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Resumo

A agmatina é uma amina enddégena presente no cérebro que apresenta, dentre
outras agdes, um efeito antidepressivo e neuroprotetor, por mecanismos ndo bem
conhecidos. Neste trabalho foi investigado: i) o efeito do tratamento crénico (21
dias) de camundongos com agmatina na expressdo de proteinas neuroprotetoras
(BDNF, Bcl2 e calbindina-28K); ii) as vias de sinalizag&o celular envolvidas na acéo
antidepressiva aguda da agmatina e fluoxetina; iii) a participacdo das vias de
proteinas quinases na liberacdo de glutamato sinaptossomal induzida pela
agmatina. O tratamento crbénico com agmatina (1 e 3 mg/kg, i.p.) induziu um
aumento na expressao das proteinas Bcl2 (no cerebelo) e de calbindina-28K (no
hipocampo e cerebelo), mas nao afetou a expressao de BDNF. A redugao do tempo
de imobilidade causada pela administracdo aguda de agmatina (10 mg/kg, i.p.) no
teste do nado forcado (TNF) em camundongos foi prevenido pelo pré-tratamento
(i.c.v.) dos animais com PD98059 (inibidor da via MAPK/ERK), KN-62 (inibidor da
CaMKIl) e queleritrina (inibidor da PKC), mas nao pelo H-89 (inibidor da PKA). O
efeito antidepressivo da fluoxetina (32 mg/kg, i.p.) no TNF foi revertido pelo pré-
tratamento com H-89, PD98059 e queleritrina, mas ndo pelo KN-62. O teste do
campo aberto mostrou que os efeitos dos inibidores de proteinas quinases na acao
anti-imobilidade produzida pela agmatina e fluoxetina, ndo foram devido a
alteracdes na atividade locomotora dos animais. Agmatina (100, 300 e 1000 uM)
induziu a liberagado de glutamato em sinaptossomas corticais de camundongos, de
modo dependente da concentracido e do tempo de incubacéo. H89, PD98059 e KN-
62, mas nao queleritrina, estauroporina e LY204002 bloquearam a liberacdo de
glutamato provocada por agmatina (1000 uM). Em conjunto, estes dados indicam
que o tratamento crénico com agmatina induz a expressdo da proteina
neuroprotetora calbindina-28K. Os resultados também sugerem que o efeito
antidepressivo agudo da agmatina parece envolver a participagcdo das vias de
sinalizacdo mediadas por MAPK/ERK, CaMKIl e PKC. No efeito antidepressivo da
fluoxetina parecem estar envolvidas as vias de sinalizacdo celular da PKA,
MAPK/ERK e PKC. Além disso, os dados sugerem que a agmatina induz a
liberagdo de glutamato sinaptossomal através da ativagdo das vias de sinalizagédo
da PKA, MAPK/ERK e CaMKIl.
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Abstract

Agmatine is an endogenous amine, present in the brain, that has been reported to
produce antidepressant-like and neuroprotective effects, through mechanisms that
are still not clear. In this work we investigated: i) the effect of chronic treatment (21
days) of mice with agmatine on the expression of neuroprotective proteins (BDNF,
Bcl2 and calbindin-28K); ii) the cellular signaling pathways involved in the acute
antidepressant-like action of agmatine and fluoxetine; iii) the involvement of protein
kinases signaling in the synaptosomal glutamate release induced by agmatine.
Chronic administration of agmatine (1 and 3 mg/kg, i.p.) increased the Bcl2 (in
cerebellum) and calbindin-28K (in hippocampus and cerebellum) content, without
affecting BDNF expression. The immobility time in the forced swimming test (FST) in
mice was reduced by acute administration of agmatine (10 mg/kg, i.p.). This
antidepressant-like effect was prevented by the pretreatment (i.c.v.) of mice with
PD98059 (a MAPK/ERK inhibitor), KN-62 (a CaMKII inhibitor) and chelerythrine (a
PKC inhibitor), but not with H-89 (a PKA inhibitor). The anti-immobility effect of
fluoxetine in the FST was reversed by the pretreatment with H-89, PD98059 and
chelerythrine, but not with KN-62. The reversal of the agmatine and fluoxetine
antidepressant-like effects by these protein kinases inhibitors was not due to any
alteration in the locomotor activity of mice, as assessed in the open-field test.
Agmatine (100, 300 and 1000 uM) evoked a synaptosomal glutamate release in a
dose and time-dependent manner. H89, PD98059 e KN-62 but no chelerythrine,
staurosporine and LY204002 blocked the agmatine-induced glutamate release. In
conclusion, our findings indicate that chronic treatment with agmatine increases the
expression of the neuroprotective protein calbindin-28K. Moreover, our results
suggest the involvement of MAPK/ERK, CaMKIl and PKC in the acute
antidepressant-like effect of agmatine. In addition, the acute antidepressant-like
effect of fluoxetine seems to be dependent of PKA, MAPK/ERK and PKC. Finally,
our data suggest the involvement of PKA, MAPK/ERK and CaMKIl in the

synaptosomal glutamate release induced by agmatine.
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1. Introducao

1.1. Depressao

A depressao tem origem devido a uma complexa interacdo de
suscetibilidade mudltipla a fatores genéticos e ambientais. A expressao fenotipica
dessa doenga inclui ndo apenas episddios e freqlentes disturbios profundos de
humor, mas também um conjunto de anormalidades cognitivas, motoras,
autonOémicas, endécrinas e no ciclo sono/vigilia (Manji et al., 2003). A despeito do
profundo efeito que a depresséo tem sobre a vida de milhées de pessoas, ainda
existem poucas informacgbes sobre sua etiologia e patofisiologia (Maniji et al., 2003).
Tem sido proposto que os transtornos depressivos, possam resultar da disfungao
de varios neurotransmissores ou sistemas metabdlicos (Duman et al.,, 1997;
Skolnick, 1999; Maniji et al., 2001a, 2003). Estudos basicos e clinicos tém levado a
varias hipoteses sobre o mecanismo de acdo dos antidepressivos e da
fisiopatologia da depressdao, que tem focalizado alteracbes nos niveis das
monoaminas e de seus receptores (Duman et al., 1997). A hipdtese
monoaminérgica postula que a depressao resulta de uma deficiéncia de serotonina,
ou noradrenalina, ou de receptores ineficientes (Mann e Kapur, 1995; Wong e
Licinio, 2001). Assim, drogas com acgao antidepressiva bloqueiam a recaptacao de
serotonina e/ou noradrenalina, aumentando a concentracdo das mesmas na fenda
sinaptica (Baldessarini, 1996). Contudo, apesar do aumento nos niveis de
monoaminas ocorrer quase que imediatamente apds o inicio do tratamento, os
efeitos terapéuticos dos antidepressivos se manifestam somente apds algumas
semanas de tratamento (Wong e Licinio, 2001). A resposta para esta questdo ainda

nao é clara, mas sabe-se que o tratamento com antidepressivos aumenta os niveis
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de monoaminas no cérebro e ativa mecanismos de transdugao de sinal envolvendo
segundo mensageiros o que resulta em alteragdes na expressédo de genes (Lesch,
2001).

Evidéncias de neuroimagem e estudos post-mortem mostraram que o0s
transtornos de humor severos, 0os quais tém sido conceituados como transtornos
neuroquimicos, sdo associados com a diminuicdo da plasticidade celular (Manji et
al.,, 2003). Estudos pré-clinicos tém demonstrado que os principais fatores
envolvidos na sinalizagdo neurotréfica: a proteina ligante ao elemento responsivo
ao AMP. (CREB), o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), a proteina anti-
apoptética Bcl2 e as proteinas quinases ativadas por mitdégenos (MAPKSs), sao
alvos, a longo prazo, de agentes antidepressivos (Altar, 1999; Maniji et al., 2003).
Isto sugere que o tratamento antidepressivo providencia tanto suporte tréfico como
neuroquimico, que serve para aumentar e manter a conectividade sinaptica normal,
permitindo a sinalizagdo quimica para restabelecer o funcionamento cerebral
normal. Para os pacientes refratarios, as drogas que direta ou indiretamente
alteram os niveis de monoaminas, podem ter um beneficio limitado, visto que, a
depressdo envolve além das monoaminas, alteragbes na conectividade normal

(Manii et al., 2003).

1.2. Agmatina e depressao

A agmatina foi primeiramente descoberta em 1910, por Kossel e é
conhecida com um intermediario no metabolismo de poliaminas de varias bactérias,
fungos, parasitas, plantas e invertebrados marinhos, onde as poliaminas tém uma
importante funcdo no crescimento celular. A agmatina é sintetizada pela
descarboxilacdo da L-arginina pela arginina descarboxilase (ADC) e hidrolisada

para putrescina e uréia pela agmatinase (Tabor e Tabor, 1984; Grillo e Colombatto,
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2004). Até meados de 1990, acreditava-se que a agmatina, a enzima arginina
descarboxilase (ADC) e a agmatinase nao fossem encontradas em mamiferos. Em
1994, através de uma pesquisa para um ligante endégeno para o sitio de ligagao
imidazodlico (l), uma molécula foi isolada do encéfalo de mamiferos, a qual foi
identificada como agmatina (Li et al., 1994). A ADC e, subseqiientemente, a
agmatinase foram, também, identificadas no encéfalo de mamiferos (Sastre et al.,
1996). Alguns autores demonstraram que a agmatina ndo estava presente apenas
no encéfalo, mas também era amplamente distribuida em tecidos e principalmente
no estdbmago e no soro (Raasch et al., 1995; Feng et al., 1997). Ela também foi
detectada na medula espinhal, indicando um possivel papel de modulador
endogeno na regulagéo da dor (Fairbanks et al., 2000).

Neste sentido, a agmatina pode ser considerada como um novo
neurotransmissor/neuromodulador no sistema nervoso central (SNC) (Reis e
Regunathan, 2000). Além disso, possui um sitio ligante, sua sintese ocorre no
encéfalo, € estocada em vesiculas sinapticas em diferentes neurdnios com
distribuicdo seletiva no SNC, acumulada por recaptacido, liberada mediante
despolarizagdo e inativada por recaptacdo seletiva ou degradada pela enzima
agmatinase (Reis e Regunathan, 2000; Raasch et al., 2001; Berkels et al., 2004).
Os neurbnios que contém agmatina estdo localizados em regides cerebrais
relacionadas com o controle visceral e neuroenddcrino, processamento das
emocodes, percepcdo da dor e cognicao (Reis e Regunathan, 2000). Através de
técnicas de imunohistoquimica, utilizando anticorpos especificos para a agmatina,
foi demonstrado que ela estda amplamente distribuida no cérebro de ratos,
principalmente no coértex cerebral, tronco encefalico, mesencéfalo, talamo e
hipotalamo (Otake et al., 1998).

Varios autores demonstraram que a agmatina possui alta afinidade aos

receptores ap-adrenérgicos e imidazolicos (Li et al.,, 1994; Reis e Regunathan,
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2000; Raasch et al., 2001; Santos et al., 2005). Os receptores imidazdlicos, uma
nova familia de receptores ndo adrenérgicos, estdo presentes no encéfalo,
especialmente no sistema limbico, plaquetas e outros 6rgaos (Halaris e Piletz,
2001). Tem sido demonstrado que estes receptores, entre outras fungdes, podem
atuar modulando a depressao e a nocicepgao (Halaris e Piletz, 2001).

Alguns trabalhos demonstraram que a agmatina também é capaz de
bloquear os receptores glutamatérgicos do subtipo NMDA e outros canais idnicos
ativados por ligantes (ex. receptor nicotinico e 5-HT; ativado pela acetilcolina e
serotonina, respectivamente), bem como inibir a enzima 6xido nitrico sintase (NOS)
(Gilad e Gilad, 2000; Reis e Regunathan, 2000; Weng et al., 2003).

Também ¢é importante salientar que a agmatina apresenta varias acdes
farmacoldgicas; entre elas a capacidade de estimular a liberagdo de insulina das
ilhotas de Langerhans pancreaticas, promover a liberacdo de adrenalina e
noradrenalina das células cromafins da glandula adrenal, além de fungées em nivel
gastrointestinal e um importante papel no controle da pressado arterial (Reis e
Regunathan, 2000; Raasch et al., 2001).

No SNC, a agmatina apresenta propriedades antinociceptiva (Santos et al.,
2005), ansiolitica (Lavinsky et al., 2003) e anticonvulsante (Feng et al., 2005). Além
disso, o papel da agmatina na modulagédo do humor tem sido sugerido por estudos
pré-clinicos (Zomkowski et al., 2002; 2004; 2005, Li et al., 2003) e clinicos (Halaris
et al., 1999).

Halaris et al. (1999) observaram que a concentragcdo plasmatica de
agmatina era elevada em pacientes com depressdo e que o tratamento com o
antidepressivo bupropion normalizava os niveis de agmatina. Além disso,
Zomkowski e colaboradores (2002) demonstraram que a agmatina administrada
sistémica e centralmente foi efetiva em produzir um efeito antidepressivo quando

avaliada no teste do nado forgado (TNF) e no teste da suspensao da cauda (TSC).
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A administracao oral e sub-cutanea de agmatina em camundongos e ratos, também
produziu um efeito antidepressivo (Li et al., 2003). Mais recentemente, Zomkowski e
colaboradores (2002) demonstraram que o efeito antidepressivo agudo da agmatina
seria mediado, ao menos em parte, por uma interagdo com os subtipos de
receptores serotonérgicos 5-HTa15 € 5SHT2a € ap-adrenérgicos (Zomkowski et al.,

2002).

1.3. Antidepressivos e proteinas neuroprotetoras

Ainda n&o é conhecido se a atrofia hipocampal no cérebro de individuos
com depressao constitui a causa ou a consequencia da depressdo (Lenox et al.,
2002). A expressao de fatores neurotréficos com agao neuroprotetora é importante
para reduzir a morte celular observada no cérebro de pacientes depressivos (Eilat
et al., 1999; Drevets, 2001; Beyer e Krishnan 2002).

A agmatina apresenta efeito neuroprotetor, reduzindo a perda de neurdnios
do hipocampo (Gilad et al., 1996; 2005; Gilad e Gilad, 2000), cértex e da area de
infarto cerebral (Kim et al., 2004) em modelos de isquemia em roedores. Também
reduziu a toxicidade do glutamato em culturas de neurbnios cerebelares (Olmos et
al., 1999). Estes efeitos parecem estar associados com a redugcédo dos niveis de
6xido nitrico (NO) e da atividade da 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) (Gilad et
al., 1996; Li et al., 2003; Kim et al., 2004). A capacidade da agmatina em bloquear
os receptores NMDA e canais ibnicos, como os canais de calcio dependentes de
voltagem na neurohipéfise contribui para a neuroprotecdo da agmatina (Reis e
Regunathan, 2000; Wang et al., 2002). Li e colaboradores (2003) também
demonstraram que o tratamento com agmatina produziu neuroprotegao “in vitro”. O

pré-tratamento de células PC12 com agmatina protegeu-as da morte celular pela
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toxicidade do NMDA. Apdés o tratamento com agmatina, os niveis de Ca®'
intracelular induzido pelo NMDA foram reduzidos, além de provocar o aumento das
monoaminas norepinefrina, epinefrina ou dopamina em células PC12 (Li et al.,
2003).

O tratamento de ratos com os antidepressivos desipramina e fluoxetina
(Prozac) induzem a expressdo de fatores neurotroficos, como o BDNF, a
neurotrofina mais abundante do SNC, no hipocampo e cortex (Siuciak et al., 1997,
Altar, 1999; Lang et al., 2004). As neurotrofinas sdao uma familia de fatores que
medeiam a diferenciacido e sobrevivéncia de neurénios, bem como a modulacao da
transmissao e plasticidade sinaptica (Patapoutian e Reichardt, 2001; Poo, 2001). A
familia das neurotrofinas inclui, entre outros, o fator de crescimento do nervo (NGF),
BDNF, neurotrofina 3 (NT-3), NT-4/5 e NT-6 (Patapoutian e Reichardt, 2001).
Essas proteinas se ligam e ativam receptores tirosina quinase pertencentes a
familia dos receptores Trk (Patapoutian e Reichardt, 2001; Poo, 2001). Recentes
observagdes sugerem que as neurotrofinas sdo secretadas nos dendritos e atuam
retrogradamente nos terminais pré-sinapticos, onde eles induzem modificagbes de
longa duracéao (Poo, 2001).

A neurotrofina BDNF é um potente fator fisiolégico de sobrevivéncia que
também tem sido implicado em uma variedade de condigbes patofisiolégicas (Riccio
et al., 1999). As acgbes celulares do BDNF sao mediadas através de dois tipos de
receptores: um receptor tirosina quinase de alta afinidade (TrkB) e um receptor de
baixa afinidade (p75). O BDNF ¢é conhecido por seus efeitos neurotroficos e
neuroprotetores os quais podem ter um papel principal na patofisiologia e
tratamento dos transtornos de humor (Riccio et al., 1999). Embora os fatores
neurotréficos aumentem a sobrevivéncia celular por promover o suporte tréfico
necessario, agora sabe-se, que seus efeitos de promocado de sobrevivéncia sao

mediados, em grande parte, pela inibicdo da cascata de morte celular (Riccio et al.,
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1999). Varias evidéncias sugerem que os fatores neurotréficos inibem a cascata de
morte celular por ativar as vias de sinalizagao MAPK (proteina quinase ativada por
mitdgeno) e a PI3K (proteina quinase fosfatidilinositol 3) (Bonni et al., 1999). Um
importante mecanismo pelo qual a cascata de sinalizacdo MAPK quinase inibe a
morte celular é pelo aumento da expressao da proteina antiapoptética Bcl2 (Bonni
et al., 1999; Finkbeiner, 2000).

Além disso, a inje¢do de BDNF no hipocampo de ratos produz 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 doencga.
Recentemente, os niveis dessa neurotrofina no plasma foram propostos como um
possivel marcador bioldgico da depresséo (Shimizu et al., 2003; Lang et al., 2004).
Varios autores sugerem que os antidepressivos atuam na neuroprotegdo por
modularem a via de sinalizagédo celular do CREB (Skolnick, 1999; D’Sa e Duman,
2002; Koch et al., 2003). Dentre os varios alvos génicos regulados pelo CREB e
que poderiam estar envolvidos nas agbes antidepressivas e na fisiopatologia da
depressao, esta o BDNF e a proteina antiapoptoética Bcl2, o que explicaria o efeito a

longo prazo de certos antidepressivos (ver Figura 1).
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Figura 1. Vias de sinalizacado celular envolvidas na agao de antidepressivos e
estabilizadores de humor. Esta figura apresenta como os antidepressivos ativam
as vias de sinalizagao intracelular da CaMKIl, PKC, PKA e MAPK/ERK, que levaria
a fosforilagdo de CREB e ativagdo de genes para a expressdao de BDNF e da
proteina antiapoptética Bcl2. A agdo dos antidepressivos resultaria na plasticidade

sinaptica, neurogénese e sobrevivéncia celular (retirado de Hashimoto et al., 2004).
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A proteina Bcl2 foi o primeiro membro identificado de uma grande familia de
proteinas regulatérias da apoptose viral e celular (Merry e Korsmeyer 1997; Adams
e Cory, 1998; Bruckheimer et al., 1998). A familia de proteinas envolvidas na
regulacdo da morte celular apoptotica que € melhor caracterizada inclue as
proteinas antiapoptéticas: Bcl-2 e Bcel-XL e as pro-apoptéticas: Bax e Bad, ambas
sdo expressas no SNc de roedores e de mamiferos (Adams e Cory, 1998;
Bruckheimer et al., 1998). A mitocondria tem um papel importante no processo
apoptético, a Bcl2 atua nessa organela impedindo a formacido de poros na
membrana e a consequente liberagdo do citocromo C (Adams e Cory, 1998;
Bruckheimer et al., 1998). A proteina Bcl2 é reconhecida como a principal proteina
neuroprotetora, porque a sua superexpressdo protege os neurdnios de diversos
insultos como isquemia, MPTP (droga utilizada para induzir modelos animais de
Parkinson), proteina p-amildide (modelos de Alzheimer), radicais livres,
excitotoxicidade (glutamato) e deprivacdo de fatores de crescimento (Manji et al.,
2001b). Varios trabalhos mostraram que a cascata de sinalizacdo dos fatores
neurotroficos/MAPK/Bcl2 esta envolvida na manutengdo da proporcdo entre os
niveis dos fatores de sobrevivéncia e de morte celular. Alteracbes modestas nesta
cascata de sinalizagdo ou nos niveis das proteinas da familia Bcl2 (devido a
doengas genéticas ou fatores relacionados a insultos) podem afetar a viabilidade
celular (Young, 2002).

A calbindina-28K é a principal proteina que se liga ao calcio (“calcium-
binding protein”) no cérebro e esta presente no citosol constituindo entre 0,1-1,5%
do total de proteinas soluveis (Christakos et al., 1989; Celio, 1990). Christakos e Liu
(2004) demonstraram que a calbindina-28K protege diferentes tipos celulares da
morte celular apoptoética. A expressdo da calbindina-28K em células neurais

suprime as agdes pro-apoptéticas da presenilina-1, a qual esta correlacionada com
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as doencas de Alzheimer por prevenir o dano mitocondrial mediado pelo calcio e a
subsequente liberagdo do citocromo C (Guo et al.,, 1998). Estudos anteriores
demonstraram uma relagdo entre a diminuicdo da calbindina neuronal e a
neurodegeneracdo (Heizmann e Braun, 1992). Assim, isto explicaria a resisténcia
para excitotoxidade e injuria isquémica em neurbnios hipocampais com
imunoreatividade para calbindina (Goodman et al., 1993; Mattson et al., 1991; Rami
et al., 1992). Além disso, neurdnios positivos para calbindina exibem redugédo dos
niveis de calcio intracelular livre em resposta a aminoacidos excitatérios e a
ionoforos para calcio (Mattson et al., 1991). Isto sugere um papel para a calbindina
na reducado dos niveis de calcio intracelular e na prevengdo da morte neuronal
mediada pelo calcio. Evidéncias diretas do papel neuroprotetor da calbindina tém
sido obtidas de estudos em culturas de neurbnios ou pela superexpressdao de
calbindina em linhagens celulares (Dowd et al.,, 1992; Mattson et al., 1995). A
superexpressao de calbindina resulta em resisténcia para a degeneracao induzida
por uma variedade de insultos os quais envolvem eventos dependentes de calcio
(Dowd et al.,, 1992). Esses estudos indicam que a calbindina € um importante
regulador dos eventos dependentes de calcio na fungédo neuronal e demonstram os
mecanismos que podem ocorrer, em parte, pela capacidade da calbindina em

proteger contra a neurotoxicidade mediada pelo calcio (Mattson et al., 1991).

1.4. Vias de sinalizagao celulares envolvidas na depressao

Durante varios anos a depressao foi considerada como tendo uma origem

neuroquimica, mas, recentemente tem sido associada com alteracbes nas vias de

sinalizacdo que regulam a neuroplasticidade e a sobrevivéncia celular. Agentes que

atuam diretamente em fatores alvo nestas vias poderiam ser novos compostos
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promissores para a terapia da depressao (Popoli et al., 2000; Manji et al., 2001a;
D'Sa e Duman, 2002; Malberg e Blendy, 2005; Taylor et al., 2005).

Apesar da depressdo ser tratada farmacologicamente por trés décadas,
apenas recentemente a compreensao sobre o0s mecanismos de acido dos
antidepressivos tém registrado os maiores avangos. Estudos anteriores baseavam-
se na acao primaria das drogas nos transportadores de monoaminas, nas enzimas
metabdlicas e receptores, hoje o foco de estudo sdo as mudangas adaptativas nas
vias de sinalizagdo poés-receptor. Evidéncias indicam que o tratamento de longa
duragao com antidepressivos afeta a fosforilagdo de proteinas em varias vias de
sinalizagdo (Popoli et al., 2000; D'Sa e Duman, 2002; Malberg e Blendy, 2005;
Taylor et al., 2005).

Além disso, uma variedade de estudos tem mostrado que o tratamento
cronico com antidepressivos regula varios fatores envolvidos nas vias de
sobrevivéncia celular, dentre eles, CREB, BDNF, Bcl2 e MAPK (Maniji et al., 2000;
Popoli et al., 2000; D'Sa e Duman, 2002; Einat et al., 2003; Malberg e Blendy, 2005;
Taylor et al., 2005). Fumagalli et al. (2005) demonstraram que os antidepressivos
alteram os mecanismos de sinalizagédo intracelular o que resulta em alteragcbes
sinapticas de longa duragao, as quais provavelmente explicam a necessidade de
um prolongado periodo para essas drogas apresentarem agdes clinicas. Varios
trabalhos mostraram também que os antidepressivos ativam as vias proteina
quinase dependente de AMPc (PKA), da proteina quinase C (PKC) e modulam as
vias da proteina quinase |l dependente de Ca?*/calmodulina (CaMKIl) e das
proteinas quinases ativadas por mitdgenos/proteinas quinases reguladas por sinal
extracelular (MAPK/ERK) (Popoli et al., 2000; D'Sa e Duman, 2002; Einat et al.,
2003; Malberg e Blendy, 2005; Taylor et al., 2005) (ver Figura 1). Essas proteinas
quinases fosforilam o CREB, o qual, aumenta a expressao de genes como o BDNF

(Duman et al., 1997; 1999; 2000).
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A PKA esta funcionalmente envolvida na fisiologia do cérebro, na sintese e
liberagdo de neurotransmissores, expressao de genes, atividade de canais idnicos,
plasticidade sinaptica, memoria, diferenciacdo e sobrevivéncia celular (Duman,
2002; Gould e Maniji, 2002). A PKA é uma holoenzima tetramérica que consiste em
duas subunidades cataliticas ligadas a um dimero de subunidades regulatoérias.
Trabalhos anteriores demonstraram uma significativa diminuicdo da atividade da
PKA em células de individuos com depressao maior, em comparagdo com
voluntarios normais (controles) (Manier et al., 2000; Shelton et al., 1996, 1999). Em
um estudo de cérebros post-mortem, Dwivedi et al. (2002b) demonstraram que
pacientes depressivos vitimas de suicidio apresentaram uma diminuicdo da
atividade da PKA no cértex pré-frontal.

A via MAPK/ERK € uma cascata de sinalizagdo que regula varios processos
celulares como a proliferagdo, diferenciagdo e sobrevivéncia celular. Esta via
também pode fosforilar o CREB (Schaeffer e Weber, 1999). Portanto, a via
MAPK/ERK poderia representar um alvo importante para a atividade dos
antidepressivos. Mercier e colaboradores (2004) demonstraram que a fluoxetina
(um inibidor seletivo da recaptacao de serotonina) ativa rapidamente os genes de
proteinas envolvidos na neuroprote¢cao (BDNF e o fator neurotréfico derivado de
glia, GDNF) através da via MAPK em culturas de astrécitos. Por outro lado, a
administracdo cronica de fluoxetina em cérebros de ratos causou uma inibicdo da
fosforilagdo de ERK 1 e 2 (Fumagalli et al.,, 2005). O litio e o valproato, dois
farmacos utilizados no tratamento da fase maniaca do transtorno bipolar, parecem
atuar modulando a via de sinalizacdo da MAPK/ERK e também a PKC (Einat et al.,
2003).

A CaMKIl é a proteina quinase mais abundante do cérebro (Popoli et al.,
2001; Lisman et al., 2002). Os substratos fosforilados pela CaMKI| est&do envolvidos

em varias fungbes celulares como a sintese (tirosina hidroxilase e triptofano
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hidroxilase) e a liberagdo de neurotransmissores (sinapsina | e sinaptotagmina),
organizacao do citoesqueleto (tau e proteinas associadas com microtubulos),
homeostase do calcio intracelular (receptor IP3, Ca2+/ATPase) (Soderling, 2000;
Soderling e Stull, 2001). A tirosina hidroxilase e triptofano hidroxilase sdo enzimas
chaves na sintese de norepinefrina, dopamina e serotonina. Como a CaMKIl
fosforila essas enzimas, mudangas na atividade da CaMKIl podem resultar em
alteragdes na neurotransmissdo monoaminérgica (conhecida por seu envolvimento
nas desordens depressivas). Outros estudos demonstraram que a CaMKII também
representa um alvo para o tratamento com antidepressivos. O tratamento crénico
com paroxetina, fluvoxamina ou venlafaxina aumentaram a auto-fosforilagido e
atividade da CaMKII no hipocampo (Duman et al., 2000; Thome et al., 2000; Maniji
et al., 2001a; Popoli et al., 2001; Popoli et al., 2002; Tiraboschi et al., 2004a).

A proteina quinase dependente de calcio e fosfolipideo C (PKC) é uma
proteina quinase serina-treonina ativada por lipideos e calcio, com um papel
fundamental na transducdo de sinal (Parker e Murray-rust, 2004). As vias que
levam a ativagdo de PKC tem sido estudadas, revelando uma clara relagéo entre a
sinalizagdo da PI3K e a fungdo das PKCs (Toker, 2000). A via da fosfolipase C
(PLC)-PKC também parece estar envolvida nos transtornos de humor (Dwivedi et
al., 2002a; Hrdina e Du, 2001; Pandey et al.,, 2001, 2002). A ativagdo da PKC
resulta na fosforilagdo do CREB com uma agao similar a da PKA (Hoeffler et al.,
1989). A atividade da PKC nos transtornos de humor é controversa. Um estudo
mostrou um aumento da atividade da PKC em plaquetas (Pandey et al., 1998) e
que a administracdo cronica de antidepressivos diminuiu a atividade da PKC no
cértex e hipocampo de ratos (Mann et al., 1995; Chen et al., 1999). Em outro
estudo, foram verificadas alteragbes na expressdo da PLC e PKC em plaquetas de
pacientes bipolares, mas ndo de unipolares (Pandey et al., 2002). Entretanto,

estudos constataram uma diminuicdo da PKC em cérebros de pacientes
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depressivos vitimas de suicidio, sugerindo que essa proteina esteja associada a

patofisiologia de comportamentos suicidas (Pandey et al., 1997; 2003; 2004).

A proteina quinase fosfatidilinositol-3 (PI3K) pertence a uma familia de
enzimas de sinalizagdo lipidica estimuladas por agonistas que iniciam a cascata de
sinalizagdo pela geracdo de trés lipideos de membrana: fosfatidilinositol fosfato
(P13), fosfatidilinositol bisfosfato (P13,4) e fosfatidilinositol trifosfato (PI13,4,5) (Toker,
2000). Alguns trabalhos demonstraram que a PI3K modula a liberacdo de
neurotransmissores (Hong e Chang, 1999; Yang et al., 2001; Rizzoli e Betz, 2002).
O sistema fosfoinositol € uma via de sinalizagdo envolvida na dindmica do calcio.
Em muitos tipos de células, a hidrélise do fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP,)
produz diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3). O IP3 é um segundo
mensageiro conhecido por regular varios processos celulares como a liberacao de
Ca?* do reticulo endoplasmatico liso (Berridge, 1993; Xia e Yang, 2005). Este calcio
regula a liberacdo de neurotransmissores, como por exemplo, a liberacdo de
neurotransmissores nos terminais nervosos colinérgicos (Brailoiu € Miyamoto, 2000;

Chameau et al., 2001).

1.5. Depressao e glutamato

Evidéncias indicam que os transtornos de humor estido associados com
reducdes regionais no volume cerebral, bem como no numero, tamanho e
densidade da glia e neurbnios em discretas areas do cérebro (Zarate et al., 2003).
Embora a patofisiologia envolvida nessas mudangas morfométricas precisam ser
elucidadas, os dados sugerem que os transtornos de humor severos estdo
associados com diminui¢des da plasticidade sinaptica (Zarate et al., 2003). Neste

contexto, o sistema glutamatérgico o qual é conhecido por desempenhar um papel
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principal na plasticidade neuronal pode estar envolvido na patofisiologia e
tratamento dos transtornos de humor (Zarate et al., 2003). Estudos pré-clinicos tém
demonstrado que o sistema glutamatérgico representa um alvo (frequentemente
indireto) para a acado dos antidepressivos e estabilizadores de humor (Zarate et al.,
2003).

O glutamato é o principal neurotransmissor sinaptico excitatério no cérebro e
possui um papel importante na regulagdo de varios processos importantes no
sistema nervoso central, incluindo a aprendizagem e memoéria (Watkins e
Collingridge, 1994). O glutamato é encontrado em aproximadamente 80% dos
neurdnios e em altas concentracdes nos tecidos cerebrais (aproximadamente 8-10
mmol/kg, em contraste com as monoaminas, que estdo na ordem de pmol/kg).
Devido ao papel do glutamato na plasticidade neuronal, a modulagdo do sistema
glutamatérgico tem sido investigada em estudos sobre desordens
neuropsiquiatricas que apresentam diminuicdo do humor, concentracao, atencao e
memoria (Zarate et al., 2002).

As agbes a nivel pré e pds-sinaptico do glutamato ocorrem através da
estimulagdo de receptores que sao classificados por suas caracteristicas
estruturais; o primeiro grupo, receptores de glutamato ionotrépicos, incluem o N-
metil-D-aspartato (NMDA), acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico
(AMPA), e a familia dos receptores cainato. Estes receptores quando estimulados
abrem o poro do canal para o influxo de sédio, potassio e calcio. Este influxo de
ions muda a polarizagdo da superficie neuronal e ativa as vias de sinalizagédo
intracelular. O segundo grupo, os metabotrépicos sao receptores acoplados a
proteina G que mostram suas agdes através de vias de segundo mensageiros
(Manii et al., 2003).

A ativagao dos receptores NMDA tem sido relacionada aos mecanismos de

plasticidade neuronal, processos de aprendizagem e memoria, desenvolvimento
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neuronal (Dingledine et al., 1999; Petrie et al., 2000). Contudo, a ativacao excessiva
destes receptores tém sido associada com a neurotoxicidade presente em muitas
doencas neuropsiquiatricas e neurolégicas, tanto agudas como crénicas (Kornhuber
e Weller, 1997). A influéncia dos receptores NMDA na liberacdo de
neurotransmissores tem sido estudada com grande interesse, pois parece estar
relacionada com alguns disturbios psiquiatricos comuns como a esquizofrenia,
deméncia, dependéncia alcodlica e a depressao (Le e Lipton, 2001; Palucha e Pilc,
2005).

Abordagens promissoras para o tratamento dos transtornos de humor
envolvem a modulagao do sistema de neurotransmissdo glutamatérgica, via
bloqueio ou potenciacado do receptor pds-sinaptico e inibicdo da liberagao vesicular
pré-sinaptica (Mathew et al., 2005). Varias preparagdes neurais foram
desenvolvidas como modelo para o estudo dos mecanismos moleculares da
neurotransmissdo, sendo um dos mais utilizados o sinaptossoma (Cousin e
Robinson, 2000). O sinaptossoma é um terminal nervoso isolado que mimetiza uma
célula neuronal e possui toda a maquinaria necessaria para a liberacdo de
neurotransmissores de vesiculas sinapticas (Nicholls, 2003).

Varias proteinas quinases estdo envolvidas na regulacdo da liberacdo de
neurotransmissores, dentre as quais a PKA (Nguyen e Woo, 2003), MAPK/ERK
(Thomas e Huganir, 2004), CaMKII (Lisman et al., 2002) e PKC (Van der Zee e
Douma, 1997). Todas essas proteinas quinases ativadas por segundos-
mensageiros sao expressas no terminal pré-sinaptico, e varias proteinas envolvidas
na liberagao e reciclagem de vesiculas sinapticas sao substratos dessas quinases
(Turner et al., 1999). Mais recentemente, foi demonstrado que algumas dessas
proteinas afetam a exocitose, mostrando a importancia desses fatores na

plasticidade pré-sinaptica (Leenders e Sheng, 2005).
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Justificativa

O estudo do mecanismo neuroquimico da depressao e a pesquisa de novos
compostos e suas acgdes para o controle dos sintomas associados com os
transtornos depressivos é necessario devido a: i) a alta incidéncia desta doencga na
populagao; ii) ao fato da terapia antidepressiva ndo ser totalmente eficaz, pois
apenas 60% dos pacientes sao responsivos aos tratamentos (Gareri et al., 2000); e
iii) aos varios efeitos colaterais indesejados dos atuais antidepressivos (Nestler et
al., 2002). Recentes evidéncias indicam que a depressao esta relacionada, dentre
outros fatores, com a morte neuronal, alteragcbes na sinalizacdo celular e a
diminuicdo da neuroplasticidade. Por outro lado, o glutamato tem um papel
fundamental na plasticidade neuronal e parece estar envolvido em alguns
transtornos neuropsiquiatricos. Além disso, varios compostos antidepressivos séo
também neuroprotetores por induzirem a expressdo de proteinas envolvidas na
sobrevivéncia celular. A agmatina, uma amina endégena presente no SNC,
apresentou atividade antidepressiva (Zomkowski et al., 2002) e uma acao
neuroprotetora em varios modelos experimentais de insultos, por mecanismos nao
bem compreendidos (Gilad et al., 1996; 2005; Gilad e Gilad, 2000; Kim et al., 2004).
Portanto, € necessario investigar os seguintes aspectos sobre o mecanismo de
acao da agmatina: i) o seu efeito na expressao de proteinas neuroprotetoras; ii) as
vias de sinalizagdo celular que medeiam a sua acao antidepressiva; e iii) a sua
acao na neurotransmissao glutamatérgica. O conhecimento sobre os “alvos” de
acao da agmatina e dos antidepressivos pode auxiliar a compreensao sobre como
estes compostos afetam direta ou indiretamente a sobrevivéncia celular e a

neuroplasticidade (Santarelli et al., 2003).
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2. Objetivos

21. Objetivo geral
O objetivo principal deste trabalho foi investigar o mecanismo de acgao

antidepressivo da agmatina através de estudos "in vitro" e "in vivo".

2.2, Objetivos especificos

% Analisar o hipocampo e o cerebelo de animais tratados cronicamente com
agmatina ou fluoxetina, para verificar e comparar a expressdao de proteinas
envolvidas na sobrevivéncia celular: neurotrofina BDNF, anti-apoptética Bcl2 e

calbindina-28K;

% Investigar o envolvimento das vias de sinalizagdo celular PKA, MAPK/ERK,
CaMKIl e PKC na acéo antidepressiva aguda da agmatina e fluoxetina no teste do
nado forcado em camundongos;

s Verificar o efeito da agmatina na liberagdo de glutamato em sinaptossomas

corticais de camundongos;

% Investigar a participacao das vias de sinalizagao celular PKA, MAPK/ERK,

CaMKIll, PKC e PI3K na liberagdo sinaptossomal de glutamato induzida por

agmatina.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Neste trabalho foram utilizados camundongos Swiss, de ambos 0s sexos
(peso 30-40 g, com cerca de 60 dias), fornecidos pelo Biotério Central da UFSC. As
observacgdes foram feitas entre 09h00 e 16h00h, sendo que cada animal foi usado
somente uma vez. Os procedimentos utilizados neste trabalho foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC, sob protocolo de N°.
300/CEUA (07/07/2004). Todos os esforgos foram realizados para minimizar o

sofrimento e reduzir o nimero de animais utilizados nos experimentos.

3.2. Drogas e reagentes

Agmatina, estauroporina, fluoxetina, Percoll, anticorpo primario de
calbindina-28K, anticorpos secundarios (IgG) unidas a peroxidase, N-[2-(p-
bromocinnamilamino) etil]-5-isoquinolinesulfonamida (H-89) e 4-[2-[(5-isoquinolinil-
sulfonil) metilamino]-3-oxo-3-(4-fenil-1-piperazinil) propil] fenil ester (KN-62) e
PD98059 foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
Queleritrina e LY294002 foram gentilmente doados pela Alomone Labs (Jerusalém,
Israel). [H*]glutamato foi adquirido da Amersham (UK) e o liquido de cintilagdo
obtido da Perkin-Elmer. Anticorpos primarios de BDNF e Bcl2 (monoclonal mouse)

obtidos da Santa Cruz Biotechnology.

30



3.3. Vias de administracao

Agmatina e fluoxetina foram dissolvidos em salina e administradas nos
camundongos pela via intraperitoneal (i.p.), 30 minutos antes dos testes
comportamentais. A fluoxetina, um inibidor seletivo da captacédo de serotonina com
acao antidepressiva, foi utilizada como controle.

H-89, PD98059, KN-62, LY294002 e estauroporina foram dissolvidas em
salina com 1% de DMSO. A queleritrina foi dissolvida em salina. Os compostos H-
89, PD98059, KN-62 e queleritina foram administradas pela via
intracerebroventricular (i.c.v.) em camundongos, como descrito por Eckeli et al.
(2000). Para a injecdo, uma agulha foi conectada a uma canula de polipropileno
acoplada a uma microseringa Hamilton de 50 ul. Os animais foram levemente
anestesiados com éter e a administragado, em um volume de 5 I, realizada com a
inser¢do da agulha diretamente no ventriculo lateral com a fissura bregma como
referéncia (1 mm lateral e 1 mm posterior ao bregma e 2,4 mm de profundidade). O

grupo controle foi tratado com 0 mesmo volume de solugao veiculo.

3.4. Testes Comportamentais

3.4.1. Teste do nado forcado (TNF)

O teste do nado forcado foi desenvolvido por Porsolt et al., em 1977, para
auxiliar na pesquisa de drogas antidepressivas. O objetivo foi criar um modelo
animal que reproduzisse um comportamento semelhante a depressao e que fosse
sensivel a drogas utilizadas clinicamente no tratamento desta patologia. O modelo
foi baseado na observacao de que ratos e camundongos quando forgados a nadar,

numa situagdo em que nao poderiam escapar, apos um curto periodo de agitagao,
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adotam uma postura de imobilidade, flutuando ou fazendo apenas movimentos
necessarios para manter a sua cabega acima da agua.

Os camundongos foram forcados a nadar individualmente, em um cilindro
plastico aberto de 10 cm de didmetro e 25 cm de altura, contendo 19 cm de agua a
25 + 1°C. O tempo total de imobilidade, durante 6 minutos, foi medido conforme

utilizado por Eckeli et al. (2000).

3.4.2. Teste do campo aberto (TCA)

Com a finalidade de excluir a possibilidade de que um eventual efeito
antidepressivo, isto €, uma diminuicdo do tempo de imobilidade no TNF seja devido
a um aumento na atividade locomotora, os camundongos foram submetidos a uma
sessdo no teste do campo aberto, como descrito por Rodrigues et al. (1996).

O teste foi realizado em uma caixa de madeira medindo 40x60x50 cm, com
chao dividido em 12 quadrados iguais. A parte frontal da caixa é de vidro, para
facilitar o trabalho do observador. O numero de quadrados cruzados com todas as
patas por sessao foi o parametro usado para avaliar a atividade locomotora. Cada

sessao teve a duragao de 6 minutos.

3.5. Protocolos experimentais

3.5.1. Tratamento crénico com agmatina e fluoxetina

O tratamento crénico (21 dias) de camundongos com agmatina foi realizado

para verificar a expressao de proteinas neuroprotetoras: BDNF, Bcl2 e calbindina-

28K no hipocampo e cerebelo. A agmatina (doses de 0,1 a 3 mg/Kg; Zeidan, 2004)
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ou fluoxetina (5 mg/Kg) foram administradas pela via i.p., durante 21 dias em
camundongos. Apods 24 horas da ultima inje¢do de agmatina ou fluoxetina, os
animais foram avaliados no TNF e amostras dos cérebros processadas conforme

os itens 3.5.2 e 3.5.3, descritos abaixo.

3.5.2. Preparagao de amostras do cérebro de camundongos

Apods o tratamento crénico com agmatina ou fluoxetina, os animais foram
decapitados e o cérebro dissecado para a retirada do hipocampo e cerebelo. Os
tecidos foram homogeneizados em tampéao de lise (50 mM de Tris, 1 mM de EDTA,
2 ug/ml de aprotinina, 2 mM de benzamidina, 0,1 mM de PMSF, 2 mM de Naz;VOy,,
100 mM de NAF, pH 7,0), na relacdo de 0,25 g de tecido/ml de tampao. As
amostras foram centrifugadas (1.000 X g, durante 10 minutos, a 4°C) e o
sobrenadante aliquotado e congelado a -80°C. A concentracdo de proteina nas
aliquotas foi determinada pelo método do acido bicinconinico (Kit BCA, da Pierce,

USA), utilizando albumina bovina sérica (BSA) como padréo.

3.5.3. Imunodeteccao de proteinas

A expressao de proteinas foi detectada por Western blot como descrito por
Xia et al. (1999). As amostras foram submetidas a uma eletroforese (100 volts, 2
horas) em gel de poliacrilamida a 12% com SDS (SDS-PAGE) em um sistema mini-
gel (BioRad). Apds a eletroforese, as proteinas foram transferidas (230 mA, a 4°C,
20 horas) para uma membrana de nitrocelulose (Amersham), utilizando um sistema
de transferéncia liquido. As proteinas foram detectadas utilizando os anticorpos

primarios: BDNF (diluicdo 1:1000), Bcl-2 (diluicdo 1:4000) ou calbindina-28K
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(diluigdo 1:4000). A seguir, as membranas foram incubadas com anticorpos
secundarios (IgG) unida a peroxidase (diluigdo 1:2000). As bandas de proteinas
foram visualizadas por reagdo de quimioluminescéncia (ECL, Amersham). A
intensidade das bandas foi analisada por densitometria utilizando o programa Scion

Image. A intensidade das bandas dos animais controle foi considerada como 100%.

3.5.4. Estudo das vias de sinalizagdao envolvidas no efeito

antidepressivo agudo da agmatina e da fluoxetina

Para investigar as vias de sinalizacdo intracelular envolvidas no efeito
antidepressivo agudo da agmatina e fluoxetina, foram utilizados inibidores de
proteinas quinases. Os animais foram pré-tratados (i.c.v.) com veiculo ou com os
seguintes compostos: H-89 (um inibidor da PKA, na dose de 1 pg/sitio, como
descrito por Sato et al., 2004), PD98059 (um inibidor da MEK 1/2, na dose de 5
Mg/sitio, como descrito por Vianna et al., 2000), KN-62 (um inibidor da CaMKIl, na
dose de 1 ug/sitio, como descrito por Vianna et al., 2000), queleritrina (um inibidor
da PKC, na dose de 1 ug/sitio, como descrito por Cervo et al., 1997). Depois de 15
minutos, os camundongos receberam agmatina (10 mg/kg, i.p.) ou fluoxetina (32
mg/kg, i.p.) e decorridos 30 minutos, eles foram submetidos ao TNF. As doses de

H-89, PD98059, KN-62 e queleritrina foram utilizadas por Almeida et al. (2006).

3.6 Liberagao de glutamato sinaptossomal

3.6.1. Preparacao de sinaptossomas

Camundongos foram decapitados com uma guilhotina e o cérebro dissecado

para a retirada do cértex. Os sinaptossomas foram obtidos utilizando um gradiente
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descontinuo de Percoll (Dunkley et al., 1988), como descrito por Migues et al.
(1999). O tecido dissecado foi homogeneizado em 10 volumes de solugdo de
sacarose (0,32 M), EDTA (1 mM) e ditiotreitol (0,25 mM), pH 7,4. O homogenado
foi centrifugado a 1.000 rpm, por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi aplicado
com pipeta Pasteur sobre gradientes descontinuos de Percoll (3, 7, 15 e 23 %) e
centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C. As fragdes sinaptossomais obtidas
nas interfaces 7%-15% e 15%-23% foram coletadas, reunidas e centrifugadas a
17.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O precipitado foi novamente ressuspenso e
centrifugado a 17.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ("pellet") final ressuspenso em tampao SSTH (solugdo salina
tamponada com HEPES), com a seguinte composi¢cao: HEPES 28 mM; NaCl 133,5
mM; KCI 2,5 mM; KH,PO, 20 mM; CaCl, 1 mM e glicose 1,2 mM. Esta suspensao

de sinaptossomas foi utilizada para os ensaios de liberacao de glutamato.

3.6.2. Ensaio de liberagdo de [*H]glutamato

O ensaio de liberacdo de glutamato foi realizado como descrito por Migues
et al. (1999). O “pellet” sinaptossomal foi ressuspendido em 900 ul de tampao
HEPES. Nesta suspensao foram adicionados 100 ul de uma solugédo de
[*H]glutamato, contendo 2 uCi de L-[*H]glutamato (atividade especifica 53 Ci/mmol)
e glutamato ndo-radioativo (concentragdo final de 5 x 107 M). A preparacdo
sinaptossomal foi incubada por 15 minutos a 37°C para captacdo de [*H]glutamato
e glutamato nao-radioativo. Apds a incubacgao, aliquotas dos sinaptossomas foram
lavadas trés vezes, durante 1 minuto, com 1 ml de HEPES, a temperatura de 4°C.

Este tampao foi utilizado para descartar o excesso de glutamato (ndo captado) e
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alcancar o nivel de liberacdo basal de glutamato. Apds, a liberagdo de glutamato foi
induzida através do tratamento ou pré-tratamento dos sinaptossomas em diversas
condigdes. Ao término do tratamento, os sinaptossomas foram centrifugados a 4 °C
durante 1 minuto. Os precipitados (P) e os sobrenadantes (S) foram coletados em
tubos eppendorfs para medidas do [*H]glutamato. A cada tubo foi adicionado 1 ml
de liquido de cintilagdo. A contagem da radioatividade (cpm) contida em P e S
foram realizadas num cintilador liquido (Packard). A quantidade de [*H]glutamato
liberado foi calculada como porcentagem do total, da seguinte maneira:

[*H]glutamato liberado (%) = cpm em S x 100

cpmnoS+P

3.6.3. Tratamento dos sinaptossomas

X Para verificar o efeito da agmatina na liberagcdo de glutamato, os
sinaptossomas foram incubados durante 1 minuto na presenc¢a de HEPES, solugao
despolarizante de KCI (33 mM) ou diferentes concentragdes de agmatina (100, 300
e 1000 uM);

X Para verificar o efeito do tempo de incubacgao na liberagcdo de glutamato, os
sinaptossomas foram incubados na presenca de HEPES, KCI (33 mM) e agmatina
(300 e 1000 uM) durante 1, 2 e 5 minutos;

X Para investigar o envolvimento de proteinas quinases na liberacdo de
glutamato induzida pela agmatina, os sinaptossomas foram pré-incubados durante
15 ou 20 minutos com os seguintes inibidores: PD98059 (30 uM, inibidor da MEK
1/2; Pereira et al., 2002; Raiteri et al., 2003); estaurosporina, inibidor de proteinas

quinases (100 nM; Risso et al., 2004); queleritrina, inibidor da PKC (6 uM, Tuz et

al., 2004); H89, inibidor da PKA (0,5 uM, Page et al., 2001; Risso et al., 2004);
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LY294002, inibidor da PI3K seletivo para os subtipos |, Il e Ill (10 uM, Goggi et al.,
2003; Okkenhaug e Vanhaesebroeck, 2001) ou KN-62, inibidor da CaMKII (1 uM,
Sihra e Pearson, 1995). Apés os tratamentos, a liberacdo de glutamato
sinaptossomal foi induzida durante 1 minuto na presenca de HEPES (basal), KCI

(33 mM) ou agmatina (1000 puM).

3.7. Analise estatistica

Os resultados foram analisados através de analise de variancia (ANOVA) de

uma ou duas vias, conforme o protocolo experimental, seguido do teste post-hoc de

Newman Keuls, quando apropriado. As diferengas entre os grupos foram

consideradas significativas quando P < 0,05.
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4. Resultados

4.1. Efeito antidepressivo com administragcido crénica da agmatina ou

fluoxetina

A Figura 2 foi obtida por Zeidan (2004) e 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 (i.p.) e fluoxetina (5 mg/kg, i.p.) no TNF.
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o
1 "
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Figura 2. Efeito do tratamento cronico durante 21 dias (i.p.) com agmatina (0,1 a 3
mg/kg) ou fluoxetina (5 mg/kg), na reducdo do tempo de imobilidade no TNF em
camundongos. Os resultados estdo apresentados como média + EPM (n = 5-8). *P
< 0,05, ** P < 0,01, quando comparados com o grupo salina (controle, C) (analise

por ANOVA seguido de post-hoc Newman Keuls) (retirado de Zeidan, 2004).
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4.2. Efeito do tratamento crénico com agmatina ou fluoxetina na expressao da

proteina BDNF

A Figura 3 mostra o efeito do tratamento crénico, durante 21 dias, com
salina, agmatina (1 e 3 mg/kg, i.p.) ou fluoxetina (5 mg/kg, i.p.) na expressao da
proteina BDNF, no hipocampo e cerebelo de camundongos. As Figuras 3B
(hipocampo) e 3C (cerebelo) mostram que o tratamento crénico com agmatina néo
afetou a expressao da proteina BDNF. Entretanto, o tratamento crénico com a
fluoxetina aumentou de modo significativo (10 + 2%), a expressdao de BDNF no

cerebelo dos animais (Figura 3C).

4.3. Efeito do tratamento crénico com agmatina ou fluoxetina na expressao da

proteina Bcl2

A Figura 4 mostra o efeito do tratamento crénico, durante 21 dias, com
salina, agmatina (1 e 3 mg/kg, i.p.) ou fluoxetina (5 mg/kg, i.p.) na expressdo da
proteina Bcl2, no hipocampo e cerebelo de camundongos. As Figuras 4B e 4C
mostram que o tratamento crénico com fluoxetina nao afetou a expressdo da
proteina Bcl2. Entretanto, o tratamento crénico com a agmatina (3 mg/kg, i.p.)
aumentou de modo significativo (16 + 3%) a expressdao da proteina Bcl2 no

cerebelo dos animais (Figura 4C).
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Figura 3. (A) Imunodetecgao representativa da proteina BDNF no hipocampo (h) e
cerebelo (c¢) de animais controle (cont), tratados cronicamente (i.p.) durante 21 dias
com agmatina (1 mg/kg, a1; 3 mg/kg, a3) ou fluoxetina (5 mg/kg, f). Quantificagédo
do imunoconteudo da proteina BDNF no hipocampo (B) e cerebelo (C) de
camundongos ftratados cronicamente com agmatina ou fluoxetina (Flu). Os
resultados foram obtidos através da medida da densidade das bandas em A) (ver
métodos) e estdo expressos como média + EPM (n = 3). *P < 0,05, quando

comparado ao controle (analise por ANOVA seguido de post-hoc de Newman
Keuls).
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Figura 4. (A) Imunodetecgéo representativa da proteina Bcl2 no hipocampo (h) e
cerebelo (c¢) de animais controle (cont), tratados cronicamente (i.p.) durante 21 dias
com agmatina (1 mg/kg, a1; 3 mg/kg, a3) ou fluoxetina (5 mg/kg, f). Quantificagédo
do imunoconteido da proteina Bcl2 no hipocampo (B) e cerebelo (C) de
camundongos tratados cronicamente com agmatina ou fluoxetina (Flu). Os
resultados foram obtidos através da medida da densidade das bandas em A (ver
métodos) e estdo expressos como média + EPM (n = 3). *** P < 0,001, quando
comparado ao controle (analise por ANOVA seguido de post-hoc de Newman

Keuls).
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4.4. Efeito do tratamento crénico com agmatina ou fluoxetina na expressao da

proteina calbindina-28K

A Figura 5 mostra o efeito do tratamento crénico, durante 21 dias, com
salina, agmatina (1 e 3 mg/kg, i.p.) ou fluoxetina (5 mg/kg, i.p.) na expressao da
proteina calbindina-28K, no hipocampo e cerebelo de camundongos. O tratamento
cronico com agmatina (1 mg/kg) ou fluoxetina (5 mg/kg) aumentou de modo
significativo em 21 + 8% e 25 + 7%, respectivamente, a expressao da proteina
calbindina-28K no hipocampo (Figura 5B). Além disso, a expressao da calbindina-
28K no cerebelo também foi aumentada de modo significativo (28 £12%) pelo

tratamento com agmatina na dose de 3 mg/kg (Figura 5C).

4.5. Vias de sinalizagao celular envolvidas no efeito antidepressivo agudo da
agmatina

A Figura 6 mostra que a agmatina (10 mg/kg, i.p.) reduziu o tempo de
imobilidade no teste do nado forgado (TNF) em camundongos. O pré-tratamento
dos camundongos com o inibidor da PKA, o composto H-89 (1 ug/sitio, i.c.v.) ndo
reverteu a redugado do tempo de imobilidade causado pela agmatina (Figura 6A). A
ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo do tratamento (F(1,25) = 66,38;
P < 0,01), mas nao do pré-tratamento (F(1,25) = 1,76; P = 0,19) nem da interagao
tratamento x pré-tratamento (F(1,25) = 0,19; P = 0,66). Como mostrado na Figura
6B o pré-tratamento com o inibidor da MEK 1/2, PD98059 (5 png/sitio, i.c.v.),
preveniu o efeito anti-imobilidade da agmatina no TNF. A ANOVA de duas vias
revelou diferencas significativas do tratamento (F(1,19) = 71,15; P < 0,01), pré-
tratamento (F(1,19) = 37,31; P < 0,01) e da interagao tratamento x pré-tratamento

(F(1,19) = 40,75; P < 0,01).
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Figura 5. (A) Imunodeteccdo representativa da proteina calbindina-28K no
hipocampo (h) e cerebelo (¢) de animais controle (cont), tratados cronicamente
(i.p.) durante 21 dias com agmatina (1 mg/kg, a1; 3 mg/kg, a3) ou fluoxetina (5
mg/kg, f). Quantificagdo do imunoconteudo da proteina calbindina-28K no
hipocampo (B) e cerebelo (C) de camundongos tratados cronicamente com
agmatina ou fluoxetina (Flu). Os resultados foram obtidos através da medida da
densidade das bandas em A (ver métodos) e estdo expressos como média + EPM
(n = 3). *P < 0,05, ** P<0,01, quando comparado ao controle (analise por ANOVA

seguido de post-hoc de Newman Keuls).
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O resultado apresentado na Figura 6C mostra que o KN-62 (1 ug/sitio, i.c.v.,
um inibidor da CaMKII) preveniu a redugao do tempo de imobilidade causado pela
agmatina no TNF. A ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo do
tratamento (F(1,23) = 38,86; P < 0,01), pré-tratamento (F(1,23) = 27,36; P < 0,01) e
da interacdo tratamento x pré-tratamento (F(1,23) = 39,00; P < 0,01). O pré-
tratamento dos camundongos com queleritrina (1 pg/sitio, i.c.v., um inibidor da
PKC) reverteu a redugdo do tempo de imobilidade causado pela agmatina no TNF
(Figura 6D). A ANOVA de duas vias revelou diferengas significativas do tratamento
(F(1,22) = 47,98; P < 0,01), pré-tratamento (F(1,22) = 57,95; P < 0,01) e da
interacao tratamento x pré-tratamento (F(1,22) = 69,24; P < 0,01). A andlise post
hoc indicou que o efeito anti-imobilidade da agmatina (10 mg/kg, i.p.) no TNF foi
revertido pelo pré-tratamento dos camundongos com PD98059 (inibidor da MEK),
KN-62 (inibidor da CaMKIl) e queleritrina (inibidor de PKC), mas nao com o H-89

(inibidor da PKA.).

4.6. Vias de sinalizagao envolvidas no efeito antidepressivo agudo da

fluoxetina

A Figura 7A mostra que a fluoxetina (32 mg/kg, i.p.) reduziu o tempo de
imobilidade no TNF em camundongos. O pré-tratamento dos camundongos com o
inibidor da PKA, o composto H-89 (1 ug/sitio, i.c.v.) reverteu o tempo de imobilidade
causado pela fluoxetina (32 mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA de duas vias revelou
efeitos significativos do pré-tratamento (F(1,20) = 70,61; P < 0,01), tratamento
(F(1,20) = 74,93; P < 0,01) e da interacdo tratamento x pré-tratamento (F(1,20) =

61,28; P <0,01).
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Figura 6. Efeito do pré-tratamento (i.c.v.) com H-89 (1 pg/sitio, A), PD98059 (5 ug/
sitio, B), KN-62 (1 pg/sitio, C) ou queleritrina (1 pg/ sitio, D) sobre a redugédo do
tempo de imobilidade causada pela agmatina (10 mg/kg, i.p.) no TNF. Os
camundongos foram pré-tratados com os inibidores e depois de 15 minutos tratados
com agmatina. O TNF foi realizado 30 minutos apds o tratamento com agmatina.
Os resultados estdo expressos como média + EPM (n = 6-8). **P < 0,01, quando
comparado ao grupo controle (salina). P < 0,01 quando comparado ao grupo
agmatina versus agmatina e inibidores de proteinas quinases (analise por ANOVA

de duas vias seguido de post-hoc de Newman Keuls).
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A Figura 7B mostra que o pré-tratamento com PD98059 (5 ug/site, i.c.v., um
inibidor da MEK) reverteu parcialmente a reducdo tempo de imobilidade elicitado
pela fluoxetina (32 mg/kg, i.p.). A ANOVA de duas vias revelou diferencas
significativas do pré-tratamento (F(1,20) = 23,14; P < 0,01), tratamento (F(1,20) =
128,01; P < 0,01), e da interagao tratamento x pré-tratamento (F(1,20) = 22,71; P <
0,01). Na Figura 7C pode ser observado que o pré-tratamento com o inibidor da
CaMKIl, o KN-62 (1 pg/sitio, i.c.v.) ndo reverteu o efeito anti-imobilidade da
fluoxetina (32 mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA de duas vias revelou um efeito
significativo do tratamento (F(1,20) = 367,11; P < 0,01), mas nao do pré-tratamento
(F(1,20) = 0,11; P = 0,73) nem da interagao tratamento x pré-tratamento (F(1,20) =
1,64; P = 0,21). O pré-tratamento dos camundongos com o inibidor da PKC, a
queleritrina (1 pg/sitio, i.c.v.) reverteu parcialmente a redugao tempo de imobilidade
causado pela fluoxetina (32 mg/kg, i.p.) no TNF (Figura 7D). A ANOVA de duas vias
revelou diferengas significativas do pré-tratamento (F(1,22) = 20,37; P < 0,01),
tratamento (F(1,22) = 231,13; P < 0,01) e da interagao tratamento x pré-tratamento
(F(1,22)= 14,82; P < 0,01). A analise post hoc indicou que o efeito anti-imobilidade
da fluoxetina (32 mg/kg, i.p.) foi prevenido pelo pré-tratamento dos camundongos
com H-89 (inibidor da PKA), PD98059 (inibidor da MEK) e queleritrina (inibidor da

PKC), mas ndo com KN-62 (inibidor da CaMKII).
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Figura 7. Efeito do pré-tratamento (i.c.v) com H-89 (1 pg/sitio, A), PD98059 (5 ug/
sitio, B), KN-62 (1 pg/sitio, C) ou queleritrina (1 pg/ sitio, D) sobre a reducédo do
tempo de imobilidade causado pela fluoxetina (32 mg/kg, i.p.) no TNF. Os
camundongos foram pré-tratados com os inibidores e depois de 15 minutos tratados
com fluoxetina. O TNF foi realizado 30 minutos apés o tratamento com fluoxetina.
Os resultados estdo expressos como média + EPM (n = 6-8). **P < 0,01, quando
comparado ao grupo controle (salina). P < 0,01 quando comparado ao grupo
fluoxetina versus fluoxetina e inibidores de proteinas quinases (analise por ANOVA

de duas vias seguido de post-hoc de Newman Keuls).
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4.7. Efeito da administragao de inibidores de proteinas quinases e agmatina
ou fluoxetina no teste do campo aberto

A Figura 8A mostra a influéncia do pré-tratamento (i.c.v.) dos camundongos
com salina, H-89 (1 pg/sitio), PD98059 (5 ug/sitio), KN-62 (1 ug/sitio) ou queleritrina
(1 pg/sitio) seguido da administragdo de agmatina (10 mg/kg, i.p.) no teste do
campo aberto. A ANOVA de duas vias nao revelou diferengas significativas do pré-
tratamento (F(4,53) = 0,28; P = 0,88), tratamento (F(1,53) = 0,20; P = 0,65) e da
interacao tratamento x pré-tratamento (F(4,53) = 0,20; P = 0,93). O pré-tratamento
dos camundongos com os inibidores H-89 (inibidor da PKA), PD98059 (inibidor da
MEK), queleritrina (inibidor da PKC) e KN-62 (inibidor da CaMKIl) seguido pelo
tratamento com agmatina ndo alterou a atividade locomotora dos animais no teste

do campo aberto.

A Figura 8B mostra a influéncia do pré-tratamento (i.c.v.) dos camundongos
com salina, H-89 (1 pg/sitio), PD98059 (5 ug/sitio), KN-62 (1 ug/sitio) ou queleritrina
(1 ug/sitio) seguido da administracao de fluoxetina (32 mg/kg, i.p.) no teste do
campo aberto. A ANOVA de duas vias nao revelou diferengas significativas do pré-
tratamento (F(4,53) = 0,17; P = 0,95), tratamento (F(1,53) = 1,18; P = 0,28) e da
interacao tratamento x pré-tratamento (F(4,53) = 0,15; P = 0,96). O pré-tratamento
dos camundongos com os inibidores H-89 (inibidor da PKA), PD98059 (inibidor da
MEK), queleritrina (inibidor da PKC) e KN-62 (inibidor da CaMKIl) seguido pelo
tratamento com fluoxetina (32 mg/kg, i.p.) ndo alterou a atividade locomotora dos

animais no teste do campo aberto.

A agmatina, fluoxetina e os inibidores de proteinas quinases per se também
nao causaram alteracbes na atividade locomotora dos animais no teste do

campo aberto.
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Figura 8. Efeito do pré-tratamento (i.c.v.) dos camundongos com salina, H-89 (1 ug/
sitio), PD98059 (5 ug/sitio), KN-62 (1 ug/sitio) ou queleritrina (1 pg/sitio) seguido
por agmatina (10 mg/kg, i.p., A) ou fluoxetina (32 mg/kg, i.p., B) no nimero de
cruzamentos no teste do campo aberto (TCA). Os camundongos foram pré-tratados
com os inibidores e depois de 15 minutos tratados com agmatina ou fluoxetina.
Apés 30 minutos, os animais foram submetidos ao TCA. Os resultados estéo

expressos como média + EPM (n = 6).
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4.8. Efeito da agmatina na liberagcao de glutamato sinaptossomal

A liberagao de glutamato induzida pelo KCI foi de 221, 6 + 2,5%. Agmatina
(100, 300 e 1000 pM) induziu uma liberagcdo de glutamato de:125,0 + 8,3; 145,8 +
4,2 e 158,3 + 7,5% do controle, respectivamente (Figura 9). A liberacédo de
glutamato induzida pela agmatina (300 uM) foi também realizada em 1, 2 e 5
minutos: 145,8 + 4,2; 160,8 + 24,2 e 205,0 + 11,7%. Na concentragdo de 1000 uM,
a agmatina induziu uma liberagao de glutamato em 1, 2 e 5 minutos de: 158,3 £ 7,5;

167,5 £ 5,0 e 207,5 + 4,2%, respectivamente (Figura 10).

4.9. Vias de sinalizacao celular envolvidas na liberagiao sinaptossomal de

glutamato induzida pela agmatina

Para investigar o envolvimento da PKA na liberagdo de glutamato induzida
pela agmatina (1000 uM), os sinaptossomas foram pré-tratados com o inibidor da
PKA, o H89 (0,5 uM). O H89 reduziu a liberagao de glutamato induzida por KCI (de
191,4 + 2,3% para 131,9 + 5,4%) e pela agmatina (183,8 + 5,9% para 136,4 + 11,7
%) (Figura 11A). Este resultado sugere a participacdo da PKA na liberagdo de
glutamato induzida pela agmatina.

O envolvimento da via MAPK/ERK na liberagdo de glutamato sinaptossomal
induzida pela agmatina foi verificada usando um inibidor desta via, o PD98059. O
pré-tratamento com PD98059 (30 uM) inibiu a liberacdo de glutamato evocada por
KCI (33 mM) (de 191,4 + 2,3% para 124,0 + 4,0%) e pela agmatina (183,8 + 5,9%
para 143,2 + 3,4%) (Figura 11B). Este resultado sugere o envolvimento da via

MAPK/ERK na liberagao de glutamato induzida pela agmatina.
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Figura 9. Efeito da agmatina na liberagdo de glutamato sinaptossomal.
Sinaptossomas obtidos de cértex de camundongos foram incubados durante 1
minuto na presenca de HEPES (Basal), solugao despolarizante de KCI (33 mM) ou
de agmatina nas concentracdes de 100, 300 e 1000 uM. A liberacdo de
[*H]glutamato foi determinada como porcentagem do total (n = 3). Os resultados
estdo apresentados como média + EPM (n = 3). **P < 0,01, ***P < 0,001 indicam
dados significativos quando comparados ao basal (H, HEPES). Letras diferentes
indicam valores significativamente diferentes entre si (analise por ANOVA de uma

via seguido de post-hoc de Newman Keuls).
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FIGURA 10. Efeito do tempo de incubagdo na liberacdo de glutamato
sinaptossomal induzida pela agmatina. Sinaptossomas obtidos de cortex de
camundongos foram incubados durante 1, 2 ou 5 minutos, na presenca de HEPES
(Basal), solugédo despolarizante de KCI (33 mM) ou agmatina (300 e 1000 uM). A
liberacdo de [*H]glutamato foi determinada como porcentagem do total. Os
resultados estdo apresentados como média + EPM (n = 3). *P < 0,05, **P< 0,01,
***P< 0,001 em relagao ao basal nos mesmos tempos de incubagao (analise por

ANOVA de duas vias seguido de post-hoc de Newman Keuls).
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O pré-tratamento dos sinaptossomas com o inibidor da CaMKII, o KN-62 (1
uM) bloqueou a liberagdo de glutamato induzida pelo KCI (de 191,4% + 2,3% para
131,8 + 7,9%) e pela agmatina (183,8 + 5,9% para 158,1 + 9,0%) (Figura 11C). Este
resultado sugere o envolvimento da CaMKIl na liberagdo de glutamato induzida
pela agmatina.

Para verificar o papel da PI3K na liberagdo de glutamato induzida pela
agmatina, os sinaptossomas foram pré-tratados com o inibidor da PI3K, o
LY294002 (10 uM). O LY294002 n&o afetou a liberacdo de glutamato induzida pelo
KCl e agmatina (Figura 11D). Este resultado sugere que a PI3K nao estaria
envolvida na liberagédo de glutamato induzida pela agmatina.

Para verificar o papel da PKC na liberagdo evocada pela agmatina, foram
utilizados, a queleritrina (inibidor seletivo da PKC) e estauroporina (inibidor de
proteinas quinases). O pré-tratamento dos sinaptossomas com queleritrina (6 uM)
bloqueou a liberagdo de glutamato induzida pelo KCI (33 mM) (de 191,4 + 2,3%
para 155,9 + 6,4%), mas nao mostrou efeito sobre a agmatina (Figura 11E). O pré-
tratamento dos sinaptossomas com estaurosporina (100 nM) inibiu a liberagao de
glutamato induzida pelo KCI (de 191,4 + 2,3% para 139,7 + 12,1%) mas nao
preveniu o efeito da agmatina (Figura 11F). Estes resultados sugerem que a PKC

nao estaria envolvida na liberagdo de glutamato induzida pela agmatina.
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FIGURA 11. Efeito do H89, PD98059, KN-62, LY294002, queleritrina e
estaurosporina na liberagado de glutamato sinaptossomal induzida pela agmatina.
Sinaptossomas obtidos de cortex de camundongos foram pré-tratados durante 15
ou 20 minutos, na presenca de HEPES, H89 (6 uM, A), PD98059 (30 uM, B), KN-
62 (1 uM, C), LY294002 (10 uM, D), queleritrina (6 uM, E) ou estaurosporina (100
nM, F). Apos os pré-tratamentos, os sinaptossomas foram incubados durante 1
minuto na presenca HEPES (basal), KCI (33 mM) ou agmatina (1000 uM). Os
resultados estdo apresentados como média + EPM (n = 3). *P < 0,05 e **P < 0,01

quando comparado a auséncia de pré-tratamento com os inibidores.
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5. Discussao

Neste trabalho foi confirmado que a administracdo aguda (i.p.) de agmatina
e fluoxetina produziu um efeito antidepressivo no teste do nado forgcado (TNF) em
camundongos. Os resultados mais relevantes deste trabalho foram: 1) o tratamento
crénico com agmatina induziu um aumento na expressao de Bcl2 (no cerebelo) e de
calbindina-28K (no hipocampo e cerebelo), mas ndo afetou a expressdo de BDNF,;
2) o efeito antidepressivo da agmatina no TNF é mediado pelas vias de sinalizagao
celular da MAPK/ERK, CaMKIl e PKC; 3) as vias de sinalizacdo celular da PKA,
MAPK/ERK e PKC estao envolvidas no efeito antidepressivo da fluoxetina no TNF;
4) a agmatina induziu a liberacdo de glutamato em sinaptossomas corticais de
camundongos de modo dependente da concentracado e do tempo de incubagao; 5)
na liberagdo de glutamato induzida pela agmatina estdo envolvidas as vias de

sinalizacao celular da PKA, MAPK/ERK e CaMKII.

Vérios trabalhos tém demonstrado diferentes atividades bioldgicas para a
agmatina: antinociceptiva (Santos et al., 2005), neuroprotetora (Gilad et al., 2005),
ansiolitica (Lawinsky et al., 2003) e anticonvulsivante (Feng et al., 2005). Além
disso, o papel da agmatina na modulagao de humor tem sido verificado em estudos
pré-clinicos (Zomkowski et al., 2002; 2004; 2005, Li et al., 2003) e clinicos (Halaris
et al., 1999). O trabaho de Zomkowski et al. (2002) foi o primeiro a demonstrar que
o tratamento agudo de camundongos com agmatina (por via intraperitonial ou
intracerebroventricular) produziu um efeito antidepressivo no TNF.

O teste do nado forgado (TNF) € um modelo amplamente utilizado e aceito
para testar novas drogas antidepressivas, porque é sensivel a todas as principais
classes de drogas, como os antidepressivos ftriciclicos, inibidores seletivos da

recaptacdo de serotonina e inibidores da MAO (Porsolt et al., 1977; Steru et al.,
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1985). Além disso, este teste apresenta grande reprodutibilidade e & de facil
aplicabilidade (Cryan et al., 2002). No TNF, os animais sao submetidos a um
periodo de nado forcado em um espacgo restrito, uma situacdo inescapavel de
estresse. Os animais executam inicialmente movimentos vigorosos na tentativa de
escapar e depois de alguns minutos apresentam apenas pequenos movimentos
que o impecam 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). O TNF apresenta resultados mais reprodutiveis e por
ser o modelo animal de depressdo mais utilizado na literatura (Cryan et al., 2002),
foi escolhido para avaliar o mecanismo de ag¢do da agmatina. Os modelos animais
de depressdo podem ndo refletir exatamente a sintomatologia da depressao em
humanos, mas tém um importante papel na investigagao de drogas antidepressivas.
Além disso, varios estudos demonstraram que sua efetividade se correlaciona
significativamente com o potencial clinico destas drogas (Willner, 1984).

Embora os antidepressivos venham sendo utilizados ha varias décadas, as
bases neurobioldgicas para explicar a sua eficacia ainda sao pouco compreendidas.
Mais recentemente, tem sido proposto que a necessidade de longo tratamento para
que os antidepressivos possam exercer seus efeitos terapéuticos, € por ativar
mecanismos celulares que promovam a plasticidade neuronal. Por outro lado, a
neuroplasticidade e a sobrevivéncia celular sdo reguladas por diferentes vias de
sinalizagdo, que podem estar alteradas na depressao (Maniji et al., 2001a; Maniji et
al., 2003). Varios estudos basicos e clinicos observaram reducbes regionais do
numero (morte celular) ou do tamanho de glias e neurdnios no hipocampo (atrofia
neuronal) de pacientes depressivos (Eilat et al.,, 1999; Manji et al., 2001). Os
antidepressivos bloqueiam ou revertem estes comprometimentos celulares através
da ativagao de vias de sinalizagdo que regulam fatores envolvidos na sobrevivéncia

celular ("neuroprotecao"), como o CREB, BDNF e Bcl2 (Duman et al., 2000; Maniji
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et al.,, 2000; D'Sa e Duman, 2002). O aumento da expressdao de BDNF no
hipocampo estd envolvido no mecanismo de acdo neuroprotetor de varios
compostos antidepressivos, como os antidepressivos triciclicos, inibidores da
monoamina oxidase, inibidores seletivos da recaptagao de serotonina e inibidores
da recaptacao de serotonina/noradrenalina (Nibuya et al., 1995; Russo-Neustadt et
al., 2000; Ivy et al., 2003; Coppell et al., 2003; Duman, 2004).

A agmatina mostrou ser neuroprotetora em varios modelos "in vivo" (Gilad et
al., 1996; 2005; Gilad e Gilad, 2000; Kim et al., 2004) e "in vitro" (Olmos et al., 1999;
Li et al., 2003). Estes autores sugeriram que a agao neuroprotetora da agmatina
seria devido a sua capacidade de bloquear os receptores NMDA e canais de calcio
(Reis e Regunathan, 2000; Wang et al., 2000) e reduzir os niveis de NO e da
atividade da nNOS (Gilad et al., 1996; Li et al., 2003; Kim et al., 2004). Entretanto, a
questao é: sera que a agmatina, assim como os compostos antidepressivos (e a
agmatina apresenta esta agao) seria neuroprotetora também por afetar a expressao
de proteinas de sobrevivéncia celular? Assim, para compreender o mecanismo de
acao deste composto, camundongos foram tratados (i.p.) durante 21 dias com
agmatina ou fluoxetina (utilizada como controle) e ao final, avaliada a expressao
das proteinas BDNF, Bcl2 e calbindina-28K, no hipocampo e cerebelo. Os cérebros
dos animais foram analisados 24 horas apds a ultima injegdo de agmatina ou
fluoxetina. Este tempo foi escolhido porque um recente estudo (Coppel et al., 2003)
mostrou que a administracdo crbnica (14 dias, via i.p.) dos antidepressivos
fluoxetina, paroxetina e sertralina (inibidores da recaptagdo de serotonina) e
tranilcipromina (inibidor de monoamina oxidase) resultou em uma resposta bi-fasica
da expressdo de RNA mensageiro de BDNF (RNAmM-BDNF). A analise do cérebro,
4 horas apo6s a Uultima inje¢cdo dos antidepressivos, mostrava uma diminui¢do do
RNAmM-BDNF no hipocampo de ratos. Entretanto, os niveis de RNAmM-BDNF

estavam aumentados no hipocampo (giro denteado e regiao CA1), se os cérebros
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fossem analisados 24 horas ap6s a ultima injecdo destes antidepressivos. Estes
autores também mostraram que os antidepressivos desipramina e maprotilina
(inibidores da recaptacao de noradrenalina) e a mianserina (antidepressivo atipico)
nao afetaram a expressdo de RNAmM-BDNF. Os resultados obtidos neste trabalho
mostraram que apos o tratamento crénico (i.p.) durante 21 dias com agmatina (1 e
3 mg/kg) ou fluoxetina, apenas a fluoxetina aumentou a expressdo da proteina
BDNF no cerebelo. Assim, o tratamento de 21 dias com duas doses de agmatina
nao afetou a expressdo da proteina BDNF, sugerindo o ndo envolvimento desta
neurotrofina no seu efeito neuroprotetor. O efeito dos antidepressivos sobre o
BDNF foi também avaliado por Dias et al. (2003), que sugeriram mecanismos
distintos para a ativagdo da expressdo (RNAm) e a traducdo (proteina BDNF). De
acordo com estes autores, serdo ainda necessarios estudos para compreender os
mecanismos envolvidos na regulacdo do BDNF pelos antidepressivos.

O BDNF exerce a sua acao neurotréfica e neuroprotetora através de uma
cascata composta do receptor Trk (tirosina quinase), a via de sinalizagdo celular
MAPK/ERK e a ativagdo da expressao da proteina antiapoptética Bcl2 (Finkbeiner,
2000; Maniji et al., 2001; D'Sa e Duman, 2002; Hashimoto et al., 2004). A Bcl2 é
uma proteina reguladora da apoptose e que controla o numero de neurdnios e
células gliais no sistema nervoso central e periférico. A morte celular por apoptose
parece estar envolvida em varias doencas neurodegenerativas cronicas (Adams e
Cory, 1998). Desta maneira, o BDNF possui um efeito tréfico para a sobrevivéncia
celular, mas seu efeito neuroprotetor é principalmente devido a inibicdo da cascata
de morte celular pela expressao de Bcl2. O tratamento crénico com litio e valproato,
dois compostos utilizados para o tratamento da fase maniaca do transtorno bipolar,
aumentou a expressao e o numero de células positivas para Bcl2 no cértex frontal
de ratos (Chen et al.,, 1999). Esses dois compostos também aumentaram a

expressao de Bcl2 no hipocampo e estriado de ratos e em culturas de células
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neuronais (Manji e Chen, 2002). Xu et al. (2003) foram os primeiros a investigar o
efeito do tratamento crénico (i.p.) com antidepressivos na expressao da proteina
Bcl2 em varias sub-regides do hipocampo de ratos. Os antidepressivos triciclicos
amitriptilina e venlafaxina (dose de 5 mg/kg, durante 21 dias) induziram o aumento
da expressdo de Bcl2 nas fibras musgosas (“mossy fibers”) da regiao CA3 do
hipocampo. Este tratamento também aumentou a expressdo de BDNF nas células
granulares das regidoes CA1 a CA4. Na dose de 10 mg/kg, os dois antidepressivos
nao provocaram efeito; venlafaxina inclusive reduziu o conteudo de BDNF em todas
as regides do hipocampo avaliadas. Assim, o tipo de antidepressivo e os distintos
tratamentos parecem influenciar os diferentes padrdes de resposta da expressao de
Bcl2 (Xu et al., 2003). Neste trabalho foi demonstrado que o tratamento cronico de
camundongos durante 21 dias com agmatina (3 mg/kg, i.p.) aumentou a expressao
da Bcl2 apenas no cerebelo. O tratamento com agmatina (1 mg/kg) ou fluoxetina
ndo mostrou efeito no hipocampo e cerebelo. No trabalho de Xu et al. (2003) foi
analisado o efeito dos antidepressivos apenas no hipocampo de ratos, assim, o
efeito da agmatina é o primeiro a demonstrar a presencga de Bcl2 no cerebelo de
camundongos. Além disso, se poderia especular que a presenga de Bcl2 poderia
explicar o efeito neuroprotetor da agmatina em reduzir a toxicidade do glutamato
em cultura de neurénios cerebelares (Olmos et al., 1999).

Além dos efeitos descritos anteriormente, o BDNF estimula a expressao da
proteina calbindina-28K em culturas de neurénios do hipocampo e cortex (Fiumelli
et al., 2000) e do estriado (Gavalda et al., 2004). A calbindina-28K é uma proteina
que sequestra o calcio livre no citosol, impedindo que ele alcance concentracbes
que possam causar danos a célula (Rintoul et al., 2001; Christakos e Liu, 2004).
Como o calcio participa de uma maneira fundamental na morte celular (necrose ou
apoptose), a calbindina exerce uma importante fungdo neuroprotetora (Mattson et

al.,, 1991). Além disso, a calbindina é capaz de inibir a caspase-3, uma das

59



proteinas da cascata de morte celular por apoptose, indicando que ela pode ser
chamada de proteina antiapoptética (Christakos e Liu, 2004). Estes autores
também mostraram que o efeito antiapoptético da calbindina envolve a ativagdo da
ERK 1/2 (via MAPK/ERK) e da PKC (Christakos e Liu, 2004). Apesar dos varios
estudos demonstrando o envolvimento do calcio na morte celular por apoptose
(Ojcius et al., 1991; McConkey e Orrenius, 1996), um aumento no calcio intracelular
nao necessariamente esta relacionado com a indugdo da morte apoptética (Koh e
Cotman, 1997; Chiesa et al., 1998). Em neurdbnios corticais, os antagonistas de
canais de calcio induzem apoptose (Koh e Cotman, 1997). Assim, as evidéncias
sugerem que niveis intermediarios de calcio sdo necessarios para o funcionamento
de neurdnios e astrocitos e que uma elevagdo ou uma marcante redugdo podem
resultar na degeneragao celular (Koike et al., 1989; Chiesa et al., 1998). A morte
celular por apoptose tem sido associada com os transtornos de humor e as
doencgas neurodegenerativas (Manji et al., 2001a). Apesar de exercer também um
papel importante na neuroprotecédo, ndo foram encontrados na literatura trabalhos
relacionando os compostos antidepressivos com a calbindina. Recentemente, foi
investigada a presenca desta proteina em amostras "post-mortem" de individuos
com ftranstorno bipolar. Shamir et al. (2005) nao encontraram diferencas no
conteudo de calbindina no coértex de cérebros entre individuos controle e com
transtorno bipolar. Contudo, nos pacientes que tinham recebido tratamento com
litio, os niveis de calbindina foram 100% maiores do que nos pacientes nao
tratados. Estes autores também verificaram que o tratamento sub-crénico (11 dias)
e cronico (30 dias) de camundongos com litio ndo afetou a expressao de calbindina
no cérebro total ou no hipocampo. O conteludo de calbindina no cortex frontal foi
reduzido pelo tratamento cronico com litio (Shamir et al., 2005). Entretanto, neste
trabalho, os resultados mostraram que o tratamento crénico (i.p.) de camundongos

durante 21 dias com agmatina, aumentou a expressdo de calbindina no hipocampo
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(dose de 1 mg/kg) e no cerebelo (dose de 3 mg/kg). Assim, este é o primeiro
trabalho a demonstrar que a agmatina, um composto que apresenta varias
atividades biolégicas e também uma acgdo antidepressiva pode influenciar na
expressao da proteina neuroprotetora calbindina. Além disso, um resultado
interessante é que a fluoxetina também aumentou a expressao desta proteina no
hipocampo. Li et al. (2003) demonstraram que o pré-tratamento de células PC12
com agmatina durante 24 horas, protegeu da morte celular provocada pela
toxicidade do NMDA. Além disso, estes autores observaram que apos o tratamento
com agmatina, os niveis de Ca*" intracelular induzido pelo NMDA foram reduzidos,
sugerindo um bloqueio dos receptores NMDA (Li et al., 2003). Como o presente
trabalho demonstra que a agmatina induz a expressao de calbindina, o efeito
neuroprotetor e a reducao dos niveis de calcio poderia ser explicado pelo bloqueio
de receptores NMDA, como sugerem Li et al. (2003), e/ou devido ao efeito da
calbindina.

Apesar dos resultados nao “homogéneos”, pdde ser observada uma grande
variagdo nos dados de expressdo de proteinas, geralmente comuns em
experimentos “in vivo”. Entretanto, é bom salientar que nos varios trabalhos citados,
os tratamentos induziram a expressao das proteinas analisadas em determinadas
areas bem especificas, por exemplo, em sub-regides do hipocampo. De Foubert et
al. (2004) comentaram que o tratamento de ratos durante 21 dias com fluoxetina
aumentou o numero de células positivas para o BDNF nas regides CA1 e CA3, mas
nao em outras areas do hipocampo. Entretanto, quando o hipocampo (isto &, todo o
hipocampo) foi analisado, o tratamento nao afetou os niveis da proteina BDNF. De
acordo com estes autores, e também pode ter ocorrido neste trabalho com a
agmatina, as variagdes regionais dentro do hipocampo podem n&o ser detectadas
quando todo o hipocampo é analisado. Estes experimentos poderiam ser melhor

analisados utilizando técnicas de imunohistoquimica.
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A depressao tem sido associada com alteragdes nas vias de sinalizagao que
regulam a neuroplasticidade e a sobrevivéncia celular (Manji et al., 2001a). Os
efeitos crénicos de alguns compostos antidepressivos tém sido bem investigado,
mas os eventos moleculares rapidamente ativados por estas drogas ainda sdo
pouco estudados. Assim, a relacdo entre 0 mecanismo de ativagdo imediata (as
vias de sinalizagdo, os alvos celulares e ativagdo de genes) e os efeitos cronicos
ainda ndo sao bem compreendidos. Apesar dos varios estudos sobre a agmatina,
as vias de sinalizacao celular que medeiam os seus diferentes efeitos ainda nao
foram investigadas. O conhecimento da sinalizagdo celular poderia auxiliar na
compreensao do efeito neuroprotetor, da agdo antidepressiva e das outras fungdes
da agmatina. Assim, o objetivo deste grupo de experimentos foi investigar a
participagcao das proteinas quinases PKA, MAPK/ERK, CaMKIl e PKC, na acao
antidepressiva aguda da agmatina no TNF. A fluoxetina, um conhecido
antidepressivo, foi utilizado nos experimentos como controle positivo. Zomkowski et
al. (2002; 2004) demonstraram que o efeito antidepressivo da agmatina no TNF &
mediado pela sua interagdo com receptores serotonérgicos (5-HT4a, 5-HT,) e a.-
adrenérgicos. Estes receptores ativam as cascatas de sinalizagdo da via
MAPK/ERK (Mendez et al., 1999; Errico et al.,, 2001), CaMKIl (Duman, 1998;
Shaywitz e Greenberg, 1999), PKC e PKA (Liu e Albert, 1991).

Varios estudos demonstraram que a administracdo crénica de diferentes
antidepressivos causa um aumento na atividade da via AMP ciclico-proteina
quinase dependente de AMPc-CREB (cAMP-PKA-CREB) (Popoli et al., 2000; D’Sa
e Duman, 2002). A PKA esta envolvida na fosforilagdo e regulacdo de varias
proteinas, como canais ibnicos, citoesqueleto, fatores de transcricdo e enzimas
(Gould e Maniji, 2002). Varios destes efeitos da PKA foram demonstrados utlizando

inibidores seletivos desta proteina quinase. Um deles é o composto H-89, uma
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isoquinolinesulfonamida que atua como um inibidor competitivo do ATP por se ligar
a subunidade catalitica da PKA (Chijiwa et al., 1990). Os resultados deste trabalho
demonstraram que a redugdo do tempo de imobilidade no TNF causado pela
agmatina nao foi bloqueado pelo H-89, indicando que a PKA nao esta envolvida na
sua acgao antidepressiva. Entretanto, a mesma dose de H-89 foi capaz de bloquear
a reducao do tempo de imobilidade causada pela fluoxetina no TNF, indicando o
envolvimento da PKA na sua agao antidepressiva. Além disso, Almeida et al.
(2006), utilizando esta dose de H-89, demonstraram a participagcdo da PKA no
efeito antidepressivo da memantina no TNF. O resultado observado com a
fluoxetina estd de acordo com varios trabalhos, demonstrando o aumento da
atividade da via PKA pelo tratamento agudo com fluoxetina (Rausch et al., 2002) e
cronico com antidepressivos triciclicos (imipramina), inibidores da MAO
(tranilcipromina) ou choque electroconvulsivo (Nestler et al., 1989). O rolipram, um
inibidor da fosfodiesterase 4, com agao antidepressiva também ativa a cascata da
cAMP-PKA (ltoh et al., 2004).

A via MAPK/ERK é uma cascata de sinalizagdo que regula varios processos
celulares como a regeneracgao, proliferacao, diferenciacdo e sobrevivéncia celular
(Schaeffer e Weber, 1999) e também parece mediar eventos presentes nos
transtornos de humor (Einat et al., 2003). Varios antidepressivos ativam a cascata
de sinalizacao celular da MAPK/ERK, provocando efeitos benéficos na plasticidade
e na sobrevivéncia neuronal (Chen et al., 1999; D’'Sa e Duman, 2002; Einat et al.,
2003). Mercier et al. (2004) ja haviam demonstrado que a fluoxetina promove uma
rapida ativacdo da cascata MAPK/ERK em culturas de astrocitos. Além disso, a
administragao cronica de fluoxetina também aumentou a expressao da MAPK/ERK
no cortex pré-frontal e frontal de ratos (Tiraboschi et al., 2004a). De acordo com
Sweatt (2001) esta via pode representar uma integracdo de sinalizagbes

multifuncionais envolvidas na regulacdo da transcricdo génica, um passo crucial
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para mudangas adaptativas que ocorrem apds a administracdo cronica de
antidepressivos. Neste trabalho foi demonstrado que o PD98059, um inibidor da
proteina quinase MEK1/2 (um componente da via MAPK/ERK) (Dudley et al., 1995)
reverteu o efeito antidepressivo da agmatina e fluoxetina no TNF, sugerindo o
envolvimento da via MAPK/ERK. Resultados semelhantes foram obtidos por
Almeida et al. (2006) que demonstraram a participagcédo da via MAPK/ERK no efeito
anti-imobilidade da memantina no TNF. No trabalho de Zomkowski et al. (2002;
2004) foi demonstrado que o efeito antidepressivo agudo da agmatina no TNF é
mediado, ao menos em parte, pela interagdo com receptores 5-HT a1 € oo
adrenérgicos. Por outro lado, varios estudos demonstraram que a cascata da via
MAPK/ERK pode ser ativada por compostos que atuam via receptores 5-HTa
(Mendez et al., 1999; Errico et al., 2001). Desde modo, o efeito da agmatina poderia
ser devido a interacdo com estes receptores serotonérgicos e ativacdo da via
MAPK/ERK. Estes resultados estdo em acordo com a ativacdo da via MAPK/ERK
ser um alvo terapeuticamente relevante dos antidepressivos (Sweatt, 2001).

A ativagao por fosforilagcdo do substrato CREB pode ocorrer através da via
PKA e pela proteina quinase dependente de Ca?*/calmodulina (CaMKs) (Montminy,
1997). A via da CaMKIl esta envolvida nos efeitos de varios antidepressivos; o
tratamento cronico com paroxetina, fluvoxamina ou venlafaxina aumentou a
autofosforilagdo e a atividade da CaMKII no hipocampo (Popoli et al., 2002). Neste
trabalho, o KN-62, um inibidor que interage com o dominio regulatério da CaMKI|
(Tokomitsu et al., 1990), reverteu o efeito anti-imobilidade da agmatina, sugerindo
que sua acao antidepressiva possa ser devido a ativagado desta proteina quinase.
Almeida et al. (2006) também utilizaram o KN-62 e mostraram o envolvimento da
CaMKIl no efeito antidepressivo da memantina no TNF. Estudos anteriores

demonstraram que a interacdo com os receptores 5-HT, ativam a CaMK (Chen e
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Reith, 1995; Shaywitz e Greenberg, 1999). Assim, os compostos antidepressivos
que interagem com estes receptores poderiam diretamente induzir a ativacado de
CREB (Duman, 1998). Portanto, uma possivel explicacdo para a participagao da
CaMKIl no efeito da agmatina, é que o seu efeito antidepressivo no TNF envolve
uma interagdo com os receptores 5-HT,, como foi demonstrado por Zomkowski et
al. (2004). O efeito anti-imobilidade da fluoxetina n&o tem sido relacionado aos
receptores 5-HT, (Yamada e Sugimoto, 2002) e devido a isso pode nao ter sido
revertido pelo KN-62. O composto LY 53857, um antagonista de receptores 5-HT,,
nao foi capaz de antagonizar o efeito da fluoxetina no TNF (Yamada e Sugimoto,
2002). Além disso, Popoli et al. (2000) demonstraram que o tratamento crénico,
mas ndao agudo com os antidepressivos, fluoxetina, desipramina e reboxetina,
aumentaram a atividade enzimatica da Ca?'/calmodulina quinase Il no cortex pré-
frontal de ratos. Estes resultados estdo de acordo com o fato da CaMKIl, um
importante regulador da plasticidade sinaptica, estar envolvida na patofisiologia e
farmacologia dos transtornos psiquiatricos (Tiraboschi et al., 2004b).

O estudo de Pandey et al. (1997) verificou que a PKC estava diminuida em
cérebros postmortem de vitimas de suicidio, sugerindo a participagdo desta
proteina quinase na patofisiologia das doencas do humor. Posteriormente, varios
trabalhos demonstraram que as drogas antidepressivas ativam cascatas de
transducao de sinal que envolvem também a PKC (Chen et al., 1999; Popoli et al.,
2000; Dwivedi et al., 2002a; Pandey et al., 2001, 2002; Hashimoto et al., 2004). A
PKC, assim como a PKA, fosforila fatores de transcricdo como o CREB, c-Fos e c-
Jun, além de outros substratos (Pandey et al., 2003). Neste trabalho, o efeito
antidepressivo da agmatina foi prevenido pela queleritrina, um composto que inibe o
sitio de ligacdo do substrato/ATP no dominio catalitico da PKC (Breukel et al.,
1998). Estes dados indicam a participacdo da PKC no efeito antidepressivo da

agmatina. Zomkowski et al. (2004) demonstraram que o efeito antidepressivo da
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agmatina no TNF parece ser mediado ao menos em parte, pela interagdo com
receptores 5-HT,. Estes receptores favorecem a entrada de calcio, o qual ativa o
sistema de sinalizacao fosfatidilinositol (Pl) que fosforila a PKC (Liu e Albert, 1991).
A ativacdo da PKC ocorre via Pl apdés a juncdo do ligante em seu receptor
extracelular. A ligacao do GTP induz a hidrélise do fosfotidil-inositol-difosfato (PIP2)
para diacilglicerol (DAG) e inositol-1, 4, 5-trifosfato (IP3). A hidrélise do PIP2 para
DAG e IP3 é controlada pela enzima conhecida como fosfolipase C. Estes produtos
atuam como segundos mensageiros em duas cascatas separadas de segundos
mensageiros. O DAG ativa a fosforilagdo da proteina quinase C (PKC), uma enzima
que possui efeitos diretos nos sistemas celulares e que esta envolvida na
fosforilagdo de outras proteinas na célula (Kanashiro e Khalil, 1998). A PKC néo
estd apenas envolvida em importantes fungbes celulares e fisiolégicas, mas, €&
também um componente chave no sistema de sinalizacdo do Pl do qual, os
receptores 5-HT, e outros receptores como o a1-adrenérgico e o M1 muscarinico
estdo ligados (Conn e Sanders-Bush, 1986). O envolvimento da PKC na agao
terapéutica de varias drogas antidepressivas, como fluoxetina e desipramina ja
havia sido demonstrada (Mann et al., 1995b). Além disso, a administracdo aguda de
fluoxetina resulta na “up-regulation” da PKC (Rausch et al.,, 2002). A fluoxetina
também aumenta a atividade da PKC em sinaptoneurossomas corticais de ratos
(Giambalvo e Price, 2003).

A reversao do efeito antidepressivo da agmatina e da fluoxetina no TNF pelo
H-89, PD98059, KN-62 e queleritrina ndo estd associada a nenhum efeito motor,
pois a administragado dos antidepressivos e dos inibidores de proteinas quinases,
isoladamente ou em combinagado, nao alterou a atividade locomotora no teste do
campo aberto (TCA), indicando que o efeito observado é especifico.

Embora o exato mecanismo pelo qual a agmatina exerce seu efeito

antidepressivo no TNF pela ativagdo das vias MAPK/ERK, CaMKIl e PKC, nao seja
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claro, esta acédo pode ser devido a sua interagdo com os receptores 5-HTa, ao-
adrenérgicos e 5-HT,, os quais ativam as cascatas MAPK/ERK (Mendez et al.,
1999; Errico et al.,, 2001), CaMKII (Duman, 1998; Shaywitz e Greenberg, 1999),
PKC (Liu e Albert, 1991). Os resultados deste trabalho pela primeira vez,
apresentaram também evidéncias do envolvimento das vias PKA, MAPK/ERK e
PKC, no efeito agudo antidepressivo da fluoxetina no TNF. De acordo com varios
autores, os antidepressivos que aumentam os niveis de serotonina nas sinapses
ativam CREB através das vias de transdugao de sinal PKA, MAPK e CaMKII (D'Sa
e Duman, 2002; Hashimoto et al., 2004).

Varias evidéncias indicam que os transtornos de humor estdo associadas
com reducgdes regionais no volume cerebral, bem como no numero, tamanho e
densidade da glia e neurbnios em discretas areas do cérebro (Zarate et al., 2003).
Embora a patofisiologia envolvida nessas mudangas morfométricas precise ser
elucidada, os dados sugerem que as desordens de humor severas estdo
associadas com a reducdo da neuroplasticidade. Neste contexto, o sistema
glutamatérgico o qual €& conhecido por desempenhar o papel principal na
plasticidade neuronal parece estar envolvido na patofisiologia e tratamento das
desordens de humor (Zarate et al., 2002). Estudos pré-clinicos tém demonstrado
que o sistema glutamatérgico representa um alvo (frequentemente indireto) para a
acao dos antidepressivos e estabilizadores de humor (Zarate et al., 2003).

A localizacdo da agmatina em sinapses excitatérias no hipocampo (Reis et
al., 1998) sugere que a agmatina possa regular a neurotransmissao glutamatérgica.
O envolvimento da agmatina com a neurotransmissdo glutamatérgica tem sido
investigada recentemente por Abe et al. (2003) e Feng et al (2005). Apesar dos
trabalhos anteriores, demonstrando a agdo neuroproterora da agmatina, Abe et al.

(2003) mostraram que a agmatina (400 uM) induzia a morte de células granulares
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cerebelares de ratos. A incubacdo de agmatina entre 200 a 800 uM, durante 24
horas, reduziu a viabilidade celular. Estes autores demonstraram que a morte
celular era causada pela liberagcdo de glutamato induzida por agmatina. O efeito
citotoxico provocada pela agmatina (400 uM) era observado somente apés 6 horas,
apesar da liberagdo de glutamato iniciar apés 90 minutos na presenga do
composto. Por outro lado, Feng et al. (2005) demonstraram que a acgao
anticonvulsivante da agmatina seria por reduzir os niveis de glutamato no coértex
frontal de ratos. Os compostos antidepressivos como a imipramina e desipramina,
em concentragdes de 100 uM ou maiores, ativaram a via fosfolipase C-IP3, que
provoca o aumento dos niveis de calcio intracelular que induz a liberacdo de
neurotransmissores (Fukuda et al.,, 1994; Bouron e Chatton, 1999). Assim, neste
trabalho foi investigado se a agmatina, em concentra¢cdes maiores do que 100 uM
induz a liberagdo de glutamato em sinaptossomas corticais de camundongos. A
agmatina induziu uma rapida liberagcdo sinaptossomal de glutamato de modo
dependente do tempo e da concentracdgo (100 a 1000 pM). Como os
sinaptossomas foram incubados até 5 minutos com a agmatina, a liberagdo de
glutamato verificada ndo seria resultante da lise sinaptossomal. A liberacdo de
glutamato induzida pela agmatina foi bem menor do que a induzida por
despolarizagdo com KCI. Assim, é possivel especular que esta quantidade de
glutamato ndo provoque um processo de excitotoxicidade, pelo contrario, pode
atuar auxiliando na melhoria da neuroplasticidade. Entretanto, também tem sido
demonstrado que a agmatina pode inibir a liberacdo de noradrenalina de terminais
nervosos (Wang et al., 2002). A capacidade da agmatina em bloquear os
receptores NMDA (Reis e Regunathan, 2000) parece nao explicar a sua agao
neurosecretora. Contudo, varios estudos tém demonstrado que a administracao

sistémica de antagonistas NMDA aumenta a liberagdo de glutamato (Moghaddam
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et al., 1997; Moghaddam e Adams, 1998; Zuo et al., 2005). Estes autores sugerem
que o bloqueio do receptor NMDA pode estimular a neurotransmissao
glutamatérgica através de outros receptores como os receptores AMPA e cainato,
além de outros receptores de glutamato metabotrépicos (Moghaddam e Jackson,
2003). A relagao entre a liberacdo de glutamato e os compostos antidepressivos
ainda ndo é bem compreendido. O antidepressivo desipramina aumentou a
liberagdo de glutamato em culturas de neurdnios hipocampais de ratos (Bouron e
Chatton, 1999). Entretanto, Golembiowska e Dziubina (2001) e Bobula (2003)
mostraram que a imipramina e a desipramina inibem a liberagdo de glutamato no
cortex frontal de ratos. Até recentemente, os autores nao estiveram de acordo, pois
Ferrero et al. (2005) demonstraram que o tratamento crénico com fluoxetina
aumenta a liberagéo de glutamato no hipocampo de ratos. Ao contrario, Bonanno et
al. (2005) demonstram que os antidepressivos diminuem a liberagdo de glutamato
em sinaptossomas hipocampais.

Finalmente, foi investigado o mecanismo de liberagcdo de glutamato pela
agmatina. A neurotransmissdo é regulada positiva ou negativamente de multiplas
maneiras e acredita-se que esta regulacdo seja um dos mais importantes
mecanismos de plasticidade sinaptica, que leva ao aprendizado e memoria.
Diferentes proteinas quinases tém sido envolvidas na regulagao pré-sinaptica em
varios tipos de preparagdes neuronais.

Assim, neste trabalho foi investigado o papel das vias de sinalizacdo PKA,
MAPK/ERK, CaMKIl, PI3K e da PKC na liberacdo de glutamato induzida pela
agmatina. A PKA é uma via conhecida por potenciar a transmissédo sinaptica,
aumentando a liberagcdo de glutamato em varias preparagées neuronais, como
fatias hipocampais e sinaptossomas (Millan et al., 2003). Marabese et al. (2005)
demonstraram que a liberagdo de glutamato requer a participagcado do acoplamento

da adenilato ciclase e a subseqliente ativacdo da PKA. Neste trabalho, o H89 inibiu
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em cerca de 68% a liberagdo de glutamato sinaptossomal induzida por KCI, um
resultado semelhante aos obtidos por Grilli e colaboradores (2004), nos quais a
liberagao de glutamato sinaptossomal induzida por KCI foi inibida em 50% pelo
H89. De acordo com estes autores, a liberagdo de glutamato dependente de Ca?
induzida pela depolarizacdo com KCI consiste de dois componentes: um
diretamente ligado & entrada de Ca®* através de canais de Ca*" dependentes de
voltagem (CCDV) e outro componente indireto através da via adenilato cliclase-
PKA-CCDV (Grilli et al., 2004). O H-89 também inibiu a liberacdo de glutamato
sinaptossomal induzida pela agmatina, sugerindo o envolvimento da PKA na sua
acao neurosecretora. Este resultado esta de acordo com Wang (2006a) que
demonstrou que o rolipram, um inibidor de fosfodiesterase, que possui efeito
antidepressivo, ativou a PKA e induziu a liberagao de glutamato em sinaptossomas.

Trabalhos recentes demonstraram a participacdo da cascata das proteinas
quinases ativadas por mitdbgenos (MAPKs) que leva a ativagdo das proteinas
quinases reguladas por sinal extracelular (ERK 1 e 2), no controle da liberagcéo de
neuropeptideos, horménios e aminas (Coxon et al., 2003; Park et al., 2005). No
presente trabalho foi demonstrado que o PD98059, um inibidor da MEK diminuiu a
liberagdo de glutamato induzida pela agmatina e KCI. Pereira et al. (2002) haviam
demonstrado que o PD98059 inibe a liberacdo de glutamato em sinaptossomas
hipocampais estimulados por despolarizagdo com KCI. Como ja havia sido
comentado, a agmatina por atuar sobre os receptores 5-HTq5 (Zomkowski et al.,
2002; 2004) poderiam ativam a cascata MAPK/ERK (Mendez et al., 1999; Errico et
al., 2001). A regulacao da liberacdo de neurotransmissores pela via MAPK/ERK foi
demonstrado por Jovanovic et al. (2000) utilizando o PD98059. A inibicao desta via
diminuiu a fosforilagdo da sinapsina | e consequentemente reduziu a liberacdo de

neurotransmissores.
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Embora o mecanismo exato pelo qual a agmatina induz a liberacdo de
glutamato sinaptossomal via MAPK/ERK ainda nao esta esclarecido, uma possivel
explicacdo para esta agdo é que a agmatina induza o influxo de Ca®* (Shepherd et
al., 1996). Varios trabalhos tém demonstrado que o aumento nos niveis de [Ca®'].
em resposta a despolarizagao e estimulacédo dos receptores glutamatérgicos ativa a
via MAPK/ERK (Atherfold et al., 1999; Egea et al., 1999; Pereira et al., 2002).

Os niveis de Ca?* tém um papel fundamental na regulacédo da funcdo dos
terminais nervosos, através da ativagao de enzimas dependentes de calmodulina,
como as proteinas quinases dependentes de Ca?*/calmodulina (CaMKs) (Lennders
e Sheng, 2005). A CaMKIl é abundante no cérebro e participa de importantes
processos no sistema nervoso central, como a regulagdo da sintese, liberacdo e
sinalizagdo de neurotransmissores (Braun e Schulman, 1995, Soderling et al.,
2001b, Hudmon e Schulman, 2002a; Hudmon e Schulman, 2002b). A CaMKII
fosforila proteinas envolvidas no trafego, ancoramento e fusdao de granulos
secretores. No cérebro, a isoforma o-SNAP possui um papel importante na
regulacado da liberagdo de neurotransmissores via fosforilagdo da sinapsina | pela
associagao com vesiculas sinapticas (Yamamoto et al., 2003). O papel da CaMKII
na exocitose ja havia sido demonstrado por Sihra e Pearson (1995), em um
trabalho no qual KN-62, um inibidor especifico da CaMKIl, diminuiu a liberacao de
glutamato sinaptossomal induzida por despolarizagdo com KCl e 4-aminopiridina.
Neste trabalho, o KN62, um inibidor da CaMKI|, inibiu a liberagdo de glutamato
induzida pela agmatina, sugerindo o envolvimento desta proteina quinase na sua
acao neurosecretora. A agmatina parece atuar via receptores 5-HT, (Zomkowski et
al., 2004) e estes podem ativar a CaMKIl (Duman, 1998; Shaywitz e Greenberg,
1999) que consequentemente estimularia a liberacdo de glutamato. Portanto, a

agmatina pode iniciar cascatas de sinalizagdo celular que poderiam convergir em
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alvos comuns resultando na modulacdo da plasticidade sinaptica, como tem sido
demonstrado para os diversos compostos antidepressivos (Popoli et al., 2000; D'Sa
e Duman, 2002; Hashimoto et al., 2004).

A proteina fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) regula a sintese proteica, a
migracao celular, a mitogénese e participa de vias anti-apoptoéticas (Brunet et al.,
2001; Cantrell et al., 2001 Maffucci et al., 2005). A PI3K fosforila e ativa a proteina
quinase B (PKB), também conhecida como Akt, que como uma proteina quinase
lipidica aumenta o conteudo de fosfoinositideos fosforilados na membrana (Cantrell,
2001). Contudo, o envolvimento direto desta proteina quinase e de seus produtos
lipidicos na neuroexocitose tem sido questionado, com base em varios resultados
mostrando nenhuma ou pouca inibicdo da exocitose sinaptossomal pelos seus
inibidores seletivos, wortmanina e LY294002 (Chasserot-Golaz et al., 1998; Meunier
et al., 2005; Milosevic et al., 2005). Amino e colaboradores (2002) demonstraram
que NGF (fator de crescimento do nervo) aumenta a liberacdo de
neurotransmissores em células PC12, através da ativacao das proteinas quinases
ERK e PI3K. Goggi e colaboradores (2003) demonstraram que o LY294002, um
inibidor de PI3K, diminuiu a liberagao sinaptossomal de dopamina induzida pelo KCI
e BDNF em sinaptossomas. No presente trabalho, a liberagdo de glutamato
induzida pela despolarizagdo por KCI e pela agmatina nao foi alterada pelo pré-
tratamento com LY294002, indicando que a via PI3K parece nao estar envolvida na
liberagdo de glutamato induzida pela agmatina e KCI.

Varias isoformas da PKC foram detectadas em sinaptossomas (Ryves et al.,
1996; Shearman et al., 1991). A ativacdao da PKC pode aumentar a liberacao de
neurotransmissores por varios mecanismos como: aumento na atividade dos canais
de Ca?, inibicdo dos canais de K, alteragbes na maquinaria exocitética, aumento
no “pool” de vesiculas prontas e aumento da sensibilidade da maquinaria de

liberacdo ao Ca?* (Millan et al., 2003). O aumento da liberagdo de glutamato
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dependente da PKC ocorreu durante a despolarizagdo induzida pelo 4-
aminopiridina, mas nao durante a estimulacdo com altas concentracbes de KCI
(Coffey et al., 1993). O alvo da PKC parece ser o canal de K pré-sinaptico que
controla a duragao do potencial de acéo. O bloqueio deste canal causa um aumento
da despolarizacdo que induz a entrada de Ca*?, resultando no aumento da
liberagdo de glutamato (Cousin e Robinson, 2000). No presente estudo, a liberagao
de glutamato induzida pelo KCI foi inibida pela estauroporina, um inibidor de PKC
de amplo espectro, e pela queleritrina, um inibidor especifico de PKC, resultados
semelhantes aos de Cousin e Robinson (2000). Entretanto, a queleritrina e a
estaurosporina ndo mostraram efeito na liberagdo de glutamato induzida pela
agmatina. A PKC, por sua vez, pode ser ativada por calcio e fosfolipideos (Luo e
Weinstein, 1993). A agmatina bloqueia canais de calcio dependentes de voltagem
em culturas de neurdnios hipocampais (Zheng et al., 2004) o que pode estar
interferindo na ativagcao da PKC. Esses resultados demonstram que a via da PKC
parece nao estar envolvida no efeito neurosecretor da agmatina.

Além disso, pode ser especulado que durante o tratamento cronico com a
agmatina, a liberagcdo de glutamato poderia atuar sobre receptores NMDA, o que
induziria um constante influxo de calcio, com a conseqtiente ativacdo da sintese e
expressao de BDNF e/ou também da proteina calbindina. O conjunto destes efeitos
poderiam resultar na neuroprotecéo induzida pela agmatina.

Em conclusdo, os resultados deste trabalho mostram que o efeito
antidepressivo e a liberagdo sinaptossomal de glutamato induzida pela agmatina
envolvem em comum, as vias de sinalizagao celular da MAPK/ERK e CaMKII. Estes
resultados obtidos de experimentos "in vivo" e "in vitro" auxiliam a compreensao do
mecanismo de agado antidepressivo e neuroprotetor da agmatina e de seu possivel

papel nas desordens de humor, como a depressao.

73



6. Conclusoes

A administracdo (i.p.) de agmatina e fluoxetina produziu um efeito

antidepressivo no teste do nado for¢ado (TNF) em camundongos;

O tratamento crénico de camundongos com agmatina induziu um aumento na
expressao das proteinas Bcl2 (no cerebelo) e de calbindina-28K (no

hipocampo e cerebelo), mas nao afetou a expressdo de BDNF;

O efeito anti-imobilidade da agmatina no TNF parece envolver as vias de
sinalizacdo da MAPK/ERK, CaMKIl e PKC, mas nao a da PKA;

As vias de sinalizagdo da PKA, MAPK/ERK e PKC, mas ndo a da CaMKII,

parecem estar envolvidas no efeito antidepressivo da fluoxetina no TNF;

A agmatina, fluoxetina e os inibidores de proteinas quinases nao causaram

alteragbes na atividade locomotora quando testadas no campo aberto;

A agmatina induziu a liberagdo de glutamato em sinaptossomas corticais de
camundongos de modo dependente da concentracdo e do tempo de

incubacao;

A liberagdo de glutamato induzida pela agmatina envolve as vias de
sinalizacdo PKA, MAPK/ERK e CaMKII.
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