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RESUMO

A agmatina tem sido considerada como um neurotransmissor/neuromodulador
enddégeno que esta envolvida na fisiopatologia da depressao. Os objetivos deste
trabalho foram: i) investigar o envolvimento de receptores imidazolicos e o.-
adrenérgicos no efeito antidepressivo da administragcdo aguda de agmatina,
utilizando o teste do nado forgcado (TNF) em camundongos; e ii) verificar se o
tratamento crénico com agmatina e fluoxetina produz efeito antidepressivo no
TNF. Os resultados mostraram que o efeito antidepressivo da agmatina
administrada agudamente (10 mg/kg, i.p.) foi revertido pelo pré-tratamento dos
animais com efaroxan, idazoxan e antazolina. O efeito antidepressivo da agmatina
foi sinérgico com agonistas de receptores imidazélicos |1 e az-adrenérgicos, como
a clonidina e moxonidina. O efeito antidepressivo sinérgico da agmatina e
clonidina foi prevenido pela ioimbina. Este efeito também foi observado com
agmatina e MK-801 e antazolina e MK-801. O conjunto destes resultados

sugerem que o efeito antidepressivo da agmatina tem a participacdo dos

receptores ap-adrenérgicos, imidazolicos e NMDA. A administracdo cronica de
agmatina (0,3 - 3 mg/kg, i.p.), durante 21 dias, causou uma reducéo significativa e
dependente da dose no TNF, em camundongos; sem afetar a atividade
locomotora no teste do campo aberto. Estes dados estendem os conhecimentos

sobre o mecanismo do efeito antidepressivo da agmatina.



ABSTRACT

Agmatine has been considered as an endogenous
neurotransmitter/neuromodulator that is involved in the physiopathology of
depression. The aims of this work were: i) to investigate the involvement of
imidazolic and az-adrenergic receptors in the antidepressant-like effect of agmatine
‘s acute administration, using the forced swim test (FST) with mice; and ii) to verify
the antidepressant-like effect of chronic treatment with agmatine and fluoxetine in
FST. The results show the antidepressant-like effect of agmatine acute
administration (10 mg/kg, i.p.) was reverted by efaroxan, idazoxan and antazoline
pretreament. The agmatine’s antidepressant-like effect was sinergic with clonidine
and moxonidine, both imidazolic |, and a.-adrenergic receptors agonists. The
antidepressive sinergic effect of agmatine with clonidine was prevented by
yoimbine. This effect was also observed with agmatine and MK-801 and antazoline
and MK-801. In conclusion, these results suggest the involvement of -
adrenergic, imidazolic and NMDA receptors in the antidepressant-like effect of
agmatine. The chronic administration of agmatine (0,3 to 3 mg/kg, i.p.), during 21
days, caused a significant reduction of the immobility time in the FST with mice,
without affecting the motor activity in the open field test. These data may improve

the current knowledge about the mechanism of agmatine’s antidepressant effect.



1. INTRODUGAO

1.1. DePressio

O "Manual de Diagnéstico e Estatistica de Desordens Mentais", da
Associacdo Norte-Americana de Psiquiatria, na sua quarta versao (DSM-1V,
American Psychiatric Association, 1994) classifica os disturbios afetivos em dois
grandes grupos, os disturbios depressivos ou desordem unipolar (depressao
maior e distimia) e os disturbios bipolares (doenga maniaco-depressiva)
(American Psychiatric Association, 1994). A depressao € um problema de saude
publica e afeta centenas de milhbes de pessoas no mundo, desde individuos na
infancia até a idade mais avancada (Altar, 1999; Greenberg et al., 1993). A
depressao é mais freqiente em mulheres, numa propor¢cao de cinco mulheres
para dois homens (Wong e Licinio, 2001). O suicidio tem sido a causa de morte
em aproximadamente 15% de individuos com depressao maior (Musselman et al.,
1998). Os pacientes deprimidos sédo frequentemente associados a incapacitagéao
funcional e comprometimento da saude fisica, o que limita sua atividade e bem-

estar, causando um custo elevado em varios paises (Fleck et al., 2003).



Os critérios para o estabelecimento do diagndstico da depressdo maior
incluem cinco ou mais dos seguintes sintomas: humor depressivo, anedonia,
desesperancga, culpa, desvalia, desamparo, alteracao de apetite, alteragcdes do
sono, retardo ou agitagdo psicomotora, fadiga, dificuldade de concentracéo,
pensamentos ou tentativa de suicidio. Estes sintomas devem estar presentes por
pelo menos duas semanas, sendo que pelo menos um deve ser humor depressivo
ou anedonia quase todos os dias (American Psychiatric Association, 1994).

Além destes sintomas, os pacientes depressivos podem apresentar
disturbios cardiovasculares, cérebro-vasculares, musculo-esqueléticos,
metabdlicos, pulmonares e sintomas como dores crénicas (Von Knorring et al.,
1984; Kumar et al.,, 2002); ou ainda ansiedade geral, ansiedade social, panico
obsessivo compulsivo e estresse pds-traumatico (Nemeroff e Owens, 2002).

Os transtornos depressivos podem resultar da disfuncdo de varios
neurotransmissores ou sistemas metabdlicos (Duman et al., 1997; Skolnick, 1999;
Maniji et al., 2001). A hipétese monoaminérgica postula que a depressao resulta
de uma deficiéncia de serotonina, ou noradrenalina, ou de seus receptores
ineficientes (Mann e Kapur, 1995; Wong e Licinio, 2001). A fungdo dopaminérgica
reduzida também esta implicada na fisiopatologia da depressdo (Rampello et al.,
2000; D’Aquila et al., 2000).

Os receptores NMDA e a via da L-arginina-o6xido nitrico tém sido implicadas
na fisiopatologia da depressdo. Resultados pré-clinicos demonstraram que
individuos deprimidos possuem um nivel elevado de glutamina plaquetario (Levine
et al., 2000) e niveis alterados de nitrito no sangue, sugerindo uma alteragado no

ciclo do glutamato e glutamina, além de alteragdo na produgdo de oxido nitrico



(NO) (Elguin e Kumbasar, 2000; Suzuki et al., 2001). Também foram relatadas
alteragdes no fluxo sanguineo e no metabolismo da glicose no lobo frontal e
temporal e ganglios da base em individuos com depressao (Sheline et al., 1996;

Soares e Mann, 1997).

1.2. Mecanismo DE AGAO DE ANTIDEPRESSIVOS

Uma variedade de terapias, tais como psicoterapia eletroconvulsiva tém sido
utilizadas no tratamento da depressdo, geralmente com sucessos limitados
(Ressler e Nemeroff, 1999). A introdugdo dos inibidores da enzima monoamina
oxidase (iIMAO) e dos antidepressivos triciclicos na década de 1950, seguido
pelos inibidores seletivos da recaptagéao de serotonina (ISRS) na década de 1980,
redefiniu o tratamento da depressao (Wong e Licinio, 2001). Assim, varios
medicamentos antidepressivos tém demonstrado eficacia no tratamento da
depressao e vém sendo utilizados nas ultimas quatro décadas (Nemeroff e
Owens, 2002). Os antidepressivos triciclicos aumentam a concentragdo de
serotonina ou noradrenalina, e dopamina, em menor intensidade, na fenda
sinaptica, pois bloqueiam a recaptacao destas monoaminas (Baldessarini, 1996).
Com a introdugao de técnicas de ligante marcado foi verificado que o tratamento
prolongado com antidepressivos também provoca alteragcbes complexas na
neurotransmiss&o monoaminérgica.

Outros antidepressivos podem ainda ser inibidores seletivos da recaptacao
de serotonina (ISRS) ou da recaptagdo de noradrenalina (Nemeroff e Owens,

2002). As acgoes terapéuticas destes compostos séo bastante diversas, pois além



de tratar varios tipos de depresséao, eles também sao utilizados no tratamento do
transtorno obsessivo compulsivo, na doenga do panico, na bulimia e em outros
transtornos neuroldgicos (Stahl, 1998). O tratamento com alguns antidepressivos
também aumenta a transmissdo dopaminérgica no sistema mesolimbico,
induzindo a melhora nos sintomas da depressao, tal como anedonia (Rampello et
al., 2000). Portanto o sistema dopaminérgico mesolimbico funciona como uma
importante via de motivacdo e recompensa no SNC (D’Aquila et al., 2000;
Rampello et al., 2000).

O tratamento para a depressdo com terapia eletroconvulsiva (ECT) é
reservada para pacientes severamente deprimidos que ndo reagem a terapia com
drogas convencionais (Altar, 1999). Os trabalhos sobre depressdo enfocam
modificagbes na concentragdo de neurotransmissores ou dos niveis de seus
receptores. Os resultados destes estudos séo diversos com a observacao de que
a acao terapéutica de antidepressivos requer administragao cronica, embora a
inibicdo da recaptacdo de serotonina e norepinefrina ocorram imediatamente
(Duman, 2002).

Os antidepressivos triciclicos, tais como a imipramina, a clomipramina e a
desipramina potenciam as ag¢des das aminas biogénicas por bloquear o
mecanismo fisioldgico de inativagdo das mesmas, o qual envolve um mecanismo
de recaptacao pré-sinaptica. Os inibidores da enzima MAO, tais como fenelzina e
selegilina s&o agentes antidepressivos por inibir a inativagdo das monoaminas,
aumentando a sua concentracdo no cérebro. Contudo, os efeitos colaterais e a
sua baixa eficacia em alguns pacientes, tém levado a procura de novas drogas

mais seletivas e com menos efeitos colaterais (Skolnick, 1999).



Os antidepressivos, como o bupropion (inibidor da recaptagdo de
noradrenalina/dopamina), efetivo no tratamento da depressdo bipolar e a
nafazedona (inibidor da recaptacédo de serotonina e bloqueador do receptor 5-HT>)
nao provocam disfuncdo sexual, um dos mais comuns efeitos colaterais dos

antidepressivos classicos (Yadid et al., 2000).

Além dos antidepressivos classicos que agem inibindo a recaptacdo de
monoaminas e dos inibidores da enzima MAO, existem outras drogas com
potencial efeito antidepressivo ou que agem na modulacdo dos efeitos dos
antidepressivos (Nemeroff e Owens, 2002). Antagonistas de receptores -
adrenérgicos participam da agcado de compostos com agao antidepressiva, como
no caso da mirtazipina, que aumenta a liberagdo noradrenérgica e serotonérgica
através da agao de auto-receptores ou hetero-receptores (Gupta et al., 2003).
Estudos mostraram que a administracdo de idazoxan, um antagonista de
receptores a-adrenérgicos e imidazdlicos |,, a pacientes depressivos, produziu
50% de efeito antidepressivo quando comparado aos efeitos produzidos pelo
bupropion. Isto sugere que o idazoxan poderia ser efetivo no tratamento da
depressao bipolar (Osman et al.,, 1989; Potter et al.,, 1994). Além disso, é
interessante ressaltar que antagonistas de receptores a,-adrenérgicos possuem
um maior efeito em pacientes deprimidos do que em individuos saudaveis (Price
et al., 1986). Os receptores ajs-adrenérgicos também podem estar envolvidos no
efeito antidepressivo, pois 0 prazosin, um antagonista destes receptores, reverteu

o efeito antidepressivo de drogas no TNF (Rodrigues et al., 2002).

Tem sido demonstrado que compostos que reduzem a transmissdao nos

receptores NMDA sao antidepressivos e que o tratamento com antidepressivos



podem modular a fungdo destes receptores. Alguns trabalhos mostraram que o
composto MK-801, antagonista de receptores NMDA, foi efetivo em produzir uma
agao antidepressiva em modelos animais de depressao (Trullas e Skolnick, 1990;

Skolnick, 1999; Petrie et al., 2000).

Também foi demonstrado que inibidores da 6xido nitrico sintase (NOS)
exercem efeitos antidepressivos em modelos animais de depressao (Harkin et al.,
1999; Da Silva et al., 2000; Yildiz et al., 2000). Além disto, o tratamento com
antidepressivos como citalopram, paroxetina e imipramina diminuem a atividade

da NOS no hipocampo em estudos “in vitro” (Wegener et al., 2003).

Estudos recentes também tem associado a depressdo com reducdes
regionais do numero (morte celular) ou do tamanho de glias e neurdnios no
hipocampo (Manji et al., 2001). De fato, medicamentos com diferentes
mecanismos de acao utilizados para o tratamento da depressao como a fluoxetina
(Sanchez et al., 2001), cetamina (Engelhard et al., 2003; Proescholdt et al., 2001),
valproato (Mora et al., 1999) e o litio (Chuang et al., 2002) possuem propriedades
neuroprotetoras, influenciando no processo de morte neuronal. Varias drogas com
agao antidepressiva em modelos animais (Cervo e Samanin, 1987; Eckeli et al.,
2000; Kroczka et al., 2001; Zomkowski et al., 2002; Harkin et al., 2003) também
possuem um efeito neuroprotetor, como a agmatina (Olmos et al., 1999), o GMP
(Malcon et al, 1997), o zinco (Dominguez et al., 2003), o 7-nitroindazol

(Castagnoli et al., 1999) e o 8-OH-DPAT (Melena et al., 2000).

Além da serotonina e da noradrenalina, outros neurotransmissores, incluindo
dopamina, o glutamato, neuropeptideos e mesmo fatores de crescimento como o

BDNF (fator neurotrofico derivado do cérebro), tém sido implicados na



fisiopatologia da depressédo (Maniji et al., 2001). Descobertas recentes sugerem
que medicamentos antidepressivos e ECT podem estar atuando pela estimulacao

da produgcdo de fatores neurotréficos. O tratamento de ratos com os

antidepressivos, desipramina e fluoxetina (Prozac ®) induziu a expressao de
fatores neurotréficos, como o BDNF, a neurotrofina mais abundante no cérebro
(Altar, 1999).

Antes que se suspeitasse da existéncia de uma conex&o entre as
neurotrofinas e a depressdo, esta familia de fatores de crescimento tinha sido
estudada pelo seu papel no sistema nervoso. O fator de crescimento do nervo
(NGF) e o BDNF s&o proteinas envolvidas na sobrevivéncia e plasticidade
neuronal de neurbnios dopaminérgicos, colinérgicos e serotoninérgicos no SNC
(Altar, 1999). Os efeitos fundamentais do BDNF e da neurotrofina 3 (NT-3) na
fungdo do neurbnio serotonérgico, no crescimento e na regeneragao celular
sugeriram uma importante conexado entre as neurotrofinas e a depressao. Esta
conexao foi, em parte, baseada no conhecimento de que o encéfalo e os fluidos
ventriculares dos individuos que estdo numa grave crise de depresséo revelaram
uma reducao na concentragao de 5-HT no encéfalo (Altar, 1999).

Para avaliar a conexao entre as neurotrofinas e a depressao, Siuciak et al.
(1997) estudaram, em ratos, os efeitos comportamentais produzidos por infusdes
de BDNF no prosencéfalo e no nucleo dorsal da rafe. Os animais que receberam
infusbes de BDNF apresentaram efeito antidepressivo.

Assim, tais acbes poderiam indicar uma deficiéncia na producdo de
neurotrofinas enddgenas na depressdao. Deste modo, foi sugerida uma

farmacoterapia “estimulante de neurotrofinas” para a depressao (Altar, 1999).



Além disto esta sendo demonstrado que os fatores neurotroficos tém um
importante papel na patofisiologia, bem como no tratamento da depresséao
(Angelucci et al., 2003). Tem sido demonstrado que os antidepressivos aumentam
a expressao de BDNF no hipocampo de ratos, e que os niveis deste fator
neurotréfico no soro poderiam ser utilizados como marcador bioldégico opcional
para a depressédo (Shimizu et al., 2003). Angelucci et al. (2003) demonstraram
que o estimulo eletroconvulsivo também aumentou a concentracao de NGF, mas
nao de BDNF no hipocampo de ratos.

Duman e colaboradores (1997) demonstraram que o tratamento com
antidepressivos, incluindo os inibidores especificos de 5-HT, de recaptacdo de
noradrenalina ou inibidores da MAO, elevaram os niveis de BDNF no hipocampo
do rato, apds trés semanas de tratamento crénico, mas nao depois de um dia de
tratamento. Os antidepressivos utilizados também elevam a expressao dos
receptores TrkB, aos quais o BDNF se liga com alta afinidade. Ao contrario,
estimulantes como a cocaina e outras drogas psicoativas ndo aumentam a
expressao de BDNF ou de seus receptores (TrkB), mesmo quando administradas
cronicamente. Assim, ainda parece necessario testar um maior numero de
antidepressivos efetivos clinicamente para determinar os seus efeitos na
expressao de BDNF ou NT-3 (Altar, 1999).

Recentemente, o tratamento e a fisiopatologia da depressdo maior tém
focalizado as vias de sinalizagéo intracelular. Estas interagem em varios niveis,
desse modo formando cadeias de sinalizacdo complexas, permitindo que o

neurdnio receba, processe e responda a informagéo e module o sinal gerado por



multiplos processos fisioldgicos e cognitivos, bem como as diversas fungdes
fisiolégicas (Guimaraes, 1999).

Recentemente, a depressdo maior tem sido associada com danos na via de
sinalizagdo que regula a neuroplasticidade e sobrevivéncia celular (Manji et al.,
2001). Alguns antidepressivos atuam na neuroprotegao por modularem de certa
forma, a via de sinalizagao celular da proteina ligante ao elemento responsivo ao
AMP. (CREB). Varios trabalhos tém demonstrado que a administracdo crénica de
antidepressivos estimulam a via do AMP. em varios niveis, incluindo a expressao
aumentada de CREB, a qual tem sua fosforilagdo aumentada (Skolnick, 1999;
Duman et al., 2000). Entre os multiplos alvos génicos que poderiam ser regulados

pelo CREB e que poderiam estar envolvidos nas agdes antidepressivas e na
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que poderia explicar o efeito a longo prazo de certos antidepressivos (Manji et al.,

2001). (Ver esquema abaixo).

ESQUEMA — Acédo de antidepressivos e vias de sinalizagao celular (Manji et al.,
2001).

O papel da cascata AMPc-CREB e do BDNF na acao do tratamento com
antidepressivos € também suportada por estudos que demonstram que a
estimulacdo destas vias melhora o desempenho nos modelos comportamentais
de depresséao (Maniji et al., 2001).

Estudos recentes demonstram que o estresse cronico diminui a expressao
do BDNF no hipocampo de ratos (Smith et al., 1995; Duman et al., 1997). Isto
poderia contribuir para a atrofia ou morte dos neurénios hipocampais. Evidéncias
recentes mostraram que a injegao de BDNF, no hipocampo de ratos produziu
efeito antidepressivo (Conti et al., 2002; Shirayama et al., 2002). Deste modo, o
BDNF parece modular a atividade de sistemas neuroquimicos envolvidos na
depressao e pode ter um importante papel na neuropatologia e tratamento da
doenga. Compreender como bloqueadores da recaptacdo de monoaminas ou
inibidores da MAO elevam os niveis de BDNF pode levar a novas maneiras de
aumentar a expressao dos niveis de proteinas endogenas do fator de

crescimento.



1.3. AGMATINA

A agmatina foi primeiramente descoberta em 1910, por Kossel e é conhecida
como um intermediario no metabolismo das poliaminas de varias bactérias,
fungos, parasitas, plantas e invertebrados marinhos, onde as poliaminas tém uma
importante fungdo no crescimento celular. Em formas de vidas inferiores, a
agmatina é hidrolisada em putrescina, um precursor da espermina, e em outras
poliaminas pela arginina uril hidrolase (agmatinase) (Tabor e Tabor, 1984; Reis e
Regunathan, 2000). A agmatina é sintetizada pela descarboxilacdo da L-arginina
pela (ADC) e hidrolisada para putrescina e uréia pela agmatinase. Até meados de
1990, acreditava-se que a agmatina, a enzima arginina descarboxilase (ADC) e a
agmatinase ndo fossem encontradas em mamiferos. Em 1994, através de uma
pesquisa para um ligante endoégeno para o sitio de ligagdo imidazdlico (I), uma
molécula foi isolada do encéfalo de mamiferos, a qual foi identificada como
agmatina (Li et al., 1994). A ADC e subsequentemente a agmatinase foram
também identificadas no encéfalo de mamiferos (Sastre et al., 1996).

A agmatina nado esta presente somente no encéfalo, mas também é
amplamente distribuida em tecidos e principalmente no esttmago e no sangue

(Raasch et al.,, 1995; Feng et al., 1997). Ela também foi detectada na medula



espinhal, indicando que poderia ser um modulador endégeno da regulagao da dor
(Fairbanks et al., 2000).

A agmatina foi encontrada no encéfalo de ratos, regionalmente distribuida no
coértex cerebral, tronco encefalico, mesencéfalo, talamo e hipotalamo (Raasch et
al., 2001). Na maior parte das regides contendo agmatina também estéo
expressos 0s a, - adrenoceptores e sitios de ligacao imidazolicos (Raasch et al.,

2001).

As células da glia nao somente expressam sitios de ligacdo imidazélicos,
mas também sintetizam agmatina (Reis e Regunathan, 2000). Portanto, a
agmatina pode ser sintetizada na glia, liberada para o espago extracelular e
depois transportada e armazenada nos neurbnios para subsequentemente

liberagao (Reis e Regunathan, 2000).

A agmatina preenche a maioria dos critérios para ser considerada como um
novo neurotransmissor/neuromodulador no sistema nervoso central (SNC). A
sintese do composto ocorre no encéfalo, estocada em vesiculas sinapticas em
diferentes neurbnios com distribuicdo seletiva no SNC, acumulada por
recaptacao, liberada mediante despolarizagao e inativada por recaptacao seletiva
ou degradada na fenda sinaptica pela enzima agmatinase (Reis e Regunathan,
2000; Raasch et al., 2001).

A agmatina possui alta afinidade pelos receptores ar-adrenérgicos e
imidazolicos, mas apresenta baixa afinidade por receptores a4 e B-adrenérgicos (Li
et al.,, 1994; Reis e Regunathan, 2000; Raasch et al., 2001). Os receptores
imidazolicos, uma nova familia de receptores ndo adrenérgicos, estdo presentes

no encéfalo, especialmente no sistema limbico, plaquetas e outros érgéaos (Halaris



et al., 2001). Tem sido demonstrado que estes receptores, entre outras fungdes,
possam atuar modulando a depresséo e a nocicepg¢ao (Boronat et al., 1998). Dois
subtipos de sitios de ligacdo imidazdlicos foram identificados, receptores
imidazodlicos 11 e l,. Estudos com radioligantes demonstraram que receptores
imidazdlicos |1 tem uma distribuicdo limitada no encéfalo, sendo encontrados
principalmente no tronco encefalico (Ernsberger et al., 1987). O sitio de ligagao
esta localizado no cortex frontal e no bulbo ventrolateral em area associada a
regulacdo da pressdo sanguinea. Estudos de pacientes com depressao unipolar
tem revelado um aumento da expressao do subtipo |1 em plaquetas (Halaris et al.,
2001). Os receptores imidazdlicos por estarem amplamente distribuidos central e
perifericamente, estdo envolvidos na mediacdo de um numero de respostas tanto
em tecidos periféricos como no SNC (Regunathan e Reis, 1996). Existem muitas
acdes desempenhadas por estimulacdo de receptores imidazolicos como:
diminuicdo da pressao sanguinea por estimulagdo de sitios |1 no mesencéfalo,
diminui¢cdo dos niveis de noradrenalina plasmatica, produgao de insulina, controle
da ingestdo alimentar, dentre outros (Reis e Regunathan, 2000; Raasch et al.,

2001).

A agmatina apresenta caracteristicas unicas, ela pode entrar poés-
sinapticamente no neurbnio via receptor nicotinico ou possivelmente, como um
cation organico € capaz de bloquear os receptores glutamatérgicos do subtipo
NMDA e outros canais i0nicos ativados por ligantes (ex. receptor nicotinico e 5-
HT; ativado pela acetilcolina e serotonina, respectivamente), bem como inibir a
enzima Oxido nitrico sintase (NOS) (Gilad e Gilad, 2000; Reis e Regunathan,

2000; Raasch et al., 2001; Weng et al., 2003).



A agmatina tem varias ag¢des farmacoldgicas; perifericamente modula o
metabolismo de insulina e de glicose; causa liberagao de insulina dependente da
dose das células da ilhota exposta a glicose, tem propriedades semelhantes a
insulina nos adipocitos isolados, inibe a liberacdo de catecolaminas das células
cromafins da adrenal e no rim, a agmatina €& natriurética (Reis e Regunathan,
2000; Raasch et al., 2001). No SNC, a agmatina libera o horménio liberador do
hormoénio luteinizante do hipotalamo e antagoniza alguns estados hiperalgésicos
sem alterar a dor (Reis e Regunathan, 2000; Raasch et al., 2001). Dependendo
da dose, a agmatina aumenta a analgesia da morfina e cronicamente previne a
toleréncia a morfina (Kolesnikov et al., 1996).

A agmatina também mostrou ser neuroprotetora, reduzindo a perda de
neurénios do hipocampo em modelos de isquemia em roedores (Gilad et al.,
1996; Gilad e Gilad, 2000) e da toxicidade do glutamato em culturas de neurdnios
cerebelares (Olmos et al., 1999). A agmatina reduziu a quantidade de eventos
isquémicos ou perda de neurdnios do hipocampo em modelos de isquemia focal
ou global em roedores, respectivamente (Gilad et al., 1996; Gilad e Gilad, 2000;
Olmos et al., 1999). Estes efeitos podem ser devido a capacidade da agmatina em
bloquear os receptores glutamatérgicos do subtipo NMDA e outros canais idnicos

ativados por receptor (Reis e Regunathan, 2000).

1.4. AemATINA E DEPRESSAO

Trabalhos recentes comegaram a investigar os mecanismos neurais que

regulam a depressdo. E fato que as principais teorias que procuram explicar a



fisiopatologia da depressdo tenham se originado da elucidacdo dos efeitos
farmacolégicos e do mecanismo de agao das drogas antidepressivas.

Varios resultados indicam um potencial papel fisiopatolégico dos sitios de
ligacdo imidazdlico no desenvolvimento da depressao: a densidade do sitio de
ligacdo |1 na membrana plasmatica de plaquetas humanas esta aumentada em
pacientes com depressdo, em comparagdo com pacientes saudaveis, mas se
normaliza apds tratamento com antidepressivos (Piletz et al., 1994; 1996). Os
sitios de ligagcdo imidazdlico I, também se encontravam aumentados no cortex
frontal de vitimas suicidas (Piletz et al., 1994). Halaris et al. (1999) demonstraram
que a concentracdo plasmatica de agmatina esta elevada significativamente em
pacientes com depressao, em comparagdo com individuos saudaveis (grupo
controle). Neste estudo, o tratamento com o antidepressivo bupropion normalizou

a concentragao de agmatina no plasma.

Recentemente, Zomkowski et al. (2002) demonstraram que a agmatina
administrada agudamente por vias intraperitoneal e intracerebroventricular foi
efetiva em produzir um efeito antidepressivo, quando avaliada no TNF. A acao
antidepressiva da agmatina administrada pela via i.p. no TNF foi também

confirmada pelo teste da suspensao da cauda (TSC).

Li e colaboradores (2003) também demonstraram que o tratamento com
agmatina produzia um efeito antidepressivo “in vivo” e neuroprotetor “in vitro”. O
tratamento de células PC12 com agmatina protegeu da morte celular contra a
toxicidade do NMDA. Apods o tratamento com agmatina, os niveis de Ca*
intracelular induzido pelo NMDA foram reduzidos, além de provocar a diminui¢ao

do conteudo de monoaminas (incluindo norepinefrina, epinefrina ou dopamina)



nas células PC12. Os autores sugerem que a agao antidepressiva “in vivo” da
agmatina pode estar relacionada com a modulagdo da atividade do receptor
NMDA, como anteriormente demonstrado por Zomkowski et al. (2002), e/ou a
diminuicdo dos contetidos da monoamina e da sobrecarga de Ca&* induzida por

NMDA (Li et al., 2003).

1.5. MobELos EXPERIMENTAIS DE DEPRESSAO

Os modelos animais de depressdo comumente usados sio diversos e foram
desenvolvidos baseados nas consequéncias comportamentais do estresse,
drogas, lesdo ou manipulagdes genéticas (Cryan et al., 2002). Eles tém sido
ferramentas indispensaveis na identificacdo de novas drogas antidepressivas. Os
modelos animais de depressao também sao uteis para contribuir na compreensao
da neuropatologia da depressao (Cryan et al., 2002).

Uma nova abordagem a estes modelos surgiu com a proposta do modelo de
desamparo aprendido, feita por Martin Seligman e Steven Maier, em 1967
(Guimaraes, 1999). Um modelo bastante empregado, e que guarda semelhanga
com o desamparo apreendido, € o teste do nado forgado (TNF) (Porsolt et al.,
1977), ou “desespero comportamental” que € comumente usado para detectar
drogas com propriedades antidepressivas. Neste teste, os animais sao
submetidos a um periodo de nado forcado em um espaco restrito, uma situacao
inescapavel de estresse. Os animais executam inicialmente movimentos vigorosos
na tentativa de escapar e depois de alguns minutos apresentam apenas pequenos

movimentos que o impegam de submergir, adotando uma postura de imobilidade



(Porsolt et al., 1977). Os antidepressivos agem reduzindo o tempo de imobilidade
dos animais.

Embora, os modelos animais de depressdo possam nao refletir exatamente
a sintomatologia da depressdo em humanos, mas parecem ter um alto valor na
investigacao de drogas antidepressivas (Willner, 1984). Alguns compostos com
propriedades antidepressivas, podem produzir resultados falsos positivos neste
teste, por aumentarem a atividade locomotora (Willner, 1984; Borsini e Meli,
1988). Desta forma, para se excluir a possibilidade que o efeito antidepressivo de
uma determinada droga que esteja sendo investigada, seja devido a um aumento
da atividade locomotora, os animais devem também ser submetidos ao teste do

campo aberto.



2. JUSTIFICATIVA

Os trabalhos anteriores permitem fazer as seguintes consideragdes: a) a
agmatina possui alta afinidade sobre os receptores a,-adrenérgicos e imidazolicos
(Li et al., 1994; Reis e Regunathan, 2000; Raasch et al., 2001); b) a administragcéo
aguda de agmatina (i.p. e i.c.v.) produziu efeito antidepressivo no TNF e TSC,
sem alterar a atividade locomotora (Zomkowski et al., 2002;); c) o efeito
antidepressivo da agmatina foi dependente do bloqueio do receptor NMDA e do
envolvimento de receptores ac-adrenérgicos (Zomkowski et al., 2002); d) apds
administragcao (via oral e subcutanea) durante 3 dias, altas concentragdes de
agmatina produziram um efeito antidepressivo (Li et al., 2003); €) em ensaios
utilizando células PC12 (“in vitro”), a agmatina apresentou um efeito citoprotetor,
possivelmente devido ao bloqueio de receptores NMDA (Li et al., 2003).

Assim, este trabalho pretende avaliar o envolvimento dos receptores
imidazdlicos e og-adrenérgicos na atividade antidepressiva da administragao
aguda de agmatina. Também sera avaliado se a administracdo crdnica de
agmatina produz efeito antidepressivo. A compreensao das vias € mecanismos

responsaveis pela acdo dos antidepressivos pode contribuir substancialmente



para o entendimento dos transtornos depressivos e para o desenvolvimento de

novas alternativas terapéuticas para o seu tratamento (Wong e Licinio, 2001).

3. OBJETIVOS

3.1. OBueTivo GERAL

Investigar o mecanismo de acgao antidepressiva da agmatina apos

administracao aguda e cronica.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar o envolvimento de receptores imidazolicos e az-adrenérgicos no
efeito antidepressivo da agmatina, administrada agudamente, no teste do nado
forcado;

- Verificar se o tratamento crénico com agmatina produz efeito

antidepressivo no TNF.



4. Materiais e METoDOS

4.1. DROGAS E REAGENTES

Neste trabalho foram utilizados os seguintes compostos: agmatina, ioimbina
e fluoxetina (Sigma Chemicals Co., USA); antazolina, clonidina, efaroxan,
idazoxan (Tocris, USA); MK-801 (RBI, USA) e moxonidina (Ely Lilly, Espanha).
Antazolina, efaroxan, idazoxan e moxonidina foram gentilmente fornecidos pelo
Dr. Antonio G. Garcia e Dra. Manuela G. Loépez, do Departamento de

Farmacologia da Universidade Auténoma de Madrid (Madri, Espanha).

4.2. ANIMAIS E TRATAMENTO

Foram utilizados camundongos Swiss de ambos os sexos, pesando 30-40 g
(60-80 dias de idade) mantidos com acesso livre a agua e comida, em ciclo
claro/escuro de 12/12 horas (07:00 - 19:00 horas, luzes ligadas) em temperatura
de 22-27°C. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade

Federal de Santa Catarina. Todas as observacdes foram feitas entre 09:00 e



16:00 horas, e cada animal foi utilizado somente uma vez. Todos os
procedimentos utilizados foram aprovados pela Comissdo de Etica do Uso de
Animais (CEUA), da UFSC.

As drogas utilizadas foram diluidas em salina e administradas nos animais
pela via intraperitoneal (i.p.) em um volume de 10 ml/kg de peso corporal (Eckeli
et al., 2000).

O tratamento agudo consistiu da administracdo de agmatina na dose de 10
mg/kg (i.p.), escolhida segundo os resultados obtidos por Zomkowski et al. (2002).
Esta dose foi utilizada nos experimentos nos quais foi verificada a reversdo do
efeito antidepressivo da agmatina (item 4.4.1.). Alternativamente, foi utilizada uma
dose sub-ativa de agmatina (0,001 mg/kg, i.p.) em experimentos nos quais foi
analisado um possivel efeito antidepressivo sinérgico da agmatina com agonistas
ou antagonistas farmacoldgicos (itens 4.4.2.; 4.4.3 e 4.4.4.).

O tratamento crénico consistiu da administragdo de salina (grupo controle),
agmatina (0,1; 0,3; 1 e 3 mg/kg, i.p.) ou fluoxetina (5 mg/kg, i.p.) durante 21 dias.
Estas doses foram selecionadas de acordo com os resultados publicados por Lee

et al. (2001) e Shirayama et al. (2002).

4.3. TESTES COMPORTAMENTAIS

Para verificar a atividade antidepressiva da agmatina, os animais foram

submetidos aos seguintes testes comportamentais:

4.3.1. TESTE DO NADO FORGADO



O tempo de imobilidade dos camundongos foi avaliado durante um periodo

de 6 minutos, em um cilindro plastico de 10 cm de diametro e 24 cm de altura

contendo 19 cm de altura de agua a temperatura de 25°C + 1°C de acordo com o

método descrito por Porsolt et al. (1977).

4.3.2. TESTE DO CAMPO ABERTO

Este teste foi aplicado nos animais que receberam tratamento crénico, com a
finalidade de excluir a possibilidade de que uma diminuicdo do tempo de
imobilidade no TNF (efeito antidepressivo), seja devido a um aumento na
atividade locomotora. Os camundongos foram submetidos a uma sesséo no teste
do campo aberto, como descrito por Rodrigues et al. (1996).

O teste foi realizado em caixa de madeira medindo 40x60x50 cm, com o
fundo dividido em 12 quadrados iguais. A parte frontal da caixa € de vidro, para
facilitar o trabalho do observador. O numero de quadrados cruzados com todas as
patas corresponde aos cruzamentos e € um parametro usado para avaliar a
atividade locomotora. Cada sesséao teve duragdo de 6 minutos (Rodrigues et al.,

1996).

4.4. ANALISE DO MECANISMO DE ACAO ANTIDEPRESSIVA DA AGMATINA ADMINISTRADA AGUDAMENTE



Com o objetivo de verificar o envolvimento dos receptores imidazoélicos e a,-
adrenérgicos na atividade antidepressiva da agmatina no TNF, foram feitas as

seguintes abordagens:

4.4.1 AVALIAQAO DO ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES IMIDAZOLICOS NA AGAO ANTIDEPRESSIVA

DA AGMATINA

Com a finalidade de verificar o efeito de antagonistas de receptores
imidazolicos sobre a acido antidepressiva da agmatina, os animais foram pré-
tratados com salina, efaroxan (1 mg/kg, i.p., antagonista de receptores
imidazolicos |1 e az-adrenérgicos; French, 1995; Martel et al., 1998), idazoxan
(0,06 mg/kg, i.p., antagonista de receptores imidazolicos |, e ap-adrenérgicos;
Raasch et al.,1999; Martel et al.,, 1998), e antazolina (5 mg/kg, i.p., ligante
imidazolico com alta afinidade por |, (Raasch et al., 1999) e com acgdo antagonista
em receptores NMDA e histaminérgicos Hs (Milhaud et al., 2000). Depois de 30
minutos, os animais foram tratados com salina ou agmatina (10 mg/kg, i.p.). Apos
30 minutos do tratamento, os animais foram submetidos ao teste do nado forcado

(TNF).

4.4.2 AVALIAQAO DO EFEITO ANTIDEPRESSIVO SINERGICO ENTRE AGMATINA E AGONISTAS

IMIDAZOLICOS |1 E 0.2-ADRENERGICOS



Para verificar um possivel efeito antidepressivo sinérgico entre a agmatina e
clonidina (agonista de receptores imidazélicos |1 e a-adrenérgicos; Piletz et al.,
2003) e entre agmatina e moxonidina (agonista de receptores imidazdlicos | e a.-
adrenérgicos; Ernsberger et al., 1993), os animais foram pré-tratados com salina
ou com uma dose sub-ativa de agmatina (0,001 mg/kg, i.p.). Apés 20 minutos, os
animais receberam injecao intraperitoneal de doses sub-ativas de clonidina (0,06
mg/kg; Redrobe e Bourin, 1998) ou de moxonidina (0,5 mg/kg). Apés 30 minutos,

0s animais foram submetidos ao TNF.

4.4.3. AVALIAGAO DO ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES (l2-ADRENERGICOS NO EFEITO

ANTIDEPRESSIVO SINERGICO DA AGMATINA E CLONIDINA

Com o objetivo de verificar a possivel reversdo do efeito antidepressivo

sinérgico entre agmatina e clonidina, pela ioimbina (um antagonista de receptores

og-adrenérgicos; Piletz et al., 1996), os animais foram pré-tratados com salina ou
ioimbina (1 mg/kg, i.p.).

Apos 20 minutos, o0s animais receberam inje¢gdes intraperitoneais
contralaterais de salina ou agmatina (0,001 mg/kg) e clonidina (0,06 mg/kg).

Decorridos 30 minutos, os animais foram submetidos ao TNF.

4.4.4. AVALIAGAO DO EFEITO ANTIDEPRESSIVO SINERGICO ENTRE AGMATINA ou MK- 801 com

LIGANTES IMIDAZOLICOS



Para verificar a possibilidade de um efeito antidepressivo sinérgico da
agmatina ou MK-801 com ligantes imidazdlicos no TNF, os animais receberam
injecoes intraperitoneais contralaterais de salina, agmatina (0,001 mg/kg, i.p.) ou
MK-801 (0,001 mg/kg, i.p.; antagonista ndao competitivo de receptores NMDA,;
Milhaud et al., 2000) com antazolina (5 mg/kg, i.p.; ligante imidazdlico, com alta
afinidade por receptores |, e com acado antagonista em receptores NMDA) ou
efaroxan (1mg/kg, i.p.; antagonista de receptores imidazdlicos |1 e ao-
adrenérgicos). Apos 30 minutos do tratamento, os animais foram submetidos ao

TNF.

Com o objetivo de verificar um possivel efeito antidepressivo sinérgico entre
a agmatina e MK-801, e confirmar que esta agdo ocorre pelo bloqueio dos
receptores NMDA, os animais foram pré-tratados com salina ou dose sub-ativa de
agmatina (0,001 mg/kg, i.p.). Decorridos 20 minutos, os animais foram tratados
com MK-801 em dose sub-ativa (0,001 mg/kg., i.p.). Apés 30 minutos, os animais

foram submetidos ao TNF.

4.5. EFEITO ANTIDEPRESSIVO DO TRATAMENTO CRONICO COM AGMATINA

Com a finalidade de investigar o efeito antidepressivo da agmatina quando
administrada cronicamente, os animais foram divididos em 6 grupos
experimentais e receberam durante 21 dias consecutivos, inje¢cdes diarias de
salina (grupo controle), agmatina (0,1; 0,3; 1 e 3 mg/kg, i. p.) ou fluoxetina (5
mg/kg, i.p.; Lee et al.,, 2001; Shirayama et al., 2002). Apdés 24 horas da ultima

injecao, os animais foram submetidos ao TNF ou TCA.



4.6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados através de analise de variancia (ANOVA) de
uma ou duas vias, conforme o protocolo experimental, seguido do teste post-hoc
de Duncan, quando apropriado. As diferencas entre os grupos foram
consideradas significativas quando p<0,05.

5. ResuLTADOS

5.1. INIBIQAO DO EFEITO ANTIDEPRESSIVO DA AGMATINA POR ANTAGONISTAS DE RECEPTORES

IMIDAZOLICOS

A Figura 1 mostra o efeito do pré-tratamento com efaroxan (1A, 1 mg/kg, i.p.,
antagonista de receptores ar-adrenérgicos e imidazdlicos |), idazoxan (1B, 0,06
mg/kg, i.p., antagonista de receptores a,-adrenérgicos e imidazdlicos |,) e
antazolina (1C, 5 mg/kg, i.p., ligante de receptores imidazélicos |, e antagonista de
receptores NMDA) na reducéo do tempo de imobilidade provocada pela agmatina
(10 mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo do
pré-tratamento [F (3,42)= 5,89; p<0,01], do tratamento [F (1,42)= 16,73; p<0,01];
bem como da interagdo entre o pré-tratamento e o tratamento [F (3,42)=7,50;
p<0,01]. O teste post hoc indicou que o efaroxan, o idazoxan e a antazolina

reverteram o efeito antidepressivo da agmatina.
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Figura 1. Efeito do pré-tratamento dos animais com (A) efaroxan (1 mg/kg,

i.p.), (B) idazoxan (0,06 mg/kg, i.p.) e (C) antazolina (5 mg/kg, i.p.) sobre a
reducdo do tempo de imobilidade causada pela agmatina (10 mg/kg, i.p.) no TNF.

Os resultados est



relacdo ao grupo controle (salina/salina), # p<0,01 em relagdo ao grupo

salina/agmatina.

5.2. EFEITO ANTIDEPRESSIVO SINERGICO ENTRE AGMATINA E AGONISTAS DE RECEPTORES

IMIDAZOLICOS |1 E Ol2-ADRENERGICOS

O efeito do pré-tratamento com agmatina (0,001 mg/kg, i.p., dose sub-ativa
no TNF) na reducdo do tempo de imobilidade de doses sub-ativas de clonidina
(0,06 mg/kg, i.p., agonista de receptores imidazdlicos |1 e a.-adrenérgicos) ou
moxonidina (0,5 mg/kg, i.p., agonista de receptores imidazdlicos |1 e ay-
adrenérgicos) no TNF esta mostrado na Figura 2. A ANOVA de duas vias revelou
um efeito significativo do pré-tratamento [F (1,39) = 46,6; p<0,01], do tratamento
[F (2,39) = 9,15; p<0,01] e da interagdo entre o pré-tratamento e o tratamento
[F (2,39) = 11,4; p<0,01]. O teste post hoc indicou que ocorreu efeito

antidepressivo sinérgico entre agmatina/clonidina e agmatina/moxonidina no TNF.
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Figura 2. Efeito antidepressivo sinérgico da agmatina (0,001 mg/kg, i.p.)
com clonidina (0,06 mg/kg, i.p.) ou moxonidina (0,5 mg/kg, i.p.) no TNF. Os
valores estdo expressos como média + e.p.m. (n = 8). ** p<0,01 em relacdo ao

grupo agmatina/salina.



5.3. REVERSAO DO EFEITO ANTIDEPRESSIVO SINERGICO DA AGMATINA E CLONIDINA POR ANTAGONISTA
DE RECEPTORES Ol2=ADRENERGICOS

A Figura 3 mostra o efeito do pré-tratamento com ioimbina (1 mg/kg,i.p.,
antagonista de receptores a-adrenérgicos) ou com salina sobre o tempo de
imobilidade dos animais tratados com agmatina (dose sub-ativa 0,001 mg/kg, i.p.)
e clonidina (dose sub-ativa 0,06 mg/kg, i.p., agonista de receptores imidazdlicos |
e az-adrenérgicos ). A ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo do pré-
tratamento [F (1,21) = 0,74 p= 0,39], do tratamento [F (1,21) = 16,09 p<0,01] e da
interagcdo entre o pré-tratamento e o tratamento [F (1,21) = 11,27 p<0,01]. O teste
post hoc indicou que o efeito antidepressivo sinérgico da agmatina/clonidina foi

revertido pelo pré-tratamento com ioimbina.
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Figura 3. Efeito do pré-tratamento dos animais com ioimbina (1 mg/kg, i.p.)

sobre a redugao do tempo de imobilidade causada pela agmatina (0,001 mg/kg,



i.p.) com clonidina (0,06 mg/kg, i.p.) no TNF. Os resultados estdo expressos como
média + e.p.m. (n = 5-8) **p<0,01 em relagdo ao grupo salina; # p<0,01 quando

comparado com os animais tratados com salina/agmatina + clonidina.

5.4. EsSTuDO DO EFEITO ANTIDEPRESSIVO SINERGICO ENTRE A AGMATINA E 0 MK-801 com LIGANTES

IMIDAZOLICOS

Na Figura 4 pode ser observado o efeito antidepressivo sinérgico do
tratamento dos animais com salina, ou agmatina (0,001 mg/kg, i.p., dose sub-
ativa) ou MK-801 (0,001 mg/kg, i.p., dose sub-ativa), administrados com efaroxan
(1 mgl/kg, i.p., dose sub-ativa) ou antazolina (5 mg/kg, i.p., dose sub-ativa), na
reducdo do tempo de imobilidade no TNF. A ANOVA de uma via revelou um efeito
significativo do tratamento [F (9,50) = 6,44, p<0,01]. O teste post hoc indicou

apenas um efeito antidepressivo sinérgico entre MK-801 e antazolina no TNF.
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Figura 4. (A) Efeito antidepressivo sinérgico da agmatina (0,001 mg/kg, i.p.)
com efaroxan (1 mg/kg, i.p.) ou antazolina (5 mg/kg, i.p.); (B) do MK-801 (0,001
mg/kg, i.p.) com efaroxan (1 mg/kg, i.p.) ou antazolina (5 mg/kg, i.p.) no TNF. Os



valores estdo expressos como média + e.p.m. (n = 6). **p<0,01 quando

comparado com o grupo salina/MK-801.

Na Figura 5 pode ser observado o efeito sinérgico do tratamento dos animais
com agmatina (0,001 mg/kg, i.p., dose sub-ativa) e MK-801 (0,001 mg/kg, i.p.,
dose sub-ativa) na reducdo do tempo de imobilidade no TNF. A ANOVA de uma
via revelou um efeito significativo do tratamento [F (3,23) = 15,36; p<0,01]. O teste
post hoc indicou que ocorreu efeito antidepressivo sinérgico entre agmatina e MK-

801 no TNF.
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Figura 5. Efeito antidepressivo sinérgico da agmatina (0,001 mg/kg, i.p.) e
MK-801 (0,001 mg/kg, i.p.) no TNF. Os valores estdo expressos como média +
e.p.m. (n=6-8). **p<0.01 em relagdo aos grupos salina/salina, salina/MK-801 e
agmatina/salina.



5.5. EFEITO ANTIDEPRESSIVO DA AGMATINA ADMINISTRADA CRONICAMENTE

A Figura 6 mostra o efeito do tratamento crénico durante 21 dias com salina,

agmatina (0,1; 0,3; 1 e 3 mg/kg, i.p.) e fluoxetina (5 mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA

de uma via revelou um efeito significativo do tratamento [F (5,47) = 3,04, p<0,05].

O teste post hoc indicou um efeito antidepressivo da agmatina administrada

cronicamente nas doses 0,3; 1 e 3 mg/kg e fluoxetina (5 mg/kg, i.p.) no TNF.
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Figura 6. Efeito do tratamento crénico (21 dias) com agmatina (0,1 a 3

mg/kg, i.p.) e fluoxetina (5 mg/kg, i.p.), na redugcédo do tempo de imobilidade no

TNF. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. (n = 5-8). *p<0,05, **

p<0,01, quando comparados com o grupo salina (controle, C).



5.6. AVALIA(}AO DA ATIVIDADE MOTORA DE ANIMAIS TRATADOS CRONICAMENTE COM AGMATINA

A Figura 7 mostra que a agmatina (0,1; 0,3; 1 e 3 mg/kg, i.p.) administrada

cronicamente durante 21 dias, ndo provocou alteracdo na atividade locomotora

dos animais, quando avaliados no teste do campo aberto (TCA), uma vez que a

ANOVA de uma via indicou o seguinte resultado [F (5,30) = 0,69 ; p = 0,63].
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Figura 7. Efeito do tratamento crénico (21 dias) com agmatina (0,1 a 3

mg/kg, i.p.) e fluoxetina (5 mg/kg., i.p.) no numero de cruzamentos no teste do

campo aberto (TCA). Os animais foram submetidos ao teste, 24 horas apds a

ultima injegdo de agmatina ou fluoxetina. Os valores estdo expressos como média

+e.p.m. (n =5-7) (p = 0,63) quando comparado com o grupo controle tratado com

salina (C).



6. Discussio

Neste estudo, a agmatina apresentou um efeito antidepressivo no teste do
nado forcado (TNF) apds administracdo aguda e crénica (21 dias), o que esta de
acordo com os resultados anteriores obtidos por Zomkowski et al. (2002) e Li et al.
(2003). Zomkowski e colaboradores (2002) demonstraram pela primeira vez, que
o tratamento agudo de camundongos com agmatina (por via intraperitonial ou
intracerebroventricular) produziu um efeito antidepressivo no teste do nado
forcado (TNF). Posteriormente, Li et al. (2003) mostraram que o tratamento por
via oral ou subcutdneo com agmatina durante trés dias produziu um efeito
antidepressivo no TNF.

O TNF é um modelo amplamente utilizado e aceito para testar novas drogas
antidepressivas, porque € sensivel a todas as principais classes de drogas, como
os antidepressivos triciclicos, inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e
inibidores da MAO (Porsolt et al., 1977; Steru et al., 1985). Além disso, este teste
apresenta grande reprodutibilidade e é de facil aplicabilidade (Cryan et al., 2002).
No TNF, os animais sao submetidos a um periodo de nado forcado em um
espaco restrito, uma situacado inescapavel de estresse. Os animais executam
inicialmente movimentos vigorosos na tentativa de escapar e depois de alguns
minutos apresentam apenas pequenos movimentos que o impegam de submergir,
adotando uma postura de imobilidade (Porsolt et al., 1977). Os antidepressivos
reduzem o tempo de imobilidade dos animais (Porsolt et al., 1977; Steru et al.,

1985).



Os modelos animais de depressdao ndo refletem exatamente a
sintomatologia da depressdo em humanos, mas eles tem um alto valor na
investigacao de drogas antidepressivas e ainda varios estudos mostraram que sua
efetividade se correlaciona significativamente com o potencial clinico destas
drogas (Willner, 1984).

O TNF foi o teste escolhido para avaliar o mecanismo de agao da agmatina,
neste estudo, utilizando agonistas e antagonistas farmacoldgicos. O teste do
campo aberto (TCA) foi utilizado neste trabalho para verificar se a agmatina
administrada cronicamente provocava alteracédo na atividade locomotora.

As drogas que aumentam a atividade locomotora podem produzir resultados
positivos no TNF e seriam rejeitados como antidepressivos. No entanto algumas
drogas como o bupropion, nomifensina e amineptina s&o antidepressivos
utilizados na clinica, e aumentam a atividade locomotora dos animais (Borsini e
Meli, 1988). Neste estudo, o efeito antidepressivo da agmatina administrada
cronicamente nao esta associado a nenhum efeito motor, pois as doses em que a
agmatina demonstrou atividade antidepressiva nao afetaram significativamente a
locomogcdo no teste do campo aberto. Este resultado indica que o efeito
antidepressivo induzido pela agmatina é especifico. Este resultado é semelhante
ao obtido por Zomkowski et al. (2002) apds administragao aguda de agmatina.

Zomkowski et al. (2002) mostraram que o efeito antidepressivo da agmatina
€ dependente do bloqueio do receptor NMDA e da inibicdo da NOS, além de
envolver interagdo com receptores a,-adrenérgicos. O presente estudo se propés

a ampliar estes dados testando a hipétese do envolvimento de receptores



imidazodlicos e reforcando com resultados o envolvimento dos receptores op-
adrenérgicos no efeito antidepressivo da agmatina no TNF.

Para avaliar o envolvimento de receptores imidazodlicos e a.-adrenérgicos no
efeito antidepressivo da agmatina, foram utilizados os seguintes antagonistas:
efaroxan (antagonista de receptores imidazodlicos |1 e ax-adrenérgicos; French,
1995; Martel et al., 1998), idazoxan (antagonista de receptores imidazdlicos |, e
ar-adrenérgicos; Raasch et al., 1999; Martel et al., 1998) e antazolina (ligante
imidazolico com afinidade preferencial por I, (Raasch et al., 1999) e antagonista
de receptores NMDA [Milhaud et al., 2000]).

O efaroxan, foi capaz de reverter o efeito antidepressivo da agmatina no
TNF. Varios trabalhos tém demonstrado que a agmatina possui alta afinidade
pelos receptores ar-adrenérgicos e pelos receptores imidazolicos |1 e I, (Li et al.,
1994; Reis e Regunathan, 2000; Raasch et al., 2001). Desta forma, a reversao do
efeito antidepressivo da agmatina pelo efaroxan poderia estar ocorrendo tanto por
interagdo com os receptores | imidazélicos quanto com os az-adrenérgicos. Tem
sido postulado que receptores imidazdlicos, entre outras funcdes, possam atuar
modulando a depressao e a nocicepg¢ao (Boronat et al., 1998; Halaris e Piletz,
2001). Estudos realizados em pacientes com depressao unipolar tém revelado um

aumento de receptores imidazdlicos |y em plaquetas (Halaris et al., 1999).

Este estudo demonstrou que o idazoxan, também foi capaz de reverter o
efeito antidepressivo da agmatina no TNF. Este resultado sugere que esta
reversiao possa estar ocorrendo por interagdo com os receptores |, imidazdlicos

e/ou as-adrenérgicos. Funcionalmente o sitio de ligagao |, tem sido caracterizado



como um regulador da enzima monoamina oxidase (MAO) e assim, poderia

produzir atividade antidepressiva (Raasch et al., 2001).

No entanto, os compostos BU 224, BU 239 e BDF 8082, ligantes com
afinidade seletiva para receptores |, ndo produziram efeito antidepressivo
isoladamente ou em combinagdo com uma dose sub-ativa de imipramina no TNF
(O'Neill et al., 2001). Entretanto, Diaz et al. (1997) demonstraram que o efeito
antinociceptivo induzido pelo BU 224, foi completamente revertido pelo idazoxan e
apenas parcialmente revertido pela ioimbina (antagonista de receptores a.-
adrenérgicos). Outro estudo mostrou que o efeito antinociceptivo induzido pela
agmatina n&o foi bloqueado pela ioimbina (Hou et al., 2003). Estudos recentes
mostraram que a administragdo crénica de idazoxan em pacientes com depressao
bipolar produziram uma resposta antidepressiva com 50% de reducdo na escala
de avaliagdo de depressao de Hamilton (Grossman et al., 1999). Estes resultados
compararam-se favoravelmente com o bupropion, que tem um papel especifico no

tratamento de pacientes com depressao bipolar (Potter, 1998).

O resultado obtido neste estudo, associado aos dados descritos na literatura,
sugerem que a reversao do efeito antidepressivo da agmatina pelo idazoxan,
provavelmente esteja ocorrendo via receptores a.-adrenérgicos, mas nao deve ser
descartada a hipdétese da participacdo dos receptores |, imidazolicos. Outros
experimentos poderiam vir a clarear e oferecer informagdes definitivas sobre o
envolvimento destes receptores na atividade antidepressiva da agmatina. Talvez
isto poderia ser realizado com a utilizagdo de um antagonista especifico para

receptores imidazdlicos I,, sem efeito sobre os ar-adrenérgicos.



Neste estudo também foi demonstrado que o pré-tratamento dos animais
com antazolina reverteu o efeito antidepressivo da agmatina no TNF. Milhaud et
al. (2000) demonstraram que a antazolina, além de ter afinidade sobre receptores
imidazodlicos |,, pode bloquear ndo competitivamente os receptores NMDA em
cultura de neurbnios cerebelares. Desta forma, a reversdo do efeito
antidepressivo da agmatina pela antazolina no TNF, sugere a participagdo de
receptores imidazodlicos nesta reversao, assim como o envolvimento de receptores

NMDA.

Portanto, o conjunto destes resultados sugere que a reversao do efeito
antidepressivo da agmatina induzido pelo efaroxan, idazoxan e antazolina, possa
estar ocorrendo pela interagdo com os receptores imidazdlicos, a,-adrenérgicos,

bem como os NMDA.

Com o objetivo de investigar o envolvimento dos receptores a,-adrenérgicos
e receptores imidazdlicos, foi realizado um experimento para avaliar o efeito

antidepressivo sinérgico da agmatina utilizando dois agonistas de receptores

imidazdlicos e op-adrenérgicos, a clonidina e a moxonidina. Os resultados
mostraram um efeito antidepressivo sinérgico destes agonistas com a agmatina.
Deve ser ressaltado que o efeito antidepressivo sinérgico da agmatina com a
clonidina foi melhor do que o da agmatina com a moxonidina. A clonidina, um
agonista com alta afinidade por receptores ar-adrenérgicos, também possui
afinidade quase equivalente para receptores imidazdlicos |1. A moxonidina possui
aproximadamente 40 vezes mais afinidade aos receptores imidazodlicos |1 do que

aos receptores ar-adrenérgicos. Entretanto, a clonidina é apenas quatro vezes

mais seletiva para receptores |i imidazdlicos, quando comparado aos oe-



adrenérgicos (Ernrsberger et al.,, 1993). Com base nestas afinidades, seria
esperado que a moxonidina atuasse preferencialmente em receptores I
imidazolicos e se apresentasse aproximadamente duas a trés vezes menos

potente que a clonidina (Shannon e Lutz, 2000).

O envolvimento de receptores a.-adrenérgicos na fisiopatologia da
depressao é reforcado pelo fato de que os antagonistas destes receptores
possuem um maior efeito em individuos com depressdo do que em individuos

normais, aumentando a atividade do eixo hipofise-pituitaria-adrenal (HPA), o que

sugere uma hipersensibilidade dos receptores a.-adrenérgicos pds-sinapticos em
individuos deprimidos (Price et al., 1986). O envolvimento de receptores a.-
adrenérgicos na depressao apresentam resultados aparentemente contraditérios,
demonstrando alteracdes tanto de diminuicdo como de aumento da densidade
destes receptores (Piletz et al., 1994).

Para confirmar a participacao dos receptores op-adrenérgicos na atividade
antidepressiva da agmatina no TNF, um outro experimento foi realizado e os
resultados mostraram que o efeito antidepressivo sinérgico da agmatina/clonidina
foi revertido pela ioimbina (antagonista de receptores a.-adrenérgicos). Estes
dados estéo de acordo com os resultados obtidos por Zomkowski et al. (2002), os
quais demonstraram que a redugdao no tempo de imobilidade induzida pela
agmatina no TNF foi prevenida pela ioimbina, indicando o envolvimento de
receptores a.-adrenérgicos na sua acdo. A clonidina reduziu o tempo de
imobilidade de camundongos no TNF e o seu efeito antidepressivo foi bloqueado
pela ioimbina, por um efeito mediado por receptores a-adrenérgicos (O’Neill et

al.,, 2001). Yesilyurt e Uzbay (2001) em estudo recente mostraram que a



capacidade da agmatina em potencializar o efeito analgésico induzido pela
morfina, foi também bloqueado pela ioimbina, indicando que, também neste caso,
a agmatina atua por um mecanismo mediado por receptores a,-adrenérgicos.
Além disso, Onal e Soykan (2001) também demonstraram que a ioimbina foi
capaz de bloquear o efeito analgésico da agmatina, na segunda fase do teste da
formalina em camundongos. Também, Demehri et al. (2003) demonstraram que a
ioimbina bloqueou o efeito anticonvulsivo produzido pela agmatina. Lavinsky et al.

(2003) demonstraram que a agmatina (20 - 40 mg/kg, via oral) produziu um efeito

ansiolitico moderado através da ativagao receptores a-adrenérgicos. Grossman
et al. (1999) realizaram um estudo sobre a utilizagdo de antagonistas de

receptores a.-adrenérgicos para o tratamento da depresséao bipolar.

Pela analise dos resultados, parece mais evidente a participacdo dos
receptores ap-adrenérgicos na atividade antidepressiva da agmatina no TNF.
Entretanto, ndo se pode descartar a possibilidade da agmatina estar atuando, pelo

menos em parte, também sobre receptores imidazalicos |i.

A auséncia de efeito antidepressivo sinérgico da agmatina com o efaroxan,

ambos administrados em doses sub-ativas, pode ser devido ao fato do efaroxan

atuar como antagonista em receptores imidazdlicos |1 e ay-adrenérgicos, ao
contrario da agmatina que parece atuar como um agonista nestes receptores.

Os resultados deste estudo também mostraram que ndo houve um efeito
antidepressivo sinérgico nos animais tratados simultaneamente com agmatina e
antazolina no TNF. Por outro lado, um efeito antidepressivo sinérgico entre o MK-
801, antagonista ndo competitivo de receptores NMDA, e a antazolina foi

observado. Algumas hipoteses poderiam sugerir explicagbes para a auséncia de



efeito sinérgico entre a agmatina e a antazolina no TNF: a) estes ligantes estariam
atuando em sitios modulatérios diferentes no receptor NMDA; b) as doses
utilizadas poderiam néao ter sido suficientes para fornecer uma resposta efetiva.
Vale ressaltar que a auséncia deste sinergismo também foi observada em um
grupo independente de animais que foram pré-tratados com antazolina 20 minutos
antes da administracdo de agmatina (dados nao mostrados).

O efeito antidepressivo sinérgico da agmatina com MK-801, administrados
em doses sub-ativas, reforca a hipotese da inibicado dos receptores NMDA como
um mecanismo da agdo antidepressiva da agmatina no TNF. Este resultado
estende os dados obtidos por Zomkowski et al (2002) que indicaram a
participagdo destes receptores na acdo antidepressiva desta amina. Nesse
estudo, ndo foi observado um efeito aditivo da agmatina e MK-801. Como a
agmatina foi administrada em dose ativa (10 mg/kg, i.p.) antes do MK-801 (0,01
mg/kg, i.p.), ela poderia ter bloqueado o receptor NMDA, impedindo a ligagdo do
MK-801 dentro do canal. Portanto, poderia se esperar, neste protocolo
experimental, que o efeito antidepressivo aditivo ou sinérgico nao fosse
observado. E bem conhecido que o MK-801 liga-se ao receptor NMDA ativado
(Javitt e Zukin, 1989), agindo em um sitio localizado dentro do poro do canal, de
forma semelhante ao demonstrado para a agmatina (Yang e Reis, 1999). Nossos
resultados reforcam a idéia de que a agmatina pode exercer seu efeito
antidepressivo por bloquear a ativagcdo do receptor NMDA.

De modo geral os efeitos terapéuticos das drogas antidepressivas se tornam
evidentes apenas apds a administracdo continuada por cerca de 3 a 6 semanas

(Yadid et al., 2000; Wong e Licinio, 2001; Nowak et al., 2003). Como



consequéncia, um dos efeitos indesejados do tratamento prolongado é a
tolerdncia que estes compostos podem apresentar. Assim, foi realizado um
experimento para verificar se a administragao crénica de agmatina, assim como
os antidepressivos, poderia reduzir o tempo de imobilidade dos animais no TNF.

Neste experimento, foi utilizado como controle positivo, um inibidor da
recaptacdo de serotonina, a fluoxetina, um dos agentes terapéuticos mais
frequentemente usados. Em estudo recente, o uso cronico de antidepressivos
provocou modificagdes morfoldgicas em diversos sistemas cerebrais (Santarelli et
al., 2003). Graeff e Guimardes (1996) mostraram que o uso prolongado de
antidepressivos produz varias alteragdes no sistema serotonérgico.

Os resultados deste trabalho revelaram que o tratamento dos camundongos
por 21 dias consecutivos com agmatina nas doses 0,3; 1 e 3 mg/kg (i.p.) e
fluoxetina (5 mg/kg i.p.) produziram reducdes significativas no tempo de
imobilidade no TNF. Embora a agmatina administrada cronicamente tenha
manifestado efeito antidepressivo nas doses de 0,3, 1 e 3 mg/kg, i.p., a maior
reducao do tempo de imobilidade dos camundongos no TNF foi observada na
dose 1 mg/kg, apresentando uma curva dose-resposta em forma de "U". Li et al.
(2003) demonstraram que animais pré-tratados (por via oral e subcutanea)
durante trés dias com altas concentragdes de agmatina apresentaram redugao na
imobilidade no TSC e no TNF. Estes autores também mostraram que o efeito
antidepressivo da agmatina foi dependente da dose em forma de “U” e ndo afetou
a atividade locomotora (Li et al., 2003). A administragdo aguda de agmatina
também mostrou um efeito antidepressivo dependendo da dose em forma de “U”

no TSC (Zomkowski et al., 2002).



Como conclusao deste estudo, foi confirmada a participacdo dos receptores
ar-adrenérgicos e dos receptores NMDA, no efeito antidepressivo da agmatina,
embora também nao possa ser descartado o possivel envolvimento de receptores
imidazdlicos. Além disso, estes resultados confirmam e estendem os dados
existentes na literatura, mostrando que a agmatina administrada cronicamente
apresenta um efeito antidepressivo. Estes dados ainda fornecem subsidios para

que novos mecanismos do efeito antidepressivo da agmatina sejam investigados.



. CoNncLUSOES

A administragdo aguda de agmatina produz efeito antidepressivo no teste do

nado forcado em camundongos, que foi revertido pelo efaroxan e idazoxan,

indicando o envolvimento de receptores imidazdlicos e a.-adrenérgicos;

O efeito antidepressivo da agmatina foi revertido pela antazolina, sugerindo a

participacao de receptores imidazélicos e de NMDA;

A redugdo do tempo de imobilidade induzida pela administracdo de
agmatina/clonidina e agmatina/moxonidina, indicam a participagdo dos

receptores imidazolicos |1 e az-adrenérgicos;

O efeito antidepressivo sinérgico da agmatina/clonidina foi revertido pela

ioimbina, indicando o envolvimento de receptores a,-adrenérgicos;

A redugao do tempo de imobilidade no TNF induzida pela administracdo de
MK-801/antazolina e agmatina/MK-801, indicam o envolvimento de receptores

NMDA;

A administracdo crénica, durante 21 dias, de agmatina e fluoxetina produz

efeito antidepressivo no TNF, sem alterar a atividade locomotora.
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