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, metabotrópicos e AMPA (Izquierdo & Medina, 

1997; Malenka & Nicoll, 1999). 

 Apesar dos efeitos extracelulares já descritos, o exato mecanismo pelo qual os 

derivados da guanina exercem tais efeitos não está completamente identificado. 

Recentemente foram descritos sítios de união específicos para guanosina em membranas 

plasmáticas de cérebro de ratos (Traversa et al., 2002; 2004). 
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II- OBJETIVOS 

 

 Estudar o efeito da administração sistêmica ou central de GMP sobre a memória e o 

aprendizado de camundongos através da tarefa da esquiva inibitória.  

 Determinar se o efeito amnésico observado envolve a conversão do GMP à GUO e 

determinar se esta conversão ocorre periférica- ou centralmente. 
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III- MATERIAIS E MÉTODOS  

 

Os materiais e métodos dessa dissertação serão apresentados na forma de artigo cientifico 

publicado na revista internacional Neurobiology of Learning and Memory, 85: 206-212 

(2006). 

 

IV- RESULTADOS 

 

Os resultados dessa dissertação serão apresentados na forma de artigo cientifico publicado 

na revista internacional Neurobiology of Learning and Memory, 85: 206-212 (2006). 
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V- DISCUSSÃO  

 

Tanto uma administração sistêmica (intraperitoneal - i.p.) como uma 

administração central (intracerebroventricular - i.c.v.) de GMP exerceram efeito 

amnésico na tarefa da esquiva inibitória em camundongos. Este efeito é similar ao efeito 

amnésico exercido pela administração i.p. de GUO ou por uma administração i.p. do 

antagonista glutamatérgico MK-801. 

 Em estudos anteriores realizados pelo nosso grupo, pudemos constatar que 

quando administrado intrahippocampal, o GMP além de exercer efeito amnésico, é 

capaz de reverter o efeito facilitatório do glutamato na mesma tarefa da esquiva 

inibitória (Rubin et al., 1996; 1997; 1997B). Sobre o efeito amnésico da guanosina, este 

já foi verificado em diferentes trabalhos, os quais mostraram que por diferentes vias de 

administração (oral aguda, oral crônica, intracerebroventricular e intraperitoneal) ela é 

capaz de exerce o efeito amnésico tanto em ratos como em camundongos. (Roesler et 

al., 2000; Vinadé et al., 2003, 2004, 2005). Com um desenho experimental um pouco 

mais complexo do que o realizado neste trabalho, em que foi administrado GUO 

previamente (aquisição)  ou rapidamente posterior ao treino (consolidação), ou ainda, 

anterior ao teste (evocação), foi observado que a GUO foi capaz de exercer o efeito 

amnésico apenas na aquisição da memória (Roesler et al., 2000), na qual o GMP parece 

também afetar. 

 O efeito amnésico exercido pelo GMP parece envolver a ação da enzima ecto-

5’-nucleotidase, isso porque quando AOPCP, um inibidor dessa enzima, é administrado 

via i.c.v. previamente à administração i.c.v. de GMP, o efeito amnésico é não foi 

observado. Esses resultados podem indicar uma similaridade entre os efeitos: amnésico, 

neuroprotetor e modulador da captação de glutamato exercidos pelo GMP, os quais 
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parecem envolver a conversão do nucleotídeo a GUO (Soares et al., 2004; Frizzo et al., 

2003). 

 Interessantemente, a administração i.c.v. de AOPCP é incapaz de reverter o 

efeito amnésico exercido pelo GMP quando administrado sistemicamente (i.p.). Em um 

estudo anterior, já foi observado que uma administração i.p. de GMP triplica a 

concentração de guanosina no fluido cerebrospinal, sem alterar a concentração do 

próprio GMP (Soares et al., 2004). Estes dados são corroborados com a constatação da 

presença de atividade da ecto-5’-nucleotidase no sangue de ratos (Bruno et al., 2002; 

Bruno et al., 2003), possibilitando assim uma conversão sistêmica do GMP a GUO. 

 Uma administração i.c.v. de AOPCP, na dose de 0,25 mM, não foi capaz de 

afetar o desempenho na tarefa da esquiva inibitória. O AOPCP também não foi capaz de 

exercer, por si só, efeito sobre a convulsão com ácido quinolínico em ratos (Soares et 

al., 2004) ou sobre a captação de glutamato em fatias corticais (Frizzo et al., 2003), 

processos pelos quais a conversão de GMP a GUO se faz necessária. Esses dados nos 

permitem sugerir que a conversão endógena do GMP a GUO não altera os efeitos 

observados pela administração de GMP (amnésico, anticonvulsivante e modulador da 

captação de glutamato). Porém, um estudo mais detalhado se faz necessário para 

investigar a participação da conversão endógena de GMP à GUO, nos processos em que 

essa conversão está envolvida. 

 Por sua vez, o GMP foi incapaz de exercer efeito no teste do tail-flick, teste 

utilizado para investigar a influência do GMP sobre a nocicepção. Tanto o teste do tail-

flick, como o teste da sensibilidade a choques nas patas realizado em um trabalho 

anterior pelo nosso grupo (Roesler et al., 2000), envolvem o sistema opióide periférico e 

espinhal relacionados à dor (Menéndez et al., 1993), o qual parece não ser alterado pela 

ação dos derivados da guanina (Roesler et al., 2000). 
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 Diante dos resultados, a administração de GMP parece ser uma efetiva estratégia 

para aumentar os níveis de GUO em futuros estudos sobre as possíveis ações 

terapêuticas da GUO. Em razão dessa afirmação, durante a realização desta dissertação, 

um tratamento oral crônico com GMP, durante 25 dias, em uma concentração 

relativamente alta (1,5 mg/ml) quando comparada a tratamentos orais com GUO (0,5 

mg/ml), foi realizado, com o intuito de estudar possíveis alterações comportamentais e 

neuroquímicos em camundongos. 

 Devido a problemas técnicos, não conseguimos finalizar até o momento alguns 

dos experimentos cruciais para a discussão dos resultados obtidos. Desta forma, temos 

como perspectiva a finalização dos experimentos envolvendo a quantificação dos 

derivados da guanina no fluido cerebrospinal dos animais cronicamente tratados com 

GMP “ad libitum” em solução aquosa, e a publicação dos resultados até então obtidos 

com os mesmos animais. Dentre os resultados obtidos, verificamos que o tratamento 

referido com GMP exerceu uma ação anticonvulsivante frente ao modelo de convulsão 

induzida por ácido quinolínico e alterou a captação basal de glutamato em fatias 

corticais. 
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VI – CONCLUSÕES 

 

 

Tanto uma administração periférica quanto central de GMP é capaz de promover 

efeito amnésico em camundongos.  

O efeito amnésico promovido pelo GMP esta associado com a sua capacidade de 

conversão à guanosina, sugerindo que esta seria a real promotora do efeito 

comportamental relatado.  

A conversão do GMP à guanosina além de central-, ocorre também 

perifericamente. 
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