Vivian Binder Neis

INVESTIGAGCAO DOS MECANISMOS ENVOLVIDOS NO
EFEITO TIPO-ANTIDEPRESSIVO DA AGMATINA EM
MODELOS ANIMAIS

Tese de Doutorado apresentada ao
Programa de PoOs-Graduagdo em
Bioquimica da Universidade Federal de
Santa Catarina para a obtencdo do titulo
de Doutora em Bioquimica.

Orientadora: Profa. Dra. Ana Lducia
Severo Rodrigues

FLORIANOPOLIS

2017



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geracdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Neis, Vivian Binder
Investigagio dos mecanismos envolvidos no efeito tipo
antidepressivo da agmatina em modelos animais / Vivian
Binder Weis ; orientadora, Ana Licia Severo Rodrigues -
Floriandpolis, SC, 201
254 p.

(doutorado) - Universidade Federal de Santa
a, Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pds
Graduagdo em Biogquimica.

Inclui referéncias

1. Biogquimica. 2. Bioguimica. 3. Depressdo. 4. Agmatina.
5. Cetamina. I. Rodrigues, Ana Licia Severo. II.
Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de Pds
Graduagdo em Bioguimica. III. Titulo.




“Investigagdo dos mecanismos envolvidos no efeito tipo-antidepressivo da
agmatina em modelos animais”

Por
Vivian Binder Neis
Tese julgada e aprovada em sua forma final pelos membros titulares da Banca

Examinadora (005/PF'GBO.A/2017) do Programa de Pds-Graduagio em Bioquimica -
UFSC.

Prof(a). Dr(a). Ariane Zamoner PM Sou
ioguimica

Coordenador(a) do Programa de Pés-Graduagdo em

Banca examinadora:

de Santa Catarina)

Dr{a) Josiane ﬁ‘dni (Universidade do Extremo Sul Catarinense)

Dr(3) Debor?"(urrle Rieger Via_ske (Universidade Federal de Santa Catarina)

837

Dr(a) Mandella PIREB Kaster (Universidade Federal de Santa Catarina)

Dr(a) Alexandre Paim Digz (Unlversndadjdo Sul de Santa Catarina)

Dr{a) Marce rina (Umversudade Federal de Santa Catarina)

Floriandpolis, 23 de fevereiro de 2017,






AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer aos meus queridos pais, Marcia e Dauro,
pelo amor, suporte e incentivo em todos 0s momentos. Essa conquista ndo
é apenas minha, é nossa! Agradeco todo o esforco de vocés para minha
formacao pessoal e profissional. Amo-os infinitamente.

Ao meu amor, Eduardo, que me aturou e ajudou muito nesse periodo.
Pelos momentos de distracdo e cumplicidade. Por ser o meu porto seguro,
0 amor da minha vida.

Ao meu irmdo Fabio e a minha querida cunhada Jaque, por todos os
momentos de descontragdo, amizade, companheirismo e por sempre
torcerem por mim.

A minha querida orientadora Ana Lcia, pelos ensinamentos, dedicagio
e paciéncia ao longo desses anos. Por ser uma das responsaveis pela
minha formacgdo profissional, pelos conselhos e pela confianca
depositada. Por ser um exemplo de competéncia e simplicidade sempre.

Ao laboratorio de neurobiologia da depressao e todos os alunos que dele
fazem parte, estando presentes ou ndo nos meus experimentos: Aline,
Andi, Ana Ramos, Dai, Day bebe, Fe e Ana (agregadas) Francis, Gisa,
Julia, Mauren, Nicolle, Suellen. Pelos dias compartilhados e
companheirismo durante todos os anos em que fiz parte do LANED.

Aos amigos do laborat6rio que vou levar para minha vida: Prizinha,
Louis, Morgs e Camys. Por me ajudarem sempre, pelos 6timos momentos
de descontracéo e pelo apoio, incentivo e amizade. Todos tém um lugar
guardado no meu coragéo.

Aos alunos de outros laboratérios que contribuiram de alguma forma para
a realizacdo dessa tese e que me acompanharam nessa jornada: Isa, Mark,
Helo, Cinis. Agradeco também ao Filipe, que entrou no doutorado junto
comigo, e me ajudou sempre que precisei, nos experimentos ou fora deles,
se tornando fundamental para a realizagdo desse trabalho.

Aos amigos de fora da pesquisa pelas palavras de carinho, momentos
maravilhosos e incentivo sempre. Amo voceés.



Aos professores do curso de Pos-graduacdo em Bioquimica, por todo o
conhecimento repassado e contribuicdo no meu processo de aprendizado.

Aos amigos e familiares que torceram por mim e me apoiaram nesse
periodo.

Aos animais experimentais utilizados nesse trabalho.

A CAPES, pelo apoio financeiro.



RESUMO

Diversos compostos com potencial antidepressivo vém sendo
investigados atualmente para o tratamento da depressdo. Dentre eles,
destaca-se a agmatina, uma amina enddgena considerada um
neuromodulador no sistema nervoso central (SNC), dotada de
propriedades neuroprotetoras. Estudos pré-clinicos demonstraram que
essa amina possui efeito tipo-antidepressivo, mas ainda existe a
necessidade de se investigar os mecanismos envolvidos nesse efeito.
Nesse sentido, um dos objetivos deste estudo foi avaliar a capacidade da
agmatina em aumentar a poténcia de antidepressivos convencionais
monoaminérgicos e MK-801, um antagonista de receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA). Foi observado que a agmatina em sua dose sub-
efetiva (0,0001 mg/kg, p.o.) foi capaz de potencializar o efeito dos
antidepressivos convencionais (duas vezes o efeito da fluoxetina e 10
vezes 0 efeito da imipramina e bupropiona) e MK-801 (100 vezes),
diminuindo o tempo de imobilidade de camundongos no teste de
suspensao pela cauda (TSC), o que sugere que ela pode ter uma maior
afinidade por receptores NMDA do que por alvos monoaminérgicos.
Considerando que o efeito tipo-antidepressivo da agmatina ocorreu em
maior escala mediante antagonismo de receptores NMDA, e a existéncia
e importancia de um antidepressivo dessa classe que possui a¢do rapida
(cetamina), um segundo objetivo desse estudo foi avaliar vias de
sinalizacdo intracelular envolvidas no efeito da agmatina com base nas
vias relacionadas com o efeito tipo-antidepressivo rapido da cetamina.
Os resultados mostraram que a agmatina exerce seu efeito tipo-
antidepressivo no TSC através da modulacéo de receptores alfa-amino-3-
hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico (AMPA) e tropomiosina cinase B
(TrkB), da sinalizagdo mediada pelo fator neurotrdfico derivado do
cérebro (BDNF), fosfatidilinositol 3 cinase (PI3K), proteina cinase B
(Akt), glicogénio sintase cinase 3B (GSK-3B), proteina alvo da
rapamicina em mamiferos (MTOR), além de ocasionar um rapido
aumento do imunocontelido de BDNF e das proteinas sinapticas de
densidade pos-sindptica de 95KDa (PSD-95) e GIuAl no cortex pré-
frontal dos camundongos, de forma semelhante ao que ocorre com a
cetamina. Este trabalho também realizou uma anélise comparativa dos
efeitos da agmatina com o0s de um antidepressivo convencional
monoaminérgico (fluoxetina) e um de a¢do rapida (cetamina) em modelos



de estresse cronico. Camundongos expostos ao estresse cronico
imprevisivel (ECI) por 14 dias receberam uma dose Unica por via oral de
agmatina (0,1 mg/kg), cetamina (1 mg/kg) ou fluoxetina (10 mg/kg) 24 h
antes de serem submetidos ao TSC. Apenas a agmatina e a cetamina
foram capazes de reverter o comportamento tipo-depressivo induzido
pelo ECI no TSC, mas ndo houve alteragdo no comportamento aneddnico
dos animais em nenhum dos grupos. Além disso, nenhuma alteracéo foi
encontrada no imunoconteddo de PSD-95, sinapsina 1 e GIuAl nos
diferentes grupos experimentais (animais estressados ou no, tratados ou
ndo). Posteriormente, a comparagdo entre os efeitos da agmatina,
cetamina e fluoxetina se deu em um modelo de depressdo induzida pela
administragdo cronica de corticosterona (20 mg/kg, p.o., 21 dias). Tanto
a agmatina (0,1 mg/kg, p.0.), quanto a cetamina (1 mg/kg, i.p.) reverteram
0 comportamento tipo-depressivo induzido pelo modelo no TSC. No
entanto, de forma similar ao modelo do ECI, o efeito aneddnico néo foi
observado neste protocolo e em nenhum dos grupos experimentais (tanto
no teste de borrifagem de sacarose quanto no de consumo de sacarose).
Os animais submetidos ao protocolo da corticosterona apresentaram uma
reducdo no peso das glandulas adrenais, mas esse efeito ndo foi revertido
por nenhum dos tratamentos utilizados. Quanto as analises bioquimicas,
foi observado que nos animais controle, os tratamentos com agmatina,
cetamina ou fluoxetina aumentaram o imunocontetdo de GIuAl no
hipocampo, sem alterar a fosforilagdo desta proteina (Ser831 e Ser845).
Também ndo foram observadas alteragdes no imunocontetdo de PSD-95
e na fosforilagdo da cinase ribossomal S6 de 70 kDa (p70S6K) nessa
mesma estrutura. Além disso, os animais submetidos ao protocolo da
corticosterona apresentaram uma diminuicdo no imunocontetdo de
sinapsina, efeito que foi revertido apenas pelo tratamento com fluoxetina.
Em conjunto, os resultados fornecem evidéncias de que a agmatina possuli
um mecanismo de acdo similar ao da cetamina quanto as vias de
sinalizag8o intracelular, bem como a capacidade de reverter, com uma
Gnica administracdo, 0 comportamento tipo-depressivo induzido por
modelos de estresse crénico. Esses resultados sugerem que essa amina
enddgena pode ser um agente promissor para o tratamento da depressao.

Palavras-chaves: depressdo; agmatina; NMDA; estresse; teste de
suspensdo pela cauda; cetamina; proteinas sinapticas.



ABSTRACT

Several compounds with antidepressant potential have been investigated
for the treatment of depression. One of them is agmatine, an endogenous
amine considered as a neuromodulator in the central nervous system
(CNS) that exhibits several neuroprotective properties. Previous studies
from our group demonstrated that this amine elicits antidepressant-like
effects in predictive animal models of depression. However, the
mechanisms underlying its antidepressant effects need to be further
investigated. Therefore, one purpose of this study was to evaluate the
extent of the antidepressant synergism induced by a fixed sub-effective
dose of agmatine (0.0001 mg/kg, p.o.) to shift the antidepressant potency
of monoaminergic conventional antidepressants and MK-801, an N-
Methyl-D-aspartate (NMDA) receptor antagonist. The present study
found that a sub-effective dose of agmatine increased the potency by
which fluoxetine, imipramine, bupropion and MK-801 decreased
immobility time in the tail suspension test (TST): 2-fold (fluoxetine), 10-
fold (imipramine and bupropion) and 100-fold (MK-801), suggesting that
agmatine substantially augmented the antidepressant-like effect of MK-
801. This result reinforces the notion that this compound modulates
NMDA receptor activation with a higher affinity when compared to
monoamines. Taking into account the involvement of antagonism of
NMDA receptors in the antidepressant-like effect of agmatine, and the
existence of fast-acting antidepressants (like ketamine, an NMDA
receptor antagonist), a second purpose of this work was to evaluate the
possibility that agmatine elicits antidepressant effects through the
modulation of intracelular signaling pathways implicated in fast
antidepressant responses, as occurs with the fast-acting antidepressant
ketamine. Our results demonstrated that the antidepressant-like effect of
agmatine in the TST depends on the modulation of a-amino-3-hydroxy-
5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) receptors and tropomyosin
receptor kinase B (TrkB), and signaling pathways mediated by brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), phosphoinositide 3-kinase (PI3K),
protein kinase B (Akt), glycogen synthase kinase 3p (GSK-3p),
mechanistic target of rapamycin (mTOR), besides increasing the
immunocontent of BDNF and the synaptic proteins postsynaptic density
protein 95 (PSD-95) and GIluAl in the prefrontal cortex of mice. Of note,
these alterations were observed just 1 h after agmatine administration.
Finaly, this study also performed a comparative analysis of the



antidepressant-like effect of agmatine with a conventional antidepressant
(fluoxetine) and a fast-acting drug (ketamine), using models of chronic
stress. Mice exposed to chronic unpredictable stress (CUS) received a
single oral dose of agmatine (0.1 mg/kg), ketamine (1 mg/kg), or
fluoxetine (10 mg/kg) 24 h before being submitted to the TST. Only
agmatine and ketamine were able to reverse the depressive-like behavior
induced by CUS in the TST. No anhedonic behavior was observed in any
experimental group. Moreover, no alteration was found in the
immunocontent of PSD-95, synapsin and GIuAl in the CUS protocol
and/or treatments in the prefrontal cortex of mice. After that, the
comparative analysis of the antidepressant-like effect of agmatine,
ketamine or fluoxetine was performed in another chronic stress model:
the administration of cortiscosterone. A single administration of agmatine
(0.1 mg/kg, p.o.) or ketamine (1 mg/kg, i.p.), but not fluoxetine 10 mg/kg,
p.0.), was able to reverse the depressive-like behavior induced by
corticosterone in the TST. No anhedonic behavior was found in any
experimental group in splash test or sucrose comsuption test. Additionaly,
reduced size and weight of adrenal glands were observed in mice
submitted to corticosterone exposure, but none of the treatments were
able to reverse these effects. Regarding biochemical analysis, treatment
of control animals with agmatine, ketamine or fluoxetine increased the
immunocontent of GIuA1 in hippocampus, but caused no alteration in the
phosphorylation of this protein (Ser831 and Ser845). In addition, none of
the treatments were able to alter hippocampal immunocontent of PSD-95
and phosphorylation of p70S6 kinase (p70S6K). However, corticosterone
administration was able to decrease the immunocontent of synapsin, and
this effect was reversed only by fluoxetine. Altogether, the results of the
present study provide evidence for the ability of agmatine to prevent
depressive-like behavior in models of chronic stress with a single
administration, similar to ketamine (fast-acting antidepressant response)
suggesting that this amine could be a promising compound to the
treatment of depression

Keywords:  depression; agmatine; NMDA,; stress; tail suspension test;
ketamine; synaptic proteins.
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1. INTRODUCAO
1.1. DEPRESSAO
1.1.1. Considerac0es gerais

Os transtornos de humor correspondem a aproximadamente 13%
da carga global de doencgas no mundo (PRINCE et al., 2007). Dentre eles,
destaca-se o transtorno depressivo maior (depressdo), que é uma condicéo
psiquiatrica cronica e recorrente (cerca de 80% dos pacientes em remissdo
apresentam pelo menos uma recorréncia durante a vida) (VOS et al.,
2004), com uma prevaléncia ao longo da vida de aproximadamente 20%
na populacdo mundial (KESSLER et al., 2003; KESSLER et al., 2012;
HILLHOUSE e PORTER, 2015), sendo as mulheres duas a trés vezes
mais acometidas do que os homens (SOARES e ZITEK, 2008; KESSLER
et al., 2012). Segundo uma estimativa realizada entre 1990 e 2013, que
avaliou as causas de incapacitacdo por doengas agudas e cronicas em 188
paises, a depressdo ocupa o segundo lugar no ranking (GBD, 2013). De
acordo com dados da Organiza¢do Mundial da Satude (OMS), no ano de
2030 podera ser considerada a principal causa de incapacitagéo
(MURRAY e LOPEZ, 1997; CUIJPERS e SMIT, 2002; LEPINE e
BRILEY, 2011). Além disso, a OMS estima que 151 milhdes de pessoas
tenham sua salde comprometida em consequéncia da depressao
(PRINCE et al., 2007). Esses prejuizos a salde do individuo geram altos
custos de tratamento (tanto diretos como o préprio atendimento do
paciente, internacdo e medicagbes quanto indiretos incluindo
aposentadoria e licenca do trabalho), maior utilizacdo dos servicos de
salde e improdutividade no trabalho reduzindo, dessa forma, a qualidade
de vida dos pacientes (NEMEROFF e OWENS, 2002; GUSTAVSSON
et al., 2011; KESSLER e BROMET, 2013; VIGO, THORNICROFT e
ATUN, 2016). Em funcéo disso, esse transtorno vem sendo considerado
um problema de saude publica (NESTLER e CARLEZON, 2006).

Um estudo recente avaliando a populagéo brasileira acima de 18
anos mostrou que a prevaléncia de depressdo no Brasil é de 4,1%,
correspondendo a 5,5 milhdes de pessoas afetadas (MUNHOZ et al.,
2016). Além disso, estima-se que no pais exista aproximadamente 54
milhGes de pessoas que em algum momento de suas vidas terdo algum
tipo de depresséo, sendo que 7,5 milhdes terdo episodios agudos e graves,
muitas com risco de suicidio (NARDI, 2000). E estimado que mais de
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50% dos 800.000 suicidios que ocorrem anualmente no mundo estdo
associados a episadios depressivos (WHO, 2016) e pacientes acometidos
por esse transtorno apresentam risco aumentado de mortalidade por
suicidio em pelo menos 20 vezes (CHESNEY, GOODWIN e FAZEL,
2014). Além do elevado indice de mortalidade associado ao suicidio,
pacientes deprimidos sdo mais propensos a desenvolverem doengas
arteriais coronarianas, diabetes mellitus tipo 2 (VAN DER KOOY K,
2007; VAN DER FELTZ-CORNELIS et al, 2010), hipertensdo
(ALMAS et al., 2014), além de outras doengas mentais como ansiedade,
transtornos psicoticos e abuso de drogas (KESSLER et al., 2003;
BROWN, VARGHESE e MCEWEN, 2004; KATON, LIN e KROENKE,
2007; THAIPISUTTIKUL et al., 2014). Nesse sentido, um trabalho
recente demonstrou que as patologias que sdo mais prevalentes em
individuos com depressdo incluem asma, artrite, gota, doencas
coronarianas, acidente vascular encefalico, diabetes mellitus e problemas
tireoidianos (KIM, SHIN e SONG, 2015).

De acordo com o Manual Diagnéstico e Estatistico de
Transtornos Mentais, quinta edicdo (DSM-5, 2013), o diagndstico da
depressdo se baseia na observagdo clinica do paciente e requer a
ocorréncia de humor deprimido ou anedonia (diminuicdo de
interesse/prazer por todas ou quase todas as atividades diarias) por um
periodo minimo de duas semanas. Além disso, para que o transtorno seja
caracterizado é necessario também que a presenca de um destes sintomas
esteja associada a pelo menos 4 outros sintomas de uma lista de critérios,
conforme ilustrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Sumaério dos sintomas para o diagnostico clinico da
depressao

Sintomas clinicos para o diagnéstico da depressao )

Humor deprimido

2 Anedonia

£ R
-
PN N

3 | Perda de peso e apetite / Ganho de peso ou apetite

4 Insonia / Hipersonia
5 Agitacao psicomotora / Letargia
6 Fadiga ou falta de energia

7 |Falta de esperanga, desespero, sentimento de culpa ou desvalia

8 Dificuldade de concentracao ou indecisao

9 Pensamentos recorrentes de morte e suicidio

\

Fonte: Manual Diagndstico e Estatistico dos DistUrbios Mentais (DSM-5, 2013).

A depressdo € considerada uma doenga multifatorial uma vez que
diferentes fatores podem ser responsaveis pelo desencadeamento e
estabelecimento de um quadro depressivo. Dentre eles destacam-se 0s
fatores genéticos (hereditarios) e os ambientais, como estresse emocional
decorrente de abuso na infancia, problemas financeiros, exposicdo a
violéncia, e ainda, doenca fisica (KESSLER, 1997; BERTON e
NESTLER, 2006; LI, D'ARCY e MENG, 2016). Considerando essa
diversidade de fatores envolvidos na etiologia da depresséo, e o fato de
levarem a alteracBGes bioquimicas, fisioldgicas e morfoldgicas (FILE,
1996; BERTON e NESTLER, 2006) existe uma complexidade
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(relacionada a prépria complexidade do cérebro e o fato dele ser
inacessivel) dificultando sua definicdo, diagnostico e tratamento
(KRISHNAN e NESTLER, 2008).

A natureza heterogénea da depressdoesta relacionada com o fato
de que quadros clinicos muitas vezes opostos recebem o mesmo
diagndstico para o transtorno. Os sintomas dos pacientes variam bastante
em funcdo das diferencas nas caracteristicas biologicas de cada um, e do
subtipo de depressao que o individuo apresenta (atipica ou melancélica,
por exemplo). Cada subtipo responderia de forma particular a diferentes
tratamentos, por estar associado a marcadores diagndsticos particulares.
A combinagdo de mecanismos moleculares e celulares em sua
fisiopatologia contribuem para alteracbes morfoldgicas em multiplas
regides cerebrais nesse transtorno, como o cortex pré-frontal, cortex
cingulado, nucleo accumbens, ganglios da base, amigdala, hipocampo,
estriado e tdlamo (DREVETS, PRICE e FUREY, 2008; KRISHNAN e
NESTLER, 2008; SAVITZ e DREVETS, 2009; RUSSO e NESTLER,
2013). Dentre essas regifes destacam-se o hipocampo e cOrtex pré-
frontal. O hipocampo € uma estrutura envolvida com aprendizado e
meméria que possui um importante papel na fisiopatologia da depressao,
uma vez que estd envolvido na regulagdo do humor e emogdes
(CAMPBELL e MACQUEEN, 2004; FUCHS et al., 2004; SHELINE,
2011). De fato, um estudo de meta analise mostrou reducdo de diversas
estruturais cerebrais em pacientes com depressdo, incluindo o hipocampo
(SCHMAAL etal., 2016). Além disso, uma meta analise com 193 estudos
compreendendo 15.892 individuos também sugere que o hipocampo pode
ser afetado de maneira seletiva na depressdo quando comparado com
outros transtornos psiquiatricos, incluindo esquizofrenia, bipolaridade,
transtorno obsessivo compulsivo e ansiedade (GOODKIND et al., 2015).
Outro estudo sugeriu que a reducdo do volume hipocampal poderia ser
um marcador para depressao ou de vulnerabilidade para episodios futuros,
enquanto um aumento no volume hipocampal poderia ser um marcador
de resiliéncia a depressdo (CHAN et al., 2016).

Além do hipocampo, estudos também mostram o envolvimento
do cortex pré-frontal na fisiopatologia da depressdo (DREVETS, 2001;
KRISHNAN e NESTLER, 2008). O cortex pré-frontal, parte anterior do
lobo frontal do cérebro, exerce um papel importante na tomada de
decisBes, expressdo da personalidade, controle do sistema de recompensa
e controle cognitivo (MILLER e COHEN, 2001; YANG e RAINE, 2009).
Estudos sugerem gue pacientes com depressao possuem uma diminuicao
e disfuncédo do cortex pré-frontal (RAJKOWSKA et al., 1999; HASLER
et al., 2004), além de reducéo do fluxo sanguineo na regido (DREVETS,
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PRICE e FUREY, 2008). Ainda, a exposi¢cdo ao estresse, altamente
associado com a depressdo, gera alteragOes na integridade sinaptica e em
neurbnios excitatérios no coértex pré-frontal (GHOSAL, HARE e
DUMAN, 2017).

Apesar de ser considerado um transtorno incapacitante, com
alteraces em diversas regiGes cerebrais, o0 tratamento com
antidepressivos constitui atualmenteo maior segmento do mercado de
farmacos que agem no sistema nervoso central (SNC) (aproximadamente
24%) (SCHMIDT, BANASR e DUMAN, 2008). No entanto, apesar da
grande disponibilidade de antidepressivos no mercado atualmente,
aproximadamente metade dos pacientes ndo responde a terapia de
primeira escolha e 30% ndo conseguem remissao do transtorno apés
diversas tentativas de tratamento, sendo considerados resistentes (RUSH
et al., 2006a; THASE et al., 2007). Isso ocorre provavelmente porque
existem outras doencgas associadas. A medicacdo pode ser efetiva para
determinado subtipo de depressdo, mas quando administrada para os
pacientes de um modo geral diagnosticados com depressdo, alguns
subtipos podem ndo responder. Caso a resposta ao tratamento seja
insuficiente com a utilizagdo de pelo menos dois antidepressivos de
classes diferentes, a depressdo é considerada resistente ao tratamento,
estando geralmente associada a um maior risco de suicidio (RUSH et al.,
2006b; SCHOSSER et al., 2012). Adicionalmente, mais de 65% dos
pacientes ndo alcancam a remissdo completa dos sintomas com a
utilizacdo desses farmacos (FAVA, 2003; HAMON e BLIER, 2013),
além dos efeitos colaterais que eles podem gerar como dor de cabeca,
ganho de peso, disfuncéo sexual, hipotenséo e arritmia (KELLER et al.,
2002; SERRETTI e MANDELLLI, 2010; LANG e BORGWARDT, 2013),
0 que contribui para diminuir a adesdo dos pacientes ao tratamento
(BRUNELLO et al., 2002). Vale ressaltar que a resposta terapéutica
desses farmacos ocorre cerca de trés semanas apo6s o inicio do tratamento,
0 que pode trazer complicagBes quando se trata de pacientes com ideagdo
suicida assim como afetar a adesdo desses ao tratamento (SKOLNICK,
POPIK e TRULLAS, 2009).

Uma alternativa para pacientes que desistem do tratamento
devido aos efeitos adversos dos antidepressivos classicos, ou ainda, que
ndo obtém o alivio dos sintomas com a monoterapia, é a chamada terapia
combinada, ou seja, a utilizagdo de um ou mais farmacos
concomitantemente ao uso dos antidepressivos convencionais. Essa
terapia combinada vem crescendo consideravelmente e tem
proporcionado uma melhora significativa dos sintomas depressivos nos
pacientes (DEBATTISTA, 2006; BERMAN et al., 2007; MARCUS et
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al., 2008; BERMAN et al., 2009). Essa combinacdo pode se dar tanto
através do tratamento dos pacientes com psicoterapia em conjunto com a
farmacoterapia (CUIJPERS et al., 2009a; CUIJPERS et al., 2009b),
guanto da propria farmacoterapia, se utilizando a combinacdo de
farmacos com diferentes mecanismos de agdo para tratar o transtorno,
produzindo resultados melhores do que com a utilizacdo de apenas um
farmaco. Alguns exemplos disso estdo descritos na literatura tanto em
estudos com modelos animais como em estudos clinicos. Ja foi
demonstrado que a coadministracdo de memantina (antagonista de
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA)) e sertralina (inibidor da
recaptagdo de serotonina) induziu um efeito tipo-antidepressivo mais
pronunciado no teste do nado forcado (TNF), um teste preditivo para
avaliar o efeito tipo-antidepressivo de compostos. Além disso, essa
associacdo de farmacos foi capaz de aumentar os niveis de fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo e cortex pré-
frontal ao comparar com o tratamento desses farmacos isoladamente
(AMIDFAR et al.,, 2016b). Adicionalmente, a eletroconvulsoterapia
combinada com antidepressivos triciclicos pode ser uma boa estratégia
para pacientes que ndo possuem remisséo total dos sintomas ou ainda que
possuem recidivas (BIRKENHAGER e PLUIIMS, 2016), além de
aumentar a resposta da clozapina (antipsicético) em pacientes resistentes
ao tratamento com esquizofrenia (KITTSTEINER MANUBENS,
LOBOS URBINA e ACEITUNO, 2016). Esses achados sdo importantes
principalmente para 0s pacientes que sao resistentes a monoterapia, pois
além de terem um efeito mais pronunciado, reduzem de modo
significativo os efeitos colaterais.
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1.1.2. Hipo6tese monoaminérgica

A terapia farmacoldgica da depressdo teve seu primeiro avango
significativo nos anos 50 com a descoberta de que moduladores dos
sistemas monoaminérgicos melhoravam significativamente o humor dos
pacientes. Com isso, teve inicio a hip6tese monoaminérgica da depressao
(SCHILDKRAUT, 1965), a qual postula que esse transtorno pode ser
consequéncia de uma reducgdo dos niveis de monoaminas (noradrenalina,
serotonina e dopamina) na fenda sinaptica e o tratamento com
antidepressivos reverte esses efeitos, envolvendo o aumento da atividade
monoaminérgica no encéfalo (SCHILDKRAUT, 1965; ELHWUEGI,
2004) (Figura 1).

Figura 1. HipGtese monoaminérgica da depressao

Individuo saudivel | Individuo deprimido | | Uso antidepressivos

Neurénio pré-sindptico Neurdnio pré-sinaptico Neurénio pré-sinaptico
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Neurbnio poés-sindptico Neurdnio pos-sindptico Neurdnio pés-sindptico

Legenda: No encéfalo, 0s neurotransmissores monoaminérgicos sao liberados e
ativam receptores pos-sindpticos. A neurotransmissdo é terminada pela
recaptagdo do neurotransmissor no neurdnio pré-sinaptico. Segundo a hip6tese
monoaminérgica da depressdo, nos individuos deprimidos, a concentracdo de
monoaminas na fenda sindptica estd diminuida, acarretando o transtorno de
humor. Apds o tratamento com antidepressivos monoaminérgicos ha o aumento
da disponibilidade dos neurotransmissores monoaminérgicos (por exemplo, por
meio do bloqueio dos sitios de recaptagdo), os quais ativam seus receptores pos-
sinapticos, sendo o humor reestabelecido. Fonte: adaptado de CASTREN (2005).
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Sabe-se que as monoaminas exercem grande influéncia sobre os
circuitos cerebrais envolvidos na regulacdo do humor, reatividade ao
estresse psicoldgico, autocontrole, motivagdo e desempenho cognitivo
(HAMON e BLIER, 2013). A hip6tese monoaminérgica foi postulada em
1965 com o propdsito de explicar as bases neuroquimicas envolvidas na
etiologia e tratamento da depressdo (SCHILDKRAUT, 1965), e se baseou
no mecanismo de acdo dos dois primeiros farmacos antidepressivos: a
iproniazida (inibidor da MAO, que degrada monoaminas), utilizada no
tratamento da tuberculose (CRANE, 1957) e a imipramina
(antidepressivo  triciclico,inibidor da recaptacdo de serotonina,
noradrenalina e dopamina), descoberta durante a pesquisa de novos
compostos anti-histaminicos (DELAY, LAINE e BUISSON, 1952;
KUHN, 1958). Estes dois antidepressivos produziam melhora do humor
e euforia e tinham em comum a capacidade de aumentar os niveis de
monoaminas na fenda sinaptica (NESTLER et al., 2002). Outra evidéncia
que corrobora a hip6tese monoaminérgica envolve o aparecimento de
sintomas depressivos em cerca de 25% dos pacientes que utilizam a
reserpina, farmaco capaz de depletar as monoaminas por impedir o
transporte vesicular desses neurotransmissores, utilizado como anti-
hipertensivo (MCARTHUR e BORSINI, 2006). Nesse sentido, a primeira
linha de escolha para o tratamento de pacientes com depressao continua
sendo farmacos que influenciam na neurotransmissdo monoaminérgica
(HILLHOUSE e PORTER, 2015). Dentre esses farmacos destacam-se 0s
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) (ex: fluoxetina),
inibidores da recaptagdo de serotonina e noradrenalina (ex: venlafaxina,
também classificada como antidepressivo atipico), inibidores da
recaptagdo de noradrenalina e dopamina (ex: bupropiona — também
classificada como antidepressivo atipico), antidepressivos triciclicos, que
atuam inibindo a recaptagéo de serotonina, noradrenalina e dopamina (ex:
imipramina), além de inibidores da enzima MAO (ex: iproniazida)
(NEMEROFF E OWENS, 2002).

Mais especificamente em relagcdo ao envolvimento do sistema
serotonérgico na depressdo, sabe-se que baixos niveis plasmaticos de
serotonina sdo observados em pacientes com depressdo (COPPEN e
DOOGAN, 1988) e niveis reduzidos de &cido 5-hidroxiindolacético (5-
HIAA), um metabélito da serotonina, é encontrado no liquor de pacientes
com depressdo (RICCI e WELLMAN, 1990). A serotonina (5
hidroxitriptamina ou 5-HT) € uma monoamina amplamente distribuida no
organismo, que exerce um papel importante em diversas fungbes
fisiolégicas como regulagdo da temperatura, memdria e aprendizado,
humor, apetite, libido, sono e comportamento social. Grande parte dos
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farmacos utilizados no tratamento da depressdo age sob o sistema
serotonérgico (RISCH e NEMEROFF, 1992; WONG, PERRY e
BYMASTER, 2005), o que reforca seu envolvimento na fisiopatologia
desse transtorno. Nesse contexto, os antidepressivos triciclicos (0s quais
agem inibindo a recaptacdo de serotonina e noradrenalina na fenda
sinaptica), foram considerados a terapia farmacol6gica convencional para
a depressdo durante aproximadamente 30 anos, apesar de apresentarem
inimeros efeitos colaterais (THASE, 2003). Ainda que tenham surgido
outras classes de antidepressivos, o tratamento desse transtorno so
avangou de modo significativo em termo de efeitos colaterais no final dos
anos 80 com o surgimento dos ISRS, reforcando a hipdtese serotonérgica
da depressdo. O primeiro ISRS sintetizado foi a fluoxetina,
comercialmente conhecida como Prozac®, que se tornou entdo o
antidepressivo mais prescrito mundialmente, além de ser utilizado
também para o tratamento de transtornos de ansiedade e bulimia (BURT,
MCCAIG e RECHTSTEINER, 2007; LOPEZ-MUNOZ e ALAMO,
2009). Esse antidepressivo possui uma biodisponibilidade relativamente
alta, com um pico de concentragio plasmatica que varia de 6 a 8 h. E
metabolizada no figado por isoenzimas do sistema citocromo P450, e
somente um metabdlito € ativo, a norfluoxetina. A taxa de eliminacdo da
fluoxetina e do seu metabdlito é relativamente baixa, o que a diferencia
de outros antidepressivos (MAGNI et al., 2013). Pode induzir alguns
efeitos colaterais incluindo nauseas, dores de cabeca, insbnia,
nervosismo, ansiedade, anorexia e diarréia (BRAMBILLA et al., 2005).
De um modo geral, apesar de bem tolerados em comparagdo aos
antidepressivos previamente utilizados na clinica, possuem um baixo
indice de remissdo dos sintomas, assim como a presenca de sintomas
residuais.

O papel do sistema noradrenérgico na depressdo também tem
sido relatado na literatura (WONG e LICINIO, 2001). Evidéncias
demonstram a participagdo de a-adrenoceptores e -adrenoceptores na
fisiopatologia da depressdo, uma vez que o0s niveis desses receptores
parecem estar diminuidos em individuos com depressdo e s&o
reestabelecidos apds o tratamento crénico com antidepressivos
(MILLAN, 2004; TAYLOR et al., 2005; HAMON e BLIER, 2013). Além
disso, os niveis de noradrenalina na fenda sindptica encontram-se
reduzidos nesse transtorno (WONG e LICINIO, 2001; TAYLOR et al.,
2005; HAMON e BLIER, 2013). Segundo um estudo pré-clinico,
camundongos knockout para o transportador de noradrenalina possuem
um aumento dos niveis extracelulares dessa monoamina e um
comportamento  tipo-antidepressivo em testes comportamentais
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(DZIEDZICKA-WASYLEWSKA et al.,, 2006). De fato, apesar de
agentes seletivos para o sistema noradrenérgico ndo serem utilizados
como tratamento de primeira escolha para a depresséo, principalmente em
funcdo dos efeitos colaterais, é importante ressaltar que, muitos dos
pacientes que ndo respondem a terapia com agentes serotoninérgicos de
primeira escolha, podem utilizar como alternativa esses agentes que
atuam no sistema noradrenérgico, até mesmo como candidatos para
terapia combinada (DELL'OSSO et al., 2011).

Apesar das pesquisas se concentrarem principalmente nos
farmacos que agem nos sistemas serotonérgico e noradrenérgico
(antidepressivos triciclicos e ISRS e eventualmente da noradrenalina
também), o atraso na resposta aos antidepressivos convencionais sugere
gue outros mecanismos possam estar envolvidos na fisiopatologia da
depressdo, e uma serie de evidéncias experimentais favorece o papel da
dopamina nesse transtorno (D'AQUILA et al., 2000; DAILLY et al.,
2004; WILLNER, HALE e ARGYROPOULOS, 2005). Foi demonstrada
uma possivel associacdo de polimorfismos nos genes que codificam os
receptores dopaminérgicos D3 e D4 na depressdo (DIKEOS et al., 1999;
LOPEZ LEON et al., 2005). Além disso, a concentracdo de acido
homovanilico, um metabdlito da dopamina, esta presente em menor
guantidade no liquor de pacientes depressivos, quando comparado com
individuos saudaveis (KORF, VAN PRAAG e SEBENS, 1971). De fato,
sabe-se que a severidade do episddio depressivo parece estar relacionada
aos niveis de metabdlitos de dopamina no SNC (PAPAKOSTAS, 2006),
uma vez que se encontram diminuidos em pacientes suicidas
(ENGSTROM et al., 1999). Adicionalmente, o tratamento com
antidepressivos aumenta a transmissao dopaminérgica preferencialmente
no sistema mesolimbico, induzindo uma melhora nos sintomas da
depressdo, incluindo a anedonia, que parece estar relacionada com a
reducdo da sinalizacdo dopaminérgica (D'AQUILA et al., 2000; DAILLY
et al., 2004; PAPAKOSTAS, 2006).

Apesar de estar bem estabelecido o envolvimento desses sistemas
monoaminérgicos (serotonérgico, noradrenérgico e dopaminérgico) na
fisiopatologia da depressdo, além de serem a base da farmacoterapia
antidepressiva, a hipotese monoaminérgica possui algumas limitagdes.
Inicialmente, falha ao néo explicar o fato de que a melhora dos sintomas
decorrente do tratamento com antidepressivos ocorre tardiamente em
relagdo aos eventos bhioquimicos rapidos que aumentam as monoaminas
na fenda sinaptica (ELHWUEGI, 2004). Vale destacar que a deplecéo de
monoaminas em individuos saudaveis ndo desencadeia sintomas
depressivos (SALOMON et al., 1997) e que substancias como a cocaina



37

e a anfetamina, que aumentam a neurotransmissdo monoaminérgica, ndo
sdo efetivas para o tratamento da depressdo (HINDMARCH, 2001).
Adicionalmente, esses agentes farmacolégicos baseados no sistema
monoaminérgico apresentam um efeito tardio, demorando semanas de
tratamento para comegarem a apresentar um alivio sintomatico, o que
dificulta sua utilizagdo no caso de pacientes com ideagdo suicida
(JACOBS, VAN PRAAG e GAGE, 2000). Levando em consideragdo
essas limitacdes da hipotese monoaminérgica e dos farmacos que atuam
nesse sistema, bem como o fato de que 0 aumento monoaminas na fenda
sinaptica desencadeia uma série de alteracdes em vias de sinalizacdo
intracelulares e na atividade de outros sistemas de neurotransmisséo,
estudos buscam investigar novos alvos envolvendo outros
neurotransmissores. Além disso, buscam a manipulacdo de vias de
sinalizag8o intracelular e de fatores de crescimento como o BDNF para
se desenvolver uma nova geracdo de farmacos antidepressivos (LOPEZ-
MUNOZ e ALAMO, 2009).

1.1.3. Hipotese neurotrofica

A hipétese neurotrofica da depressao postula que esse transtorno
resulta de uma diminuicdo dos fatores neurotroficos, em especial o
BDNF, levando a atrofia neuronal, perda de células gliais e/ou diminuigéo
da neurogénese hipocampal (KEMPERMANN e KRONENBERG,
2003). Reforcando a hipétese, o tratamento cronico com antidepressivos
blogueia ou reverte esse déficit nos fatores neurotréficos, bem como a
atrofia e perda de células neuronais (DUMAN e MONTEGGIA, 2006;
DUMAN e LI, 2012; LINDHOLM e CASTREN, 2014).

O BDNF é uma proteina membro da familia das neurotrofinas
gue possui um papel essencial na plasticidade sinéptica, sendo crucial
para processos de aprendizagem e memdria, além de ser importante para
a sobrevivéncia e diferenciacdo de neurbnios bem como estabilizacdo de
contatos sinapticos (COHEN-CORY, 2002; DUMAN e MONTEGGIA,
2006; AUTRY e MONTEGGIA, 2012). Esse papel pode ser prejudicado
na presenca de estressores, pois 0 excesso de glicocorticoides pode
interferir com mecanismos transcricionais que levam a expressdo de
BDNF, como a redugdo da fosforilagdo do elemento de resposta ao AMPc
(CREB). Além disso, os efeitos prejudiciais do estresse sobre as
ramificacdes dendriticas, particularmente em neurdnios hipocampais,
podem ser suprimidos pelo tratamento com antidepressivos, que aumenta
a neurogénese hipocampal, contribuindo para o restabelecimento
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sinaptico nessa estrutura (WOOLLEY, GOULD e MCEWEN, 1990;
SANTARELLI et al., 2003; CASTREN, VOIKAR e RANTAMAKI,
2007; DUMAN, 2009) (Figura 2).

Figura 2. Hip6tese neurotrofica da depressao

a Estado Normal b Estado Depressivo ¢ Estado Tratado
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Legenda: O painel A demonstra um neurdnio piramidal hipocampal de um
individuo em estado normal, sofrendo regulacdo por suas inervacdes
glutamatérgicas, monoaminérgicas e de outros tipos neuronais, bem como pela
presenca de BDNF. O painel B ilustra um neur6nio piramidal hipocampal exposto
a estresse intenso ou crdnico com redugdo nos niveis de BDNF e atrofia
dendritica. Essa reducédo na expressdo de BDNF &, pelo menos em parte, mediada
pelo excesso de glicocorticoides interferindo com mecanismos transcricionais
mediados pelo CREB. No painel C observa-se a reversdo desse quadro pelo
tratamento com antidepressivos, levando a uma reducéo na excitotoxicidade
glutamatérgica, assim como um aumento na atividade monoaminérgica,
expressdo de BDNF e arborizacdo dendritica dos neur6nios hipocampais.
Abreviaturas: BDNF, fator neurotréfico derivado do cérebro; CREB, elemento
de resposta ao AMPc. Fonte: Adaptado de BERTON e NESTLER (2006).
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Evidéncias mostram uma diminuicdo dos niveis de BDNF e de
seu receptor tropomiosina cinase B (Tr«kB) no hipocampo, soro ou plasma
de pacientes com depressdo (KAREGE et al., 2005a; LEE et al., 2007,
SEN, DUMAN e SANACORA, 2008; AUTRY e MONTEGGIA, 2012).
Além disso, estudos post-mortem mostram que pacientes com depressao
ou que cometeram suicidio apresentam uma reducdo na expressdo de
BDNF e do seu receptor TrkB, tanto no hipocampo (DWIVEDI et al.,
2003; KAREGE et al., 2005b; THOMPSON RAY et al., 2011) quanto no
cortex pré-frontal (DWIVEDI et al., 2003; KAREGE et al., 2005b;
PANDEY et al., 2008; RAY, SHANNON WEICKERT e WEBSTER,
2014). Sabe-se que esse transtorno envolve uma diminui¢do hipocampal
(de aproximadamente 10-15%) (CAMPBELL e MACQUEEN, 2004),
gue pode estar relacionada com uma reducdo na neurogénese, processo
diretamente influenciado pelo BDNF (CZEH e LUCASSEN, 2007
HAASE e BROWN, 2015). Além disso, o polimorfismo no gene do
BDNF (Val66Met), que esta relacionado com uma menor secrecdo dessa
neurotrofina, pode aumentar o risco do desenvolvimento de depressao,
principalmente em individuos submetidos a eventos estressantes durante
avida (HOSANG et al., 2014).

Em estudos pré-clinicos, modelos animais de depressdo induzida
por estresse sdo capazes de diminuir os niveis de BDNF em regibes
cerebrais, principalmente no hipocampo (MURAKAMI et al., 2005;
GRONLI et al, 2006). Em contrapartida, o tratamento com
antidepressivos é capaz de aumentar os niveis dessa neurotrofina no soro,
cortex pré-frontal e hipocampo, tanto em humanos quanto em animais
(CHEN et al., 2001; SHIMIZU et al., 2003; DUMAN e MONTEGGIA,
2006; AUTRY e MONTEGGIA, 2012; DUMAN e LI, 2012). De fato, a
administracdo periférica (SCHMIDT e DUMAN, 2010) ou central de
BDNF (SHIRAYAMA et al., 2002; HOSHAW, MALBERG e LUCKI,
2005) resulta em efeitos tipo-antidepressivos. Além disso, 0 prejuizo na
sinalizacdo do BDNF por delecéo do seu receptor TrkB prejudica a agdo
de antidepressivos em camundongos (LI et al., 2008), enquanto um
aumento nessa sinalizacdo resulta em efeitos antidepressivos
(KOPONEN et al., 2005; TALIAZ et al., 2011).
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1.1.4. Sistema glutamatérgico e depressao

O glutamato é um aminoacido presente em todos os tipos
celulares do organismo humano sendo que, no SNC, é estocado em
vesiculas e liberado dos neurénios mediante despolarizacdo, agindo como
seu principal neurotransmissor excitatorio (TAKAMORI, 2006). Em
condicdes fisioldgicas, esse neurotransmissor possui  um papel
fundamental na regulacdo da plasticidade sinaptica, aprendizado e
memaria assim como na migracdo, diferenciagéo, sobrevivéncia neuronal
e sinaptogénese (MATTSON, 1996; TZSCHENTKE, 2002). Depois de
ser sintetizado no neurénio pré-sinaptico, o glutamato é armazenado em
vesiculas pré-sinapticas (TAKAMORI, 2006) e ap6s a despolarizacéo, ele
é liberado na fenda sinaptica, onde exerce suas acOes através da
estimulacdo de receptores especificos. Em seguida, o glutamato pode ser
eliminado da fenda sinéptica apds captagdo por transportadores presentes
no neurdnio pré ou pds-sinapticos ou principalmente nos astrécitos. Esses
transportadores sdo comumente chamados de transportadores de
aminoacidos excitatérios (EAAT), presentes tanto em células da glia
(EAATs 1 e 2) como em neurbnios (EAATs 3-5) (DANBOLT, 2001;
JIANG e AMARA, 2011). Esses transportadores atuam prevenindo a
estimulacdo excessiva de receptores glutamatérgicos por meio da
captagdo de glutamato da fenda sindptica, mantendo dessa forma o
controle de sua concentracdo no espaco extracelular, mantendo-o abaixo
de niveis toxicos (SORIANO e HARDINGHAM, 2007). Essa funcéo é
essencial considerando que ndo existe um sistema enzimatico capaz de
metabolizar rapidamente esse neurotransmissor na fenda sinaptica
(DANBOLT, 2001). No interior das células gliais, o glutamato pode ser
convertido em glutamina (pela acdo da enzima glutamina sintetase), que
pode ser transportada para o neurbnio pré-sinaptico, onde é precursora
para uma nova sintese de glutamato (SCHOUSBOE, BAK e
WAAGEPETERSEN, 2013; HILLHOUSE e PORTER, 2015).

Quanto aos receptores glutamatérgicos, sdo amplamente
distribuidos no SNC e podem ser classificados com base em
caracteristicas  estruturais e farmacologicas em metabotrépicos
(acoplados a proteina G) ou ionotrépicos (canais idnicos). Os receptores
metabotropicos, compreendem 8 subtipos de receptores (mGlul a mGlu8)
(COUTINHO e KNOPFEL, 2002), podendo estar localizados tanto pré
guanto poés-sinapticamente (DUMAN, 2009; NICIU, KELMENDI e
SANACORA, 2012). Por outro lado, os receptores ionotropicos incluem
0s do subtipo N-metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-
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4-isoxazol propionato (AMPA) e cainato (Figura 3), presentes
principalmente pds-sinapticamente, embora existam também no neurénio
pré-sinaptico, sugerindo que eles também podem responder a liberagdo
de glutamato sindptico (GILL et al., 2015). Os receptores ionotropicos,
guando ativados, permitem a entrada de ions catiénicos (principalmente
fons calcio e sodio) para o interior do neurbnio pos-sinaptico.
Particularmente os receptores ionotrépicos AMPA sdo 0s responsaveis
pela despolarizacéo inicial do potencial pds-sinaptico e podem ter 4 tipos
de subunidades: GIluAl, GluA2, GIuA3 e GluA4 (STONE e ADDAE,
2002; LI, CHEN e SMIT, 2013), podendo ser permeaveis ao sédio
(principalmente) ou calcio dependendo por quais subunidades s&o
constituidos (KEW e KEMP, 2005). Os receptores cainato diferenciam-
se dos receptores AMPA pela menor corrente conduzida e pela cinética
de desativacdo mais lenta (HUETTNER, 2003), sendo permeaveis
principalmente ao sédio e, em menor escala ao calcio (KEW e KEMP,
2005). Podem ser formados a partir da associacdo de cinco tipos de
subunidades: GluKl1, GluK2, GluK3, GluK4 e GIuK5 (REINER,
ARANT e ISACOFF, 2012). No que diz respeito aos receptores NMDA,
possuem maior afinidade pelo glutamato (NICIU, KELMENDI e
SANACORA, 2012) e sdo permeaveis ao sodio e principalmente ao
calcio (KEW e KEMP, 2005). Esse tipo de receptor pode ser constituido
pelas subunidades GIuN1, GIuN2 (GIuN2A — GIuN2D) e GIuN3
(GIuN3A e GIuN3B) (PAOLETTI, BELLONE e ZHOU, 2013) e, de
acordo com a composi¢do de suas subunidades, os receptores NMDA
podem ter distribuicdo, propriedades e regulagdes distintas no encéfalo
(GONDA, 2012).
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Figura 3. Liberacdo de glutamato na fenda sinéptica

Neurdnio pré-sinaptico
Glutamato

Transportador
de Glutamato
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M v Na*
Na” Ca’ Na*
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Legenda: O glutamato liberado na fenda sinaptica pode se ligar em receptores
metabotrépicos (MGLUR) ou ionotrépicos (NMDA, AMPA ou cainato) no
neurbnio poés-sinaptico. As acdes desse neurotransmissor na fenda sinaptica
terminam quando sua concentragdo na fenda é reduzida por difusdo e por
captacdo de glutamato pelos transportadores presentes nas células gliais e nos
neurdnios pré e poés-sindpticos. Abreviaturas: NMDA, N-metil-D-aspartato;
AMPA, alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropibnico; mMGLUR,
receptores glutamatérgicos metabotrépicos. Fonte: adaptado de ATTWELL e
GIBB (2005).

Embora a neurotransmissdo glutamatérgica tenha um papel
importante em nivel de SNC, sua hiperativacdo pode resultar no excesso
de glutamato, que leva a uma excitotoxicidade devido ao aumento nos
niveis de calcio e sodio intracelulares, desencadeando uma série de
eventos como liberagédo de NO e aumento de espécies reativas de oxigénio
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(EROs) que culminam em morte celular (LIPTON e ROSENBERG,
1994). Essa excitoxicidade estd frequentemente associada a diversas
doencas como Alzheimer, Parkinson, esclerose lateral amiotrofica,
esclerose maltipla, depressao, epilepsia e esquizofrenia (KORNHUBER
e WELLER, 1997; HYND, SCOTT e DODD, 2004; SANACORA et al.,
2008; ZARATE et al., 2010; CALABRESE et al., 2012; HILLHOUSE e
PORTER, 2015). A hiperfuncéo glutamatérgica em transtornos do humor
pode ocorrer devido ao aumento nos niveis de glutamato por excitacdo
excessiva ou ainda por anormalidades em ceélulas gliais devido a
diminuicdo na recaptacdo de glutamato extracelular (KUGAYA e
SANACORA, 2005).

O papel do glutamato na depressao e no efeito de antidepressivos
tem sido evidenciado desde estudos farmacolégicos realizados no final de
1980. De fato, um estudo realizado em 1988 mostrou que antidepressivos
triciclicos possuem a capacidade de bloquear receptores NMDA
(REYNOLDS e MILLER, 1988). Uma série de estudos mostra qye esses
antagonistas apresentam propriedades antidepressivas e que o tratamento
com antidepressivos pode ter um efeito sobre a funcéo destes receptores
(TRULLAS e SKOLNICK, 1990; SKOLNICK, 1999; MATHEW,
KEEGAN e SMITH, 2005; GARCIA et al., 2008; CHUNG, 2012;
SANACORA, TRECCANI e POPOLLI, 2012).

Também foi demonstrado um papel importante dos receptores
NMDA na modulacdo das funcdes serotoninérgicas. Antagonistas dos
receptores NMDA podem liberar serotonina e estimular sua renovagdo
em varias regides do encéfalo através da modulagio de a-2
adrenoceptores pré-sinapticos, 0 que pode contribuir para suas
propriedades antidepressivas (LOSCHER, ANNIES e HONACK, 1991;
FINK et al., 1995). Ressalta-se ainda, que esses antagonistas tém efeitos
protetores em modelos animais que estudam condic¢Ges agudas de dano
cerebral (MUIR, 2006) e propriedades antidepressivas em modelos
animais de depressdo, como o estresse inescapavel (TRULLAS e
SKOLNICK, 1990), estresse crénico moderado (PAPP e MORYL, 1994),
desamparo aprendido, modelo de bulbectomia olfatéria e testes de
desespero comportamental, como 0 TNF e o teste da suspenséo pela cauda
(TSC) (SKOLNICK, 1999; MORETTI et al., 2011). A administra¢do dos
antagonistas de receptores NMDA também é capaz de mimetizar o efeito
de antidepressivos, revertendo a anedonia induzida pelo estresse cronico
moderado (PAPP e MORYL, 1994; SKOLNICK, POPIK e TRULLAS,
2009), além de potencializar o efeito tipo-antidepressivo da fluoxetina,
venlafaxina e imipramina no TNF (ROGOZ et al., 2002; PRUUS et al.,
2010).
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Nos ultimos anos, um acUimulo de evidéncias relaciona a
disfuncao no sistema glutamatérgico com a depressao (BONANNO et al.,
2005; SANACORA et al., 2008; SANACORA, TRECCANI e POPOLL,
2012). Estudos demonstram uma atrofia de regiées do SNC diretamente
envolvidas com este transtorno e niveis elevados de glutamato nas
mesmas (SANACORA et al., 2004), assim como uma diminui¢do na
densidade neuronal e glial (DREVETS et al., 1992; SHELINE et al.,
1996). Adicionalmente, pacientes com depressdo, quando comparados
com individuos saudaveis, possuem um aumento dos niveis de glutamato
no plasma (MAURI et al., 1998; KUCUKIBRAHIMOGLU et al., 2009)
e no cortex pré-frontal (LEVINE et al., 2000; HASHIMOTO, SAWA e
IYO, 2007) bem como um aumento de glutamina no liquido
cerebroespinhal (LEVINE et al., 2000). Tanto o0 aumento de glutamato no
plasma (MAES et al., 1998; KUCUKIBRAHIMOGLU et al., 2009)
guanto o de glutamina no liquido cerebroespinhal (GARAKANI et al.,
2013) foram revertidos ap6s o tratamento com antidepressivos, sugerindo
um possivel papel do sistema glutamatérgico na a¢éo dos antidepressivos
convencionais monoaminérgicos. Estudos post-mortem mostram que
pacientes com depressdo apresentam alteragdes nas subunidades de
receptores NMDA (variaveis dependendo de quais subunidades ou
regibes encefalicas) em regides como cortex pré-frontal, hipocampo e
locus coeruleus (FEYISSA et al., 2009; SOWA-KUCMA et al., 2013;
HILLHOUSE e PORTER, 2015) e que o tratamento de pacientes com
antidepressivos pode diminuir a expressdo dessas subunidades
(SKOLNICK, 1999; PITTENGER et al., 2008), reforcando o
envolvimento deles como um alvo para novas estratégias no tratamento
da depressao.

Nesse sentido, uma série de medicamentos capaz de influenciar
a neurotransmissao glutamatérgica tém sido testados em pacientes com
depressdo, como por exemplo, a memantina (antagonista ndo competitivo
de receptores NMDA) (LENZE et al., 2012; SMITH et al., 2013),
lanicemina (blogueador do canal do receptor NMDA) (ZARATE et al.,
2013; SANACORA et al., 2014) e traxoprodil (antagonista seletivo da
subunidade GIuN2B do receptor NMDA) (PRESKORN et al., 2008).
Entretanto, a presenca de efeitos colaterais, como por exemplo, tontura,
sedacdo, sonoléncia, perda de apetite, nauseas e vomitos, € um dos fatores
que prejudica o amplo uso clinico desses farmacos (CVRCEK, 2008).

Estudos clinicos utilizando antagonistas de receptores NMDA
para o tratamento da depressao tém focado principalmente na cetamina,
uma vez que este composto em doses sub-anestésicas é capaz de reverter
de forma répida os sintomas depressivos de pacientes refratarios ao
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tratamento com antidepressivos convencionais. Desde o ano de 2000 a
cetamina vem sendo estudada em doses sub-anestésicas para avaliar seu
potencial antidepressivo em pacientes. Em um estudo realizado no ano
em questdo, pacientes deprimidos refratarios a tratamentos convencionais
que foram tratados com uma Unica dose sub-anestésica de cetamina (0,5
mg/Kkg, intravenosa) apresentaram uma reducao significativa no escore da
escala Hamilton de depressdo (um maior escore indica maior severidade
do transtorno depressivo) em relagdo aos pacientes deprimidos que
receberam placebo apenas ap6s 4 h de administracdo, efeito que durou
por 4 dias (BERMAN et al., 2000). Outro estudo clinico realizado no ano
de 2006 mostrou que a cetamina, a partir de uma Unica infusdo
endovenosa (dose sub-anestésica de 0,5 mg/kg), induziu um efeito
antidepressivo em menos de 2 h, revertendo os sintomas depressivos de
pacientes resistentes ao tratamento convencional, e esse efeito perdurava
por até duas semanas (ZARATE et al., 2006). A partir destes estudos, 0
interesse acerca do potencial antidepressivo da cetamina aumentou
consideravelmente, e novas evidéncias reforcaram sua capacidade em
reverter os sintomas depressivos de forma aguda, como também em
manter esse efeito antidepressivo por periodos prolongados (até 15 dias)
(ZARATE et al., 2006; AAN HET ROT et al., 2010; DIAZGRANADOS
et al., 2010; IRWIN e IGLEWICZ, 2010; MCNULTY e HAHN, 2012;
IRWIN et al., 2013; LARA, BISOL e MUNARI, 2013; MURROUGH et
al., 2013a; MURROUGH et al., 2013b; CHILUKURI et al., 2014;
GHASEMI et al., 2014; LAPIDUS et al., 2014).

Estudos pré-clinicos tém buscado compreender os mecanismos
pelos quais a cetamina exerce esses efeitos, e de um modo geral, eles
mostram que ela aumenta de maneira rapida (em 24 hs) a sinaptogénese
(aumento da funcéo e densidade das espinhas dendriticas) no cortex pré-
frontal de roedores (LI et al., 2010; LI et al., 2011). Além disso, ela é
capaz de reverter o déficit sinaptico induzido por estresse cronico
moderado (LI et al., 2011), efeitos esses que sdo acompanhados pelo
aumento na liberacdo de BDNF, da ativacdo da proteina alvo da
rapamicina em mamiferos (mTOR) e do aumento de proteinas sinapticas
como a proteina de densidade pos-sindptica de 95KDa (PSD-95) e
sinapsina 1 (LI et al., 2010; DUMAN et al., 2012). Essas descobertas
acerca do efeito antidepressivo da cetamina reforcam o envolvimento dos
receptores NMDA na fisiopatologia da depressdo e sugerem que
antagonistas desses receptores sejam estratégias promissoras para a
pesquisa de farmacos com atividade antidepressiva rapida. As vias de
sinalizacdo intracelular envolvidas no efeito tipo-antidepressivo da
cetamina estdo melhor descritas a seguir.
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1.1.5. Cetamina e vias de sinalizagdo intracelular
envolvidas na depressao

A cetamina, derivada da fenciclidina, ¢ sintetizada pela industria
quimica para uso farmacéutico a partir do brometo de ciclopentilo, o-
clorobenzonitrilo e metilamina, e comercialmente utilizada como uma
mistura racémica de dois isbmeros opticamente ativos (enantiémeros), o
S(+) e 0 R(-) (KOHRS e DURIEUX, 1998; LUFT e MENDES, 2005).
Estudos em animais demonstraram que a S(+) cetamina tem
aproximadamente quatro vezes mais afinidade para o sitio de ligac¢do da
fenciclidina no receptor NMDA comparado a R(-) cetamina, o que a torna
clinicamente interessante (PFENNINGER, DURIEUX e
HIMMELSEHER, 2002). A cetamina foi introduzida na pratica clinica hd
cerca de 45 anos, com o objetivo de atuar como droga monoanestésica
para produzir analgesia, amnésia, inconsciéncia e imobilibidade (KOHRS
e DURIEUX, 1998) e é utilizada principalmente por médicos e
veterinarios em procedimentos cirdrgicos variados (GREEN e LI, 2000).
A cetamina produz um tipo especifico de anestesia, denominada
dissociativa. Os efeitos dissociativos sdo dependentes da dose e os
pacientes parecem estar em estado cataléptico, permanecendo com 0s
olhos abertos e mantendo muitos reflexos, além de apresentarem pupilas
dilatadas moderadamente e nistagmo, lacrimejamento e salivacdo
(OLIVEIRA et al., 2004). Devido a sua agdo dissociativa, ela produz
efeitos psicologicos indesejaveis, principalmente no periodo pos-
operatorio sendo que 0s mais comuns sdo pesadelos, experiéncias
extracorpéreas (sensacdo de flutuar fora do corpo) e ilusbes. A ocorréncia
de alucinagdes varia de 5% a mais de 30% ap6s doses usadas para indugédo
anestésica. Por esse motivo, 0 uso da cetamina ndo tem sido restrito a
pratica clinica, sendo frequentemente utilizada como droga de abuso
(GABLE, 2004).

A cetamina é solGvel em agua e lipideos, 0 que permite que seja
administrada comumente por via intravenosa, mas também pelas vias
subcutanea, intramuscular, transdérmica, intranasal, intraretal e oral
(MION e VILLEVIEILLE, 2013). E rapidamente captada pelo cérebro e
redistribuida, com um tempo de meia vida de distribuicdo de 10 a 15
minutos (WIEBER et al., 1975; DOMINO et al., 1984). Uma vez no
organismo, a cetamina é metabolizada pelo figado em diversos
metabdlitos (CLEMENTS e NIMMO, 1981) como a norcetamina, que
mantém a atividade anestésica da cetamina em cerca de 1/3 de sua
poténcia (COHEN e TREVOR, 1974; DOMINO et al., 1984). A cetamina
inativa é conjugada e os metabdlitos sdo excretados na urina (WIEBER
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et al., 1975), sendo que seu tempo de meia vida de eliminacdo é de2a 3
h (DOMINO et al., 1984).

Além de antagonizar receptores NMDA, a cetamina age em
inimeros outros alvos, exercendo uma série de efeitos bioldgicos. Por
exemplo, seu efeito relaxante muscular pode ser atribuido a inibicéo de
canais de célcio voltagem dependentes (YAMAKAGE et al., 1995),
sendo que a inibicdo desses canais pode contribuir para seus efeitos de
disforia, psicose, alteracdo da percepc¢do e na fala (BAUM E TECSON,
1991). O bloqueio no transporte de monoaminas também pode contribuir
para os efeitos psicomiméticos da cetamina (NISHIMURA et al., 1998),
bem como a hiperpolarizagdo de canais de nucleotideos ciclicos podem
contribuir para seu efeito hipnoético (CHEN et al., 2009; Zhou C. et al.,
2013). Esses canais podem estar mediando os efeitos hipnoticos de outros
anestésicos volateis também (ZHOU et al., 2015). Adicionalmente, a
cetamina exerce efeito antinociceptivo por meio de receptores opidides
(FINCK E NGAI, 1982; SMITH et al., 1987; PACHECO et al., 2014) e
efeito analgésico por meio da inibicdo da recaptacdo de serotonina
(MARTIN et al., 1982).

Na ultima década, uma série de estudos clinicos e pré-clinicos
mostrou o potencial antidepressivo da cetamina (BERMAN et al., 2000;
ZARATE et al., 2006; LI et al., 2010), e sua capacidade em reduzir 0s
sintomas depressivos rapidamente apds administracdo aguda. Esses
estudos mostram que a administracdo de cetamina (via oral e intravenosa)
foi capaz de resolver rapidamente tanto a ideacdo suicida em situacoes
emergenciais, como também demonstrou eficdcia em pacientes
resistentes, que ndo responderam a terapia convencional
(DIAZGRANADOS et al., 2010; IRWIN e IGLEWICZ, 2010;
MURROUGH et al., 2013a). Embora a farmacodinamica classica da
cetamina envolva o antagonismo ndo competitivo dos receptores NMDA,
sua resposta antidepressiva rapida envolve um mecanismo mais
abrangente. Estudos evidenciam que seu efeito rapido ocorre através do
antagonismo de receptores NMDA em interneurdnios GABAérgicos, que
estdo tonicamente ativos. Em situacdes fisioldgicas, estes interneurénios
emitem projecbes para os neurdnios glutamatérgicos, regulando
negativamente a transmissdo glutamatérgica por meio da liberagdo de
acido gama aminobutirico (GABA). A cetamina inibe a atividade desses
interneurbnios GABAérgicos, que por sua vez perdem sua capacidade de
inibir os neurdnios glutamatérgicos, aumentando consequentemente a
exocitose de vesiculas contendo neurotransmissores (como o glutamato)
na fenda sindptica. Dessa forma, o efeito inicial da cetamina é um
aumento da atividade glutamatérgica, com aumento dos niveis de
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glutamato na fenda sinaptica (MACHADO-VIEIRA, MANIJI e
ZARATE, 2009; LI et al., 2010; LI et al., 2011; DUMAN et al., 2012;
DUMAN e VOLETI, 2012). A cetamina ainda exerce efeitos nos
neurbnios pos-sinapticos, também por meio do antagonismo dos
receptores NMDA. Esse antagonismo impede a acdo do glutamato
previamente liberado na fenda sinaptica sobre esses receptores, levando a
ativacdo preferencial dos receptores AMPA. No SNC de mamiferos, os
receptores AMPA atuam mediando a neurotransmissao excitatoria rapida
e estdo intimamente relacionados com a plasticidade sinaptica (LEE e
KIRKWOOD, 2011). Dados pré-clinicos mostram que compostos que
estimulam esses receptores demonstram efeito tipo-antidepressivo rapido
em modelos animais (BAI, BERGERON e NELSON, 2003;
SANACORA et al., 2008), bem como a delecdo da subunidade GIuAl
desse receptor induz um comportamento tipo-depressivo nos animais
(CHOURBAJI et al., 2008). Além disso, a forma pela qual a modulagéo
desses receptores se relaciona com o efeito tipo-antidepressivo da
cetamina tem sido foco de diversos estudos (FLEMING e ENGLAND,
2010; ZARATE et al., 2010; HASHIMOTO, 2011), uma vez que a
ativacdo dos receptores AMPA pelo glutamato é importante para o efeito
antidepressivo da cetamina, conferindo papel especial para esse receptor
(MAENG et al., 2008; KOIKE, IIJIMA e CHAKI, 2011).

Com a ativacdo dos receptores AMPA, o neur6nio p6s-sindptico
sofre um influxo de fons sddio, acarretando em uma onda de
despolarizacéo transitoria na membrana que leva a ativacdo dos canais de
célcio dependentes de voltagem (CCVD). O influxo de célcio resultante
desse processo acarreta na exocitose de vesiculas contendo fatores
neurotroficos, com destaque para o BDNF (MACHADO-VIEIRA,
MANJI e ZARATE, 2009). O BDNF desempenha um papel critico como
modulador de diversas funcBes sindpticas, induzindo estimulo a
matura¢do, nutricdo, crescimento e integridade neuronal (THOENEN,
1995). O aumento nos niveis de BDNF aumenta a sobrevivéncia neuronal,
sinaptogénese e neurogénese adulta hipocampal e reverte a atrofia
observada no cértex e hipocampo de pacientes com transtorno depressivo
(CASTREN, 2004). Os efeitos dessa neurotrofina sdo mediados
predominantemente pela ligacdo com seu receptor TrkB, sendo que, a
diminuicéo dos niveis tanto do BDNF quanto desse receptor é observada
no hipocampo ou soro de pacientes com depressdo (KAREGE et al.,
2005a; SEN, DUMAN e SANACORA, 2008; AUTRY e MONTEGGIA,
2012). Além disso, modelos animais de depressao induzida por estresse
sdo capazes de diminuir os niveis de BDNF em algumas regiGes cerebrais,
principalmente no hipocampo (MURAKAMI et al., 2005; GRONLI et
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al., 2006). Foi observado também que tanto em modelos animais quanto
em humanos, a presenca de uma mutacao especifica no gene que codifica
0 BDNF impede a ocorréncia da resposta antidepressiva rapida induzida
pela cetamina (LAJE et al., 2012; LIU et al., 2012). Essas evidéncias
experimentais sugerem entéo que a liberacdo de BDNF, ocasionando a
estimulagdo de seus receptores TrkB e consequente ativacdo das vias da
fosfatidilinositol 3 cinase (PI3K) /proteina cinase B (Akt), parece ser um
componente crucial para a ocorréncia de uma resposta antidepressiva
rapida e eficaz (AUTRY et al., 2011; DUMAN e VOLETI, 2012).

O aumento da liberacdo de BDNF em funcdo dos efeitos
desencadeados pela cetamina (GARCIA et al., 2008) leva a ativacdo da
via de sinalizacdo PI3K/Akt, considerada importante para o efeito
antidepressivo rapido desse composto, e associada com controle da
sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciagdo celular, plasticidade sinaptica,
aprendizado e meméria (KELLY e LYNCH, 2000; DWIVEDI et al.,
2008; YANG et al., 2008; MENDOZA, ER e BLENIS, 2011). Essas vias
tém sido implicadas na fisiopatologia da depressdo, uma vez que seu
funcionamento se apresenta prejudicado durante a presenca dos sintomas
depressivos, podendo ser normalizado apds o tratamento com
antidepressivos (DWIVEDI et al., 2001; DUMAN e MONTEGGIA,
2006; Ql et al., 2009). Nesse contexto, dados pré-clinicos mostram que o
aumento de fatores neurotroficos apds administragdo cronica de
antidepressivos também envolve a ativacdo dessas vias de sinalizacdo
(MERCIER et al., 2004; KODAMA, RUSSELL ¢ DUMAN, 2005).
Quando ativada, a via da PI3K/Akt é responséavel por regular
negativamente a atividade da enzima glicogénio sintase cinase 3 (GSK-
3pB) via fosforilagdo do residuo de serina 9 N-terminal (BEAULIEU,
GAINETDINOV e CARON, 2009). A GSK-3 é uma serina/treonina
cinase multifuncional, que existe em duas isoformas: GSK-3a e GSK-3.
A forma constitutivamente ativa é a GSK-3, que ¢ ativada quando ocorre
fosforilagdo no residuo de tirosina 216 e inativada quando a fosforilagéo
ocorre no residuo de serina 9 (JOPE e JOHNSON, 2004; CORTES-
VIEYRA etal., 2012). E considerada um importante regulador da sintese
de glicogénio, transcricdo de genes e vias de sinalizagdo intracelular
relacionadas a neuroplasticidade (JOPE, 2003), sendo que diversos
estudos correlacionam transtornos depressivos com a ativacdo dessa
enzima. Estudos mostram que a expressdo de GSK-3p estd aumentada
tanto no hipocampo de ratos submetidos ao modelo de estresse cronico
moderado quanto em pacientes com depressdo (SILVA et al., 2008; OH,
PARK e KIM, 2010) e que inibidores desta enzima tém apresentado efeito
tipo-antidepressivo (GOULD et al., 2004; SHAPIRA et al., 2007; SILVA
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et al., 2008). Além disso, a superexpressao de GSK-3p no hipocampo de
camundongos submetidos ao estresse cronico moderado esta associada a
um comportamento depressivo dos animais (ZHANG et al., 2013). Nesse
sentido, uma série de estudos indica o uso de inibidores da GSK-3f para
0 tratamento da depressdo (GOULD et al., 2004; ROSA et al., 2008;
BEAULIEU, GAINETDINOV e CARON, 2009; MAES et al., 2012).

Como mencionado anteriormente, a GSK-3p pode sofrer
regulacdo da sua atividade pela proteina Akt e por fosfatases, sendo que
a fosforilacdo da Akt suprime a atividade da GSK-3p por fosforilagdo no
residuo de Ser9, levando a ativacdo da mTOR. Nesse contexto, o efeito
antidepressivo rapido produzido por antagonistas de receptores NMDA
(cetamina e Ro 25-6981) é mediado por uma rapida ativagdo da via da
mTOR no cortex pré-frontal (LI et al., 2010; DUMAN et al., 2012). Uma
Gnica dose desses antagonistas rapidamente reverte déficits
comportamentais, morfolégicos e bioquimicos induzidos por um
protocolo de estresse cronico através da ativacdo da via da mTOR (LI et
al., 2011). Estudos pés-morte indicam que os niveis de mTOR e proteinas
sindpticas sintetizadas por sua ativagdo encontram-se significativamente
reduzidas no cortex pré-frontal de individuos depressivos em comparagao
ao grupo controle (JERNIGAN et al., 2011).

O complexo mTORC 1 é constituido por diversas proteinas como
amTOR, a proteina regulatoria associada a mTOR (Raptor) e o substrato
de Akt rico em prolina de 40 kDa (Pras 40), entre outras proteinas que,
guando devidamente acopladas, permitem a regulacdo da sintese proteica
em diversos niveis. A mTOR ¢€ a principal proteina do complexo com
dominios serina-treonina cinase que podem sofrer ativacdo ou inibicdo
por meio de fosforilagdo por outras cinases, e regula a tradugéo proteica,
sendo que nos processos dendriticos regula a sintese de novas proteinas
necessarias para a sinaptogénese. Como mencionado anteriormente, um
ativador do complexo é a Akt, e essa ativacdo desencadeia a fosforilacdo
da cinase ribossomal S6 de 70 kDa (p70S6K) (um membro da familia de
cinases ribossomais S6 de 70 kDa) que fosforila e consequentemente
inibe a cinase de fator de alongamento eucariético 2 (eEF2K), levando ao
aumento de traducdo de proteinas. Adicionalmente, a mTOR ativada
também pode fosforilar a proteina ligante 4E (4E-BP), inativando-a e
permitindo a liberacéo da proteina 4E que estimula 0 aumento da traducéo
de proteinas sinapticas, com destaque para subunidades de receptores
glutamatérgicos AMPA (GIuAl) e proteinas de ancoragem desses
receptores, como a PSD-95 e a proteina pré-sinaptica sinapsina 1. Sendo
assim, a ativagdo da mTOR culmina na traducéo de proteinas diretamente
envolvidas com a sinaptogénese (Figura 4) (DUMAN et al., 2012).
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Figura 4. Cetamina aumenta a atividade da mTOR e sinaptogénese
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Legenda: A cetamina aumenta a atividade glutamatérgica nos receptores AMPA
pos-sindpticos, por meio do antagonismo dos receptores NMDA nos
interneurdnios GABAGérgicos e nos neurbnios poés-sindpticos. A onda de
despolarizagdo resultante do influxo de s6dio nos receptores AMPA abre os
canais de célcio voltagem dependente (CCVD) permitindo a liberagdo de
vesiculas contendo BDNF. O BDNF ativa seus receptores TrkB, levando a
ativacdo da via PI3K/Akt que fosforila subunidades do complexo mTOR,
ativando-o, o qual fosforila a cinase ribossomal S6 de 70 kDa (p70S6K) e inibe
proteinas que possuem papel inibit6rio sobre a transcrigdo, tais quais a cinase do
fator de elongacéo 2 (eEF2K) e a proteina de ligagdo ao fator de iniciagdo 4E em
eucariotos (4E-BP). Esses eventos levam a um aumento da traducédo de proteinas
inerentes a sinaptogénese, como subunidades de receptores AMPA (GIuAl),
proteinas de ancoragem (PSD-95) e a proteina pré-sinaptica sinapsina 1, bem
como a inser¢do dos mesmos na fenda sinaptica. Abreviaturas: NMDA, N-metil-
D-aspartato; AMPA, acido alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropi6nico;
BDNF, fator neurotréfico derivado do cérebro; TrkB, receptor tropomiosina
cinase B; PI3K, fosfatidilinositol 3 cinase; Akt, proteina cinase B; mTOR,
proteina alvo da rapamicina em mamiferos; GSK3, glicogénio sintase cinase 3;
PSD-95, proteina de densidade pos-sindptica de 95KDa. Fonte: adaptado de
DUMAN et al. (2012).
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Diversos estudos sugerem que os sintomas da depressdo estdo
relacionados com uma reducdo na plasticidade sindptica cerebral
(DUMAN e MONTEGGIA, 2006; DUMAN et al., 2012), e essa
diminuicdo em individuos deprimidos esta associada a modificagdes
morfoldgicas no cortex limbico, como uma diminuicdo da arborizagdo
dendritica e do nimero de contatos sinapticos, evidenciado por uma
menor expressdo de proteinas sindpticas (MAGARINOS e MCEWEN,
1995; MAGARINOS, VERDUGO e MCEWEN, 1997). Estudos pré-
clinicos mostram que o tratamento com cetamina aumenta rapidamente
0s niveis de proteinas sinapticas (GIuA1, PSD-95) e o nimero e fungédo
das sinapses glutamatérgicas excitatorias no cortex pré-frontal, além de
reverter os déficits sinapticos caracterizados pela diminuicdo dos niveis
de proteinas sinapticas induzidas pelo estresse (LI et al., 2010; LI et al.,
2011). A importancia dessas vias para a resposta antidepressiva esta
diretamente relacionada com a ativacdo de alvos que estimulam a sintese
de proteinas sinapticas, um fendmeno que desempenha um papel
importante na reversdo da atrofia neuronal e reducdo da densidade
sinaptica observados no cortex pré-frontal e hipocampo de pacientes
depressivos (PITTENGER e DUMAN, 2008; KRISHNAN e NESTLER,
2010).

1.1.6. Estresse e depressdo

Dentre os diversos fatores ambientais que predispGem um
individuo a depressdo, episodios de estresse parecem ser um dos
principais envolvidos (MCGONAGLE e KESSLER, 1990; KESSLER,
1997; HAMMEN et al., 2009), uma vez que aproximadamente 60% dos
episodios depressivos sdo precedidos por um evento estressante (POST,
1992; HAMMEN, 2005; SIEGRIST et al., 2012). O estresse cronico € um
fator ambiental que pode levar ao aumento dos niveis plasmaticos de
glicocorticoides (corticosterona em roedores e cortisol em humanos),
desregulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal  (HPA) e
consequentemente morte de neurénios hipocampais (NESTLER et al.,
2002), além de reducdo da neurogénese (NESTLER et al., 2002;
PITTENGER e DUMAN, 2008). Nesse contexto, situaces de estresse
estdo associadas com diminui¢do do volume de regifes cerebrais (cortex
pré-frontal e hipocampo) (RAJKOWSKA et al., 1999; BREMNER et al.,
2000; IZQUIERDO, WELLMAN e HOLMES, 2006; BANASR et al.,
2007; GOOSENS e SAPOLSKY, 2007; SHANSKY et al., 2009;
MCEWEN e GIANAROS, 2011) principalmente do hipocampo que,
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além de estar associado com a depressao e neurogénese, é particularmente
vulneravel ao estresse uma vez que possui uma elevada concentracao de
receptores para os glicocorticoides (MACQUEEN e FRODL, 2011,
DUMAN, 2014a).

A liberacéo de glicocorticoides pelas adrenais é controlada pelo
eixo HPA, que corresponde a um sistema regulatorio primario de resposta
ao estresse, sendo que sua estimulagdo excessiva estd relacionada a
depressdo (BERTON e NESTLER, 2006). Quando ha um estimulo
estressor, ocorre a secrecdo do hormdnio liberador de corticotrofina
(CRH) e vasopressina pelas células dos nucleos paraventriculares
hipotaldmicos (PVN). O CRH, na hipdfise anterior, estimula a liberago
do horménio adrenocorticotréfico (ACTH), que cai na corrente sanguinea
e atua no cértex da glandula adrenal, promovendo a sintese e liberagdo de
glicocorticoides (NEMEROFF, 1996; CARRASCO e VAN DE KAR,
2003; GILLESPIE e NEMEROFF, 2005; XIONG e ZHANG, 2013). Os
glicocorticoides, os quais sdo hormdnios esterdides, interagem com seus
receptores em diversos tecidos-alvos, mediante a ativa¢do de mecanismos
de resposta rapida (ndo-gendmicos) ou de resposta lenta (através de
alteracGes na transcri¢do génica) (TASKER, DI e MALCHER-LOPES,
2006; LUPIEN et al., 2009; GROENEWEG et al., 2011). A atividade dos
glicocorticoides pode ser mediada por dois tipos de receptores, 0s
mineralocorticoides e o0s receptores de glicocorticoides, sendo que,
guando os niveis de glicocorticoides estdo mais altos no encéfalo (em
situacGes de estresse), ha o predominio de receptores glicocorticoides e
sua consequente ativacdo (REUL e DE KLOET, 1985; JOELS e DE
KLOET, 1994). Essa ativacdo excessiva esta relacionada com a atrofia e
morte neuronal induzidas, por exemplo, pela inibicdo da neurogénese
hipocampal (SAALTINK e VREUGDENHIL, 2014). Sabe-se também
gue niveis elevados de estresse e glicocorticoides (presentes em pacientes
depressivos) estdo relacionados a um aumento nos niveis de glutamato
extracelular (LOWY, WITTENBERG e YAMAMOTO, 1995). De fato,
a atrofia e morte neuronal decorrentes da ativagao excessiva de receptores
de glicocorticoides estdo relacionadas com a excitotoxicidade
glutamatérgica, uma vez que os glicocorticoides estdo associados a uma
rapida liberagdo de glutamato em diversas regides limbicas e corticais,
incluindo o hipocampo, o cortex pré-frontal e a amigdala (LOWY,
WITTENBERG e YAMAMOTO, 1995; VENERO e BORRELL, 1999;
POPOLI et al., 2011). Adicionalmente, o estresse est4 associado com a
reducdo na expressdo de transportadores de glutamato no hipocampo,
aumentando a probabilidade de que esse neurotransmissor cause prejuizo
neuronal (YANG, HUANG e HSU, 2005; ZINK et al., 2010).
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Corroborando esses achados, agonistas de receptores NMDA sdo capazes
de aumentar a secrecdo de ACTH, efeito que pode ser prevenido pelo
tratamento com antagonistas desses receptores (FARAH et al., 1991,
JEZOVA, OLIVER e JURCOVICOVA, 1991).

Quando o eixo HPA esta funcionando de forma adequada, a
resposta neuroenddcrina ao estresse € contra regulada por um mecanismo
de retroalimentag&o negativa dos glicocorticoides sobre 0os componentes
do SNC, diminuindo a liberacdo encefalica de CRH e ACTH, causando
diminuicdo dos glicocorticoides (CARRASCO e VAN DE KAR, 2003;
GILLESPIE e NEMEROFF, 2005; KYROU e TSIGOS, 2009). Além
disso, 0 hipocampo também auxilia no controle da ativagdo do eixo HPA,
através da inibicdo dos neurbnios hipotalamicos secretores de CRH
(NESTLER et al., 2002; HERMAN et al., 2005; FRODL e O'KEANE,
2013) (Figura 5).
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Figura 5. Regulagéo do eixo HPA pelo estresse
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Legenda: Com o estimulo estressor, ocorre a secre¢do do CRH pelas células do
nlcleo paraventricular do hipotdlamo (PVN). O CRH, na hipdfise anterior,
estimula a liberagdo de ACTH, que atua no cortex da glandula supra-renal,
promovendo a sintese e liberagdo de glicocorticoides. Os efeitos celulares dos
glicocorticoides sdo mediados via receptores de glicocorticoides e de
mineralocorticéides. O controle regulatério sobre o eixo HPA é mediado por
feedback negativo a nivel da hipofise, bem como de outras regides do cérebro,
incluindo o hipocampo. Abreviaturas: CRH, hormonio liberador de
corticotrofina, ACHT, hormonio adrenocorticotrofico. Fonte: adaptado de
GILLESPIE e NEMEROFF (2005).

Adrenal

A hiperatividade do eixo HPA acarreta em niveis basais elevados
de CRH no SNC (SAPOLSKY, ROMERO e MUNCK, 2000;
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GILLESPIE e NEMEROFF, 2005), além de niveis elevados de cortisol
no sangue, urina e liquido cefalorraquidiano (GOLD et al., 1996;
NEMEROFF, 1996; DEUSCHLE et al., 1997; OTTE et al., 2004,
BHAGWAGAR, HAFIZ1 e COWEN, 2005; PARIANTE e LIGHTMAN,
2008; DETTENBORN et al., 2012) que acometem grande parte dos
pacientes com depressdo. Adicionalmente, esses pacientes geralmente
apresentam aumento da hipofise, das glandulas adrenais e auséncia de
resposta ao teste de supressdo com o corticoide sintético dexametasona
(GOLD et al., 1996; HOLSBOER e BARDEN, 1996) o que indica
auséncia do mecanismo de controle do eixo HPA. Além disso, quando o
tratamento com antidepressivos € bem-sucedido, ocorre uma diminuicéo
nos niveis sericos de cortisol (PIWOWARSKA et al., 2012). No entanto,
é importante ressaltar que nem todos os pacientes com depressao possuem
aumento nos niveis de cortisol (YOUNG, CARLSON e BROWN, 2001;
VYTHILINGAM et al., 2004). Um exemplo disso, é a depressao atipica,
na qual ndo ocorre uma hiperativacdo do eixo HPA como evidenciado
frequentemente em pacientes com depressdo melancdlica, mas sim uma
alteracdo diferente no eixo, levando a redugdo dos niveis séricos de
cortisol (LAMERS et al., 2013). De fato, esses subgrupos de depressao
apresentam outras caracteristicas clinicas diferentes. Na depressao atipica
0 paciente apresenta hipersonia, hiperfagia e reatividade de humor,
enquanto na melancolica apresenta reducdo de apetite, insénia e menor
responsividade

Quanto a relagdo entre estresse e depressdo em estudos pré-
clinicos, alguns modelos animais de depressdo sustentam essa associagao,
demonstrando que situacOes de estresse, ou que alteram diretamente o
eixo HPA, podem causar um comportamento tipo-depressivo nos
animais. Dentre esses modelos, destaca-se a administracdo cronica de
corticosterona (ZHAO et al., 2008; LUSSIER et al., 2013), o modelo de
depressdo induzida por estresse cronico imprevisivel (ECI) (WILLNER,
MUSCAT e PAPP, 1992; MORETTI et al., 2012; FILHO et al., 2015) e
0 modelo de estresse de contengdo (POLESZAK et al., 2006; BUDNI et
al., 2013). O excesso de glicocorticoides induzido em alguns modelos
animais, tanto pela exposicdo a eventos estressores quanto pela
administragdo exdgena de corticosteroides, é capaz de ocasionar
alteracGes estruturais no hipocampo e sintomas semelhantes aos
observados na depressdo humana (ANDRADE e RAO, 2010). O estresse
também é capaz de prejudicar a neurotransmissdo monoaminérgica,
causando reducdo no nimero e na funcao de receptores serotonérgicos no
hipocampo (FLUGGE, 1995; VAN RIEL et al., 2003; KIERAN, OU e
1YO, 2010).
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A reducéo da densidade e tamanho das espinhas dendriticas pode
contribuir para a atrofia dessas estruturas além dos déficits cognitivos
observados em pacientes depressivos e em animais submetidos a modelos
de estresse. Essas alteracGes podem ser decorrentes principalmente da
reducdo da expressdo de proteinas sinapticas tanto em humanos quanto
em roedores (SHELINE, GADO e KRAEMER, 2003; LI et al., 2011),
sendo prevenidas pelo tratamento com antidepressivos (GOULD e
TANAPAT, 1999; DUMAN, 2004; DRANOVSKY e HEN, 2006).
Estudos sugerem que a exposicdo ao estresse cronico causa alteracdes
neuronais que levam a uma maior susceptibilidade a transtornos de humor
pela diminuicdo do nimero e funcdo das espinhas sinapticas
(PITTENGER e DUMAN, 2008; SHANSKY et al., 2009). Nesse
contexto, em estudos pré-clinicos, ratos expostos a protocolos de estresse
ou administragdo de glicocorticoides apresentam reducdo do tamanho e
guantidade de espinhas dendriticas bem como proteinas sinapticas no
cortex pré-frontal e hipocampo (WOOLLEY, GOULD ¢ MCEWEN,
1990; RADLEY et al.,, 2006). Por outro lado, o tratamento com
antidepressivos podem reverter essas alteragdes moleculares (aumento da
liberagdo de glicocorticoides, aumento da excitotoxicidade
glutamatérgica, diminuicao de fatores neurotréficos e da funcéo sinaptica
e alteracdo em vias de sinalizag&o intracelular), celulares (diminuicdo da
neurogénese e gliogénese, aumento da atrofia e remodelamento neuronal,
diminuicdo da plasticidade sinaptica e sinaptogénese e aumento da
desestabilizacdo do citoesqueleto) e morfologicas (por exemplo
proliferacdo de neurbnios hipocampais), melhorando 0s sintomas
depressivos (DURIC e DUMAN, 2013).

1.2. MODELOS ANIMAIS DE DEPRESSAO

Considerando que 0s sintomas caracteristicos da depressao
(como humor deprimido e sentimento de culpa) sdo de dificil mensuracédo
em animais de laboratdrio, além da auséncia de marcadores em nivel
molecular que possuam boa reprodutibilidade, sensibilidade e
especificidade para este transtorno psiquiatrico, modelos animais de
depressdo sdo ferramentas necessérias para a melhor compreensao dos
mecanismos envolvidos na fisiopatologia da depressdo, além de
permitirem a identificagdo de novos compostos com possivel acdo
antidepressiva (CRYAN, MARKOU e LUCKI, 2002; MCARTHUR e
BORSINI, 2006). Portanto, busca-se avaliar aspectos isolados do
transtorno como anedonia (um dos principais sintomas, que pode ser
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inferido a partir de alteragfes comportamentais em roedores), desespero
comportamental, alteracbes bioquimicas e/ou morfoldgicas em
determinadas regibes encefalicas dos animais (HASLER et al., 2004).
Atualmente, os modelos animais de depressao sdo avaliados com base em
3 critérios: 1) validade preditiva ou farmacoldgica (ocorre a reversdo dos
sintomas depressivos apds o0 tratamento com antidepressivos
convencionais) (NESTLER e HYMAN, 2010); 2) validade de face (indica
gue o modelo reproduz caracteristicas do tratamento e aspectos dos
sintomas do paciente); 3) validade de constructo (envolve similaridades
na fisiopatologia da doenca como: bioquimicas, anatbmicas e
comportamentais) (BELZUNG e LEMOINE, 2011). Modelos com
validade preditiva, como o TNF e o TSC sdo amplamente utilizados para
0 estudo da depressdo (NESTLER et al., 2002; MCARTHUR e
BORSINI, 2006). O TNF foi descrito primeiramente em 1977
(PORSOLT, BERTIN e JALFRE, 1977), sendo utilizado em ratos e
posteriormente em camundongos, enquanto o TSC foi descrito em
camundongos em 1985 (STERU et al., 1985). Estes modelos baseiam-se
na observacao do animal em estado de desespero comportamental, que se
movimenta para fugir de uma situacdo inescapavel, desenvolvendo apds
0s primeiros minutos uma postura de imobilidade que pode ser revertida
pela administracdo de antidepressivos. Ambos sdo amplamente utilizados
na busca por compostos com possivel acdo antidepressiva (BOURIN et
al., 2005) e apesar de possuirem apenas validade preditiva, ambos os
testes sdo amplamente utilizados devido ao facil uso e boa
reprodutibilidade observada (CRYAN, MARKOU e LUCKI, 2002). E
importante ressaltar que embora possuam similaridades quanto a
validade, o TSC possui alguns beneficios em relagdo ao TNF, entre eles:
evita qualquer possibilidade de inducdo de hipotermia, ndo depende de
coordenacdo motora para nadar, o tempo inicial para o animal
desenvolver uma postura de imobilidade é mais curto, acredita-se ser uma
situacdo menos aversiva do que o TNF e ainda, que o TSC apresente uma
maior sensibilidade farmacol6gica quando comparado ao TNF
(THIERRY et al., 1986; CRYAN, MOMBEREAU e VASSOUT, 2005).

Além de validade preditiva, sdo utilizados modelos animais de
depressao com validade de face e de constructo. Entre esses, destacam-se
os modelos baseados na inducéo de estresse e os modelos farmacoldgicos
para indugdo de depressdo (MCARTHUR e BORSINI, 2006). Os
modelos de indugdo ao estresse baseiam-se em estudos que relacionam
eventos estressantes durante a vida como o principal fator ambiental de
risco para o desenvolvimento da depressdo e nas alteragdes
neuroquimicas e morfoldgicas provocadas pelo estresse que contribuem
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para o risco da depressdo (NESTLER et al., 2002). Nesses modelos, a
exposicdo dos animais a agentes estressores induz a uma série de
alteragdes fisiologicas, bioguimicas, morfolégicas e comportamentais
gue mimetizam o estado depressivo. Os animais sdo expostos a situa¢fes
de estresse e, como resultado apresentam comportamento tipo-depressivo
(MCARTHUR e BORSINI, 2006), tais como: aumento do tempo de
imobilidade em modelos preditivos de atividade antidepressiva como o
TNF e TSC (GUTIERREZ-GARCIA e CONTRERAS, 2009), aumento
da secrecdo de corticosterona (LIU et al., 2014), aumento da transmissao
glutamatérgica no giro denteado, apoptose e diminuicdo da neurogénese
hipocampal (JOELS et al., 2004), entre outras alteracdes. Dentre esses
modelos de indugdo de estresse, destacam-se 0 estresse crénico moderado
(WILLNER, 1997) e 0 ECI (HENN e VOLLMAYR, 2005). O modelo do
ECI foi proposto como uma estratégia capaz de impedir que os animais
se adaptem aos estimulos estressores, desencadeando alteracoes
comportamentais, neuroquimicas e neuroenddcrinas que sé podem ser
revertidas mediante tratamento repetido com antidepressivos
convencionais (KATZ, ROTH e SCHMALTZ, 1981; WILLNER et al.,
1987; WILLNER, 1997). Com relacdo aos modelos farmacolégicos, eles
induzem um comportamento tipo-depressivo através de alteracdes
neurogquimicas semelhantes aquelas encontradas na depressao
(MCARTHUR e BORSINI, 2006), sendo que um dos mais estudados
envolve a administracdo do glicocorticoide corticosterona (GOURLEY et
al., 2008b; AGO et al., 2013). Essa exposicdo cronica ao glicocorticoide
leva a um aumento no tempo de imobilidade dos animais em testes
preditivos de atividade antidepressiva como TNF e TSC, além de causar
alteragdes neuroquimicas e morfolégicas, levando a um prejuizo dos
mecanismos de neuroplasticidade, que pode estar correlacionado ao
comportamento tipo-depressivo, equivalente aos sintomas clinicos
encontrados na depressdo (GOURLEY e TAYLOR, 2009; ROSA et al.,
2014; PAZINI et al., 2016b).

1.3. AGMATINA
1.3.1. Poliaminas

Poliaminas sdo compostos organicos com dois ou mais
grupamentos amino, que estdo envolvidos em diversas funcgdes
fisiolégicas como crescimento e proliferacdo celular, sintese de proteinas
e acidos nucléicos, diferenciagdo de células imunes, regulacdo de reacéo
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inflamatdria e manutengéo da funcgdo intestinal (MOINARD, CYNOBER
e DE BANDT, 2005). Também estdo envolvidas no reparo de matriz
extracelular, adesdo celular e alguns processos de sinalizagdo. Devido ao
seu carater policationico, eles interagem com fosfolipideos de membrana
e exercem um papel importante na regulacdo de enzimas associadas as
membranas plasmaticas. O termo “poliamina” é usado para designar 0s
seguintes compostos: putrescina, espermidina, espermina e mais
recentemente, agmatina, que possui papel neuronal, vascular, metabélico,
além de diversas funcdes terapéuticas (MOINARD, CYNOBER e DE
BANDT, 2005).

1.3.2. Agmatina: absor¢édo e metabolismo

A agmatina, chamada quimicamente de 4-aminobutil guanidina,
é uma amina enddgena, conhecida como um produto intermediario no
metabolismo de poliaminas, encontrada em plantas, bactérias e
invertebrados, descoberta em 1910 e em 1994, em mamiferos (KOSSEL,
1910). Sabe-se que é sintetizada pela descarboxilacdo de L-arginina em
uma reagdo catalisada pela enzima arginina descarboxilase no encéfalo e
em outros tecidos como estdmago, intestino e adrenais (RAASCH et al.,
1995) (Figura 6). A agmatina pode ser metabolizada em produtos como
espermina durante a biossintese de poliaminas, por a¢do da enzima
agmatinase ou metabolizada a &cido guanido butandico, por acdo da
enzima diamina oxidase (REIS e REGUNATHAN, 2000; RAASCH et
al., 2001; MOINARD, CYNOBER e DE BANDT, 2005).
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Figura 6. Sintese e degrada¢do da agmatina
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Legenda: A agmatina € sintetizada a partir da descarboxilacéo de L-arginina pela
enzima arginina descarboxilase. E metabolizada a putrescina por agdo da enzima
agmatinase ou metabolizada a acido guanidino butirico pela enzima diamina
oxidase. Fonte: adaptado de REIS e REGUNATHAN (2000).

A administracdo ex6gena de agmatina é uma das estratégias mais
utilizadas para se alcancar seus efeitos terapéuticos. Dentre as varias vias
de administracdo que podem ser empregadas, a mais conveniente é a via
oral. Estudos mostram que quando administrada por essa via, a agmatina
¢ absorvida pelo trato gastro-intestinal e rapidamente distribuida pelo
organismo (HAENISCH et al., 2008), sendo que pode atingir o encéfalo
por atravessar a barreira hemato-encefalica (PILETZ et al., 2003). Sua
eliminac&o ocorre através da urina, possuindo um tempo de meia-vida de
aproximadamente 2 h (HUISMAN et al., 2010). Sabe-se que a microbiota
é uma das maiores fontes de agmatina no organismo, e que apenas a dieta
contendo agmatina (presente em bebidas alcodlicas como vinho, cerveja
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e principalmente saqué, peixes, alguns vegetais, carnes, entre outros) ndo
permite que ela module seus alvos moleculares (GALGANO et al., 2012).
Portanto, o sulfato de agmatina (500 mg — 1g) tem sido utilizado como
suplemento nutricional por fisiculturistas no intuito de auxiliar o ganho
de massa muscular e a perda de gordura. Além disso, uma das vantagens
do uso da agmatina por via oral é sua baixa toxicidade e efeitos adversos
observada em estudos pré-clinicos e clinicos (GILAD et al., 1996;
SATRIANO et al., 1998; KEYNAN et al., 2010).

A agmatina esta distribuida nos tecidos, sendo abundante no
estdbmago, intestino e aorta e em menores niveis no figado, adrenal,
musculo esquelético e encéfalo (RAASCH et al., 1995). No encéfalo
(representa aproximadamente 10% da concentracdo presente no
estbmago, Orgdo que apresenta altas concentragdes desta amina) a
agmatina esta presente em neurdnios situados em regides relacionadas ao
processamento das emoc0es, perpep¢do da dor e cognicdo, incluindo a
amigdala, septo, hipotalamo, locus ceruleus, nucleo dorsal da rafe e
substancia cinza periaquedutal (LI et al., 1994). Mais especificamente,
em nivel de SNC ela esta presente no cortex cerebral (principalmente
lamina V1 e V), hipocampo, complexo amigdal6ide, hipotadlamo e tronco
cerebral (regiGes do encéfalo responsaveis pelo controle endécrino e
visceral, processamento das emogdes, dor, percepcdo e cognigdo). Em
nivel sub-celular, esta presente no corpo celular, dendritos, axénios e
terminais axo6nicos neuronais (REIS e REGUNATHAN, 2000). A
agmatina foi proposta como um neuromodulador (REIS e
REGUNATHAN, 2000; RAASCH et al., 2001), é sintetizada no
encéfalo, estocada em vesiculas sinapticas, acumulada por captacéo,
liberada de maneira dependente de célcio por despolarizagdo,
metabolizada e degradada a putrescina pela enzima agmatinase e captada
por sinaptossomos (REIS e REGUNATHAN, 2000; HALARIS e
PLIETZ, 2007). Essa amina enddgena se liga com afinidade moderada a
receptores nicotinicos de aceticolina, op-adrenérgicos e receptores
imidazolicos tipo 1 (I1) e 2 (I2). Além disso, a agmatina é capaz de inibir
receptores NMDA e todas as isoformas da enzima oxido nitrico sintase
(NOS) no encéfalo (REIS e REGUNATHAN, 2000; RAASCH et al.,
2001; MOINARD, CYNOBER e DE BANDT, 2005), liga-se com baixa
afinidade a receptores a1 e P-adrenérgicos, 5-HTs-serotonérgicos, Do-
dopaminérgicos e k-opidides (RAASCH et al., 2001) (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de uma sinapse contendo agmatina
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Legenda: A arginina (Arg) entra no terminal neuronal ou na glia via um
transportador ou um canal, servindo como substrato da arginina descarboxilase
(ADC) mitocondrial para sintetizar agmatina, ou substrato da NOS citoplasmética
para formar o NO soltvel. A agmatina sintetizada em neurdnio ou glia e liberada
para 0 espacgo sinaptico ou estocada em vesiculas é degradada pela enzima
agmatinase a putrescina. A agmatina pode inibir a NOS, interagir com sitios de
receptores imidazolicos da subclasse I, (I2-R) localizados na mitoc6ndria, inibir
canais de Karp ou quando liberada do neurdnio, interagir com varios canais
ibnicos ativados por ligantes (incluindo receptores nicotinicos ou 5-HT3), ou
ligar-se a receptores imidazélicos da subclasse 11 (1:-R) ou ap-adrenoceptores. A
agmatina pode também entrar em neur6nios pos-sindpticos via receptores
nicotinicos, ligar-se em receptores I,, pode antagonizar receptores NMDA e inibir
a NOS, ou ser metabolizada produzindo putrescina. Abreviaturas: NOS, dxido
nitrico sintase; ADC, arginina descarboxilase; NO, 6xido nitrico; NMDA, N-
metil-D-aspartato. Fonte: adaptado de REIS e REGUNATHAN (2000).

1.3.3. Efeitos bioldgicos da agmatina

A agmatina possui diversas agdes bioldgicas. Estimula a
liberacdo de catecolaminas pelas células da adrenal de maneira dose
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dependente (LI et al., 1994), de insulina pelas células das ilhotas
pancreaticas (SENER et al., 1989), bem como a do horménio luteinizante
(LH) do hipotadlamo (KALRA et al., 1995). Possui também efeito
neuroprotetor, aumentando a proliferacdo de células progenitoras
hipocampais in vitro e revertendo a diminuicdo de células do giro
denteado induzidas pelo estresse in vivo, efeito que parece ser mediado
pelo antagonismo de receptores NMDA (LI et al., 2006). Essa amina ¢
capaz de induzir a neurogénese em ratos submetidos a injuria cerebral
traumatica, facilitando a incorporacéo de novos neurdnios no hipocampo
e zonas subventriculares (ZSV) (KUO et al., 2011). A literatura evidencia
também os efeitos neuroprotetores da agmatina contra dano celular
causado por glicocorticoides e glutamato em culturas neuronais uma vez
gue sua administracdo atenua os niveis de corticosterona e influxo de
glutamato associados com a modulacdo de resposta ao estresse no
hipocampo e cortex pré-frontal (ZHU et al., 2008).

Essa amina enddgena possui também a habilidade de proteger
contra a inflamacdo, por meio da inibicéo de vias pro-inflamatérias e/ou
ativacdo de circuitos anti-inflamatérios no cérebro (TAKSANDE et al.,
2015). Atua inibindo a producdo de ON (agente prd inflamatorio) pela
diminuicdo da atividade de NOS-2 nos macréfagos e células gliais,
fornecendo evidéncias das suas propriedades anti-inflamatorias no
cérebro e tecidos periféricos (GALEA et al., 1996; SCHWARTZ et al.,
1997; ABE, ABE e SAITO, 2000; SATRIANO et al, 2001;
REGUNATHAN e PILETZ, 2003). Ainda em relagdo as suas
propriedades anti-inflamatérias, a agmatina protege contra injuria
pulmonar aguda induzida por zymosan (polissacarideo que induz intensa
resposta inflamatdria), um efeito que é acompanhado pela reducdo dos
niveis de TNF-a, IL-1p, e IL-6 no pulméo e lavado broncoalveolar, além
da inibicdo do fator nuclear kappa B (NFkB) no pulméo (LI et al., 2014).
Corroborando esses achados, a agmatina é capaz de reduzir a fosforilacdo
de NF«kB em culturas de células neuronais da retina (HONG et al., 2007),
além de atenuar o dano microglial induzido por lipopolissacarideo (LPS)
(ABE, ABE e SAITO, 2000), reduzir a expressdo de iNOS, fator de
necrose tumoral o (TNF-a) e IL-1p (ABE, ABE e SAITO, 2000; AHN et
al., 2012) e modular a ativagdo de macrofagos sob condigdes
inflamatdrias (SASTRE et al., 1998). Pode promover também a
diferenciag@o de progenitores neurais tratados com LPS em células tronco
neurais pela modulacgao da expressdo de IL-1p, sugerindo que essa amina
enddgena pode ser uma nova estratégia terapéutica para doencas
neuroinflamatdrias (SONG et al., 2013). Mais recentemente, um estudo
mostrou que a administracdo de agmatina reverte o efeito da indugéo da
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ativacdo do inflamossoma Nod-like receptor protein 3 (NLRP3) no
hipocampo e cortex pré-frontal de ratos (SAHIN et al., 2016).

Além de suas propriedades anti-inflamatérias, seus efeitos
neuroprotetores possivelmente estdo associados com a reducdo da
apoptose. Por exemplo, a co-incubacdo de agmatina com dexametasona
reduz células TUNEL positivas e previne a ativacdo de caspase-3 (ZHU,
WANG e BISSETTE, 2006). Além disso, a administracdo de agmatina
previne o deficit de memdria induzido por estreptozotocina, que esta
associado a apoptose no hipocampo (aumento de proteinas caspase 3, e
relacdo Bax/Bcl2) (MOOSAVI et al., 2014). Os efeitos protetores da
agmatina contra apoptose celular podem estar relacionados com sua
habilidade em agir como um scavenger de radicais livres (CONDELLO
etal., 2011). Evidéncias sugerem que essa amina protege contra o estresse
oxidativo, por exemplo, atenuando esse processo em células tronco
corticais de camundongos (BOKARA et al., 2011), reduzindo o peroxido
de hidrogénio em células mesangiais sob altas condi¢Bes de glicose e
suprimindo a ativacdo de NF«xB (LEE et al., 2003). Essa substancia
enddégena também pode prevenir a apoptose induzida pelo TNF-o em
células ganglionares da retina in vitro (HONG et al., 2007; HONG et al.,
2009), apoptose induzida pelo LPS e ativagéo de caspase 3 (ZARIFKAR
et al., 2010) além de promover resisténcia a apoptose por atuar como
scavenger de EROs, prevenindo o estresse oxidativo e colapso de
membrana e bloqueando a via apoptética intrinseca (ARNDT et al., 2009;
BATTAGLIA et al., 2010).

A habilidade da agmatina em reduzir estresse oxidativo,
inflamacéo e apoptose pode contribuir para os efeitos benéficos desse
composto em injurias e doencas inflamatdrias, incluindo lesdo induzida
por isquemia e lesdo na medula espinhal (GILAD et al., 1996;
FAIRBANKS et al., 2000; GILAD e GILAD, 2000; YU et al., 2000;
GREENBERG et al., 2001; FENG, PILETZ e LEBLANC, 2002; KIM et
al., 2004; KIM et al., 2006; KOTIL et al., 2006; KUO et al., 2007) e
danos induzidos por glicocorticéides ou NMDA (WANG et al., 2006;
ZHU, WANG e BISSETTE, 2006; FREITAS et al., 2015b).

1.3.4. Efeitos da agmatina em neuropatologias

A agmatina exerce um efeito protetor contra diversas patologias
em nivel de SNC, e essa capacidade depende da modulacdo de uma série
de alvos e sistemas de neurotransmissores. De um modo geral, uma série
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de estudos pré-clinicos evidencia que essa amina endégena protege contra
hipdxia/isquemia, dor neuropaética, epilepsia, doencgas neurodegererativas
e doencas psiquiatricas que serdo descritas com mais detalhes na
sequéncia.

Evidéncias da literatura mostram que a agmatina possui efeito
neuroprotetor contra isquemia em roedores, reduzindo o tamanho das
areas infartadas ou a perda de neuronios decorrentes de excitotoxicidade
(GILAD et al., 1996; OLMOS et al., 1999; FAIRBANKS et al., 2000;
KIM et al., 2004; AHN et al., 2012). Protege também culturas de células
hipocampais frente a excitotoxicidade glutamatérgica (OLMOS et al.,
1999; WANG et al., 2006) e morte induzida por deprivagdo de glicose e
oxigénio (KIM et al., 2004; LEE et al., 2009; AHN et al., 2011), além de
ser capaz de melhorar a isquemia cerebral em ratos através da reducdo de
apoptose, astrogliose, neurotoxicidade e formacdo de edema cerebral
(MUN et al., 2010; WANG et al., 2010). Estudos indicam também que a
agmatina possui propriedade antinociceptiva dose-dependente em
modelos animais de dor induzida por acido acético, glutamato, capsaicina
ou formalina (ONAL et al., 2003; SANTOS et al., 2005), além de
potencializar o efeito analgésico da morfina e oxicodona
(KOLESNIKOV, JAIN e PASTERNAK, 1996; YESILYURT e UZBAY,
2001). Também exerce efeito antinociceptivo em modelos crénicos de dor
inflamatoria e dor neuropatica (FAIRBANKS et al., 2000; QIN XH,
2005; WANG XL, 2005). De fato, a agmatina reverte a alodinia e
hiperalgesia em diferentes modelos experimentais de dor neuropética
(KARADAG et al., 2003; ONAL et al., 2003; PASZCUK et al., 2007),
além de aliviar a dor e melhorar a qualidade de vida de pacientes que
sofrem dessa condicdo sem produzir efeitos adversos significativos
(KEYNAN et al., 2010).

Evidéncias mostram o efeito anticonvulsivante da agmatina em
um modelo de convulsdo induzida por eletrochoque (BENCE et al., 2003;
SU et al., 2004), que parece ser mediado pelo antagonismo de receptores
NMDA (SU et al., 2004). Adicionalmente, a agmatina em altas doses foi
capaz de causar protecdo nesse mesmo modelo, reduzindo a hiperplasia
astrocitaria e dano neuronal no hipocampo de ratos, um efeito que ocorreu
paralelamente a reducao da expressdo da subunidade NR1 dos receptores
NMDA (XU et al., 2014). Reforcando o envolvimento do sistema
glutamatérgico no efeito anticonvulsivante da agmatina, outros estudos
mostram que essa amina, quando administrada pela via intraperitoneal
protege frente a convulsdo induzida por pentilenotetrazol (DEMEHRI et
al., 2003; FENG, LEBLANC e REGUNATHAN, 2005), um efeito
provavelmente mediado por diminuicdo da liberacdo de glutamato
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(FENG, LEBLANC e REGUNATHAN, 2005). Também é capaz de
potencializar o efeito anticonvulsivante da morfina ou do litio através da
modulagdo de a2-adrenoceptores (RIAZI et al., 2005; BAHREMAND et
al., 2010), bem como aumentar o efeito do fenobarbital e valproato em
camundongos em um modelo de eletrochoque (LUSZCZKI et al., 2008).

Além desse efeito anticonvulsivante, como previamente
mencionado, a agmatina possui propriedades neuroprotetoras, protegendo
contra o estresse oxidativo e morte excessiva de neurdnios que ocorrem
nas doencas de Parkinson e Alzheimer (MCGEER, YASOJIMA e
MCGEER, 2001; CHEN e ZHONG, 2014; BEN HAIM et al., 2015), por
exemplo. Foi demonstrado em camundongos que o tratamento com
agmatina atenua a neurotoxicidade dopaminérgica induzida por 1-metil-
4-fenul-1,3,6-tetraidropiridina (MPTP), 8 h apds a administracdo dessa
toxina (GILAD et al., 2005). Corroborando com esses achados, a
agmatina é capaz de prevenir danos motores e de memoria e a perda de
neurbnios dopaminérgicos em um modelo experimental de doenca de
Parkinson em camundongos envelhecidos, além da redugdo da captacdo
de glutamato causada pelo modelo (MATHEUS et al., 2012).
Recentemente, um estudo mostrou que a agmatina protegeu uma
linhagem de células SH-SY5Y (linhagem de células de neuroblastoma)
contra a rotenona, que induz um modelo de injuria celular (modelo in
vitro da doenca de Parkinson), um efeito que parece ser associado com a
reducdo da transloca¢do de NFxB, diminuicdo dos niveis de ERO e da
cascata apoptdtica (CONDELLO et al., 2011; CONDELLO etal., 2012).
Adicionalmente, a agmatina também induz efeitos benéficos na memodria.
Ela é capaz de melhorar a meméria em modelo de esquiva inibitoria em
ratos (ARTENI et al., 2002), além de prevenir a deterioragdo da memoria
e neuroinflamagdo induzidas por LPS (ZARIFKAR et al., 2010) e 0
prejuizo da meméria induzido por estreptozotocina associado ao aumento
do estresse oxidativo (BHUTADA et al., 2012). A agmatina inibe o0s
efeitos deletérios que a morfina induz & memaéria no modelo da esquiva
inibitéria (LU et al., 2010) e previne o prejuizo comportamental induzido
pela escopolamina observado no teste do labirinto aquatico e inativacdo
hipocampal da proteina cinase regulada por sinal extracelular (ERK) e
Akt, o que reforca seu papel importante contra a amnésia (MOOSAVI et
al., 2012). Estudos recentes mostram niveis elevados de agmatina em
sinapses no hipocampo de ratos associadas & memoria espacial (LEITCH
etal., 2011; SEO, LIU e LEITCH, 2011). Esse composto enddgeno pode
reduzir o acimulo do peptideo AP, melhorando o déficit cognitivo e
protegendo contra o dano pela reducdo da apoptose neuronal através da
diminuigdo da expressdo de caspase-3 e Bax, bem como aumento da
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expressao de Bcl2, PI3K, fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2
(Nrf2) e glutamil cisteina sintetase (SONG et al., 2014). Protege também
contra a toxicidade neuronal e déficits de memoria induzida por AB25-35
em diversos testes comportamentais como labirinto em cruz elevado,
campo aberto, memdria aversiva no teste do labirinto aquéatico e
reconhecimento de objeto (BERGIN e LIU, 2010).

Além de proteger contra as doengas neurodegenerativas
previamente mencionadas, a agmatina possui potencial efeito
neuroprotetor para ansiedade, esquizofrenia, transtorno bipolar e
depressdo. Em relacdo a ansiedade, sua administragdo mostrou
propriedades ansioliticas em diversos modelos animais de ansiedade
como teste de transi¢do claro-escuro, teste do conflito de beber de VVogel,
teste de interacdo social e labirinto em cruz elevado (ARICIOGLU e
ALTUNBAS, 2003; LAVINSKY, ARTENI e NETTO, 2003; GONG et
al., 2006; LIU et al., 2008). Esse efeito parece ser mediado pela inibi¢do
da NOS, bloqueio de receptores NMDA ou ativagdo de a-2-
adrenoceptores (LAVINSKY, ARTENI e NETTO, 2003). Além disso, a
ativacdo de receptores de neuropeptidios tipo 1 (NPY Y1) pode mediar
os efeitos ansioliticos da agmatina (TAKSANDE et al., 2014). A
administracdo repetida de agmatina foi capaz de abolir o comportamento
tipo-depressivo e ansioso induzido pela retirada de nicotina em
camundongos (KOTAGALE et al., 2015). Além disso, ela é capaz de
atenuar o consumo de etanol através da modulacdo de receptores
imidazélicos, sugerindo um potencial terapéutico na dependéncia
induzida por essa substancia (SAMEER, CHAKRABORTY e UGALE,
2013). De fato, estudos pré-clinicos mostram o envolvimento de
receptores imidazdlicos e NO no efeito anti-compulsivo induzido pela
agmatina, sugerindo que essa amina pode ser um novo alvo a ser
investigado para o tratamento da ansiedade e transtornos compulsivos
(DIXIT etal., 2014; DIXIT et al., 2014; GAWALI et al., 2016b). De fato,
a agmatina esta presente em altas concentragdes em regides cerebrais
associadas com o processamento do vicio como a area tegmentar ventral,
nicleo acumbens e amigdala (REIS e REGUNATHAN, 2000).

De um modo geral, a agmatina possui uma relevancia terapéutica
em neuropatologias, o que contribui para que esse composto seja
considerado promissor, e continue sendo investigado como um adjuvante
no tratamento dessas condi¢des neuroldgicas. No entanto, como o foco
do presente trabalho envolve o efeito da agmatina na depresséo, isso sera
mencionado com mais detalhes no topico a seguir.
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1.3.5. Agmatina e depresséo

Em 2002, nosso grupo de pesquisa mostrou que a administracao
aguda de agmatina por via sistémica (intraperitoneal) e central
(intracerebroventricular) em camundongos produziu efeito tipo-
antidepressivo no TNF e no TSC (ZOMKOWSKI et al., 2002).
Posteriormente, um estudo mostrou o efeito da agmatina (administrada
pelas vias oral e subcutanea) no TNF em camundongos e em ratos (LI et
al., 2003). Diversos agentes farmacologicos foram utilizados para
investigar os mecanismos responsaveis pela agdo antidepressiva da
agmatina no TNF. Foi demonstrado que seu efeito € dependente da
inibicdo dos receptores NMDA e da sintese de NO e de uma interacéo
com o0s sistemas noradrenérgico (receptores az-adrenérgicos),
serotonérgico (receptores 5-HT1a/18 € 5-HT?2), opidide (receptores 8- € -
opidides) (ZOMKOWSKI et al., 2002; ZOMKOWSKI et al., 2004;
ZOMKOWSKI, SANTOS e RODRIGUES, 2005), receptores
imidazolicos |1 e I (ZEIDAN et al., 2007), receptor do neuropeptideo Y
tipo Y1 (NPY-Y1) (KOTAGALE et al., 2013) e canais de potassio
(BUDNI et al., 2007).

Em relacdo as vias de sinalizacdo intracelular envolvidas no
efeito tipo-antidepressivo da agmatina apds tratamento cronico, um
estudo do nosso grupo mostrou que ela aumenta a fosforilagdo de CREB,
0 imunocontetdo de BDNF maduro e sinaptogenina I, além de reduzir o
imunocontetido de pr6-BDNF (forma imatura do BDNF) no hipocampo
de camundongos controle (FREITAS et al., 2014a). Sabe-se também que
a putrescina, produto de degradacdo da agmatina a partir da enzima
agmatinase, quando administrada por via oral (p.0.) ou central (i.c.v.)
produz um efeito tipo-antidepressivo no TNF e TSC por um mecanismo
gue parece envolver a modulacdo do sitio de poliaminas dos receptores
NMDA (ZOMKOWSKI, SANTOS e RODRIGUES, 2006).

Com relagdo aos modelos que mimetizam comportamento tipo-
depressivo nos animais, uma série de estudos do nosso grupo mostrou que
o0 tratamento de camundongos com agmatina é capaz de reverter ou
prevenir esse comportamento induzido por ECI, estresse agudo de
contencdo e pela administracdo crénica de corticosterona (TAKSANDE
et al., 2013; FREITAS et al., 2014b; FREITAS et al., 2015a; FREITAS
et al., 2015b). Especificamente no modelo de depressao induzida pela
administragcdo de corticosterona, observou-se que a agmatina aumenta a
fosforilagdo da proteina cinase A (PKA), Akt, GSK-3p (Ser9), ERK1/2 ¢
CREB, além do imunoconteido de BDNF (FREITAS et al., 2015a). Além
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disso, nosso grupo demonstrou que o tratamento sistémico (via oral) de
camundongos com agmatina é capaz de abolir o0 comportamento tipo-
depressivo induzido pela citicina pré-inflamatoria TNF-a, € que tal efeito
parece estar associado com a ativacdo do sistema monoaminérgico,
antagonismo de receptores NMDA e inibigdo da sintese de 6xido nitrico
(ON) (NEIS et al., 2014). Mais recentemente, foi demonstrado que a
agmatina é capaz de prevenir o comportamento tipo-depressivo e
anedoénico induzidos pela administragdo da neurotoxina MPP+
(MORETTI et al., 2015c), além de atenuar a neuroinflamacéo induzida
por LPS, diminuindo niveis de IL-1p e TNF-o. (GAWALI et al., 2016a).

Quanto aos estudos clinicos acerca do possivel envolvimento da
agmatina na modulagéo do humor, Halaris et al. (1999) mostraram que
pacientes com depressdo apresentaram aumentos significativos das
concentracdes plasmaticas de agmatina quando comparado com pacientes
controle saudéveis, indicando uma correlagdo positiva entre depressao e
agmatina, provavelmente como um efeito compensatorio (HALARIS et
al., 1999). Outros estudos realizados em humanos mostraram que
individuos deprimidos apresentam aumento da expressdo da enzima
agmatinase (responsavel pela degradacdo da agmatina neuronal
hipocampal), 0 que sugere que esta enzima e/ou niveis neuronais
hipocampais alterados de agmatina podem estar implicadas na
fisipatologia da depressdo (BERNSTEIN et al., 2012). Além disso, um
estudo clinico realizado por Shopsin (2013) mostrou que a administracdo
exogena de agmatina com duragdo de 3-4 semanas foi capaz de produzir
efeitos antidepressivos em trés individuos diagnosticados com depresséo.
Ao contréario de achados prévios, nesse mesmo estudo os pacientes foram
co-tratados com PCPA (p-clorofenilalanina; inibidor da sintese de
serotonina), que nao foi capaz de reverter o efeito causado pela agmatina,
sugerindo que ndo ha envolvimento do sistema serotonérgico no efeito
antidepressivo dessa amina endogena. Apesar desse estudo ser
considerado inovador ao mostrar, pela primeira vez, que a agmatina €
capaz de produzir efeitos antidepressivos na clinica, novos estudos
clinicos e pré-clinicos sdo necessarios para que se possa elucidar os
mecanismos pelos quais a agmatina produz seus efeitos antidepressivos.
O estudos clinicos e pré-clinicos acerca desses efeitos estdo representados
na Figura 8. No presente trabalho, o efeito tipo-antidepressivo da
agmatina seré avaliado principalmente em relacdo ao seu envolvimento
com o sistema glutamatérgico, bem como possiveis similaridades entre
seu efeito tipo-antidepressivo e aquele apresentado pela cetamina, tanto
em relacdo as vias de sinalizagdo intracelular quanto a capacidade de
resposta em modelos de depressédo associados ao estresse.
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Figura 8. Linha do tempo do efeito antidepressivo da agmatina
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Legenda: Representacdo esquematica dos estudos clinicos e pré-clinicos
realizados no decorrer do tempo acerca do efeito antidepressivo da agmatina.
Abreviaturas: TNF, teste do nado forcado; TSC, teste de suspensdo pela cauda;
LPS, lipopolissacarideo; ECI, estresse cronico imprevisivel; KO, Knockout;
Fonte: Imagem cedida por Priscila Batista da Rosa.
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2. JUSTIFICATIVA

A depressdo é um transtorno de alta prevaléncia, sendo
considerado um grave problema de salde pulblica, uma vez que esta
associada a diversas comorbidades, elevados indices de suicidio e altos
custos para a sociedade (NESTLER et al., 2002; NEMEROFF, 2007;
LEPINE e BRILEY, 2011). Um dos motivos que levam ao agravamento
do impacto social desse transtorno sdo as limitacGes da terapia
convencional disponivel como altas taxas de respostas parciais ou
auséncia de resposta ao tratamento (RUHE et al., 2012), demora na
remissdo dos sintomas, além dos diversos efeitos colaterais (SERRETTI
e MANDELLLI, 2010), que prejudicam a adesdo do paciente ao tratamento
(NEMEROFF e OWENS, 2002; COVINGTON, VIALOU e NESTLER,
2010). Levando em consideracdo essas limitagdes dos antidepressivos
convencionais, 0 uso de estratégias moleculares capazes de interferir de
forma mais direta na sinalizacdo superaria muitas das desvantagens dessa
terapia classica (NIBUYA, NESTLER e DUMAN, 1996; CONTI et al.,
2002), incluindo a eficacia do tratamento, diminuicdo de efeitos colaterais
e o tempo de resposta dos pacientes ao tratamento. Uma alternativa é a
modulagdo de sistemas de neurotransmissdo capazes de ativar
mecanismos de sinalizacdo intracelular distintos, cujo efeito sobre a
transcricdo de BDNF seja significativamente mais rapido. Nesse sentido,
a modulacdo do sistema glutamatérgico é apontada como uma estratégia
farmacoldgica para melhorar a eficacia desse tratamento, e estudos
mostram que o antagonista de receptores NMDA cetamina promove
efeitos antidepressivos rapidos e persistentes. No entanto, considerando
gue a grande limitacdo do uso da cetamina diz respeito aos seus efeitos
colaterais, se torna importante a busca por agentes que atuem de forma
semelhante a este farmaco, mas possivelmente sem causar esses efeitos
adversos. A agmatina é considerada um neuromodulador que age por
mecanismos intimamente relacionados com a depressdo, através do
aumento de fatores troficos (em especial o BDNF) (FREITAS et al.,
2014a; MEYLAN et al., 2016), efeito neuroprotetor pela redugdo do
estresse oxidativo, inflamacdo e apoptose (CONDELLO et al., 2011,
TAKSANDE et al., 2015), além de proteger contra danos induzidos pelo
glutamato, principalmente através do antagonismo de receptores NMDA
(OLMOS et al., 1999; WANG et al., 2006). Considerando a similaridade
entre esses efeitos exercidos pela agmatina e 0s mecanismos implicados
na depressdo, principalmente em relacdo a modulacdo glutamatérgica,
torna-se relevante ampliar os estudos acerca do seu potencial efeito tipo-



74

antidepressivo incluindo mecanismos intracelulares envolvidos em sua
possivel acdo terapéutica. Levando em conta também que essa amina
enddgena apresenta efeito tipo-antidepressivo em modelos preditivos de
acdo antidepressiva em baixas doses por um mecanismo de acdo que
parece envolver a modulacdo glutamatérgica de receptores NMDA
(ZOMKOWSKI et al., 2002; NEIS et al., 2014), o presente trabalho
buscou verificar se ela é capaz de produzir um efeito tipo-antidepressivo
com um perfil farmacol6gico e mecanismo de acdo similar a cetamina
frente ao prejuizo ocasionado por diferentes modelos de depresséo
induzidos pelo estresse. Esta abordagem podera facilitar a compreensao
dos mecanismos de regulacdo enddgena desse transtorno de humor,
contribuindo, desta forma, para o futuro desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas para controle e/ou remissdo dos sintomas
associados a depressdo. Além disso, pode contribuir para a futura
utilizacdo da agmatina isoladamente ou em associacdo com
antidepressivos a fim de reduzir os efeitos colaterais destes farmacos,
possibilitando melhor adesdo ao tratamento e qualidade de vida dos
pacientes ao longo da terapia.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar o possivel efeito tipo-antidepressivo rapido da
agmatina em modelos animais de depresséo e avaliar o envolvimento do
sistema glutamatérgico e de vias de sinalizagdo relacionadas com a
resposta antidepressiva rapida no efeito desse composto.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar o possivel efeito antidepressivo sinérgico obtido pela
administragdo combinada de agmatina com  antidepressivos
convencionais fluoxetina (inibidor seletivo da receptagéo de serotonina),
imipramina (inibidor da receptacdo de serotonina, noradrenalina e
dopamina, antidepressivo triciclico), bupropriona (inibidor da recaptacéo
de dopamina, antidepressivo atipico) e com o antagonista de receptores
NMDA, MK-801.

2. Investigar o envolvimento dos receptores AMPA e das vias de
sinalizagdo intracelular mediadas por BDNF/PI3K/Akt/GSK-33/mTOR
no efeito tipo-antidepressivo da agmatina.

3. Verificar se a administracdo aguda de agmatina é capaz de alterar
0 imunoconteldo das proteinas BDNF, PSD-95 sinapsina 1 e GIuA1 bem
como a fosforilagdo dos sitios GIuA1-Ser831 e GIuUA1-Ser845 no cortex
pré-frontal de camundongos.

4. Comparar o efeito tipo-antidepressivo da agmatina com a cetamina
e fluoxetina no modelo de depressdo induzida pelo ECI.

5. Comparar se a administracdo de agmatina, fluoxetina ou cetamina
é capaz de alterar o imunocontetdo de PSD-95, sinapsina 1 e GIuAl no
cortex pré-frontal de camundongos submetidos ao modelo de depresséo
induzida pelo ECI.

6. Comparar o efeito tipo-antidepressivo da agmatina com a cetamina
e fluoxetina no modelo de depressdo induzida pela administragdo crénica
de corticosterona.
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7. Verificar se a administracdo de agmatina, cetamina ou fluoxetina
causa alteragdes no comportamento motivacional/aneddnico de animais
submetidos ao modelo de depressdo induzida pela administracdo crénica
de corticosterona.

8. Investigar se a administracdo de agmatina, fluoxetina e cetamina é
capaz de alterar o imunocontetdo de PSD-95, GIuALl e sinapsina 1 bem
como a fosforilagdo dos sitios GluA1-Ser831 e GluA1-Ser845 e p70S6K
no hipocampo de camundongos submetidos ao modelo de depressdo
induzida pela administracdo cronica de corticosterona
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4. RESULTADOS

Esta Tese de Doutorado estd organizada na forma de uma
introducdo geral, contendo o embasamento teérico relacionado aos
experimentos realizados, seguida por quatro capitulos. Cada um deles é
composto de uma rapida introducdo sobre o tema abordado no capitulo,
seguido das metodologias utilizadas, resultados, discussao e conclusdes
parciais dos resultados obtidos em cada capitulo. As referéncias de todos
os capitulos encontram-se no final da tese, onde estdo contidas todas as
publicagbes que foram usadas como fonte e citadas no decorrer do
presente trabalho. Os capitulos sdo referentes a quatro artigos publicados
ou submetidos a publicacdo em revistas internacionais:

Capitulo I — Agmatina aumenta a poténcia de antidepressivos
convencionais e MK-801

“Agmatine enhances antidepressant potency of MK-801 and
conventional antidepressants in mice. Vivian B. Neis, Morgana Moretti,
Luana M. Manosso, Mark W. Lopes, Rodrigo B. Leal, Ana Ldcia S.
Rodrigues .

Manuscrito completo referente ao primeiro objetivo especifico
da tese, publicado no periédico Pharmacology Biochemistry and
Behavior, v.130, p.9-14, 2015.

Capitulo Il — Agmatina produz efeito tipo-antidepressivo mediante a
ativacéo de receptores AMPA e sinalizacdo da mTOR

“Agmatine produces antidepressant-like effects by activating
AMPA receptors and mTOR signaling

Vivian Binder Neis, Morgana Moretti, Luis Eduardo Beltrdo
Bettio, Camille Ribeiro, Priscila Batista Rosa, Filipe Marques Gongalves,
Mark William Lopes, Rodrigo Bainy Leal, Ana Licia S. Rodrigues”.

Manuscrito completo referente ao segundo e terceiro objetivos
especificos da tese, publicado no periédico European
Neuropsychopharmacology, v. 26, p. 959-971, 2016.

Capitulo 111 — Efeito tipo-antidepressivo da agmatina, cetamina e
fluoxetina no modelo de depressdo induzida por estresse crénico
imprevisivel (ECI)
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“Acute agmatine administration, similar to ketamine, reverses
depressive-like behavior induced by chronic unpredictable stress in mice.
Vivian Binder Neis, Luis Eduardo Beltrdo Bettio, Morgana Moretti,
Priscila Batista Rosa, Camille Ribeiro, Filipe Marques Gongalves,
Rodrigo Bainy Leal, Ana Lucia S. Rodrigues”.

Manuscrito completo referente ao quarto e quinto objetivos
especificos da tese, publicado no periédico Pharmacology Biochemistry
and Behavior, v.150, p. 108-114, 2016.

Capitulo 1V — Efeito tipo-antidepressivo da agmatina, cetamina e
fluoxetina no modelo de depressédo induzida pela administracéo de
corticosterona

“Agmatine reverses depressive-like behaviour induced by
administration of corticosterone with a single administration”. Vivian
Binder Neis, Luis Eduardo Beltrdo Bettio, Morgana Moretti, Priscila
Batista Rosa, Gislaine Olescowicz, Daiane Fraga, Filipe Marques
Goncalves, Andiara Espindola de Freitas, Isabela Aparecida Heinrinch,
Mark W. Lopes, Rodrigo Bainy Leal, Ana Lucia S. Rodrigues”.

Manuscrito referente ao sexto, sétimo e oitavo objetivos
especificos da tese, em fase de preparacéo.
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CAPITULO | — AGMATINA AUMENTA A POTENCIA DE
ANTIDEPRESSIVOS CONVENCIONAIS E MK-801

Apesar da grande disponibilidade de antidepressivos no
mercado, muitos pacientes ndo respondem a terapia de primeira escolha
e ndo alcangam a remissdo completa dos sintomas com a utilizacao desses
farmacos (HAMON e BLIER, 2013). Além disso, eles podem causar uma
série de efeitos colaterais, que contribuem para diminuir a adesdo dos
pacientes ao tratamento (BRUNELLO et al., 2002; KELLER et al., 2002;
LANG e BORGWARDT, 2013). Vale ressaltar que a resposta terapéutica
desses farmacos s6 ocorre no minimo trés semanas ap06s 0 inicio do
tratamento, o que pode trazer complica¢fes quando se trata de pacientes
com ideagdo suicida, assim como afetar a adesdo desses ao tratamento
(SKOLNICK, POPIK e TRULLAS, 2009).

Para os pacientes que desistem do tratamento devido aos efeitos
adversos dos antidepressivos classicos, ou que ndo obtém o alivio dos
sintomas com a utilizacdo de apenas um farmaco, existe a terapia
combinada, na qual se utiliza um ou mais farmacos juntamente com os
antidepressivos cléssicos. Esse tipo de tratamento vem sendo utilizado
com mais frequéncia e tem proporcionado uma melhora significativa dos
sintomas depressivos nos pacientes (DEBATTISTA, 2006; BERMAN et
al., 2007; MARCUS et al., 2008; BERMAN et al., 2009). Em estudos
pré-clinicos que avaliam o efeito tipo-antidepressivo de compostos, essa
combinacdo pode vir na forma de um efeito sinérgico, ou seja, a
administragdo de dois compostos que em baixas doses (chamadas sub-
efetivas) ndo possuem efeito, mas que quando associados nessas mesmas
doses sdo capazes de exercer um efeito significativo.

Apesar de ja existir uma série de estudos que avaliam o
sinergismo  entre  determinados compostos e  antidepressivos
convencionais (BINFARE et al., 2009; KASTER et al., 2012b; ROSA et
al., 2016), raramente é investigada a extensdo desse sinergismo, em que
é possivel verificar qual dose sub-efetiva um determinado composto €
capaz de aumentar a poténcia de farmacos convencionais (no caso,
antidepressivos).
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1. MATERIAIS E METODOS
1.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas (pesando entre 35-
45 g; aproxidamente 60 dias de idade), mantidos a 20-22 °C com livre
acesso a agua e comida e submetidos a um ciclo claro/escuro 12:12 h
(luzes acesas as 7:00 h) (N =7-10). Os animais foram acomodados em
grupos de 15 por caixa (41x34x16 cm) e todos os testes comportamentais
foram conduzidos entre 9:00 e 17:00 h, sendo que os animais foram
aclimatizados na sala de experimentacdo 24 h antes dos testes. Os
experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (Protocolo n° 00795).

1.2. AGENTES FARMACOLOGICOS E TRATAMENTOS

Agmatina, fluoxetina, imipramina, bupropiona e MK-801
(obtidos da Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA, exceto a bupropiona,
obtida da Libbs Farmaceutica Ltda.) foram dissolvidos em agua destilada
e administrados por via oral em diferentes doses, 1 h antes dos testes
comportamentais. As solugdes foram preparadas e em seguida
administradas em um volume de 10 ml/kg.

1.3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Inicialmente os camundongos foram tratados com agmatina
(0,001, e 0,01 mg/kg, p.o.), bupropiona (1 e 10 mg/kg, p.o.; inibidor da
recaptacdo de dopamina e noradrenalina), imipramina (0,1 e 1 mg/kg,
p.o.; antidepressivo triciclico), fluoxetina (5 e 10 mg/kg, p.o.; inibidor
seletivo da recaptacdo de serotonina), ou MK-801 (0,001, e 0,01 mg/kg,
p.o.; antagonista ndo competitivo de receptores NMDA), a fim de
estabelecer o valor da minima dose efetiva (MED), ou seja, a menor dose
com que o farmaco produz um efeito tipo-antidepressivo
significativamente estatistico quando comparado com o grupo controle
(Figura 1A). Ap6s 60 min desses tratamentos, os animais foram
submetidos aos testes comportamentais, TSC e TCA.
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Figura 1A. Protocolo de administracdo dos farmacos para obtencao
da minima dose efetiva (MED)

®
0 min 60 min
Bupropi ipramina| Fluoxeti MK-801 |[ Agmatina [ ;| I

1mg/kg, p.o. | 0,1 mg/kg, p.o.| Smg/kg, p.o. 0,001 mg/kg, p.o.||0,001 mg/kg, p.o.
10mg/kg, p.o.| 1mg/kg p.o. | 10mg/kg, p.o. | 0,01 mg/kg, p.o.|| 0,01 mg/kg, p.o.

ou
TCA

I Veiculo |
S TSC

Legenda: Bupropiona (1 e 10 mg/kg, p.o.), imipramina (0,1 e 1 mg/kg, p.o.),
fluoxetina (5 e 10 mg/kg, p.0.) MK-801 (0,001 e 0,01 mg/kg, p.0.) e agmatina
(0,001 e 0,01 mg/kg) ou veiculo foram administrados 60 min antes dos animais
serem submetidos aos testes comportamentais, TSC e TCA. Fonte: autor.

Apos estabelecida o valor da MED, os camundongos foram
tratados com veiculo ou doses sub-efetivas de bupropiona (0,1, 0,5 e 1
mg/Kkg, p.0.), imipramina (0,01, 0,05 e 0,1 mg/kg, p.o.), fluoxetina (1, 2,5
e 5 mg/kg, p.o.), ou MK-801 (0,0001, 0,0005 e 0,001 mg/kg, p.0.)
isoladamente ou em combinacdo com uma dose sub-efetiva de agmatina
(0,0001 mg/kg p.o.). Apbs 60 min desses tratamentos, os animais foram
submetidos aos testes comportamentais, TSC e TCA (Figura 1B).
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Figura 1B. Protocolo de administracdo para avaliar o efeito sinérgico
dos compostos

f N

0 min 60 min

Bupropiona
0,1 mg/kg, p.o.
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1mg/kg, p.o.
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2,5 mg/fkg, p.o. || 00005 mg/kg, p.o.
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Imipramina
0,01 mg/kg, p.o.
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0,1 mg/kg, p.o.

E/OU s TCA

Agmatina
0,0001 mg/kg, p.o.

DOSES SUB-EFETIVAS

E/OU
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Legenda: Veiculo, bupropiona (0,1, 0,5 e 1 mg/kg, p.0.), imipramina (0,01, 0,05,
e 0,1 mg/kg, p.o.), fluoxetina (1, 2,5, e 5 mg/kg, p.o.), MK-801 (0,0001, 0,0005
e 0,01 mg/kg) e/ou agmatina (0,0001 mg/kg) foram administrados em diversas
doses sub-efetivas 60 min antes dos testes comportamentais, TSC e TCA. Fonte:
autor.

1.4. TESTES COMPORTAMENTAIS
1.4.1. Teste de suspensdo pela cauda (TSC)

O TSC baseia-se no fato de que animais submetidos ao estresse
inescapavel ao serem suspendidos pela cauda desenvolvem uma postura
de imobilidade, a qual é reduzida por intervengdes com potencial
antidepressivo. A duragdo total da imobilidade é mensurada de acordo
com o método descrito por Steru et al. (1985). Os camundongos foram
isolados e suspensos por uma fita adesiva (50 cm de altura) localizada
aproximadamente 1 cm a partir do ponta da cauda do animal. A duragdo
total da imobilidade (auséncia de movimento ou movimentacdo passiva)
foi registrada durante um periodo de 6 minutos por um observador
experiente. A Figura 2A é uma representacdo esquematica do teste.
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Figura 2A. Teste de suspenséo pela cauda (TSC)
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Legenda: O camundongo é suspenso acima do chdo, preso pela cauda com
auxilio de uma fita adesiva. Durante 6 minutos é contabilizado o tempo de
imobilidade do animal, sendo que essa postura é adquirida frente a essa situacéo
inescapavel. Uma redugdo no tempo de imobilidade dos animais nesse teste é
considerada como um efeito tipo-antidepressivo. Fonte: imagem cedida por
Agatha Oliveira.

1.4.2. Teste do campo aberto (TCA)

Para excluir a possibilidade de que uma alteragdo no tempo de
imobilidade no TSC seja devido a uma alteracdo motora, 0s animais
foram submetidos ao TCA durante 6 minutos (RODRIGUES et al., 2002).
Este teste foi realizado em uma caixa de madeira medindo 40 x 60 x 50
cm, com a base dividida em 12 quadrantes iguais (Figura 2B). O nimero
de quadrantes cruzados com as quatro patas foi o pardmetro utilizado para
avaliar a atividade locomotora. A base da caixa de madeira foi limpa com
alcool (10%) entre os testes, os quais foram realizados em uma sala com
temperatura controlada.
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Figura 2B. Teste do campo aberto (TCA)
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Legenda: Com o intuito de descartar a possibilidade de que interferéncias na
atividade locomotora possam levar a resultados falso-positivos, o0 camundongo é
colocado em uma caixa e durante o periodo de 6 minutos é contabilizado o
nimero de quadrantes cruzados com as quatro patas como parametro de
locomog&o. Fonte: imagem cedida por Agatha Oliveira.

1.5. ANALISE ESTATISTICA

As curvas dose resposta foram analisadas por analise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida de post hoc de Dunnett's para comparagdo
do efeito entre animais tratados com veiculo e cada fArmaco utilizado. A
MDE foi determinada a partir dessa analise. Altera¢Ges nas curvas dose
resposta foram avaliadas com base na poténcia relativa (coeficiente B)
usando regressao linear simples. Um valor positivo do coeficiente B
indicaria uma correlacdo positiva, no entanto, nesse estudo foi encontrado
um valor negativo, mostrando que o aumento nas doses dos farmacos esta
associado a diminuicdo no tempo de imobilidade dos animais. Essa
andlise foi realizada com base em um estudo prévio que descreve o
sinergismo entre glutamato e aminas biogénicas (LI et al., 2003). As
correlacbes foram consideradas significativas quando p<0,05. A
magnitude da diminui¢do do tempo de imobilidade para cada 1 mg por
quilograma de aumento de dose (agmatina + antidepressivos) é indicada
pelo coeficiente B. Alteraces nas curvas dose-resposta foram
consideradas significativas quando os limites de confianca de 95% para o
coeficiente B ndo incluiram 1,0.



85

2. RESULTADOS

Inicialmente, foi avaliada a influéncia do tratamento com
diferentes doses de agmatina, antidepressivos convencionais e MK-801
para estabelecer o valor de MDE, por mensuracdo do tempo de
imobilidade dos camundongos no TSC. Com o objetivo de excluir a
possibilidade de que as alteragfes no tempo de imobilidade no TSC
fossem devido a alguma interferéncia na atividade locomotora dos
animais, o nimero de cruzamentos foi avaliado no TCA. No entanto,
esses dados ndo foram mostrados pois ndo houve alteracdo significativa
em nenhum dos grupos nesse teste. A Tabela 1 resume os efeitos da
agmatina, antidepressivos convencionais e MK-801 sobre o tempo de
imobilidade dos animais no TSC. Com base na realizacdo de uma curva
dose resposta, foi observado que os compostos reduziram o tempo de
imobilidade dos animais de maneira dose dependente, e de acordo com o
seguinte ranking, do mais potente para 0 menos potente: agmatina > MK-
801 > fluoxetina = bupropiona > imipramina. O valor da MDE, para
diminuir o tempo de imobilidade dos animais no TSC foi realizado para
cada composto, e os resultados estdo indicados na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores de MDE da agmatina, antidepressivos
convencionais e MK-801 no TSC

Farmacos Doses (mg/kg) MDE (mg/kg)
Agmatina 0,0001-1 0,001*
Bupropiona 0,1-10 10*
Imipramina 0,01-1 1*
Fluoxetina 1-10 10*
MK-801 0,00005-0,01 0,01*

Legenda: A MDE é a minima dose efetiva para diminuir o tempo de imobilidade
dos animais no TSC, determinada por ANOVA de uma via seguida por post hoc
de Dunnett’s test (*p < 0,05, comparado ao grupo tratado com veiculo
apropriado). Todos os compostos foram administrados por via oral 60 min antes
dos testes comportamentais (N =7-8 animais por grupo).

Uma vez que o valor de MDE foi estabelecido para todos os
compostos, a agmatina foi administrada em uma dose sub-efetiva (ndo
reduz o tempo de imobilidade dos animais no TSC e é 10 vezes menor do
gue a MDE) juntamente com varias doses de antidepressivos
convencionais ou MK-801 (Tabela 2). Nesses experimentos, a
combinagdo dessas diferentes doses de antidepressivos e MK-801 com a
agmatina propiciou uma reducdo que variou de duas vezes na MDE dos
antidepressivos (no caso da fluoxetina) até 100 vezes (no caso do MK-
801). Esses dados estdo expressos na Tabela 2.
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Tabela 2. Avaliacdo da poténcia de antidepressivos convencionais e
MK-801 associados a uma dose sub-efetiva de agmatina no TSC

Farmacos Doses MDE dos Quantidade de

(mg/kg) antidepressivos vezes em que
com agmatina \y MDE
(mg/kg)

Bupropiona 0,1-1 1 10

Imipramina  0,01-0,1 0.1 10

Fluoxetina 1-5 5 2

MK-801 0,00005- 0,0001 100

0,001

Legenda: Uma dose de agmatina 10 vezes menor do que a MDE (0,001 mg/kg)
foi administrada em conjunto com diversas doses sub-efetivas de antidepressivos
convencionais e MK-801 e o valor da MDE desses farmacos na presenca de
agmatina foi calculada por ANOVA de uma via seguida por post hoc de
Dunnett’s. Nessa tabela, observa-se 0 nimero de vezes em que o valor da MDE
é reduzido quando se compara a combinacdo dos antidepressivos ou MK-801 com
a agmatina, e a administracdo dos antidepressivos sem a presenca dessa amina
(Tabela 1). Todos os compostos foram administrados por via oral 60 min antes
dos testes comportamentais (N = 7-8).

E importante ressaltar que conforme mencionado nos Materiais
e métodos (Figura 1B), os animais foram tratados tanto com a associagéo
de diferentes doses sub-efetivas de antidepressivos juntamente com a
agmatina em dose sub-efetiva (Tabela 2), quanto com esses fA&rmacos em
dose sub-efetivas isoladamente, para possibilitar comparagdo. Portanto, a
Figura 3 mostra as comparacGes entre o tempo de imobilidade dos
camundongos tratados com diversas doses de antidepressivos ou MK-801
sozinhos ou em combinagdo com agmatina em sua dose sub-efetiva. Os
graficos ilustram que houve um aumento na poténcia dos antidepressivos:
fluoxetina, imipramina, bupropiona e MK-801 induzida pela agmatina no
TSC.
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Figura 3. Tempo de imobilidade dos animais em fungdo da dose de
antidepressivo administrada
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Legenda: A agmatina em uma dose sub-efetiva fixa (0,0001 mg/kg, p.o.)
aumenta a poténcia de antidepressivos: bupropiona (painel A), fluoxetina (painel
B), imipramina (painel C) e MK-801 (painel D) no TSC. A agmatina em sua dose
sub-efetiva foi capaz de reduzir o valor da MDE. Foi utilizada uma dose sub-
efetiva de agmatina 10 vezes menor do que o MDE. As linhas azuis representam
0s animais tratados somente com doses sub-efetivas de bupropiona (0,1, 0,5e 1
mg/kg), fluoxetina (1, 2,5 e 5 mg/kg), imipramina (0,01, 0,05 and 0,1 mg/kg) e
MK-801 (0,0001, 0,0005, e 0,001 mg/kg) e as linhas vermelhas representam um
grupo tratado com doses sub-efetivas de agmatina (0,0001 mg/kg) em
combinagdo com diferentes doses sub-efetivas de antidepressivos ou MK-801.
Os farmacos ou veiculo foram administrados 60 minutos antes dos testes
comportamentais e os valores representam a média +/- erro padrdo da média
(EPM) (N = 7-8). p < 0,05 comparado com animais tratados com veiculo (teste
de Dunnett).
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Com o intuito de avaliar a medida da relagdo entre as duas
variaveis: dose e tempo de imobilidade dos animais, na Tabela 3 consta
a correlacdo entre a redugdo no tempo de imobilidade induzida pelo
tratamento com antidepressivos e a dose utilizada. Os resultados
expressos na tabela mostram que ndo houve correlaco significativa entre
a administracdo de doses sub-efetivas de antidepressivos ou MK-801 e a
reducdo no tempo de imobilidade dos animais.

Tabela 3. Correlacdo entre doses sub-efetivas de antidepressivos
convencionais ou MK-801 no tempo de imobilidade dos animais no
TSC

Farmacos R R? Coef. B IC 95% F

Bupropiona 0,213 0,045 -12,662 -35,573/10,250 1,286 0,267
Imipramina 0,361 0,130 -169,997 -347,268/7,275 3,886 0,059
Fluoxetina 0,241 0,058 -2,729 -7,064/1,606 1,668 0,207
MK-801 0,008  0,0001 496,620 -19259,460/20252,460 0,003 0,960

Legenda: A correlagdo entre doses sub-efetivas de antidepressivos
convencionais ou MK-801 no tempo de imobilidade dos animais no TSC foi
realizada com diversas doses sub-efetivas de antidepressivos e avaliada por
andlise univariada por regressao linear. Todos os compostos foram administrados
por via oral 60 min antes dos testes comportamentais, sendo que foram utilizados
7 a 8 animais por grupo para cada dose analisada.

Para avaliar também a medida da relacdo entre as variaveis dose
e tempo de imobilidade dos animais, a Tabela 4 resume a correlagéo entre
0 tempo de imobilidade dos animais e diferentes doses sub-efetivas de
antidepressivos usados em combinacdo com a agmatina também em dose
sub-efetiva. Os resultados mostram que a cada 1 mg/kg de aumento nas
doses da bupropiona e da fluoxetina, hd uma reducdo de 44 s e 11 s,
respectivamente, no tempo de imobilidade dos animais. Além disso,
guando a dose de imipramina aumenta em 0,1 mg/kg, existe uma reducéo
de 61 s no tempo de imobilidade dos animais e, cada aumento de 0,001
mg/kg na dose de MK-801 reduz o tempo de imobilidade dos animais em
54 s.
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Tabela 4. Correlagédo entre doses sub-efetivas de antidepressivos ou
MK-801 em combinacdo com uma dose sub-efetiva de agmatina no
tempo de imobilidade dos animais no TSC

Farmacos R R? Coef B IC 95% F P

Bupropiona 0,541 0,293  -44,763 -71,697/- 11,589 0,002
17,829

Imipramina 0,550 0,303 -613,892  -967,736/- 12,591 0,001
260,048

Fluoxetina 0,541 0,293  -11,573 -18,529/- 11,613 0,002
4,616

MK-801 0,493 0,243 - - 11,584 0,002
54645,191 87206,493/-
22083,889

Legenda: Uma dose de agmatina 10 vezes menor do que a MDE (0,001 mg/kg)
foi administrada juntamente com diversas doses sub-efetivas de antidepressivos
convencionais ou MK-801 e os dados foram avaliados por anélise univariada por
regressdo linear. Todos os compostos foram administrados por via oral 60 min
antes dos testes comportamentais, sendo que foram utilizados 7 a 8 animais por
grupo para cada dose analisada.

A fim de melhor representar os dados expostos na Tabela 4, os
gréaficos da Figura 4 ilustram a correlacdo entre o tempo de imobilidade
dos animais com diferentes doses sub-efetivas de antidepressivos ou MK-
801 (sozinhos ou em combinacdo com a agmatina administrada em sua
dose sub-efetiva).



Figura 4. Regressao linear entre o tempo de imobilidade dos animais
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Legenda: Esses graficos ilustram a correlacdo entre o tempo de imobilidade dos
animais com diferentes doses sub-efetivas de bupropiona (painel A), fluoxetina
(painel B), imipramina (painel C) e MK-801 (painel D) administrados sozinhos
ou em combinagdo com uma dose sub-efetiva fixa de agmatina (0,0001 mg/kg).
As linhas azuis representam os animais tratados somente com bupropiona (0,1,
0,5 e 1 mg/kg), fluoxetina (1, 2,5 e 5 mg/kg), imipramina (0,01, 0,05 e 0,1 mg/kg)
ou MK-801 (0,0001, 0,0005 e 0,001 mg/kg) e as linhas vermelhas representam
0s grupos tratados com agmatina em sua dose sub-efetiva (0,0001 mg/kg) em
combinagdo com as diferentes doses sub-efetivas dos antidepressivos. Os valores

estdo representados pela média +/— EPM (N = 7-8 por grupo).
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3. DISCUSSAO

Na ultima década a terapia combinada tem se tornado uma
estratégia no tratamento de pacientes que nédo respondem adequadamente
a apenas um antidepressivo (KESSLER et al., 2003; HORI e KUNUGI,
2012; CHANG, SATO e HAN, 2013; PATKAR e PAE, 2013). Esse tipo
de associacdo se torna importante devido a elevada incidéncia de
comorbidades associadas a depressdo e também ao fato de que os
pacientes normalmente utilizam mais de um farmaco psicoativo. Nesse
sentido, estudos pré-clinicos investigam a combinacdo de agentes que
possam fornecer bases neurofarmacolégicas para fundamentar a
utilizacdo dessas combinagdes na clinica. Por exemplo, ja foi
demonstrado que a associacdo do farmaco memantina (opcéo terapéutica
no tratamento sintomatico da doenca de Alzheimer moderada a grave)
com sertralina (ISRS) possui maior eficacia (resposta mais rapida e
pronunciada) em pacientes com depressao quando comparado com o
tratamento apenas com a sertralina (AMIDFAR et al., 2016a). Além
disso, a combinacdo de duloxetina (ISRSN) com outros antidepressivos
(mirtazapina, paroxetina, escitalopram, venlafaxina, bupropiona,
sertralina e fluoxetina) aumenta a eficacia e tolerabilidade quando
comparada com a monoterapia (CHEON et al., 2016) bem como a terapia
combinada com antidepressivos triciclicos e inibidores da MAQ pode ser
efetiva em pacientes que ndo respondem a monoterapia com esses
farmacos (SCHIPPER, VANMOLKOT e PEETERS, 2016).

Reforcando esses achados e a importancia da terapia combinada
para o tratamento da depressdo, um recente estudo mostrou que a
associacdo de brexpiprazol (antipsicético) e fluoxetina promove um
rapido efeito tipo-antidepressivo em um modelo de depresséo associada
a inflamagéo (induzida por LPS), além de alterar a sinaliza¢do mediada
por BDNF-TrkB e a densidade de espinhas dendriticas no cortex pré-
frontal, ndcleo accumbens e regides CA3 e do giro denteado do
hipocampo (MA et al., 2016). De fato, uma série de estudos mostra que a
associacdo de antipsicoticos com antidepressivos induzem um efeito mais
pronunciado em pacientes com depressdo ou transtorno bipolar
(SHELTON e PAPAKOSTAS, 2008; KATO e CHANG, 2013; ROGOZ,
2013; SILVA et al., 2013). Com base nesses dados, esse estudo objetivou
estabelecer a magnitude do sinergismo de antidepressivos convencionais
(fluoxetina, imipramina e bupropiona) ou MK-801 administrados
juntamente com uma dose sub-efetiva de agmatina, avaliando dessa forma
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a poténcia desses farmacos na presenca ou auséncia dessa amina
enddgena.

Nesse capitulo, inicialmente, observou-se que 0s antidepressivos
convencionais, o MK-801 e a agmatina quando administrados
separadamente reduziram o tempo de imobilidade dos animais no TSC de
maneira dose-dependente. Com isso, foi estabelecido o valor da MDE
desses compostos, ou seja, a minima dose com que eles exercem seu
efeito tipo-antidepressivo. Farmacologicamente, uma dose considerada
efetiva é a dose ou quantidade de farmaco que produz uma resposta
terapéutica ou efeito desejado nos pacientes que a estdo consumindo. Ja a
MDE é a menor dose de determinado farmaco que produz o efeito
desejado, ou seja, um efeito clinicamente significativo, estatisticamente
superior aquele fornecido pelo placebo, sendo um valor acima dessa dose
dispensavel (JEN-PEI, 2010). A MDE compde a janela terapéutica dos
farmacos, que é definida pelo intervalo entre a MDE e a méaxima dose
tolerada, estando essa Ultima, no limite para a toxicidade. Portanto, a
MDE se torna importante para a diminuicdo de efeitos colaterais
exercidas por determinados farmacos, como é o caso do litio, que possui
essa janela terapéutica estreita

Os valores de MDE nesse trabalho estdo de acordo com aqueles
encontrados em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa (CUNHA et
al., 2008; NEIS et al., 2014). E importante destacar que a MDE do MK-
801 foi consideravelmente menor do que a MDE dos outros
antidepressivos testados. De fato, tanto a dose ativa quanto sub-efetiva do
MK-801 utilizada em estudos prévios do nosso grupo €
consideravelmente menor do que os antidepressivos convencionais
(MANTOVANI et al., 2003; MORETTI et al., 2011). Posteriormente, a
agmatina foi administrada em sua dose sub-efetiva em combinagdo com
doses também sub-efetivas dos antidepressivos bupropiona, imipramina
e fluoxetina. Todas essas combinagdes proporcionaram um efeito tipo-
antidepressivo sinérgico. Outros estudos ja demonstraram a capacidade
da agmatina em exercer efeito sinérgico com diferentes compostos
exercendo outras propriedades biologicas. Um exemplo disso, é a
associacdo de doses sub-efetivas da agmatina, a qual é capaz de aumentar
o efeito anticonvulsivante da melatonina (MOEZI et al., 2011), morfina,
litio (RIAZI et al., 2005; BAHREMAND et al., 2010) fenobarbital e
valproato (LUSZCZKI et al., 2008). No entanto, em relacdo aos
resultados encontrados nesse capitulo, a magnitude desse efeito sinérgico
ndo foi uniforme uma vez que houve uma redu¢do na MDE dos
antidepressivos convencionais quando combinados com agmatina, que
variou de duas vezes (fluoxetina) até 10 vezes (imipramina e bupropiona).



96

Esses achados corroboram estudos prévios que mostram um efeito tipo-
antidepressivo sinérgico quando a agmatina é administrada com esses
antidepressivos  convencionais (ZOMKOWSKI et al.,, 2004,
TAKSANDE et al., 2009; KOTAGALE et al., 2013; NEIS et al., 2014).
No entanto, esses estudos ndo avaliaram a magnitude desse efeito
sinérgico. Adicionalmente, sabe-se que o efeito tipo-antidepressivo dessa
amina enddgena ocorre mediante ativacdo dos sistemas serotonérgico,
noradrenérgico e dopaminérgico (HALARIS et al., 1999; ONAL et al.,
2003; ZOMKOWSKI et al., 2004). De fato, estudos pré-clinicos
mostraram que o0 efeito tipo-antidepressivo dos ISRS no TNF é
potencializado pela administragdo exdgena de agmatina (ZOMKOWSKI
etal., 2002; TAKSANDE et al., 2009), que essa amina enddgena é capaz
de aumentar os niveis de noradrenalina, serotonina e dopamina no
hipocampo de camundongos e que esse aumento pode estar relacionado a
potencializacdo do efeito tipo-antidepressivo de ISRS (TAKSANDE et
al., 2009; FREITAS et al., 2015b). Além disso, ja foi demonstrada a
participacdo da agmatina e de receptores imidazolicos no efeito
antidepressivo da bupropiona (KOTAGALE et al.,, 2013) e que a
modulagdo desses receptores pela agmatina esta implicada no efeito tipo-
antidepressivo de ISRS (TAKSANDE et al., 2009). No entanto, €é
importante ressaltar que foi relatado que a agmatina possui efeito
antidepressivo em 3 pacientes com depressao, aparentemente de modo
independente do sistema serotonérgico, uma vez que seus efeitos ndo
foram revertidos por paraclorofenilanina (PCPA), um inibidor da sintese
de serotonina (SHOPSIN, 2013). Ainda de acordo com os resultados
encontrados nesse capitulo, estudos prévios mostram que compostos com
potencial antidepressivo podem produzir efeito sinérgico quando
administrados juntamente com antidepressivos convencionais (CUNHA
et al., 2008; REUS et al., 2011; MANOSSO et al., 2013). Com base
nesses achados, existe a necessidade de investigar se a administracdo
combinada de agmatina com antidepressivos convencionais causa um
efeito sinérgico em pacientes com depressdo. Esse tipo de tratamento
permite que doses menores de antidepressivos sejam utilizadas,
diminuindo dessa forma os efeitos adversos decorrentes da terapia, 0 que
resulta em maior qualidade de vida para os pacientes.

Além de ter sido observado um efeito sinérgico da agmatina com
antidepressivos convencionais, uma dose sub-efetiva dessa amina quando
administrada em conjunto com doses sub-efetivas de MK-801 foi capaz
de reduzir a MDE desse antagonista de receptores NMDA em 100 vezes.
Embora estudos prévios do nosso grupo tenham demonstrado que a
agmatina aumenta o efeito tipo-antidepressivo do MK-801, resultando em
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sinergismo tanto no TSC quanto no TNF (ZEIDAN et al., 2007; NEIS et
al., 2014), nenhum deles avaliou a poténcia desse efeito sinérgico.
Reforcando o fato de que a inibicdo de receptores NMDA esta envolvida
no efeito tipo-antidepressivo da agmatina, evidéncias demonstraram que
essa amina protege contra o dano induzido por NMDA e glutamato em
culturas de neurdnios hipocampais e corticais (OLMOS et al., 1999;
WANG et al., 2006; ZHU, WANG e BISSETTE, 2006). Além disso, a
agmatina reverte o aumento de calcio intracelular induzido pela ativacéo
de receptores NMDA e a diminuicdo de monoaminas (noradrenalina,
adrenalina e dopamina) em células PC12 (LI, Y. F. et al., 2003a).
Corroborando esses achados, outros efeitos benéficos dessa amina
enddgena ocorrem mediante o bloqueio dos receptores NMDA, incluindo
protecdo contra discinesia orofacial induzida por reserpina e contra
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (ambos in vivo), além de um
modelo de retinopatia diabética in vitro (FENG, LEBLANC e
REGUNATHAN, 2005; HAN et al., 2015; CUNHA, A. S. et al., 2016).
Shopsin (2013) sugere ainda que o efeito antidepressivo da agmatina pode
ser mediado pela inibicdo da excitotoxicidade gutamatérgica, mais
especificamente, pela habilidade dela em antagonizar receptores NMDA
(SHOPSIN, 2013). Antagonistas de receptores NMDA tém mostrado
efeito tipo-antidepressivo em testes preditivos de depressdo como o TSC
e TNF além de reverter o comportamento tipo-depressivo induzido por
modelos como estresse inescapavel e estresse crénico imprevisivel
(TRULLAS e SKOLNICK, 1990; SKOLNICK, 1999; MANTOVANI et
al., 2003; SANACORA et al., 2008; LI et al., 2011). E importante
destacar que esses antagonistas de receptores NMDA foram efetivos em
aumentar o efeito de antidepressivos convencionais (imipramina,
venlafaxina e fluoxetina) e de outros compostos com potencial
antidepressivo no TNF e TSC (ROGOZ et al., 2002; GHASEMI, RAZA
e DEHPOUR, 2010; MORETTI et al., 2011; CUNHA et al., 2015).
Adicionalmente, o efeito sinérgico de antagonistas de receptores NMDA
juntamente com compostos com potencial antidepressivo foi observado
também em modelos que induzem comportamento tipo-depressivo nos
animais, como é o caso da administracdo da citocina pro-inflamatoria
TNF-0. (MORETTI et al., 2015a).

Quanto as intera¢cdes farmacocinéticas entre os antidepressivos
ou MK-801 e a agmatina, ndo existem dados na literatura sobre o assunto.
O perfil farmacocinético da agmatina em nivel de SNC ainda €
minimamente definido. No entanto, a agmatina poderia estar aumentando
as concentragdes desses compostos no SNC e levando ao aumento da
poténcia antidepressiva observada nesse estudo. Nesse sentido, existe a
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necessidade de se investigar se as interagfes farmacocinéticas podem
estar relacionadas com as respostas comportamentais no TSC nos animais
tratados com essa combinacéo terapéutica (agmatina + antidepressivos ou
agmatina + MK-801).

E importante ressaltar que a agmatina em uma dose sub-efetiva
foi capaz de diminuir a MDE do MK-801 em maior magnitude (100
vezes) do que aquela observada com os antidepressivos convencionais.
Essa diferenca poderia ser explicada devido a uma maior afinidade da
agmatina por receptores NMDA do que pelas monoaminas. De fato, as
consequéncias da inibicdo de receptores NMDA podem estar afetando
diversas vias de sinalizagdo intracelular implicadas em respostas
antidepressivas. Ainda de acordo com esses achados, em estudo prévio a
agmatina foi capaz de bloquear os receptores NMDA em neurdnios
hipocampais de ratos através da interacdo com o sitio localizado dentro
do poro do canal NMDA, e o grupo guanidino da agmatina mostrou ser
responsavel por grande parte do blogueio desses receptores (YANG e
REIS, 1999; ROBERTS et al., 2005; WANG et al., 2006). O MK-801 se
liga preferencialmente ao complexo NMDA ativado, interagindo com um
sitio localizado dentro do poro do receptor NMDA (JAVITT e ZUKIN,
1989).

De modo interessante, as doses de agmatina necessarias para
produzir um efeito tipo-antidepressivo no presente estudo foram
extremamente baixas quando comparadas com outros estudos, e muitos
deles utilizaram essa amina enddgena administrada por via intraperitoneal
(variando de 5-80 mg/kg) ao invés de oral (LI, Y. F. et al., 2003b;
TAKSANDE et al., 2009). Além disso, doses maiores de agmatina séo
necessérias para observar seus outros efeitos farmacoldgicos como, por
exemplo, suas propriedades ansioliticas, anticonvulsivantes e
antinociceptivas (DEMEHRI et al., 2003; SANTOS et al., 2005; GONG
et al., 2006). Essas diferencas entre os estudos podem ser atribuidas as
vias de administracdo utilizadas, bem como podem estar relacionadas
com as linhagens e o sexo dos camundongos utilizados. Apesar das
diferencas mencionadas, as doses de agmatina utilizadas no estudo em
guestdo estdo de acordo com estudos prévios do nosso grupo, mostrando
gue o efeito tipo-antidepressivo desse composto ocorre em doses muito
baixas quando administrado por via oral em camundongos Swiss fémeas
(FREITAS et al., 2014a; NEIS et al., 2014).

Com base nesses achados, considerando que a agmatina ndo vem
apresentando efeitos adversos em estudos clinicos (KEYNAN et al.,
2010; SHOPSIN, 2013) e que a terapia combinada com esse composto
pode ser considerada mais segura em relacdo a reducdo dos efeitos
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colaterais, pretende-se continuar investigando o efeito tipo-antidepressivo
dessa amina. Considerando também que o papel do sistema
glutamatérgico vem crescendo consideravelmente na depressdo no
decorrer dos anos (MAENG et al., 2008; SANACORA et al., 2008), 0s
resultados apresentados nesse estudo fornecem informagdes importantes
para se continuar investigando o efeito tipo-antidepressivo da agmatina e
seu envolvimento com esse sistema de neurotransmissdo, mais
especificamente explorando a modulagéo de receptores NMDA.

4. CONCLUSAO

Os resultados do estudo em questdo indicaram que a agmatina
aumenta os efeitos de antidepressivos convencionais, e, com maior
destaque, do MK-801, sugerindo que essa amina pode aumentar a
atividade e efeitos terapéuticos desses compostos (Figura 5). Levando
em consideragdo a relevancia da modulacdo do sistema glutamatérgico no
tratamento da depressdo, esses achados sdo considerados de alta
relevancia terapéutica e sugerem que uma maior investigacdo desse
sistema de neurotransmissor no efeito tipo-antidepressivo da agmatina se
faz necessario.

Figura 5. Resumo dos resultados encontrados no Capitulo |

MK-801 )

Antagonista de Teste de suspensio
/ receptor NMDA pela cauda
Fluoxetina )

—_— 1\ Dose MK-801
Agmatina

.
Imipramina ) t

Tempo de
imobilidade

Efeito
tipo-antidepressivo

Tempo de
imobilidade

i
Bupropiona ) t‘

Dose MK-801

Legenda: Os resultados desse capitulo indicam que a administragdo de agmatina
em sua dose sub-efetiva é capaz aumentar a poténcia do efeito tipo-antidepressivo
de antidepressivos monoaminérgicos convencionais, principalmente do
antagonista NMDA, MK-801 no TSC, um efeito considerado dose-dependente.
Fonte: Priscila Batista da Rosa
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CAPITULO Il - AGMATINA PRODUZ EFEITO TIPO-
ANTIDEPRESSIVO MEDIANTE A  ATIVACAO DE
RECEPTORES AMPA E DA VIA DE SINALIZAGAO MEDIADA
PELA mTOR

Estudos recentes tém mostrado evidéncias de que o sistema
glutamatérgico é um alvo relevante no que diz respeito a antidepressivos
de acdo rapida (DUMAN, 2014b). O glutamato exerce um papel
importante na modulagéo da neuroplasticidade e comportamento através
de seus receptores, em especial 0s subtipos AMPA e NMDA (KESSELS
e MALINOW, 2009). Sabe-se que antagonistas de receptores NMDA
podem exercer efeitos antidepressivos rapidos, como é o caso da cetamina
(SKOLNICK, 1999; SANACORA et al., 2008; DUMAN, 2014b). Esse
composto tem sido amplamente estudado em relagdo ao seu potencial
efeito antidepressivo, uma vez que sua administragdo aguda é capaz de
produzir efeito antidepressivo rapido em pacientes refratarios a
antidepressivos convencionais (BERMAN et al., 2000; ZARATE et al.,
2006; DUMAN e KEHNE, 2007). Nesse contexto, tem se investigado
amplamente os mecanismos e vias de sinalizacdo envolvidas no efeito
tipo-antidepressivo rapido da cetamina (MACHADO-VIEIRA et al.,
2009). Estudos recentes mostraram que a administracao de cetamina leva
rapidamente a uma cascata de eventos que incluem a inibicdo de
receptores NMDA extrassinapticos associados a uma desinibigdo
glutamatérgica pré-sinaptica (LI et al., 2010; AUTRY et al., 2011). Essa
modulag&o est4 relacionada ao aumento do funcionamento de receptores
AMPA, que sdo rapidamente modulados por fosforilagdo em dois sitios
da subunidade GIuAl (GIluAl1-Ser831 e GIluAl-Ser845), ambos
implicados na plasticidade sinaptica e memdria (LEE et al., 2003). Sabe-
se que a cetamina é capaz de aumentar rapidamente a expressao pos-
sinaptica de AMPA (LI et al., 2010; CAl et al., 2013), que esta envolvido
no aumento da expressdo de BDNF (LAUTERBORN et al., 2000). O
aumento da liberacdo de BDNF permite a ativagdo da via de sinalizagéo
PI3K/Akt/mTOR, sendo que a mTOR pode ser modulada negativamente
pela GSK3-B (DUMAN e LI, 2012). Com a ativacdo da mTOR, ocorre 0
favorecimento da traducdo de proteinas sindpticas, com destaque para
subunidades de receptores glutamatérgicos AMPA (GIuAl) e proteinas
de ancoragem desses receptores, como as proteinas PSD-95 e sinapsina
1.

Levando em consideragdo que o efeito tipo-antidepressivo da
agmatina ocorre mediante antagonismo de receptores NMDA
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(ZOMKOWSKI et al., 2002; NEIS et al., 2014; NEIS et al., 2015) e a
relagdo existente entre esses e os receptores AMPA, que contribuem para
0 aumento da funcdo sinaptica e respostas antidepressivas (MAENG e
ZARATE, 2007; MAENG et al., 2008), o objetivo desse capitulo é avaliar
se a agmatina exerce seu efeito tipo-antidepressivo no TSC através da
modulagdo de receptores AMPA (imunoconteldo de GIuAl e
fosforilagdo de GIuAl1-Ser831 e GIluAl-Ser845), e das vias de
sinalizacdo intracelular mediadas por BDNF/PI3K/Akt/GSK-3B/mTOR,
além de alterar o imunoconteido das proteinas BDNF, PSD-95 e
sinapsina 1 no cortex pré-frontal dos animais, da mesma forma que ocorre
com a cetamina.

1. MATERIAIS E METODOS
1.1. ANIMAIS

Camundongos Swiss fémeas (45-55 dias, pesando entre 30-45 ),
foram mantidos a 20-22 °C com livre acesso a agua e comida, submetidos
a um ciclo claro/escuro 12:12 h (luzes acesas as 7:00 h) (N = 7-8). Os
animais foram acomodados em grupos de 15 por caixa (41x34x16 cm).
Os testes comportamentais foram conduzidos entre 9:00 e 17:00 h sendo
que, os animais foram aclimatizados na sala de experimentacao 24 h antes
dos testes comportamentais. Todos os procedimentos realizados foram
aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA)
(protocolo n°® 00795) e esforgos foram realizados para minimizar o
sofrimento bem como reduzir o nimero de animais utilizados nos
experimentos.

1.2. AGENTES FARMACOLOGICOS E TRATAMENTOS

Foram utilizados os seguintes compostos: agmatina (0,1 mg/kg
ou em sua dose sub-efetiva 0,0001 mg/kg), LY 2940029 (10 nmol/sitio,
inibidor da PI3K), AR-A014418 (0,001 pg/sitio, inibidor seletivo da
GSK-3p), LiCl (10 mg/kg, p.o, inibidor ndo seletivo da GSK-38) , 6,7-
dinitroquinoxaline-2,3-diona (DNQX) (2,5 pg/sitio, antagonista de
receptores AMPA), K-252a (1 pg/sitio, antagonista de receptores TrkB),
rapamicina (0,2 nmol/sitio, inibidor seletivo da mTOR). Esses agentes
farmacoldgicos foram obtidos da Sigma Chemical Co., St. Louis, USA.
Foram utilizados também cloreto de litio (LiCl) (10 mg/kg, inibidor néo
seletivo da GSK-3p) (obtido da MERCK, Darmstadt, Alemanha), ¢ o
anticorpo anti-BDNF (1 pg/sitio, anticorpo policlonal anti-1gG de coelho,
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Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA). O LiCl e a agmatina
foram dissolvidos em agua destilada e administrados por via oral (p.o.)
por gavagem em um volume de 10 ml/kg. O LY294002, AR-A014418,
DNQX, K-252 e rapamicina foram dissolvidos em salina (0,9% NaCl) em
uma concentracdo final de 1% de dimetil sulféxido (DMSO), todos
administrados por via intracerebroventricular (i.c.v.) em um volume de 3
ul por camundongo. Os animais controles receberam veiculo apropriado.
As adminiskacgdes i.c.v. foram realizadas de acordo com um
protocolo previamente descrito por nosso grupo (KASTER et al., 2012a).
Para a realizacdo dessas injecdes, os camundongos foram brevemente
anestesiados com isofluorano (2.5%; Abbot Laborat6rios do Brasil Ltda.,
Rio de Janeiro, Brasil). Apos a anestesia, uma agulha hipodérmica de 0,4
mm de didmetro acoplada a uma seringa de Hamilton de 25 pl por uma
canula de polietileno foi inserida perpendicularmente ao cranio do animal,
no ventriculo lateral esquerdo. A inje¢do foi administrada durante 30 s, e
manteve-se a agulha no local durante mais 30 s, a fim de evitar o retorno
das substancias injetadas. O local de injecdo foi de 1 mm para a esquerda
a partir do ponto médio de uma linha que passa pela base anterior das
orelhas. Para garantir que os farmacos foram administrados no lugar exato
dentro do ventriculo lateral, o cérebro foi dissecado e examinado
macroscopicamente apo6s o teste. Os resultados referentes aos cérebros
gue apresentaram o menor sinal de hemorragia foram excluidos das
andlises estatisticas (menos de 5% do total de animais utilizados).

1.3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para investigar o envolvimento dos receptores AMPA no efeito
tipo-antidepressivo da agmatina, os camundongos foram pré-tratados
com agmatina (0,1 mg/kg, p.o., dose ativa no TSC) ou veiculo 45 min
antes da administragdo de DNQX (antagonista de receptores AMPA, 2,5
ug/sitio, i.c.v.) ou veiculo. O TSC foi realizado 15 min apés a
administragdo de DNQX, e 10 minutos apés a realizacdo desse teste, 0s
animais foram submetidos ao TCA (Figura 1A).
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Figura 1A. Investigacdo do envolvimento de receptores AMPA no
efeito tipo-antidepressivo da agmatina no TSC

0 min 45 min 60 min
Agmatina DNQX ;\ ‘
(0,1 mg/kg, p.o.) (2,5 pg/sitio, i.c.v.) | ] l
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Legenda: Os animais receberam uma administracdo de agmatina (0,1 mg/kg,
p.0.) ou veiculo e 45 min depois foram tratados com DNQX (2,5 pg/sitio, i.c.v.,
antagonista de receptores AMPA). Ap6s 15 min os animais foram submetidos ao
TSC e TCA. Fonte: autor.

Com o intuito de verificar a importancia do BDNF no efeito tipo-
antidepressivo da agmatina, os camundongos foram pré-tratados com essa
amina enddgena (0,1 mg/kg, p.0.) ou veiculo 45 min antes da
administragdo i.c.v. do anticorpo anti-BDNF (1 pg/sitio) ou veiculo. O
TSC foi realizado apés 15 min da administracdo do anticorpo.
Posteriormente, para verificar se o efeito tipo-antidepressivo da agmatina
é dependente da ativacdo de receptores TrkB, os animais foram pré-
tratados com agmatina (0,1 mg/kg, p.o) ou veiculo 45 min antes da
injecdo i.c.v. de K-252a (antagonista de receptores TrkB, 1 pg/sitio) ou
veiculo (RIEGER et al., 2014). Os animais foram testados no TSC 15 min
apos essas administragdes i.c.v., e ap6s 10 min foram submetidos ao TCA.
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Figura 1B. Protocolo para investigar o envolvimento de BDNF e seus
receptores TrkB no efeito tipo-antidepressivo da agmatina no TSC
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Legenda: Os animais receberam uma administracdo de agmatina (0,1 mg/kg,
p.0.) ou veiculo e 45 min depois receberam anticorpo anti-BDNF (1 pg/sitio,
i.c.v., anticorpo policlonal anti-IgG de coelho) ou anti-K252A (1 pg/sitio, i.c.v.,
antagonista de receptores TrkB). Ap6s 15 min os camundongos foram
submetidos ao TSC e TCA. Fonte: autor.

A fim de investigar o envolvimento da PI3K no efeito tipo-
antidepressivo da agmatina, os camundongos foram pré-tratados com essa
amina (0,1 mg/ kg, p.0.) ou veiculo 45 min antes da administraco i.c.v.
de LY294002 (inibidor da PI3K, 10 nmol/sitio) ou veiculo. O TSC foi
realizado 15 min ap6s essa administracdo i.c.v., seguido do TCA
(MORETTI et al., 2014; CUNHA et al., 2015) (Figura 1C).
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Figura 1C. Investigacdo do envolvimento da PI3K no efeito tipo-
antidepressivo da agmatina no TSC
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Legenda: Os animais receberam uma administracdo de agmatina (0,1 mg/kg,
p.0.) ou veiculo e 45 min depois receberam LY294002 (10 nmol/sitio, i.c.v.,
inibidor da PI3K). Apés 15 min dessa administracdo, os animais foram
submetidos ao TSC e TCA. Fonte: autor.

Para investigar a possibilidade de que o efeito tipo-antidepressivo
da agmatina seja mediado pela inibigdo de GSK-3p, os animais foram
tratados com uma dose sub-efetiva de agmatina (0,0001 mg/kg, p.o.) ou
veiculo, e imediatamente ap6s, receberam uma dose sub-efetiva de LiCl
(inibidor néo seletivo da GSK-3p, 10 mg/kg, p.o.) ou veiculo. O TSC foi
realizado 60 min apos essas administragdes, seguido do TCA (Figura
1D). Em outro conjunto de experimentos, os camundongos foram tratados
com uma dose sub-efetiva de agmatina ou agua destilada juntamente com
uma dose sub-efetiva de AR-A014418 (inibidor seletivo de GSK-3p 0,01
pg/sitio, i.c.v.) ou veiculo. Ap6s 60 min dessas administragdes, 0s animais
foram submetidos ao TSC e posteriormente ao TCA (MORETTI et al.,
2014; CUNHA et al., 2015) (Figura 1E).
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Figura 1D. Protocolo para investigar o envolvimento da GSK-3p no
efeito tipo-antidepressivo da agmatina no TSC
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Legenda: Os animais receberam uma administracdo de agmatina (0,0001 mg/kg,
p.o.), LiCl (10 mg/kg, p.o, inibidor ndo seletivo da GSK-3[3) ou veiculo ou ainda,
uma associacao de agmatina em sua dose sub-efetiva (0,0001 mg/kg) juntamente
com uma dose sub-efetiva de LiCl. Apés 60 min, os camundongos foram
submetidos ao TSC e TCA. Fonte: autor.

Figura 1E. Protocolo para reforcar o envolvimento de GSK-3p no
efeito tipo-antidepressivo da agmatina no TSC
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Legenda: Os animais receberam uma administragdo de agmatina (0,0001 mg/kg,
p.0.) e ap6s 45 min, receberam AR-A014418 (0,01 ug/sitio, i.c.v., inibidor
seletivo da GSK-3p). Decorridos 15 min dessa Ultima administragdo os animais
foram submetidos ao TSC e TCA. Fonte: autor.
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Com o intuito de avaliar a participacdo da mTOR no efeito anti-
imobilidade da agmatina no TSC, os animais foram tratados com essa
amina, e apds 45 min receberam rapamicina (inibidor seletivo da
mTOR,0,2 nmol/sitio). O TSC foi realizado 15 min ap6s a administracdo
de rapamicina, e ap6s 10 min desse teste os animais foram submetidos ao
TCA (MORETTI et al., 2014) (Figura 1F).

Figura 1F. Investigacdo do envolvimento da mTOR no efeito tipo-
antidepressivo da agmatina no TSC
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Legenda: Os animais receberam uma administracdo de agmatina (0,1 mg/kg,
p.o.) ou veiculo e 45 min depois receberam rapamicina (0,2 nmol/sitio, i.c.v.).
Ap0s 15 min, os camundongos foram submetidos ao TSC e TCA. Fonte: autor.

As doses utilizadas no presente estudo foram escolhidas com
base em estudos prévios do nosso grupo: agmatina (FREITAS et al.,
2014a; NEIS et al., 2014), DNQX (CUNHA, M. P. et al., 2016),
LY2940029 (BETTIO et al., 2012; CUNHA et al., 2015), AR-A014418
(MORETTI et al., 2014; CUNHA et al., 2015), LiCl (MORETTI et al.,
2014; CUNHA et al., 2015), anticorpo anti-BDNF (LEPACK et al., 2015)
e rapamicina (BETTIO et al., 2012; MORETTI et al., 2014; CUNHA et
al., 2015).

Apbs os testes comportamentais, um grupo independente de
camundongos foi utilizado para as analises bioguimicas. Os animais
foram tratados com agmatina (0,1 mg/kg, p.0.) ou veiculo (agua destilada)
e apds 60 min foram decapitados para retirada do cortex pré-frontal e
andlise do imunocontedo das proteinas BDNF, sinapsina 1, GIuAl e
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PSD-95 além da fosforilacdo dos residuos de Serina 831 e 845 da
subunidade GIuAl dos receptores AMPA (Figura 1G).

Figura 1G. Protocolo para investigar o imunocontetdo das proteinas
GluAl, PSD-95 e sinapsina no cértex pré-frontal dos camundongos
tratados com agmatina

( N
© 0 min 60 min
ﬁ CPF
Agmatina 5 P
(0,1 mg/kg, p.o.) Western BIOttIng ( BDNEF )
( GluA1
Veiculo @
& C psp-ss )

§ Sinapsinal

_ - Y

!

Legenda: Para as anélises bioquimicas, os animais receberam uma Unica
administracdo de agmatina (0,1 mg/kg, p.0.) ou veiculo e 60 min depois foram
decapitados para retirada do cdrtex pré-frontal. Nessa estrutura, foi avaliado o
imunoconteldo das proteinas BDNF, sinapsina 1 e PSD-95, além da fosforilagdo
dos sitios da subunidade GIuAl do receptor AMPA (GluA1-Ser831 e GIuAl-
Ser845). Abreviaturas: CPF, cortex pré-frontal; BDNF, fator neurotréfico
derivado do cérebro; PSD-95, proteina de densidade pds-sinaptica de 95KDa.
Fonte: autor.

1.4. TESTES COMPORTAMENTAIS
1.4.1. Teste de suspenséo pela cauda (TSC)

O tempo de imobilidade dos animais foi avaliado no TSC durante
um periodo de 6 minutos, conforme descrito no Capitulo 1 (se¢do 1.4) do
presente trabalho.
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1.4.2. Teste do campo aberto (TCA)

Os camundongos foram avaliados no TCA a fim de descartar
alteragdes na atividade locomotora como uma possivel interferéncia na
interpretacdo dos resultados obtidos no TSC (MORETTI et al., 2012;
NEIS et al., 2014). O teste foi realizado conforme descrito no Capitulo 1
(secédo 1.4) do presente trabalho.

1.5. ANALISES BIOQUIMICAS
1.5.1. Preparacao do tecido

Para as andlises bioquimicas, um grupo independente de animais
foi utilizado para investigar o imunoconteddo de BDNF, PSD-95,
sinapsina 1 e subunidade GIuAl dos receptores AMPA bem como a
fosforilacdo nos sitios Serina831 (GluA1-Ser831) e Serina845 (GIuAl-
Ser845). Para isso, 0s animais foram tratados com agmatina (0,1 mg/kg,
p.0.), e apds 1 h foram decapitados. Apds a decapitacdo, o encéfalo de
cada animal foi removido e os cortices pré-frontais foram rapidamente
dissecados (4°C), colocados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C
até o uso. As amostras foram preparadas como descrito anteriormente
(OLIVEIRA et al., 2008). Os tecidos foram homogeneizados
mecanicamente em tampao de homogeneizagdo (Tris 50 mM pH 7,0,
EDTA 1 mM, NaF 100 mM, PMSF 0,1 mM, NasVO4 2 mM, Triton X-
100 1%, glicerol 10% e coquetel inibidor de proteases Amresco ndmero
M222). Os lisados foram centrifugados (10.000 x g por 10 min, a 4°C)
para a eliminac&o de restos celulares. O sobrenadante foi diluido 1/1 (v/v)
em solucdo contendo Tris 100 mM pH 6,8, EDTA 4 mM, SDS 8% e
aquecido a 100°C por 5 min. Apds homogeneizacdo uma aliquota foi
retirada para a dosagem de proteinas. O restante da amostra foi diluido
(glicerol 40%, Tris 25 mM e azul de bromofenol, pH 6,8) em uma
proporcéo de 1:4 (v/v) e B-mercaptoetanol (concentragdo final de 8%) foi
adicionado na amostra. O contetdo das proteinas foi estimado a partir de
uma curva padrdo, utilizando albumina de soro bovino (PETERSON,
1977).
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1.5.2. Western Blotting

A mesma quantidade de proteinas (60 pg de proteina total/pogo)
em cada amostra foi separada por eletroforese em gel de poliacrilamida
(concentragdo 10% de acrilamida) contendo SDS (SDS-PAGE) e gel de
entrada com 4% de acrilamida. A seguir, as proteinas foram transferidas
para as membranas de nitrocelulose usando um aparelho semi-dry (1,2
mA/cm2; 1,5 h). Para verificar a eficiéncia do processo de transferéncia
as membranas foram coradas com Ponceau 0,5%.

Ap0s esse processo, as membranas resultantes foram bloqueadas
durante 1 h com leite em pé desnatado 5% em TBS (Tris 10 mM, NaCl
150 mM, pH 7,5). As formas fosforiladas (sitios Serina831 e Serina845)
e total de GIuA1 (Cell Signaling, 1:1000) e o imunocontetdo de BDNF,
PSD-95, sinapsina 1 e GIuA1 (Santa Cruz, 1:1000) foram detectados com
0 uso de anticorpos especificos diluidos em TBS-T contendo albumina de
soro bovino (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,05%, BSA 2%, pH
7,5). As membranas ficaram incubadas com o anticorpo de interesse
overnight a 4°C em agitacdo constante. No dia seguinte, para a deteccdo
dos complexos imunes, as membranas foram incubadas por 1 h com
anticorpo secundario anti-coelho conjugado com peroxidase (Millipore
1:5000) e a imunorreatividade das bandas foi revelada por
guimioluminescéncia com o reagente LumiGLO® (Cell Signaling,
Beverly, MA, EUA) segundo especificacdes do fabricante. Todas as
etapas de bloqueio e incubagdo foram seguidas por trés lavagens (5
minutos cada) das membranas com TBS-T.

A densidade Optica (DO) das bandas foi quantificada usando
Scionlmage software® (Frederick, MD, EUA). O nivel de fosforilacdo de
Serina831 (GIuAl- Ser831) e Serina845 (GIuA1-Ser845) foi
determinado pela razdo entre a DO da proteina fosforilada / DO da
proteina total. O imunoconteldo das proteinas BDNF, PSD-95, sinapsina
1, GluA1 e B-actina foram determinados pela relagdo entre a DO dessas
proteinas / DO da B-actina. Os dados foram expressos como porcentagem
em relagdo ao controle (considerado como 100%). A DO das bandas foi
quantificada usando Scion Image TM (Frederick, MD, USA).

1.6. ANALISE ESTATISTICA

As diferencas entre os grupos experimentais foram determinadas
através de ANOVA de duas vias seguida do teste de post hoc de Duncan
quando apropriado (para as analises comportamentais) ou do teste t de
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Student (para as analises de Western blotting). As diferencas entre os
grupos foram consideradas significativas para p<0,05. Os resultados estao
expressos em média + erro padrdo da média (E.P.M.).

2. RESULTADOS

Para avaliar o envolvimento de diferentes receptores e alvos
intracelulares no efeito tipo-antidepressivo da agmatina, foi mensurado o
tempo de imobilidade dos animais no TSC (Figuras 2, 3,4,5,6,7e8) e
com o intuito de excluir a possibilidade de que as alteragdes nesse tempo
de imobilidade fossem devido a alguma interferéncia na atividade
locomotora, foi mensurado o nimero de cruzamentos no TCA (Figuras
2,3,4,5,6,7e8).

A Figura 2A mostra a influéncia do tratamento com DNQX
(antagonista de receptores AMPA, 2,5 pg/sitio, i.c.v.) no efeito anti-
imobilidade da agmatina (0,1 mg/kg, p.0.) no TSC. A ANOVA de duas
vias mostrou diferencas significativas para o tratamento com agmatina
[F(1,25)=6,07; p<0,05], DNQX [F(1,25)=6,50; p<0,05] e interagdo entre
agmatina x DNQX [F(1,25)=4,95; p<0,05]. O post hoc indica que o
tratamento com DNQX foi capaz de prevenir a diminuigéo da imobilidade
induzida pela agmatina no TSC. A Figura 2B mostra que o tratamento
ndo causou alteragdes na atividade locomotora dos animais no TCA. A
ANOVA de duas vias ndo mostrou diferengas significativas para o
tratamento com agmatina [F(1,26)=0,19; p=0,67], DNQX [F(1,26)=0,06;
p=0,81], e interagdo agmatina x DNQX [F(1,26)=0,05; p=0,82].
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Figura 2. Influéncia de receptores AMPA no efeito anti-imobilidade
da agmatina no TSC
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Legenda: Efeito do tratamento com agmatina (0,1 mg/kg, p.0.) e/ou DNQX (2,5
pg/sitio, i.c.v.) no tempo de imobilidade no TSC (painel A) e no numero de
cruzamentos no TCA (painel B). As barras representam a média + E.P.M. (N =
7-8). *p<0,05 comparado com controle (H,O + Veiculo). ##p<0,01 comparado
com o grupo tratado com Agmatina+Veiculo (ANOVA de duas vias seguida pelo
teste de post hoc de Duncan).

Para confirmar a hip6tese de que a sinalizacdo BDNF/TrkB esta
envolvida no efeito tipo-antidepressivo da agmatina no TSC, a Figura 3A
mostra que o tratamento dos animais com o anticorpo anti-BDNF (1
ug/sitio, i.c.v.) foi capaz de prevenir o efeito anti-imobilidade induzido
pela agmatina (0,1 mg/kg, p.0.) no TSC. A ANOVA de duas vias mostrou
diferencas significativas para o tratamento com agmatina [F(1,26)=5,21;
p<0,05], anti-BDNF [F(1,26)=4,48; p<0,05] e interacdo agmatina X anti-
BDNF [F(1,26)=14,48; p<0,01]. Nenhum dos tratamentos causou
alteracdo na atividade locomotora dos animais no TCA (Figura 3B). A
ANOVA de duas vias mostrou que ndo houve diferengas significativas
entre o tratamento com agmatina [F(1,26) =0,12; p=0,73], anti-BDNF
[F(1,26) =0,03; p=0,86], e interacdo entre agmatina X anti-BDNF
[F(1,26)=0,01; p=0,92]. Além disso, a Figura 3C mostra a influéncia do
tratamento com K-252a (antagonista de receptores TrkB, 1 pg/sitio, i.c.v.)
no efeito anti-imobilidade da agmatina (0,1 mg/kg, p.o.) no TSC. A
ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas para o tratamento
K-252a [F(1,27)=6,07; p<0,05] e interacdo entre agmatina x K-252a
[F(1,27)=8,91; p<0,01] mas ndo com agmatina [F(1,27)=0,01; p=0,93]. A
andlise do post hoc mostrou que a administracdo de K-252a aboliu a
resposta comportamental da agmatina no TSC. O nimero de cruzamentos
no TCA néo foi alterado por nenhum dos tratamentos (Figura 3D). A
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ANOVA de duas vias mostrou que ndo houve diferencas no tratamento
com agmatina [F(1,27)=0,02; p=0,90], K-252a [F(1,27)=0,35; p=0,56], e
interacdo entre agmatina x K-252a [F(1,27)=0,11; p=0,74].

Figura 3. Envolvimento do BDNF e de seus receptores TrkB no efeito
anti-imobilidade da agmatina no TSC
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Legenda: Painéis A e B: Efeito do tratamento com agmatina (0,1 mg/kg, p.o.)
e/ou anticorpo anti-BDNF (1 pg/sitio, i.c.v.) no tempo de imobilidade dos animais
no TSC (painel A) e no nimero de cruzamentos no TCA (painel B). Painéis C e
D: Efeito do tratamento com agmatina (0,1 mg/kg, p.o.) e/fou K252A (1 pg/sitio,
i.c.v.) no tempo de imobilidade dos animais no TSC (painel C) e no nimero de
cruzamentos no TCA (painel D). As barras representam a média + E.P.M. (N =
7-8). *p<0,05 comparado com controle (H,O + Veiculo). ##p<0,01 comparado
com o grupo tratado com Agmatina+Veiculo (ANOVA de duas vias seguida pelo
teste de post hoc de Duncan).

A Figura 4A mostra o efeito da inibicdo de PI3K por LY294002
(10 nmol/sitio, i.c.v.) no efeito tipo-antidepressivo da agmatina (0,1
mg/kg, p.0.) no TSC. A ANOVA de duas vias mostrou diferengas
significativas para o tratamento com agmatina [F(1,28)=17,98; p<0,01],
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LY294002 [F(1,28)=19,48; p<0,01] e interagdo entre agmatina X
LY294002 [F(1,28)=14,39; p<0,01]. A andlise do post hoc mostrou que
o0 efeito tipo-antidepressivo da agmatina foi completamente prevenido
pelo tratamento com LY294002. Os tratamentos ndo causaram alteracdes
na atividade locomotora dos animais no TCA, conforme ilustrado na
Figura 4B. A ANOVA de duas vias mostrou que ndo existem diferengas
significativas para o tratamento com agmatina [F(1,28)=0,04; p=0,84],
LY294002 [F(1,28)=0,001; p=0,98], e interacdo entre agmatina X
LY294002 [F(1,28)=0,16; p=0,69].

Figura 4. Envolvimento da PI3K no efeito tipo-antidepressivo da
agmatina no TSC
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Legenda: Efeito do tratamento com agmatina (0,1 mg/kg, p.o.) e/ou LY294002
(10 nmol/sitio, i.c.v.) no tempo de imobilidade no TSC (painel A) e no nimero
de cruzamentos no TCA (painel B). As barras representam a média + E.P.M. (N
= 7-8). **p<0,01 comparado com controle (H.O + Veiculo). ##p<0,01
comparado com o grupo tratado com Agmatina+Veiculo (ANOVA de duas vias
seguida pelo teste de post hoc de Duncan).

Para testar a hipotese de que a GSK-3p esta envolvida no efeito
tipo-antidepressivo da agmatina no TSC, os animais foram tratados com
doses sub-efetivas de agmatina (0,0001 mg/kg,p.0.) juntamente com
doses sub-efetivas de LiCl (inibidor ndo seletivo da GSK-3B, 10
mg/kg,p.0.) no TSC, como ilustrado na Figura 5A. A ANOVA de duas
vias mostrou diferencas significativas para o tratamento com agmatina
[F(1,28)=34,05; p<0,01], LiCl [F(1,28)=32,40; p<0,01] e interacdo entre
agmatina x LiCl [F(1,28)=19,06; p<0,01]. A anélise de post hoc indicou
que o tratamento com doses sub-efetivas de agmatina produziu um efeito
tipo-antidepressivo sinérgico quando administrada em conjunto com
doses sub-efetivas de LiCl no TSC. A administracdo de LiCl sozinho ou
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em combinagdo com a agmatina ndo foi capaz de afetar a atividade
locomotora dos animais no TCA (Figura 5B). A ANOVA de duas vias
mostrou que ndo houve diferengas significativas no tratamento com
agmatina [F(1,28)=0,01; p=0,93], LiCl [F(1,28)=0,32; p=0,58], e
interacdo entre agmatina x LiCl [F(1,28)=0,16; p=0,69]. A Figura 5C
ilustra o efeito da administracdo combinada de doses sub-efetivas de
agmatina (0,0001 mg/kg, p.o.) com doses sub-efetivas de AR-A014418
(inibidor seletivo de GSK-38, 0,01 mg/sitio, i.c.v.). A ANOVA de duas
vias mostrou diferencas significativas para o tratamento com agmatina
[F(1,28)=22,30; p<0,01], AR-A014418 [F(1,28)=13,01; p<0,01] e
interacdo entre agmatina x AR-A014418 [F(1,28)=21,08; p<0,01]. Como
mostrado na Figura 5, o teste post-hoc indica que a administracdo
combinada de doses sub-efetivas de agmatina com doses sub-efetivas
AR-A014418 produz um efeito tipo-antidepressivo sinérgico no TSC. A
administracdo de AR-A014418 sozinho ou em combinagdo com agmatina
nao afetou a atividade locomotora dos animais no TCA (Figura 5D). A
ANOVA de duas vias ndo mostrou diferenca significativa para o
tratamento com agmatina [F(1,28)=0,07; p=0,80], AR-A014418
[F(1,28)=0,57; p=0,46], ou a interacdo entre agmatina x AR-A014418
[F(1,28)=0,02; p=0,88].
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Figura 5. Envolvimento da GSK-3p no efeito anti-imobilidade da
agmatina no TSC
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Legenda: Painéis A e B: Efeito do tratamento com agmatina (0,0001 mg/kg, p.o.)
e/ou LiCl (10 mg/kg, p.0.) no tempo de imobilidade dos animais no TSC (painel
A) e no nimero de cruzamentos no TCA (painel B). Painéis C e D: Efeito do
tratamento com agmatina (0,0001 mg/kg, p.0.) em conjunto com AR-A014418
(0,01 pg/sitio, i.c.v.) no tempo de imobilidade dos animais no TSC (painel C) e
no numero de cruzamentos no TCA (painel D). As barras representam a média +
E.P.M. (N =7-8). **p<0,01 comparado com controle (H,O + Veiculo) (ANOVA
de duas vias seguida pelo teste de post hoc de Duncan).
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A fim de investigar o papel da mTOR no efeito tipo-
antidepressivo da agmatina no TSC, os animais foram tratados com
agmatina (0,1 mg/kg, p.o.) e rapamicina (inibidor da mTOR, 0,2
nmol/sitio, i.c.v.). A ANOVA de duas vias mostrou diferencas
significativas para o tratamento com agmatina [F(1,28)=7,64; p<0,01],
rapamicina [F(1,28)=25,47; p<0,01] e interacdo entre agmatina X
rapamicina [F(1,28)=12,71; p<0,01]. Como demonstrado na Figura 6A,
a andlise do post hoc mostrou que o efeito tipo-antidepressivo da
agmatina foi completamente abolido pelo tratamento dos animais com
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rapamicina. Os tratamentos ndo causaram alteracGes na atividade
locomotora dos animais no TCA (Figura 6B). A ANOVA de duas vias
mostrou que ndo houve alteracdo significativa no tratamento com
agmatina [F(1,28)=0,03; p=0,87], rapamicina [F(1,28)=0,55; p=0,46], e
interacdo entre agmatina x rapamicina [F(1,28)=0,08; p=0,77].

Figura 6. Envolvimento da mTOR no efeito tipo-antidepressivo da
agmatina no TSC
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Legenda: Efeito do tratamento com agmatina (0,1 mg/kg, p.o.) e/ou rapamicina
(0,2 nmol/sitio, i.c.v.) no tempo de imobilidade no TSC (painel A) e no nimero
de cruzamentos no TCA (painel B). As barras representam a média + E.P.M. (N
= 7-8). **p<0,01 comparado com controle (H.O + Veiculo). ##p<0,01
comparado com o grupo tratado com Agmatina+Veiculo (ANOVA de duas vias
seguida pelo teste de post hoc de Duncan).

O imunocontetdo e fosforilacdo de GIuAl (tanto no sitio de
fosforilacdo GIuA1-Ser831 como no GluA1-Ser845) foi investigado no
cortex pré-frontal 1 h ap6s a administracdo de agmatina (0,1 mg/kg, p.o.,
dose que produz efeito tipo-antidepressivo no TSC) por Western blotting.
A Figura 7 mostra um Western blotting representativo da fosforilagédo de
GluA1-Ser831 e GluA1-Ser845 no cortex pré-frontal (painéis A e B,
respectivamente) e do imunocontetido de GIUA1 no cortex pré-frontal
(painel C) de camundongos tratados com agmatina (0,1 mg/kg, p.o.). A
andlise densitométrica revelou que a agmatina foi capaz de aumentar o
imunocontetdo de GIuAl ([t(12)=-3,0626; p<0,05]), mas ndo houve
alteracdo significativa na fosforilacdo de GluA1-Ser831 ([t(12)=-0,1476;
p>0.,05]) e de GluA1-Ser845 ([t(12)=1,1089; p>0,05]) no clrtex pré-
frontal dos camundongos (Figura 7) (teste t de Student).
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Figura 7. Influéncia de uma Unica administracdo de agmatina na
fosforilagdo e imunocontetdo de GIuAl no cortex pré-frontal de
camundongos
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Legenda: Efeito do tratamento agudo com agmatina (0,1 mg/kg, p.0.) no
imunocontetdo de GluAl e fosforilagdo das subunidades Serina831 e Serina845
no cortex pré-frontal de camundongos. Os painéis A—C mostram a quantificagdo
da fosfo-GluA1-Ser831 (painel A), fosfo-GluAl-Ser845 (painel B) e
imunocontetdo total de GluA1 e B-actina (painel C) (usado como controle). As
barras representam a média + E.P.M. (N = 7-8). *p<0,05 comparado com
controle (H20 + Veiculo) (teste t de Student).

Posteriormente, foi avaliado o imunoconteido de BDNF, PSD-
95 e sinapsina 1 no cortex pré-frontal dos animais apés 1 h da
administracdo de agmatina (0,1 mg/kg, p.o.). A Figura 8 mostra um
Western blotting representativo do imunocontetido de BDNF, PSD-95 e
sinapsina 1 no cortex pré-frontal dos animais (painéis A, B e C,
respectivamente). A analise densitométrica revelou que a agmatina foi
capaz de aumentar o imunocontetdo de BDNF ([t(12)=-2,77; p<0,05]) e
PSD-95 ([t(12)=-2,25; p<0,05]), como demonstrado nas Figuras 8A e
8B, respectivamente. No entanto, ndo houve alteracdo no imunocontetido
de sinapsina 1 ([t(12)=0,18; p=0,86]) em nenhum dos grupos
experimentais, como oberva-se na Figura 8C.
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Figura 8. Influéncia de uma Unica administracdo de agmatina no
imunocontetdo de PSD-95, BDNF e sinapsina 1
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Legenda: Efeito do tratamento agudo com agmatina (0,1 mg/kg, p.0.) no
imunocontetdo de BDNF (painel A), PSD-95 (painel B) e sinapsina 1 (painel C)
no cortex pré-frontal de camundongos. As barras representam a média + E.P.M.
(N =7-8). *P<0.05 comparado com controle (H,O + Veiculo) (teste t de Student).

3. DISCUSSAO

Evidéncias mostram que alguns alvos que atuam na transmissao
glutamatérgica, principalmente antagonizando receptores NMDA podem
ser efetivos para o tratamento da depressao. Nesse sentido, um composto
gue tem recebido atencdo especial quanto ao seu potencial efeito tipo-
antidepressivo é a agmatina. Considerada um neuromodulador em nivel
de SNC, ela possui uma série de funcbes bioldgicas, ja descritas no
presente trabalho. Apesar de se saber que os efeitos biolégicos da
agmatina dependem da ativacdo ou inibicdo de diversos receptores,
incluindo o antagonismo de NMDA, as vias de sinaliza¢do envolvidas
nesse efeito precisam ser melhor investigadas, inclusive pelo fato de que
a resposta aos antidepressivos tem sido atribuida a ativacdo ou inibicédo
de vias de sinalizacdo intracelular (NICIU et al., 2013a). Um composto
gue vem sendo bastante estudado quanto ao seu envolvimento na
transmissdo glutamatérgica é a cetamina, um antagonista de receptores
NMDA que tem mostrado possuir efeito antidepressivo rapido e
persistente. No entanto, esse composto apresenta uma série de efeitos
colaterais, tanto psicomiméticos quanto dissociativos, além de potencial
de abuso, neurotoxicidade apos tratamento crénico e dificuldade em sua
utilizacdo diaria uma vez que as principais vias de administracdo
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utilizadas séo intravenosas e subcutaneas. Por esses motivos, alternativas
consideradas mais seguras, mas que possuam similaridades quanto ao
mecanismo de acgdo da cetamina vem sendo amplamente investigadas.
Portanto, considerando o potencial antidepressivo da agmatina, sua
toxicidade praticamente nula, e o fato de antagonizar receptores NMDA,
este capitulo buscou investigar se vias de sinalizagdo intracelular
relacionadas com neuroplasticidade e sobrevivéncia celular e envolvidas
nesse efeito antidepressivo rapido da cetamina (vias mediadas por
BDNF/PI3K/Akt/GSK-38/mTOR e aumento do imunocontetido das
proteinas BDNF, PSD-95 e sinapsina 1) poderiam estar também
envolvidas no efeito tipo-antidepressivo da agmatina no TSC.

Uma série de evidéncias sugere que o0s receptores AMPA
exercem um papel importante na fisiopatologia da depressdo e no
mecanismo de acdo de antidepressivos (ZHANG et al., 2010). Estudos
mostram que moduladores positivos de receptores AMPA
(potencializadores) sdo capazes de produzir um efeito tipo-antidepressivo
no TNF e TSC (LI et al., 2001; ALT, WITKIN e BLEAKMAN, 2005;
ANDREASEN et al., 2015), além de potencializar o efeito de
antidepressivos monoaminérgicos (LI et al., 2003; ANDREASEN et al.,
2013). Reforcando esses achados, camundongos com delecdo da principal
subunidade dos receptores AMPA (GIluAl) exibiram um comportamento
tipo-depressivo em testes comportamentais (CHOURBAJI et al., 2008).
Estudos mostram também que a ativacdo desses receptores esta envolvida
no efeito tipo-antidepressivo rapido de compostos com potencial
antidepressivo (BJORKHOLM et al., 2015; CHEN et al., 2015), no efeito
antidepressivo ap06s o tratamento crénico convencional (MARTINEZ-
TURRILLAS, FRECHILLA e DEL RIO, 2002; BARBON etal., 2011) e
principalmente no efeito tipo-antidepressivo rapido da cetamina (LI et al.,
2010; DUMAN et al., 2012; TIZABI et al., 2012). De fato, a reducéo da
expressdo de subunidades de receptores AMPA estd envolvida com o
prejuizo na plasticidade sindptica observada em pacientes com depresséo
(PLAYER et al., 2013). Os resultados desse estudo estdo de acordo com
esses dados da literatura, uma vez que o tratamento com DNQX
(antagonista de receptores AMPA) reverte a diminui¢cdo do tempo de
imobilidade produzido pela agmatina no TSC, indicando que o efeito
tipo-antidepressivo dessa amina enddgena é dependente da ativacdo de
receptores AMPA.

Sabe-se que a ativacdo de receptores AMPA leva ao aumento da
expressdo de BDNF, um dos maiores alvos envolvidos na resposta
antidepressiva (ZAFRA et al., 1990; CHEN et al., 2001; SKOLNICK et
al., 2001; GARCIA et al., 2008). A atividade desses receptores regula o
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desenvolvimento de espinhos dendriticos (VOSS et al., 2007;
MATTISON et al., 2014), bem como a neurogénese hipocampal adulta
(SU et al., 2009). Infusdes dessa neurotrofina no mesencéfalo, hipocampo
ou ventriculos laterais reduziram o tempo de imobilidade dos animais no
TNF, de modo similar aos efeitos observados ap6s a administracdo de
antidepressivos convencionais (SIUCIAK et al., 1997; HOSHAW,
MALBERG e LUCKI, 2005). De acordo com esses achados, o efeito tipo-
antidepressivo da administracdo hipocampal de BDNF é bloqueado pela
administracdo de K252a, um inibidor dessa sinalizacdo mediada por
BDNF (SHIRAYAMA et al., 2002). Quanto a modulagdo da sinalizagéo
via BDNF/TrkB pela agmatina, estudos prévios do nosso grupo ja
mostraram que a administracdo cronica dessa amina endogena foi capaz
de aumentar o imunoconteido de BDNF no hipocampo de camundongos
(FREITAS etal., 2014a; FREITAS et al., 2015a). No estudo em questao,
n6s ampliamos essa relagdo entre BDNF e agmatina, mostrando que a
administragdo aguda dessa amina no TSC depende da ativacdo de
BDNF/TrkB. Além desses efeitos comportamentais, uma Unica dose de
agmatina foi capaz de aumentar o imunocontettdo de BDNF no cortex
pré-frontal de camundongos apenas 1 h ap6s sua administracéo.
Reforcando esses achados, um estudo realizado posteriormente mostrou
gue a agmatina aumentou agudamente os niveis de BDNF no cdrtex pré-
frontal de camundongos fémeas (MEYLAN et al., 2016). Além disso, 0s
achados desse capitulo estdo de acordo com estudos prévios que
mostraram que uma UOnica administragdo de LY451646, um
potencializador de receptores AMPA, foi capaz de induzir o aumento
agudo da expressdo de BDNF no hipocampo de ratos (MACKOWIAK et
al., 2002). Sabe-se que um aumento rapido nos niveis de BDNF também
esta associado com o rapido efeito tipo-antidepressivo de antagonistas de
receptores NMDA (AUTRY et al., 2011), e parece exercer um papel
importante nos efeitos sinaptogénicos da cetamina (LI et al., 2010; LIU
et al., 2012). Nesse sentido, um estudo mostrou que a resposta
antidepressiva da cetamina é abolida em camundongos knockout para
BDNF e seu receptor TrkB (AUTRY et al., 2011) e, de um modo geral,
estudos sugerem que tanto antidepressivos convencionais quanto a
cetamina aumentam a expressdo de BDNF em diversas regifes cerebrais
(AUTRY et al., 2011; LIU et al., 2012) tornando-o uma ferramenta
essencial para a eficicia antidepressiva. De modo interessante, nossos
resultados indicam que a agmatina pode ser um modulador rapido da
sinalizacdo mediada por BDNF, indicando que esse composto deve ser
investigado de modo mais aprofundado quanto as suas possiveis agdes
antidepressivas rapidas.
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A sinalizagdo BDNF/Tr«B induz a ativagdo das vias de
sinalizacdo PI3K/Akt, que leva a fosforilacdo do residuo de serina 9 de
GSK-3p, inibindo sua atividade (MAI, JOPE e LI, 2002). Existem
diversas evidéncias que mostram o envolvimento da via PI3K/Akt/GSK-
38 na fisiopatologia dos transtornos de humor (BEAULIEU,
GAINETDINOV e CARON, 2009). Essas vias de sinalizacdo estdo
comprometidas no cérebro de pacientes suicidas em comparagdo com
cérebros de individuos gue ndo possuem o transtorno (KAREGE et al.,
2007; DWIVEDI et al., 2008). De acordo com esses achados, inibidores
de GSK-3p possuem propriedades antidepressivas (GOULD et al., 2004;
ROSA et al., 2008), e potencializam os efeitos sinaptogénicos e tipo-
antidepressivos da cetamina (LIU et al., 2013), contribuindo para o efeito
rapido desse composto (BEUREL, SONG e JOPE, 2011). Embora mais
estudos sejam necessarios para determinar os mecanismos envolvidos na
indugdo da fosforilagdo de GSK-3B (que levam a sua inibigdo) pela
cetamina, especula-se que isso poderia estar ocorrendo via Akt, a
principal reguladora de GSK-3B que foi demonstrada ser ativada pela
cetamina (LI et al., 2010). A cetamina estimula rapidamente as cascatas
de sinalizacdo de PI3K/Akt (LI et al., 2010) e também aumenta a
fosforilacdo de GSK-3f no hipocampo e cortex cerebral de camundongos
(BEUREL, SONG e JOPE, 2011). Os resultados desse Capitulo indicam
gue a agmatina, de modo similar a cetamina, induz um comportamento
tipo-antidepressivo que envolve a ativacdo de PI3K/Akt e inibicdo de
GSK-3p. De acordo com esses achados, estudos prévios do nosso grupo
mostraram que a agmatina aumenta a fosforilagdo de Akt em neur6nios
hipocampais (FREITAS et al., 2015b) e que o tratamento sub crénico com
agmatina produz um efeito tipo- antidepressivo no TSC, acompanhado
pela  modulagdo das vias de sinalizagdo PKA/AKU/GSK-
3B/ERK/INK/CREB/BDNF no hipocampo (FREITAS et al., 2014a).

A mTOR faz parte da via de sinalizagio PI3K/Akt/GSK-3f e tem
sido implicada na fisiopatologia da depressdo e no mecanismo envolvido
no efeito tipo-antidepressivo rapido da cetamina (LI et al., 2010). Estudos
po6s-morte mostraram déficits da sinalizacdo mTOR no cortex pré-frontal
de pacientes diagnosticados com depressdo (JERNIGAN et al., 2011;
CHANDRAN et al., 2013). Estudos clinicos mostram também que a
mTOR é ativada no sangue de pacientes depressivos apds administracdo
aguda com cetamina (DENK et al., 2011; YANG et al., 2013). Além
disso, os déficits nas proteinas sinapticas induzidos por ECI foram
revertidos pela administracdo de cetamina, que através da ativacdo da
mTOR, promove um aumento da sintese de proteinas sindpticas e
consequente aumento no nimero e fungdo de novas espinhas sinapticas



124

(Lletal., 2011). Esses resultados indicam que o déficit na fosforilagdo de
MTOR e da sintese de proteinas dependentes de mTOR podem contribuir
para alteragdes moleculares associadas com a fisiopatologia da depressao.
Os nossos resultados sugerem que a ativagdo de mTOR, provavelmente
decorrente da ativacao de PI3K, tem um papel importante no efeito tipo-
antidepressivo da agmatina no TSC.

A répida ativacdo da mTOR resulta na rapida elevacdo de
proteinas sindpticas e a modulacdo da sinaptogénese induzida pela
cetamina também é mediada por reguladores importantes da estrutura
sinaptica e plasticidade como a subunidade GIuA1 dos receptores AMPA,
PSD-95 e sinapsina 1 (LI et al., 2010). A importancia dessas proteinas na
fisiopatologia da depressdo se confirma em estudos pos-morte que
mostram que seus niveis estdo reduzidos no cortex pré-frontal de
individuos com depressdo (FEYISSA et al., 2009), alteracdo essa que esta
acompanhada por uma reducdo no nimero de sinapses desses individuos
(KANG et al., 2012). A PSD-95, uma das proteinas citoplasmaticas mais
abundantes na densidade pos-sinaptica, estd envolvida na regulacdo da
funcgdo sinéptica e atua controlando a insercdo de receptores AMPA nas
sinapses (EHRLICH e MALINOW, 2004; EHRLICH et al., 2007). De
modo interessante, nesse estudo foi encontrado que a agmatina induz um
aumento no imunoconteido de PSD-95 no cortex pré-frontal de
camundongos apenas 1 h ap6s sua administracdo, reforcando o fato de
que a regulacdo dos niveis de proteinas sinapticas pode ter um papel
importante em sua atividade antidepressiva. Esse resultado corrobora
estudos prévios do nosso grupo, que mostraram que a administragdo de
acido ascorbico, que também possui potencial antidepressivo, aumenta o
imunocontetdo dessa proteina no hipocampo dos animais, 1 h apés sua
administragdo (MORETTI et al., 2014).

A insercdo de receptores AMPA na membrana pds-sinaptica e
ativacdo daqueles ja inseridos na membrana dependem da fosforilagdo
dos sitios Serina831 (GluA1-Ser831) ou Serina845 (GluA1-Ser845). De
modo especifico, a fosforilacdo de Ser845 na subunidade GIuA1l causa a
insercdo dos receptores AMPA na membrana plasmatica na regido extra
sindptica. Em seguida ocorre a fosforilagdo de GluA1-Ser831, que
conduz o receptor até a regido sinaptica (ESTEBAN et al., 2003;
SANDERSON e DELL'ACQUA, 2011).

No nosso estudo, o tratamento com agmatina ndo alterou
significativamente a taxa de fosforilagcdo dos sitios Serina831 (GIuAl-
Ser831) ou Serina845 (GluA1-Ser845). No entanto, houve um aumento
significativo na quantidade total de GluAl, sugerindo que a fosforilacdo
desses residuos na subunidade GIuAl estavam acompanhadas pelo
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aumento dos niveis de proteinas sinapticas. Esses resultados indicam que
0 tratamento com agmatina estava associado com um aumento no ndmero
de moléculas GIuA1 que estavam fosforiladas nos residuos de Serina831
e Serina845, sugerindo um aumento da funcéo do receptor AMPA. Sabe-
se que o tratamento cronico com fluoxetina (28 dias), é capaz de aumentar
0s niveis da subunidade GIuAl no cortex de ratos bem como uma Unica
administracdo de cetamina é capaz de exercer esse efeito (AMPUERO et
al., 2010; L1 etal., 2010). Embora a administracdo da agmatina nao tenha
alterado significativamente o imunoconteido de sinapsina 1, ndo se
descarta a possibilidade de que as alteracdes nos niveis dessas proteinas
podem ocorrer em outras estruturas que nao o cortex pré-frontal e/ou em
periodos de tempo diferentes. Além disso, a cetamina e 0 zinco
(antagonista de receptor NMDA dotado de propriedade antidepressiva)
sdo capazes de induzir alteragBes nessa proteina sinaptica com um pico
de 2 a 6 h ap6s sua administracdo, permanecendo elevados por 72 h e 24
h, respectivamente (LI et al., 2010; SZEWCZYK et al., 2015).

4. CONCLUSAO

Os resultados desse capitulo sugerem que a agmatina exerce um
efeito tipo-antidepressivo através da ativacdo de receptores AMPA e
TrkB. A ativacdo das vias PI3K/Akt/mTOR e inibicdo de GSK-3p,
resultando em um aumento dos niveis de proteinas sindpticas GIuAl e
PSD-95 também sdo implicados no efeito tipo-antidepressivo da
agmatina (Figura 9). Esses dados apontam para similaridades nos
mecanismos envolvidos no efeito tipo-antidepressivo da agmatina e da
cetamina. Considerando que a agmatina é uma amina enddgena que nao
tem mostrado efeitos colaterais significativos em estudos clinicos, sendo
utilizada na clinica como um suplemento nutricional, seu potencial
terapéutico precisa continuar sendo investigado.
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Figura 9. Resumo dos resultados encontrados no Capitulo 11
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Legenda: Os resultados desse capitulo mostram as vias de sinalizagéo
intracelular envolvidas no efeito tipo-antidepressivo da agmatina, 1 h apds sua
administracdo. Esses resultados indicam que os receptores AMPA e TrkB estdo
envolvidos no efeito tipo-antidepressivo da agmatina. Além disso, a
administracdo dessa amina enddgena induz o aumento de BDNF, a ativacdo das
vias PI3BK/AK/mTOR e inibicdo de GSK-3p, resultando em um aumento dos
niveis de proteinas sindpticas GIuUA1 e PSD-95. Abreviaturas: NMDA, N-metil-
D-aspartato; AMPA, acido alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropi6nico;
BDNF, fator neurotréfico derivado do cérebro; TrkB, receptor tropomiosina
cinase B; PI3K, fosfatidilinositol 3 cinase; Akt, proteina cinase B; mTOR,
proteina alvo da rapamicina em mamiferos; p70S6K, cinase ribossomal S6; GSK-
3, glicogénio sintase cinase 3; PSD-95, proteina de densidade pés-sinaptica de
95KDa; GluAl, subunidade GIuA1l do receptor AMPA. Fonte: Priscila Batista da
Rosa.
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CAPITULO IIl - ESTUDO COMPARATIVO DO EFEITO TIPO-
ANTIDEPRESSIVO DA  AGMATINA, CETAMINA E
FLUOXETINA NO MODELO DE DEPRESSAO INDUZIDA PELO
ECI

A exposicao cronica ao estresse esta implicada no surgimento de
alteragdes moleculares, celulares e morfoldgicas, podendo levar a
transtornos de humor (DURIC e DUMAN, 2013; KUMAR et al., 2013)
como a depressdo. Sabe-se que 0 estresse pode causar anormalidades no
eixo HPA, culminando na producdo de glicocorticoides pelas adrenais,
que ativam seus receptores (LI et al., 2012). A superativagdo desses
receptores induz neurotoxicidade e neurodegeneracdo, que estdo
intimamente relacionados com a depressao (CHARNEY e MANJI,
2004). Um modelo de depressdo que mimetiza essas alteracoes é o ECI,
que vem sendo utilizado h& mais de 20 anos e consiste na exposi¢do dos
animais a diversos estressores por um determinado periodo de tempo
(varia de 10 dias até 8 semanas) (HILL et al., 2012). O modelo possui
validade de face, constructo, preditiva e etiolégica, podendo causar, além
de alteragcBes comportamentais e cognitivas, reducdo na expressdo de
proteinas sinapticas como PSD-95, GIuAl e sinapsina 1 no cortex pré-
frontal de roedores (XU et al., 2016; ZHUANG et al., 2016).

Estudos mostram que a cetamina é capaz de reverter os efeitos
prejudiciais induzidos pelo estresse através da modulagdo de vias de
sinalizacdo criticas para a sinaptogénese. O estudo das propriedades
antidepressivas desse agente farmacoldgico indica sua capacidade de
desencadear uma liberacéo rapida de fatores troficos (particularmente o
BDNF), estimulacdo da mTOR e consequente sintese de proteinas
sinapticas como a PSD-95, a sinapsina 1 e a subunidade GIuAl de
receptores AMPA no cortex pré-frontal dos animais (LI et al., 2010; L1 et
al., 2011; ZHOU et al., 2014). Levando em consideracdo os efeitos da
agmatina na modulacéo de fatores tréficos e a observacdo de que existem
diversas similaridades entre as vias de sinalizagdo intracelular envolvidas
no efeito tipo-antidepressivo da agmatina e no feito antidepressivo rapido
da cetamina (dados mostrados no Capitulo 1), este capitulo realizou uma
andlise comparativa da agéo tipo-antidepressiva da agmatina com a de um
antidepressivo convencional de resposta lenta (fluoxetina) e um de acdo
rapida (cetamina) em animais submetidos ao modelo de ECI. Esse estudo
pretende verificar as possiveis similaridades e/ou diferencas nas respostas
comportamentais a estes compostos e sobre 0 imunoconteldo de
proteinas envolvidas com a plasticidade sinaptica (PSD-95, GIuAl e
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sinapsina 1) em camundongos submetidos ao ECI e tratados com uma
dose Unica de agmatina, cetamina ou fluoxetina.

1. MATERIAIS E METODOS

1.1. ANIMAIS

Considerando que a prevaléncia da depressdo ¢é
aproximadamente duas vezes maior em mulheres do que em homens
(WONG e LICINIO, 2001), e que as fémeas sdo mais suscetiveis ao
estresse do que os machos (YOSHIMURA et al., 2003), esse estudo foi
realizado com camundongos Swiss fémeas (30-40 g). Os animais foram
mantidos a uma temperatura de 20-22 °C com agua e comida a vontade,
sob um ciclo claro escuro de 12 h. Todos os testes comportamentais foram
conduzidos entre 9:00 e 17:00 h, sendo que os animais foram
aclimatizados na sala de experimentacdo 24 h antes dos testes
comportamentais. Todos os procedimentos realizados foram aprovados
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA) (protocolo
n° 00795) e esforgos foram realizados para minimizar o sofrimento bem
como reduzir o nimero de animais utilizados nos experimentos.

1.2. AGENTES FARMACOLOGICOS E TRATAMENTOS

Foram utilizados os seguintes compostos: agmatina (0,1 mg/kg),
cetamina (1 mg/kg, antagonista de receptores NMDA\) e fluoxetina (10
mg/kg, ISRS), todos obtidos da Sigma Chemical Co., St. Louis, USA,
dissolvidos em &gua destilada e administrados por via oral (p.0.). Os
compostos foram preparados logo antes do tratamento e administrados
em um volume de 10 ml/kg, e administrados em uma Unica dose
aproximadamente 5 h apds o Gltimo agente estressor (14° dia do
protocolo). Os tratamentos e testes realizados estdo esquematizados na
Figura 1A.
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Figura 1A. Representacdo esquematica do tratamento, testes
comportamentais e analises bioquimicas realizadas

Protocolo do estresse cronico imprevisivel )

ECI

Dia 1 Dia 14 Dia 15
) )

Tratamentos Testes comportamentais
Analises Bioquimicas
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f— 5 ‘ ><\ ' T
| ] GluA1
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Legenda: O protocolo experimental foi realizado com o intuito de comparar o0s
efeitos da administracdo de agmatina (0,1 mg/kg, p.o.), cetamina (1 mg/kg, p.o.)
e fluoxetina (10 mg/kg, p.0.) no modelo de ECI (14 dias). Os agentes
farmacoldgicos a serem investigados foram administrados no Gltimo dia de cada
protocolo e, ap6s 24 h, os animais foram avaliados no TSC, TCA e no teste de
borrifagem de sacarose (TBS). Apds a realizagdo dos testes comportamentais,
foram coletadas amostras de cortex pré-frontal dos camundongos para avaliar o
imunoconteldo de proteinas sinapticas nessa estrutura. Abreviaturas: CPF, cortex
pré-frontal. Fonte: adaptado de Neis et al. (2016).

1.3.PROTOCOLO DE ECI

O protocolo de ECI consistiu em diversos estressores aplicados
de forma aleatéria, com duragéo e horario de aplicacdo variados durante
um periodo de 14 dias (Tabela 1), conforme previamente descrito (LU et
al., 2006; MORETTI et al., 2012). Os animais do grupo controle foram
mantidos em cdmaras separadas dos animais estressados a fim de evitar
interferéncias envolvidas ao odor e vocalizacdo relacionados ao estresse.
Durante os 14 dias do protocolo, 0s animais controle permaneceram em



130

suas caixas nas condic¢Oes padrdo previamente descritas (secdo 1.1). No
Gltimo dia do protocolo, 0s animais receberam uma Gnica administragdo
de veiculo, agmatina, fluoxetina ou cetamina e, ap6s 24 h foram
realizados os testes comportamentais e coletadas as amostras de
hipocampo.

Tabela 1. Estressores utlilizados no protocolo de ECI

Tabela de estressores do protocolo de estresse cronico imprevisivel (14 dias) )
Dia Estressor Duracdo Hora do dia Dia Estressor Duracdo Hora do dia
Contengdo > ) 15h 14:00h Choque inescapavel 3min  08:30h
1 @ 8 | (07 mA, 05 s/min)
&
P 7 g V| T
Banho frio (15° C) 10min  09:30h Banho frio (15° C) 10min  16:30h
2 [ 9
fr Maravalha molhada/ (| Maravalna molhada/
24 h 13:00h
3 | caixa inclinada (45°) b 160 10 | Caixa inclinada (45°)
| - :
Contencio ~ ( Choque inescapavel 3min  08:30h
4 | nofrio 8'0) o Y Tmin  0530h 11 | (0.7 mA, 05 s/min)
A o \
Prendedor na cauda 10 min 13:00h Contencso no frio ~S) 7min 10:00h
5 //{——— ®0 <"
= O
Nado forgado (25°C) 6 min 14:00h Prendedor na cauda 10 min 14:30h
6 l : l 3 /::-:
Contengdo ) 15h  09:30h Choque inescapével 3Imin  08:30h
7 ®) o 14 | (0.7 mA, 05 s/min)

/

Legenda: Tabela contendo os estressores utilizados nos 14 dias de protocolo do
ECI. Fonte: Imagem adaptada de Priscila Batista da Rosa.

Para a realizacdo dos protocolos de confinamento, os animais
foram colocados em dispositivos (semelhantes a tubos) plasticos
individuais e fenestrados. Para a realizagdo dos estressores nado forcado
e banho frio, os animais foram colocados em um recipiente cilindrico
(diametro 10 cm, altura 25 cm) contendo 19 cm de agua. O estressor
relativo @ maravalha molhada foi conduzido mediante exposicdo dos
camundongos a um ambiente com substrato Umido (400 ml de agua)
mantido em uma inclinacdo de 45°. O choque nas patas foi aplicado
dentro de um aparato que consiste em uma caixa plastica (50 x 25 x 25
cm) com uma parede de vidro. O piso do aparato consiste de barras
paralelas de 10 mm onde os camundongos foram colocados, sendo 0s
choques aplicados de forma aleatdria (0,7 mA; 0,5 s/min) durante 3
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minutos. A compressdo da cauda foi realizada com um prendedor de
roupas a 1 cm da base da cauda dos animais.

1.4. TESTES COMPORTAMENTAIS
1.4.1. Teste de suspenséo pela cauda (TSC)

O tempo de imobilidade dos animais foi avaliado no TSC durante
um periodo de 6 minutos, conforme descrito no Capitulo 1 (secdo 1.4) do
presente trabalho.

1.4.2. Teste do campo aberto (TCA)

Os camundongos foram avaliados no TCA a fim de descartar
alteragdes na atividade locomotora como uma possivel interferéncia na
interpretacdo dos resultados obtidos no TSC (MORETTI et al., 2012;
NEIS et al., 2014). O teste foi realizado conforme descrito no Capitulo 1
(secdo 1.4) do presente trabalho.

1.4.3. Teste de borrifagem de sacarose (TBS)

O TBS consiste na borrifagem de uma solucdo de agua contendo
10% de sacarose no dorso do camundongo (Figura 1B), seguida da
alocacdo do mesmo em um funil de vidro, permitindo assim a observacéo
do animal (9 x 7 x 11 cm). Devido a viscosidade da solugdo de sacarose,
0 animal tende a iniciar um comportamento de autolimpeza. Esse
comportamento é considerado um indicador de autocuidado e
comportamento motivacional, sintomas comparaveis a anedonia, que €é
um dos sintomas necessarios para o diagnodstico da depressdo em seres
humanos (WILLNER, 2005; ISINGRINI et al., 2010). Apés a aplicacéo
da solucdo de sacarose, a laténcia para o inicio da autolimpeza e o tempo
total de autolimpeza foram contabilizados por um periodo de 5 minutos.
O aparato utilizado foi limpo com uma solugéo de alcool 10% entre cada
animal testado.
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Figura 1B. Representacdo esquematica do Teste de borrifagem de
sacarose (TBS)

Legenda: No TBS, uma solugdo de &gua contendo 10% de sacarose € borrifada
no dorso do camundongo (A), e em seguida o animal é alocado em um funil de
vidro que permite a observacdo do comportamento de autolimpeza (B). Fonte:
imagem cedida por Agatha Oliveira.

1.5. ANALISES BIOQUIMICAS
1.5.1. Preparacao do tecido

Ap0s os testes comportamentais, os animais foram decapitados e
foi retirado o cértex pré-frontal para investigar o imunocontedo de
GluAl, PSD-95 e sinapsina 1 nessa estrutura. Apés a decapitagdo, o
encéfalo de cada animal foi removido e os cortices pré-frontais foram
rapidamente dissecados (4°C), colocados em nitrogénio liquido e
armazenados a -80°C até o uso. As amostras foram preparadas como
descrito anteriormente (OLIVEIRA et al., 2008). Resumidamente, os
tecidos foram homogeneizados mecanicamente em tampdo de
homogeneizacao (Tris 50 mM pH 7,0, EDTA 1 mM, NaF 100 mM, PMSF
0,1 mM, NazVO. 2 mM, Triton X-100 1%, glicerol 10% e coquetel
inibidor de proteases Amresco nimero M222). Os lisados foram
centrifugados (10.000 x g por 10 min, a 4°C) para a eliminacao de restos
celulares. O sobrenadante foi diluido 1/1 (v/v) em solugdo contendo Tris
100 mM pH 6,8, EDTA 4 mM, SDS 8% e aquecido a 100°C por 5 min.
Ap6s homogeneizacdo, uma aliquota foi retirada para a dosagem de
proteinas. O restante da amostra foi diluido (glicerol 40%, Tris 25 mM e
azul de bromofenol, pH 6,8) em uma propor¢do de 1:4 (v/v) e B-
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mercaptoetanol (concentracdo final de 8%) foi adicionado na amostra. O
conteldo das proteinas foi estimado a partir de uma curva padréo,
utilizando albumina de soro bovino (PETERSON, 1977).

1.5.2. Western Blotting

A mesma quantidade de proteinas (60 pg de proteina total/pogo)
em cada amostra foi separada por eletroforese em gel de poliacrilamida
(concentragdo 10% de acrilamida) contendo SDS (SDS-PAGE) e gel de
entrada com 4% de acrilamida. A seguir, as proteinas foram transferidas
para as membranas de nitrocelulose usando um aparelho semi-dry (1,2
mA/cm2; 1,5 h). Para verificar a eficiéncia do processo de transferéncia
as membranas foram coradas com Ponceau 0,5%.

Ap0s esse processo, as membranas resultantes foram bloqueadas
durante 1 h com leite em pé desnatado 5% em TBS (Tris 10 mM, NaCl
150 mM, pH 7,5). As formas fosforiladas (sitios Ser831 e Ser845) e total
de GIuA1l (Cell Signaling, 1:1000) e o imunoconteudo de GIluAl, PSD-
95 e sinapsina 1 (Santa Cruz, 1:1000) foram detectados com o uso de
anticorpos especificos diluidos em TBS-T contendo albumina de soro
bovino (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,05%, BSA 2%, pH 7,5).
As membranas ficaram incubadas com o anticorpo de interesse overnight
a 4°C em agitagdo constante. No dia seguinte, para a deteccdo dos
complexos imunes, as membranas foram incubadas por 1 h com anticorpo
secundario anti-coelho conjugado com peroxidase (Millipore 1:5000) e a
imunorreatividade das bandas foi revelada por quimioluminescéncia com
o reagente LumiGLO® (Cell Signaling, Beverly, MA, EUA) segundo
especificacdes do fabricante. Todas as etapas de blogueio e incubagéo
foram seguidas por trés lavagens (5 minutos cada) das membranas com
TBS-T.

A DO das bandas foi quantificada usando Scionlmage software®
(Frederick, MD, EUA). O imunocontetdo das proteinas GluAl, PSD-95,
sinapsina 1 e 3-actina foram determinados pela relacéo entre a DO dessas
proteinas / DO da B-actina. Os dados foram expressos como porcentagem
em relagdo ao controle (considerado como 100%). A DO das bandas foi
quantificada usando Scion Image TM (Frederick, MD, USA).
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1.6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados por ANOVA de duas vias seguido
pelo teste post-hoc de Duncan. Os dados foram apresentados nas figuras
como média + EPM. Um valor de p<0,05 foi considerado significativo.

2. RESULTADOS

A fim de comparar o efeito tipo-antidepressivo da agmatina com
um antidepressivo classico e um antidepressivo de a¢do rapida, os animais
foram submetidos ao protocolo de ECI e tratados com veiculo, agmatina,
cetamina ou fluoxetina 24 h antes de serem avaliados no TSC. A ANOVA
de duas vias revelou diferencas significativas para o protocolo de ECI
[F(1,58)=15,00; p<0,01], tratamentos [F(3,58)=14,68; p<0,01], e
interacdo entre ECI x tratamentos [F(3,58)=5,61; p<0,01]. Como
demonstrado na Figura 2A, a exposicdo ao ECI aumentou
significativamente o tempo de imobilidade dos animais no TSC em
comparagao ao grupo controle (p<0,01). Esse aumento foi revertido pelos
tratamentos com agmatina e cetamina (ambos p<0,01), mas ndo com
fluoxetina. Vale destacar que apenas o tratamento com cetamina foi capaz
de induzir uma resposta tipo-antidepressiva em animais ndo submetidos
ao ECI (p<0,05). A avaliacdo da atividade locomotora dos animais
(Figura 2B) ndo revelou diferencas estatisticamente significativas para o
ECI [F(1,58)=2,22; p=0,14], tratamentos [F(3,58)=0,18; p=0,91] e
interacdo ECI x tratamentos [F(3,58)=0,16; p=0,92].
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Figura 2. Comparacéo do efeito tipo-antidepressivo da agmatina,
cetamina e fluoxetina no TSC e TCA

3 H,0 [ H,0

A Bl Agmatina (0,1 mg/kg) B Il Agmatina (0,1 mg/kg)
[] cetamina (1 mg/kg) [ cetamina (1 mg/kg)
250 I Fluoxetina (10 mg/kg) Bl Fluoxetina (10 mg/kg)

Nao-estressados Estressados N&o-estressados Estressados

Legenda: Efeito de uma Unica administracdo de agmatina (0,1 mg/kg, p.o.),
cetamina (1 mg/kg, p.o0.) ou fluoxetina (10 mg/kg, p.0.) no tempo de imobilidade
no TSC (painel A) e atividade locomotora (painel B) de camundongos
submetidos ou ndo ao ECI. Cada coluna representa a média + EPM (N = 7-9
animais por grupo). *p<0,05, **p<0,01 quando comparado com o grupo controle
tratado com veiculo; #p<0,05 em comparagdo ao grupo estressado tratado com
veiculo.

No que diz respeito a avaliagdo do comportamento aneddnico dos
animais, foi observada a laténcia e tempo de autolimpeza dos mesmos no
TBS (Figura 3). A Figura 3A mostra a laténcia para o inicio do
comportamento de autolimpeza no TBS, e a ANOVA de duas vias
mostrou que ndo houve diferencas significativas para o protocolo de ECI
[F(1,58)=0,002; p=0,96], tratamento [F(3,58) = 0,70; p = 0,55] e interagdo
ECI x tratamentos [F(3,58)=0,24; p=0,87]. Com relacgdo ao tempo total de
autolimpeza, a ANOVA de duas vias mostrou que ndo houve alteragdes
significativas para o protocolo de ECI [F(1,59)=0,01; p=0,92],
tratamentos [F(3,59)=0,54; p=0,65] e interagdo ECI x tratamentos
[F(3,59)=0,37; p=0,77], como ilustrado na Figura 3B.
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Figura 3. Comparacéo do efeito tipo-antidepressivo da agmatina,
cetamina e fluoxetina no TBS

[J H,0
A [ H,0 B I Agmatina (0,1 mg/kg)
Bl Agmatina (0,1 mg/kg) ] cetamina (1 mg/kg)

] cetamina (1 mg/kg) 250 Ml Fluoxetina (10 mg/kg)

I Filuoxetina (10 mg/kg)

autolimpeza (s)

Tempo de Laténcia (s)

Tempo total de

Né&o-estressados Estressados Néao-estressados Estressados

Legenda: Efeito de uma Unica administracdo de agmatina (0,1 mg/kg, p.o.),
cetamina (1 mg/kg, p.o.) ou fluoxetina (10 mg/kg, p.0.) no tempo de laténcia
(painel A) e tempo total de autolimpeza (painel B) de camundongos submetidos
ou ndo ao ECI. Cada coluna representa a média + EPM (N = 7-9 animais por

grupo).

Os efeitos do ECI e/ou tratamentos com uma Gnica administracao
de agmatina, cetamina ou fluoxetina foram avaliados com relacdo ao
imunoconteldo de proteinas sinapticas (GIuA1, PSD-95 e sinapsina 1) no
cortex pré-frontal dos animais por Western blotting. A ANOVA de duas
vias mostrou que ndo houve alteracao significativa no imunoconteudo de
GIluAl (protocolo de ECI F(1,52)=2,09; p=0,15, tratamento
F(3,52)=1,17; p=0,33 e interacdo entre protocolo de ECI x tratamento
F(3,52)=0,43; p=0,73; Figura 4A). De modo similar, ndo foram
encontradas alteracdes significativas no imunoconteido de PSD-95
(protocolo de ECI F(1,31)=0,22; p=0,64; tratamento F(3,31)=0,34;
p=0,80 e interagdo entre o protocolo de ECI x tratamento F(3,31)=0,09;
p=0,96; Figura 4B) e sinapsina 1 (protocolo de ECI F(1,47)=0,20;
p=0,66; tratamento F(3,47)=0,28; p=0,84 e intera¢do entre protocolo ECI
X tratamento F(3,47)=0,60; p=0,62; Figura 4C).
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Figura 4. Comparacdo do efeito da agmatina, cetamina e fluoxetina
sobre o imunoconteudo de GluAl, sinapsina e PSD-95 no cortex pré-
frontal dos camundongos

el ol e
W0 Agm Flu Cet ECI Agm Flu Cet
T e - ¢ CluAl
——— ———— . . 4= [-actina
A [J H,0
Bl Agmatina (0,1 mg/kg)

[ Fluoxetina (10 mg/kg)
Bl cetamina (1 mg/kg)

Nao-estressados Estressados

Ecl eci Eci

Ecl Ecl EcI H,0 Agm  Flu Cet ECI Agm Flu  Cet

H,0 Agm Flu  Cet ECI Agm Flu  Cet

-
—— — ——— —— 4— Sinapsina Pepos
B ———— T T Y A ———— — — 4— (.3clina

® [ H,0

= e ¢ B Agmatina (0,1 mg/kg)
Bl Agmatina (0,1 mg/kg) =

] Fluoxetina (10 mg/kg) 150 Fluoxetina (10 mg/kg)
M cetamina (1 mg/kg) Bl cetamina (1 mg/kg)

nteido de PSD-95

Imunoco

Nao-estressados Estressados

Nao-estressados Estressados

Legenda: Efeito de uma Unica administragdo de agmatina (0,1 mg/kg, p.o.),
cetamina (1 mg/kg, p.o0.), ou fluoxetina (10 mg/kg, p.0.) sobre o imunocontetido
de GIuA1l (painel A), sinapsina 1 (painel B), e PSD-95 (painel C) no cortex pré-
frontal de camundongos. Os resultados sdo expressos como percentual do
controle (média + E.P.M. de 4-8 camundongos; ANOVA de duas vias).

3. DISCUSSAO

Esse capitulo teve como objetivo ampliar dados prévios do nosso
grupo (Capitulos I e 11) quanto ao efeito tipo-antidepressivo da agmatina
e suas similaridades com o rapido efeito exercido pela cetamina, em um
modelo de depressdo que € classicamente responsivo apenas a
administracdo crénica de antidepressivos convencionais (WILLNER,
2005; MORETTI et al., 2012). Apesar de ja ter sido demonstrado pelo
Nosso grupo que uma Unica administracdo desse composto é capaz de
reverter alteragbes comportamentais e bioquimicas induzidas por um
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estresse agudo (estresse de contencdo) (FREITAS et al., 2014b), nesse
capitulo foi investigado se a agmatina, também com uma Unica
administracdo, é capaz de reverter as alteragdes induzidas por um modelo
de ECI.

O modelo do ECI foi desenvolvido numa tentativa de reproduzir
um dos principais fatores ambientais relacionados com o
desenvolvimento da depressdo em seres humanos (WILLNER, 1997). Ele
é amplamente utilizado e reconhecido na literatura, e resulta em diversas
alteragBes comportamentais, incluindo o aumento do tempo de
imobilidade dos animais no TSC (LU et al., 2006; NIRMAL et al., 2008;
KUMAR, KUHAD e CHOPRA, 2011; MORETTI et al., 2012;
MANOSSO et al., 2016). O TSC é um dos modelos mais frequentemente
utilizados para avaliar propriedades antidepressivas de compostos
(STERU et al., 1985) bem como o efeito tipo-depressivo induzido pela
administracdo de TNF-a (NEIS et al., 2014) corticosterona (ROSA et al.,
2014; PAZINI et al., 2015) LPS (GAWALI et al., 2016a; ZHU et al.,
2016) MPP+ (MORETTI et al., 2015b), bem como a exposi¢édo ao ECI
(MORETTI et al., 2012; TAO et al., 2016) e estresse de contencdo
(SULAKHIYA etal., 2016; BUDNI et al., 2013). De fato, nesse capitulo
observa-se que a exposicdo ao ECI foi capaz de aumentar o tempo de
imobilidade dos animais no TSC.

Com relacéo aos tratamentos, em relagdo ao grupo controle (ndo
submetido ao ECI), os resultados obtidos demonstraram que apenas a
cetamina apresentou comportamento tipo-antidepressivo 24 h apds uma
Unica administracdo. Esse achado corrobora estudos que mostram que
esse composto é capaz de induzir um comportamento tipo-antidepressivo
em roedores avaliados em testes preditivos de atividade antidepressiva
como 0 TNF e 0 TSC (AUTRY et al.,, 2011; LUDKA et al., 2013). Com
relacdo aos animais tratados com fluoxetina, de fato, ndo existem dados
na literatura que mostrem acdo prolongada (24h) desse antidepressivo
ap6s uma Unica administracdo. A auséncia de efeito da agmatina
administrada em camundongos corrobora estudos que mostram que a
agmatina quando administrada em camundongos controle, ndo apresenta
efeito tipo-antidepressivo 24 h apds sua administracdo na mesma dose
utilizada nesse estudo (MORETTI et al., 2015b). Isso sugere que apesar
de existirem similaridades entre o efeito tipo-antidepressivo da agmatina
e cetamina, podem ser observadas também diferencas nos mecanismos de
acdo desses farmacos. Possivelmente uma das diferencas diz respeito ao
fato de que a cetamina é metabolizada a norcetamina, que apresenta cerca
de um terco da poténcia anestésica da prépria cetamina, o que poderia de
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certa forma explicar seu efeito duradouro (COHEN e TREVOR, 1974;
DOMINO et al., 1984).

Com relagdo aos animais submetidos ao ECI, uma Unica
administragdo de agmatina foi capaz de reverter os efeitos
comportamentais induzidos por esse modelo, de modo similar a cetamina.
Levando em consideragdo que a fluoxetina ndo apresentou essa resposta
antidepressiva, € razoavel especular que esse efeito induzido pela
agmatina esteja relacionado com o fato de que essa amina enddgena
apresenta mais similaridades com os antidepressivos de acdo rapida
(cetamina) do que com 0s antidepressivos convencionais
monoaminérgicos (fluoxetina) no modelo utilizado neste estudo. Essa
hipdtese estd de acordo com os resultados descritos no Capitulo Il, que
mostram que a sinalizacdo da mTOR e receptores AMPA sé&o ativados
pela administracdo aguda de agmatina e que ela é capaz de aumentar
agudamente a expressdo de BDNF em camundongos fémeas (MEYLAN
et al., 2016). Além disso, o fato da agmatina ter apresentado efeito tipo-
antidepressivo apenas no grupo submetido ao ECI, corrobora estudos que
mostram efeito tipo-antidepressivo de compostos administrados a animais
gue sdo previamente expostos a algum tipo de estresse, quando
comparados com os ndo estressados (POLESZAK et al., 2006; CAPRA
etal., 2010; NEIS et al., 2014). No que diz respeito a cetamina, os dados
apresentados corroboram estudos que mostram que a cetamina apresenta
um efeito rapido e duradouro em protocolos ndo responsivos ao
tratamento agudo com antidepressivos convencionais (LI et al., 2011). De
modo diferente da agmatina e da cetamina, a administracdo de fluoxetina
ndo apresentou efeito tipo-antidepressivo no modelo. Esses resultados
estdo de acordo com estudos que mostram que a fluoxetina, quando
utilizada em modelos animais de depressdo, apresenta sua acdo
antidepressiva somente mediante administracdo crbnica (7 a 21 dias)
(GOURLEY et al., 2008a; GOURLEY e TAYLOR, 2009; ROSA et al.,
2014). Considerando que a fluoxetina ndo apresentou efeito no modelo,
0s dados sugerem que essa abordagem pode ser uma ferramenta
interessante para a investigacdo da eficacia de novos agentes moduladores
do sistema glutamatérgico e a busca de novos antidepressivos que
apresentem efeito rapido. E importante mencionar que nenhum dos
tratamentos afetou a locomoc¢do espontanea dos animais, excluindo a
hipotese de que efeitos psicoestimulantes possam ser 0s responsaveis
pelos efeitos comportamentais no TSC.

Além dessas alteragbes observadas no TSC, uma série de
evidéncias mostra que o ECI diminui o consumo de sacarose e
comportamento motivacional e de autocuidado, parametros esses
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interpretados como um comportamento aned6nico (GARCIA et al., 2009;
ISINGRINI et al., 2010), um sintoma chave apresentado por pacientes
com depressdo (GOLD, 2015). Embora o comportamento aned6nico seja
observado em diversos modelos animais de depressdo, em nosso estudo,
essa alteracdo ndo foi observada. De fato, existem discrepancias nos
estudos que investigam modelos de estresse cronico principalmente entre
laboratérios diferentes, o que pode estar relacionado a diferencas nas
condi¢des experimentais, incluindo a duragdo e intensidade de
estressores, idade, sexo e linhagem dos animais, tempo de analise e outras
variaveis nos protocolos, incluindo o préprio manejo dos animais
(JACOBSON e CRYAN, 2007; GUPTA etal., 2014; CHEN et al., 2016).
Mais especificamente, a auséncia desse comportamento anedbnico nesses
modelos pode estar relacionado a uma influéncia de sexo. De um modo
geral, sabe-se que as diferengas entre 0s sexos podem ser encontradas em
comportamentos de agressividade, aprendizado, exploracéo, consumo ou
preferéncia de alimentos, novidade, comportamento emocional e muitos
outros (GRAY, 1971; ARCHER, 1975). Um estudo prévio demonstrou
gue o aumento da preferéncia por sacarose induzida pela cetamina em
ratos machos ndo foi reproduzivel em ratos fémeas (CARRIER e
KABBAJ, 2013). Além disso, 7 semanas de estresse de isolamento na
idade adulta demonstrou induzir um comportamento aned6nico nos
camundongos machos, mas esse comportamento nédo foi observado em
fémeas (SARKAR e KABBAJ, 2016). Outra explicacdo para 0s
resultados encontrados é o fato de que foi utilizado um protocolo de
estresse moderado (14 dias), enquanto a maioria dos estudos utiliza
protocolos de maior duragdo (no minimo 21 dias) (ABDUL SHUKKOOR
et al., 2016; HAZRA et al., 2017; ZHOU et al., 2017). Além disso, as
linhagens de animais por si s6 podem mostrar variagdo comportamental
fenotipica, influenciando nas respostas individuais (JACOBSON e
CRYAN, 2007). Embora as razbes para essas diferencas ainda nédo
estejam totalmente compreendidas, podem estar relacionadas com a
endogamia da col6nia de camundongos utilizada, gerando uma resisténcia
parcial aos efeitos deletérios da exposicdo ao estresse. Do ponto de vista
genético, pequenas variagbes podem contribuir para alteragdes
individuais, que, ao se tornarem dominantes podem modificar
visivelmente o comportamento (JACOBSON e CRYAN, 2007).

Quanto as analises bioquimicas, sabe-se que em modelos de
estresse como o ECI, espera-se encontrar uma diminuigédo dos niveis de
BDNF no hipocampo e no cértex pré-frontal dos animais (LIU et al.,
2014; FILHO et al., 2015), bem como reducdo de proteinas sinapticas
(WANG etal., 2016; XU etal., 2016; ZHUANG et al., 2016). No entanto,
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essas alteracdes ndo foram observadas no estudo em questéo, o que sugere
gue existe a necessidade de utilizar um modelo mais prolongado de
estresse. Apesar de ter sido demonstrado que o efeito tipo-antidepressivo
da agmatina envolve a ativacdo de AMPA e inibicdo de receptores
NMDA, aumento rapido dos niveis de BDNF e estimulo da sintese de
mTOR e de proteinas sinapticas (PSD-95 e GIuAl) no cortex pré-frontal
de camundongos, efeitos esses observados 60 minutos apds a
administracdo de agmatina (NEIS et al., 2014; NEIS et al., 2015; NEIS et
al., 2016b) (dados mostrados no Capitulo 1), o tratamento dos animais
com essa amina enddgena nao foi capaz de alterar o imunocontetdo das
proteinas sinapticas avaliadas apds 24 h no cortex pré-frontal dos
camundongos ap6s o protocolo de ECI. Esses achados reforcam a
hip6tese de que os efeitos tipo-antidepressivos observados no TSC podem
estar relacionados com estimulacdo sindptica aguda, e esse efeito pode
ndo ser mantido por muito tempo. Além disso, os achados divergem de
outros estudos que mostram que a cetamina é capaz de aumentar os niveis
de proteinas sinapticas em ratos no mesmo tempo investigado nesse
estudo (24 h ap6s sua administracdo) (HERMES et al., 2011; LI et al.,
2011). Uma possivel explicacdo para esses resultados envolve o fato de
que os efeitos tipo-antidepressivos induzidos pela cetamina e agmatina no
presente estudo foram consequéncia de alteracbes que ocorrem em
tempos diferentes, que precederam a analise por Western blotting. Outra
explicacdo envolve o fato de que nesse estudo foram utilizadas diferentes
espécies (camundongos Swiss ao invés de ratos), diferentes doses (1
mg/kg ao invés de 10 mg/kg) e vias de administracdo (via oral ao invés
de intraperitoneal). De fato, quando administrada por via oral, a
biodisponibilidade da cetamina reduz consideravelmente, o que pode
contribuir para a auséncia de efeito (MION e VILLEVIEILLE, 2013). No
entanto, ndo se pode descartar a possibilidade da ocorréncia de alteragdes
sinapticas em outras estruturas cerebrais que ndo o cortex pré-frontal.
Estudos prévios mostram que a cetamina aumenta rapidamente a
subunidade GIuAl de receptores AMPA no hipocampo de roedores
(NOSYREVA et al., 2013). Com relacéo a fluoxetina, o fato dela néo ter
mostrado alteracdo no imunocontetdo de proteinas sinapticas esta de
acordo com dados da literatura que mostram que esse antidepressivo
induz 0 aumento da subunidade GluA1 no hipocampo e cortex pré-frontal
de ratos apds, no minimo, 7 dias de tratamento (BARBON et al., 2011) e
reverte a reducdo de PSD-95 e sinapsina 1 induzida por estresse cronico
apos utilizada por um periodo de 4 semanas (LIU et al., 2015).

Apesar dessas limitacdes quanto & auséncia de comportamento
anedonico e alteracdo no imunocontetido de proteinas sindpticas em
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camundongos expostos ao ECI, os resultados mostraram claramente
similaridades comportamentais entre os efeitos benéficos da agmatina e
da cetamina no protocolo de ECI. Portanto, novos estudos s&o necessarios
para determinar se a cetamina e a agmatina sdo capazes de aumentar o0s
niveis de proteinas sinapticas utilizando um protocolo de estresse, mas
analisando outros periodos de tempo apés o protocolo e tratamentos e/ou
camundongos machos. Finalmente, ndo se descarta a possibilidade de que
essas alteragdes possam estar ocorrendo em outras regifes cerebrais
afetadas pelo ECI, como por exemplo, o hipocampo.

4. CONCLUSAO

A identificacdo de antidepressivos que possuam acdo rapida,
porém sem apresentar os efeitos adversos da cetamina (efeitos
psicomiméticos, tolerancia e toxicidade) pode ser considerada um avanco
significativo para o tratamento da depressdo. Uma abordagem importante
envolve a investigagio de propriedades antidepressivas de compostos que
apresentam similaridade com o0s mecanismos da cetamina. Nesse
contexto, estudos recentes tém sugerido que a agmatina age como um
modulador da plasticidade sinaptica, de modo similar a cetamina. No
estudo em questdo, essa hipétese ganha forca, uma vez que uma Unica
administracdo de agmatina, de modo similar a cetamina, foi capaz de
reverter o efeito tipo-depressivo induzido pelo protocolo de ECI,
enquanto a fluoxetina ndo foi responsiva (Figura 5). Embora ndo tenham
sido encontradas alteracdes nos niveis de proteinas sinapticas avaliadas
por Western blotting (GluAl, PSD-95 e sinapsina 1; 24 h ap6s o
tratamento) no estudo em questdo, estudos futuros sdo necessarios para
elucidar se os efeitos comportamentais observados sdo uma consequéncia
de alteragbes nas proteinas sindpticas em tempos diferentes daquele
avaliado nesse estudo, bem como em outras estruturas cerebrais, em
particular no hipocampo.
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Figura 5. Resumo dos resultados encontrados no capitulo 111

Estresse crénico (
imprevisivel (ECI) & =

Agmatina

ou
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Legenda: O modelo do ECI induziu um aumento no tempo de imobilidade dos
animais no TSC, caracterizando um comportamento tipo-depressivo. Tanto a
agmatina quanto a cetamina, administradas agudamente 24 h antes dos testes
comportamentais, foram capazes de reverter esse efeito. Fonte: Neis et al. (2016).
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CAPITULO IV - ESTUDO COMPARATIVO DO EFEITO TIPO-
ANTIDEPRESSIVO DA AGMATINA, CETAMINA E
FLUOXETINA NO MODELO DE DEPRESSAO INDUZIDA PELA
ADMINISTRACAO DE CORTICOSTERONA

Como mencionado anteriormente, episddios de estresse podem
levar ao aumento dos niveis plasmaticos de glicocorticoides, que pode
resultar em uma desregulacdo do eixo HPA com consequente morte de
neurdnios hipocampais (NESTLER et al., 2002). Esses glicocorticoides
se ligam a receptores, 0s quais possuem alta densidade no hipocampo,
tornando essa estrutura mais vulneravel a alteragcBes na plasticidade
sindptica e reducdo da neurogénese (MAGARINOS, VERDUGO e
MCEWEN, 1997; SCHOENFELD e GOULD, 2012). De fato, um grande
nimero de observacfes clinicas tém mostrado que a hipercortisolemia
estd presente em pacientes depressivos (MITANI et al., 2006a;
OBERLANDER et al., 2008) e suicidas (KAMALI et al., 2012). Com
base nesta teoria envolvendo a hiperativacdo do eixo HPA, bem como
alteragdes neuroenddécrinas que estdo relacionadas com a etiologia da
depressdo, a administracdo de doses repetidas de corticosterona vem
sendo utilizada farmacologicamente como modelo pré-clinico de inducéo
de comportamento tipo-depressivo. E importante ressaltar que esse
modelo é responsivo apenas ao tratamento crénico (e ndo agudo) com
antidepressivos cléssicos (DWIVEDI, RIZAVI e PANDEY, 2006;
GOURLEY e TAYLOR, 2009), o que permite avaliar abordagens
farmacoldgicas mais rapidas do que as convencionais (LI et al., 2011).

Uma série de estudos demonstrou que 0 estresse ou a exposi¢ao
cronica a glicocorticoides diminui 0o ndmero e o comprimento das
espinhas dendriticas das células piramidais de CA3 (MAGARINOS et al.,
1996; DWYER e DUMAN, 2013), bem como de neurdnios apicais do
cortex pré-frontal de roedores submetidos a modelos de depresséo
(COOK e WELLMAN, 2004; RADLEY et al., 2004). Esta atrofia nas
espinhas dendriticas é acompanhada pela perda de proteinas chave para a
transmissao sindptica, como a PSD-95, a subunidade GIuA1l de receptores
AMPA e a proteina sinapsina 1 (DUMAN, 2014). Dessa maneira,
farmacos que modulem a expressdo e sintese destas proteinas,
aumentando a sinaptogénese, poderiam apresentar um efeito positivo no
tratamento da depresséo.

Considerando essa fundamentacéo tedrica e os resultados obtidos
no Capitulo 11, o objetivo do presente Capitulo foi comparar o efeito tipo-
antidepressivo da agmatina com o da fluoxetina e da cetamina, dessa vez
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em animais submetidos a um modelo farmacolégico de depressdo (que é
realizado em um periodo maior de tempo quando comparado ao ECI)
induzida pela administracdo de corticosterona. Esse estudo pretende
verificar as possiveis similaridades ou diferencas no comportamento e
imunocontetdo de proteinas envolvidas com a plasticidade sinaptica,
incluindo PSD-95, GIuAl e sinapsina 1 bem como fosforilagdo de
p70S6K e dos sitios da subunidade GIuAl dos receptores AMPA
(GluA1-Ser831 e GluAl-Ser845) no hipocampo de camundongos
tratados com uma dose Unica de agmatina, cetamina ou fluoxetina e
submetidos ao modelo de depressdo induzida corticosterona.

1. MATERIAIS E METODOS
1.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas (30-40 g),
mantidos a uma temperatura de 20-22 °C com agua e comida a vontade,
sob um ciclo claro escuro de 12 h. Todos o0s testes comportamentais foram
conduzidos entre 9:00 e 17:00 h sendo que, os animais foram
aclimatizados na sala de experimentacdo 24 h antes dos testes
comportamentais. Os procedimentos realizados foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA) (protocolo n°
00795) e todos os esforgos foram realizados para minimizar o sofrimento,
bem como reduzir o nimero de animais utilizados nos experimentos.

1.2. AGENTES FARMACOLOGICOS E TRATAMENTOS

Agmatina (0,1 mg/kg), cetamina (1 mg/kg, antagonista de
receptores NMDA), fluoxetina (10 mg/kg, ISRS) e corticosterona (20
mg/kg, p.o.) foram utilizados para a realizacdo desse protocolo, sendo
todos esses compostos obtidos da Sigma Chemical Co., St. Louis, USA.
A agmatina e fluoxetina foram dissolvidas em &gua destilada e
administradas por via oral (p.0.) enquanto a cetamina foi dissolvida em
salina (0,9% NaCl) e administrada por via intraperitoneal. Os compostos
foram preparados logo antes do tratamento e administrados em um
volume de 10 ml/kg, e administrados em uma Unica dose no 21° dia do
protocolo. A Figura 1A mostra uma representacdo esquematica do
tratamento, testes comportamentais e analises bioquimicas realizadas.
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Figura 1A. Representacdo esquematica do tratamento, testes
comportamentais e analises bioquimicas realizadas

Protocolo da corticosterona )
Administracao de corticosterona (20 mg/kg, p.o.)
Dia 1 Dia 21 Dia 22
) ) )
¥ S 74
Tratamentos Testes comportamentais
Anélises Bioquimicas
J
Tratamentos Testes comportamentais Andlises bioquimicas
L - R &
- £/ T
Fluoxetina Agmatina : 7 T
(10 mg/kg, p.o.) (0.1 mg/kg, p.o.) . L Teste de borrifagem Western Blotting
Teste de suspensao Teste do de sacarose (hipocampo)
pela cauda campeabert ()
P P70S6K )
= \ ! e‘i{,,‘ 4 "%.,' ' Sinapsina )
{ . O P . @)
bl e i GluAT g
Cetamina Veiculo / —
(1mg/kg. p.o)  (Agua destilada) Teste de consumo de sacarose PSDY5 )

Legenda: O protocolo experimental foi realizado com o intuito de comparar os
efeitos da administracéo de agmatina (0,1 mg/kg, p.o.), cetamina (1 mg/kg, i.p.)
e fluoxetina (10 mg/kg, p.0.) no modelo de indugdo de estresse induzido pela
administracdo cronica de corticosterona (21 dias). Os agentes farmacolégicos a
serem investigados foram administrados no dltimo dia de cada protocolo e, ap6s
24 h, os animais foram avaliados no TSC, TCA, no teste de borrifagem de
sacarose (TBS) e no teste de consumo de sacarose (TCS). Ap0s a realizacdo dos
testes comportamentais, foram coletadas amostras de hipocampo dos
camundongos para avaliar o imunocontelido de proteinas sinapticas nessa
estrutura. Fonte: Adaptado de NEIS et al. (2016a).

1.3. MODELO DE ESTRESSE INDUZIDO PELA ADMINISTRAGAO
DE CORTICOSTERONA

Nesse modelo, os animais foram administrados com
corticosterona por 21 dias, periodo de tempo superior aquele utilizado no
ECI (14 dias). Por ser um insulto estressor mais pronunciado, a
administragdo cronica do glicocorticoide corticosterona permite, além
do estudo dos efeitos de niveis elevados desse hormonio sobre o
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comportamento (GREGUS et al., 2005), a investigacdo de alteragdes na
expressdo de proteinas envolvidas com a plasticidade sinéptica que nao
seriam modificados em outros modelos baseados na indugdo do estresse
(NACHER et al., 2004). Portanto, com o intuito de expandir o estudo dos
efeitos da administracdo de uma Unica dose de agmatina, fluoxetina ou
cetamina no comportamento e imunocontedido de proteinas envolvidas
com a plasticidade sindptica em um modelo de depressdo, 0s animais
foram submetidos ao protocolo de administracdo crdnica de
corticosterona, o qual consistiu na administragdo de uma dose diaria desse
glicocorticoide (20 mg/kg, p.o.) durante 21 dias, conforme previamente
descrito (ROSA et al., 2014). Os animais do grupo controle foram
mantidos em camaras separadas dos animais tratados com corticosterona,
em condicOes padrdo de biotério previamente descritas (secdo 1.1). No
Gltimo dia do protocolo, 0s animais receberam uma Gnica administracdo
de veiculo, agmatina, cetamina ou fluoxetina e, ap6s 24 h foram
realizados os testes comportamentais e coletadas as amostras de
hipocampo.

1.4. TESTES COMPORTAMENTAIS
1.4.1. Teste de suspensdo pela cauda (TSC)

O tempo de imobilidade dos animais foi avaliado no TSC durante
um periodo de 6 minutos, conforme descrito no Capitulo 1 (se¢do 1.4) do
presente trabalho.

1.4.2. Teste do campo aberto (TCA)

Os camundongos foram avaliados no TCA a fim de descartar
alteracdes na atividade locomotora como uma possivel interferéncia na
interpretacdo dos resultados obtidos no TSC (MORETTI et al., 2012;
NEIS et al., 2014). O teste foi realizado conforme descrito no Capitulo 1
(secdo 1.4) do presente trabalho.

1.4.3. Teste de borrifagem de sacarose (TBS)

Os camundongos foram avaliados nesse teste durante 5 minutos
para verificar o comportamento motivacional relacionado a anedonia dos
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animais. O teste foi realizado conforme descrito no Capitulo 2 (secéo 1.4)
do presente trabalho.

1.4.4, Teste de consumo de sacarose (TCS)

A diminuicdo no consumo de sacarose (uma solucdo altamente
palativel) no TCS é considerada um forte indicador de anedonia (WEISS,
1997). Em vista disso, um grupo adicional de camundongos expostos ao
mesmo protocolo de tratamento foi utilizado para avaliar o efeito da
agmatina, cetamina e fluoxetina sobre o comportamento aneddnico
induzido pela administracdo de corticosterona. Para tanto, 0s
camundongos foram acondicionados pelo periodo de 24 h em caixas
individuais contendo duas garrafas, uma com &gua e outra com solugao
contendo 2% de sacarose (TAKATSU-COLEMAN et al., 2013). Para
prevenir um possivel efeito de preferéncia por algum dos lados da caixa,
as garrafas foram invertidas ap6s um periodo de 12 h. O consumo de
sacarose foi calculado como a porcentagem de consumo da solucéo de
sacarose em relacdo ao total de liquido consumido (agua + sacarose). A
diminuicdo do consumo de sacarose, uma solucdo altamente palatavel
para os animais, € considerada como um indicador de comportamento
anedoénico (WEISS, 1997).

Figura 1B. Teste de consumo de sacarose (TCS)

Legenda: No teste de consumo de sacarose 0s animais sdo alocados
individualmente em caixas contendo uma garrafa com agua e outra com solucao
de sacarose (2%). O consumo de sacarose em relagdo ao total de liquido
consumido (&gua + sacarose) foi avaliado ap6s 24 h. As garrafas foram invertidas
de posicdo para evitar a preferéncia por um dos lados da caixa. Fonte: imagem
cedida por Agatha Oliveira.
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1.5. ANALISES BIOQUIMICAS
1.5.1. Pesagem das adrenais

Além da retirada do encéfalo e posteriormente do hipocampo dos
animais, apos a decapitacdo foram retiradas e pesadas as adrenais, a fim
de verificar se havia alteragdo no peso dessas estruturas apds a
administrag&o de corticosterona por 21 dias ou tratamentos com agmatina,
cetamina ou fluoxetina. A analise do peso da estrutura permite avaliar se
existe uma atrofia nas adrenais decorrente de alteracdes no eixo HPA dos
animais. O peso das adrenais foi expresso em rela¢éo ao peso corporal do
animal.

1.5.2. Preparacao do tecido

Ap0s os testes comportamentais, os animais foram decapitados e
foi retirado o hipocampo para investigar o imunocontetdo de PSD-95,
GIuAl e sinapsina 1, bem como fosforilacdo de p70S6K (sitio Thr389) e
dos sitios da subunidade GIuA1 (GluA1-Ser831 e GIuA1-Ser845) nessa
estrutura. Depois da decapitacdo, o encéfalo de cada animal foi removido
e os hipocampos foram rapidamente dissecados (4°C), colocados em
nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até o uso. As amostras foram
preparadas como descrito anteriormente (OLIVEIRA et al., 2008).
Resumidamente, os tecidos foram homogeneizados mecanicamente em
tampao de homogeneizagdo (Tris 50 mM pH 7,0, EDTA 1 mM, NaF 100
mM, PMSF 0,1 mM, Na3VO4 2 mM, Triton X-100 1%, glicerol 10% e
coquetel inibidor de proteases Amresco nimero M222). Os lisados foram
centrifugados (10.000 x g por 10 min, a 4°C) para a eliminacao de restos
celulares. O sobrenadante foi diluido 1/1 (v/v) em solucdo contendo Tris
100 mM pH 6,8, EDTA 4 mM, SDS 8% e aquecido a 100°C por 5 min.
Apb6s homogeneizacdo uma aliquota foi retirada para a dosagem de
proteinas. O restante da amostra foi diluido (glicerol 40%, Tris 25 mM e
azul de bromofenol, pH 6,8) em uma propor¢do de 1:4 (v/v) e B-
mercaptoetanol (concentracéo final de 8%) foi adicionado na amostra. O
contelido das proteinas foi estimado a partir de uma curva padréo,
utilizando albumina de soro bovino (PETERSON, 1977).
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1.5.3. Western Blotting

A mesma quantidade de proteinas (60 pg de proteina total/pogo)
em cada amostra foi separada por eletroforese em gel de poliacrilamida
(concentragdo 10% de acrilamida) contendo SDS (SDS-PAGE) e gel de
entrada com 4% de acrilamida. A seguir, as proteinas foram transferidas
para as membranas de nitrocelulose usando um aparelho semi-dry (1,2
mA/cm2; 1,5 h). Para verificar a eficiéncia do processo de transferéncia
as membranas foram coradas com Ponceau 0,5%.

Ap0s esse processo, as membranas resultantes foram bloqueadas
durante 1 h com leite em pé desnatado 5% em TBS (Tris 10 mM, NaCl
150 mM, pH 7,5). As formas fosforiladas (sitios Serina831 e Serina845)
e total de GIuAl (Cell Signaling, 1:1000), de p70S6K (Cell Signaling,
1:1000), bem como o imunocontetdo de PSD-95, GIuAl e sinapsina 1
(Santa Cruz, 1:1000) foram detectados com o uso de anticorpos
especificos diluidos em TBS-T contendo albumina de soro bovino (Tris
10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,05%, BSA 2%, pH 7,5). As
membranas ficaram incubadas com o anticorpo de interesse overnight a
4°C em agitacdo constante. No dia seguinte, para a deteccdo dos
complexos imunes, as membranas foram incubadas por 1 h com anticorpo
secundario anti-coelho conjugado com peroxidase (Millipore 1:5000) e a
imunorreatividade das bandas foi revelada por quimioluminescéncia com
0 reagente LumiGLO® (Cell Signaling, Beverly, MA, EUA) segundo
especificacdes do fabricante. Todas as etapas de blogueio e incubacéo
foram seguidas por trés lavagens (5 minutos cada) das membranas com
TBS-T.

A DO das bandas foi quantificada usando Scionlmage software®
(Frederick, MD, EUA). O imunocontetdo das proteinas PSD-95, GIuAl
e sinapsina 1 foram determinados pela relacdo entre a DO dessas
proteinas / DO da B-actina. Além disso, a fosforilacdo de p70S6K e dos
sitios da subunidade GIuAl (GluA1-Ser831 e GIluAl-Ser845) foram
determinados pela relagdo entre a DO dessas proteinas fosforiladas / DO
total. Os dados foram expressos como porcentagem em relacdo ao
controle (considerado como 100%). A DO das bandas foi quantificada
usando Scion Image TM (Frederick, MD, USA).

1.6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados por ANOVA de duas vias seguido
pelo teste post-hoc de Duncan, quando apropriado. Os dados foram
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apresentados nas figuras como média + EPM. Valores de p<0,05 foram
considerados significativos.

2. RESULTADOS

Com o intuito de comparar o efeito tipo-antidepressivo da
agmatina com um antidepressivo classico e um antidepressivo de agdo
rapida, os animais foram submetidos ao protocolo de administracdo de
corticosterona, e tratados com veiculo, agmatina, fluoxetina ou cetamina,
24 h antes de serem avaliados no TSC. A ANOVA de duas vias revelou
diferencas significativas para 0 protocolo da corticosterona
[F(1,62)=4,08; p<0,05], tratamentos [F(3,62)=9,84; p<0,01] e interagédo
entre corticosterona x tratamento [F(3,62)=4,51; p<0,01]. Como
demonstrado na Figura 2A, os animais que receberam corticosterona
tiveram um aumento no tempo de imobilidade no TSC em comparagdo ao
grupo controle (p<0,05). Esse aumento foi revertido pelos tratamentos
com agmatina e cetamina (ambos p<0,01), mas ndo com fluoxetina. E
importante ressaltar que apenas o tratamento com cetamina foi capaz de
induzir uma resposta tipo-antidepressiva em animais ndo submetidos a
administracdo de corticosterona (p<0,05). A avaliacdo da atividade
locomotora dos animais (Figura 2B) ndo revelou diferengas
estatisticamente significativas para a administracdo de corticosterona
[F(1,62)=0,67; p=0,41], tratamento [F(3,62)=0,23; p=0,87] e interagéo
corticosterona x tratamento [F(3,62)=0,23; p=0,87].
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Figura 2. Comparacéo do efeito tipo-antidepressivo da agmatina,
cetamina e fluoxetina no TSC e TCA apds a administracdo de
corticosterona

[ H,0

Bl Agmatina (0,1 mg/kg)

[ cetamina (1 mg/kg) B [ H,0

Bl Fluoxetina (10 mg/kg) Bl Agmatina (0,1 mg/kg)
50 [J cetamina (1 mg/kg)

Il Fluoxetina (10 mg/kg)

obilidade (s)

Legenda: Efeito de uma Unica administracdo de agmatina (0,1 mg/kg, p.o0.),
cetamina (1 mg/kg, i.p.) ou fluoxetina (10 mg/kg, p.0.) no tempo de imobilidade
no TSC (painel A) e atividade locomotora (painel B) de camundongos
submetidos ou ndo a administracdo de corticosterona. Cada coluna representa a
média + EPM (8-9 animais por grupo). *p<0,05, ##p<0,01 em comparagdo ao
grupo tratado com corticosterona + veiculo.

Como ilustrado na Figura 3A, em relacdo a laténcia para o inicio
do comportamento de autolimpeza no TBS, a ANOVA de duas vias
mostrou que ndo houve diferencas significativas para o protocolo da
corticosterona [F(1,61)= 1,01; p=0,32], tratamentos [F(3,61)=0,56;
p=0,64] bem como interacgdo corticosterona x tratamentos [F(3,61)=0,36;
p=0,78].

Com relacdo ao tempo total de autolimpeza, a ANOVA de duas
vias também mostrou que ndo houve alteracBes significativas para o
protocolo da corticosterona [F(1,61)=0,99; p=0,32], tratamentos
[F(3,61)=1,66; p=0,18] e interagdo corticosterona X tratamentos
[F(3,61)=0,58; p=0,63], como ilustrado na Figura 3B.
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Figura 3. Comparacéo do efeito tipo-antidepressivo da agmatina,
cetamina e fluoxetina no TBS ap6s a administracdo de
corticossterona
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Legenda: Efeito de uma Unica administracdo de agmatina (0,1 mg/kg, p.o.),
cetamina (1 mg/kg, i.p.) ou fluoxetina (10 mg/kg, p.0.) no tempo de laténcia
(painel A) e tempo total de autolimpeza (painel B) de camundongos submetidos
ou ndo ao protocolo de administragdo de corticosterona. Cada coluna representa
a média + EPM (8-9 animais por grupo).

Conforme pode ser observado na Figura 4, que representa o
consumo de sacarose pelos animais, a ANOVA de duas vias mostrou que
ndo houve diferencas significativas para o protocolo da corticosterona
[F(1,39)=0,01; p=0,91], tratamentos [F(3,39)=1,55; p=0,22] e interagdo
corticosterona x tratamentos [F(3,39)=0,49; p=0,69].

Figura 4. Comparacéo do efeito tipo-antidepressivo da agmatina,
cetamina e fluoxetina no TCS

[ H,0

Bl Agmatina (0,1 mg/kg)
[ cetamina (1 mg/kg)
El Fluoxetina (10 mg/kg)

Consumo de sacarose (%)

0

Controle Corticosterona

Legenda: Efeito de uma Unica administracdo de agmatina (0,1 mg/kg, p.o.),
cetamina (1 mg/kg, i.p.) ou fluoxetina (10 mg/kg, p.0.) no consumo de sacarose
(%) de camundongos submetidos ou ndo ao protocolo de administracdo de
corticosterona. Cada coluna representa a média + EPM (N = 5-7 animais por

grupo).
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Como ilustrado na Figura 5, no que diz respeito a pesagem das
adrenais dos camundongos, a ANOVA de duas vias mostrou diferencas
significativas para o protocolo da corticosterona [F(1,43)=8,67; p<0,01],
mas ndo para os tratamentos [F(3,43)=2,16; p=0,11] e interagédo
corticosterona x tratamentos [F(3,43)=0,76; p=0,53]. Como demonstrado
na Figura 5, os animais que receberam corticosterona tiveram uma
diminuigdo no peso das adrenais em comparacdo ao grupo controle
(p<0,05). No entanto, esse aumento ndo foi revertido por nenhum dos
tratamentos. Além disso, o tratamento com fluoxetina nos animais
controle levou a uma redugdo no peso das adrenais, em comparacgao ao
grupo controle (p<0,05).

Figura 5. Comparacéo do peso das adrenais nos animais tratados
com agmatina, cetamina e fluoxetina submetidos ou ndo a
administracéo de corticosterona

1 H,0

[ | Agmatina (0,1 mg/kg)
[ cetamina (1 mg/kg)
Il rluoxetina (10 mg/kg)

Adrenal (g)
o
N
N

Controle Corticosterona

Legenda: Efeito de uma Unica administracdo de agmatina (0,1 mg/kg, p.o.),
cetamina (1 mg/kg, i.p.) ou fluoxetina (10 mg/kg, p.o.) sobre o peso da adrenal
de camundongos submetidos ou ndo ao protocolo de administracdo de
corticosterona. Cada coluna representa a média + EPM (6-8 animais por grupo).
*p<0,05, em comparagdo ao grupo controle.

Os efeitos da administracdo de corticosterona e/ou tratamentos
com uma Unica administragédo de agmatina, cetamina ou fluoxetina foram
avaliados com relacéo ao imunocontetdo das proteinas sinapticas GIuAL,
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e dos sitios da subunidade GIuAl (GluA1-Ser831 e GluA1-Ser845) no
hipocampo dos animais por Western blotting. A ANOVA de duas vias
mostrou que houve alteragdo significativa no imunocontetdo de GIuAl
para o protocolo de corticosterona [F(1,32)=4,29; p<0,05] e para a
interacdo corticosterona x tratamentos [F(3,32)=4,99; p<0,01], mas ndo
para os tratamentos [F(3,32)=2,64; p=0,66]. No que diz respeito a
fosforilacdo de GIuAl, a analise densitométrica revelou que ndo houve
alteracdo significativa na fosforilacdo de GluA1-Ser831 para o protocolo
de corticosterona [F(1,48)=0,30; p=0,59], tratamentos [F(3,48)=0,72;
p=0,54] ou interagdo corticosterona x tratamentos [F(3,48)=0,39;
p=0,76], nem na fosforilagdo de GluA1- Ser845 para a administracéo de
corticosterona [F(1,40)=0,42; p=0,52], tratamentos [F(3,40)=0,40;
p=0,75] ou interagdo corticosterona x tratamentos [F(3,40)=1,69; p=0,18]
no hipocampo dos camundongos. Como demonstrado na Figura 6, os
animais tratados com agmatina, cetamina (p<0,05) ou fluoxetina tiveram
um aumento do imunoconteldo de GIUALl em comparagdo ao grupo
controle (p<0,01).
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Figura 6. Comparacéo do efeito tipo-antidepressivo da agmatina,
cetamina e fluoxetina no imunoconteddo de GluALl e fosforilacédo dos
sitios GIuA1-Ser831 e GluA1-Ser845 no hipocampo dos animais
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Legenda: Efeito de uma Unica administracdo de agmatina (0,1 mg/kg, p.o.),
cetamina (1 mg/kg, i.p.) ou fluoxetina (10 mg/kg, p.0.) no imunocontetdo de
GIuALl e fosforilagdo dos sitios GluA1-Ser831 e GIuA1-Ser845 no hipocampo
de camundongos submetidos ou ndo ao protocolo de administracdo de
corticosterona. Cada coluna representa a média + EPM (N = 5-7 animais por
grupo). *p<0,05, em comparagédo ao grupo controle.
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Também foram avaliados os efeitos da administracdo de
corticosterona e/ou tratamentos no que diz respeito a fosforilacdo de
p70S6K, bem como do imunocontetdo de PSD-95 e sinapsina 1 no
hipocampo dos animais. A ANOVA de duas vias mostrou que ndo houve
alteracdo significativa na fosforilagdo de p70S6K para o protocolo de
corticosterona [F(1,48)=2,77; p=0,10], tratamentos [F(3,48)=0,19;
p=0,90], ou interacdo corticosterona x tratamentos [F(3,48)=2,08;
p=0,11], Figura 7A). De modo similar, ndo foram encontradas alteragdes
significativas no imunoconteido de PSD-95 para o protocolo da
corticosterona [F(1,40)=0,10; p=0,75], tratamentos [F(1,48)=0,15;
p=0,34] e interagdo entre o protocolo da corticosterona x tratamentos
[F(1,48)=0,20; p=0,90; Figura 7B) e sinapsina 1 para o protocolo da
corticosterona [F(1,32)=1,30; p=0,26] e tratamentos [F(3,32)=0,60;
p=0,62], mas houve efeito significativo para a interacdo entre
corticosterona x tratamentos [F(3,32)=3,49; p<0,05], Figura 7C). Como
demonstrado na Figura 7C, os animais que receberam corticosterona
tiveram uma diminuicdo no imunoconteldo de sinapsina 1 em
comparagao ao grupo controle (p<0,05) e esse efeito foi revertido apenas
pelo tratamento com fluoxetina (p<0,05).
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Figura 7. Comparacdo do efeito tipo-antidepressivo da agmatina,
cetamina e fluoxetina na fosforilagcdo de p70S6K, PSD-95 e sinapsina
1 no hipocampo dos animais
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Legenda: Efeito de uma Unica administracdo de agmatina (0,1 mg/kg, p.o.),
cetamina (1 mg/kg, i.p.) ou fluoxetina (10 mg/kg, p.o.) na fosforilagdo de P7S6K
e no imunoconteido de PSD-95 e sinapsina 1 no hipocampo de camundongos
submetidos ou ndo ao protocolo de administracdo de corticosterona. Cada coluna
representa a média + EPM (N = 5-7 animais por grupo). *p<0,05 em relagdo ao
grupo controle e ##p<0,01 em comparacdo ao grupo tratado com corticosterona
+ veiculo.

3. DISCUSSAO

A administracdo cronica de corticosterona vem sendo utilizada
farmacologicamente como modelo pré-clinico de inducdo de
comportamento tipo-depressivo. O modelo é capaz de induzir alteragdes
em parametros comportamentais como aumento do tempo de imobilidade
no TNF (GOURLEY et al., 2008b; ZHAO et al., 2009) e no TSC (ZHAO
et al., 2008), comportamento aneddnico no TCS (HUANG et al., 2011),
aumento da laténcia para se alimentar no teste da hipofagia induzida pela
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novidade (GOURLEY et al., 2008a), além de alteragcdes neurogquimicas
e morfoldgicas (WOOLLEY, GOULD e MCEWEN, 1990; KARISHMA
e HERBERT, 2002; MORALES-MEDINA et al., 2009), que estdo
associadas com os sintomas encontrados em pacientes com depresséo. De
fato, esse modelo possui validade de face (por induzir sintomas da
doenca), de constructo (pois reproduz caracteristicas fisiopatologicas
semelhantes a condicdo humana) e validade preditiva (o tratamento
crbnico com antidepressivos pode reverter as alteracdes do modelo)
(AGOetal., 2008; MURRAY, SMITH e HUTSON, 2008; DAVID et al.,
2009; GOURLEY e TAYLOR, 2009; STERNER e KALYNCHUK,
2010; OLAUSSON et al., 2013). Essas caracteristicas 0 tornam uma
ferramenta bastante utilizada para o desencadeamento de comportamento
tipo-depressivo e sugerem que ele é considerado valido para avaliar a
eficacia e os mecanismos de acdo de candidatos antidepressivos (ZHAO
et al., 2008; IIJIMA et al., 2010). Esse trabalho demonstrou que o
protocolo envolvendo a administra¢do cronica de corticosterona foi capaz
de produzir um comportamento tipo-depressivo nos camundongos,
verificado pelo aumento no tempo de imobilidade no TSC, confirmando
dados anteriores do nosso grupo (ROSA et al., 2014; FREITAS et al.,
2015a; PAZINI et al., 2015), além de dados prévios da literatura (ZHAO
et al., 2008).

A fim de observar se a agmatina, cetamina e fluoxetina
compartilham um efeito tipo-antidepressivo agudo e rapido em um
modelo animal de depressdo classicamente responsivo apenas a
administracdo cronica de antidepressivos, 0s animais receberam uma
Unica administracdo desses tratamentos 24 h antes dos testes
comportamentais, apds serem submetidos ao modelo de depressao
induzida pela administracdo crbnica de corticosterona. Tal protocolo foi
adotado com o objetivo de excluir a interferéncia do efeito agudo das
administragdes. Para os animais ndo administrados com corticosterona,
0s resultados obtidos demonstraram apenas a cetamina induziu um
comportamento  tipo-antidepressivo 24 h apds administracdo,
corroborando os resultados encontrados no Capitulo I11. Além disso, a
auséncia de efeito tipo-antidepressivo no grupo controle administrado
com agmatina sugere que, pelo menos no tempo experimental avaliado
nos capitulos Il e 1V, a acdo antidepressiva dessa amina endégena parece
ser dependente da ocorréncia de um estressor. E importante ressaltar que,
uma vez que apenas a cetamina levou a uma reducdo no tempo de
imobilidade dos animais controle, é plausivel que existam algumas
diferencas na modulagdo das cascatas de sinalizagdo estimuladas pela
cetamina e agmatina. Umadas diferencas pode estar relacionada a
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metabolizacdo desses farmacos, uma vez que a cetamina é metabolizada
a norcetamina, um metabodlito que possui cerca de um terco de sua
poténcia (COHEN e TREVOR, 1974; DOMINO et al., 1984).

Diversas evidéncias mostram que a administracdo crénica, mas
ndo aguda de antidepressivos convencionais como a fluoxetina (DAVID
et al., 2009; GOURLEY e TAYLOR, 2009; ROSA et al., 2014)
conseguem reverter o comportamento tipo-depressivo de roedores
expostos & corticosterona. O aumento no tempo de imobilidade dos
animais observado em protocolos de estresse cronico esta relacionado
com os efeitos deletérios que esses modelos causam em neurdnios
hipocampais (SNYDER et al., 2011). Portanto, antidepressivos
convencionais s6 sdo capazes de reverter esse déficit comportamental
guando administrados de forma repetida, uma vez que esses compostos
levam a alteraces troficas mediando vias de resposta lenta (ALFONSO,
FRASCH e FLUGGE, 2005). Entretanto, antidepressivos que agem
modulando o sistema glutamatérgico (particularmente aqueles capazes de
potencializar a atividade de receptores AMPA e/ou antagonistas de
subunidades de receptores NMDA) tém se mostrado mais eficazes em
reverter esse prejuizo causado pelo estresse. Isso se deve a capacidade
desses agentes farmacol6gicos em desencadear uma resposta rapida,
liberando BDNF e estimulando a sintese de proteinas relacionadas com o
restabelecimento das sinapses prejudicadas pela exposicdo ao estresse,
como é o caso da cetamina (LI et al., 2010; LI et al., 2011;
AKINFIRESOYE e TIZABI, 2013). A investigacdo dos mecanismos
envolvidos na resposta antidepressiva desencadeada pela cetamina se
tornou a base para a compreensdo dos mecanismos moleculares que
levam a sinaptogénese e remissdo dos sintomas depressivos em um curto
periodo de tempo. Nesse contexto, foram encontrados resultados
promissores, uma vez que uma Unica administracdo de agmatina ou
cetamina, mas ndo de fluoxetina, conseguiu reveter o efeito tipo-
depressivo induzido pela corticosterona no TSC. O fato de a agmatina e
cetamina promoverem resultados semelhantes, sugere que esses
compostos compartilnam alguns mecanismos de acdo, corroborando com
0s achados apresentados nos Capitulos anteriores e reforgando a
necessidade de investigar vias de sinalizacdo celular que possam estar
implicadas nesse efeito. Para descartar a possibilidade que os resultados
encontrados no TSC pudessem ter relagdo com uma possivel alteragdo na
atividade locomotora dos animais, os mesmos foram submetidos ao TCA.
Nenhum tratamento ou protocolo causou alteragdes na locomocdo
espontanea dos animais, descartando a influéncia locomotora nos
resultados.
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A literatura mostra ainda que a exposicdo a corticosterona é
capaz de induzir um comportamento tipo-aneddnico nos animais, como a
redugdo no consumo de sacarose, diminuicdo na frequéncia de
autolimpeza no teste de borrifagem de sacarose e aumento da laténcia
para se alimentar no teste da hipofagia induzida pela novidade
(GOURLEY et al., 2008a; DAVID et al., 2009). No entanto, ndo foram
observadas alteracdes no comportamento anedénico dos animais em
nenhum dos grupos estudados no presente trabalho, corroborando com os
resultados mostrados no Capitulo I11. Essas divergéncias com relacdo aos
dados encontrados na literatura podem estar relacionadas a diferencas na
natureza e no periodo de tempo do protocolo, bem como na espécie e
linhagem utilizada no trabalho. Mais especificamente, podem ser
explicadas em funcdo da diferenca existente entre as respostas
comportamentais das fémeas em relacdo aos machos. Apesar de existir
bastante variacao entre os estudos quanto as diferencas comportamentais
entre 0s sexos, muitos deles mostram que as fémeas sdo mais susceptiveis
ao estresse (YOSHIMURA et al., 2003; GOEL e BALE, 2009; BOURKE
e NEIGH, 2011). No entanto, a literatura mostra que 0s machos
apresentam uma maior susceptibilidade ao comportamento anedénico
guando comparados com as fémeas. Por exemplo, no teste de preferéncia
pela sacarose foi observado que ratos da linhagem WKY apresentaram
um comportamento anedénico, enquanto esse comportamento nao foi
observado nas fémeas da mesma linhagem (BURKE et al., 2016). Outro
estudo mostrou que fémeas submetidas a um protocolo de estresse de 6
semanas de duracdo apresentaram diminui¢do no consumo de sacarose,
mas em uma menor extensdo quando comparado com 0s machos
(DALLA et al., 2008). Outros achados mostram que apds a administracdo
de LPS houve uma diminuigdo no consumo de alimentos apenas nos ratos
machos (PITYCHOUTIS et al., 2009) e ainda, que as fémeas
apresentaram um menor nimero de lambidas a solugdes de sacarose
guando comparado com ratos machos, sugerindo que elas sd&o menos
sensiveis a propriedades de recompensa (CURTIS et al., 2004). Outra
explicacdo para essas divergéncias nas respostas comportamentais diz
respeito as linhagens utilizadas. Um estudo que comparou diferentes
linhagens de camundongos submetidas a um modelo de estresse (ECI)
demonstrou que apenas a linhagem de animais BALB/C apresentou
comportamento anedbnico no teste de borrifagem de sacarose, resposta
ndo observada na linhagem Swiss, indicando que esses Ultimos
apresentam uma menor sensibilidade ao estresse (YALCIN, BELZUNG
e SURGET, 2008). Portanto, esses fatores somados aos repetidos
cruzamentos entre os animais na coldnia (que podem levar a alteragdes
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genéticas tornando os animais mais resilientes ao estresse), poderiam
explicar, a0 menos em parte, essa resisténcia ao estresse induzido pela
corticosterona e consequente atenuacdo dos déficits comportamentais
observados no modelo. Esse continuo cruzamento dos animais poderia
explicar o fato de que o presente estudo néo replicou os resultados de um
estudo prévio do nosso grupo que, utilizando o mesmo protocolo da
corticosterona, linhagem e sexo de animais do presente Capitulo, mostrou
gue eles apresentaram um comportamento anedénico no TCS (PAZINI et
al., 2016a).

Estudos prévios do nosso grupo utilizando o mesmo protocolo
descrito nesse trabalho mostraram que a exposicdo cronica a esse
glicocorticoide é capaz de diminuir 0s niveis de corticosterona circulante
no soro (ROSA et al., 2014; PAZINI et al., 2016b), possivelmente em
virtude de sua acdo farmacoldgica sobre receptores glicocorticoides e
mineralocorticoides no hipotalamo, influenciando no controle por
feedback negativo do eixo HPA. A desregulagdo desse feedback prejudica
o controle da liberacdo hipotalamica de CRH, o qual estimula a hipéfise
a secretar o hormonio ACTH, levando a produgdo de glicocorticoides
pelas adrenais. De fato, diversos relatos da literatura mostram que a
administragdo crénica de glicocorticoides tem como consequéncia a
supressdo da producdo enddgena dos mesmos (HOWELL et al., 2011;
CASTELA et al., 2012). Com base nisso, e uma vez que no protocolo
padronizado pelo nosso grupo de pesquisa 0s animais sdo sacrificados
cerca de 24 h depois da Ultima administracdo de corticosterona, sugere-se
gue o eixo HPA é incapaz de manter os niveis normais de glicocorticoide
no soro. E interessante ressaltar que a depresso atipica é caracteristica
por apresentar uma diminuicdo nos niveis de cortisol em humanos
(O'KEANE et al., 2012), sugerindo que o modelo de corticosterona
utilizado poderia se adequado para mimetizar algumas alteracdes
fisiolégicas que ocorrem neste transtorno de humor, além de estar
envolvida com a depressdo associada ao transtorno de estresse pos-
traumatico, podendo estar relacionado a um estado de fadiga adrenal
(GOLD et al., 1995; GOLD e CHROUSOS, 2002).

Apesar de ndo terem sido analisados os niveis de corticosterona
dos animais, foram retiradas as adrenais para pesagem. Observou-se que
houve uma redugdo no peso e tamanho das adrenais nos animais
submetidos ao protocolo de corticosterona, o que sugere uma alteragao no
eixo HPA. Ressalta-se que nenhum dos tratamentos foi capaz de reverter
esse efeito. Embora a literatura demonstre que a administracdo repetida
de corticosterona pode causar um aumento no peso das adrenais, esse
aumento estd associado com o aumento da secrecdo de corticosterona
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(GOMEZetal., 1996; ULRICH-LAI etal., 2006). Portanto, considerando
gue estudos prévios do nosso grupo mostraram gque esse mesmo protocolo
induz a uma diminuicdo nos niveis de corticosterona, era de se esperar
gue houvesse uma reducdo das adrenais simultaneamente. Estas
diferencas nos niveis de corticosterona e tamanho das adrenais que s&o
observadas nesse estudo quando comparado com a literatura, podem
ocorrer possivelmente devido a dose de corticosterona utilizada no
protocolo, via de administragdo (subcuténea, i.p., implantacio de pellet,
bomba osmética de infusdo, administracdo passiva através da agua ou
comida, administracdo oral por gavagem), espécie (ratos ou
camundongos) e linhagem utilizada, assim como tempo de
exposicdo/administragdo (dias, semanas ou meses) e horario de retirada
das estruturas (STERNER e KALYNCHUK, 2010). E importante
ressaltar que as adrenais possuem outras funcdes além da liberagdo de
hormonios em resposta ao estresse. Elas sdo fonte de diversas substancias
incluindo horménios  esteroides, citocinas, catecolaminas,
neurotransmissores e neuropeptidios. Essas substancias interagem com
muitos tipos celulares dentro da prépria adrenal, influenciando sua funcéo
durante condicdes de estresse. Portanto, com a atrofia da estrutura, essas
fungdes também podem ser prejudicadas (BORNSTEIN et al., 1994;
KANCZKOWSKI et al., 2015).

Além da desregulagdo do eixo HPA, estudos sugerem que 0s
sintomas da depressdo estdo relacionados com uma reducdo na
plasticidade sinéptica cerebral (DUMAN e MONTEGGIA, 2006;
DUMAN et al., 2012), envolvendo uma diminuicdo da arborizagio
dendritica e do nimero de contatos sinapticos, evidenciado por uma
menor expressao de proteinas sinapticas (MAGARINOS e MCEWEN,
1995; MAGARINOS, VERDUGO e MCEWEN, 1997). Em
concordancia com esses achados, protocolos de estresse induzindo
comportamento tipo-depressivo em roedores tém sido relacionados com
um déficit das espinhas dendriticas bem como diminui¢do dos niveis de
sinapsina 1, GIuAl e PSD-95 (LI et al., 2010; LI et al., 2011; NING et
al., 2017). Adicionalmente, postula-se que a capacidade que a cetamina
tem de reverter os déficits sindpticos induzidos pelo estresse cronico esta
relacionada com a sintese de proteinas sindpticas no cortex pré-frontal e
hipocampo dos animais (LI et al., 2010; LI et al., 2011; ZHOU et al.,
2014). No entanto, levando em consideragdo que existe uma maior
densidade de receptores glicocorticoides no hipocampo dos animais e o
fato de ndo ter sido encontrada alteracdo nas proteinas sinapticas no
cortex pré-frontal (dados mostrados no Capitulo IlI), nesse Capitulo
optou-se por avaliar o imunocontelido de proteinas sindpticas no
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hipocampo dos camundongos. Para isso, foram investigadas também as
diferencas nas vias de sinalizacdo celular que culminam na fosforilacéo
de p70S6K e aumento de proteinas sindpticas (PSD-95, GIUAl e seus
sitios de fosforilagdo Ser831 eSer845, além da sinapsina 1) no hipocampo
dos camundongos, comparando esses mecanismos entre a agmatina e
cetamina. Os resultados mostram que os animais controle tratados com
agmatina, cetamina ou fluoxetina apresentaram aumento no
imunocontetdo de GIluAl, mas ndo no nivel de fosforilagdo nos sitios
Ser831 e Ser845. Esses achados reforcam aqueles encontrados no
Capitulo 1, que mostram que a agmatina, 1 h apds sua administracéo,
aumentou o imunocontelido de GIuA1l no cortex pré-frontal dos animais.
Além disso, reforcam o fato de que a agmatina apresenta similaridades
com a cetamina em relagdo ao seu mecanismo de acdo, uma vez que essa
Gltima causa aumento dessa proteina sinaptica, que pode ser observado
até 72 h apds sua administracdo (LI et al., 2010). De fato, tem sido
proposto que a capacidade que a cetamina tem de reverter os déficits
sinapticos induzidos pelo estresse cronico esta relacionada com a sintese
de proteinas sindpticas mediada pela atividade da mTOR. A sinalizacdo
gue leva a essa modulagdo pode ser estimulada pela atividade de fatores
de crescimento e ativagdo das vias da PI3K/Akt (DUMAN; VOLETI,
2012), os quais sdo eventos implicados nos efeitos bioldgicos
desencadeados pela agmatina, conforme os resultados mostrados no
Capitulo Il. Entretanto, os achados experimentais do Capitulo 11, mostram
uma resposta antidepressiva da cetamina em animais nao-estressados,
diferente do presente Capitulo. Quanto a fluoxetina, apesar da grande
maioria de estudos mostrarem que o tratamento crénico com
antidepressivos convencionais leva ao aumento dos niveis GIluAl
(MARTINEZ-TURRILLAS, FRECHILLA e DEL RIO, 2002; TALIAZ
et al.,, 2011), o presente estudo mostra que esse ISRS aumentou
agudamente o imunoconteldo dessa subunidade. Embora estudos acerca
do efeito agudo da fluoxetina sobre o imunocontetdo de GIuAl sejam
inexistentes, estudos mostram que esse antidepressivo aumenta a
fosforilagdo dos sitios GIuA1-Ser831 e GIuAl-Ser845 apo6s seu
tratamento agudo, mas ndo cronico (SVENNINGSSON et al., 2002), o
gue sugere a modulacdo dos receptores AMPA como um possivel efeito
associado a sua administracdo aguda. Ademais, ja foi reportado que uma
Unica administragdo de fluoxetina induz outras alteragGes bioquimicas no
cérebro de roedores, como o aumento da autofosforilagdo dos receptores
TrB (RANTAMAKI et al., 2007). Outros estudos mostram que ISRS
aumentam agudamente os niveis de serotonina no hipocampo, além de
mostrar o efeito agudo dessa monoamina na expressdéo de BDNF
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(ZETTERSTROM et al., 1999). Contudo, vale ressaltar que esses efeitos
da fluoxetina parecem ndo estar relacionados com modificagdes
comportamentais, uma vez que uma Unica administracdo desse farmaco
foi ineficaz em reverter o comportamento tipo-depressivo desencadeado
pela administracdo crénica de corticosterona.

Os camundongos tratados com corticosterona apresentaram uma
redugdo no imunoconteddo de sinapsina 1 no hipocampo, corroborando
achados da literatura que mostram que protocolos de estresse induzem a
reducdo dessa proteina no hipocampo e cortex pré-frontal dos animais
(PARIANTE e LIGHTMAN, 2008; LI et al., 2013; LIU et al., 2015). No
entanto, apesar de dados da literatura mostrarem que a fluoxetina induz o
aumento de proteinas sinapticas apenas apds seu tratamento crbnico
(O'LEARY, WU e CASTREN, 2009; LIU et al., 2015), o presente estudo
surpreendentemente mostrou que nos animais submetidos ao protocolo de
corticosterona, ela foi capaz de reverter a diminuigdo da sinapsina
induzida pela administracdo do glicocorticoide. Esses dados corroboram
achados que mostram um aumento da sensibilidade dos compostos
guando administrados em animais submetidos a determinados insultos
(POLESZAK et al., 2006; NEIS et al., 2014), sugerindo que a presenca
de um estressor poderia ser capaz de exacerbar os mecanismos envolvidos
nos efeitos bioldgicos da fluoxetina. O fato de ndo ter sido encontrada
alteracdo no imunoconteido de sinapsina 1 nos animais tratados com
cetamina pode ter ocorrido possivelmente devido a dose utilizada no
protocolo, a via de administragdo (administracdo oral por gavagem,
subcutanea, intraperitoneal, intravenosa, intramuscular) espécie (ratos ou
camundongos), sexo e linhagem utilizada. Quanto a agmatina,
possivelmente o efeito ndo tenha sido observado pois esteja relacionado
a ocorréncia de uma resposta tempo-dependente, uma vez que no presente
capitulo o Western blotting foi realizado 24 h ap6s sua administracio. E
importante ressaltar a necessidade de analisar essas proteinas em tempos
diferentes ou até mesmo em outras estruturas do cérebro dos animais.

4. CONCLUSAO

A identificacdo de antidepressivos que possuam agao rapida sem
apresentar os efeitos adversos da cetamina (efeitos psicomiméticos,
toleréncia e toxicidade) pode ser considerada um avanco significativo
para o tratamento da depressdo. Uma abordagem importante envolve a
investigagdo de propriedades antidepressivas de compostos que
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apresentam similaridade com o0s mecanismos da cetamina. Nesse
contexto, estudos recentes tém sugerido que a agmatina age como um
modulador da plasticidade sinaptica, de modo similar a cetamina. No
estudo em questdo, essa hipétese ganha forca uma vez que uma Unica
administracdo de agmatina, de modo similar a cetamina, foi capaz de
reverter o efeito tipo-depressivo induzido pela administracdo cronica de
corticosterona, enquanto a fluoxetina nédo foi responsiva. Além disso, os
animais submetidos ao protocolo da corticosterona apresentaram uma
reducdo no peso das adrenais (que ndo foi revertido por nenhum dos
tratamentos), bem como uma diminuicdo no imunoconteddo de sinapsina
1 no hipocampo, sendo que apenas a fluoxetina foi capaz de reverter esse
efeito. Adicionalmente, os animais controles tratados com agmatina,
cetamina e fluoxetina apresentaram um aumento no imunocontetdo de
GIuAl, o que sugere o envolvimento de proteinas sindpticas no efeito
tipo-antidepressivo desses compostos (Figura 8). Apesar de terem sido
encontrados alguns resultados inesperados quanto ao efeito tipo-
antidepressivo da fluoxetina, de um modo geral, os achados desse
Capitulo sugerem que a agmatina e cetamina possuem similaridades
guanto ao seu perfil de resposta antidepressiva e possivelmente aos seus
mecanismos de acdo, sugerindo a necessidade de melhor investigar os
efeitos desses compostos.
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Figura 8. Resumo dos resultados encontrados no capitulo 1V
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Legenda: O modelo animal de depresséo induzida por corticosterona induziu um
aumento no tempo de imobilidade dos animais, caracterizando um
comportamento tipo-depressivo, bem como reduziu o peso da adrenal e o
imunocontetdo de sinapsina 1 no hipocampo dos animais. Tanto a agmatina
quanto a cetamina, administradas agudamente 24 h antes dos testes
comportamentais, foram capazes de reverter o aumento do tempo de imobilidade
no TSC, mas ndo as demais altera¢des induzidas pelo modelo. O tratamento dos
animais controle com agmatina, cetamina e fluoxetina foi capaz de aumentar o
imunocontetdo de GluAl no hipocampo dos animais e apenas a fluoxetina foi
capaz de reverter a diminui¢cdo do imunocontetdo de sinapsina no cortex pré-
frontal dos animais.



169

5. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos recentes mostram que moduladores glutamatérgicos sdo
alvos promissores para novas alternativas terapéuticas no tratamento da
depressdo (SCAPAGNINI et al., 2012; NICIU et al., 2013b). Nesse
sentido, estd cada vez mais evidente o envolvimento do sistema
glutamatérgico no efeito neuroprotetor e antidepressivo da agmatina. O
efeito neuroprotetor deste composto tem sido evidenciado por sua
habilidade em inibir a excitotoxicidade glutamatérgica (YANG e REIS,
1999; ZHU et al., 2003), bem como proteger neurbnios hipocampais dos
danos causados por glicocorticoides (ZHU, WANG e BISSETTE, 2006).
Ja o envolvimento do sistema glutamatérgico no efeito tipo-
antidepressivo da agmatina vem sendo demonstrado pelo nosso grupo
desde 2002. Nesse contexto, o0 presente trabalho ampliou o0s
conhecimentos acerca do envolvimento do sistema glutamatérgico e
mecanismos de acdo envolvidos no efeito tipo-antidepressivo da
agmatina, além de reforcar seu potencial no tratamento da depressao.

No primeiro capitulo desse estudo, foi observado que a agmatina
administrada em dose sub-efetiva foi capaz de potencializar o efeito de
antidepressivos convencionais, em especial do MK-801, um antagonista
de receptores NMDA que teve sua poténcia antidepressiva aumentada em
100 vezes por essa amina enddgena. Esse resultado chamou a atengéo
pelo fato de que a agmatina poderia estar modulando em maior escala o
sistema glutamatérgico. Além disso, uma das estratégias na busca por
compostos mais eficazes para o tratamento da depressdo que vem
apresentando resultados positivos na préatica clinica € a utilizacdo de
drogas que atuem em multiplos alvos farmacol6gicos (OF, DINAN e
CRYAN, 2014). De fato, a combinac&o de diferentes classes de farmacos
para o tratamento da depressdo vem crescendo consideravelmente
(DEBATTISTA, 2006; BERMAN et al., 2007; MARCUS et al., 2008;
BERMAN et al., 2009), uma vez que é considerada uma alternativa para
0s pacientes que ndo respondem a terapia convencional com
antidepressivos e ainda tem o objetivo de reduzir os efeitos colaterais,
facilitando a adesdo do paciente ao tratamento. Nesse contexto, a
agmatina, que apresenta baixa toxicidade, vem sendo considerada um
composto em potencial para atuar como adjuvante no tratamento da
depressdo uma vez que sua associagdo com outros compostos (como
fluoxetina, imipramina, bupropiona e MK-801) foi capaz de exercer um
efeito tipo-antidepressivo sinérgico no TSC.

A fim de obter mais detalhes sobre seu efeito tipo-antidepressivo
e envolvimento desse efeito com o sistema glutamatérgico, no segundo
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capitulo da tese, foram verificadas vias de sinalizagdo intracelular
envolvidas no efeito tipo-antidepresivo da agmatina. Esse efeito foi
investigado com base em dados da literatura que mostram que a cetamina
exerce um efeito antidepressivo rapido a partir da ativacdo de vias de
sinalizacdo intracelular dependentes da liberagdo de BDNF, ativacdo de
mTOR, e aumento de proteinas sinapticas (LI et al., 2010). Foi observado,
pela primeira vez, que a acdo tipo-antidepressiva da agmatina esta
relacionada, pelo menos em parte, com os receptores AMPA e TrkB bem
como as vias de sinalizacdo intracelular mediadas por
BDNF/PI3K/AKt/GSK-3B/mTOR, que culminam no aumento de
proteinas sinapticas. Esse aumento também foi observado ap6s 1 h do
tratamento dos animais com agmatina (PSD-95 e GIuAl, mas nao
sinapsina 1), reforcando o envolvimento dessas vias de sinalizagdo no
efeito tipo-antidepressivo dessa amina enddgena. Em conjunto, esses
dados mostram perspectivas inovadoras em relacdo as similaridades
encontradas nas vias de sinalizacao intracelular ativadas por essa amina
guando comparada com a cetamina (vias de sinalizacdo de efeito rapido).

Além dos testes comportamentais de validade preditiva como o
TSC e 0 TNF, os modelos animais de indugdo de comportamento tipo-
depressivo atuam dando mais robustez aos dados que reportam a acéo de
compostos antidepressivos, uma vez que tais modelos levam a alteragdes
comportamentais e neurobioldgicas paralelas a sintomas associados com
a depressdo humana, as quais podem ser prevenidas pela administracdo
cronica de diferentes classes de antidepressivos. Dentre os diferentes
modelos, destacam-se aqueles baseados na exposicdo dos animais ao
estresse, como o ECI. Portanto, no capitulo 111 desse trabalho, os animais
foram submetidos a esse modelo de inducdo de comportamento tipo-
depressivo e receberam diferentes tratamentos a fim de comparar os
efeitos induzidos por cada um deles. Esse capitulo mostrou que uma Unica
administracdo de agmatina, de modo similar a cetamina, foi capaz de
prevenir alteragBes comportamentais (avaliadas no TSC) em um modelo
animal de depresssdo validado, sugerindo que esses compostos
compartilham de mecanismos de a¢do. No entanto, ndo foi observado
comportamento aned6nico nos animais, além de néo ter sido observada
altercdo no imunocontetido das proteinas sindpticas PSD-95, GIuAl e
sinapsina 1 no cortex pré-frontal dos camundongos. Dessa forma,
acredita-se que seja necesséaria uma extensao do periodo de estresse, além
de ser necessario verificar o imunocontetdo dessas proteinas em tempos
diferentes daquele avaliado nesse estudo, ou ainda, em outras regifes do
encéfalo dos animais. Por esses motivos, o capitulo 1V teve por objetivo
comparar o efeito tipo-antidepressivo da agmatina, cetamina e fluoxetina
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no modelo de depressdo induzida pela administracdo de corticosterona
(21 dias), e avaliar o imuncontetdo de proteinas sinapticas no hipocampo
dos animais. Corroborando com os achados do capitulo 11, foi observado
gue tanto a agmatina quanto a cetamina possuem a capacidade de reverter
0 comportamento tipo-depressivo induzido por esse glicocorticoide no
TSC. A fim de confirmar se a exposicdo a corticosterona foi capaz de
alterar o eixo HPA dos animais, as adrenais foram pesadas, e observou-
se que os camundongos administrados com corticosterona tiveram uma
reducdo no peso dessa estrutura, sendo que nenhum dos tratamentos foi
capaz de reverter essa diminuicdo. No entanto, ndo foram observadas
alteracBes no comportamento aneddnico dos animais no TBS e no TCS
em nenhum dos grupos, sugerindo que exista a necessidade de se
administrar a corticosterona por um periodo mais prolongado, além de
realizar o protocolo e avaliar a anedonia em machos também, para
verificar se existe alguma diferenga relacionado ao sexo.

Com relacdo as andlises bioguimicas, os animais controle
tratados com agmatina, cetamina ou fluoxetina apresentaram um aumento
no imunoconteldo de GIluAl, reforcando achados na literatura que
mostram que esses compostos exercem efeito sob essa subunidade de
receptores AMPA. Além disso, os animais submetidos ao protocolo da
corticosterona apresentaram uma reducdo no imunocontetido da proteina
sinapsina 1, efeito que foi revertido somente apds o tratamento com
fluoxetina. Entretanto, estudos futuros ainda sdo necessarios para
esclarecer como esse processo ocorre a partir de variagdes no protocolo
experimental, como diferentes doses e tempos de administragéo.

Em conjunto, os dados aqui presentes reforcam a hip6tese de que
a agmatina compartilha similaridades com o efeito tipo-antidepressivo da
cetamina, tanto no que diz respeito a alteragdes comportamentais quanto
bioguimicas. Estudos pré-clinicos futuros acrescentardo mais detalhes a
respeito de sua eficacia e alvos moleculares subjacentes a esses efeitos
encontrados. A baixa toxicidade apresentada por essa amina endogena, a
alta demanda por compostos capazes de aliviar os sintomas da depresséo
de forma eficaz, juntamente com os resultados apresentados nessa tese
sugerem que a agmatina é um alvo interessante para futuros estudos
clinicos que possam verificar o potencial terapéutico desse composto. E
importante ressaltar que embora existam similaridades entre o0s
mecanismos de a¢do da agmatina e cetamina, uma diferenca entre esses
compostos diz respeito principalmente aos efeitos colaterais, uma vez que
a agmatina vem mostrando baixa toxicidade, principalmente em funcgéo
das baixas doses dessa amina usadas no estudo em questdo. Além disso,
a cetamina possui um efeito tipo-antidepressivo persistente (dias),
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enquanto a agmatina em 24 horas ndo possui mais efeito tipo-
antidepressivo no TSC em animais controles. Essa diferenca pode se dar
em funcdo da metabolizagdo da cetamina a norcetamina, que possui um
terco de sua poténcia, prolongando dessa forma seu efeito (COHEN e
TREVOR, 1974; DOMINO et al., 1984). Esses achados reforcam a
necessidade de investigar de maneira mais aprofundada os mecanismos
de acdo pelos quais a agmatina exerce seu efeito tipo-antidepressivo,
principalmente relacionados a sua capacidade de aumentar a resposta dos
pacientes ao tratamento e possivelmente promover um efeito clinico mais
rapido. Com base nos resultados encontrados nos capitulos I Il e Il e IV,
a Figura 1 apresenta, de maneira esquematica, as vias pela qual a
agmatina pode agir, induzindo um comportamento tipo-antidepressivo
nos animais.

Figura 1. Representacdo esquematica dos resultados obtidos nos
Capitulos I, 11, 1 e IV
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Legenda: Os resultados do presente trabalho indicam que a administragdo aguda
de agmatina é capaz de exercer um efeito tipo-antidepressivo tanto em testes
preditivos de atividade antidepressiva quanto contra os efeitos deletérios do
estresse, prevenindo alterages neuroquimicas e comportamentais. Fonte: Priscila
Batista da Rosa.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nos capitulos I, 11, 111 e 1V, conclui-se
que:
" A agmatina em doses sub-efetivas apresenta a habilidade de

aumentar os efeitos de antidepressivos convencionais (efeito sinérgico) e,
com maior destaque, do MK-801, uma vez que uma dose sub-efetiva
dessa amina quando administrada em conjunto com doses sub-efetivas de
MK-801 foi capaz de reduzir a MDE desse antagonista de receptores
NMDA em 100 vezes. Este resultado sugere que a agmatina pode ter uma
maior afinidade por receptores NMDA do que por alvos
monoaminérgicos.

. Os receptores AMPA e TrkB estdo envolvidos no efeito tipo-
antidepressivo da agmatina 1 h apds sua administracdo. Além disso, a
administracdo dessa amina endodgena induz o aumento de BDNF, a
ativacdo das vias PI3K/Akt/mTOR e inibi¢do de GSK-3p, resultando em
um aumento dos niveis de proteinas sinapticas GIUA1 e PSD-95. Estes
resultados sugerem que a agmatina apresenta similaridades com o
mecanismo de a¢do da cetamina, uma vez que essa Ultima induz efeito
tipo-antidepressivo rapido mediante a ativacdo dessas vias de sinalizacéo.

" Tanto a agmatina quanto a cetamina (mas nédo a fluoxetina) quando
administradas agudamente 24 h antes dos testes comportamentais, foram
capazes de reverter o efeito tipo-depressivo induzido pelo protocolo de
ECI no TSC. Apesar disso, ndo foram encontradas altera¢cfes em nenhum
dos grupos quanto ao comportamento aneddnico, ou em relagdo ao
imunocontetdo de proteinas sinapticas PSD-95, sinapsina e GIuAl no
cortex pré-frontal dos animais. Apesar da auséncia de comportamento
anedbnico e de ndo terem sido observadas alteragBes nas proteinas
sindpticas em camundongos expostos ao ECI, esses resultados sugerem
gue existem similaridades comportamentais entre os efeitos benéficos da
agmatina e da cetamina no protocolo de ECI.

" A agmatina e cetamina quando administradas agudamente 24 h
antes dos testes comportamentais, foram capazes de reverter o aumento
do tempo de imobilidade no TSC, mas ndo a diminui¢do do peso da
adrenal e reducdo do imunoconteldo de sinapsina induzidas pela
corticosterona. O tratamento dos animais controle com agmatina,
cetamina e fluoxetina 24 h ap6s a administracdo foram capazes de
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aumentar o imunoconteddo de GIuAl no hipocampo bem como a
fluoxetina reverteu a reducdo de sinapsina induzida pelo protocolo da
corticosterona no hipocampo dos animais. Apesar dos achados acerca do
efeito da fluoxetina, esses dados sugerem que a agmatina compartilha
similaridades com o efeito tipo-antidepressivo da cetamina, tanto no que
diz respeito a alteragdes comportamentais quanto bioguimicas, e reforcam
a necessidade de se continuar investigando esse efeito.
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7. PERSPECTIVAS

Capitulo 1

Avaliar se a agmatina, em doses sub-efetivas, quando administrada
juntamente com a cetamina também em doses sub-efetivas é capaz de
exercer um efeito tipo-antidepressivo sinérgico e aumentar a poténcia
com que a cetamina exerce seu efeito;

Verificar se a associacdo entre a agmatina e MK-801, antidepressivos
convencionais ou cetamina sdo revertidas por ferramentas farmacoldgicas
como DNQX, NMDA e rapamicina;

Verificar se associagcdo da agmatina com antidepressivos convencionais
ou MK-801 sdo capazes de induzir o aumento nas proteinas sinapticas no
cortex pré-frontal e hipocampo dos animais por Western blotting.

Capitulo 2

Verificar se a agmatina é capaz de aumentar o imunocontetdo de BDNF
e PSD-95 6, 12 ou 18 ap6s sua administracdo aguda;

Investigar o efeito agudo da agmatina no imunocontetido do receptor
TrkB (formas total e fosforilada);

Verificar se 0 tratamento com agmatina é capaz de aumentar o
imunocontetdo de BDNF, PSD-95, sinapsina 1 e GIuAl 1h ap6s sua
administragdo, no hipocampo dos animais.

Investigar a capacidade da agmatina em promover exocitose de vesiculas
contendo BDNF em cultivo primario de neurbnios corticais e
hipocampais.

Capitulo 3

Verificar se o tratamento com agmatina em diferentes tempos apés a
submissdo ao ECI (tempo superior a 24 h) ainda é capaz de proteger os
animais da ocorréncia de comportamento tipo-depressivo observado no
TSC;
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Avaliar as alteracGes nos niveis plasmaticos de corticosterona dos animais
submetidos ao ECI, assim como os efeitos dos tratamentos com agmatina,
fluoxetina e cetamina sobre as concentraces desse horménio;

Comparar alteracbes no imunoconteddo de proteinas envolvidas na
plasticidade sinaptica (BDNF, mTOR, PSD-95 e sinapsina 1) no
hipocampo dos animais.

Capitulo 4

Dosar os niveis de BDNF no hipocampo e cortex pré-frontal dos animais
submetidos ao protocolo de corticosterona e/ou tratados com agmatina,
cetamina ou fluoxetina.

Verificar se a associacdo de agmatina e cetamina em doses sub-efetivas é
a capaz de reverter o comportamento tipo-depressivo no TSC, bem como
alterar proteinas sinapticas no cortex pré-frontal e hipocampo dos
animais.

Avaliar as alteracGes nos niveis plasmaticos de corticosterona dos animais
submetidos ao a administracdo de corticosterona, assim como os efeitos
dos tratamentos com agmatina, fluoxetina e cetamina sobre as
concentrag@es desse hormonio.
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