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RESUMO

A agmatina, amina formada pela descarboxilagio enzimatica da L-arginina, tem sido
proposta como um novo neurotransmissor/neuromodulador no sistema nervoso central
(SNC). Contudo, seu papel fisiologico no SNC nio esta bem estabelecido. Foi sugerido, a
partir de estudos clinicos, que a agmatina desempenhe um papel na modulagio da
depressdo. O presente estudo investigou o efeito antidepressivo da agmatina no teste do
nado forgado (TNF) e no teste da suspensdo da cauda (TSC) em camundongos e o seu
mecanismo de a¢do. A agmatina nas doses de 0,01-50 mg/kg, 1.p. causou uma redugio
significativa no tempo de imobilidade no TNF e no TSC, sem alterar a attvidade
locomotora no campo aberto. A inje¢do i.c.v. de agmatina (1-100 nmol/sitio) também
reduziu o tempo de imobilidade no TNF. A agmatina aumentou significativamente o efeito
ahtidepressivo da imipramina, mas ndo o do MK-801. O efeito antidepressivo da agmatina
no TNF foi bloqueado peld pré-tratamento dos camundongos com GMP, acido ascérbico
(AA), L-arginina, S-nitroso-N-acetil-penicilamina (SNAP) ou ioimbina, mas ndo foi
afetado pelo pré-tratamento com prazosim ou com sulpirida. Nossos resultados também
mostram que o pré-tratamento dos camundongos com naloxona ou com naltrindol, mas nio
com DIPPA, bloqueou o efeito antidepressivo da agmatina no TNF. O pré-tratamento dos
animais com PCPA, metisergida, cetancerina ou com cipréheptadina também preveniu 0
efeito antidepressivo da agmatina no TNF. Além disso, doses sub-ativas de pindolol
potencializaram o efeito antidepressivo da agmatina. Em conjunto os resultados sugerem
que o efeito antidepressivo da agmatina envolve uma interagio com os sistemas
glutamatérgico (receptores NMDA), adrenérgico (op-adrenoceptores), serotonérgico
(receptores S-HT;a pré-sinapticos e 5-HT24) e opidide (receptores S-opioides), bem como

com a via L-arginina-6x1ido nitrico.
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ABSTRACT

Agmatine, an amine formed by the enzymatic decarboxylation of L-arginine by arginine
decarboxylase, has been proposed as a novel neurotransmitter/neuromodulator in the CNS.
The physiological roles of agmatine in the CNS are not well established. A role for agmatine
as a modulator of depression has already been suggested from clinical studies. Therefore,
agmatine was investigated in the present study in its ability to produce antidepressant
effects in the mouse forced swimming test (FST) and in the tail suspension test (TST). The
immobility times 1n the FST and in the TST were significantly reduced by agmatine (dose
range 0.01-50 mg/kg, 1.p.), without accompanying changes in ambulation in an open-field.
Lc.v. injection of agmatine (1-100 nmol/site) also reduced the immobility time in the FST.
Agmatine markedly increased the anti-immobility effect of imipramine, but not of MK-801.
Agmatine’s antidepressant-like effect was completely prevented by pre-treatment of
animals with GMP, ascorbic acid (AA), L-arginine or S-nitroso-N-acetylpenicillamine
(SNAP), but was not affected by pre-treatment with prazosin or sulpiride. Qur results also
show that pre-treatment of mice with naloxone or naltrindole, but not with DIPPA, blocked
the agmatine antidepressant-like effect in the FST. Pre-treatment of animals with PCPA,
methysergide, ketanserine or ciproheptadine also prevented the anti-immobility effect of
agmatine in the FST. Moreover, sub-active doses of pindolol potentiated the effects of
agmatine. Taken together these data suggest that agmatine elicited a significant
antidepressant-like effect that is not due to any psychostimulant action. This effect seems to be
mediated through an interaction with the glutamatergic (NMDA receptors), adrenergic (ct2-
adrenoceptors), serotonergic (pre-synaptic 5-HT1 areceptors and 5-HT., receptors), and

opioid (8-opioid receptors) systems as well as the L-arginine-nitric oxide pathway.
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1.INTRODUCAO
1.1 DEPRESSAO

Os transtornos de humor sio doengas comuns, severas, crénicas € muitas vezes,
ameacadoras de vida. Eles inclluem transfomos unipolares (transtornos depressivos) e
transtornos bipolares (doenga maniaca depressiva). Os transtornos unipolares (pbr exemplo,
depressdo maior e distimia) se distinguem dos transtornos bipolares, pelo fato de nio terém
historicos de episodios maniacos (American Psychiatric Association, 1994). O suicidio tem
sido a causa de morte em aproximadamente 15% de individuos com depressio maior
(Musselman et al., 1998). A depressdo maior € uma doenga sistémica e representa um alto
fator de risco para desenvolvimento de doengas cardiovasculares, bem como para a morte
depois do infarto do miocardio (Musselman et al., 1998).

Os cntérios para a depressdo maior incluem cinco ou mais dos seguintes sintomas:
humor depressivo; anedonia (perda de interesse ou satisfagdo em quase todas as atividades);
perda ou ganho de peso ou de apetite; insénia ou hipersdnia; retardo ou agitagdo
psicomotora: fadiga ou perda de energia; sentimentos de desvalia ou culpa; diminui¢do da
concentracido ou indecisio e pensamento§ ou tentativa de suicidio. Estes sintomas devem
estar presentes por pelo menos duas semanas, sendo que pelo menos um deve ser humor
depressivo ou anedonia quase todos os dias (American Psychiatric Association, 1994). A
dor crénica € freqiientemente observada em pacientes com depressdo (50% dos pacientes)
(Akiskal, 1995). A depressdo € mais freqiiente em mulheres (uma propor¢do de 5 mulheres
para 2 homens) (Wong e Licinio, 2001). A prevaléncia vitalicia é de 4,4-19,6% para a

depressdo maior e de 3,1-3,9% para a distimia (Angst, 1992). Uma variedade de métodos,



tals como psicoterapia, e terapias farmacologicas, eletroconvulsivante e magnética, podem
ser usados para o tratamento da depressio, mas com sucessos limitados (Ressler e
Nemeroff, 1999).

O custo com a depressdo na economia dos Estados Unidos € cerca de 43 bilhdes de
ddlares por ano (Greenberg et al., 1993). O suicidio, o qual é usualmente uma conseqiiéncia
da depressdo, € o oitavo lugar na causa de morte nos Estados Unidos. A taxa de suicidio é
alarmante quando comparado por faixa etiria. O suicidio € a sexta causa de morte entre 5-
14 anos, a terceira causa de morte entre 15-24 anos, e a quarta causa entre 25-44 anos. A
incidéncia da depressdo maior esta aumentando, e o inicio desta condig¢do ocorre agora em
individuos mais jovens quando comparado com geragdes anteriores (Murphy, 2000).

A depressdo pode resultar da disfungdo de varios neurotransmissores ou sistemas
metabolicos. Estudos basicos e clinicos apontam evidéncias da participagdo do sistema

| monoaminérgico na depressio (Duman etal., 1997). A compreensio das vias e mecanismos
responsaveis pela agdo dos antidepressivos pode contribuir substancialmente para o
entendimento dos transtémos depressivos e para o desenvolvimento de novas alternativas
terapéuticas para o seu tratamento (Wong e Licinio, 2001).

A hipétese monoaminérgica da depressdo postula que a depressdo resulta de uma
deficiéncia de serotonina ou noradrenalina ou réceptores ineficientes (Mann et al., 1996,
Wong e Licinio, 2001). Varias evidéncias suportam esta hipotese. Muitos antidepressivos
aumentam a concentragdo de serotonina ou noradrenalina na fenda sindptica, pois
bloqueiam a recaptacio de serotonina e/ou noradrenalina (Baldessarini, 1996). O
tratamento com antihipertensivos, tal como a reserpina, o qual depleta catecolaminas, pode
causar sintomas de depressdo em individuos susceptiveis (Duman et al., 1997; Wong e

Licinio, 2001).



A relagdo entre o sistema serotonérgico e a depressdo tem sido amplamente
estudada. Baixos niveis de serotonina no plasma tém sido observados em pacientes com
depressio enddgena. Dados de varios estudos pos-mortem mostram niveis de serotonina
diminuidos em vitimas suicidas comparado com individuos normais. Alguns estudos
também demonstraram que o nivel do acido S5-hidroxiindolacético, metabdlito da
serotonina, no liquor de pacientes deprimidos € menor do que em individuos controles
saudaveis (Yadid et al., 2000). A teoria serotonérgica da depressdao propde uma diminuigéo
na atividade serotonérgica. Um aumento de serotonina na sinapse causada por drogas
antidepressivas suporta esta hipotese. Contudo, a hipdtese monoaminérgica falha em
explicar porque os efeitos terapéuticos dos antidepressivos inibidores de recaptagdo de
monoaminas se manifestam somente apos algumas semanas apods o inicio do tratamento,
apesar do aumento de monoaminas ocorrer quase que imediatamente apos o inicio do
tratamento (Wong e Licinio, 2001).

Varios estudos tém postulado um papel importante da noradrenalina na
fisiopatologia e subseqiientemente no tratamento dos transtornos do humor (Ressler e
Nemeroff, 1999). Os efeitos psicofisiolégicos da nofadrenalina no sistema nervoso central
(SNC) parecem estar ligados a motivagdo, enquanto que a serotonina esta envolvida com a
expressio do humor (irritabilidade e impulso) (Leonard, 2000). Além disso, foi
demonstrado que o nivel do metoxi-hidroxi-fenilglicol, um metabdlito da noradrenalina, no
liquor € menor em vitimas suicidas (Leonard, 2000). A determinagdo da concentragdo do
HMPG no plasma sugere que a fun¢do noradrenérgica esta diminuida na depressdo
(Leonard, 2000).

A transmissdo dopaminérgica reduzida também tem sido implicada na fisiopatologia

da depressio maior (Rampello et al., 2000). Os tratamentos com antidepressivos parecem



potencializar as respostas comportamentais estimulantes dos agonistas dopaminérgicos.
Entre outros sintomas, as sindromes depressivas humanas sdo caracterizadas pela perda da
capacidade de sentir prazer e pela perda de motivagdo. Os antidepressivos potenciam a
transmissdo dopaminérgica no sistema mesolimbico, a qual é crucial nos mecanismos de
recompensa e motivagdo (D’Aquila et al., 2000). Alguns estudos tém demonstrado niveis
baixos do acido homovanilico, um metabdlito da dopamina, no liquor de pacientes
deprimidos com retardo psicomotor e vitimas suicidas (Leonard, 2000).

Mais recentemente, pesquisas para o tratamento e fistopatologia da depressdo maior
tém focalizado as vias de sinalizagdo intracelular. Estas interagem em varios niveis. desse
modo formando cadeias de sinalizagdo complexas, permitindo que o neurdnio receba,
processe e responda a informa¢io e module o sinal gerado por multiplos sistemas de
neurotransmissores e neuropeptideos (Manji et al., 2001). Essas vias de sinalizag¢do estdo
evidentemente envolvidas nos eventos neuroplasticos que regulam os complexos processos
fisiologicos e cognitivos, bem como as diversas fungdes vegetativas.

Pesquisas tém demonstrado que a administragdo cronica de antidepressivos super
regula a via do AMPc em varios niveis, incluindo a expressdo aumentada da proteina
ligante ao elemento de resposta ao AMPc (CREB) (Skolnick, 1999). Entre os multiplos
alvos génicos que poderia ser regulado pelo CREB e que poderia estar envolvido nas ag6es
antidepressivas e na fisiopatologia da depressio esta o fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF). Estudos recentes demonstram que o estresse cronico diminui a expressao
do BDNF no hipocampo de ratos (Smith et al., 1995; Duman, 1997). Isto poderia contribuir
para a atrofia ou morte dos neurdnios no hipocampo. Os niveis elevados de.glicocorticéides
diminuem a sobrevivéncia dos neurdnios no hipocampo (Duman et al., 1997; Manji et al,,

2001). O tratamento crénico com antidepressivos aumentou a expressio do BDNF no



hipocampo de rato (Duman et al., 1997), e poderia portanto reverter a atrofia induzida pelo
estresse ou proteger os neurdnios hipocampais de danos.

Estudos recentes tem associado a depressio maior com redugdes regionais no
volume no SNC, bem como, com o nimero ou o tamanho de células da gha e neurénios no

hipocampo (Manji et al., 2001).
1.2 ANTIDEPRESSIVOS

Os antidepressivos tém sido amplamente usados nas Gltimas quatro décadas. A
introdugdo dos inibidores da monoamino oxidase (iIMAQs) e dos antidepressivos triciclicos
na década de 1950, seguido pelos inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (ISRS)
na década de 1980, redefiniu o tratamento da depressdo (Wong e Licinio, 2001).

Os antidepressivos triciclicos, tais como a imipramina, a clomipramina e a
desipramina potenciam as a¢des das aminas biogénicas por bloquear o mecanismo
ﬁsiolégico de inativagdo das mesmas, a qual envolve um mecanismo de recaptagdo pre-
sinaptica. Os inibidores da enzima MAO, tais como fenelzina e selegilina sdo agentes
antidepressivos por inibir a inativagdo das monoaminas, aumentando a sua concentragdo no
cérebro. Contudo, os efeitos colaterais e a sua baixa eficacia em alguns pacientes, tém
levado a procura de novas drogas mais seletivas e com menos efeitos colaterais (Skolnick,
1999). Os antidepressivos atipicos, tais como o bupropion (inibidor da recaptagdo de
noradrenalina/dopamina) particularmente efetivo na depressdo bipolar e a nafazedona
(inibidor da recaptagdo de serotonina e bloqueador do receptor 5-HT>) ndo provc;cam
disfungdo sexual, um dos mais comuns efeitos colaterais dos antidepressivos classicos

(Yadid et al., 2000).



Os inibidores da recaptagdo de serotonina, tais como a fluoxetina, sdo os agentes
terapéuticos mais frequentemente usados nos dias de hoje. Suas agdes terapéuticas sdo
diversas, pois além de tratar varios tipoS de depressdo, também sdo usados no transtorno
obsessivo compulsivo, na doenga do panico, na bulimia e em outras condigbes (Stahl,
1998). Estes compostos aumentam a concentragdo de serotonina na fenda sinaptica. A
eficacia dessa classe antidepressiva, especialmente em pacientes deprimidos severamente,
ndo é maior do que os antidepressivos triciclicos (Yadid et al., 2000). Embora os
antidepressivos que inibem a recaptagio de serotonina sejam efetivos clinicamente, os seus
efeitos adversos, tais como nausea, disfuncdo sexual e disturbios do sono, sdo bastante
indesejados. Além disto, o seu efeito terapéutico demora de 3 a 6 semanas e

aproximadamente 30% dos pacientes ndo se beneficiam do tratamento (Yadid et al., 2000).

1.3 MODELOS ANIMAIS DE DEPRESSAQO

Os modelos animais de depressdo sdo ferramentas indispensaveis na identificagio
de novas drogas antidepresgivas. Eles também sdo tuteis para contribuir na compreensio da
neuropatologia da depressio (Cryan et al., 2002). Os modelos comumente usados sio
diversos e foram desenvolvidos baseados nas conseqiiéncias comportamentais do estresse,
drogas, lesdo ou manipulagdes genéticas (Cryan et al., 2002).

O teste do nado forgado (TNF) (Porsolt et al., 1977) e o teste da suspensdo da cauda
(TSC) (Steru et al., 1985), sio comumente usados para detectar drogas com propriedades
antidepressivas. No TNF os animais sdo forgados a nadar em um espago restrito do qual
ndo existe forma de escapar, e no TSC os animais sdo suspensos pela cauda. Em ambos os

testes, os animais inicialmente executam movimentos vigorosos na tentativa de escapar e



depois de alguns minutos adotam uma postura de imobilidade (Porsolt et al., 1977; Steru et
al., 1985). Os antidepressivos reduzem o terhpo de imobilidade dos animais em ambos os
testes. Estes testes sdo sensiveis para diferentes classes de drogas antidepressivas, incluindo
triciclicos, inibidores da monoamino oxidase e antidepressivos atipicos (Porsolt et al.,
1977, Steru et al., 1985).

Embora estes modelos nio reflitam adequadamente a sintomatologia da depressio
em humanos, eles parecem (ter um alto valor preditivo na investigagcdo de drogas
antidepressivas (Willner, 1984). Entretanto, compostos que aumentam a atividade
locomotora podem produzir resultados falso positivos nestes testes (Willner, 1984; Borsini
e Meli, 1988). Desta forma, na procura de drogas com propriedades antidepressivas,
substincias que diminuem a imobilidade nestes modelos animais de depressdo, devem
também ser testados quanto a sua atividade locomotora no campo aberto ou em caixas de
locomogio (da Silva et al., 2000; Eckeli et al., 2000), a fim de se excluir a possibilidade que
o efeito antidepressivo de uma determinada droga seja devido a um aumento da atividade

motora, como ocorre com as anfetaminas (Porsolt et al., 1977).
1.4 DEPRESSAO E O RECEPTOR NMDA

O glutamato (GLU) é o neurotransmissor excitatorio predominante no SNC de
mamiferos. Ele ¢ responsavel por diversas fung¢des cerebrais, incluindo plasticidade
neuronal, aprendizagem e mem()ria‘(Cotman et al, 1995). Quando os terminais
glutamatérgicos sdo despolarizados, o GLU vesicular é liberado na fenda sinaptica de
forma calcio dependente e age sobre receptores pos-sinapticos (Obrenovitch e Urenjak,

1997). Os receptores de GLU estio divididos em duas categorias: 0s ionotropicos, que



medeiam a abertura de canais i6nicos e 0s metabotropicos, os quais estio associados a
proteina G. Os receptores ionotropicos sio subdivididos em trés categorias: NMDA
(ativados pelo N-metil D-aspartato), AMPA (sensiveis ao dcido oi-amino-3-hidroxi-3-metil-
4-1soxazolepropionico) e KA (respondem ao acido cainico) (Platenik et al., 2000).

O receptor NMDA esta envolvido na indugido da potenciagdo de longa duragdo
(LTP), e tem um papel importante na aprendizagem e memoria (Akhondzadeh, 1999).
Drogas que bloqueiam o receptor NMDA, comprometem a aprendizagem e memoria
(Akhondzadeh, 1999). A farmacologia do receptor NMDA ¢ complexa, pois este receptor
tem varios sitios modulatorios. Além de um sitio para 0 GLU, existem também sitios
estimulatorios para a glicina e para a D-serina. A ligagdo da glicina no receptor NMDA
parece ser essencial para a abertura do canal, e por isto é conhecida como um co-agonista.
A ativagdo do receptor também € modulada pelas poliaminas, tal como a espermina e
espermidina (Akhondzaeh, 1999; Platenik et al., 2000). Embora o sitio de poliaminas nio
precise ser ocupado para a ativagdo do receptor, a presenga de poliaminas aumenta a
capacidade do GLU e da glicina de abrir o canal idnico do receptor NMDA. O receptor
NMDA também pode ser antagonizado por drogas que atuam dentro do canal idnico para
bloquear o fluxo de corrente, tal como o MK-801 e a fenciclidina (Akhondzaeh, 1999).
Dentro do canal do receptor NMDA ha um sitio de ligagdo para o magnésio, o qual
bloqueia a entrada de calcio. O bloqueiq pelo ion magnésio é removido pela despolarizagdo
da membrana. O receptor NMDA também é bloqugado pelo zinco em um sitio especifico
(Akhondzaeh, 1999). O receptor NMDA contém centros regulatérios sensiveis ao estado

redox (Chot e Lipton, 2000). Alguns redutores, tais como o acido ascorbico (AA), inibem a



funcdo deste receptor (Majewska et al., 1990). Além disto, o receptor NMDA também ¢é
diretamente regulado pelo NO (Chot e Lipton, 2000).

Varios estudos tém demonstrado que o receptor NMDA pode ser o local de acdo de
antidepressivos. Tem sido demonstrado que antagonistas funcionais do complexo receptor
NMDA, tais como o MK-801, exibem agﬁés antidepressivas em modelos animais de
depressdo (Skolnick, 1999; Petrie etal., 2000). Skolnick (1999) propds que os inibidores da
ativagdo do receptor NMDA podem se constituir em uma nova classe de antidepressivos,
com efeito terapéutico mais breve que os antidepressivos classicos. No entanto, os
antagonistas classicos do receptor NMDA possuém efeitos colaterais indesejados
(Komhuber e Weller, 1997). Existem evidéncias de que os antidepressivos classicos
diminuem a ativagdo do receptor NMDA por diminuir a expressdo das sub-unidades deste
receptor (Skolnick, 1999). Também foi demonstrado que tratamentos com antidepressivos
inibem fungdes do receptor NMDA, como a liberagdo de acetilcolina evocada por NMDA
(Kiefer et al., 1999) e os antidepressivos triciclicos parecem bloquear a agdo do NMDA in
vitro (Petrie et al., 2000). Desta forma, drogas que modulam a neurotransmissdo
glutamatérgica, particularmente em receptores NMDA, apresentam um eventual potencial
terapéutico como antidepressivos.

Acredita-se que drogas moduladoras do receptor NMDA e do 6x1do nitrico possam
ter varias ihdicagées clinicas, incluindo dano cerebral isquémico, trauma crianio-encefalico,
epilepsia, analgesia e doengas neurodegenerativas (Yun et al., 1997; Trst, 2000). No
entanto, o uso dessas substincias, como analgésico e antidepressivo, é ainda limitado

devido particularmente aos seus efeitos psicotomiméticos e alteragdes motoras.



1.5 AGMATINA

A agmatina € uma amina, que é sintetizada por descarboxilagio da L-arginina pela
enzima arginina descarboxilase (ADC). Ela foi primeiramente descoberta em 1910, por
Kossel e é conhecida como um intermediario no metabolismo de poliaminas de varias
bactérias, fungos, parasitas e fauna marinha, onde as poliaminas tém uma importante
fungdo no crescimento celular (Reis e Regunathan, 2000).

Em formas de vidas inferiores, a agmatina € metabolizada por hidrolise em
putrescina e em outras poliaminas pela agmatina un! hidrolase (agmatinase). Como a
putrescina € o precursor metabolico para a biossintese de poliaminas (espermidina e
espermina), a agmatina, portanto, representa um precursor metabolico importante para estas
moléculas. A putrescina também pode ser gerada, em mamiferos, pela descarboxilagio da
ornitina pela enzima ornitina descarboxilase (Reis e Regunathan, 2000) (Fig.1).

Até meados de 1990, acreditava-se que a agmatina, a ADC e a agmatinase ndo
fossem encontradas em mamiferos. Contudo, em i994, durante a pesquisa para um ligante
endogeno para o sitio de ligagdo imidazolico (I), uma molécula foi isolada do cérebro de
mamiferos, a qual foi identificada como agmatina (Li et al, 1994). A ADC e,
subsequientemente, agmatinase (Sastre et al., 1996) foram também identificadas no cérebro
de mamiferos.

A agmatina ndo esta presente somente no cérebro, mas também é amplamente
encontrada em tecidos e soro (Raasch et al., 1995, 2001). Usando cromatografia liquida de
alta performance, a agmatina foi demonstrada em quase todos os drgdos de ratos, nos quais,

altas concentragdes de agmatina sdo encontradas no estdmago, seguido pela aorta, intestino
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delgado e grosso; e em menores concentragdes no pulmio, vaso deferente, adrenal, rim,
coragdo, figado, musculo esquelético, cérebro e testiculo (Raasch et al., 1995, 2001).
Usando a técnica de imunohistoquimica, com anticorpos especificos contra a
agmatina (Wang et al., 1995), a agmatina foi encontrada no cérebro de rato, regionalmente
distribuida no coértex cerebral, tronco encefalico, mesencéfalo, talamo e hipotalamo. A
distribuigdo de neurdnios contendo agmatina se correlaciona com o padrdo de distribuigido

de az-adrenoceptores e sitios de ligagdo imidazolicos visto que: 1) na maior parte das

regides contendo agmatina também sido expressos 0s oz-adrenoceptores e sitios de ligagdo
imidazolicos (Raasch et al., 2061) e 2) os neurdnios agmatinérgicos sdo encontrados em
regides do cérebro (por exemplo: cortex cerebral), na qual projetam-se para areas que
contém a-adrenoceptores e sitios de ligagdo imidazolicos (Raasch et al., 2001).

As célulés da glia ndo somente expressam sitios de ligagdo imidazolicos, mas
também sintetizam a agmatina (Reis e Regunathan, 2000). Portanto, a agmatina pode ser
sintetizada na glia, liberada para o espago extracelular e depois transportada e armazenada
nos neurdnios para subseqiiente libera¢io. Esta possibilidade ¢ suportada, pelo fato de quea
agmatina esta contida no fluido extracelular e depois é transportada e armazenada nos
neurénios. Desta forma, a agmatina é sintetizada no cérebro, estocada em vesiculas
sinapticas, liberada mediante despolarizagdo e inativada pela enzima agmatinase (Reis e
Regunathan, 2000; Raasch et al., 2001) (Fig.2). Portanto a agmatina preenche a maioria dos
criténios para ser considerada como um novo neurotransmissor/neuromodulador no SNC.

A biossintese da agmatina pela ADC depende da disponibilidade da L-arginina, a
qual € transportada para dentro do neurdnio ou da glia, por um transportador especifico.

Dentro do tecido, a L-arginina € um substrato importante para a enzima ADC formar a
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agmatina ou para a enzima Oxido nitrico sintase (NOS) formar o 6xido nitrico (NO) (Reis e
Regunathan, 2000) (Fi1g.2).

Em fatias do cérebro de ratos e sinaptossomas, uma liberagdo de agmatina, mas
nenhuma de putrescina pode ser mostrada em resposta a despolarizagdo com cloreto de
potassio (Reis e Regunathan, 1998). Na auséncia de calcio, a liberagdo de agmatina foi
significativamente reduzida, sugerindo um mecanismo dependente de calcio.

A agmatina pode ser biologicamente inativada no cérebro de mamiferos por
captagdo, a qual é saturavel somente em altas concentragdes, e € dependente da temperatura
e energia. Algumas drogas que atuam no sitio de ligagdo imidazélico (por exemplo:
1dazoxan ou fentolamina) s3o inibidores nio competitivos da captagdo de agmatina (Sastre
etal, 1997).

A agmatina tem varias agdes farmacologicas. Perifericamente, a agmatina modula o
metabolismo de insulina e glicose; causa liberagdo de insulina dependendo da dose das
células da ilhota exposta a glicose, tem propriedades semelhantes a insulina nos adipécitos
1solados, inibé a liberag¢do de catecolaminas das células cromafms da adrenal e no rim, a
agmatina é natriurética (Reis e Regunathan, 2000; Raasch et al., 2001). No SNC, a
agmatina libera o horménio liberador do horménio luteinizante do hipotalamo e antagoniza
alguns estados hiperalgésicos sem alterar a dor (Reis e Regunathan, 2000; Raasch et al.,
2001). Dependendo da dose, a agmatina aumenta a analgesia da morfina, e cronicamente
previne a tolerancia a morfina (Kolesnikov et al,, 1996). A agmatina mostrou ser
neuroprotetora, reduzindo a quantidade de infartos isquémicos ou perda de neurdnios do
hipocampo em modelos (ie isquemia focal ou global em roedores, respectivamente (Gilad et

~al., 1996; Olmos et al., 1999).
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L-ARGININA

Oxido nitrico sintase
Arginase Arginina
descarboxilase
' CITRULINA
+
OXIDO NITRICO
ORNITINA + UREIA
: v
AGMATINA
Agmatinase iamino oxidase
ACIDO GUANIDO BUTANICO
PUTRESCINA
ESPERMIDINA
ESPERMINA

Fig.1. Vias metabdlicas da agmatina em mamiferos. A agmatina é produzida a partir da L-
arginina pela acdo da enzima arginina descarboxilase. A agmatina pode depois ser
metabolizada e produzir espermina durante a biossintese de poliaminas, ou o acido guanido
butdnico (Reis e Regunathan, 2000).

13



A agmatina liga-se com alta afinidade aos o,-adrenoceptores e aos receptores
imidazolicos (RI) (Li et al., 1994; Reis e Regunathan, 2000; Raasch et al., 2001). Os RI,
uma nova familia de receptores ndo-adrenérgicos, estio presentes no cérebro,
especialmente no sistema limbico. Tem sido postulado que estes receptores, entre outras
fungdes, possam atuar modulando a depressdo e a nocicepgdo (Boronat et al., 1998; Halaris
e Piletz, 2001). Foram identificados dois subtipos de sitios de ligagdo imidazolicos. O sitio
de ligagdo I, esta localizado no cortex frontal e no bulbo ventrolateral em area associada a
fegulag:ﬁo da pressdo sangiiinea. Funcionalmente, o sitio de ligagdo I; esta associado com a
regulagdo central da pressdo sanguinea. O sitio de ligagdo I, tem sido demonstrado em
varios tecidos como o cérebro, o figado e o rim. Funcionalmente, o sitio de ligagdo I, tem
sido caracterizado como um regulador da enzima monoamino oxidase (MAOQ) (Raasch et
al., 2001). Estudos in vitro tém mostrado que ligantes seletivos do sitio I reduzem a
atividade da MAO (Raasch et al., 1999). O tratamento crénico com ligantes especificos I,
reduz a atividade da MAO em varios 6rgdos do rato (Raasch et al., 1999). Além disto, a
agmatina tem batixa afinidade por receptores o, e B-adrenérgicos, D,-dopaminérgicos e 5-
HT; (Li et al., 1994) (Fig.2).

Alguns trabalhos demonstram que a agmatina também € capaz de bloquear os
receptores glutamatérgicos do subtipo NMDA e outros canais idnicos ativados por ligantes
(ex. receptor nicotinico e 5-HT3 ativado pela acetilcolina e serotonina, respectivamente),
bem como inibir a enzima 6xido nitrico sintase (NOS) (Reis e Regunathan, 2000). A
agmatina pode entrar pds-sinapticamente no neurdnio via receptor nicotinico ou

possivelmente através do canal do receptor NMDA, podendo se ligar no sitio de ligagio I,

14



ou inibir a NOS ou ainda, ser metabolizada a putrescina (Reis e Regunathan, 2000; Raasch
et al, 2001) (Fig. 2).

A agmatina aplicada extracelularmente em culturas de neurdnios hipocampais
produziu um bloqueio das correntes 10nicas evocadas por NMDA dependente de voltagem
e de concentra¢do, mas nido alterou o fluxo i19nico evocado por AMPA ou cainato. A
analise do bloqueio do receptor NMDA pela agmatina sugere que esta se liga no sitio
dentro do poro do canal (Yang e Reis, 1999).

E interessante observar que a agmatina é também um inibidor de todas as isoformas
da NOS (Galea et al., 1996). A inibi¢do € dependente da dose de agmatina, a qual compete
com o substrato L-arginina.

A capacidade da agmatina de gerar poliaminas, de bloquear alguns tipos de canais
10nicos e de inibir a sintese de oxido nitrico (NO), pode explicar os seus efeitos
neuroprotetores em modelos de injuna cerebral (Gilad et al., 1996; Reis e Regunathan,

2000).

1.6 AGMATINA E DEPRESSAQ

Recentes evidéncias sugerem que a agmatina, um intermediario da biossintese de
poliaminas, pode ser um importante neurotransmissor em mamiferos, sendo capaz de
modular varios estados fisiopatologicos envolvidos na depressio e na dor (Reis e
Regunathan, 2000).

Varios achados indicam um potencial papel fisiopatologico dos sitios de ligagdo
imidazolico no desenvolvimento da depressdo: a densidade do sitio de ligagdo I} na

membrana plasmatica de plaquetas humanas esta aumentada em pacientes com depressio,
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em comparagdo com pacientes saudaveis, mas se normaliza apos terapia com
antidepressivos (Piletz e Halaris, 1995; Piletz et al., 1996). Os sitios de ligagdo imidazdlico
I, também se encontravam aumentados no cortex frontal de vitimas suicidas (Piletz et al.,
1995).

Recentemente, foi demonstrado por Halaris et al. (1999) que a concentragdo
plasmatica de agmatina esta elevada significativamente em pacientes com depressio, em
comparagdo com individuos saudaveis (grupo controle). Neste estudo, o tratamento com o

antidepressivo bupropion normalizou a concentragdo de agmatina no plasma.
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Fig.2. Esquema de uma sinapse agmatinérgica. A arginina entra no terminal ou na glia via
um transportador e pode atuar como um substrato para a arginina descarboxilase (ADC)
formar a agmatina ou para a 6xido nitrico sintase formar o 6xido nitrico (NO). A agmatina,
tanto € sintetizada nos neurdnios ou na glia e liberada para a fenda sinaptica, ou
armazenada em vesiculas, é degradada pela agmatinase em putrescina. A agmatina pode
também bloquear a NOS, interagir com receptores imidazélicos do sub-tipo I, (I;-R), inibir
o canal de K arp ou ser liberada do neurénio e interagir com varios receptores ligados ao
canal idnico (incluindo NMDA, nicotinico ou 5-HT3), ou ligar aos receptores imidazdlicos
do sub-tipo I; (I;-R) ou az-adrenoceptores. Ela pode também entrar pos-sinapticamente nos
neurdnios via receptores nicotinicos e possivelmente por receptor NMDA para ligar nos
receptores I, inibir a NOS ou ser metabolizada em putrescina. Abreviaturas: Agm,
agmatina; Arg, arginina; nACh, receptor nicotinico de aceticolina (Reis e Regunathan,

2000).
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2. OBJETIVOS:

2.1. OBJETIVO GERAL:

Investigar a a¢do antidepressiva da agmatina em modelos animais de depressio e

seu mecanismo de ag3o.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
» Investigar o efeito da administragdo da agmatina por via intraperitoneal (i.p.) sobre
o teste do nado for¢ado e o teste da suspensdo da cauda em camundongos.
» Verificar o efeito da administragio da agmatina por via intracerebroventricular
(1.c.v.) sobre o teste do nado forgado.
» Investigar o envolvimento dos sistemas glutamatérgico, adrenérgico,
dopaminérgico, serotonérgico, opiodide e a via L-arginina-6xido nitrico na agio

antidepressiva da agmatina no teste do nado forgado.

3. JUSTIFICATIVA

Considerando que a agmatina blodueia o receptor NMDA e inibe todas as isoformas
da NOS e considerando o conhecido envolvimento do receptor NMDA (Skolnick,
1999) e da via L-arginina 6xido nitrico na modulagﬁo da depressﬁo (da Silva et al.,
2000; Yildiz et al., 2000), este trabalho se propds a estudar o efeito antidepressivo da
agmatina em modelos animais de depressdo. Parte dos resultados foram recentemente
publicados: ZOMKOWSKI, ADE, HAMMES, L., LIN, J CALIXTO, JB,
SANTOS, AR.S. e RODRIGUES, AL.S. Agmatine produces ahtidepressant-like

effects in two models of depression in mice. NeuroReport 13(4): 387-391, 2002.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Drogas e reagentes

Foram utilizados acido ascorbico, agmatina, ciproheptadina, ﬂuoxetiné, guanosina
| 5'monofosfato (GMP), imipramina, 10imbina, L-arginina, metisergida, naloxona, naltrindol,
p-clorofenilalanina metil éster (PCPA), pindolol, prazosin, cetanserina, S—nitroso‘-N—
acetilpenicilamina (SNAP) e sulpirida (Sigma, USA), DIPPA (2-(3,4-diclorofenil)-N-metil-
N-[1S-1-(-3-1sotiocianatofenil)-2-(-1-pirrolidinil) etil] acetamida) (Tocris, USA) e MK-801

(RBI, USA).
4.2. Animais e tratamentos

Foram utilizados camundongos Swiss, (n= 737) de ambos os sexos, pesando 30-40
g (60-80 dias de 1dade), mantidos com acesso livre a agua e comida, em ciclo claro escuro
de 12 horas (7:00-19:00) em temperatura de 22-27°C. Os animais foram fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Todas as observagdes foram
feitas entre 9:00 e 16:00 horas, sendo que cada animal foi usado somente uma vez. Todos
os procedimentos utilizados foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA).
Todas as drogas utilizadas (acido ascérbico, agmatina, ciproheptadina, fluoxetina, GMP,
imipramina, ioimbina, L-arginina, MK-801, metisergida, naloxona, naltrindol, PCPA,

prazosim, cetanserina, SNAP e sulpirida) foram diluidas em salina, com exceg¢do do
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pindolol que foi diluido em salina com 1% de tween 80 e do DIPPA que foi diluido em
salina com 10% de DMSO. As drogas foram administradas nos camundongos pela via
intraperitoneal (i.p.) em um volume de 10 mlkg de peso corporal. A agmatina fo1
administrada pela via i.p. 30 minutos antes do teste do nado forgado (TNF), do teste da
suspensio da cauda (TSC) ou do teste do campo aberto. Alternativamente, a agmatina fo1
administrada por via intracerebroventricular (i.c.v.) 15 minutos antes do TNF ou do teste do
campo aberto. A administragdo por via i.c.v. foi realizada com a inserg¢do da agulha injetora
conectada por uma cénula de polipropileno a microseringa Hamilton de 10 pl, em
camundongos levemente anestesiados com éter, diretamente no ventriculo lateral com a
fissura bregma como referéncia (1 mm lateral e Imm posterior ao bregma e 2,4 mm de
profundidade). Salina, agmatina ou SNAP, foram injetadas em um volume de 5 ul durante
30 s, e a canula permaneceu no local da inje¢do por mais 30 s, conforme descrito por Eckeli

et al. (2000).
4.3. Testes comportamentais
4.3.1. Teste do nadoe for¢cado (TNF)
O tempo de imobilidade dos camundongos foi avaliado durante um periodo de 6
minutos, em um cilindro plastico de 10 cm de didmetro e 24 cm de altura contendo 19 cm

de altura de 4gua a temperatura de 25°C * 1°C de acordo com o método descrito por

Porsolt et al. (1977).
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4.3.2. Teste da suspensio da cauda (TSC)

Os camundongos isolados acustica e visualmente, foram suspensos pelo menos 50
cm acima do chdo e suspensos com fita adesiva pela extremidade da cauda. O tempo de
imobilidade foi avaliado durante um periodo de 6 minutos de acordo com o método descrito

por Steru et al. (1985).

4.3.3. Campo aberto

A fim de excluir a possibilidade de que um eventual efeito antidepressivo, ou seja,
uma diminuig¢do do tempo de imobilidade no TNF e no TSC seja devido a um aumento na
atividade locomotora, os camundongos foram submetidos a uma sessdo no teste do campo
aberto, como descrito porv Rodrigues et al. (1996).

O teste foi realizado em caixa de madeira medindo 40x60x50 c¢m, com chio
dividido em 12 quadrados iguais. A parte frontal da caixa é de vidro, para facilitar o
trabalho do observador. O numero de quadrados cruzados com todas as patas por sessdo foi
o parimetro usado para avaliar a atividade locomotora. Cada sessdo teve a duragio de 6

minutos.
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4.4. Curva-dose-resposta da agmatina
4.4.1. TNF e TSC (i.p.)
A fim de investigar o efeito antidepressivo da agmatina no TNF e no TSC, os

animais receberam injegdes de salina (grupo controle) ou de agmatina (0,01-50 mg/kg, 1.p.).

Decorridos 30 minutos, os animais foram submetidos ao TNF ou TSC.

4.4.2. TNF (i.c.v.)

Com o objetivo de verificar se o efeito antidepressivo da agmatina € devido a um
mecanismo central, os animais receberam injegdes de salina (controle) ou de agmatina (1-

100 nmol/sitio, i.c.v.). Decorridos 15 minutos, os animais foram submetidos ao TNF.

4.5. Anilise do mecanismo de acio antidepressiva da agmatina através de estudos

farmacologicos in vivo

A fim de analisar os possiveis mecanismos de agdo pelos quais a agmatina possa

estar produzindo efeito antidepressivo, os seguintes sistemas foram analisados:
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4.5.1. Envoivimento do sistema glutamatérgico:

Para investigar o possivel efeito da guanosina 5'-monofosfato (GMP) na agdo
antidepressiva da agmatina, os animais foram pre-tratados com salina ou GMP (100 mg/kg.
1.p., nucleoudeo que antagoniza varias agdes induzidas por ativagdo do receptor NMDA,
dose que nio produziu efeito per se no TNF) (Eckeli et al., 2000). Decorridos 30 minutos,
os animais receberam inje¢do de agmatma (10 mg/kg, 1.p.) ou salina e foram testados 30
minutos depois no TNF.

Com o objetivo de investigar o efeito do acido ascorbico na agdo antidepressiva da
agmatina, os animais foram pré-tratados com acido ascorbico (100 mg/kg, 1.p., anttoxidante
que modula o sitio redox do receptor NMDA) ou salina. Decorridos 30 minutos, os animais
receberam inje¢io de agmatina (10 mg/kg, i.p.) ou salina e 30 minutos depois foram
testados no TNF.

Para verificar um possivel efeito aditivo entre a agmatina/MK-801,
agmatina/imipramina ou imipramina/MK-801 e reforgar a hipotese de a agdo da agmatma
ser devido ao bloqueio dos receptores NMDA, os animais foram tratados com salina,
agmatina (10 mg/kg, 1.p.) ou imipramina (15 mg/kg, ip., inibidor da recaptagdo de
serotonina e noradrenalina). Decorridos 15 minutos, os animais receberam inje¢do de
salina, ou MK-801 (0,01 mg/kg, i.p., antagonista nio competitivo do receptor NMDA),

conforme a tabela abaixo.
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Tratamento ~ Dose Tempo de administragao

(mg/kg, 1.p.) antes do teste
BTV T o s
Imipramina/salina 15/ - 30min/1 5min
Agmatina/salina 10 / - 30min/15min
Salina/MK-801 - /0,01 30min/15min
Agmatina/MK-801 10 / 0,01 30min/15min
ImipraminsMK-801 15 / 0,01 30min/1 5min
Agmatina/Imipramina 10 / 15 30min

4.5.2. Envolvimento da via L-arginina-éxido nitrico:

Com o objetivo de evidenciar o envolvimento da via L-arginina-6xido nitrico sobre na
atividade antidepressiva da agmatina, os animais foram pré-tratados com salina ou L-
arginina (750 mg/kg i.p., um precursor do 6xido nitrico, dose que nido produziu efeito per
se no TNF) (da Silva et al., 2000; Rodrigues et al., 2002). Depois de 30 minutos receberam
injecdo de agmatina (10 mg/kg, 1.p.) ou salina. Decorridos 30 minutos, do tratamento os
animais foram submetidos a0 TNF. Em um experimento independente, para certificar se a
ag:ﬁo’ da agmatina é devido a uma interagdo com a via L-arginina-oxido nitrico, os animais
foram pré-tratados com SNAP (25 pg/sitio, 1.c.v., doador de déxido nitrico) ou salina.
Decorridos 15 minutos, os animais receberam injecdo de agmatina (10 mg/kg, 1.p.) ou

salina e 30 minutos depois foram testados no TNF.
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4.5.3. Envolvimento do sistema adrenérgico:

A fim de investigar o envolvimento do sistema adrenérgico nd efeito antidepressivo
da agmatina, os animais foram pré-tratados com salina (grupo controle), prazosim (62,5
ug/kg, 1.p., antagonista oy-adrenérgico), ou ioimbina (1 mg/kg, 1.p., antagonista o,-
adrenérgico) e depois de 15 minutos receberam inje¢do de agmatina (10 mg/kg, 1.p.) ou

salina. Decorridos 30 minutos, os animais foram submetidos ao TNF.

4.5.4. Envolvimento do sistema serotonérgico:

A fim de investigar o envolvimento do sistema serotonérgico na agdo antidepresstva
da agmatina, os animais foram tratados com p-clorofenilalanina metil éster (PCPA)
conforme descrito previamente (Eckeli et al., 2000; Rodrigues et al., 2002). O tratamento
consiste em tratar os animais uma \}ez ao dia, durante 4 dias consecutivos com PCPA,
inibidor da sintese de serotoninz_a,, na dose de 100 mg/kg, i.p. Quinze minutos apds a ultima
injegdo de PCPA, a agmatina (10 mg/kg, 1.p.), ﬂﬁoxetina (32 mg/kg, 1.p., inibidor da
recaptagdo de serotonina, controle positivo) ou salina foram injetadas e o TNF foi realizado
apo6s 30 minutos.

Com o objetivo de investigar o envolvimento de receptores serotonérgicos no efeito
antidepressivo da agmatina, os animais foram pré-tratados com salina ou metisergida (5
mg/kg, 1.p., antagonista serotonérgico ndo seletivo) ou ciproheptadina (3 mg/kg, 1p,
antagonista 5-HT,) ou cetanserina (5 mg/kg, i.p., antagonista 5-HT24) e depois de 30

minutos receberam inje¢io de agmatina (10 mg/kg, i.p.) ou salina. Apos 30 minutos os
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animais foram submetidos ao TNF. Alternativamente, para investigar se o pindolol potencia
o efeito antidepressivo da agmatina, os animais foram pré-tratados com salina ou pindolol
em dose sub-ativa (32 mg/kg, 1.p., bloqueador beta adrenérgico com atividade antagonista
5-HT;4/5-HT:5) (Redrobe et al., 1996) e apos 15 minutos receberam inje¢io de salina ou
doses subativas de agmatina (0,001 mg/kg, i.p.) ou fluoxetina (12 mg/kg, 1.p.). Decorridos

30 minutos os animais foram submetidos ao TNF.

4.5.5. Envolvimento do sistema dopaminérgico:

Com o objetivo de inyestigar o envolvimento do sistema dopaminérgico no efeito
antidepressivo da agmatina, os animais foram pré-tratados com salina ou sulpinda (50
mg/kg, 1.p., um antagonista seletivo de receptores dopaminérgicos-D:) e depois de 30
minutos receberam injec¢do de agmat@na (10 mg/kg, 1.p.) ou salina. Decorridos 30 minutos,

os animais foram submetidos ao TNF.

4.5.6. Envolvimento do sistema opioide:

Com o objetivo de evidenciar 0 envolvimento do sistema opidide na atividade
antidepressiva da agmatina, os animais foram pré-tratados com salina ou naloxona (1
mg/kg, i.p., antagonista ndo seletivo de receptores opidides). Depois de 15 minutos
receberam injegio de agmatina (10 mg/kg, 1.p.) ou salina. Decorridos 30 minutos, os
animais foram submetidos ao TNF.

A fim de investigar a participagdo de sub-tipos de receptores opioides no efeito

antidepressivo da agmatina, os animais foram pré-tratados com salina, naltrindol (3mg/kg
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1.p., antagonista de receptores 8-opioides). Apos 30 minutos, receberam inje¢do de
agmatina (10 mg/kg, 1.p.) ou salina. Decorridos 30 minutos, os animais foram submetidos
ao TNF. Alternativamente, os animais foram pre-tratados com DIPPA (1 mg/kg, i.p.,
antagonista de receptores k-opidides) (Kuzmin et al, 2000) e apds 48 horas, receberam
injeg¢do de agmatina (10 mg/kg, 1.p.) ou salina. Decorridos 30 minutos, foram submetidos

ao TNF.
4.6. Analise estatistica

Os resultados foram avaliados através de analise de varidncia (ANOVA) de uma ou
duas vias, conforme o protocolo experimental, seguido do teste post-hoc de Duncan,

quando apropriado.-As diferengas entre os grupos foram consideradas significativas para

p<0,05.
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S. RESULTADOS
S.1. Efeito antidepressivo da agmatina

5.1.1. Efeito da administracgio sistémica e central de agmatina no teste do nado for¢ado

(TNF) e no teste da suspensio da cauda (TSC)

A administragdo 1.p. de agmatina produziu efeito antidepressivo tanto no.TNF quanto no
TSC em camundongos nas doses de 0,01-50 mg/kg (Figura 3a e 3b, respectivamente). O efeito da
agmatina em ambos os testes foi semelhante ao efeito produzido pelo antidepressivo tricliclico
imipramina na dose de 15 mg/kg, i.p. A agmatina ndo causou altera¢do significativa na
locomogdo no campo aberto nas doses de 0,01 a 50 mg/kg, i.p., quando comparada ao grupo

controle (dados ndo mostrados).
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Figura 3. Efeito do tratamento com agmatina (0,01-50 mg/kg, i.p.) no teste do nado forgado (a) e
no teste da suspensdo da cauda (b) em camundongos. A agmatina foi administrada 30 min antes
dos testes. Os resultados estio expressos como média + e.p.m. (n = 8-14). *p < 0,05 e ** p <0,01

comparado com o grupo controle (C; salina).
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A fim de venficar o efeito da administragdo central de agmatina sobre o tempo de
imobilidade no TNF, os camundongos receberam inje¢des de agmatina nas doses de 0,1, 1,10 e
100 nmol/sitio. A figura 4 mostra que a agmatina também produziu efeito antidepressivo quando
administrada por via 1.c.v.,, sendo seu efeito significativo nas doses de 1-100 nmol/sitio. A
agmatina administrada 1.c.v. (1 a 100 nmol/sitio) ndo causou efeito significativo nva atividade
locomotora dos animais no campo aberto, quando comparada ao grupo controle (dados ndo

mostrados).
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Figura 4. Efeito do tratamento com agmatina (0,1-100 nmol/sitio, 1.c.v.) no teste do nado forgado
em camundongos. Agmatina foi administrada 15 min antes do teste. Os resultados estdo
expressos como meédia + e.p.m. (n = 8-9). **p < 0,01 comparado com o grupo controle (C;

salina).
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5.2. Estudo do mecanismo de acido antidepressiva da agmatina

5.2.1. Envolvimento do sistema glutamatérgico:

Com o objetivo de investigar o envolvimento do sistema glutamatérgico no efeito
antidepressivo da agmatina no TNF, os camundongos foram pré-tratados com GMP ou com acido
ascorbico. O pré-tratamento dos animais com GMP ou com acido ascorbico, reverteu o efeito

antidepressivo da agmatina no TNF (Figuras 5a e 5b , respectivamente).
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Figura 5. Efeito do pré-tratamento dos animais com GMP (100mg/kg, i.p.) (a) ou com acido
ascorbico (AA, 100 mg/kg, i.p.) (b) sobre a redugido do tempo de imobilidade causada pela
agmatina (10 mg/kg, 1.p.) no TNF. Os camundongos foram pré-tratados com GMP ou com AA
30 minutos antes da administra¢io de agmatina. O TNF foi realizado 30 minutos apos o
tratamento com agmatina. Os resultados estio expressos como média +e.p.m. (n = 6-8). **p <
0,01 quando comparado com grupo controle (salina), # p < 0,01 quando comparado com o grupo

tratado com agmatina na auséncia de GMP ou de AA.

A fim de verificar se o efeito da agmatina é devido ao bloqueio do receptor NMDA, a
agmatina, o MK-801 e a imipramina foram administrados sozinhos ou em combina¢do no TNF.

A imipramina, um antidepressivo triciclico, e 0 antagonista ndo.competitivo do receptor NMDA,
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MK-801, diminuiram significativamente o tempo de imobilidade no TNF, assim como a
agmatina. O tempo de imobilidade dos camundongos tratados com MK-801 + agmatina néo foi
signiﬁcativamente diferente do tempo de imobilidade dos camundongos tratados apenas com
MK-801 ou com agmatina. Por outro lado, o tratamento combinado de agmatina com
imipramina, bem como do MK-801 com imipramina, induziu um eferto maior no TNF do que a

administragdo de cada droga sozinha (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito da agmatina, MK-801 e imipramina sozinhas ou em combinagdo no tempo de

imobilidade do TNF.
e = empodenno’mhdade _____
(mg/kg, i.p.) (s / 6 min)
P T -/-2408135 .....................
Imipramina/salina 15/ - 1423 + 8 2%
Agmatina/salina 10/ - 159,1 + 8,7*%*
Salina/MK-801 - /0,01 169,7 + 8,1%*
Agmatina/MK-801 10 / 0,01 174,0 + 8,2+ *
Imipramina/MK-801 15/ 0,01 113,54 7,7#%"
Agmatina/Imipramina 10 / 15 104,4 +7,5%%°

Agmatina e imipramina foram administradas 30 min antes do teste. O MK-801 foi injetado 15
min antes do teste. Os valores estio expressos como média + e.p.m. (n = 7-9). ** p<0,01 em
relagdo ao controle tratado com salina, * p<0,01 comparado com os grupos imipramina/salina,
imipramina/MK-801 e agmatina/imipramina, ®p<0,01 comparado com o grupo salina/MK-801 e
p<0,05 comparado com o grupo imipramina/salina, ° p<0,01 comparado com o grupo
imipramina/salina e agmatina/salina. '
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5.2.2. Envolvimento da via L-arginina-6xido nitrico:

O pré-tratamento dos animais com L-arginina (precursora de 6xido nitrico) reverteu o
efeito antidepressivo da agmatina no TNF (Figura 6a). Em um experimento independente, para
fomecer evidéncias adicionais de que a a¢do antidepressiva da agmatina no TNF pode ser devido
a uma interagdo com a via L-arginina-6xido nitrico, os animais foram pré-tratados com SNAP
para verificar a possivel reversio do efeito da agmatina no TNF. O pré-tratamento dos animais

com SNAP reverteu o efeito antidepressivo da agmatina no TNF (Figura 6b).
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Figura 6. Eferto do pré-tratamento dos animais com L-arginina (750 mg/kg, 1.p.) (a) ou com
SNAP (25 pg/sitio, 1.c.v.) (b) sobre a redugio do tempo de imobilidade causada pela agmatina
(10 mg/kg, 1.p.) no TNF. Os camundongos foram pré-tratados com L-arginina ou com SNAP 30
minutos ou 15 minutos, antes da administragio de agmatina, respectivamente. O TNF fo1
realizado 30 minutos apds o tratamento com agmatina. Os resultados estdo expressos como média
+e.p.m. (n=6-8). **p <0,01 quando comparado com grupo controle (salina), # p < 0,01 quando

comparado com o grupo tratado com agmatina na auséncia da L-arginina ou de SNAP.
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5.2.3. Envolvimento do sistema adrenérgico:

Com o objetivo de investigar o envolvimento do sistema adrenérgico no efeito
antidepressivo da agmatina no TNF, os camundongos foram pré-tratados com prazosim ou com
ioimbina. O pré-tratamento dos animais com prazosim nio reverteu a diminuig¢do do tempo de
imobilidade causada pela agmatina no TNF (Figura 7a). Por outro lado, o pré-tratamento com

ioimbina reverteu o efeito antidepressivo da agmatina no TNF (Figuras 7b)
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Figura 7. Efeito do pré-tratamento dos animais com prazosim (62,5 ug/kg, 1.p.) (a) ou com
ioimbina (1 mg/kg, 1.p.) (b) sobre a redugdo do tempo de imobilidade causada pela agmatina (10
mg/kg, 1.p.) no TNF. Os camundongos foram pré-tratados com prazosim ou ioimbina 15 minutos
antes da administragdo de agmatina. O TNF foi realizado 30 minutos apds o tratamento com
agmatina. Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. (n = 8). **p < 0,01 quando
comparado com grupo controle (salina), # p < 0,01 quando comparado com o grupo tratado com

agmatina na auséncia de 10imbina.
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5.2.4. Envolvimento do sistema serotonérgico:

Com a finalidade de estudar o envolvimento do sistema serotonérgico no efeito
antidepressivo da agmatina, os camundongos foram pré-tratados com p-clorofenilalanina metil
éster (PCPA). O pré-tratamento dos animais com PCPA reverteu o efeito antidepressivo da
agmatina no TNF. Os animais também foram tratados com fluoxetina (controle positivo). O pré-
tratamento dos camundongos com PCPA reverteu o efeito antidepressivo da fluoxetina (Figura

8).
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Figura 8. Efeito do pré-tratamento dos animais com PCPA (100 mg/kg, i.p.) sobre a redugéo do
tempo de imobilidade causada pela agmatina (10 mg/kg, 1.p.) no TNF. Os camundongos foram
pré-tratados com PCPA durante 4 dias consecutivos. Quinze minutos apos a ultima injegéo de
PCPA a agmatina ou fluoxetina (32 mg/kg, 1.p.) foram injetadas. O TNF fo1 realizado apos 15
minutos. Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. (n = 8-10). **p < 0,01 quando
comparado com grupo controle (salina), # p < 0,01 quando comparado com o grupo tratado com

agmatina ou fluoxetina na auséncia do PCPA.

35



A fim de evidenciar o envolvimento de sub-tipos de receptores serotonérgicos no efeito
antidepressivo da agmatina, os animais foram pré-tratados com saliﬁa, metisergida,
ciproheptadina ou cetanserina para verificar a possivel reversdo do efeito da agmatina no TNF. O
pré-tratamento dos animéis com metisergida, ciproheptadina ou cetanserina, reverteu o efeito

antidepressivo da agmatina no TNF (Figuras 9a, 9b e 9c, respectivamente).
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Figura 9. Efeito do pré-tratamento dos animais com metisergida (5 mg/kg, 1.p.) (a), com
ciproheptadina (3 mg/kg, i.p.) (b) ou com cetanserina (5 mg/kg, 1.p.) (c) sobre a redugdo do
tempo de imobilidade causada pela agmatina (10 mg/kg, i.p.) no TNF. Os camundongos foram
pré-tratados com metisergida, ciproheptadina ou cetanserina 30 minutos antes da administragdo
de agmatina. O TNF foi realizado 30 minutos apds o tratamento com agmatina. Os resultados
estdo expressos como média + e.p.m. (n=6). **p < 0,01 quando comparado com grupo controle
(salina), # p < 0,01 quando comparado com o grupo tratado com agmatina na auséncia do

antagonista.
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Em um outro experimento, os animais foram pré-tratados com pindolol. O pré-tratamento
dos animais com pindolol potencializou o efeito antidepressivo da agmatina e da fluoxetina

(controle positivo) no TNF (Figura 10).
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Figura 10. Efeito do pré-tratamento dos animais com pindolol (32 mg/kg, 1.p.) sobre a redugdo do
tempo de imobilidade causada pela agmatina (0,001 mg/kg, i.p.) no TNF. Os camundongos foram
pré-tratados com pindolol 15 minutos antes da administragdo de agmatina ou da fluoxetina (12
mg/kg, i.p.). O TNF foi realizado 30 minutos apds o tratamento com agmatina ou fluoxetina. Os
resultados estio expressos como média + e.p.m. (n = 6). **p < 0,01 quando comparado com
grupo controle (salina), # p < 0,01 quando comparado com o grupo tratado com agmatina ou

fluoxetina na auséncia do antagonista.
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5.2.5. Envolvimento do sistema dopaminérgico:

Com o objetivo de evidenciar o envolvimento do sistema dopaminérgico no efeito
antidepressivo da agmatina no TNF, os camundongos foram pré-tratados com sulpirida. O pré-
tratamento dos animais com sulpirida ndo reverteu a diminuigio do tempo de imobilidade

causada pela agmatina no TNF (Figura 11).
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Figura 11. Efeito do pré-tratamento dos animais com sulpirida (50 mg/kg, i.p.) sobre a reducio
do tempo de 1mobilidade causada pela agmatina (10 mg/kg, i.p.) no TNF. Os camundongos foram
pré-tratados com sulpirida 30 minutos antes da administragdo de agmatina. O TNF foi realizado
30 minutos apds o tratamento com agmatina. Os resultados estdo expressos como média + e.p.m.

(n=8). **p < 0,01 quando comparado com grupo controle (salina).
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5.2.6. Envolvimento do sistema opioide:

A fim de venficar o envolvimento do sistema opidide no efeito antidepressivo da
agmatina no TNF, os camundongos foram pré-tratados com naloxona. O pré-tratamento dos
animais com naloxona reverteu o efeito antidepressivo da agmatina no TNF (Figura 12a). Com o
objetivo de investigar a participagdo de sub-tipos de receptores opiodides no efeito antidepressivo
da agmatina, os animais foram pré-tratados com naltrindol ou com DIPPA. O pré-tratamento dos
animais com naltrindol, mas nio com DIPPA, reverteu o efeito antidepressivo da agmatina no

TNF (Figufas 12b e 12c, respectivamente).
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Figura 12. Efeito do pré-tratamento dos animais com naloxona (1 mg/kg, 1.p.) (a), com naltrindol
(3 mg/kg, 1.p.) (b) ou com DIPPA (1 mg/kg, i.p.) (c) sobre a redugdo do tempo de imobilidade
causada pela agmatina (10 mg/kg, 1.p.) no TNF. Os camundorigos foram pré-tratados com
naloxona, naltrindol ou DIPPA 15 minutos, 30 minutos ou 48h, antes da administragio de
agmatina, respectivamente. O TNF foi realizado 30 minutos apds o tratamento com agmatina. Os
resultados estdo expressos como média + e.p.m. (n=7-11). **p < 0,01 quando comparado com o
grupo controle (salina), # p < 0,01 quando comparado com o grupo tratado com agmatina na

auséncia do antagonista.
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6. DISCUSSAO

Os resultados apresentados mostram pela primeira vez que a agmatina administrada
sistemicamente (por via 1.p.) ou centralmente (por via i.c.v.), € efetiva em produzir um
efeito antidepressivo, quando avaliada no TNF, um modelo animal de depressio em
camundongos. A ac3o antidepressiva da agmatina administrada 1.p. foi confirmada no TSC.

Tanto o TNF como o TSC, s3o aceitos como modelos de depressio amplamente

- _
usados para a triagem de novas drogas antidepressivas. Estes testes sdo sensivéis e
relativamente especificos para a maioria das drogas antidepressivas incluindo triciclicos,
inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina, inibidores da monoamino oxidase e
atipicos {Porsolt et al, 1977; Steru et al., 1985). No TNF, os camundongos s3o for¢cados a
nadar em um espago restrito, do qual ndo tém como escapar, e depois de um periodo inicial
de agitagdo, cessa a tentativa de escape e tornam-se imoéveis. De forma semelhante, no
TSC, os cémundongos suspensos pela cauda inicialmente executam movimentos vigorosos
para eséapar, seguido por imobilidade. A imobilidade dos camundongos épés este periodo de
estresse tem sido consideradé como resultado de um estado de desespero ou falha para a
adaptacdo ao estresse. Esta condi¢io parece ser semelhante a depressdo humana (Steru et al,,
1985; Willner, 1991). Os antidepressivos diminuem o tempo de imobilidade dos
camundongos em ambos os testes (Porsolt et al., 1977; Steru et al., 1985). Foram relatadas
diferencgas de sensibilidade entre os dois testes em relagdo ao efeito de redugdo do tempo de
imobilidade de alguns antidepressivos (Vaugeois et al., 1997). O TSC parece ser menos
estressante que o TNF e possui maior sensibilidade farmacologica (Thierry etal., 1986). No
presente estudo o TSC foi mais sensivel para avaliar os efeitos antidepressivos da agmatina.

No entanto, o TNF apresenta resultados mais reprodutiveis e por ser o modelo animal de
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depressdo mais usado na literatura (Cryan et al., 2002), foi escolhido para o estudo do
mecanismo de agdo da agmatina, utilizando antagonistas farmacolégicos.

E importante notar que o efeito antidepressivo da agmatina foi também demonstrado
depois da administra¢do por via i.c.v., similar ao produzido pela sua administragdo
sistémica. Este fato sugere que a agmatina exerce sua a¢gdo antidepressiva por mecanismos
centrais € n3o por mecanismos periféricos.

O efeito antidepressivo da agmatina ndo esta associado a nenhum efeito motor, pois
as doses nas quais a agmatina causou uma marcada agdo antidepressiva, ndo afetaram
significativamente a locomogdo no teste do campo aberto. Isto indica que um efeito
psicoestimulante ndo é responsavel pela diminuigio da imobilidade da agmatina no TNF e
no TSC, indicando que o seu efeito antidepressivo € especifico. Este achado € de potencial
relevincia fisioldgica, visto que a agmatina pode ser um importante modulador da
depressdo. O papel da agmatina como modulador da depressio tem sido sugerido em
estudos clinicos. Foi recentemente demonstrado que a concentragdo de agmatina no plasma
estava significativamente elevada em pacientes com depressdo, comparados com -0s
individuos saudaveis (Halaris et‘al., 1999). Atualfnente, apesar do fato de a agmatina ser
reconhecida como um neurotransmissor/neuromodulador no SNC, suas fungdes fisiologicas
no SNC nio estdo bem estabelecidas (Reis e Regunathan, 1999). A agmatina tem sido
proposta como um agonista enddgeno de receptores imidazolicos (Reis e Regunathan,
1999; Raasch et al., 2001). Contudo, alguns de seus efeitos no SNC, parecem ser mediados
através do bloqueio do receptor NMDA e/ou inibigio da NOS (Reis e Regunathan, 1999;
Raasch et al., 2001).

Portanto, considerando que a agmatina bloqueta o receptor NMDA e inibe todas as

isoformas da NOS e considerando a participagdo do receptor NMDA (Skolnick, 1999) e da
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via L-arginina 6x1do nitrico na modulagio da depressdo (Harkin et al., 1999; da Silva et al.,
2000; Yildiz et al, 2000), foi testada a hipotese de estes alvos moleculares serem
importantes para o papel modulatério da agmatina na depresséo.

O envolvimento do receptor NMDA na diminuigdo do tempo de imobilidade
causada pela agmatina pode ser inferido pela demonstragdo de que o pré-tratamento dos
camundongos com GMP, em uma dose que ndo produziu efeito no TNF (Eckel: et al,,
2000), bloqueou completamente o efeito antidepressivo da agmatina no TNF. O GMP € um
nucleotideo da guanina enddgeno, presente em altas concentragdes no SNC (Regner etv al,,
1997), que antagoniza algumas agdes do GLU e seus agonistas (Malcon et al., 1997;
Regner et al., 1998; Schmidt et al., 2000). Eckeli et al. (2000), recentemente demonstraram
que o tratamento agudo com GMP, dependendo da sua dose, produz efeitos antidepressivos
no TNF e TSC, provavelmente através da inibigio do receptor NMDA. Deste modo, é
possivel que o pré-tratamento com este nucleotideo tenha diminuido a ativagio do receptor
NMDA como previamente sugerido (Eckeli et al., 2000) e, desta forma, tenha prevenido a
ligagdo da agmatina ao receptor NMDA. Tem sido demonstrado que a agmatina e drogas
imidazodlicas exercem efeito modulatério in vitro sobre o receptor NMDA, como
evideﬁciado pela sua capacidade de inibir a unido especifica (“binding”) do MK-801 no
cortex cerebral e por ser neuroprotetora em relagdo a morte celular induzida por NMDA
(Olmos et al., 1999). A agmatina aplicada extracelularmente em cultura de neurdnios
hipocampais produziu um bloqueio do receptor NMDA dependente de voltagem e
concentragio, mas nio afetou os receptores AMPA e cainato, por interagir com o sitio
localizado dentro do poro do canal NMDA (Yang e Reis, 1999).

Nossos resultados mostram que o pré-tratamento dos animais com acido ascdrbico

(AA), em uma dose que ndo produziu efeito no TNF, reverteu o efeito antidepressivo da
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agmatina. Estudos sugerem que o receptor NMDA contém centros regulatorios sensiveis ao
estado redox. O fendmeno redox modula a atividade do receptor NMDA (Choi e Lipton,
2000). Alguns redutores, tais como o AA e a hidroquinona, inibem a fun¢io dos receptores
NMDA, enquanto que o{1tros como o mercaptoetanol e penicilamina potenciam a fun¢io
deste receptor (Majewska et al.,, 1990). Além disso, o AA em concentragdes fisiologicas
antagoniza as fungdes do receptor NMDA e € possivel que o AA possa funcionar como um
agente neuroprotetor (Majewska et al., 1990). Deste modo, o AA poderia estar inibindo a
fungdo do receptor NMDA e, desta forma, impedindo que a agmatina ligue-se ao receptor.
Como foi anteriormente demonstrado por Yang e Reis (1999) a agmatina bloqueia o
receptor NMDA ligando-se dentro do poro do canal: Nossos dados em conjunto sugerem
que a agmatina possa produzir sua agdo antidepressiva por bloquear o receptor NMDA,
visto que o pré-tratamento com AA, assim como com GMP, ja mencionado anteriormente,
bloqueou sua agio. O AA protege neurdnios corticais em culturas dos efeitos toxicos do
GLU por atuar no receptor NMDA (Majewska et al.,1990). Este efeito neuroprotetor
também fo1 demonstrado pela agmatina (Olmos et al., 1999).

Nossos dados mostram que n3o houve efeito sinérgico ou aditivo no tempo de
imobilidade dos camundongos tratados com o antagonista do receptor NMDA, o MK-801,
depois da administragdo de agmatina. Estes resultados reforgam a idéia que a agmatina pode
exercer seu efeito antidepressivo por bloquear a ativagdo do receptor NMDA, deste modo
prevenindo a ligagio do MK-801 ‘ao receptor NMDA. E bem conhecido que o MK-801
preferencialmente liga ao receptor NMDA ativado (Javitt e Zukin, 1989), interagindo com o
sitio localizado dentro do poro do canal do NMDA, de forma semelhante ao demonstrado para
a agmatina (Yang e Reis, 1999). Nossos dados também mostram um efeito aditivo da

agmatina com a imipramina, assim como do MK-801 com a imipramina, na redugio do tempo
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de imobilidade no TNF, de forma similar aos resultados previamente demonstrados com o
tratamento de GMP com imipramina ¢ do MK-801 com a imipramina (Eckeli et al., 2000).
Dados da literatura também mostram um efeito antidepressivo aditivo do tratamento
combinado do MK-801 com a imipramina (Maj et al., 1992). Deste modo, o efeito aditivo da
agmatina com a imipramina ¢ do MK-801 com a imipramina pode ser devido a um
mecanismo de acdo diferente dessas drogas. Portanto, a agmatina parece exercer seu efeito
antidepressivo no TNF por um mecanismo similar ao MK-801 e GMP. Este mecanismo pode
ser primariamente dependente da inibi¢gio do receptor NMDA. A agmatina, o MK-801 e o
GMP compartilham a mesma propriedade de atuar como agentes neuroprotetores sob
condigbes excitotoxicas (Olmos et al., 1999; Eckeli et al., 2000). Considerando que a
depressdo maior foi recentemente associada a0 comprometimento na sinalizagio de vias
que regulam a neuroplasticidade e a sobrevivéncia celular (Manji et al., 2001), o papel
neuroprotetor desses agentes pode ter um significado fisiologico para a modulagio da
depressio.

O envolvimento da via L-arginina-6xido nitrico na modulagdo da depressdo tem
sido estudadq. Estudos tém demonstrado que inibidores da NOS, dependendo de sua dose,
produzem efeito antidepressivo em modelos animais de depressdo (Yildiz et al., 2000; da
Silva et al., 2000). Nossos resultados mostram que o pré-tratamento dos camundongos com
o substrato da NOS, L-arginina, em dose que ndo produziu efeito no TNF, bloqueou a
reducdo da imobilidade causada pela agmatina, sugerindo que, a0 menos em parte, o efeito
antidepressivo da agmatina, pode ser devido a inibi¢do da NOS. Evidéncias experimentais
demonstram que o NO estid envolvido com fungbes neuronais fisiologicas, tais como,
plasticidade sinaptica, incluindo aprendizagem e memoria in vivo, bem como uma

variedade de desordens neurologicas na qual uma produgdo excessiva de NO induz dano
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neuronal (Yun et al, 1997). No cérebro o NO é produzido principalmente em estruturas
pos-sinapticas em resposta a ativagio do receptor NMDA (Denninger e Marletta, 1999). A
ativagdo da NOS € conseqiiéncia da estimulagdo do receptor NMDA e estd ligada ao
influxo de calcio através deste receptor (Yun et al, 1997). A agmatina pode entrar no
neurdnio pos-sinaptico via receptor nicotinico e possivelmente através do canal do receptor
NMDA para competitivamente inibir a NOS (Reis e Regunathan, 1999, 2600).

Em um outro experimento, o pré-tratamento dos animais com um doador de 6xido
nitrico, 0 SNAP, em dose que ndo produziu efeito no TNF, bloqueou a redugdo da
imobilidade causada pela agmatina. Este resultado reforga a idéia que a agmatina pode
exercer seu efeito antidepressivo por inibir a formagdo de NO, visto que o SNAP doa 6xido
nitrico diretamente sem envolver a enzima NOS. Como foi anteriormente citado, estudos
tém demonstrado o papel do 6xido nitrico na modulagio da depressdo (Harkin et al,
1999;Yildiz et al., 2000; da Silva et al., 2000).

Virios estudos tém demonstrado alteragbes na transmissdo noradrenérgica na
depressido (Ressler e Nemeroff, 1999; Wong e Licinio, 2001). Portanto, a noradrenalina tem
um papel importante na fisiopatologia da depressdo e no mecanismo de agdo de drogas
antidepressivas (Ressler e Nemeroff, 1999).

A auséncia de efeito do prazosim (antagonista de a;-adrenoceptores) em bloquear o
efeito antidepressivo da agmatina no TNF esta de acordo com o fato que a agmatina tem
baixa afinidade para oy-adrenoceptores (Li et al., 1994). Este resultado sugere

provavelmente que sua agdo antidepressiva ndo seria mediada por receptores o-

adrenérgicos.
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Em outro experimento, nossos resultados mostram que o efeito antidepressivo da
agmatina envolve, pelo menos em parte, uma interagdo com o-adrenoceptores, uma vez
que a 10imbina (antagonista de az-adrenoceptores) na dose que ndo produziu efeito no TNF,
significativamente bloqueou o efeito antidepressivo da agmatina. De fato, tem sido
mostrado que a agmatina se liga a ocz-adrenoceptqres (Raasch et al., 2001). Um recente
estudo demonstrou que a capacidade da agmatina de potencializar o efeito analgésico
induzido pela morfina, foi também bloqueada pela ioimbina (Yesilyurt e Uzbay, 2001),
indicando que, neste caso, a agmatina atua por um mecanismo mediado por op-
adrenoceptores. Além disso, um recente estudo demonstrou que a ioimbina bloqueou o
efeito analgésico da agmatina na segunda fase do teste de formalina em camundongos
(Onal e Soykan, 2001). Em concordincia com nossos achados, foi receﬁtemente
demonstrado que a clonidina, que assim como a agmatina € um agonista adrenérgico cém alta
afinidade para dz-adrenéceptores e receptores imidazolicos, reduziu o tempo de imobilidade
no TNF, por um efeito mediado por oz-adrenoceptores (O 'Neill et al., 2001).

O envolvimento do sistema serotonérgico na redugdo do tempo de imobilidade
causada pela agmatina foi investigado através de varios experimentos com antagonistas
serotonérgicos € com o inibidor da sintese de serotonina, PCPA. Nossos resultados
mostraram que o efeito antidepressivo da agmatina foi completamente bloqueado pelo pré-
tratamento com PCPA em dose que inibe a sintese de serotonina (Pini et al., 1996),
sugerindo que o efeito da agmatina no TNF seja mediado, a0 menos em parte, pela
modulagido do sistema serotonérgico. A relagio entre o sistema serotonérgico e a depressao
tem sido amplamente estudada. A patogénese da depressdo esta relacionada com o sisfema

monoaminérgico, particularmente com os mecanismos noradrenérgicos e serotonérgicos, e
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portanto, drogas que afetam a neurotransmiss3o serotonérgica sdo efetivas no tratamento da
depressdo (Dunan et al., 1997). Além disso, varios estudos tém demonstrado um papel
importante dos receptores NMDA na modulagio das fungdes serotonérgicas. Antagonistas
do receptore NMDA, podem liberar serotonina e estimular sua renovagio em varias regides
do cérebro (Loscher e Honack, 1992). Foi demonstrado que o PCPA atua pré-
sinapticamente (Luscombe et al., 1993). Eckeli et al. (2000) demonstraram que o pré-
tratamento dos camundongos com PCPA bloqueou o efeito antidepressivo do GMP e do
MK-801 no TNF. Neste mesmo estudo, o PCPA bloqueou o efeito da fluoxetina, a qual
atua pré-sinapticamente (Redrobe et al., 1996). Além disso, alguns efeitos comportamentais
do MK-801 sdo revertidos por antagonistas dos receptores SHT4 (Loscher e Honack,
1992; Boast et al., 1999). Um recente estudo demonstrou que antagonistas dos receptores
NMDA, incluindo 0 MK-801, aumentaram a resposta de “head-twitch”, um comportamento
mediado por receptores SHT,, em camundongos (Kim et al., 1998). Deste modo, muitos
estudos tém mostrado a interagdo entre o glutamato e a serotonina, a qual pode ser
importante para o controle de muitas atividades neurais.

A reversdo do efeito antidepressivo da agmatina pelo pré-tratamento com
metisergida, antagonista ndo seletivo de receptores serotonérgicos, reforga o envolvimento
do sistema serotonérgico na sua acio. O efeito antidepressivo da agmatina também foi
abolido em camundongos pré-tratados com ciproheptadina (antagonista 5-HT, nio seletivo)
ou com cetanserina (antagonista 5-HT.,). Estes resultados sugerem que, provavelmente,
seu efeito antidepressivo possa ser mediado pela ativagio de receptores 5-HTza. Os
receptores 5-HT, pos-sinapticos modulam o comportamento motor, fun¢des sensoriais,
cogni¢io, emogdo, ingestio alimentar ¢ sono (Staley et al., 1998). O envolvimento dos

receptores 5-HT, na a¢do de varios antidepressivos tem sido demonstrado (Redrobe e
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Bourin, 1997). Yamada e Sugimoto (2001), demonstraram que o efeito antidepressivo da
imipramina foi aumentado por antagonistas de receptores S-HT,. Tem sido demonstrado
que a clonidina potencializou o efeito de varias classes diferentes de antidepressivos
(antidepressivos triciclicos, inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (ISRS) e
antidepressivos atipicos) em camundongos no TNF (Bourin et al., 1996), sendo este eferto
atribuido a uma ag¢do nos receptores serotonérgicos 5-HT, (Bourin et al., 1996).

O efeito antidepressivo da agmatina, administrada em dose sub-ativa, foi .
potencializado pelo pré-tratamento dos camundongos com uma dose sub-ativa de pindolol,
um antagonista de receptores serotonérgicos 5-HT 118, no TNF. Nossos resultados sugerem
que, provavelmente, o efeito antidepressivo da agmatina possa ser mediado por sua
interagio com os receptores 5-HT)a. Eles estio intimamente envolvidos no mecanismo de
a¢do de drogas antidepressivas (Artigas et al, 2001). Os receptofes 5-HT1a e 5-HT8
podem existir pré-sinapticamente (autoreceptores controlando a liberagdo de serotonina) e
pos-sinapticamente (acoplados a adenilato ciclase). A estimulagdo de autoreceptores 5-
HT, s diminui o disparo de neurdnios serotonérgicos (O'Connore Kruk, '1992). O bloqueio
de autoreceptores 5-HT:14 aumenta a fungdo serotonérgica pré-sinaptica (Artigas et al.,
1996). De fato, um estudo demonstrou que o bloqueio dos receptores S-HTjang pelo
pindolol potencializou o efeito dos ISRS, como a fluoxetina, em camundongos no TNF.
Este estudo sugere que o efeito antidepressivo de ISRS no TNF € mediado por receptores 5-
HT,a pré-sinapticos (Redrobe et al., 1996). Pruus et al. (2002) também demonstraram que
os receptores 5-HT;, medeiam os efeitos de ISRS, como o citalopram, no TNF, Estudos
clinicos também mostraram que o pindolol, o qual ocupa preferencialmente os receptores 5-
HT) 4 pré-sinapticos, acelera ou, em alguns casos aumenta os efeitos dos ISRS (Artigas et

al., 2001). Além disso, foi recentemente demonstrado que o efeito antidepressivo da
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clonidina pode ser mediado por receptores 5-HT;, bem como por receptores 5S-HT ¢ € ar-
adrenoceptores (Redrobe e Bourin, 1998). Hascoet et al. (1994) mostraram que compostos
com alta afinidade por receptores 5-HT;a, como o 8-OH-DPAT (agonista de receptores 3-
HT;s), diminuiram a imobilidade no TNF. Além disto, o tratamento dos animais com
PCPA, a qual atua pré-sinapticamente, ndo tem efeito na redugdo da imobilidade induzida
pelo 8-OH-DPAT, indicando que os receptores 5-HT1a que medeiam a diminuigdo da
imobilidade, estio localizados pos-sinapticamente (Luscombe et al., 1993). Por outro lado,
no presente estudo, o efeito antidepressivo da agmatina foi revertido por PCPA e
potencializado pelo pindolol, provavelmente por envolver receptores S5-HTi1a pré-
sinapticos. Duas possibilidades de mecanismo de agdo da agmatina poderiam ser propostas
para explicar este resultado. 1) A agmatina poderia atuar como 1nibidora da recaptagio de
serotonina, de forma semelhante & fluoxetina, e por “feed-back” negativo causar a ativagdo
dos autoreceptores 5-HT; pré-sinapticos, o que levaria a uma diminuigéo da liberagio de
serotonina. Neste caso, o pindolol, antagonista 5-HT4 pré-sinaptico, evitana este “feed-
back” negativo, conforme proposto para explicar a potencializagdo do efeito antidepressivo
da fluoxetina pelo pindolol (Artigas et al., 2001). Esta hipotese, no entanto, necessita de
confirmagdo futura com experimentos de recaptagdo de serotonina. 2) A agmatina poderia
atuar como antagonista de receptores 5-HT4 pré-sinapticos, o que levaria a um aumento de
liberagdo de serotonina. Estes mecanismos também poderiam explicar a reversdo do efeito
antidepressivo da agmatina obtido com os antagonistas de receptores 5-HTo.

Estudos tém postulado que a fungdo dopaminérgica reduzida estd implicada na
fisiopatologia da depressdo (Rampello et al., 2000; D"Aquila et al, 2000). O tratamento

com antidepressivos aumenta a transmissio dopaminérgica no sistema mesolimbico, deste
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modo induzindo uma melhora nos sintomas da depressio, tal como a anedonia (Rampello
et al., 2000). Portanto o sistema dopaminérgico mesolimbico funciona como uma
importante via de recompensa no SNC (Rampello et al., 2000).

O pré-tratamento dos camundongos com sulpirida, um antagonista D;-
dopaminérgico, em dose que nio produziu efeito TNF, ndo bloqueou a redugdo do tempo
de imobilidade induzida pela agmatina no TNF. Portanto, nossos dados estdo de acordo
com o fato de a agmatina ter baixa afinidade por receptores D,-dopaminérgicos (L1 et al.,
1994), sugerindo provavelmente que sua agdo antidepressiva ndo seria mediada por
receptores D,-dopaminérgicos.

A reversdo do efeito antidepressivo da agmatina pela naloxona (antagonista ndo
seletivo de receptores opitides, administrada em uma dose que nido produziu efeito per se
no TNF), indica que a agmatina exerce seu efeito antidepressivo no TNF por interagir, pelo
menos em parte, com receptores opidides. Além do seu papel na modulagio da dor, os
opidides tém sido implicados nos transtornos depressivos. A alta concentragio de peptideos
opiodides e seus receptores em areas limbicas envolvidas na regulagdo do humor suporta
esta hipotese (Waksman et al., 1986). Os antidepressivos triciclicos tém sido usados no
tratamento da dor severa em pacientes que ndo tem depressio (Tura e Tura, 1990). Cercade
50% de pacientes com depressio sofrem de dor cronica (Akiskal, 1995). Os antidepressivos
sdo conhecidos por influenciar a liberagio de peptideos opidides, tal como as $-endorfinas,
as quais sdo potentes analgésicos (Sacerdote et al., 1987; Brown e Bottomley, 1990). Tem
sido sugerido que a agdo analgésica de antidepressivos pode ser mediada pelo sistema
opidide no SNC (Valverde et al, 1994; Schreiber et al, 1999). Portanto, tem sido

demonstrado que drogas antidepressivas tém influéncia sobre o sistema opidide (Hamon et
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al,, 1987, Gray et al., 1998). Além disto, varios estudos tém demonstrado que o efeito
analgésico de antidepressivos foi bloqueado pela naloxona (Valverde et al., 1994; Gray et
al,, 1998; Schreiber et él., 1999). Conforme mencionado anteriormente, a agmatina
potencializou o efeito analgésico da morfina, mostrando o envolvimento do sistema opidide
no seu efeito (Kolesnikov et al., 1996, Horvath et al., 1999; Yesilyurt e Uzbay, 2001). De
forma semelhante aos antagonistas de receptores NMDA e inibidores da NOS, a agmatina
bloqueou a tolerdncia a morfina em camundongos (Kolesnikov et al., 1996). Além disso,
um estudo demonstrou que a agmatina dependendo de sua dose, atenuou todos os sinais da
sindrome de abstinéncia da morfina precipitada pela naioxona em ratos dependentes de
morfina (Aricioglu-Kartal e Uzbay, 1997). A naloxona é antagonista néo seletivo de
receptores opioides com agdo preferencial sobre receptores p opidides (Rang et al., 1994).
Estudos futuros com um antagonista p opidide serdo realizados para investigar o
envolvimento destes receptores na agdo antidepressiva da agmatina.

A fim de investigar os subtipos de receptores opiodides envolvidos na agdo
antidepressiva da agmatina, os camundongos foram pré-tratados com um antagonista de
receptores & opidides, o naltrindol. Este administrado em dose que ndo produziu efeito no
TNF, Bloqueou a redugdo do tempo de imobilidade causada pela agmatina, sugerindo
provavelmente que seu efeito antidepressivo possa ser devido, pelo menos em parte, a uma
interagio com receptores O opidides. Gray et al. (1998) mostraram que antidepressivos,
dependendo da dose, produziram analgesia, sendo este efeito revertido por antagonistas de
receptores opidides, como a naloxona e o naltrindol. Em concordancia com os nossos
resultados, foi demonstrado que a agmatina potencializou o efeito analgésico da morfina,

mediado por receptores 6 opiodides (Kolesnikov et al., 1996). Além disso, semelhante aos
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antagonistas de receptores NMDA e inibidores da NOS, a agmatina bloqueou a tolerancia a
morfina mediada por receptores $ e | op1oides (Kolesnikov et al., 1996; Elliot et al., 1994).

Por outro lado, o pré-tratamento dos camundongos com um antagonista do receptor
k opidide, DIPPA, em uma dose que ndo produziu efeito no TNF, ndo bloqueou a redugdo
do tempo de imobilidade induzida pela agmatina. Este resultado sugere provavelmente que
o efeito antidepressivo da agmatina ndo seria mediado pér receptores x opioides. Nossos
resultados estio de acordo com a literatura, visto que a agmatina potencializou o efeito
analgésico da morfina mediado por receptores & opidides, mas ndo por k; e k3 (Kolesnikov
et al., 1996). Além disso, a agmatina bloqueou a tolerancia & morfina, mediada por
receptores opioides & e p, mas ndo por k3 em camundongos (Kolesnikov et al., 1996; Elliot

etal.,, 1994).
Concluindo, nossos resultados em conjunto, sugerem que o efeito antidepressivo da

agmatina € dependente do bloqueio do receptor NMDA e da inibigdo da NOS. Além disso,
nossos resultados também mostram o envolvimento dos sistemas adrenérgico (a2-
adrenoceptores), serotonérgico (receptores S5-HT,y e 5-HT,) e opiodide (receptores O e

possivelmente p opidides) na agido antidepressiva da agmatina.

7. CONCLUSOES
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e A agmatina, uma amina enddégena, proposta COmMO um  nOVo
neurotransmissor/neuromodulador no SNC, produz efeito antidepressivo no TNF e TSC,
quando administrada por via i.p. e i.c.v., sem alterar a atividade locomotora.

¢ Nossos resultados indicam que o efeito antidepressivo da agmatina € dependente do
bloqueio do receptor NMDA e da inibi¢gdo da NOS.

e Os resultados também indicam um possivel sinergismo entre antidepressivos triciclicos e
a agmatina. ,)

¢ A redugiio no tempo de imobilidade induzida pela agmatina no TNF foi prevenida pela
ioimbina, indicando o envolvimento de o-adrenoceptores na sua agdo.

e O eferto antidepressivo da agmatina no TNF nio fot prevenido pelo prazosim e pela
sulpirida, sugerindo que sua agdo provavelmente nio seja mediada por receptores o-
adrenérgicos e D,-dopaminérgicos.

¢ O efeito antidepressivo da agmatina foi completamente revertido pelo PCPA no TNF,
sugerindo provavelmente que este efeito possa ser mediado pela modulagio do sistema
serotonérgico.

e Nossos resultados também mostram que o efeito antidepressivo da agmatina foi
prevenido pela metisergida, ciproheptadina e cetanserina no TNF, indicando o
envolvimento de receptores serotonérgicos 5-HT,, particularmente do tipo5-HT2a na sua
acao.

e A potencializagdo do efeito antidepressivo da agmaﬁna pelo pindolol, associado a
reversdo do seu efeito pelo PCPA sugere o envolvimento de receptores 5-HTa pré-

sinapticos na sua agio.
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. Nossos resultados também mostram que o efeito antidepressivo da agmatina foi
prevenido pela naloxona no TNF, indicando o envolvimento de receptores opidides na sua
acio.

e Além disso, a redu¢do no tempo de imobilidade induzido pela agmatina no TNF fo1

prevenida pelo naltrindol, mas ndo pelo DIPPA, indicando o envolvimento de receptores &

opidides, mas ndo x opioides na sua agio.
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