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Certeza

“De tudo, ficaram trés coisas:

A certeza de que estamos sempre comec¢ando...

A certeza de que precisamos continuatr...

A certeza de que seremos interrompidos antes de terminar...

Portanto devemos:

Fazer da interrup¢cdo um caminho novo...
Da queda um passo de danca...

Do medo, uma escada...

Do sonho, uma ponte...

Da procura, um encontro...”

Fernando Pessoa
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Resumo

A isquemia cerebral é uma das principais causas de morte no mundo,
sendo decorrente de uma interrupcdo transitoria ou permanente do fluxo
sanguineo, podendo levar a massiva morte neuronal. Um dos eventos
neurotoxicos relacionados a isquemia € 0 aumento excessivo da concentracao
de glutamato extracelular, o que leva a hiperestimulacdo do sistema
glutamatérgico (excitotoxicidade) podendo assim desencadear uma cascata de
eventos intracelulares nos neurénios culminando em sua morte.

Nos ultimos anos, o nucleosideo guanosina tem ganhado atencao dos
pesquisadores devido ao seu potencial efeito neuroprotetor frente a insultos
envolvendo excitotoxicidade. Na maioria dos experimentos in vivo no qual
foram observados efeitos neuroprotetores, a guanosina foi administrada
sistemicamente, apresentando consideravel variabilidade na magnitude de
seus efeitos entre os animais. Dado que a guanosina é uma molécula
endogena, podendo ser rapidamente metabolizada via sistémica até alcancar o
cérebro, novas vias de administracdo devem ser exploradas a fim de maximizar
seus efeitos neuroprotetores. A administracdo pela via intranasal tem se
mostrado uma excelente alternativa visto que a boa perfusdo da mucosa nasal
fornece um excelente local para uma rapida absorcdo de drogas e transporte
para o cérebro via liquido cefalorraquidiano (liquor).

Neste sentido, nesta dissertagcdo avaliamos o perfil farmacocinético da
administracao intranasal de guanosina e seu potencial neuroprotetor em um
modelo de isquemia do cortex parietal cerebral por termocoagulacdo em ratos.

Desta maneira, investigamos a concentracdo de guanosina e seus
metabdlitos em diferentes estruturas cerebrais, além do liquor e plasma apos
administracdo de diferentes doses, volumes de injecdo e tempos apds injecao
intranasal de guanosina pelos métodos de CLAE e de quantificacdo de
radioatividade. Houve diferencas significativas na concentracdo de purinas
presentes nas estruturas analisadas (bulbo, cértex e hipocampo) além do liquor
e do plasma. Observamos uma proporcionalidade entre o aumento significativo
de radioatividade em relacdo ao aumento da concentracdo e do volume. Além
disso, comparamos 0s parametros, acima citados, de animais que receberam
administracdo de guanosina pela via intranasal ou intraperitoneal ou né&o
receberam guanosina, apresentando diferengas significativas entre 0s grupos
analisados. A inducdo isquémica causou prejuizo sensoriomotor e leséo
cerebral nos animais, 0os quais foram revertidos pelo tratamento com
guanosina. Além disso, diferencas significativas na concentracdo das purinas
foram observadas no plasma e no liquor desses animais as quais podem estar
envolvidas tanto com o dano nos animais isquémicos quanto com o efeito
neuroprotetor da guanosina.

Assim, este trabalho é o pioneiro mostrando a viabilidade da administracédo
intranasal de guanosina, além de reforcar o efeito neuroprotetor da mesma
frente a um modelo de isquemia.



Abstract

Cerebral ischemia is a major cause of death worldwide is caused by a
transient or permanent interruption of blood flow and can lead to massive
neuronal death. One of neurotoxic events related to ischemia is the excessive
increase Iin the extracellular concentration of glutamate, which leads to
hyperstimulation of the glutamatergic system (excitotoxicity) thus triggering a
cascade of intracellular events culminating in neurons death.

In recent years, the guanosine nucleoside has claimed researchers attention
because of its potential neuroprotective effect against insults involving
excitotoxicity. In most in vivo experiments in which guanosine presented
neuroprotective effects, it was administered systemically, resulting in
considerable variability in the magnitude of their effects. Since guanosine is an
endogenous molecule being rapidly metabolized systemically before to reach
the brain, new routes of administration should be explored in order to maximize
their neuroprotective effects. The intranasal route has proven to be an excellent
alternative because the good perfusion of the nasal mucosa provides a great
via for a quick absorption for drug transport to the brain via cerebrospinal fluid
(CSF).

In this sense, this thesis evaluated the pharmacokinetic profile of intranasal
administration of guanosine and its potential neuroprotective in a model of
cerebral ischemia in parietal cortex by thermocoagulation in rats.

Thus, we investigated the concentration of guanosine and its metabolites in
different brain structures, as well as CSF and plasma after administration of
different doses, injection volumes and times after intranasal injection of
guanosine by HPLC methods and quantification of radioactivity. There were
significant differences in the concentration of purines present in the analyzed
structures (cerebral bulb, cortex and hippocampus) plus CSF and plasma. We
observed proportionality between the significant increase of radioactivity in
relation to the increased concentration and volume. Furthermore, we analyzed
these parameters in the plasma and CSF of rats which received intranasally or
intraperitoneally injection of guanosine and with those that did not receive it,
showing significant differences between these groups. The ischemic induction
caused sensorimotor deficit and brain injury, which were reversed by guanosine
treatment. Moreover, significant differences in the concentration of purines were
observed in plasma and CSF of the animals which can be related with both the
ischemic damage as well as with the neuroprotective effect of guanosine.

In conclusion, this work is the pioneer showing the viability of intranasal
administration of guanosine, in addition to reinforcing the potential
neuroprotective effect of guanosine.
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1. Introducéo
1.1 Isquemia Cerebral

A isquemia cerebral é resultado de uma interrupcéo transitéria ou
permanente do fluxo sanguineo, causado por embolia, trombose ou
hipoperfusdo sanguinea (Taoufik and Probert, 2008; Donnan et al., 2008;
Lipton, 1999; Brouns and De Deyn, 2009). Como consequéncia dessa
interrupcdo, h4 uma diminuigdo da disponibilidade de oxigénio e glicose para
regides cerebrais reduzindo assim a producdo de energia. Essa condicdo
desencadeia uma série de eventos (cascata isquémica), podendo levar ao
dano cerebral, o qual depende da area afetada e da duragédo do bloqueio do
fluxo sanguineo (Durukan and Tatlisumak, 2007; Lipton, 1999; Brouns and De
Deyn, 2009).

O sistema nervoso central (SNC) necessita de um continuo suprimento
de oxigénio e glicose para o seu metabolismo, um desequilibrio nesse
suprimento resulta em danos celulares e perda das fun¢cdes neuroldgicas
(Brouns and De Deyn, 2009). A cascata isquémica inicia-se pela diminuigcdo do
aporte de oxigénio (hipoxia) e glicose (hipoglicemia), ocasionando um
desequilibrio i6nico. Como resultado, 0s seguintes eventos acontecem na
cascata: excitotoxicidade, aumento intracelular de célcio (Ca®*), geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), alteragbes nos niveis dos
neurotransmissores e de algumas substancias neuroativas, disruptura da
barreira-hemato-encefélica, apoptose e ativacdo da microglia e astrécitos
(Durukan and Tatlisumak, 2007; Hazell, 2007).

Devido a esses eventos, a isquemia cerebral € uma doenca complexa e
devastadora. Nos Estados Unidos e na Europa, a isquemia cerebral é a

segunda causa de morte, e um grande nuamero de sobreviventes séo



confrontados com sequelas irreversiveis (Taylor et al., 1996; Warlow, 1998). Ja
no Brasil, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a isquemia
cerebral é a principal causa de morte, com 70.232 6bitos registrados em 2008.
O governo brasileiro, através da Portaria n°® 1.161, de 7 de julho de 2005,
ressaltou a importancia de agées de promoc¢ao e prevencdo em todos 0s niveis
de atencdo a saude em relacdo as doencas cerebrais, sugerindo fortemente
acOes educativas e preventivas visando a possibilidade de éxito da intervengéo
precoce e a diminuicdo de suas sequelas. Em outubro de 2010, o Ministério da
Saude lancou o documento “Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas —
Trombdlise no Acidente Vascular Encefalico Isquémico Agudo” com o obijetivo
de aprimorar a assisténcia aos pacientes com essa doenca, cuja ideia é
orientar a conduta dos profissionais de salde sobre diagndstico e tratamento
clinico, além de estabelecer procedimentos para a assisténcia aos pacientes
nos hospitais.

Apesar das politicas preventivas frente as doencas cerebrais (como
exercicio regular, dietas, habitos de vida) serem extremamente promissoras, as
estratégias terapéuticas ainda sdo de extrema relevancia. Os procedimentos
terapéuticos disponiveis para essas doencas, no entanto, sdo pouco eficazes.
Muitos medicamentos disponiveis atualmente tém efeitos colaterais
significativos e sdo onerosos para a maioria dos pacientes nos paises em
desenvolvimento, incluindo o Brasil. Por causa desse enorme fardo
socioeconémico absorvendo 6% de todos 0s orcamentos de saude, e com o
aumento da expectativa de vida no mundo, as doencas cerebrovasculares séo
consideradas uma questdo de saude publica com alto impacto social, e a
iIsquemia cerebral continua sendo uma doencga desafiadora. (Durukan and

Tatlisumak, 2007). Neste sentido, novas estratégias terapéuticas necessitam



ser desenvolvidas e testadas, na tentativa de reduzir custos, melhorar a

eficacia e reduzir os efeitos adversos.

1.2 Modelos Experimentais de Isquemia Cerebral

Muitos modelos experimentais tém sido desenvolvidos para mimetizar a
isquemia cerebral que ocorre em humanos, e servem como uma ferramenta
indispensavel no campo de pesquisa dessa doenca. Estes modelos incluem a
isquemia global, a hipéxia-isquemia e a isquemia focal (Taoufik and Probert,

2008).

1.2.1 Isquemia global

A isquemia global é produzida pela oclusdo dos vasos sanguineos,
podendo ocorrer a coagulagcdo permanente dos vasos ou a coagulacdo
temporaria. Em ambos os casos de isquemia ha a denominacao de "isquemia
incompleta”, porque persiste um fluxo sanguineo de 1% a 4%, chamado de
fluxo residual. A isquemia global geralmente acontece de cinco a vinte minutos,
pois a exposicdo prolongada pode ser fatal. Os niveis de ATP diminuem
drasticamente, mas com a reperfusdo (retorno do fluxo sanguineo), os niveis
sdo satisfatérios, ocasionando a morte celular retardada de populagbes
especificas de neurbnios, tornando esse modelo simplificado quando

comparado a isquemia que ocorre em seres humanos (Lipton, 1999).

1.2.2 Hipoxia-isquemia
A hipoxia-isquemia envolve a oclusdo dos vasos combinada com

hipoxia, conduzindo a danos neuroldgicos. Devido aos animais adultos néo



sobreviverem a hipdxia prolongada, esse modelo restringi-se ao uso em

neonatos (recém-nascido) (Taoufik and Probert, 2008; Cheng et al., 1998).

1.2.3 Isquemia focal

A isquemia focal envolve uma cascata muito mais complexa de
acontecimentos em comparagdo aos insultos globais e, provavelmente,
representa 0 modelo mais préximo da realidade, por conseguinte, é a mais
amplamente estudada. Envolve a oclusdo ou termocoagulacdo dos vasos
(Taoufik and Probert, 2008; de Vasconcelos et al., 2010). Essa oclusdo pode
ser permanente quando a interrup¢ao ou coagulacdo é irreversivel ou pode ser
transitéria, quando a interrupcéo do vaso sanguineo ocorre durante 1 a 3 horas
seguida por reperfusdo prolongada.

Em ambos os casos, existe uma regido de nucleo isquémico (“core”) onde o
fluxo sanguineo é inferior a 20% dos niveis normais e a regido de penumbra,
onde o fluxo é inferior a 40% (Hossmann, 1994). Em areas peri-infartadas ou
regibes extrapenumbral o fluxo € mais do que 40%. Estas areas séo
caracterizadas por niveis de fluxo sanguineo e, embora ainda h& discusséo
sobre como essas definicbes sdo precisas (Lo, 2008), ha um consenso de que
o nucleo é uma area danificada em que os neurdnios sofrem necrose devido ao
esgotamento de energia e da excitotoxicidade, e a regido da penumbra é uma
area em que o0s neurbnios sado disfuncionais, mas ainda nao estdo mortos
(Taoufik and Probert, 2008).

A penumbra eventualmente pode progredir para regido de nucleo isquémico
devido a excitotoxicidade em curso, a inflamacdo e a apoptose (Lee et al.,
1999; ladecola and Alexander, 2001; Choi, 1996), porém, uma vez que esses

processos parecem evoluir ao longo do tempo (Dirnagl et al., 1999; Baird et



al.,1997) é possivel intervir e buscar alternativas, como novas drogas, e
estudar mecanismos de acdo com o intuito de proteger o tecido cerebral apos a

isquemia, principalmente tendo como alvo a regido penumbral.

1.3 Excitotoxicidade

O tecido nervoso tem um consumo relativamente alto de oxigénio e glicose,
e depende quase que exclusivamente da fosforilagdo oxidativa para a producgéo
de energia (ATP). Durante a isquemia, a privacdo desses substratos ocorre
rapidamente, diminuindo os niveis de ATP circulante. Essa deficiéncia
energética provoca a inibicdo da enzima Na'-K'-ATPase, causando grande
perda dos gradientes idnicos, pois h& elevagcdo dos niveis extracelulares de
potassio (K') e, intracelulares de soédio (Na'), célcio (Ca**) e cloro (CI),
conduzindo assim ao edema celular (Phan et al., 2002), perda do potencial de
membrana e a consequente despolarizacdo dos neurbnios. Como
consequéncia da despolarizacdo inicial, ha uma liberacdo para o meio
extracelular em grandes quantidades de neurotransmissores, principalmente o
aminoacido excitatorio glutamato (Brouns and De Deyn, 2009).

O glutamato participa de fungOes cerebrais importantes como 0 processo
de aprendizado e memdria (Izquierdo et al.,2006), na formacdo de redes
neurais durante o desenvolvimento (Ozawaet al., 1998), e de outros eventos
qgue envolvem plasticidade neuronal; como a resposta cerebral a estimulos
externos (Schmidt et al., 2008). O glutamato exerce a sua acdo por meio da
ativacdo de receptores ionotropicos (iGIuUR) NMDA, AMPA, KA (canais
permedveis a ions) e receptores metabotropicos (MGIuR) (acoplados a

proteina G), que estdo presentes nas membranas neuronais pré e pos
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singpticas e também presentes nas membranas das ceélulas gliais (Kew and
Kemp, 2005).

Apods exercer 0s seus efeitos excitatoérios, o glutamato precisa ser captado
da fenda sinaptica através de transportadores especificos, cuja atividade é
indiretamente dependente de ATP (Tzingounis and Wadiche, 2007). Dessa
forma, os transportadores de glutamato sdo responsaveis por manter o
equilibrio do tonus fisiolégico/téxico da sinapse glutamatérgica. Qualquer
mecanismo que interfira nessa captacdo apds a neurotransmissao, resulta em
excesso de estimulacao dos receptores de glutamato (Danbolt, 2001), podendo
provocar necrose bem como iniciar eventos moleculares que levam a apoptose
(Dirnagl et al., 1999). A hiperestimulacdo do sistema glutamatérgico esta
implicada na patogénese de diversas doencas agudas e cronicas do cérebro,
dentre elas, a isquemia cerebral (Frizzo et al., 2003; Maragakisand Rothstein,

2006).

1.4 Sistema Purinérgico

As bases purinicas, como adenina e guanina, € Seus respectivos
nucleotideos e nucleosideos sdo moléculas amplamente distribuidas dentro e
fora das células de organismos vivos. Dentre suas diversas fun¢des biologicas,
podemos enfatizar seu papel na construcdo do DNA e RNA (adenina e
guanina), nas vias bioguimicas envolvidas no metabolismo energético celular
(ATP e GTP) ou nos mecanismos intracelulares de transducdo de sinal como
mensageiros secundarios (AMPc e GMPc) (Barnstable et al., 2004).

As purinas podem ser classificadas em derivados da adenina (ATP, ADP,

AMP, adenosina e adenina) e derivados da guanina (GTP, GDP, GMP,
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guanosina e guanina). Ainda compdem as purinas 0s metabdlitos diretos dos
derivados da adenina e da guanina: inosina, hipoxantina, xantina e acido urico.

O sistema purinérgico constitui-se uma importante via de sinalizacdo celular
em que as purinas, acima mencionadas, exercem seus efeitos através de
diferentes mecanismos, entre eles uma interacao direta com seus receptores,
chamados de purinoreceptores (Burnstock, 2002). Esses efeitos, de uma
maneira geral, estdo relacionados a neurotransmissao do sistema nervoso
central, interagBes neurdnios e glia, resposta imune, inflamacéo, papéis tréficos
na proliferacédo e crescimento celular (Burnstock, 2006) e inducao de apoptose
(Bours et al., 2006).

Em relacdo ao metabolismo das purinas, os nucleotideos trifosfatados
sdo rapidamente catabolizados extracelularmente a nucleotideos difosfatados;
monofosfatados e a nucleosideos, atingindo concentracdes fisiologicas no meio
extracelular, que representa o ponto chave para o inicio da cascata de
sinalizacdo (Yegutkin, 2008). Os efeitos dos nucleotideos e nucleosideos sobre
0s receptores purinérgicos sdo regulados pela acao de ectonucleotidases, que
incluem as ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolases (E-NTPDases), as
ectonucleosideo pirofosfatase/fosfodiesterases (E-NPPases), a ecto-5'-
nucleotidase (Ecto-5-NT/CD73) e a fosfatase alcalina (ALP). Estas enzimas
operam em conjunto para a hidrélise completa dos nucleotideos para
nucleosideos (Braganhol et al., 2013).

Além dessas enzimas, as demais enzimas que participam do
metabolismo purinérgico de um modo geral sdo a 5-fosforribosil-1-pirofosfato
(PRPP)-sintetase (catalisa a formacdo da porcdo ativada da ribose-5-
fosforribosil-1-pirofosfato — PRPP a partir da ribose-5-fosfato), glutamina-

fosforribosil-amidotransferase (catalisa a formacao de 5-fosforribosil-1-amina a
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partir da PRPP, para posterior formagéo de IMP), adenilossuccinase (catalisa a
formacao de AMP a partir de IMP), IMP-desidrogenase (catalisa a formacéo de
xantosina monofostato a partir de IMP), GMP-sintetase (catalisa a formacéo de
GMP a partir do nucleotideo monofosfato de xantosina), nucleosideo-purina-
fosforilase (catalisa a fosfordlise da guanosina e inosina, assim formando
respectivamente guanina e hipoxantina), hipoxantina-guanina-fosforribosil-
transferase — HGPRT (catalisa a formagcao de IMP a partir da hipoxantina, e
catalisa a formacdo de GMP a partir de guanina), adenosina-desaminase
(calisa a formacao de inosina a partir de adenosina), guanina-desaminase
(catalisa a formacédo de xantina a partir de guanina), AMP-desaminase (catalisa
a formacgéo de IMP a partir de AMP), adenosina-quinase (catalisa a formagé&o
de AMP a partir de adenosina) e xantina-oxidase (catalisa a formacéo de
xantina a partir de hipoxantina, e catalisa a formacao de acido urico a partir de
xantina).

Segue um esquema representativo das principais enzimas envolvidas

Nesse pProcesso:

METABOLISMO PURINERGICO - ROTA METABOLICA

. Ectonucleotidases

_ @ 5’-nucleotidase
‘%TP @ Adenosina-desaminase
ApA V@ pNp
‘\DP @ Xantina-oxidase
i ® HGPRT
_\D(:)e -\I\[P/ l @ Guanina-desaminase
Ribose 5P IMP «e—<——GMP «— &= GDP &= GTP
j® je ® ®
INO @ .
1 GUO g
HIPO — 3
o] ]
XAN =g= GUA
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Interferéncias nas vias de metabolizacdo e sinalizacdo estardo
contribuindo para um desequilibrio enzimatico e funcional, verificado em muitas
doencas tanto sistémicas quanto cerebrais.

Estudos demonstram que durante a isquemia cerebral, os derivados de
guanina e adenina sdo liberados em grandes quantidades (Pimentel et al,
2013), porém, derivados da guanina sédo liberados em quantidades maiores do
gue os seus homadlogos derivados de adenina (Pimentel et al., 2013;Ciccarelli

et al., 2001; Caciagli et al., 2000).

1.5 Guanosina

Nos ultimos anos, o nucleosideo guanosina tem ganhado atencdo dos
pesquisadores devido ao seu potencial efeito neuroprotetor em modelos
experimentais de doencas cerebrais relacionadas com a excitotoxicidade
glutamatérgica (Dal-Cim et al., 2003; Schmidt et al., 2007; Souza and Schmidt,
2010; Moretto et al., 2009, 2011; Vinadé et al., 2005), incluindo modelos
animais de isquemia cerebral in vivo (Chang et al., 2008).

A guanosina no meio extracelular exerce uma série de efeitos tréficos
nas células, como por exemplo, estimula a proliferagcdo de uma variedade de
células em cultura e aumenta a liberacdo de fatores troficos tais como o fator
de crescimento nuclear (NGF), o fator neurotréfico derivado do encéfalo
(BDNF) e o fator de crescimento de fibroblastos basico (bFGF) a partir de
varios tipos celulares (Giuliani et al., 2012; Ciccarelli et al., 2000). Por outro
lado, em condi¢Bes excitotoxicas, a guanosina parece ser mais amplamente
envolvida na modulacéo da captacao de glutamato (Thomazi et al., 2008).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que a guanosina é capaz de

estimular a captacdo de glutamato em cultura de astricitos e fatias de cortex
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cerebral (Frizzo et al., 2001, 2002, 2003; Gottfried et al., 2002). Como a
captacdo de glutamato € o mecanismo enddgeno mais importante para
modular sua acdo sindptica e inibir a hiperestimulacdo dos receptores
glutamatérgicos, a estimulagéo da captagcdo de glutamato pela guanosina pode
ser um dos potenciais mecanismos responsaveis pelos seus efeitos de
neuroprotecao. Entretanto, os mecanismos moleculares e celulares, pelos
quais a guanosina estimula a captacao de glutamato, e a relagdo deste com os
efeitos neuroprotetores ainda ndo estao totalmente esclarecidos.

Alguns estudos sugerem que a guanosina enddégena extracelular poderia
fazer parte de um mecanismo cerebral envolvido na prevencdo da
excitotoxicidade (Ciccarelli et al., 2001; Rathbone et al., 2008; Schmidt et al.,
2007; Uemura et al.,, 1991). Estes estudos demonstraram que 0 nivel
extracelular de guanosina aumenta consideravelmente e continua elevado por
longos periodos de tempo em modelos in vitro (Ciccarelli et al, 2001) e in vivo

(Uemura et al, 1991) de isquemia cerebral.

1.6 Administragé&o Intranasal

Recentemente, novas vias de administragdo de drogas estdo sendo
exploradas com o objetivo de obter melhores resultados, principalmente em
relacdo a neuroprotecdo. A administracdo de drogas via intranasal tem se
mostrado uma excelente alternativa principalmente para drogas que sé&o
rapidamente metabolizadas quando administradas sistemicamente, visto que a
boa perfusdo da mucosa nasal fornece um excelente local para uma rapida
absorcao de drogas (lllum, 2012).

O fluxo sanguineo e a integridade da mucosa sdo de extrema importancia

para a boa absorcdo nasal, os capilares encontrados na lamina propria da

15



mucosa sao grandes e fenestrados, parecem ser especialmente concebidos
para passagem de fluidos através da parede vascular. O fluxo total de sangue
por cm® é ainda maior na parte superior da mucosa do trato respiratério do que,
guando comparado ao musculo, cérebro e figado. Estas caracteristicas tornam
0 hariz um 0rgdo interessante para a absorcdo de drogas, tendo em vista a
extensa rede de capilares sanguineos sob a mucosa nhasal e a grande
guantidade de sangue que flui através desta area (Gizurarson, 1993). Estudos
demonstraram a possibilidade de drogas, administradas intranasalmente,
atravessarem a barreira hemato-encefalica e atingir o SNC diretamente (lllum,

2003).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral
Avaliar o perfil farmacocinético da administracao intranasal de guanosina e

seu potencial neuroprotetor em um modelo de isquemia in vivo em ratos.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Avaliar o perfil farmacocinético da administracao intranasal de guanosina

determinando os niveis da mesma e de seus metabdlitos em liquor, plasma e

diferentes estruturas cerebrais de ratos (bulbo, cortex, hipocampo e cerebelo).

2.2.2 Avaliar o potencial neuroprotetor do tratamento com guanosina intranasal

em ratos submetidos a um modelo de isquemia focal permanente do cortex

parietal cerebral por termocoagulacéo.

17



PARTE Il

18



3. Procedimentos Metodolégicos
3.1 Reagentes

Guanosina (GUO), acetonitrila (ACN), metanol, acido trifluoroacético
(TFA), acido tricloroacético (TCA), cloreto de potassio (KCI), fosfato de potassio
monobasico (KH,PO,), fosfato de potassio dibasico (K;HPO,) e cloridrato de
trifenil tetrazolio (TTC) foram adquiridos da Sigma (St. Louis, MO, EUA). Resina
de metacrilato foi obtido da Leica® e azul de metileno da Merk®. [*HJGUO
(atividade especifica 15Ci/mmol) foi obtido da American Radiolabeled
Chemicals (St. Louis, MO, EUA). Os anestésicos cloridrato de cetamina e
cloridrato de xilazina foram obtidos da Syntec do Brasil (Cotia, SP, Brasil). O
anestésico inalante Halotano foi adquirido da Cristélia (ltapira, SP, Brasil).
Todos os outros produtos quimicos de grade analitica foram obtidos de

fornecedores padréao.

3.2 Animais

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar machos adultos entre 60 e 90
dias, obtidos do biotério do Departamento de Bioquimica, ICBS, UFRGS. Os
animais foram mantidos em condi¢des de luz e temperatura adequadas (21 +
1°C, ciclo claro-escuro de 12h) com acesso livre a comida e agua. Em todos os
procedimentos realizados com 0s animais, que precisasse de anestesia, foram
utilizados os anestésicos cloridrato de cetamina (50mg/kg, i.p.) e cloridrato de
xilazina (10mg/kg, i.p.). O volume de injecdo foi 1mL/kg. A morte foi realizada
por decapitacdo utilizando guilhotina. Todos os experimentos foram realizados
seguindo as normas da Comissé&o de Etica no Uso de Animais - CEUA-UFRGS

(Projeto N°: 22319).
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3.3 Grupos e protocolos experimentais

3.3.1 Avaliacéo do perfil farmacocinético da guanosina pela via intranasal
Para averiguar a biodisponibilidade de GUO exdgena, e/ou de seus

metabdlitos no SNC e na circulagdo sanguinea, foram realizados os seguintes

experimentos com nimero amostral de seis animais em cada grupo:

3.3.1.1 Curva de concentragéo da solugéo de guanosina

Foram preparadas solugbes de GUO nas concentragbfes a serem
estudadas, sendo que 50% do volume dessas solucdes correspondeu a adigéo
de guanosina radioativa ([*H]JGUO), a qual representou quantitativamente
menos de 1% de GUO na menor dose administrada pela via intranasal
(2,5mg/mL).

Os animais foram divididos em seis grupos: controle (Ctrl) sem
administracéo de solucdo e sem procedimento cirdrgico — “naive”; e de acordo
com a dose recebida da solugcao: 2,5mg/mL (2,5); 7,5mg/mL (7,5); 15mg/mL
(15); 30mg/mL (30) e 60mg/mL (60).

Os animais foram anestesiados, o volume administrado de cada solugéo
de GUO foi de 50uL por narina, e apdés 15 minutos da administracdo as
amostras de liquor e plasma foram obtidas (método descrito no item 3.3.3.1).
Logo apods, os animais foram decapitados e as estruturas cerebrais (bulbo,
cortex, hipocampo e cerebelo) foram retiradas e processadas de acordo com o
protocolo detalhado no item 3.3.3.2. As amostras de liquor, plasma e das
estruturas cerebrais foram submetidas a andlise de purinas (conforme item
3.3.2.5) e medida da radioatividade (através do contador de cintilagdo liquida

Hidex 300 SL).

20



3.3.1.2 Curva de volume de administracéo

Foi preparada uma solugédo de GUO na concentracdo de 30mg/mL com
50% de volume de [°*H]GUO, a qual representou quantitativamente menos de
1% da dose administrada.

Os animais foram divididos em quatro grupos: controle (Ctrl) sem
administracéo de solucdo e sem procedimento cirdrgico — “naive”; e de acordo
com o volume a ser administrado da solugcao por narina: 25uL (25); 50uL (50) e
100pL (100).

Os animais foram anestesiados, o volume da solucéo foi administrado de
acordo com cada grupo e apos 15 minutos da administragdo as amostras de
liquor e plasma foram obtidas (método descrito no item 3.3.3.1). Logo apds, os
animais foram decapitados e as estruturas cerebrais (bulbo, cértex, hipocampo
e cerebelo) foram retiradas e processadas de acordo com o0 protocolo
detalhado no item 3.3.3.2. As amostras de liquor, plasma e das estruturas
cerebrais foram submetidas a analise de purinas (conforme item 3.3.2.5) e
medida da radioatividade (através do contador de cintilag&do liquida Hidex 300
SL).

Durante os experimentos com o0 grupo que recebeu o volume de 100puL
por narina de GUO foi necessario utilizar no total dez (10) animais para obter o
namero amostral de seis (6) por grupo, pois quatro (4) animais morreram,

provavelmente por asfixia.

3.3.1.3 Curva de tempo ap0s administracao
Foi preparada uma solugédo de GUO na concentracdo de 30mg/mL com
50% de volume de [°*H]GUO, a qual representou quantitativamente menos de

1% da dose administrada.
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Os animais foram divididos em seis grupos: controle (Ctrl) sem
administracéo de solucdo e sem procedimento cirdrgico — “naive”; e de acordo
com o tempo a ser esperado apds a administracdo da solugdo para a obtencao
das amostras: 5min (5); 15min (15); 60min (60); 120min (120) e 180minutos
(180).

Os animais foram anestesiados, o volume administrado da solugéo de
GUO foi de 50uL por narina e apés o tempo de cada grupo da administracéo da
solucdo, as amostras de liquor e plasma foram obtidas (método descrito no
item 3.3.3.1). Apés cada intervalo de tempo descritos acima, os animais foram
decapitados e as estruturas cerebrais (bulbo, cortex, hipocampo e cerebelo)
foram retiradas e processadas de acordo com o protocolo detalhado no item
3.3.3.2. As amostras de liquor, plasma e das estruturas cerebrais foram
submetidas a andlise de purinas (conforme item 3.3.2.5) e medida da

radioatividade (através do contador de cintilagcdo liquida Hidex 300 SL).

3.3.1.4 Comparativo entre administragéo intranasal e intraperitoneal

Foi preparada uma solugédo de GUO na concentracdo de 30mg/mL com
50% de volume de [°*H]GUO, a qual representou quantitativamente menos de
1% da dose administrada.

Os animais foram divididos em trés grupos: controle (Ctrl) sem
administracdo de solucdo e sem procedimento cirdrgico - “naive”;
administracao intranasal (IN) (50uL por narina); e administragao intraperitoneal
(IP) (100pL injetado via i.p.).

Os animais foram anestesiados, foi administrada a solucado de GUO pela
respectiva via designada a cada grupo, em um volume total de 100pL, e apés 5

minutos da administracdo, as amostras de liquor e plasma foram obtidas
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(método descrito no item 3.3.3.1). Logo apds, os animais foram decapitados e
as estruturas cerebrais (bulbo, cértex, hipocampo e cerebelo) foram retiradas e
processadas de acordo com o protocolo detalhado no item 3.3.3.2. As
amostras de liquor, plasma e das estruturas cerebrais foram submetidas a
analise de purinas (conforme item 3.3.2.5) e medida da radioatividade (através

do contador de cintilagdo liquida Hidex 300 SL).

3.3.2 Avaliagcdo do potencial neuroprotetor da guanosina no modelo de
isquemia cerebral

Para averiguar o potencial neuroprotetor da administragao intranasal de
GUO frente a um modelo de isquemia cerebral focal permanente, foram
realizados os seguintes experimentos com numero amostral de dez (10)

animais em cada grupo:

3.3.2.1 Inducéo de isquemia focal permanente

A lesdo isquémica foi induzida por termocoagulacdo do sangue nos
vasos pial do cortex motor e sensoriomotor. Este procedimento resulta na
degeneracdo das seis camadas corticais, logo abaixo dos vasos sanguineos
afetados (de Vasconcelos et al.,, 2010). Resumidamente, os animais foram
anestesiados e colocados no aparelho estereotéxico. O cranio foi exposto
cirurgicamente e uma craniotomia foi realizada, expondo o cértex fronto-parietal
esquerdo (+ 2a-6 mmA.P.e+ 2 a0 mmL.L. do bregma). O sangue dos
vasos pial foi termocoagulado pela aproximagéo de uma sonda quente para a
dura-mater. ApGs o procedimento, a pele foi suturada e a temperatura corporal
foi mantida a 37°C, utilizando uma almofada de aquecimento até a recuperacao

da anestesia (Szele et al.,1995).
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3.3.2.2 O tratamento

Foi preparada uma solucdo de GUO na concentracdo de 30mg/mL em
salina (NaCl 0.9%).

Os animais foram divididos em cinco grupos: controle (Ctrl) (sem
administracdo de solucdo e sem procedimento cirdrgico — “naive”); sham salina
(SS) (craniotomia sem indugédo de isquemia, solugdo de salina administrada
intranasal no volume de 50uL por narina); sham GUO (SG) (craniotomia sem
inducao de isquemia, solucdo de guanosina administrada intranasal no volume
de 50pL por narina); isquemia salina (IS) (craniotomia com inducao de
isquemia, solucdo de salina administrada intranasal no volume de 50uL por
narina); isquemia GUO (IG) (craniotomia com indugéo de isquemia, solugéo de
guanosina administrada intranasal no volume de 50pL por narina).

Os animais foram anestesiados e submetidos ao procedimento cirargico
(detalhado no item 3.3.2.1). Todos 0s grupos, exceto o grupo Ctrl, receberam
administracao por via intranasal (salina e/ou GUO, de acordo com cada grupo)
imediatamente, 1h, 3h e 6h apds a cirurgia. Para a administracdo da salina
e/ou GUO no periodo de 3h e 6h apbs a cirurgia, os animais foram
anestesiados novamente, porém, com a metade da dose inicial. Apos 24h da
indugédo isquémica, os animais foram submetidos ao teste do cilindro
(detalhado no item 3.3.2.4), anestesiados, e amostras de liquor e sangue foram
coletadas (conforme item 3.3.3.1) para analise de purinas (conforme item
3.3.2.7). O cérebro foi removido para analise do volume da leséo infartada
(detalhado no item 3.3.2.5).

A concentracdo e o volume de administracdo da solucédo de GUO
utilizados foram escolhidos com base na avaliagdo do perfil farmacocinético da

administragao intranasal. Os tempos escolhidos de administragdo foram
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baseados em estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa utilizando o

mesmo modelo de isquemia (trabalho em fase de publicag&o).

3.3.2.3 Aplicacao intranasal

A solucdo de GUO 30mg/mL e salina 0,9% (de acordo com cada grupo)
foi aplicada em cada narina do animal na parte inferior do septo nasal com
auxilio de uma pipeta com ponteira de extremidade longa. O volume

administrado da GUO e salina por narina foi de 50uL adicionado lentamente.

3.3.2.4 Atividade sensoriomotora pelo teste do cilindro

Este teste baseia-se no comportamento exploratério espontaneo dos
roedores (de Vasconcelos et al., 2010). Os animais foram submetidos a um
pré-teste antes da cirurgia para inducéo da isquemia cerebral.

O pré-teste consistiu em colocar o animal dentro de um cilindro de vidro
(20cm de diametro e 30cm de altura) e os primeiros 20 toques com 0s
membros anteriores no cilindro foram contados e registrados. As ocorréncias
de toques com uso exclusivo do membro ipsilateral (lado da lesdo) ou do
membro contralateral (lado intacto) ou a utilizacdo de ambos os membros
foram registradas separadamente.

Vinte e quatro horas (24h) apds a cirurgia, esse procedimento se repetiu
e 0s numeros foram novamente contados e registrados para computagdo dos
dados para o calculo da percentagem de assimetria (minimo de 70%). A
assimetria foi calculada pela seguinte formula: escore de assimetria = (%de
utilizacoes ipsilateral) - (% de utilizagbes contralateral). Depois disso, 0 escore
de assimetria foi convertido para o escore de simetria (100 — escore de

assimetria) (Macrae, 2011; Challert, 2006; de Vasconcelos et al., 2010).
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3.3.2.5 Volume de leséo da area infartada

Depois de 24 horas da cirurgia, os animais foram mortos e os cérebros
foram rapidamente removidos do créanio e seccionados num plano coronal a 2
mm de espessura utilizando uma matriz de cérebro de rato (Insight LTDA,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil).

As fatias foram imersas durante 30 minutos em 2% de TTC a 37°C,
seguido por fixacdo durante a noite em paraformaldeido a 4%. O volume de
infarto foi calculado pela formula: volume infarto = medida da area de infarto x
espessura da fatia (2 mm). As fatias do cérebro foram analisadas pelo
programa computacional Image J. Os resultados estdo expressos em mm?®

(Swanson et al., 1990; Liu et al., 2009).

3.3.2.6 Integridade da mucosa nasal

Para verificar a integridade da mucosa, foi realizada a analise histologica
dos septos nasais, removidos apos o tratamento (detalhado no item 3.3.2.2), de
trés ratos do grupo IS e de trés ratos do grupo IG. Os septos foram fixados em
paraformaldeido 4% e logo apés, desidratados em uma série de alcool etilico
de 70% durante 1h, 80% por 1h, 90% por 1h e 95% por 2h. Posteriormente, as
amostras foram pré-inflitradas e emblocadas em resina de metacrilato. Em
seguida, os septos nasais foram cortados em micré6tomo na espessura de 5um
ao longo de toda sua extensdo no plano horizontal e as fatias foram dispostas
em laminas, e coradas com azul de metileno 1% por 1 minuto. Apds a
coloracdo, as laminas foram lavadas trés vezes com agua destilada e seladas
por uma laminula com Balsamo do Canada. Todas as sec¢bfes foram
observadas em microscopio 6ptico a procura de qualquer alteracdo da mucosa

nasal.
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3.3.2.7 Analise da concentracédo de purinas pelo método de Cromatografia
Liguida de Alta Eficiéncia - CLAE

A determinacdo das concentragfes de purinas presentes nas amostras
de liquor, plasma e homogenatos das estruturas cerebrais (bulbo, cértex,
hipocampo e cerebelo) foram realizadas através da metodologia de CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia) conforme (Schmidt et al., 2009). O
sistema de cromatografia utilizado foi Shimadzu LC-20AT. As especificagcoes
do aparelho sédo as seguintes: sistema de bomba quaternaria, degaseificadora
a vacuo, valvula de injecdo automéatica (loop de 1mL), detector de ultravioleta e
radioativo, coluna supelco C18 (250 mm x 4.6 mm, 5um). O fluxo da fase mével
foi de 1,2 mL/min e a temperatura da coluna mantida em 24°C. A composi¢ao
dos tampdes utilizados manteve-se inalterada (A: 150 mM de tampao fosfato,
pH 6.0 contendo 150 mM de cloreto de potassio; B: 15% de ACN no tampdao A).
O perfil do gradiente foi modificado para o seguinte teor de tampéao B, na fase
movel: 0% a Omin, 2% em 5min, 7% em 2,45min, 50% em 10min, 100% em
11min, 100% em 12,30min e 0% em 12,40min. O volume de amostra injetada
foi de 20uL a cada 17min. A absorbancia foi lida em 254 nm.

Foram analisados os seguintes compostos: adenosina trifosfato (ATP),
adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP), adenosina (ADO),
inosina monofosfato (IMP), inosina (INO), hipoxantina (HIPO), guanosina
trifosfato (GTP), guanosina difosfato (GDP), guanosina monofosfato (GMP),

guanosina (GUO), xantina (XAN) e acido arico (AU).

27



3.3.3 Processamento das amostras

Para definicdo dos procedimentos e protocolos utilizados, foram realizados
alguns experimentos pilotos para verificar mudancas na quantidade de
cintilagéo:

e Homogeneizacéao

Foram comparadas a homogeneizacdo das amostras utilizando o tampéo
fosfato (PBS) e TFA 7% (resultados ndo mostrados), ndo mostrando alteracées
na quantidade de cintilacdo, porém, na mecanicidade da homogeneizacdo o
TFA 7% mostrou-se mais eficaz.

e Desproteinizacado das amostras

Foram comparadas variadas substancias para desproteinizacdo das
amostras, como o acido tricloroacético (TCA) 10%; o acido perclorico 4%; o
metanol 100%; a acetonitrila 100% e o &cido trifluoracético (TFA) 7%
(resultados ndo mostrados), no entanto, houve pequenas alteracbes na
quantidade de cintilagéo, tornando o TFA 7% mais eficaz.

e Anestésicos

Foram comparados o0s anestésicos cetamina/xilasina e o inalador halotano
(resultados ndo mostrados), ndo mostrando alteracbes na quantidade de
cintilagdo, porém, como a administracdo da GUO ¢é pela via intranasal, para
evitar danos na mucosa nasal, optamos por utlizar os anestésicos
cetamina/xilasina.

e pH da solucdo de guanosina com 50% de volume de guanosina

[*H]GUO
Foram comparadas solucbes de guanosina (30mg/mL) sem adicdo de

NaOH (pH 5) e com adicdo de NaOH para obter pH 8 (resultados néo
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mostrados), ndao mostrando alteracbes na quantidade de cintilagdo. Assim,
utilizamos a solucao de GUO sem a adi¢cao de NaOH.

e Integridade da mucosa nasal

Os animais foram divididos em dois grupos com o numero amostral de trés
animais por grupo: controle (Ctrl) (sem administracdo intranasal - rato normal) e
tratado (com administracao intranasal de GUO 30mg/mL com 50uL por narina).
Apos 15min da administracao intranasal de GUO, os ratos foram anestesiados
e decapitados, e 0s septos nasais foram processados conforme descrito
detalhadamente no item 3.3.2.6. Nao houve alteracfes histolégicas entre os
grupos analisados.

e Qualidade da [*H]GUO

Através do método da CLAE (3.3.2.7), com detector de radioatividade,
foram investigados o contetdo de diferentes frascos de [PHJGUO para
avaliacdo de sua qualidade. Verificou-se que em um dos frascos analisados a
radioatividade ndo estava condizente com a GUO, porém, em um pico diferente
nao identificAvel pelo método utilizado (3.3.2.7). Nos demais frascos de
[*H]GUO, além da radioatividade ser constatada no pico referente & GUO,
detectou-se radioatividade no pico inicial o qual representa substancias que
nao apresentam nenhuma interagdo com a coluna. A partir disso, resolvemos
liofilizar (retirada de molécula de agua por sublimacdo) da [*HJGUO e testa-la
novamente. A partir da liofilizagdo, pode-se observar que a radioatividade
somente estava presente no pico referente a GUO, sugerindo que a molécula
radioativa ndo detectavel pelo método da CLAE pudesse ser a molécula de
agua. Logo, utilizamos a [*H]GUO liofilizada para preparar as solucdes de GUO

utilizadas no estudo da farmacocinética neste trabalho.
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3.3.3.1 Retirada de liquor e plasma

O liquor foi retirado (aproximadamente 100uL) por puncdo direta da
cisterna magna com uma agulha de insulina, em aparelho estereotaxico, cada
amostra foi centrifugada em “eppendorf” a 10.000 x g a 4°C por 10min para
obtengcdo de um sobrenadante livre de células. Esse sobrenadante foi filtrado
em filtro de 0,22um e as amostras foram armazenadas individualmente a
-70°C.

O sangue foi retirado (aproximadamente 2mL) por puncdo cardiaca e
adicionado em tubos de coleta contendo o anticoagulante citrato de sédio. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 5.000 x g por 10min, o plasma foi
coletado e uma aliquota de 400uL foi adicionada a 600uL de TFA 7% para
desproteinizacdo. Essa mistura foi entdo centrifugada a 10.000 x g a 4°C por
10min, o sobrenadante foi coletado, desse sobrenadante se retirou uma
aliqguota de 400uL para quantificacdo de cintilagdo através de um contador de
cintilacdo, e uma aliquota de 100uL que foi neutralizada com 75uL de
bicarbonato de potassio 1,5M (K,COj3). ApGs a neutralizacdo a amostra foi
filtrada em filtro de 0,22um e as amostras foram armazenadas individualmente

a -70°C, para analise de purinas (conforme item 3.3.2.7).

3.3.3.2 Retirada das estruturas cerebrais

As estruturas cerebrais foram utilizadas para avaliacdo do perfil
farmacocinético da GUO pela via intranasal (conforme itens 3.3.1.1; 3.3.1.2 e
3.3.1.3). Bulbo, cortex, hipocampo e cerebelo foram dissecados do cérebro,
pesados, e as estruturas do hemisfério esquerdo foram utilizadas para
dosagens de purinas (conforme item 3.3.2.7), e as estruturas do hemisfério

direito foram utilizadas para quantificacdo da radioatividade.
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O procedimento a seguir foi realizado para cada estrutura de ambos os
hemisférios. Para desproteinizagdo, as estruturas foram homogeneizadas em
600uL de TFA 7%, exceto o bulbo, que foi homogeneizado em 300uL de TFA
7%. Logo apoés, os homogenatos foram centrifugados a 10.000 x g a 4°C por
10min, e o sobrenadante foi coletado. Para analise de cintilacdo foi retirada
uma aliquota de 200uL do bulbo e para as demais estruturas uma aliquota de
400uL. Para a analise de purinas pelo método de CLAE (conforme item 3.3.2.7)
foi retirada uma aliqguota de 100uL, que foi neutralizada com 75uL de
bicarbonato de potassio 1,5M (K,COj3), ap0s a neutralizagdo, a amostra foi
filtrada em filtro de 0,22um e posteriormente armazenadas individualmente a

-70°C.

3.4 Estatistica

Todos os resultados foram submetidos ao teste de Barlett para averiguar
a distribuicdo das amostras (resultado paramétrico). Na andlise dos resultados
da atividade sensoriomotora (3.3.2.4) foi utiizado ANOVA de dois (duas) vias
(fatores: grupos e tempo) de medidas repetidas seguida do pés-teste de
Bonferroni. Na analise dos resultados do volume de lesdo (3.3.2.5) foi utilizado
o teste t ndo pareado e, na analise dos resultados da farmacocinética (3.3.1) foi
utilizado ANOVA de um (uma) via seguida do pos-teste de Tukey comparando
todos os grupos entre si.

Na analise das concentracdes de purinas dos animais submetidos ao
protocolo de isquemia (3.3.2) foi utiizado ANOVA de um (uma) via seguida do
pos-teste de Tukey, comparando cada grupo com o grupo Ctrl para investigar

os efeitos das nossas intervencdes, seguido de ANOVA de dois (duas) vias

31



(fatores: lesdo e tratamento) e pos-teste de Bonferroni para averiguar o efeito
da cirurgia e do tratamento.
As diferencas foram consideradas significativas quando a probabilidade

de p< 0,05.
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4. Resultados

Os ratos que nao receberam nenhum tipo de interferéncia, tais como
anestesia, cirurgia e/ou tratamento foram considerados animais controle (Ctrl)
(“naive”) em cada experimento realizado. Ao final de todos os experimentos,
esses controles foram agrupados em uma Unica populag¢do, denominada grupo
controle (Ctrl), a fim de considerar a variabilidade interexperimental. Dessa
forma, o grupo controle é idéntico para todas as comparacoes realizadas neste
trabalho.

Para averiguar a biodisponibilidade da guanosina (GUO) exdgena, pela
via intranasal (detalhado no item 3.3.1), determinando seu perfil
farmacocinético, verificamos a medida de radioatividade presente nas
estruturas cerebrais do hemisfério direito abaixo descriminadas (bulbo, cortex,
hipocampo e cerebelo) e no plasma, através do contador de cintilacdo liquida.

Assim, realizamos a curva de concentracdo (detalhado no item 3.3.1.1),
apos esse resultado, escolhemos uma concentracéo fixa de GUO (30mg/mL)
para realizar a curva de volume (detalhado no item 3.3.1.2), que apés esse
resultado, mantivemos a concentracdo de GUO e escolhemos o volume fixo de
administracdo da mesma (50uL por narina) para realizar a curva de tempo
(detalhado no item 3.3.1.3).

As amostras foram coletadas conforme itens 3.3.3.1 e 3.3.3.2. Os

resultados seguem abaixo:

4.1 Medida de radioatividade na avaliagcdo do perfil farmacocinético da

guanosina pela via intranasal
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4.1.1 Bulbo
4.1.1.1 Curva de concentracao

Foi constatada a existéncia de radioatividade desde o primeiro grupo
analisado (2,5mg/mL de GUO). Conforme o aumento da concentragcao de GUO
verificou-se uma tendéncia ao aumento da radioatividade, apresentando
diferenca significativa a partir do grupo GUO 30mg/mL em relagdo as doses

menores (TABELA 1-A, p<0,05).

4.1.1.2 Curva de volume

Foi constatada a existéncia de radioatividade desde o primeiro grupo
analisado (GUO 25uL por narina). Conforme o0 aumento de volume
administrado, verificou-se uma tendéncia ao aumento da radioatividade,
apresentando um aumento significativo no grupo GUO 100uL por narina em

comparacao aos grupos com volumes menores (TABELA 1-B, p<0,05).

4.1.1.3 Curva de tempo

Foi constatada a existéncia de radioatividade desde o primeiro grupo
analisado (5 minutos apdés a administracdo intranasal de GUO), néo
apresentando diferenca significativa entre os demais tempos analisados

(TABELA 1-C, p>0,05).

4.1.2 Cortex
4.1.2.1 Curva de concentracao

Foi constatada a existéncia de radioatividade desde o primeiro grupo
analisado. Conforme o aumento da concentragdo de GUO verificou-se uma

tendéncia ao aumento da radioatividade, apresentando diferenca significativa a

34



partir do grupo GUO 30mg/mL em relacdo aos grupos com doses menores

(TABELA 2-A, p<0,05).

4.1.2.2 Curva de volume

Foi constatada a existéncia de radioatividade desde o primeiro grupo
analisado. Conforme o aumento de volume administrado de GUO, verificou-se
uma tendéncia ao aumento da radioatividade, apresentando um aumento
significativo no grupo com volume de 100uL por narina em comparagado aos

grupos com volumes menores (TABELA 2-B, p<0,05).

4.1.2.3 Curva de tempo

Foi constatada a existéncia de radioatividade desde o primeiro grupo
analisado, apresentando um aumento significativo de radioatividade 2h ap6s a
administragcao intranasal de GUO em relagdo aos demais tempos observados

(TABELA 2-C, p<0,05).

4.1.3 Hipocampo
4.1.3.1 Curva de concentracao

Foi constatada a existéncia de radioatividade desde o primeiro grupo
analisado. Conforme o aumento da concentragdo de GUO verificou-se uma
tendéncia ao aumento da radioatividade, apresentando diferenca significativa a
partir do grupo com dose de 30mg/mL de GUO em relagdo aos grupos com

doses menores (TABELA 3-A, p<0,05).
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4.1.3.2 Curva de volume

Foi constatada a existéncia de radioatividade desde o primeiro grupo
analisado. Conforme o aumento de volume administrado de GUO, verificou-se
uma tendéncia ao aumento da radioatividade, apresentando um aumento
significativo no grupo com volume de 100uL por narina em comparagado aos

grupos com volumes menores (TABELA 3-B, p<0,05).

4.1.3.3 Curva de tempo

Foi constatada a existéncia de radioatividade desde o primeiro grupo
analisado, apresentando um aumento significativo de radioatividade 2h apos a
administragao intranasal de GUO em relagdo aos demais tempos observados

(TABELA 3-C, p<0,05).

4.1.4 Cerebelo
4.1.4.1Curva de concentragéo

Foi constatada a existéncia de radioatividade desde o primeiro grupo
analisado, apresentando aumento significativo da radioatividade a partir do
grupo GUO 15mg/mL em relacdo aos grupos com doses menores (TABELA 4-

A, p<0,05).

4.1.4.2 Curva de volume

Foi constatada a existéncia de radioatividade desde o primeiro grupo
analisado. Conforme o aumento de volume administrado de GUO, verificou-se
uma tendéncia ao aumento da radioatividade, apresentando um aumento
significativo no grupo GUO 100pL por narina em comparagao aos grupos com

volumes menores (TABELA 4-B, p<0,05).
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4.1.4.3 Curva de tempo
Foi constatada a existéncia de radioatividade desde o primeiro grupo
analisado, ndo apresentando diferenca significativa de radioatividade entre os

demais grupos (TABELA 4-C, p>0,05).

4.1.5 Plasma
4.1.5.1 Curva de concentracao

Foi constatada a existéncia de radioatividade desde o primeiro grupo
analisado. Conforme o aumento da concentragdo de GUO verificou-se uma
tendéncia ao aumento da radioatividade, apresentando diferenca significativa a
partir do grupo com dose de 30mg/mL de GUO em relagcdo aos grupos com

doses menores (TABELA 5-A, p<0,05).

4.1.5.2 Curva de volume

Foi constatada a existéncia de radioatividade desde o primeiro grupo
analisado. Conforme o aumento de volume administrado de GUO, verificou-se
uma tendéncia ao aumento da radioatividade, apresentando um aumento
significativo no grupo com volume de 100uL por narina em comparagado aos

volumes menores (TABELA 5-B, p<0,05).

4.1.5.3 Curva de tempo

Foi constatada a existéncia de radioatividade desde o primeiro grupo
analisado, ndo apresentando diferenca significativa de radioatividade entre os
grupos estudados (TABELA 5-C, p>0,05).

Analisando ainda o perfil farmacocinético da administragcéo intranasal de

GUO (detalhado item 3.3.1), determinamos o0s niveis de GUO e de seus
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metabdlitos (através da analise de purinas pelo método da CLAE - detalhado
no item 3.3.2.7) nas estruturas cerebrais do hemisfério esquerdo abaixo
descriminadas (bulbo, cértex, hipocampo e cerebelo), no plasma e no liquor.
Realizamos a curva de concentracdo (detalhado no item 3.3.1.1), apds esse
resultado, escolnemos uma concentracéo fixa de GUO (30mg/mL) para realizar
a curva de volume (detalhado no item 3.3.1.2), que apds esse resultado,
mantivemos a concentracdo de GUO e escolhemos o volume fixo de
administracdo da mesma (50uL por narina) para realizar a curva de tempo
(detalhado no item 3.3.1.3). As amostras foram coletadas conforme os itens

3.3.3.1 e 3.3.3.2. Os resultados seguem abaixo:

4.2 Anaélise de purinas na avaliagdo do perfil farmacocinético da

guanosina pela via intranasal

4.2.1 Bulbo
4.2.1.1 Curva de concentracao

Em comparagdo as concentragdes das purinas presentes no grupo Citrl,
verificou-se um aumento significativo de XAN e uma tendéncia ao aumento de
AU no grupo que recebeu a dose de 7,5mg/mL de GUO em comparagéo aos
demais grupos (TABELA 1-A, p<0,05). Nao foram constatadas alteracdes
significativas nas concentragcbes das demais purinas averiguadas em relagéo

aos grupos estudados (TABELA 1-A, p>0,05).

4.2.1.2 Curva de volume
Em comparagdo as concentragdes das purinas presentes no grupo Citrl,

verificou-se um aumento significativo de XAN no grupo que recebeu a
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administracdo intranasal de GUO no volume de 25puL por narina em
comparagcdo aos grupos que receberam volumes maiores (TABELA 1-B,
p<0,05). Foi observado um aumento e uma diminui¢do significativa de AMP no
grupo que recebeu 100uL e 50uL por narina, respectivamente, em comparagéo
aos outros grupos (TABELA 1-B, p<0,05). As concentracbes das demais
purinas analisadas nao apresentaram diferencgas significativas entre os grupos

estudados (TABELA 1-B, p>0,05).

4.2.1.3 Curva de tempo

Em comparacdo as concentracfes de purinas presentes no grupo Citrl,
verificou-se um aumento significativo de XAN 2h ap6s a administracdo de GUO
(TABELA 1-C, p<0,05). A concentracdo de AU diminuiu significativamente nos
tempos analisados, exceto 15min apds a administracdo de GUO (TABELA 1-C,
p<0,05). As concentracbes das demais purinas analisadas nao apresentaram

diferencas significativas entre os grupos estudados (TABELA 1-C, p>0,05).

4.2.2 Cortex
4.2.2.1 Curva de concentracao

Em comparacdo as concentracfes de purinas presentes no grupo Citrl,
nao foram constatadas alteracdes significativas das concentragbes de purinas

nos grupos estudados (TABELA 2-A, p>0,05).

4.2.2.2 Curva de volume
Em comparacdo as concentracfes de purinas presentes no grupo Citrl,
nao foram constatadas alteracdes significativas das concentragdes de purinas

nos grupos estudados (TABELA 2-B, p>0,05).
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4.2.2.3 Curva de tempo

Em comparacdo as concentracfes de purinas presentes no grupo Citrl,
verificou-se um aumento significativo de ATP a partir de 2h apés a
administracdo intranasal de GUO (TABELA 2-C, p<0,05). Foi observado um
aumento significativo da concentracdo de AU 1h apds a administracdo de GUO
(TABELA 2-C, p<0,05). As concentracdes das demais purinas analisadas nao
apresentaram diferencas significativas entre os grupos estudados (TABELA 2-

C, p>0,05).

4.2.3 Hipocampo
4.2.3.1 Curva de concentracao

Em comparacdo as concentracfes de purinas presentes no grupo Citrl,
nao foram constatadas alteracdes significativas das concentragdes de purinas

nos grupos estudados (TABELA 3-A, p>0,05).

4.2.3.2 Curva de volume
Em comparacdo as concentracfes de purinas presentes no grupo Citrl,
nao foram constatadas alteracdes significativas das concentragbes de purinas

nos grupos estudados (TABELA 3-B, p>0,05).

4.2.3.3 Curva de tempo

Em comparacdo as concentracfes de purinas presentes no grupo Citrl,
verificou-se uma tendéncia ao aumento de ATP a partir de 5min apdés a
administracao intranasal de GUO, apresentando diferenca significativa a partir

de 2h ap6s a administracdo da mesma (TABELA 3-C, p<0,05). As
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concentracbes das demais purinas analisadas ndo apresentaram diferencas

significativas entre os grupos estudados (TABELA 3-C, p>0,05).

4.2.4 Cerebelo
4.2.4.1 Curva de concentracao

Em comparacdo as concentracfes de purinas presentes no grupo Citrl,
nao foram constatadas alteracdes significativas das concentragbes de purinas

nos grupos estudados (TABELA 4-A, p>0,05).

4.2.4.2 Curva de volume
Em comparacdo as concentracfes de purinas presentes no grupo Citrl,
nao foram constatadas alteracdes significativas das concentragbes de purinas

nos grupos estudados (TABELA 4-B, p>0,05).

4.2.4.3 Curva de tempo
Em comparacdo as concentracfes de purinas presentes no grupo Citrl,
nao foram constatadas alteracdes significativas das concentragdes de purinas

nos grupos estudados (TABELA 4-C, p>0,05).

4.2.5 Plasma
4.2.5.1 Curva de concentracao

Em comparacdo as concentracfes de purinas presentes no grupo Citrl,
verificou-se um aumento significativo de GMP e de AU no grupo que recebeu a
dose de 2,5mg/mL de GUO (TABELA 5-A, p<0,05). As concentracbes das
demais purinas analisadas ndo apresentaram diferencas significativas entre os

grupos estudados (TABELA 5-A, p>0,05).
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4.2.5.2 Curva de volume

Em comparacdo as concentracfes de purinas presentes no grupo Citrl,
verificou-se uma tendéncia ao aumento de GUO a partir do grupo que recebeu
a administracao intranasal de GUO com volume de 50pL por narina. Nesse
mesmo grupo houve um aumento significativo dos niveis de ADO (TABELA 5-
B, p<0,05). A concentracdo de INO diminuiu significativamente a partir do
grupo que recebeu a administragcao intranasal de GUO no volume de 25uL por
narina (TABELA 5-B, p<0,05). As concentracbes das demais purinas
analisadas nao apresentaram diferencas significativas entre 0s grupos

estudados (TABELA 5-B, p>0,05).

4.2.5.3 Curva de tempo

Em comparacdo as concentracfes de purinas presentes no grupo Citrl,
verificou-se um aumento significativo de GUO apds 5min da administracao
intranasal de GUO (TABELA 5-C, p<0,05). Foi observado uma diminuicao
significativa da concentracdo de XAN a partir delh apds a administracdo de
GUO (TABELA 5-C, p<0,05). As concentracfes das demais purinas analisadas
nao apresentaram diferencas significativas entre o0s grupos estudados

(TABELA 5-C, p>0,05).

4.2.6 Liquor
4.2.6.1 Curva de concentracao

Em comparacdo as concentracfes de purinas presentes no grupo Citrl,
verificou-se um aumento significativo de AU, GMP, HIPO, XAN, INO e ADO no

grupo que recebeu a administragdo intranasal de GUO na dose de 60mg/mL
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(TABELA 6-A, p<0,05). A partir do grupo que recebeu a administracdo de GUO
na dose de 7,5mg/mL, houve aumento significativo na concentracdo de GUO

em relacdo as doses menores (TABELA 6-A, p<0,05).

4.2.6.2 Curva de volume

Em comparacdo as concentracfes de purinas presentes no grupo Citrl,
verificou-se uma tendéncia ao aumento da concentracdo de AU nos grupos
analisados. Os grupos que receberam uma administracao intranasal de GUO
nos volumes de 25puL e 50uL por narina apresentaram aumento significativo de
GUO comparado ao grupo controle (TABELA 6-B, p<0,05). As concentracdes
das demais purinas analisadas nédo apresentaram diferencas significativas

entre os grupos estudados (TABELA 6-B, p>0,05).

4.2.6.3 Curva de tempo

Em comparacdo as concentracfes de purinas presentes no grupo Citrl,
verificou-se um aumento significativo de GUO apds 5min da administracao
intranasal de GUO (TABELA 6-C, p<0,05). A partir de 2h ap6s a administracao
da GUO, houve aumento significativo de INO (TABELA 6-C, p<0,05). Foi
observada uma diminuicdo da XAN 3h apés a administracdo de GUO (TABELA
6-C, p<0,05) e uma tendéncia a diminuicdo da concentracdo de ADO em todos
os tempos analisados, sendo esta diferenca significativa somente 1h apds a
administracdo de GUO (TABELA 6-C, p<0,05). As concentracfes das demais
purinas analisadas nao apresentaram diferencgas significativas entre os grupos
estudados (TABELA 6-C, p>0,05).

Também realizamos experimentos para obter um comparativo do perfil

farmacocinético da administracdo intranasal e intraperitoneal de GUO
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(detalhado no item 3.3.1.4) nas amostras de plasma e liquor. Os resultados

seguem abaixo:

4.3 Comparativo entre administracao intranasal (IN) e intraperitoneal (IP)

na avaliagao do perfil farmacocinético da guanosina

4.3.1 Plasma
4.3.1.1 Medida de radioatividade

Foi constatada a existéncia de radioatividade em ambos os grupos
estudados (IN e IP), porém, o grupo IP apresentou um nivel significativamente

maior de radioatividade em relacdo ao grupo IN (TABELA 7-A, p<0,05).

4.3.1.2 Analise de purinas

Em comparacdo as concentracfes de purinas presentes no grupo Citrl,
verificou-se uma diminui¢ao significativa de ADO no grupo IN em relacdo ao
grupo IP (TABELA 7-A, p<0,05). Houve uma tendéncia ao aumento de AU em
ambos os grupos. O aumento da concentracdo de GUO foi observado em
ambos os grupos, porém, somente foi estatisticamente significativo no grupo IN
(TABELA 7-A, p<0,05). As concentracfes das demais purinas analisadas nao
apresentaram diferencas significativas entre os grupos estudados (TABELA 7-

A, p>0,05).
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4.3.2 Liquor
4.3.2.1 Medida de radioatividade

Foi constatada a existéncia de radioatividade em ambos os grupos
estudados (IN e IP), ndo apresentando diferenca significativa entre eles

(TABELA 7-B, p>0,05).

4.3.2.2 Analise de purinas

Em comparacdo as concentracfes de purinas presentes no grupo Citrl,
verificou-se um aumento significativo de AU, HIPO, AMP no grupo IN (TABELA
7-B, p<0,05). A concentracdo do GMP aumentou significativamente no grupo IP
em relacdo ao grupo Ctrl (TABELA 7-B, p<0,05). Em ambos os grupos houve
aumento significativo de GUO, e uma diminuic&o significativa de ADO (TABELA
7-B, p<0,05). As concentragcdes das demais purinas analisadas né&o
apresentaram diferencas significativas entre os grupos estudados (TABELA 7-
B, p>0,05).

Assim, apoés os resultados dos experimentos da farmacocinética e com o
intuito de avaliar o efeito neuroprotetor da administragao intranasal de GUO
(detalhado no item 3.3.2), realizamos experimentos para inducdo da isquemia
cerebral (detalhado no item 3.3.2.1) e avaliacdo do tratamento com GUO
(detalhado no item 3.3.2.2).

Foi necessario verificar a atividade sensoriomotora dos animais pelo
teste do cilindro (detalhado no item 3.3.2.4) e o volume de lesédo causada pela
inducéo da isquemia cerebral (detalhado no item 3.3.2.5). Verificou-se também
a integridade da mucosa nasal, demonstrando que a GUO nao destréi o epitélio

(detalhado no item 3.3.2.6) e por fim, a analise das concentracdes de purinas
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pelo método da CLAE (detalhado no item 3.3.2.7) no plasma e no liquor dos

animais estudados. Os resultados seguem abaixo:

4.4 Avaliagédo do potencial neuroprotetor do tratamento com guanosina
4.4.1 Atividade sensoriomotora

Os cinco grupos analisados (Ctrl, SS, SG, IS, IG) apresentaram taxa de
simetria de aproximadamente 90% no pré-teste do cilindro. Apdés 24h da
inducdo da isquemia cerebral, apenas o grupo IS apresentou taxa de simetria

significativamente inferior a 70% (FIGURA 1).

4.4.2 Volume de lesdo da area infartada

Verificou-se lesdo do cértex cerebral no hemisfério esquerdo apenas nos
grupos isquémicos (IS e IG) visualizados pela técnica do cloridrato de trifenil
tetrazélio (TTC). O volume de lesao foi significativamente menor no grupo IG

guando comparado ao grupo IS (FIGURA 2).

4.4.3 Integridade da mucosa nasal

Nenhuma alteracdo histolégica em relagéo a integridade do epitélio nasal
foi observada nos grupos que receberam as quatro administracdes intranasais
de salina e/ou GUO apés o procedimento cirargico (conforme o protocolo

detalhado no item 3.3.2.2) (FIGURA 3).

4.4.4 Andlise de purinas
4.4.4.1 Plasma
Nenhuma alterag&o significativa nas concentracdes de ADP, GMP e AU

foi observada entre os grupos analisados (p>0,05). As concentracdes de ADO
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e INO diminuiram significativamente em todos os grupos analisados (SS, SG,
IS, 1G) em comparacado ao grupo Ctrl (p<0,05), sendo que a concentracao de
INO nos animais isquémicos (IS e IG) foi significativamente menor em
comparacdo aos grupos sham (SS e SG) (F1;36 = 5,23; p<0,05). A
concentracdo de GUO aumentou significativamente em todos 0s grupos
analisados em comparacédo ao grupo Ctrl (p<0,05). A concentracdo de HIPO
diminuiu significativamente nos grupos SS, SG e IG com tendéncia a diminuir
no grupo IS em comparacao ao grupo Ctrl (p<0,05), além disso, foi verificada
uma interagdo significativa entre lesdo e tratamento, onde o tratamento com
GUO diminuiu significativamente nos animais isquémicos e tendeu a aumentar
nos animais sham (F1;36 = 6,39; p<0,05). Os grupos isquémicos apresentaram
diminuicdo significativa da concentracdo de XAN em relacdo ao grupo Citrl

(p<0,05) (FIGURA 4).

4.4.4.2 Liquor

Verificou-se um aumento significativo da concentragdo de ADP nos
grupos isquémicos (IS e IG) em comparacao ao grupo Ctrl (p<0,05). Nenhuma
alteracdo nas concentracbes de AMP, ADO, INO, GMP e GUO nos grupos
analisados (p>0,05). A concentracdo de HIPO diminuiu nos grupos isquémicos
(IS e IG) em relacdo aos grupos sham (F1;36 = 5,73; p<0,05), sendo
significativa nos animais que nao receberam GUO (p<0,05). Houve uma
interacdo significativa entre lesdo e tratamento na concentracdo dos niveis de
XAN, onde o tratamento com GUO tende a diminuir a concentragdo de XAN
nos animais sham e a aumentar nos animais isquémicos (F1;36 = 5,43;
p<0,05). A concentracdo de AU aumentou significativamente no grupo IS em

relacdo ao grupo Ctrl (p<0,05), e apresentou um aumento nos animais
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isquémicos em relacdo aos animais sham (F1;36 = 7,41; p<0,05), sendo
significativo somente nos animais que nao receberam GUO (p<0,05) (FIGURA

5).
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5. Discussao

A isquemia cerebral focal permanente é definida como a interrupcéo do
fluxo sanguineo para uma determinada regido do cérebro, afetando as regifes
circundantes a area nao irrigada. Estratégias de protecdo das areas afetadas
ou de resgate de células que estdo com a funcdo comprometida tornam-se
necessarias na tentativa de diminuir as sequelas causadas pela isquemia
cerebral. Atualmente ndo existe um procedimento especifico e efetivo frente a
doenca e muitos estudos sdo conduzidos na tentativa de buscé-los (Ginsberg,
2008).

Nos ultimos anos, o nucleosideo GUO tem ganhado aten¢cdo como uma
molécula enddégena com propriedades neuromoduladoras e/ou um agente
neuroprotetor em varios modelos de doengas neurolégicas, incluindo doencas
cerebrovasculares (Schmidt et al., 2007; Ciccarelli et al., 2001). Neste sentido,
ja foi observado que a concentracdo de GUO aumenta no cortex cerebral a
partir de 2 horas e mantém-se elevada durante 7 dias ap0s a inducédo de uma
isquemia focal (Uemura et al., 1991). Além disso, diversos estudos mostraram
que a administracdo exdgena de GUO protege contra a reducdo da viabilidade
celular em modelos in vitro (Dal-Cim et al., 2011; Oleskovicz et al., 2008) e in
vivo de isquemia promovendo uma melhora funcional e reducdo no volume de
infarto (Chang et al., 2008). Entretanto, os efeitos neuroprotetores até entdo
observados com a administracdo exdégena de GUO apresentam grande
variabilidade em sua magnitude, demonstrado por resultados em que a
administracdo sistémica de GUO ndéo é eficaz para todos os animais (Moretto
et al, 2009; Jiang et al, 2008; Ganzella et al, 2012).

Desta forma, buscamos investigar nesta dissertacdo uma nova via de

administragao de GUO com a finalidade de obter uma melhor eficiéncia no seu
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potencial neuroprotetor. Assim, propusemos estudar a administragdo intranasal
de GUO frente ao modelo de isquemia cerebral focal permanente através da
termocoagulacao dos vasos pial.

Primeiramente verificamos se uma administracdo intranasal de GUO
causaria algum dano ao epitélio nasal possivelmente prejudicando a boa
absorcdo caracteristica dessa via (resultados ndo mostrados). Nenhuma
alteracdo foi encontrada pela analise histolégica do septo nasal, possibilitando
entdo analisar o perfil farmacocinético da administracado intranasal de GUO nas
estruturas cerebrais (bulbo, cértex, hipocampo e cerebelo), plasma e liquor.

Constatamos através da medida de radioatividade que a administracao
intranasal de [*HJGUO apresenta um perfii de aumento diretamente
proporcional ao aumento da concentracdo e ao aumento de volume
administrado por narina. Porém, nao foi observado aumento proporcional de
radioatividade em relacdo ao tempo apds administracdo, verificando somente
um aumento significativo 2h apés a administracdo da mesma em estruturas
especificas como o cortex e 0 hipocampo. Como conclusdao destes
experimentos, observamos que a administracdo de [°H]JGUO via intranasal
alcanca o SNC.

Avaliamos também a concentracdo de purinas presentes nas amostras
coletadas visando verificar a metabolizacdo da GUO e possiveis modulagfes
que a administracdo exdgena pudesse promover nas estruturas analisadas.
Verificou-se que no cortex e hipocampo 2h e 3h apdés a administracao
intranasal de GUO houve aumento significativo de ATP. Embora o ATP né&o
seja um metabdlito direto da degradagédo da GUO, é de conhecimento da area
que as concentracdes dos nucleotideos e nucleosideos purinicos no cérebro

sao reguladas principalmente pela interconversdo dos mesmos pela rota de
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salvacdo. Ademais, tendo em vista que o ATP age como neurotransmissor
e/ou neuromodulador no SNC, desempenha funcéo na proliferagéo celular, na
diferenciacdo e morte celular, pode-se sugerir com este resultado, que o
aumento do ATP possa estar envolvido com o efeito neuromodulador da GUO
(Burnstock, 2013).

Observamos um aumento da concentracdo de GUO no liquor 5min apos
administragao intranasal, indicando um transporte direto da cavidade nasal
para o SNC (Tingting et al., 2011), além de uma rapida absor¢cdo da mesma.
Apés 1h da administragcdo de GUO houve uma reducdo da concentragdo de
ADO, a partir de 2h um aumento da concentracao de INO e 3h uma diminui¢ao
da concentracdo de XAN no liquor. Estes resultados indicam um efeito tardio
da GUO nos niveis dos outros nucleosideos, além da possivel metabolizagédo
dos mesmos, principalmente da ADO, a qual levaria ao aumento da
concentracédo de INO. Ademais, visto que a INO estimula neurdnios a estender
novas projecdes para areas desnervadas apos o infarto cortical em ratos, além
de exercer varios efeitos anti-inflamatérios tais como a reducdo da producéo de
citocinas pro-inflamatorias, pode-se sugerir que 0 aumento das concentragdes
de INO também podem estar relacionadas com os efeitos neuroprotetores da
GUO (Thauerer et al., 2012).

Observamos também um aumento da concentracdo de GUO no plasma
5min apds sua administracdo, confirmando a alta vascularizacdo da cavidade
nasal. Diferentemente do liquor, no plasma foi observado uma diminuicdo da
concentracéo de INO, e diminuicdo da concentracdo de HIPO, indicando, assim
como no liquor, a interconversdo das purinas. Curiosamente, em apenas um
dos experimentos houve aumento da concentracdo ADO (curva de volume) no

plasma. Embora ndo nos detemos em averiguar especificamente esta variacao
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interexperimental, este resultado pode ser explicado por possiveis diferencas
metabdlicas dos animais no momento do experimento, visto que o plasma,
entre as estruturas aqui estudadas, sofre maior influéncia do estado metabdlico
dos animais. Vale ressaltar que tentamos minimizar tais possiveis diferencas
metabdlicas realizando os experimentos sempre no mesmo padrdo com
relacdo ao peso e idade dos animais e horario dos experimentos.

Comparando o liquor de animais sem intervencdo alguma, ou com
administracdo intranasal e/ou intraperitoneal de GUO 5min apds sua
administragcdo, ambos 0s grupos que receberam GUO apresentaram aumento
da concentracdo da mesma e diminuigdo da concentracdo de ADO, reforcando
o efeito antagbnico na modulacdo das concentragbes destes nucleosideos
observado anteriormente. Ademais, no grupo intranasal (IN) verificou-se o
aumento de AMP, o aumento de HIPO e o aumento de AU, além de uma
tendéncia ao aumento de INO. Com estes resultados, podemos sugerir que
provavelmente a administracdo de GUO levou a uma possivel conversdo do
AMP a IMP e desta forma metabolizado até AU, ja que a concentragdo de ADO
esta diminuida e a concentracdo dos metabdlitos da degradacdo do IMP até
AU estdo aumentados. Em relagdo ao plasma, houve um aumento de GUO e
uma diminuicdo de ADO no grupo intranasal (IN), mostrando novamente uma
acdo antagonica desses nucleosideos também no plasma.

Ao nosso conhecimento, ha apenas um trabalho na literatura que
estudou pardmetros farmacocinéticos e o metabolismo da administracéo
intraperitoneal da GUO (8mg/Kg) no SNC (Jiang et al., 2008). Neste trabalho
verificou-se um aumento consideravel da concentracdo de GUO somente
15min apd6s a sua administracdo no cérebro total, porém, observou-se um

aumento da concentracdo de guanina e de XAN (metabdlitos diretos de GUO)
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em tempos menores. Este dado evidencia uma metabolizag&o sistémica rapida
da GUO. Em nosso estudo, infelizmente n&o conseguimos detectar a
concentracdo de guanina pela técnica utilizada, porém, através da
administragao intranasal de GUO demonstramos a presenga e 0 aumento da
concentracdo de GUO j& em 5min apds a sua administracdo, evidenciando a
rapida absorgéo da via intranasal. Neste mesmo trabalho citado acima, também
foi verificado a quantidade especifica de GUO radioativamente marcada
(*HJGUO) e a distingdo de seus metabdlitos diretos (guanina-[*H]JGUA e
xantina-[*H]XANT), porém, em nosso estudo a concentracdo maxima de
[*H]GUO presente nos tecidos cerebrais foi inferior a minima concentracdo
necesséria para ser detectada pela técnica do CLAE utilizando o detector de
radioatividade.

Baseados nesses resultados e com o intuito de avaliar o efeito
neuroprotetor da administracdo intranasal de GUO administrando a menor
concentragdo com diferengas significativas e o maior volume sem taxa de
mortalidade entre os grupos analisados, escolnemos a dose 30mg/mL de GUO
e o0 volume de 50puL por narina para avaliar o seu potencial neuroprotetor.

Em relacdo ao tempo de administragdo de GUO, escolhemos administrar
imediatamente, 1h, 3h e 6h apds a inducdo da isquemia, tendo observado que
em 5min houve um aumento da concentracdo de GUO no liquor, além das
diferengas encontradas a partir de 2h no cortex cerebral. Ademais, escolhemos
estes tempos também com base em um trabalho de nosso grupo que se
encontra em fase de publicagdo utilizando este mesmo modelo de isquemia, 0
qual constatou um efeito neuroprotetor da GUO administrada

intraperitonealmente utilizando este protocolo de administracao.
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Vinte e quatro horas (24h) apds a inducdo da isquemia cerebral focal
permanente o prejuizo sensoriomotor foi avaliado pelo teste do cilindro e logo
em seguida foi analisado o volume de lesdo cerebral. A administracéo
intranasal de GUO recuperou significativamente tanto a funcionalidade
sensoriomotora quanto diminuiu significativamente o volume de infarto no
cortex cerebral. Desta forma, a administragéo intranasal com GUO mostrou-se
ser uma via de administracdo eficiente na promogdo dos efeitos
neuroprotetores da GUO.

Analisando o plasma dos animais submetidos ao protocolo de isquemia
cerebral, verificou-se um aumento de GUO em todos o0s grupos analisados em
relacdo aos animais sem intervencdo alguma. Além da concentracdo de GUO,
houve uma diminuicdo da concentracdo de ADO em todos 0S Qrupos
analisados em relagédo aos animais sem intervengéo, corroborando novamente
com a observacdo do antagonismo existente entre esse nucleosideos. Ainda
em relacdo aos animais que ndo sofreram intervencéo, verificou-se também a
diminuicdo da concentragdo de INO, diminuicdo da concentracdao de HIPO
exceto no grupo isquemia salina (I1S) e diminuicdo da concentracdo de XAN nos
animais lesionados. Esses resultados sao de grande importancia, pois indicam
que a retirada da calota craniana ndo € um processo isento de sinalizagdo e/ou
mudancgas das concentracdes de purinas no plasma. Desta forma, os grupos
sham (animais que sofreram intervencao cirdrgica sem inducdo isquémica) sao
bons indicadores de que a cirurgia € que ocasiona 0 prejuizo sensoriomotor e
lesdo cerebral, porém, é preciso averiguar com muito cuidado quanto as
mudancas de sinalizacdo, de concentragbes de purinas e de outros
mecanismos envolvidos na patologia, ndo podendo utilizar o sham como

controle absoluto.
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Comparando o plasma dos animais sham com o plasma dos animais
iIsquémicos, observou-se uma diminuicdo da concentracao de INO nos animais
lesionados, ndo apresentando diferenca pelo tratamento com GUO. Também
houve uma interacao entre lesdo e tratamento na concentragéo de HIPO, o que
sugere que o tratamento com GUO mantém os niveis baixos de HIPO nos
animais isquémicos, sugerindo que esta pode ser uma via modulada pela GUO
a qual participa do efeito neuroprotetor.

Na analise do liquor, verificou-se uma diminuicdo da concentracdo de
HIPO e um aumento da concentracdo de AU no grupo isquemia salina (IS) em
relacdo aos animais sem intervencdo. O tratamento com GUO foi capaz de
reverter ambos estes efeitos sugerindo que o tratamento com GUO retarda a
metabolizacdo completa das purinas. Além disso, houve uma interacéo
significativa entre lesdo e tratamento na concentracdo de XAN, reforcando a
ideia que o tratamento com GUO modula a concentracdo de purinas nos
animais isquémicos.

Vale ressaltar aqui, que ndo propusemos neste trabalho investigar
especificamente 0 mecanismo pelo qual a GUO exerce seu efeito
neuroprotetor, porém, como as purinas aqui estudadas, ndo s6 a GUO como
também o ATP, a ADO, a INO e o AU, possuem propriedades neuroprotetoras,
as alteragcbes das concentragbes dessas purinas, promovidas pela
administragao intranasal de GUO provavelmente devem estar envolvidas com
os efeitos neuroprotetores aqui observados. Como nao ha& ferramentas
sintéticas disponiveis para estudar especificamente os efeitos da GUO como
molécula (como por exemplo um agonista sintético que promova 0S mesmos
efeitos que a GUO em experimentos os quais seus efeitos ja foram

demonstrados), ainda ndo € possivel isolar o efeito direto da sinalizagédo
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promovida pela GUO, dos efeitos promovidos pelas outras purinas por ela
moduladas.

Baseando-se em todos os resultados aqui apresentados, podemos
hipotetizar que a administragdo intranasal de GUO é uma via eficaz de
estratégia terapéutica para atingir o SNC por apresentar uma rapida absor¢ao
da mesma, uma modulagéo consistente da metaboliza¢ao e interconverséo das
purinas no liquor e no sistema circulatorio e pelo seu efeito neuroprotetor aqui

demonstrado.
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6. Concluséao

Portanto, nossos resultados sugerem que a administracdo intranasal de
GUO mostrou-se ser uma eficiente via disponivel para possivel terapia de
isquemia cerebral. Como este trabalho € o pioneiro mostrando a viabilidade da
administracé@o intranasal de GUO, além de reforcar o efeito neuroprotetor da
mesma frente a um modelo de isquemia, mais estudos sdo necessarios para

elucidar seus mecanismos de acéo.
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7. Perspectivas

7.1 Como nao ha estudos de administracdo intranasal de GUO, muitos
detalhes precisam ser investigados e ajustados para uma completa absorgéo
da mesma. Alguns fatores que interferem na permeabilidade intranasal e que
precisam ser investigados sao a solubilidade, a lipofilicidade, a osmolaridade, a
viscosidade, o tamanho da particula e enzimas presentes na cavidade e na
mucosa nasal, pois essas enzimas s&o as principais barreiras para penetracao

de drogas.

7.2 Devido as alteracdes nas concentracdes de purinas no plasma e
liquor dos animais submetidos a isquemia cerebral, o estudo de enzimas do
metabolismo purinérgico, como HGPRT, ectonucleotidases, xantina-oxidade
adenosina-desaminase, guanina-desaminase e a nucleosideo-purina-
fosforilase poderiam ajudar a elucidar por qual via ocorre a mudanca de perfil

das concentracdes das purinas, principalmente de INO, HIPO e XAN.

7.3 Em relagdo as alteragcdes nas concentragfes de purinas presentes
nas estruturas cerebrais analisadas no estudo de farmacocinética, €

interessante a analise dessas estruturas apds a indugéo de isquemia cerebral.

7.4 Andlise de possiveis mecanismos de acdo envolvidos com a
neuromodulacao pela guanosina e/ou com a cascata isquémica, como estudos
dos receptores de glutamato neuronal e glial, sinalizacdo de morte celular como
caspase-3-clivada e fatores induzidos por hipoxia (Hif-1 a e Hif-1 8), produgao

de espécies reativas de oxigénio (ROS), de antioxidantes e inflamacao.
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Concentracao de GUO (mg/mL)

Método Derivados da adenina (nmol/g) Ctrl 2,5 7,5 15 30 60
CINTILADOR 02+00 02+00 0501 10+02% 15+04"
ATP 502 £33 482199 660+ 114 632+119 553+25 447 +183
ADP 451+43 398 + 60 330 + 22 391+4 3777 404 + 33
AMP 1757 £80 1544 +130 1597 +174 1777274 160988 1601 +175
ADO 1015+80 800+43 1021 +116 775+82 994135 657 + 40
INO 707 £71 594 + 167 949 + 93 751+115 1009+7 586 =57
CLAE HIPO 493+47 433+112 700+ 127 559+54 657+61 455+ 68
Derivados da guanina (nmol/g)
GUO 113+11 87 +11 129 +11 96 +9 126 +9 79 £2
Produtos finais da degrada¢ao (nmol/g)
XAN 12+2 11+5 40 + 9* 8+4 21+2 4+4
AU 7 +1 5+1 15 +2 8+4 8 +0 7 +3
B | Volume administrado (uL)
Método Derivados da adenina (nmol/g) Ctrl 25 50 100
CINTILADOR 0,5%+0,1 0,8+0,1 35+1,3*
ATP 502 + 33 697 + 39 578 + 80 544 + 94
ADP 451 + 43 418 + 20 38774 346 = 93
AMP 1757 +80 1762+ 105 1204 +86° 4331 + 308*
ADO 1015+80 835+128 728+ 136 600 + 79
INO 707 £ 71 547 £ 91 616 £ 89 524 £ 7
CLAE HIPO 493 + 47 463 £ 78 493 + 108 388 +41
Derivados da guanina (hmol/qg)
GUO 113+11 82+12 56 +11 77 + 20
Produtos finais da degradacéao (nmol/g)
XAN 12+2 28 + 4* 9+1 9+0
AU 7+1 5+0,4 4+0,6 7+4
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C | Tempo apo6s a administragcao (min)
Método Derivados da adenina (nmol/g) Ctrl 5 15 60 120 180
CINTILADOR 0,8+0,2 0,8+0,2 0,8+0,1 15+04 0,7+0,1
ATP 502 +33 469 +29 441 + 93 372+ 75 538 + 41 613 + 55
ADP 451 +43 432122 360 + 83 410+ 3 432 + 38 378+ 24
AMP 1757 £ 80 1891 +226 1641 +372 1802 +101 1927 +172 2003 +215
ADO 1015+80 1105+91 929 + 227 921 +4 1043 +£97 956 + 80
INO 707+71 535+47 420+108 461 +15 753 £ 50 549 + 88
CLAE HIPO 493+47 339+14 336+75 307+16  413+43  371+46
Derivados da guanina (nmol/g)
GUO 113+11 96 + 8 85 + 20 87+7 110+ 10 107 £ 4
Produtos finais da degradacéao (nmol/g)
XAN 12+2 16 +4 81 30 20 +0° 85
AU 7+1 2+0" 5+1 2+0" 3+0" 2+0"

TABELA 1 - Perfil farmacocinético da administracéo intranasal de GUO no bulbo cerebral através da medida de radioatividade e analise da
concentragdo de purinas (metodologia explicada na secdo procedimentos metodologicos). Os dados estdo apresentados em nmol/g e
representam média + erro padrdo. A dispersdo dos dados de cada grupo foi analisada pelo teste estatistico de Barlett. Os grupos foram
comparados pelo teste ANOVA de 1 (uma) via seguida do pos-teste de Tukey. O numero amostral (n) foi de 6 animais por grupo. (A) Curva
de concentracdo de GUO (os numeros em negrito indicados nos grupos representam a dose em mg/mL de GUO). (B) Curva de volume
administrado de GUO (os numeros em negrito indicados nos grupos representam o volume em pL administrado por narina). (C) Curva de
tempo apdés a administracdo de GUO (os numeros em negrito indicados nos grupos representam os tempos apO0s administracdo em
minutos). (*p< 0,05 diferenca significativa entre todos os grupos analisados; “p< 0,05 diferenca significativa entre os grupos analisados
exceto o grupo 30; *p< 0,05 diferenca significativa em comparacéo aos grupos 2,5 e 7,5; “p< 0,05 diferenca significativa em relacdo ao

Ctrl; *p< 0,05 diferenca significativa do grupo 60).
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| Concentracdo de GUO (mg/mL)

Método Derivados da adenina (nmol/g) Ctrl 2,5 7,5 15 30 60
CINTILADOR 0,1+0,0 0,1+0,0 0,2+0,0 0,4 +£0,0* 0,6 £0,0*
ATP 196 £17 21914 198 £ 15 182 £ 15 217 £21 198 +8
ADP 307+£22 342+9 298+ 7 307 £ 13 308 £ 10 314+0
AMP 1127 £58 1233+5 1130+ 74 1154 £ 81 1136 £ 55 1154 + 14
ADO 684+41 7189 740 £ 27 693 + 31 788 £ 22 631 + 26
INO 295+22 288+2 342 £ 30 267 £ 37 351 +30 225+ 15
CLAE HIPO 206 £22 2100 234 +£9 188+ 1 245 + 13 174 + 20
Derivados da guanina (nmol/g)
GUO 58+ 6 56+ 0 64 + 2 55+5 74 £ 10 48 + 2
Produtos finais da degradacé&o (hmol/g)
XAN 2+0 1+0 2+1 1+0 30 1+0
AU 3+1 2+0 5+1 4+1 3+1 20
B | Volume administrado (pL)
Método Derivados da adenina (nmol/g) Ctrl 25 50 100
CINTILADOR 0,3+0,0 0,4+0,1 0,9+0,1*
ATP 196 + 17 292 £ 48 222 + 30 218 £ 12
ADP 307 + 22 361 +23 315+21 319 +17
AMP 1127 £58 1241 + 82 1065 £ 77 1198 + 28
ADO 684 +41 765+ 180 751 +£ 105 649 + 56
INO 295 + 22 265 + 60 251 + 32 277 £ 15
CLAE HIPO 206 + 22 181 + 35 184 +17 192 +9
Derivados da guanina (nmol/g)
GUO 58 + 6 51+9 75+ 24 49+ 4
Produtos finais da degradacéao (nmol/g)
XAN 20 1+0 20 3+0
AU 30 1+0 20 20
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Tempo apo6s a administragcao (min)

Método Derivados da adenina (nmol/g) Ctrl 5 15 60 120 180
CINTILADOR 0,4+0,1 0,3+0,0 03+00 0,7+0,1% 0,4+0,0
ATP 196 +17 252+20 256+16 262+32 323+19" 300+20"
ADP 307 £ 22 3369 349+13 322+12 361+13 345+ 3
AMP 1127 £58 11347 1145+60 11675 1214+ 33 1181 £ 65
ADO 684 +41 817+ 142 716+77 66871 664+ 8 739 + 83
INO 295+22 255+13 210+34 254+10 309%22 295 +41
CLAE HIPO 206 + 22 154 +4 113+ 20 132+ 3 139+4 154 + 17
Derivados da guanina (nmol/g)
GUO 58+ 6 63+ 10 52+5 57+3 61+5 62 +4
Produtos finais da degradacé&o (hmol/g)
XAN + + + + 4+0
AU + + + + 1" + 3+0

TABELA 2 - Perfil farmacocinético da administracdo intranasal de GUO no cortex cerebral através da medida de radioatividade e andlise da
concentragdo de purinas (metodologia explicada na secdo procedimentos metodologicos). Os dados estdo apresentados em nmol/g e
representam média + erro padrdo. A dispersdo dos dados de cada grupo foi analisada pelo teste estatistico de Barlett. Os grupos foram
comparados pelo teste ANOVA de 1 (uma) via seguida do pos-teste de Tukey. O numero amostral (n) foi de 6 animais por grupo. (A) Curva
de concentracdo de GUO (os numeros em negrito indicados nos grupos representam a dose em mg/mL de GUO). (B) Curva de volume
administrado de GUO (os numeros em negrito indicados nos grupos representam o volume em pL administrado por narina). (C) Curva de
tempo apos a administracdo de GUO (os numeros em negrito indicados nos grupos representam os tempos apds administracdo em minutos).
(*p< 0,05 diferenca significativa entre todos os grupos analisados; *p< 0,05 diferenca significativa em relacdo ao Ctrl; *p< 0,05 diferenca
significativa entre os grupos 15 e 60; “p< 0,05 diferenca significativa entre os grupos analisados exceto o grupo 5).
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| Concentracdo de GUO (mg/mL)

Método Derivados da adenina (nmol/g) Ctrl 2,5 7,5 15 30 60
CINTILADOR 0,1+0,0 0,1+0,0 0,2+0,0 0,4 +£0,0* 0,6 £ 0,0*
ATP 259+26 266 + 32 244 £ 17 243 £ 12 268 £ 23 278 £ 22
ADP 300+23 314+43 306 +13 310+9 324 + 29 316 + 14
AMP 973+105 921+125 1026+81 980+27 1019+109 981 +33
ADO 625+29 563+ 132 726 + 39 676 £ 52 746 £ 69 499 + 44
INO 253+18 189+ 33 324 + 45 250 + 35 331+38 198 + 28
CLAE HIPO 177 £ 25 134 + 24 218 £ 13 172 £ 7 22512 153+ 21
Derivados da guanina (hnmol/g)
GUO 53+4 40+ 9 62 + 6 58 + 10 62 + 3 38+5
Produtos finais da degradacgé&o (nmol/g)
XAN 20 210 4+0 210 31 210
AU 4+0 4+1 4+1 4+1 4+0 4+1
| Volume administrado (pL)
Método Derivados da adenina (nmol/g) Ctrl 25 50 100
CINTILADOR 0,3+0,0 04+0,1 0,9+0,1*
ATP 259 £ 26 339+23 284 £ 10 316 £ 29
ADP 300 + 23 386 +9 291+ 25 353 + 27
AMP 973+105 1183107 881 + 66 972 +18
ADO 625 + 29 729 £ 118 603 + 93 625+ 16
INO 253 +18 226 + 38 206 + 16 237+ 14
CLAE HIPO 177 £ 25 159 + 23 170+ 12 163+ 16
Derivados da guanina (nmol/g)
GUO 53+4 54 +14 43+7 52+ 4
Produtos finais da degradacédo (nmol/g)
XAN 2+0 1+0 2+0 30
AU 4+0 3+0 30 3+0




C Tempo ap6s a administragcao (min)

Método Derivados da adenina (nmol/g) Ctrl 5 15 60 120 180
CINTILADOR 0,3+0,0 0,3+0,0 0,3+00 0,9+0,2* 0,4+£0,0
ATP 259+26 315+21 374 £ 22 411+55 412 +30° 401 + 33"
ADP 300+£23 342+13 359 +18 439 + 83 408 + 26 381+ 28
AMP 973+105 1016+31 1081+45 1134+42 1114+x31 1135+£110
ADO 625+29 706 £ 58 506 + 41 558 + 35 607 + 54 721 £ 97
INO 253+18 215+13 172 + 27 237 +12 271 £ 23 274 + 28
CLAE HIPO 177 + 25 113+4 86 + 18 108 +5 123+ 0 150 + 13
Derivados da guanina (nmol/g)
GUO 53 + 4 53+ 3 42 +2 50 + 4 60 + 3 67+7°
Produtos finais da degradacgé&o (nmol/g)
XAN 210 210 210 2+0 2+0 210
AU 4+0 3+0 3+0 51 4+0 6+0

TABELA 3 - Perfil farmacocinético da administracdo intranasal de GUO no hipocampo cerebral através da medida de radioatividade e
analise da concentracdo de purinas (metodologia explicada na secdo procedimentos metodolégicos). Os dados estdo apresentados em
nmol/g e representam média + erro padréo. A dispersao dos dados de cada grupo foi analisada pelo teste estatistico de Barlett. Os grupos
foram comparados pelo teste ANOVA de 1 (uma) via seguida do poOs-teste de Tukey. O namero amostral (n) foi de 6 animais por
grupo. (A) Curva de concentracdo de GUO (os numeros em negrito indicados nos grupos representam a dose em mg/mL de GUO). (B) Curva
de volume administrado de GUO (os numeros em negrito indicados nos grupos representam o volume em pL administrado por narina).
(C) Curva de tempo apoés a administracdo de GUO (os nimeros em negrito indicados nos grupos representam os tempos apos administracao
em minutos). (*p< 0,05 diferenca significativa entre todos os grupos analisados; “p< 0,05 diferenca significativa em relacdo ao Ctrl; *p< 0,05
diferenca significativa do grupo 15).
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A | Concentracdo de GUO (mg/mL)
Método Derivados da adenina (nmol/g) Ctrl 2,5 7,5 15 30 60
CINTILADOR 0,1+0,0 0,1+0,0 0,2+ 0,0$ 0,4 £0,0* 0,5+0,0*
ATP 171+20 191+20 169 + 11 177 + 24 185 + 15 154 + 32
ADP 375+28 374 +40 323 £ 17 458 + 29 384 £ 21 439 £+ 42
AMP 998 + 32 982+5 1036 + 12 1141 + 66 1058 + 29 1118+ 9
ADO 647 £43 548 £15 624 £+ 23 577 £ 67 661 = 57 494 + 29
INO 284 +26 298+19 321 +£55 226 + 18 357 £ 49 202 £ 10
CLAE HIPO 220 + 27 215+1 249 + 32 184 + 14 275+ 20 180 +12
Derivados da guanina (hmol/g)
GUO 87 +8 80+1 92+8 68 + 7 94 + 10 58 + 3
Produtos finais da degradagé&o (nmol/g)
XAN 30 1+0 1+0 4+0 3+0 4+0
AU 50 4+0 60 61 9+2 61
B | Volume administrado (uL)
Método Derivados da adenina (nmol/q) Ctrl 25 50 100
CINTILADOR 0,2+0,0 0,3+0,0 0,7 £0,0*
ATP 171+ 20 2077 204 + 18 178 + 10
ADP 375+ 28 468 + 40 495 + 83 401 + 33
AMP 998 + 32 1059 + 10 1058 + 46 981 £ 57
ADO 647 + 43 600 + 41 641 + 103 561 + 87
INO 284 + 26 251 +49 228 +10 277 + 28
CLAE HIPO 220 + 27 185 + 30 191+9 205+ 19
Derivados da guanina (nmol/g)
GUO 87+8 76 £ 10 7311 745
Produtos finais da degradacé&o (hmol/g)
XAN 3+0 210 210 1+0
AU 50 +0 4+0 30
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Tempo apos a administracao (min)

Método Derivados da adenina (nmol/g) Ctrl 5 15 60 120 180
CINTILADOR 0,3+0,0 0,3+0,0 03+00 05+01 0,4+0,0
ATP 171 £ 20 218 £ 31 257 = 37 270 £ 25 278 £ 44 237 £43
ADP 375+ 28 420 £ 41 462 + 48 513+9 456 £55 440 + 40
AMP 998 +32 1069 + 69 1004 + 44 992 +17 956+52 999+31
ADO 647 + 43 702 £ 74 490+ 6 502 +23 571+49 593+44
INO 284 + 26 236 £ 14 194 +13 234+13 277136  280+43
CLAE HIPO 220 + 27 158 + 4 124 +9 138+ 4 152 + 12 171 +18
Derivados da guanina (nmol/g)
GUO 87+8 65 + 2 88+ 6 63+ 0 75+4 82+8
Produtos finais da degradacéao (nmol/g)
XAN 30 10 10 10 10 10
AU 5+0 7+3 4+1 50 5+1 7+0

TABELA 4 - Perfil farmacocinético da administracéo intranasal de GUO no cerebelo cerebral através da medida de radioatividade e anélise
da concentracdo de purinas (metodologia explicada na secédo procedimentos metodologicos). Os dados estdo apresentados em nmol/g e
representam média + erro padrdo. A dispersao dos dados de cada grupo foi analisada pelo teste estatistico de Barlett. Os grupos foram
comparados pelo teste ANOVA de 1 (uma) via seguida do pés-teste de Tukey. O niamero amostral (n) foi de 6 animais por grupo. (A) Curva
de concentracdo de GUO (os numeros em negrito indicados nos grupos representam a dose em mg/mL de GUO). (B) Curva de volume
administrado de GUO (os numeros em negrito indicados nos grupos representam o volume em pL administrado por narina). (C) Curva de
tempo apos a administragdo de GUO (os numeros em negrito indicados nos grupos representam os tempos apos administracdo em minutos).
(*p< 0,05 diferenca significativa entre todos os grupos analisados; *p< 0,05 diferenca significativa do grupo 2,5).

67




Concentracdo de GUO (mg/mL)

Método Derivados da adenina (nmol/mL) Ctrl 2,5 7,5 15 30 60
CINTILADOR 01+00 01+00 0,1+0,0 0,2+0,0" 04+0,0*
ADP 4+0 5+0 30 4+0 30 30
ADO 20 1+0 1+0 210 20 1+0
INO 5+0 50 30 50 30 4+0
HIPO 50 60 50 210 4+0 30
Derivados da guanina (nmol/mL)
CLAE $
GMP 5+1 11+2 30 2+0 3x1 5+0
GUO 02+0 0,3+0 0,1+0 0,1+0 02+0 1,0+0
Produtos finais da degradag¢&o (nmol/mL)
XAN 1+0 1+0 1+0 1+0 1+0 1+0
AU 20+4 40 +5* 12+2 9+0 10+1 16+1
B | Volume administrado (uL)
Método Derivados da adenina (nmol/mL) Ctrl 25 50 100
CINTILADOR 0,3+0,0 0,6 +0,0 1,1 +0,0*
ADP 4+0 30 30 30
ADO 20 20 4 + 0* 1+0
INO 5+0 2+0" 3+0" 3+0°
HIPO 5+0 2+0 4+0 4+0
CLAE Derivados da guanina (nmol/mL)
GMP 51 20 3x0 4+0
GUO 0,2+0 02+0 06+0 04+0
Produtos finais da degradag¢&o (nmol/mL)
XAN 10 10 10 10
AU 20+ 4 30 10+0 11+4
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Tempo apo6s a administracdo (min)

Método Derivados da adenina (nmol/mL) Ctrl 5 15 60 120 180
CINTILADOR 0,3+0,0 0,3+0,0 0,4+0,0 0,4+0,0 0,6 +0,0
ADP 4+0 2+0 2+0 30 30 2+0

ADO 2+0 1+0 2+0 2+0 2+0 1+ 0

INO 5+0 4+0 4+0 6+0 5+0 5+0

HIPO 5+0 5+0 80 5+0 7+0 7+0

Derivados da guanina (nmol/mL)
CLAE GMP 5+0 2+0 2+0 3+0 3+0
GUO 0,2+0 09+0" 04+0 02+0 04+0 06+0
Produtos finais da degradag&o (nmol/mL)

XAN 15+0 1,30 09+0 0,6 +0" 0,6 +0" 0,3 +0%

AU 20+ 4 2810 14 +1 22+5 19+ 10 17+5

TABELA 5 - Perfil farmacocinético da administracdo intranasal de GUO no plasma através da medida de radioatividade e analise da
concentragdo de purinas (metodologia explicada na sec¢do procedimentos metodoldgicos). Os dados estdo apresentados em nmol/mL e
representam média + erro padrdo. A dispersdo dos dados de cada grupo foi analisada pelo teste estatistico de Barlett. Os grupos foram
comparados pelo teste ANOVA de 1 (uma) via seguida do pds-teste de Tukey. O numero amostral (n) foi de 6 animais por grupo. (A) Curva
de concentracdo de GUO (os numeros em negrito indicados nos grupos representam a dose em mg/mL de GUO). (B) Curva de volume
administrado de GUO (os numeros em negrito indicados nos grupos representam o volume em pL administrado por narina). (C) Curva de
tempo apos a administracdo de GUO (os numeros em negrito indicados nos grupos representam os tempos apdés administracdo em minutos).
(*p< 0,05 diferenca significativa entre todos os grupos analisados; “p< 0,05 diferenca significativa entre os grupos analisados exceto o grupo
15; #p< 0,05 diferenca significativa em comparacédo aos grupos Ctrl e 5; “p< 0,05 diferenca significativa em relagéo ao Ctrl; SI5p< 0,05 diferenca
significativa do grupo 15).
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A Concentragcdo de GUO (mg/mL)

Método Derivados da adenina (nmol/mL) Ctrl 2,5 7,5 15 30 60
ADP 050 050 05+0 05+0 05+0 06+0
AMP 0,1+0 03+0 0,1+0 0,1+0 0,1+0 0,1+0
ADO 0,2+0 02+0 0,2+0 02+0 0,2+0 0,5+0"
INO 060 1,7+0" 1,2+0 090 1,0+0 2 + 0%
HIPO 2+0 3+x1 30 30 2+0 9+ O*

CLAE Derivados da guanina (nmol/mL)
GMP +0 2+0 3+0"
GUO 0,05+ 0 0,1+0 0,2+0" 0,2+0" 0,2+0" 0,2+0"

Produtos finais da degradag¢&o (nmol/mL)
XAN 30 3+ 30 *
AU + + 3+ + + +0"
B Volume administrado (uL)

Método Derivados da adenina (nmol/mL) Ctrl 25 50 100
ADP 05+0 05+0 04+0 05+0
AMP 0,10 0,2+0 0,2+0 0,10
ADO 02+0 0,2+0 0,2+0 0,2+0
INO 060 090 1,0+0 0,710
HIPO 20 20 210 1+0

CLAE Derivados da guanina (nmol/mL)
GMP 1+ 2+ + 2+0
GUO 0,05+ 0 0,2+0" 0,2+0" 0,1+0

Produtos finais da degradagc&o (nmol/mL)

XAN 3+0 3+0 30 30
AU 20 30 210 30
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C Tempo apo6s a administracdo (min)

Método Derivados da adenina (nmol/mL) Ctrl 5 15 60 120 180
ADP 0,50 0,4%0 0,4%0 04%0 0,30 0,30
AMP 0,10 0,10 0,2%0 0,20 0,20 0,10
ADO 0,20 0,1+0" 0,10 0,06 + 0" 0,10 0,08+0
INO 0,60 1,3+0 0,70 0,10 2+ 0" 2+0"
HIPO 2+0 20 10 2+0 20 10
CLAE Derivados da guanina (nmol/mL)
GMP 2+0 2+0 2+ 1+0 2+0 1+0
GUO 0,03+0 0,5+0" 0,2%0 0,10 0,10 0,10
Produtos finais da degradag&o (nmol/mL)
XAN 3+0 2+0 2+0 3+0 3+0 1+0°
AU 2+0 20 20 2+0 20 20

TABELA 6 - Perfil farmacocinético da administracdo intranasal de GUO no liquor através da analise da concentracdo de purinas
(metodologia explicada na sec¢éo procedimentos metodologicos). Os dados estdo apresentados em nmol/mL e representam média * erro
padrdo. A dispersao dos dados de cada grupo foi analisada pelo teste estatistico de Barlett. Os grupos foram comparados pelo teste ANOVA
de 1 (uma) via seguida do pos-teste de Tukey. O numero amostral (n) foi de 6 animais por grupo. (A) Curva de concentracdo de GUO (os
nameros em negrito indicados nos grupos representam a dose em mg/mL de GUOQO). (B) Curva de volume administrado de GUO (os numeros
em negrito indicados nos grupos representam o volume em pL administrado por narina). (C) Curva de tempo apos a administracdo de GUO
(os numeros em negrito indicados nos grupos representam os tempos apos administracdo em minutos). (*p< 0,05 diferenca significativa entre
todos os grupos analisados; “p< 0,05 diferenca significativa em comparacdo aos grupos Ctrl, 5 e 15; “p< 0,05 diferenca significativa em
comparagéo aos grupos Ctrl, 15 e 30; "p< 0,05 diferenca significativa em relacdo ao Ctrl).
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A Vias de administracao
Método Derivados da adenina (nmol/mL) Ctrl IN IP
CINTILADOR 0,4+0,0 0,8 + 0*

ADP 5+0 5+0 4+0
ADO 200 0,8 + 0* 250
INO 4+0 6+0 6+0
HIPO 5+0 4+0 4+0
Derivados da guanina (nmol/mL)
CLAE GMP 30 4+0 4+1
GUO 0,2+0 1,0 £ 0* 0,3+0
Produtos finais da degradac¢&o (nmol/mL)
XAN 1£0 1£0 1£0
AU 20+5 46 + 11 34+11
B |  Vias de administracéo
Método Derivados da adenina (nmol/mL) Ctrl IN IP
CINTILADOR 1,00 10+0
ADP 05+0 04+0 05+0
AMP 0,06 +0 0,1+0" 0,1+0
ADO 0,2+0 0,1+0" 0,1+0"
INO 0,7+0 1,2+0 06+0
HIPO 2+0 6 + O* 20
CLAE Derivados da guanina (nmol/mL)
GMP 1+0 1+0 2+0"
GUO 0,08+ 0 05+0" 0,3+0"
Produtos finais da degradacéo (nmol/mL)
XAN 30 30 30
AU 20 3+0* 210
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TABELA 7 - Perfil farmacocinético da administracdo intranasal e intraperitoneal de GUO no plasma e liquor através da medida de
radioatividade e andlise da concentracdo de purinas (metodologia explicada na secdo procedimentos metodoldgicos). Os dados estdo
apresentados em nmol/mL e representam média + erro padrdo. A dispersao dos dados de cada grupo foi analisada pelo teste estatistico de
Barlett. Os grupos foram comparados pelo teste ANOVA de 1 (uma) via seguida do pés-teste de Tukey. O numero amostral (n) foi de 6
animais por grupo. (A) Plasma (IN grupo intranasal; IP grupo intraperitoneal). (B) Liquor (IN grupo intranasal; IP grupo intraperitoneal). (*p<
0,05 diferenca significativa entre todos os grupos analisados; “p< 0,05 diferenca significativa em relacdo ao Ctrl).

73



Taxa de simetria (%)

SS SG IS IG
[ pre teste Il 24h apés cirurgia

FIGURA 1 — Avaliacdo da atividade sensoriomotora de ratos no pré-teste e 24h apos a inducdo de isquemia focal permanente (metodologia
explicada na secdo procedimentos metodolégicos). Os grupos analisados: Ctrl (controle), SS (sham salina), SG (sham guanosina), IS
(isquemia salina) e IG (isquemia guanosina). Os dados representam média * erro padrdo. A dispersdo dos dados de cada grupo foi analisada
pelo teste estatistico de Barlett. Os grupos foram comparados pelo teste ANOVA de 2 (duas) vias de medidas repetidas (fatores: grupos e

tempo) seguida do pos-teste de Bonferroni. O numero amostral (n) foi de 10 animais por grupo. (*p< 0,05 diferenca significativa entre todos os
grupos analisados).
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FIGURA 2 — Avaliacdo do volume de infarto 24h apos a inducdo de isquemia focal permanente (metodologia explicada na secéo
procedimentos metodoldgicos). Os grupos analisados: Ctrl (controle), SS (sham salina), SG (sham guanosina), IS (isquemia salina) e IG
(isquemia guanosina). Os dados representam meédia + erro padrao. A dispersdo dos dados de cada grupo foi analisada pelo teste estatistico
de Barlett. Os grupos foram comparados pelo teste t ndo pareado. O numero amostral (n) foi de 10 animais por grupo. (A) Volume de infarto

(mm?3). (B) seccdes coronais representativas do cérebro, a coloragéo vermelha indica regides néo lesadas e a coloracdo palida indica regides
lesadas. (*p< 0,05).
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FIGURA 3 — Histologia de septo nasal de animais submetidos a quatro administracdes intranasais GUO (metodologia explicada na secao
procedimentos metodoldgicos). Fotomicrografias representativas de secc¢des horizontais das regides anterior, média e posterior do septo nasal
sdo mostradas nesta figura. Observa-se o epitélio de revestimento (seta longa), a lamina prépria (seta curta) e a cartilagem hialina (seta
pontilhada). (A) Representacdo esquematica do septo nasal visto lateralmente indicando as regides observadas. (B) Regido anterior do septo
em aumento de 200X. (C) Regidao mediana do septo em aumento de 100X. (D) Regido posterior do septo em aumento de 100X.
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FIGURA 4 — Avaliacdo da concentracdo de purinas no plasma 24h apos a inducéo de isquemia focal permanente (metodologia explicada na
secdo procedimentos metodoldgicos). Os grupos analisados: Ctrl (controle), SS (sham salina), SG (sham guanosina), IS (isquemia salina) e
IG (isquemia guanosina). Os dados representam meédia + erro padrdo. A dispersdo dos dados de cada grupo foi analisada pelo teste
estatistico de Barlett. Os grupos foram comparados pelo teste ANOVA de 1 (uma) via seguida do pés-teste de Tukey e apds, comparados
pelo teste ANOVA de 2 (duas) vias (fatores: lesdo e tratamento) e pés-teste de Bonferroni. O nimero amostral (n) foi de 10 animais por grupo.
(A) Derivados da adenina: (A1) ADP; (A2) ADO; (A3) INO; (A4) HIPO. (B) Derivados da guanina: (B1) GMP; (B2) GUO. (C) Produtos finais
da degradac&o: (C1) XAN; (C2) AU. (*p< 0,05 em relac&o ao Ctrl; “F 1;36 = 5,23; p< 0,05, sham vs isquémicos).
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FIGURA 5 — Avaliacdo da concentracdo de purinas no liquor 24h apos a inducdo de isquemia focal permanente (metodologia explicada na
secao procedimentos metodoldgicos). Os grupos analisados: Ctrl (controle), SS (sham salina), SG (sham guanosina), IS (isquemia salina) e
IG (isquemia guanosina). Os dados representam média + erro padrdo. A dispersdo dos dados de cada grupo foi analisada pelo teste
estatistico de Barlett. Os grupos foram comparados pelo teste ANOVA de 1 (uma) via seguida do pés-teste de Tukey e apos, comparados
pelo teste ANOVA de 2 (duas) vias (fatores: lesdo e tratamento) e pds-teste de Bonferroni. O nimero amostral (n) foi de 10 animais por grupo.
(A) Derivados da adenina: (A1) ADP; (A2) AMP; (A3) ADO; (A4) INO; (A5) HIPO. (B) Derivados da guanina: (B1) GMP; (B2) GUO. (C)
Produtos finais da degradac&o: (C1) XAN; (C2) AU. (*p< 0,05 em relac&o ao Ctrl; “F 1;36 = 5,73; p< 0,05, sham vs isquémicos, *SS vs IS, p<
0,05; %F 1;36 = 7,41; p< 0,05, sham vs isquémicos, °SS vs IS, p< 0,05).
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