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RESUMO

As discinesias representam por uma série de movimentos involuntérios
orofaciais, do tronco e dos membros. Esta condicdo pode ser
incapacitante e estd presente em diversas doencas neuroldgicas,
incluindo a esquizofrenia e a doenga de Parkinson (DP). Até o presente
momento, 0S  mecanismos  neuroquimicos  associados  ao
desenvolvimento das discinesias sdo complexos. Neste sentido, este
trabalho buscou investigar um possivel efeito neuroprotetor da agmatina
sobre as discinesias orofaciais (DOs) induzidas pela reserpina, devido a
sua acdo antioxidante e inibitoria sobre a sintese de 6xido nitrico (NO) e
dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (NMDAR). A inducéo
das DOs em camundongos machos da linhagem Swiss foi realizada
através de duas administragdes de reserpina (1 mg/kg, via s.c.), com
intervalo de 48 h, seguido do tratamento com agmatina sozinha ou
associada a amantadina, MK801, arcaina ou 7-Nitroindazol (7-NI) pela
via intraperitoneal (i.p), 24 h ap6s a Ultima administracdo de reserpina,
sendo a avaliagdo das frequéncias das DOs realizada 30 min apds os
tratamentos. Foi avaliado o efeito da agmatina (30 mg/kg) no teste do
campo aberto, nos niveis de nitrato e nitrito (NOXx), nos parametros de
estresse oxidativo e nos niveis de proteinas associadas as discinesias. Os
resultados mostraram um efeito antidiscinético da agmatina (30 mg/kg)
e um efeito sinérgico entre as doses sub-efetivas de agmatina (10 mg/kg)
e MK801 (0,01 mg/kg) ou 7-NI (0,1 mg/kg). A dose ativa da arcaina (1
mg/kg) ndo alterou o efeito antidiscinético promovido pela agmatina. No
cortex cerebral, a reserpina aumentou os niveis de NOx, no entanto a
agmatina nao reverteu este efeito, enquanto que no estriado ndo houve
diferencas neste parametro entre 0s grupos avaliados. No teste do
campo aberto, a agmatina ndo reverteu a hipolocomocédo causada pela
reserpina nos parametros avaliados. Neste modelo, ndo houve alteragdo
dos pardmetros de estresse oxidativo avaliados no cértex pré-frontal e no
estriado, nem nos niveis das proteinas TH, DAT, VMAT-2, DARPP 32,
pDARPP 32[Thr75], e dos receptores dopaminérgicos D1 e D2 no
estriado. Estes resultados sugerem, de maneira inédita, o potencial da
agmatina em reverter as DOs induzidas pela reserpina em camundongos.
Além disso, estes dados sugerem o envolvimento da inibicdo da
producdo do NO e do blogueio dos NMDAR como possiveis
mecanismos associados ao efeito antidiscinético da agmatina.

Palavras-chave: agmatina, reserpina, discinesia orofacial, movimentos
voluntarios anormais (VCM), estresse oxidativo, Oxido nitrico,



receptores do tipo NMDA.



ABSTRACT

Dyskinesias consist in a series of trunk, limbs and orofacial involuntary
movements. This condition can be disabling and can be observed in
many neurological diseases, including schizophrenia and Parkinson's
disease (PD). At this moment, the neurochemical mechanisms involved
in the development of dyskinesias are complex. Thus, the aim of the
present study was to investigate the putative protective effects of
agmatine against the orofacial dyskinesias (ODs) induced by reserpine
considering its inhibiting effects on nitric oxide (NO) synthesis and on
glutamate NMDA receptors (NMDAR). ODs induction was performed
in male Swiss mice through two reserpine injections (1 mg/kg, s.c) with
an interval of 48 h. Twenty-four hours after the last reserpine
administration, mice were treated with agmatine alone or in combination
with amantadine, MK®801, arcaine or 7-Nitroindazole (7-NI) by
intraperitoneal (i.p.) route and, 30 min after the drugs treatments, the
ODs frequency was evaluated. The effects of reserpine and agmatine (30
mg/kg) on locomotor activity were assessed in the open field test.
Finally, nitrate and nitrite (NOX) levels, the oxidative stress parameters
and the imunocontent of proteins related with dyskinesias were
evaluated in cerebral cortex and striatum. The present results showed an
antidyskinetic effect of agmatine (30 mg/kg) and a synergistic response
following the co-administration of sub-effective doses of agmatine (10
mg/kg) and MK801 (0.01 mg/kg) or 7-NI (0.1 mg/kg). The active dose
of arcaine (1 mg/kg) did not alter the antidyskinetic effect induced by
agmatine. Reserpine increased NOx levels in cerebral cortex and
agmatine did not reverse it, whereas in the striatum no significant
differences were observed in NOx levels. In the open field test,
agmatine failed to reverse the reduction of locomotor activity induced
by reserpine. No changes in the oxidative stress parametres in prefrontal
cortex and striatum as well as in the striatal imunocontent of TH, DAT,
VMAT-2, DARPP 32, pDARPP 32[Thr75], dopamine D1 and D2
receptors were observed. These results demonstrate, for the first time,
the potential of agmatine to reverse the ODs induced by reserpine in
mice. Furthermore, the current findings suggest the involvement of the
inhibition of NO production and the blockade of NMDAR as possible
mechanisms associated with antidyskinetic effect of agmatine.

Keywords: agmatine, reserpine, orofacial dyskinesia, vacuous chewing
movements (VCM), oxidative stress, nitric oxide, NMDA receptors
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1 INTRODUCAO
1.1 DISCINESIAS INDUZIDAS POR FARMACOS

As discinesias induzidas por farmacos séo representadas por uma
série de movimentos involuntarios de abertura e fechamento da boca,
com ou sem protusdo da lingua, e movimentos do tronco, da pelve,
flexdo/extensdo dos membros inferiores e superiores, assim como
respiracdo irregular e vocalizacbes (GODBERG, 2002; AQUINO &
LANG, 2014; AQUINO & FOX, 2015). Estes sintomas extrapiramidais
podem ser incapacitantes e estdo presentes em diversas doencas
neurolégicas, incluindo a discinesia tardia (DT) e a doenca de Parkinson
(DP) (AQUINO & LANG, 2014; KOBYLECKI et al., 2014; AQUINO
& FOX, 2015) O desenvolvimento dessa condi¢do é causado, dentre
outras situacOes, pelo uso durante longos periodos de antipsicoticos,
como o haloperidol e a clorpromazina, e da L-3,4 dihidroxifenilalanina,
a levodopa (L-DOPA), o principal farmaco usado para tratar os sintomas
motores em pacientes com a DP (TOLOSA et al., 1998; BASSIT &
LOUZA NETO, 1999).

1.1.1 Discinesias induzidas por L-DOPA
1.1.1.1 Histdria e aspectos gerais

A DP é uma doencga neurodegenerativa cronica caracterizada pela
perda progressiva de neur6nios dopaminérgicos da via nigroestriatal.
Esta via estd relacionada principalmente com o controle dos
movimentos e a sua degeneracdo resulta em distdrbios motores, tais
como tremores de repouso, bradicinesia e rigidez muscular (OBESO,
2000; BLANDINI et al., 2000; AGUIAR et al., 2013; EL ARFANI,
2014). Atualmente, a L-DOPA, uma molécula precursora da dopamina
descoberta na década de 1960, permanece como o tratamento nao
invasivo mais efetivo na DP, apesar do surgimento de outras alternativas
terapéuticas (RUIZ-DE DIEGO et al, 2014).

A L-DOPA foi testada pela primeira vez em pacientes
parkinsonianos em 1961, entretanto os resultados encontrados durante
0s primeiros anos foram inconsistentes. Em 1967, Cotzias e
colaboradores mostraram que a L-DOPA induzia uma melhora
significativa e duradoura dos sintomas motores em pacientes com a DP.
Contudo, a administracdo crénica de L-DOPA levou ao
desenvolvimento de efeitos colaterais como distlrbios psiquiatricos,
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flutuagcBes motoras e 0s movimentos involuntarios anormais (TOLOSA
et al., 1998), mais conhecidos atualmente como discinesia induzida por
L-DOPA, do inglés L-DOPA-Induced Dyskinesias (LID). A prevaléncia
da LID em pacientes parkinsonianos tratados com L-DOPA durante
cinco anos é cerca de 50% e esta porcentagem aumenta para 90% apos o
periodo de nove anos de tratamento com a L-DOPA associado a
progressdo da neurodegeneracdo da via nigroestriatal (BHIDE et al.,
2013).

1.1.1.2 Tipos de discinesias induzidas por L-DOPA

Clinicamente, sdo observados trés tipos principais de LID: as
discinesias de periodo “on”, as discinesias difasicas e as distonias de
periodo “off” (Figura 1). Elas sdo descritas em relacdo & duragdo da
resposta e a efetividade da L-DOPA, ou seja, estdo associadas ao grau
de atividade dopaminérgica e ao estado motor do paciente parkinsoniano
(OBESO et al., 2007; GURIDI etal., 2012; DEL BEL et al., 2015).

As discinesias de periodo “on” ou de pico de dose coincidem com
a concentracdo mais elevada da L-DOPA no plasma e com seu beneficio
clinico maximo. Geralmente, 0s movimentos séo de natureza coreiforme
e envolvem, principalmente, o pesco¢o, 0 tronco e 0s membros
superiores, porém movimentos distbnicos também podem ser
observados. Durante as fases iniciais e finais do efeito da L-DOPA
acontecem as discinesias difasicas que coincidem com concentracGes
baixas ou intermediarias da droga no plasma. Elas sédo caracterizadas por
movimentos lentos repetitivos e estereotipados dos membros inferiores e
tremores dos membros superiores, indicando que os pacientes ndo estdo
sob o efeito méximo da L-DOPA. Em casos graves, ocorrem
movimentos das pernas de grande amplitude, abruptos, continuos e
ritmados, semelhantes ao balismo. Em alguns casos, as discinesias
difasicas podem interferir drasticamente na marcha, gerando um padrao
caracteristico (OBESO et al., 2007; GURIDI et al., 2012).

Diferentes das discinesias, as distonias de periodo “off” sdo
caracterizadas por posturas fixas e dolorosas, causadas pela contracéo
simultanea e sustentada de musculos agonistas e antagonistas. Elas
podem apresentar uma distribuicdo generalizada ou podem ser
localizadas, como a extensdo do pé ou flexdo dos dedos dos pés. Estas
manifestagdes foram observadas em pacientes com a DP antes do
surgimento do tratamento com a L-DOPA, porém elas sdo mais
frequentes e caracteristicas de periodos “off” da droga. Geralmente, 0s
trés tipos de discinesias estdo presente em pacientes com flutuacdes
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motoras (OBESO et al., 2007; GURIDI et al., 2012).

| Discinesias disfasicas | Discinesias de Distonias de
periodo “on” periodo “off”
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Figura 1: Subdivisdes clinicas das discinesias induzidas por L-DOPA

(adaptado de CALABRESI et al., 2010).

1.1.1.3 Mecanismos envolvidos na LID
1.1.1.3.1 Mecanismos envolvendo o sistema dopaminérgico

Os mecanismos envolvidos na expressdo e manutencdo da LID
sdo complexos, envolvendo diversos sistemas de neurotransmissdo.
Evidéncias indicam que fatores dopaminérgicos pré- e pds-sinaptico
contribuem para o desenvolvimento da LID (BORDIA et al., 2013).
Para compreender melhor o desenvolvimento da discinesia induzida por
L-DOPA é preciso saber como estdo organizados 0s circuitos neurais
envolvendo os ganglios da base e a sua importancia no controle motor
adaptativo.

O estriado e 0 ndcleo subtaldamico (NST) recebem aferéncias
excitatorias do cdrtex cerebral. Cerca de 95% dos neurdnios estriatais
sdo neurdnios espinais méedios (MSNs) GABAérgicos, enquanto que o
NST é composto por neurbnios glutamatérgicos excitatérios (SANO et
al., 2013). Os MSNs da via direta (dMSNs) que expressam,
predominantemente, receptores dopaminérgicos do tipo D1 (D1R)
exibem um aumento de atividade em resposta a dopamina (DA) e se
projetam diretamente para os nicleos dos ganglios da base de saida,
inibindo-0s. Como consequéncia, ocorre uma desinibi¢cdo do talamo e
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estimulacdo de areas corticais, promovendo o0 movimento. Por outro
lado, os MSNs da via indireta estriato-palidal (iMSNs) expressam
principalmente os receptores dopaminérgicos do tipo D2 (D2R) e
exibem uma diminuicdo da atividade em resposta a DA. Eles
influenciam os ndcleos da base indiretamente, enviando projecdes até o
globo péalido externo (GPe), levando a sua inibicdo. Deste modo, 0s
neurdnios do NST sdo desinibidos, ativando os nucleos de saida, o
segmento interno do globo palido (GPi) e a substdncia negra parte
reticulata (SNpr). Estes nucleos inibem o tdlamo com a consequente
inibicdo do movimento. Portanto, a DA promove 0 movimento por
ativar os dMSNs que expressam D1R e pela inibicdo de iMSNs que
expressam D2R (HEIMAN et al., 2014). Isto permite sequéncias de
movimentos coordenados, inibindo movimentos concorrentes (Figura
2a) (CENCI & LINDGREN, 2007).

Como citado anteriormente, os sintomas motores da DP sdo
causados pela morte dos neur6nios dopaminérgicos na substancia negra
parte compacta (SNpc) com a consequente perda da inervacéo
dopaminérgica do estriado dorsal (HEIMAN et al., 2014). Na LID,
mecanismos  pré-sinapticos incluem esta perda dopaminérgica
nigroestriatal, o qual resulta em uma reducdo na capacidade de
recaptacdo de DA pelo transportador de dopamina (DAT) e um aumento
dos niveis de DA extracelulares, devido ao tratamento com a L-DOPA.
A administracdo da L-DOPA via oral produz um aumento transitério na
concentracdo de DA no estriado de pacientes afetados pela LID e o
mesmo foi observado em modelos animais (BORDIA et al., 2013).
Além disso, neurdnios serotoninérgicos exibem a maquinaria enzimatica
do sistema dopaminérgico responsavel pela descarboxilagdo da L-
DOPA a DA e para o armazenamento de neurotransmissor nas vesiculas
sinapticas, chamados de aminoacido aromatico descarboxilase (AADC)
e de transportador vesicular de monoaminas (VMAT), respectivamente.
De acordo com este fato, estudos mostraram que neurdnios
serotoninérgicos sdo capazes de armazenar a DA ap6s a administracdo
de L-DOPA e que a remoc¢do da inervacdo serotoninérgica reduz a
guantidade de DA extracelular formada a partir da L-DOPA em cerca de
80% no estriado de ratos lesionados com 6-hidroxidopamina (6-OHDA)
(TANAKA et al., 1999).

Estudos sugerem que a DA liberada a partir de terminais
serotoninérgicos € responsavel por induzir e manter a LID em ratos
lesionados com 6-OHDA (CARTA & BEZARD, 2011). Com a
progressdo da neurodegeneracdo dopaminérgica, a L-DOPA induz um
aumento na concentragdo de DA sinaptica a niveis ndo fisioldgicos,
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devido a auséncia de mecanismos de controle da DA nos neurdnios
serotoninérgicos, promovidos por D2R e pela recaptacdo da DA por
DAT. Esse excesso de DA na fenda sindptica sensibiliza o D1R com a
ativacdo de vias que levam a transcricdo de genes relacionados a LID
nos neurbnios pos-sinapticos (AMSNSs), como a via de sinalizacdo da
proteina cinase A (PKA) e do elemento de ligagdo em resposta a cAMP
(CREB) (CARTA & BEZARD, 2011; FRANCARDO & CENCI, 2014;
HEIMAN et al., 2014).

Essas mudangas na transcri¢do e expressao de genes de maneira
sustentada incluem a regulacdo positiva de genes que codificam
neurotransmissores inibitorios e/ou suas enzimas de sintese. A projecdo
GABAérgica dos dMSN para os nucleos de saida dos ganglios basais
(GPI, SNpr) torna-se hiperativa e grandes quantidades de GABA e do
peptideo dinorfina sdo liberadas nestes ganglios. O desequilibrio
neuroquimico traduz-se em padrdes de disparo anormais, que
presumivelmente, representam o c6digo neural para a LID (CENCI &
LINDGREN, 2007). Uma reducdo pronunciada na atividade dos
neurbnios GABAGérgicos do GPi é considerado um marcador de
movimentos hipercinéticos e é compativel com a LID severa (Figura 2b)
(PORRAS et al., 2014a).
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Figura 2: Modelo classico das alteragdes nos circuitos neurais dos ganglios
basais associado as discinesias induzidas por L-DOPA. a. Interconexdes
normais entre os ganglios da base. (1) Sinapses entre as projecdes
dopaminérgicas da via nigroestrial indireta (receptores dopaminérgicos D2
inibitorios) e direta (receptores dopaminérgicos D1 excitatorios) e 0s neurdnios
espinais médios (MSNs) do estriado, os quais compdem as vias GABAérgicas
eferentes indireta (2) e direta (3). A via indireta se projeta para os neurdnios do
globo pélido externo (GPe), os quais fazem sinapse com neurdnios do nucleo
subtalamico (NST). Os neurdnios glutamatérgicos do NST se projetam para o
globo palido interno (GPi), os quais fazem sinapses através de projecdes
GABAérgicas com o talamo. A via direta envia projecBes ao GPi, os quais
fazem sinapses GABAérgicas com o tdlamo. Outro importante aferente para o
estriado é proveniente do cértex frontal. b. Alteragdes nas interconexdes entre
os ganglios da base causadas pela L-DOPA e pela degeneracdo dopaminérgica
da substancia negra, levando ao desenvolvimento das discinesias (adaptado de

JENNER, 2008).
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1.1.1.3.2 Mecanismos nao dopaminérgicos

Receptores para adenosina do tipo A2A (A2AR) apresentam um
papel modulatério em regibes cerebrais inervadas por aferentes
dopaminérgicos (CENCI & LIDGREN, 2007). A ativacdo dos A2AR
leva a inibicdo da sinalizagdo do D2R. Esta inibicdo gera um aumento
da atividade do iMSNs, resultando em uma atividade reduzida dos
aferentes glutamatérgicos corticoestriatais e reducao da atividade motora
(FUXE et al. 2007). A administragdo de antagonistas de A2AR tem
efeitos benéficos no prejuizo motor e nas discinesias produzidas pelo
uso prolongado de L-DOPA em pacientes (BARA-JIMENEZ et al,
2003) e em modelos de primatas lesionados com MPTP e de ratos
tratados com 6-OHDA (KANDA et al., 2000; PINNA et al., 2001;
TRONCI et al., 2007; ARMENTERO et al., 2011).

Outro sistema importante no desenvolvimento da LID é o sistema
glutamatérgico. O neurotransmissor glutamato € liberado em terminais
corticoestriatais e se liga a receptores glutamatérgicos ionotrdpicos e
metabotropicos. A hiperativacdo do receptor ionotrépico do tipo N-
metil-D-aspartato (NMDAR) e do receptor metabotrépico do tipo 5
(mGIuRS5) leva a ativacdo da via de sinalizacdo ERK1/2 e alteragdes na
transcricdo de genes, através da fosforilagdo de fatores de transcrigdo e
de histonas (HEIMAN et al., 2014).

Os NMDAR sdo complexos heteroméricos formados por duas
principais familias de subunidades, NR1 e NR2A-NR2D (PICCONI et
al., 2008). Em sinapses glutamatérgicas, 0s NMDAR estéo concentrados
na densidade pos-sinaptica (PSD), os quais interagem de maneira
especifica, formando um complexo dindmico que € critico na
determinacdo da forga sindptica da transmissdo. Este complexo também
inclui o0 D1R e ele se liga diretamente a subunidade NR1 do NMDAR e
essa interacdo influencia o trafego, a sinalizacdo e a dessensibilizacdo de
ambos os receptores. A ativacdo simultanea de D1IR e NMDAR é
decisiva para determinar a eficacia da transmissdo corticostriatal e,
provavelmente, contribui no desenvolvimento das disfungdes motoras.
Foi constatado que os niveis das proteinas totais de membrana das
subunidades de NMDAR e DI1R estavam inalterados em ratos
lesionados com 6-OHDA tratados com L-DOPA e isto sugere que as
alteragdes no trafego destes receptores, em vez de alteragcdes dos seus
niveis, podem estar envolvidas na LID (FIORENTINI et al., 2006).

Estudos recentes mostraram um trafego alterado das subunidades
dos NMDARSs nos neurdnios estriatais em modelos de LID em ratos.
Anaélises bioquimicas revelaram alta concentragdo da subunidade NR2A
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e baixa concentracdo da subunidade NR2B em ratos discinéticos
tratados com L-DOPA em comparacdo com aqueles ndo discinéticos
(GARDONI et al., 2006). Além disso, a ligacdo do NR2B com proteinas
da familia MAGUK (guanilato cinase associado a membrana), como a
proteina de densidade pds-sinaptica-95(PSD-95), é desfeita na densidade
pos-sindptica em ratos ndo discinéticos tratados com um peptideo
sintético (TAT2B). Este desacoplamento levou ao desenvolvimento de
movimento involuntarios anormais em resposta a L-DOPA (GARDONI
et al., 2006) e o tratamento com o peptideo TAT2A, que desacopla a
ligacdo NR2A/PSD-95 foi capaz de reduzir a LID (GARDONI et al.,
2012). De acordo com este fato, Maranis e colaboradores (2012)
demonstraram que a infusdo cerebral do antagonista seletivo para a
subunidade NR2B do NMDAR tem efeito antidiscinético quando
administrado no nacleo caudado-putdmen.

A amantadina, um antagonista dos NMDAR, é a Unica droga
aprovada atualmente para uso clinico na DP que melhora tanto os
sintomas motores quanto reduz a severidade das discinesias causadas
pela L-DOPA. No entanto, ela apresenta diversos efeitos colaterais
como a perda da libido, delirios e alucinacbes em pacientes idosos que
comprometem a aderéncia ao tratamento (POSTMA & VAN TIBURG,
1975; METMAN et al., 1999; NEAGOE, 2013).

A ativagdo dos D2R parece promover a liberacdo de
endocanabionoides, reduzindo a excitacdo sinaptica em terminais
glutamatérgicos via receptores CB1 (MARTINEZ et al., 2012). Os
receptores de canabinoides sdo amplamente expressos tanto em
neurbnios pré- quanto pds-sinapticos nos ganglios da base. O
envolvimento de endocanabionoides na LID é bastante controverso, uma
vez que tanto o antagonismo quanto a ativacdo farmacoldgica dos
receptores canabinoides parecem atenuar a LID em modelos animais
(MARTINEZ et al., 2012; GONZALEZ-APARICIO & MORATALLA,
2014). Estes resultados divergentes podem refletir, pelo menos em parte,
a complexidade da neuromodulacdo mediada por canabinoides. Em
ratos tratados com 6-OHDA, a administracdo sistémica subcrdnica do
agonista de receptores CB1, WIN55212-2 (WIN), atenua a LID em
doses que ndo afetam a locomogdo e reverte a hiperativacdo de PKA por
um mecanismo mediado por CB1 (MARTINEZ et al.,, 2012). Em
camundongos C57BL/6 lesionados com 6-OHDA, a administracdo
sisttmica da oleiletanolamida (OEA), um antagonista do receptor
TRPV1 (Transient Receptor-Potential Vanilloid 1) e analogo estrutural
do endocanabinoide anandamida, reduz a intensidade da expressdo de
FosB e o desenvolvimento das discinesias via TRPV1. A OEA pode
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exercer esse efeito indiretamente via receptores CB1, reduzindo
liberacdo de glutamato nos aferentes corticoestriatais. 1sso sugere que a
estimulacdo de CB1 e TRPV1 por endocanabindides apresentam efeitos
opostos na LID (GONZALEZ-APARICIO & MORATALLA, 2014).

O oxido nitrico (NO) € considerado um neurotransmissor gasoso
e um radical livre instdvel com a capacidade de se difundir em agua e
em lipidios. O NO é produzido a partir de L-arginina pela enzima dxido
nitrico sintetase (NOS) apds a ativagdo do NMDAR e o influxo de
calcio (MITKOVSKI et al, 2012). A sinalizagdo via NO tem um papel
importante na integracdo da informacdo transmitida através das via
corticoestriatal (DEL-BEL et al., 2005).

Padovan-Neto e colaboradores (2013, 2015) observaram que a
administragdo aguda ou crénica de 7-Nitroindazol (7-NI), um inibidor
preferencial da nNOS, reduz a LID, atenua a diminui¢do de neurénios
positivos para 6xido nitrico sintetase neuronal (NNOS) e atenua a
expressdo de FosB/AFosB estriatal em ratos lesionados no estriado por
6-OHDA. Neste modelo, foi também observado um aumento
pronunciado na concentracdo de DA no estriado ndo lesionado em
comparagdo com o0s animais falso operados. O 7-NI reduziu a
concentracdo do acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) e da razdo
DOPAC/DA no estriado contralateral a lesdo dos ratos discinéticos e
este efeito parece interferir na disponibilidade de DA no estriado
lesionado e contribuir para o seu efeito antidiscinético (DEL-BEL et al,
2014).

Outros trabalhos mostraram que a administracdo crbnica deste
inibidor de nNOS reduz a LID com a diminui¢do nos niveis de pERK,
além de reduzir a fosfoacetilacdo da histona 3 (H3), sem afetar o efeito
terapéutico da L-DOPA no estriado em camundongos deficientes de
Pitx3, um fator de transcricdo envolvido no desenvolvimento dos
neurdnios dopaminérgicos no mesencéfalo (SOLIS et al, 2015). Além
disso, o 7-NI foi capaz de blogquear a ativagdo microglial no estriado de
ratos lesionados com 6-OHDA. A ativacdo microglial esta associada a
perda de neurdnios dopaminérgicos na SNpc (BORTOLANZA et al.,
2015).

Estes dados corroboram com a evidéncia de que o efeito
antidiscinético dos inibidores da sintese do NO €, pelo menos em parte,
ligado a expressdo dos fatores de transcricdo FosB/AFosB. Outra via
relacionada a discinesia é a CAMP/PKA/DARPP-32. A estimulagdo dos
D1R ativa as cinases ERK 1, ERK 2 e o complexo de proteinas
MTORCL1 (“mammalian target of rapamycin complex 1), reguladores
essenciais da transcricdo e tradugdo. A ativacdo anormal dessas



30

proteinas tem sido relacionada com o desenvolvimento da LID (PAVON
et al., 2006; SANTINI et al., 2012). A fosfoproteina regulada por AMPc
de 32 Kda (DARPP-32) é conhecida por ser um componente chave da
integracdo dos sinais de neurotransmissores e neuromoduladores no
estriado, particularmente em resposta a DA e ao glutamato
(FERNANDEZ et al., 2006).

1.1.2 Discinesia Tardia
1.1.2.1 Histdria e aspectos gerais

Em 1957, Schonecker avaliou trés casos de mulheres idosas com
0 quadro clinico de depressdo e deméncia que desenvolveram
discinesias orofaciais ao serem expostas ao neuroléptico clorpromazina
durante periodos de até oito semanas. Em duas pacientes avaliadas, a
discinesia teve duracdo de aproximadamente trés meses apos a retirada
do antipsicdtico, 0 que mostrou a persisténcia do sintoma, fato néo
observado nos casos anteriores. Nos anos subsequentes, foram relatados
diversos casos de discinesia persistente, tanto orofacial como dos
membros e, em 1964, Faurbye e colaboradores utilizaram o termo
Discinesia Tardia (DT) pela primeira vez (BASSIT & LOUZA NETO,
1999). A DT é agravada pelos efeitos da esquizofrenia e tem sido
associada com a redugdo na qualidade de vidas desses pacientes (RANA
etal., 2013).

Os fatores de risco relacionados a DT tém sido identificados,
incluindo a idade avancada, diagnostico de problemas psiquiatricos,
sexo feminino, histéria de diabetes e dano cerebral. A prevaléncia é
dependente do tipo de antipsicotico. O uso de medicamentos de primeira
geracdo, antipsicéticos tipicos (TAs), e de segunda geracdo,
antipsicéticos atipicos (ATAS), apresentam taxas de 32,4% e 13,1%,
respectivamente (RANA et al., 2013). Apesar de uma menor prevaléncia
de DT em relagdo ao uso de ATAS, estes estdo associados com outros
efeitos colaterais, incluindo ganho de peso e distirbios severos na
regulagdo de lipidios e de glicose (BORDIA et al., 2012). Em idosos, a
DT se desenvolve mais rapidamente e com uma probabilidade maior de
ser irreversivel (RANA et al., 2013).

1.1.2.2 Mecanismos envolvidos na DT

Os mecanismos envolvidos na DT sdo complexos e parecem estar
relacionados com o bloqueio dos D1R e, principalmente, dos D2R. O
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bloqueio dos D2R leva a hipersensibilizacdo destes receptores presentes
nos ganglios da base, ou seja, induz um aumento desses receptores na
superficie e, consequentemente, uma maior quantidade de D1R e D2R
sdo estimulados ap6s a liberacdo da DA na fenda sindptica. Outras
hipoteses sugerem um aumento persistente do turnover de DA no
estriado e um desequilibrio entre os sistemas colinérgicos e
dopaminérgicos na DT (KULKARNI & NAIDU, 2003). Baixas doses
de buspirona revertem os movimentos involuntarios de mastigacdo, do
inglés “Vacuos Chewing Movements” (VCM), induzidos pelo
haloperidol em ratos induzidos através da reducédo na responsividade aos
receptores somatodendriticos 5-HT-1A (HALEEM et al., 2007). Este
mesmo trabalho mostrou que a hiperssensibilidade somatodendritica
serotoninérgica influencia na neurotransmissdo dopaminérgica e pode
contribuir para o desenvolvimento da DT (HALEEM et al., 2007).

Em adicdo, disfungbes dos neurbnios Gabaérgicos da via
nigroestriatal, a excitotoxicidade glutamatérgica via NMDAR e o
estresse oxidativo parecem estar envolvidos na DT (KULKARNI &
NAIDU, 2003). O haloperidol € metabolizado por algumas enzimas,
incluindo a citocromo P450, resultando na geracdo de grandes
quantidades de radicais livres que podem gerar neurotoxicidade
(PEROZA et al., 2013). O uso crénico de haloperidol ou clorpromazina
estd relacionado com a diminuigdo na concentracdo de enzimas
antioxidantes, como a superéxido dimutase (SOD) e a catalase, no
cortex pré-frontal de ratos (NAIDU et al., 2002). Além disso, foi
observado um aumento da peroxidacdo lipidica e do anion superdxido
no estriado de ratos ap6s a administracdo cronica de haloperidol
(BISHNOI et al., 2008).

A Bauhinia forficata € uma planta conhecida por suas
propriedades antioxidantes, principalmente no tratamento do diabetes.
Este produto foi adicionado ao bebedouro (2.5 g/L) de ratos e preveniu o
dano oxidativo e a peroxidacdo lipidica em homogenatos cerebrais
induzidos por diferentes prd-oxidantes, além de prevenir parcialmente
0s VCMs induzidos por haloperidol (PEROZA et al., 2013). Isto sugere
gue a atividade antioxidante de produtos naturais esta envolvida, ao
menos em parte, na protecdo dos VCMs (PEROZA et al., 2013). O
carvedilol, um antagonista dos receptores alfa- e beta-adrenérgico,
também foi capaz de diminuir, de maneira dose dependente, o aumento
na concentracdo de produtos da peroxidacdo lipidica induzido por
haloperidol ou clorpromazina, além de aumentar 0os mecanismos de
defesa celular como a glutationa e de induzir a produgdo da SOD e da
catalase (NAIDU et al., 2002).
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Na clinica, pacientes discinéticos apresentaram uma reducdo na
concentracdo de GABA no fluido cerebroespinal. A hipofuncédo do ténus
inibitério do GABA nos ganglios basais apresenta um papel importante
na patofisiologia da DT. Animais tratados com neurolépticos mostraram
uma diminuicdo do turnover de GABA e uma reducdo nos niveis da
enzima acido glutdmico descarboxilase (GAD), fator limitante na sintese
de GABA. A progesterona pode afetar a fungdo do sistema nervoso
central (SNC) independentemente dos receptores de progesterona,
através do seu metabdlito, allopregnanolona, que é um potente agonista
do receptor GABA-A. A administracdo prévia de progesterona preveniu
0s movimentos discinéticos orofaciais, a peroxidacdo lipidica e a
reducdo das enzimas antioxidantes e dos niveis de DA em animais
tratados com haloperidol. O efeito protetor da progesterona foi atenuado
pela coadministracdo da finasterida, um inibidor da 5a-redutase, que
inibe a conversdo de progesterona em alopregnanolona, confirmando o
papel deste metabolito (BISHNOI et al., 2008).

O envolvimento da excitotoxicidade glutamatérgica na DT
também tem sido proposto, uma vez que a inibicdo na liberagdo de
neurotransmissores excitatérios e o bloqueio do D2R acarretam um
aumento na liberacdo de glutamato e aspartato no estriado (CARLSSON
& CARLSSON, 1990). De acordo com este fato, um estudo em
pacientes com DT observou altas concentragdes de N-acetilaspartato e
N-aspartilglutamato no fluido cerebrospinal (TSAI et al., 1998). Além
disso, existem evidéncias de que a ativagcdo constante dos receptores
glutamatérgicos leva a danos oxidativos no estriado (KULKARNI &
NAIDU, 2003). O Yokukansan (YKS) é um remédio japonés tradicional
0 qual contém em sua composi¢do um componente considerado um
antagonista dos NMDAR. Um trabalho de Kawakami e colaboradores
(2011) mostrou que o YKS reduziu o VCM induzido por haloperidol e
aumentou a taxa de sobrevivéncia em células da linhagem PC12 tratadas
com NMDA.

1.2 O MODELO DAS DISCINESIAS INDUZIDAS POR RESERPINA

Como descrito anteriormente, até o presente momento, 0S
mecanismos bioquimicos e moleculares associados ao desenvolvimento
tanto da DT quanto da LID séo complexos. Entretanto, apesar da LID e
da DT serem induzidas por drogas com mecanismos farmacol6gicos
opostos e estarem relacionadas a diferentes doencas, existem evidéncias
de que compartilham mecanismos bioquimicos semelhantes (CERASA
et al., 2014). O estresse oxidativo, a disfuncdo do sistema nitrérgico e a
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neurotoxicidade glutamatérgica com o desenvolvimento de plasticidade
neural aberrante no estriado e cértex pré-frontal tém sido apontados
como possiveis mecanismos envolvidos no desenvolvimento das
discinesias e investigados em modelos de discinesias orofaciais (DOS)
(DE KEYSER, 1991; ANDREASSEN & JORGENSEN, 2000;
BURGER et al., 2005; SANTINI, 2012; PADOVAN-NETO, 2013).
Neste contexto, 0 modelo da indugdo de DOs pela reserpina tem sido
utilizado amplamente na literatura para a investigacdo de novos alvos
terapéuticos e agentes antidiscinéticos (BURGER et al., 2003; ABILIO
et al., 2003; NAIDU et al., 2004; BILSKA et al, 2007; PEREIRA et al.,
2011).

A reserpina foi usada na clinica para o controle da hipertensdo
arterial, esquizofrenia e insdnia. Atualmente, a reserpina ndo é mais
utilizada clinicamente em razdo dos seus efeitos colaterais sérios,
principalmente a hipotenséo e a depressdo (AL-BLOUSHI et al., 2009).
Ela é um alcaléide isolado das raizes da planta Rauwolfia serpentina
com acdo depressora do SNC (BEAR et al., 2008) e atua através da
inibicdo do transportador vesicular de monoaminas do tipo 2 (VMAT-
2). A alta afinidade da reserpina pelo VMAT-2 impede a ligacdo das
monoaminas (DA, noradrenalina, adrenalina e serotonina) a este sitio,
inibindo o seu armazenamento vesicular, impossibilitando a liberacéo
dessas moléculas na fenda sinaptica pelo processo de exocitose. Através
destes mecanismos, a reserpina leva a deplecdo destes
neurotransmissores nos terminais nervosos (Figura 3) e, como
consequéncia, € capaz de induzir hipolocomocgdo, rigidez muscular
transitéria e movimentos involuntarios, sendo estas respostas
dependentes da dose utilizada (COLPAERT, 1987; GERLACH &
RIEDERER, 1996; DAWSON et al., 2000). Além disso, a reserpina
promove a autoxidacdo da DA e catabolismo oxidativo pela monoamina
oxidase (MAO), estando estes eventos relacionados com o processo de
estresse oxidativo (TREVIZOL et al., 2011).
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Figura 3: Mecanismo de a¢do da reserpina (adaptado de RILSTONE et al.,
2013).

Este modelo é caracterizado por um aumento na tor¢do da
musculatura facial, dos VCM e da protusdo da lingua e estes
movimentos orofaciais sdo observados trés dias apds o inicio do
tratamento (NEISEWANDER et al., 1991; SUSSMAN et al., 1997
BLANCHET et al., 2012). Trés dias ap6s a administracdo de 1 mg/kg de
reserpina, cerca de 74% de DA estriatal estava depletada em ratos
(BLANCHET et al, 2012). Esses dados sugerem que as DOs ndo é um
efeito agudo da reserpina e, sim, uma adaptacdo ao tratamento da
reserpina. Este rapido desenvolvimento das DOs ndo é semelhante ao
gue acontece em humanos, visto que nesta espécie as DOs se
desenvolvem a longo prazo. No entanto, as DOs podem persistir por
pelo menos 60 dias ap6s o término do tratamento e esta persisténcia esta
relacionada com as alteragBes nos niveis de DA e D2R no estriado
(NEISEWANDER et al.,, 1991). Foi observado também que esses
movimentos orofaciais foram mais persistentes em animais com mais
idade do que em animais jovens e 0 mesmo é observado em pacientes
DT (BLANCHET et al, 2012).

A inducdo das DOs pela reserpina é considerada um modelo de
DT (BURGER et al, 2005, TREVIZOL et al, 2011) e o
desenvolvimento das DOs tem sido associado com 0s processos de
estresse oxidativo, sendo inibido pela administracdo de agentes
antioxidantes como o Ebselen (um calcogénio organico com atividade
semelhante a glutationa peroxidase), a vitamina E, a vitamina C, o qual
também € capaz de inibir os NMDAR, e o acido galico (MAJEWSKA et
al., 1990; BURGER et al., 2003; ABILIO et al., 2003, FARIA et al.
2005; RECKZIEGEL et al., 2013) e potencializado pelo farmaco pré-
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oxidante, o &cido 3-nitropropibnico, inibidor da succinato desidrogenase
(CALVENTE et al., 2002).

Faria e colaboradores (2005) observaram uma atenuacéo das DOs
e um aumento nos niveis da catalase estriatal promovida pelas vitaminas
C e E, sendo estes efeitos potencializados quando elas foram
coadministradas, sugerindo o envolvimento da atividade da catalase nas
DOs. Outro estudo mostrou que o aumento da peroxidacdo lipidica
poderia estar relacionado com a inducdo dos VCMs (CASTRO et al.,
2006). Além disso, Burger e colaboradores (2004) mostraram que 0S
niveis de TBARS estavam aumentados no estriado e nas &reas sub-
corticais de ratos tratados com reserpina. O tratamento com diselenida
reverteu estas alteracfes bioquimicas induzidas por reserpina,
entretanto, ndo foi capaz de atenuar as DOs (BURGER et al., 2004).

Dutra (2002) mostrou que o MK801, um antagonista dos
NMDAR, reduziu a frequéncia das DOs em camundongos tratados com
reserpina. Foi observada uma correlagdo negativa entre 0 aumento nas
DOs e a inibicdo da captagdo do glutamato neste modelo em
sinaptossomas obtidas das regifes sub-corticais do SNC (BURGER et
al., 2005). Tem sido proposto que o aumento no metabolismo da DA, o
qual aumenta a geracéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), ocorre
paralelamente & reducdo na captacdo de glutamato e podem estar
envolvidos no desenvolvimento das DOs (TREVIZOL et al., 2011).

A liberacdo exacerbada de glutamato aumenta o0s niveis
intracelulares de célcio e, consequentemente, promove a ativacdo de
enzimas dependentes de calcio, como a NOS. Como citado
anteriormente, o 7-NI foi capaz de reverter as LIDs em ratos lesionados
com 6-OHDA (PADOVAN-NETO et al., 2013; 2015). No modelo da
reserpina, o tratamento com 7-NI n&o foi capaz de reverter o prejuizo na
frequéncia de locomocéo e no tempo de imobilidade no teste do campo
aberto 24 h apds a administracdo da reserpina (TADAIESKY et al.,
2006). Porém, o efeito do tratamento com 7-NI sobre as DOs induzidas
por reserpina ndo foi avaliado até 0 momento.

1.3 AGMATINA

A agmatina é uma poliamina encontrada de maneira altamente
preservada em bactérias, plantas e invertebrados (TABOR & TABOR,
1984). A agmatina foi identificada no cérebro de mamiferos e em muitos
outros Orgdos e tecidos como o estdmago, intestino delgado e aorta
(RAASCH et al., 1995; REIS & REGUNATHAN, 2000; BATTAGLIA
et al., 2007). Ela é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica
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(PILETZ et al., 2003) e as vias de sintese e degradacdo desta poliamina
fazem parte do metabolismo da L-arginina (Figura 4), o qual esta
envolvido no ciclo da uréia, na producdo de outras poliaminas e do NO.
Nesta via, a agmatina é sintetizada a partir da descarboxilacdo da L-
arginina pela enzima arginina descarboxilase (ADC) e é hidrolisada a
putrescina, um precursor das poliaminas superiores, espmermina e
espermidina, pela enzima agmatinase ou metabolizada a &cido guanido-
butandico através da enzima diamina oxidase (PETROFF, 2002;
PILETZ et al., 2013). Essa via metabolica também esta relacionada a
sintese de importantes neurotransmissores como o glutamato e 0 GABA
(PETROFF, 2002).
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Figura 4: Vias de sintese e degradacdo da agmatina (adaptado de PILETZ et
al., 2013).

A agmatina tem sido considerada um neuromodulador. Além de
ser sintetizada no cérebro, ela é armazenada em vesiculas sinapticas,
liberada nos terminais axonais por despolarizacdo dependente de célcio,
inativada por recaptacdo e degradada por enzimas especificas (REIS &
REGUNATAN, 1998). Em contrapartida, ainda ndo foram identificados
receptores especificos para a agmatina e, por esta razdo, ela €
considerada um neuromodulador, ao invés de um neurotransmissor
(REIS & REGUNATHAN, 2000).
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A agmatina tem a capacidade de se ligar a todas as subclasses de
o2-adrenoreceptores, aos sitios de ligacdo imidazolicos, aos receptores
nicotinicos de acetilcolina e bloquear canais de cations associados a
ligantes, incluindo NMDAR, sendo considerada um antagonista desse
receptor (REIS & REGUNATHAN, 1998; HALARIS & PILETZ, 2007,
UZBAY, 2011; et al., 2013). Ela também atua como um inibidor da
NOS (AUGUET et al., 1995; GALEA et al., 1996; DEMADY et al.,
2000).

Em estudos experimentais, a agmatina exibiu propriedades
anticonvulsionante, antinociceptiva, ansiolitica e antidepressiva
(UZBAY, 2011; PILETZ et al., 2013; MORETTI et al., 2014). A
administragdo de agmatina exdgena reduziu as convulsdes induzidas por
pentilenotetrazol e inibiu a liberacdo in vivo de glutamato no cértex
cerebral de ratos (FENG et al., 2005).

Pacientes com depressao apresentam niveis elevados de agmatina
no plasma (HALARIS et al.,, 2009). Em camundongos, a agmatina
apresentou um efeito do tipo antidepressivo no teste do nado forgado e
da suspensdo pela cauda que pode envolver a participacdo de NMDAR,
sistema nitrérgico e o2-adrenoreceptores (ZOMKOSWKI et al., 2002).
A administracdo de baixas doses de agmatina pela via oral reverteu o
comportamento tipo-depressivo induzido pelo fator de necrose tumoral
(TNF-a) em camundongos no teste da suspensdo pela cauda. Observou-
se também um efeito sinérgico da agmatina com o MK801 e o 7-NI nas
respostas tipo antidepressivas, indicando um possivel envolvimento dos
NMDAR e da inibicdo da sintese do NO nestes efeitos da agmatina
(NEIS etal., 2014).

Em modelos de neuroinflamacdo, a agmatina foi capaz de
proteger a integridade da membrana mitocondrial e conferir resisténcia
contra a apoptose (ARNDT et al., 2009). As enzimas ADC e agmatinase
sdo expressas em macrofagos e astrdcitos e sdo moduladas de acordo
com outras enzimas do metabolismo da arginina (SASTRE et al., 1998;
WIESINGER, 2001). O papel da agmatina na inflamacdo parece ter
relacdo com a regulacdo da producdo de NO por iNOS, visto que foi
observada uma forte associacdo entre as respostas inflamatorias
induzidas pelo lipopolissacarideo (LPS) e os niveis de agmatina e iNOS
(SASTRE et al., 1998). Em ratos envelhecidos, foi observada uma
correlagdo negativa entre os niveis de agmatina e NOS no cortex pré-
frontal e uma correlagdo positiva no cortex pds-rinal (GUPTA et al.,
2012). Associado a isto, quando os astrocitos e a linhagem celular de
macréfagos, RAW 264.7, foram expostas a agmatina e a LPS, foi
observado uma diminuigdo na producdo de nitrito de maneira dose
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dependente (REGUNATHAN & PILETZ, 2003).

Logo ap6s o dano cerebral causado por traumatismo
cranioencefalico (TCE), a administragdo da agmatina atenuou o
aumento nos niveis encefalicos de NO, glutamato e da hipertensdo
cranial (KUO et al., 2007). O tratamento com esta poliamina também
melhorou o infarto cerebral, déficits motores e perda de massa corpérea
induzidos pelo TCE em roedores, além de reduzir a perda neuronal, a
neurotoxicidade e a apoptose e promover a angiogénese e a neurogénese
(KUO et al., 2011). De acordo com estes estudos, AHN e colaboradores
(2014) observaram por ressonancia magnética que a agmatina reduziu o
volume infartado causado por isquemia em ratos.

O efeito neuroprotetor da agmatina também pode estar
relacionado a sua habilidade de bloguear o canal do NMDAR e, assim,
regular a neurotransmissao glutamatérgica no SNC. Ela apresenta um
grupo guanidina que permite o bloqueio destes canais (YANG &
REIS,1999; SEO et al., 2011). SEO e colaboradores (2011) mostraram a
colocalizacdo da agmatina com o glutamato no interior do soma das
células piramidais em CALl e CA3 e em terminais axénicos das células
CA1l hipocampais. Porém, permanece incerto se a agmatina e o
glutamato estdo coarmazenados nas mesmas vesiculas sinapticas.

Outras evidéncias mostraram que a agmatina foi capaz de
proteger culturas de células corticais (ZHU et al., 2003) e hipocampais
(WANG et al., 2006) contra o dano celular induzido por NMDA e
glutamato. Em neurdnios hipocampais, esse efeito neuroprotetor foi
compartilhado por dois antagonistas dos NMDAR, o MK801 e a
arcaina, um analogo sintético da agmatina com dois grupos guanidina
(WANG et al., 2006).

De acordo com estas evidéncias, Matheus e colaboradores (2012)
observaram que a agmatina aumentou a taxa de sobrevivéncia de
camundongos envelhecidos tratados com a toxina 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetradihidropiridina  (MPTP) pela via intranasal, além de
melhorar a memoéria social, proteger contra a degeneracio
dopaminérgica e prevenir a diminuicdo da recaptacdo do glutamato
hipocampal induzidos por MPTP. Este efeito neuroprotetor pode ser
devido & modulacdo da captagdo de glutamato com redugdo na
concentracdo extracelular de glutamato, atenuando a neurotoxicidade
glutamatérgica.

Em outro modelo de DP, a agmatina aumentou a viabilidade
celular em células SH-SY5Y tratadas com rotenona, induzindo a
reducdo do estresse oxidativo, diminuicdo da expressdo de Bax e da
liberacdo de citocromo C da mitocondria (CONDELLO et al., 2011).
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Em ratos tratados com agmatina por 95 dias foram observados
alguns efeitos como a reducdo do peso corporal, da pressdo sanguinea e
redugdo no consumo de &gua. Entretanto, vinte dias apds o fim do
tratamento, estes pardmetros retornaram aos valores anteriores ao
tratamento (GILAD & GILAD, 2013). Em humanos, um estudo de caso
com 2 participantes, que ingeriram uma quantidade diaria elevada de
agmatina (2,67 g) durante um periodo de cinco anos, apresentaram
valores normais de todos os pardmetros avaliados (hemograma,
composic¢do quimica do sangue e urianalise), ou seja, sem evidéncia de
efeitos adversos. Apesar de um nimero limitado de participantes, até o
presente momento nao foi relatado nenhum efeito colateral relacionado
a altas doses de agmatina desde a sua introdugdo no mercado em 2010
como suplemento alimentar (GILAD & GILAD, 2014). Estes dados
sugerem seguranca na utilizacdo da agmatina para fins terapéuticos.
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2 JUSTIFICATIVA

Os movimentos orofaciais involuntarios representam sintomas
presentes em diversas doencgas neuroldgicas e permanecem com poucas
alternativas terapéuticas. Na DP, por exemplo, o aparecimento de
discinesias induzidas pela L-DOPA ¢ observado em aproximadamente
90% dos pacientes apos nove anos de tratamento com este farmaco. Por
esta razdo, existe um grande interesse pelo desenvolvimento de
compostos adjuvantes antidiscinéticos que ndo diminuam a eficacia da
L-DOPA ou piorem os sintomas da doenca (BHIDE et al., 2013). A
amantadina é o Unico farmaco disponivel no mercado atualmente que
melhora os sintomas motores da DP e ainda reduz a severidade das
discinesias causadas pela L-DOPA. No entanto, 0s mecanismos
responsaveis por reduzir estes sintomas ndo estdo bem definidos, além
da amantadina apresentar diversos efeitos colaterais como a perda da
libido, tonturas e complicagdes neuropsiquiatricas (POSTMA & VAN
TIBURG, 1975; METMAN et al., 1999; NEAGOE, 2013).

Em relacdo a DT, os sintomas podem persistir por meses ou anos
apos o término do tratamento com antipsicoticos. A prevaléncia da DT é
20-25% em individuos que recebem tratamento com neurolépticos, mas
a incidéncia aumenta com a idade, sendo relatada uma prevaléncia de
50% em pacientes acima de 50 anos. Em alguns casos, a discinesia pode
ser abolida com a readministracdo do antipsicdtico ou aumentando-se a
dose anteriormente utilizada, porém trata-se de um procedimento de
risco (ANDREASSEN & JORGENSEN, 2000).

Neste sentido, este trabalho pretende investigar, pela primeira
vez, um possivel efeito protetor da agmatina sobre as discinesias
orofaciais induzidas pela reserpina, considerando a sua agdo moduladora
sobre a sintese de NO, NMDAR e efeitos antioxidantes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem por objetivo investigar os efeitos da

administragdo da agmatina sobre as discinesias orofaciais induzidas pela
administracdo de reserpina em camundongos e 0S provaveis mecanismos
envolvidos nesse processo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

2.

Avaliar o efeito da administracdo de agmatina sobre as discinesias
orofaciais induzidas pela reserpina em camundongos;

Avaliar o efeito da administragdo de agmatina sobre a
hipolocomocdo induzida pela reserpina em camundongos;
Investigar um possivel efeito sinérgico entre a coadministracdo de
doses sub-efetivas de agmatina e amantadina (farmaco
antidiscinético utilizado na clinica) nas discinesias orofaciais
induzidas pela reserpina em camundongos;

Avaliar um possivel efeito sinérgico entre a coadministracdo de
doses sub-efetivas de agmatina e MKB801 (antagonista dos
NMDAR para glutamato, buscando caracterizar um possivel
envolvimento desses receptores nos efeitos da agmatina;

Avaliar um possivel efeito sinérgico entre a coadministracdo de
doses efetivas de agmatina e arcaina (antagonista dos receptores
NMDA), buscando caracterizar um possivel envolvimento desses
receptores nos efeitos da agmatina;

Investigar um possivel efeito sinérgico entre a coadministragdo de
doses sub-efetivas de agmatina e 7-nitroindazol (inibidor da
nNOS), buscando caracterizar um possivel envolvimento da
sintese de NO nos efeitos da agmatina;

Investigar os efeitos do tratamento com agmatina sobre a
concentracdo de nitrito e nitrato em estruturas cerebrais (estriado e
cortex cerebral) envolvidas com o desenvolvimento das discinesias
em camundongos administrados com reserpina;

Investigar os efeitos da administracdo de agmatina sobre possiveis
alteracbes no imunocontetdo de receptores e mediadores da
sinalizacdo intracelular envolvidos com o desenvolvimento das
discinesias orofaciais induzidos pela administragdo de reserpina no
estriado de camundongos;
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9.

Investigar os efeitos do tratamento com agmatina sobre parametros
de estresse oxidativo induzidos pela administracdo de reserpina em
estruturas cerebrais de camundongos (estriado e cortex pré-frontal)
envolvidas com o desenvolvimento das discinesias orofaciais.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss (10-12
semanas, 40-50 g) provenientes do biotério central da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais foram mantidos em
gaiolas de 49 x 34 x 16 cm, em condicfes controladas de umidade e
temperatura (23 £ 2 °C), sob ciclo claro-escuro de 12 h (fase clara 7:00 -
19:00 h) e com livre acesso a agua e racdo, exceto durante a realizacdo
dos testes comportamentais. Todos 0s procedimentos experimentais
foram cuidadosamente conduzidos de acordo com as normas previstas
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUAPP830/2012 -
UFSC).

4.2 DROGAS

Neste estudo, as drogas utilizadas foram a reserpina, o sulfato de
agmatina (AGM), o cloridrato de amantadina (AMA), o 7-nitroindazol
(7-N1), a arcaina (ARC) e a L-arginina (L-ARG) todas obtidas da Sigma
Chemical Co (EUA), além do (+) - MK801 (maleato de dizocilpina)
adquirido da Research Biochemicals (EUA). A reserpina foi dissolvida
em veiculo consistindo em uma solucéo de &cido acético glacial a 0,5%,
enquanto que o 7-NlI foi dissolvido em dimetil sulfoxido (DMSQ) a 1%
e, posteriormente, ambos foram diluidos em salina 0,9%. Os veiculos
utilizados para as outras drogas foi solu¢do de NaCl 0,9% (salina).

4.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

O projeto foi dividido em quatro etapas principais de
experimentos. Em todos os ensaios ocorreu a inducdo das DOs através
de duas administragdes de reserpina (1 mg/kg, via s.c), com intervalo de
48 h, acompanhado do tratamento com as drogas citadas anteriormente
via intraperitoneal (i.p), sozinhas ou em associacdo, 24 h ap6s a ultima
administragdo de reserpina, com a avaliacdo das frequéncias de VMC
sendo realizada 30 min ap0s os tratamentos.

4.3.1 Avaliacgdo do efeito antidiscinético da agmatina

A primeira etapa deste trabalho foi avaliar um possivel efeito
antidiscinético da agmatina em camundongos tratados com reserpina (1



46

mg/Kkg, via s.c.). Para isto, foi realizada uma curva dose-resposta para a
agmatina (10, 30 e 100 mg/kg, via i.p.) em relacdo a frequéncia de
VCM. Para este ensaio os grupos foram divididos da seguinte maneira:
veiculo + veiculo, veiculo + reserpina, reserpina + AGM 10 mg/kg,
reserpina + AGM 30 mg/kg, reserpina + AGM 100 mg/kg. Em seguida,
foi realizado outro experimento com a dose de 30 mg/kg de agmatina
para a verificacdo da frequéncia de VCM e avaliacdo de um efeito per se
na atividade locomotora dos animais, além de uma possivel reversao ou
atenuacdo da hipolocomogdo causada pela reserpina no teste do campo
aberto. Neste experimento, os grupos foram divididos do seguinte modo:
veiculo + veiculo, veiculo + reserpina, veiculo + AGM 30 mg/kg,
reserpina + AGM 30 mg/kg. Em ambos os experimentos, a agmatina foi
administrada 24 h depois da Gltima administracdo da reserpina e a
frequéncia de VCM foi realizada 30 min ap6s a administracdo da
agmatina e cada animal foi analisado durante 10 min. No segundo
experimento, a avaliacdo do campo aberto foi realizada, com duracéo de
10 min por animal, logo ap6s a analise da frequéncia de VCM (Figura
5).

0 1 2 3
Reserpina 1 mg/kg Agmatina => | Frequéncia de VCM
ou veiculo, s.c. 110,30 ou 100 mg/kg, i.p.) 30 min 10 min/animal
o ou salina, i.p.

Agmatina (30 mg/kg) => | Frequéncia de VCM Campo aberto
ou salina, i.p. 30 min 10 min/animal 10 min/animal
S

Figura 5: Desenho esquematico dos protocolos experimentais da avaliacdo do
efeito antidiscinético da agmatina em camundongos administrados com
reserpina.

A fim de avaliar a participacdo dos NMDAR no efeito
antidiscinético da agmatina, inicialmente, foi realizada uma curva dose-
resposta para 0s antagonistas destes receptores, amantadina (1, 10, 40 e
60 mg/kg, i.p.), MK801 (0,01; 0,03; 0,1 e 0,3 mg/kg, i.p.) e arcaina
(0,0001; 0,005; 0,1 e 1,0 mg/kg, i.p), em relagdo a frequéncia de VCM.
Neste ensaio, os grupos foram divididos da seguinte maneira: veiculo +
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veiculo, veiculo + reserpina, reserpina + dose 1, reserpina + dose 2 ,
reserpina + dose 3 e reserpina + dose 4. Em seguida, doses sub-efetivas
destas drogas (AMA 1 mg/kg e MK801 0,01 mg/kg; i,p.) foram
administradas sozinhas ou combinadas com a dose sub-efetiva da
agmatina (10 mg/kg) com posterior verificacdo da frequéncia de VCMs.
Neste experimento, foram utilizados grupos de animais divididos em
veiculo + veiculo, veiculo + reserpina, reserpina + AGM 10 mg/kg,
reserpina + AMA 1 mg/kg, reserpina + MK801 0,01 mg/kg, reserpina +
AGM 10/AMA 1 mg/kg, reserpina + AGM 10/Mk801 0,01 mg/kg. Por
fim, uma dose pré-determinada da arcaina (1 mg/kg, i,p)
(ZOMKOWSKI et al., 2006) foi coadministrada com agmatina (30
mg/kg), seguido da analise da frequéncia de VCMs para avaliar uma
possivel potencializacdo do efeito antidiscinético da agmatina, visto que
ndo foi encontrada a dose sub-efetiva da arcaina no ensaio da curva
dose-resposta. Para isto, foram utilizados grupos divididos do seguinte
modo: veiculo + veiculo, veiculo + reserpina, reserpina + AGM 30
mg/kg, reserpina + ARC 1 mg/kg, reserpina + AGM 30/ARC 1 mg/kg
(Figura 6).

N ESERIEY
= *

Reserpina 1 mg/kg  Amantadina (1, 10, 40 ou 60 mg/kg, i.p.),
ou velculo, s.c. MK801( 0,01; 0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg, i.p,),
Arcafna (0,0001; 0,005; 0,1 e 1,0 mg/kg, i.p.)
ou salina 0,9%, i.p.

Amantadina (1 mg/kg, i.p.),
Agmatina MK801( 0,01 mg/kg,i.p.) —) Frequéncia de VCM
(10 mg/kg) salina 0,9%, i.p. 30 min 10 min/animal

—_

Agmatina (30 mg/kg), Arcaina (1 mg/kg)
e/ou salina 0,9%, i.p.

-

Figura 6: Desenho esquematico dos protocolos experimentais investigando a
participacdo dos receptores NMDA no efeito antidiscinético da agmatina em
camundongos administrados com reserpina.

Na terceira etapa, foi avaliada a participagéo do sistema nitrérgico
no efeito antidiscinético da agmatina. Inicialmente, foi realizada uma
curva dose-resposta para o inibidor preferencial da nNOS, o 7-NI (0,1;
1; 10 e 100 mg/kg, i.p.), em relacdo a frequéncia de VCM. Neste ensaio,
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os animais foram divididos nos seguintes grupos: veiculo + veiculo,
veiculo + reserpina, reserpina + 7-NI 0,1 mg/kg, reserpina + 7-NI 1
mg/kg, reserpina + 7-NI 10 mg/kg e reserpina + 7-NI 100 mg/kg.
Posteriormente, a dose sub-efetiva do 7-N1 (0,1 mg/kg) foi administrada
sozinha ou em associagdo com a dose sub-efetiva da agmatina (10
mg/kg) seguida da verificagdo da frequéncia de VCMs. Os grupos foram
divididos do seguinte modo: veiculo + veiculo, veiculo + reserpina,
reserpina + AGM 10 mg/kg, reserpina + AMA 1 mg/kg, reserpina + 7-
NI 0,1 mg/kg, reserpina + AGM 10/7-NI 0,1 mg/kg. Em seguida, foi
realizado um ensaio para a analise dos niveis de nitrito e nitrato no
estriado e no cortex cerebral através da técnica de Griess, a qual avalia
indiretamente a quantidade de NO nessas estruturas. Neste experimento,
foram utilizados grupos de 9 animais divididos da seguinte maneira:
veiculo + veiculo, veiculo + L-ARG 750 mg/kg, veiculo + reserpina, ,
veiculo + AGM 30 mg/kg, reserpina + AGM 30 mg/kg (Figura 7).

1

0 2 3 dias
Reserpina 1 mg/kg 7-Nitroindazol (7-NI) —

ou veiculo, s.c.  (0,1;1;10ou 100 mg/kg, i.p.)
ou veiculo, i.p.

———————— ~— == | Frequéncia de VCM

30mi . .
Agmatina ( 10 mg/kg, i.p.), min 10 min/animal
7 NI( 0,1 mg/kg, i.p.)
efou veiculo, i.p.
Agmatina (30 mg/kg, i.p.), - — —
v | et | [
ou salina, i.p. e Griess

Figura 7: Desenho esquematico dos protocolos experimentais investigando a
participacdo do sistema nitrérgico no efeito antidiscinético da agmatina em
camundongos administrados com reserpina.

A ultima etapa consistiu na avaliacdo da frequéncia de VCMs
seguida da andlise dos parametros de estresse oxidativo (atividade da
catalase; GPx, glutationa peroxidase; GR, glutationa redutase; GSH,
tidis ndo-proteicos; SOD, superoxido dismutase; e TBARS, substancias
reativas ao 4cido tiobarbitirico) e da alteracdo no padrdo do
imunocontedo dos biomarcadores intracelulares e de superficie
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relacionados a discinesia (VMAT-2, transportador vesicular de
monoaminas 2; fosfoproteina regulada por AMPc de 32 Kda total e
fosforilada no residuo treonina 75, DARPP-32 e p-DARPP-32[Thr75];
DAT, transportador de dopamina; D1R, receptor dopaminérgico D1 e
D2R, receptor dopaminérgico D2) por eletroforese seguido de
imunodetecgdo de proteinas (“western blotting”). Em relagdo a esta
etapa, os grupos foram divididos da seguinte maneira: veiculo + veiculo,
veiculo + reserpina, reserpina + agmatina 30 mg/Kg, veiculo + agmatina
30 mg/kg. Os animais foram eutanasiados logo apds os testes
comportamentais para a retirada do cortex pré-frontal e do estriado, a
fim de avaliar estes parametros (Figura 8).

0 1 2 3 dias
Dissecagdo do cortex
‘_‘» ~"_, ,L pré-frontal e/ou estriado
Reserpina 1 mg/kg Agmatina (30 mg/kg, i.p.) ¢
ou salina 0,9%, s.c. ou salina, i.p.

Avaliagdo do estresse
¥ 30min oxidativo (catalase, GPx,
GR, GSH, SOD e TBARS)

Frequéncia de VCM
10 min/animal

Western blotting
(VMAT-2, DARPP-32,
p-DARPP-32 [Thr75],
DAT, TH, D1R e D2R)

Figura 8: Desenho esquematico dos protocolos experimentais avaliando
pardmetros de estresse oxidativo (atividade da catalase; GPx, glutationa
peroxidase; GR, glutationa redutase; GSH, tidis ndo-proteicos; SOD,
superdxido dismutase; e TBARS, substancias reativas ao acido tiobarbiturico) e
da alteracdo no imunocontetdo de proteinas no cértex pré-frontal e/ou estriado
relacionadas ao desenvolvimento das discinesias (VMAT-2, transportador
vesicular de monoaminas 2; fosfoproteina regulada por AMPc de 32 Kda total e
fosforilada no residuo treonina 75, DARPP-32 e p-DARPP-32[Thr75]; DAT,
transportador de dopamina; TH, tirosina hidroxilase; DI1R, receptor
dopaminérgico D1 e D2R, receptor dopaminérgico D2).
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44 AVALIAQAO DA FREQUEN~CIA DE MOVIMENTOS
INVOLUNTARIOS DE MASTIGACAO (“VACUOS CHEWING
MOVEMENTS” — VCM)

A frequéncia de VCM consiste em uma contagem manual por 10
minutos continuos da abertura da boca em um plano vertical, nédo
direcionado a um material fisico (adaptado de CARVALHO et al.,
2003). Espelhos foram dispostos sobre a mesa e por tras do recipiente de
vidro para permitir a observacdo dos movimentos orais quando 0s
animais ndo estavam de frente para o observador. A avaliacdo foi
realizada 30 min apdés o tratamento com as drogas de interesse,
administradas 24 horas apds a segunda injecdo da reserpina por um
observador cego.

4.5 CAMPO ABERTO

A fim de avaliar possiveis alteracdes locomotoras, 0s animais
foram testados durante 10 min no campo aberto, logo ap6s a avaliagdo
da frequéncia de VCM (adaptado de CARVALHO et al., 2003). O
aparato, feito de férmica, é formado por um chédo de cor cinza 40 x 40
cm), com paredes transparentes de 40 cm de altura. Durante o0s
experimentos, cada camundongo foi colocado no centro do campo
aberto e as sessdes experimentais foram gravadas por um sistema de
camera de video para posterior analise com o auxilio do programa ANY
Maze (Stoelting Co., Wood Dale, IL, EUA).

4.6 PARAMETROS BIOQUIMICOS E MOLECULARES

Os camundongos foram eutanasiados por decapitacdo, 0s
cérebros removidos e o estriado e o cortex pré-frontal foram dissecados
no gelo e homogeneizados com Hepes 20 mM, pH 7.0 com a ajuda de
um pistilo. O homogenato foi centrifugado por 20 min a 16000g a 4°C, e
0 sobrenadante utilizado para a determinacdo das atividades das enzimas
SOD, catalase, GPx e GR, além da quantificacdo dos niveis de GSH e de
TBARS. O conteudo proteico foi quantificado de acordo com o método
descrito por Lowry e colaboradores (1951).
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4.6.1 Enzimas antioxidantes
4.6.1.1 Superodxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada de acordo com Misra e
Fridowich (1977). A adicdo das amostras dos tecidos contendo SOD
inibe a auto-oxidacdo da epinefrina. A taxa de inibicdo foi monitorada
em 480 nm por 5 min no espectrofotdmetro. A quantidade da enzima
requerida para produzir 50% de inibigéo foi definida como uma unidade
da atividade enzimatica.

4.6.1.2 Atividade da catalase

A atividade da catalase foi determinada pelo monitoramento do
decréscimo da absorbancia em 240 nm, como descrito por Aebi (1984).
Em uma placa de 96 pocos sera pipetado 250 ul de 50 mM tampéo
fosfato, 0,5 mM EDTA, 30 mM H202 e 0,012% (vol/vol.) Triton X-
100. Em seguida as amostras foram adicionadas ao meio reacional, e a
reacdo acompanhada nos primeiros 60 segundos.

4.6.1.3 Glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi determinada baseada no protocolo
descrito por Wendel (1981). Este método consiste na mensuragao
indireta da GPx, através do consumo de NADPH em 340 nm por 5 min
no espectrofotdmetro. As amostras foram colocadas em tampéo fosfato
0,1 M,pH 7.0, 1 mM EDTA, GSH 1 mM, NADPH 0,225 mM e 0,2
U/ml de GR. A enzima GPx presente na amostra utiliza GSH para
reduzir o hidroperéxido de terc-butil, produzindo GSSG, o qual €
rapidamente reduzido a GSH por GR, havendo o consumo de NADPH.

4.6.1.4 Glutationa redutase (GR)

A atividade da GR foi determinada baseada no protocolo
desenvolvido por Carlberg e Mannervik (1985). As amostras foram
colocadas em meio reacional contendo tampéo fosfato 0,1 M, pH 7.0; 1
mM de EDTA e NADPH 0,225 mM. A GR reduz GSSG a GSH com o
consumo de NADPH no processo. Este consumo pode ser detectado em
comprimento de luz de 340 nm por 5 min no espectrofotdmetro.
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4.6.2 Tidis ndo-protéicos (GSH)

Os niveis de GSH foram mensurados como tidis ndo proteicos
baseado no protocolo desenvolvido por Ellman (1959). As células em
suspensao foram precipitadas em &cido tricloroacético gelado a 10% e
centrifugado a 5000 g por 10 min. O sobrenadante foi incubado com
acido 5,5 -ditio-bis-2-nitrobenzdico (DTNB) em 1 M de tampéo fosfato,
pH 7.0. A absorbancia foi medida em 412 nm. A curva padrdo da GSH
reduzida foi usada para calcular os niveis de GSH das amostras
controles.

4.6.3 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(“TBARS”)

Os niveis de TBARS foram determinadas nos homogenatos do
cortex pré-frontal, do hipocampo e estriado, utilizando o método
descrito por Ohkawa e colaboradores (1979), no qual o malondialdeido
(MDA), um produto final da peroxidagdo lipidica, reage com o &cido
tiobarbitdrico para formar um complexo colorido. As amostras foram
incubadas a 100 °C por 60 minutos em meio acido contendo 0,45% de
dodecil sulfato de sddio (SDS) e 0,67% de acido tiobarbitdrico. Apos a
centrifugacdo, o produto de reacdo foi determinado em 532 nm no
espectrofotdmetro, empregando o MDA como padrao.

O espectrofotdmetro utilizado para estes ensaios bioquimicos foi
0 TECAN Genios Microplate Reader (Tecan Group Ltd, Mannedorf,
Suica).

4.6.4 Técnica de Griess

O NO é um composto instavel, sendo rapidamente oxidado a
nitrato e nitrito apds a sua producéo. Os metabdlitos foram determinados
utilizando a analise dos niveis de NOXx (nitrato e nitrito) (adaptado de
HEVEL e MARLETTA, 1994). Resumidamente, os homogenatos de
estriado (“pool” de estriados pertencentes a trés animais) ou de coOrtex
cerebral foram misturados com 25% de 4cido tricloroacético e
centrifugados a 1800 g durante 10 min. O sobrenadante foi
imediatamente neutralizado com bicarbonato de potassio 2 M. O nitrato
foi convertido a nitrito pela nitrato redutase e medido, utilizando a
reacdo colorimétrica de Griess em um leitor de microplacas no
comprimento de onda 540 nm (ZOMKOWSKI et al., 2012). Os valores
obtidos neste ensaio representam a soma de nitrito e nitrato derivado do
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NO. Uma curva padrao foi feita com nitrato de sodio (0-80 mM).

4.6.5 Eletroforese seguido de imunodetec¢io de proteinas (“western
blotting”)

Com o objetivo de verificar alteragbes no padrdo do
imunoconteddo das proteinas VMAT-2, DARPP-32, pDARPP-
32[Thr75], TH e dos receptores D1 e D2 foi utilizada a técnica de
“western blotting” em extratos proteicos obtidos dos tecidos cerebrais
do estriado. Ap6s eutanasiar 0s animais através da decapitacdo, seus
cérebros foram removidos, lavados com solucéo salina (NaCl 0,9%) e os
estriados foram dissecados sobre uma placa de Petri cercada de gelo,
como uma maneira de reduzir possiveis perdas proteicas e serdo
armazenados em freezer a -80°C até a sua andlise. As amostras foram
misturadas com tampdo de amostra, contendo: SDS 4%, EDTA 2 mM,
B-mercaptoetanol 8%, e Tris 100 mM, pH 6,8, fervidas por 5 min e
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS (10%)
(miniVE Vertical Electrophoresis SystemTM, GE Healthcare Life
Sciences, Piscataway, NJ, EUA). Em seguida, as proteinas presentes no
gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (1,2
mA/cm2; 1,5 h). A transferéncia foi efetuada em tampdo Tris-base 25
mM glicina 192 mM, metanol 20% (pH 8,3). As membranas foram
bloqueadas 1 h com leite desnatado 5% em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150
mM, pH 7,5), a temperatura ambiente, mantidas nesta temperatura e
entdo incubadas a 4°C por intervalos de tempo apropriados com
anticorpos primarios diluidos em TBS-T contendo soroalbumina bovina
(BSA) (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,05%, BSA 2,5%, pH
7,5) nas dilui¢des, 1:1000 (anti-DAT, anti-TH, anti-D2R, anti-VMAT-2,
anti-D1R, Santa Cruz Biotechnology, EUA; anti-pDARPP-32[Thr75],
Novus Biologicals, Littleton, CO, EUA), 1:20.000 (anti-DARPP-32;
Abcam plc, Massachusetts, EUA), e 1:10.000 (anti-B-actina, Abcam plc,
Massachusetts, EUA). A visualizacdo dessas proteinas foi realizada
utilizando anticorpo secundario especifico conjugado a peroxidase
(1:5000) e as bandas imunorreativas foram reveladas usando-se um kit
de aumento de quimioluminescéncia (ECL, Santa Cruz Biotechnology).
A densidade dptica das bandas foi quantificada com o programa Scion
Image® (Frederick, MD, EUA). Os valores foram expressos em
porcentagem determinados pela taxa da densidade éptica (D.O.) das
bandas de proteinas sobre a D.O. da B-actina.



54

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados sdo apresentados como a média + erro padrdo da média
(E.P.M.). Para analise dos dados foi empregada a analise de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias, seguida pelo post-hoc de Newman-
Keuls, para multiplas comparacdes. Foi empregado também o Teste “t”
de Student para comparacgdo entre dois grupos. O nivel de significancia
considerado para todos os testes foi de P < 0,05. Os resultados foram
analisados através dos programas GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, San Diego,CA, EUA) e STATISTICA 7.0 (Stat Soft. Inc.,
Tulsa, OK, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO ANTIDISCINETICO DO TRATAMENTO COM
AGMATINA EM CAMUNDONGOS ADMINISTRADOS COM
RESERPINA

A Figura 9A mostra o efeito do tratamento com diferentes doses
da agmatina sobre a frequéncia de VCM em camundongos tratados com
reserpina. A ANOVA indicou um efeito significativo no tratamento com
agmatina [F(4,38)=11,21, P<0,0001]. A reserpina (1 mg/kg, s.c.)
aumentou o nimero de VCM em relagdo ao grupo controle e a dose de
30 mg/kg (i.p.) de agmatina foi de capaz de reverter este aumento,
apresentando um efeito antidiscinético. Como observado na figura 9B,
esta dose de agmatina ndo alterou per se o nimero de VCM em animais
gue ndo foram injetados com reserpina [F(1,91)=18,45, P< 00004]. A
agmatina na dose de 30 mg/kg manteve seu efeito antidiscinético em
relacio ao grupo reserpina [F(1,91)=18,53, P=0,00004], o qual
apresentou um aumento significativo no nimero de VCM em relagéo ao
controle [F(1,91)=48,72, P=0,000001].
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Figura 9: Efeito antidiscinético do tratamento com agmatina em
camundongos administrados com reserpina. (A) Efeito do tratamento com
agmatina (10-100 mg/kg, i.p.) na discinesia orofacial induzida pela reserpina (1
mg/kg, s.c.), avaliada através do nimero de VCM/10 min, n=8-9. (B) Efeito do
tratamento com agmatina (30 mg/kg) em camundongos administrados com
veiculo ou reserpina (1 mg/kg, s.c.) sobreo nimero de VCM/10 min, n=20-25.
As barras verticais representam a média £ E.P.M. *p<0,05 comparado com o
grupo controle, # P< 0,05 comparado com o grupo reserpina; ANOVA de 1 (A)
ou 2 vias (B), seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls.
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5.2 EFEITO DO TRATAMENTO COM AGMATINA SOBRE A
LOCOMOCAO EM CAMUNDONGOS AVALIADA NO TESTE DO
CAMPO ABERTO

No teste do campo aberto foi avaliado o efeito da agmatina (30
mg/kg, i.p.) sobre a atividade locomotora de camundongos
administrados com veiculo ou reserpina (Figura 10). Neste teste, foi
observado um prejuizo na locomocdo dos animais causado pela
administragdo da reserpina. Esta droga reduziu a distancia percorrida
[F(1, 35)=42,89; P< 0,00001] (Figura 10A) e a velocidade média [F(1,
36)=46,36; P<0,00001] (Figura 10B), além de aumentar o tempo de
imobilidade [F(1, 36)=36,59; P< 0,00001] (Figura 10C) do animal. Em
contrapartida, a agmatina nao apresentou efeito per se F(1,35)=0,42,
P=0,84], [F(1,36)=0,0009, P=0,97], [F(1,36)=0,30, P=0,86] e nao foi
capaz de reverter a hipolocomocdo causada pela reserpina
[F(1,35)=0,54, P=0,47], [F(1,36)=0,32, P=0,58], [F(1,36)=0,003,
P=0,96] em relacdo a distancia percorrida, a velocidade média e o tempo
de imobilidade, respectivamente.
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Figura 10: Efeitos do tratamento com agmatina sobre a locomocao de
camundongos tratados com reserpina ou veiculo avaliada no teste do
campo aberto. (A) Efeito do tratamento com agmatina (30 mg/kg) em
camundongos administrados com veiculo ou reserpina (1 mg/kg, s.c.) na (A)
distancia percorrida, (B) na velocidade média e (C) no tempo de imobilidade,
avaliados durante 10 min no teste do campo aberto. As barras verticais
representam a media + E.P.M. *p<0,05 comparado com o grupo controle;
ANOVA de 2 vias, seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls, n=10.
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5.3 INVESTIGAGAO DO ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES
NMDA NO EFEITO ANTIDISCINETICO DA AGMATINA EM
CAMUNDONGOS

A figura 11 mostra o efeito dos antagonistas do receptor NMDA,
administrados em diferentes doses, sobre o nimero de VCM em
camundongos tratados com reserpina. O grafico da curva dose-resposta
para a amantadina (Figura 11A) mostra que as doses de 40 e 60 mg/kg
promoveram uma reducdo significativa do nimero de VCM, o que ndo
ocorreu com a dose de 10 mg/kg [F(5,40)=9,39, P<0,0001]. Em relacdo
ao MK801 (Figura 11B), pode-se observar que as doses de 0,03-0,3
mg/kg apresentaram um efeito antidiscinético e apenas a dose de 0,01
mg/kg ndo reduziu o ndmero de VCM [F(5,39)=15,59, P<0,0001]. Do
mesmo modo, todas as doses avaliadas da arcaina foram capazes de
reduzir consideravelmente o nimero de VCM, porém a dose de 1,0
mg/kg apresentou um efeito parcial sobre os VCM [F(5,41)=16,37,
P<0,0001] (Figura 11C).
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Figura 11: Curva dose-resposta dos antagonistas dos receptores do tipo
NMDA em relagdo a frequéncia de VCM. Efeito do tratamento com (A)
amantadina (1-60 mg/kg, i.p.), n=7-9, (B) MK801 (0,01-0,3 mg/kg, i.p), n=5-9,
ou (C) arcaina (0,0001-1,0 mg/kg, i.p), n=5-10, na discinesia orofacial induzida
pela reserpina (1 mg/kg, s.c.) em camundongos, avaliada através do nimero de
VCM/10 min. As barras verticais representam a média £ E.P.M. *p<0,05
comparado com o grupo controle, # P< 0,05 comparado com 0 grupo reserpina;
ANOVA de 1 via, seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls.



61

Corroborando os resultados anteriores, a figura 12A mostra um
aumento no ndmero de VCM no tratamento com a reserpina em relacao
ao grupo controle [t=5,33; P<0,0001; Teste “t” de Student]. Na figura
12B, observou-se uma redugdo no nimero de VCM entre as doses sub-
efetivas da agmatina (10 mg/kg) e amantadina (1 mg/kg), porém néo foi
significativo  [F(3,28)=2,55, P=0,08]. Em contrapartida, a
coadministragdo das doses sub-efetivas da agmatina (10 mg/kg) e do
MK801 (0,01 mg/kg) reduziu significativamente o nimero de VCM em
comparagdo ao grupo que recebeu apenas reserpina [F(3,30)=6,12
P=0,0022] (Figura 12C).
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Figura 12: Efeito da coadministracio das doses sub-efetivas de agmatina e
dos antagonistas dos receptores NMDA na discinesia orofacial induzida
pela reserpina em camundongos. (A) Efeito do tratamento com reserpina (1
mg/Kg, s.c.) sobre o nimero de VCM/10 min, n=9. Efeito da coadministracéo
das doses sub-efetivas da (B) agmatina (10 mg/kg, i.p.) e amantadina (1 mg/kg,
i.p.), n=5-9, ou (C) agmatina (10 mg/kg, i.p.) e MK801 (0,01 mg/kg, i.p.), n=7-
9, na discinesia orofacial induzida pela reserpina (1 mg/kg, s.c.), avaliada
através do nimero de VCM/ 10 min. As barras verticais representam a média +
E.P.M. *p<0,05 comparado com o grupo controle, # P< 0,05 comparado com o
grupo reserpina; Teste “t” de Student (A) e ANOVA de 1 via, seguido do teste
post-hoc de Newman-Keuls (B) e (C).
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A figura 13A mostra um aumento do ndmero de VCM no
tratamento com a reserpina em relacdo ao grupo controle [t=4,51; P=
0,002; Teste “t” de Student]. A figura 13B mostra o efeito da
coadministracdo das doses ativas da agmatina (30 mg/kg) e da arcaina (1
mg/kg) sobre o nimero de VCM. Neste experimento, observou-se que a
arcaina nao alterou o efeito antidiscinético promovido pela agmatina
[F(3, 17)=0,6194; P=0,0008].
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Figura 13: Efeito da coadministracdo das doses ativas da agmatina e da
arcaina na discinesia orofacial induzida pela reserpina em camundongos.
(A) Efeito do tratamento com reserpina (1 mg/kg, s.c.) sobre o nimero de
VCM/ 10 min, n=4. (B) Efeito da coadministracdo de agmatina (10 mg/kg, i.p.)
e arcaina (1 mg/kg, i.p.) na discinesia orofacial induzida pela reserpina (1
mg/kg, s.c.), avaliada através do ndmero de VCM/10 min, n=4-6. As barras
verticais representam a média = E.P.M. *p<0,05 comparado com o grupo
controle, # P< 0,05 comparado com o grupo reserpina; Teste “t” de Student (A)
e ANOVA de 1 via, seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls (B).
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5.4 INVESTIGAGAO DO ENVOLVIMENTO DO SISTEMA
NITRERGICO NO EFEITO ANTIDISCINETICO DA AGMATINA
EM CAMUNDONGOS

Como ilustrado na figura 14A, as doses 1-100 mg/kg de 7-NI
mostraram um efeito antidiscinético em comparacgao ao grupo reserpina.
Apenas a dose de 0,1 mg/kg foi incapaz de reduzir o nimero de VCM
[F(5,47)=9,68; P<0,0001]. Na figura 14B, é mostrado um aumento no
nimero de VCM no tratamento com a reserpina em relacdo ao grupo
controle [t=5,33; P<0,0001; Teste “t” de Student]. Um efeito sinérgico
foi observado entre as doses sub-efetivas da agmatina (10 mg/kg) e do
7-NI (0,1 mg/kg) com uma reducéo significativa no nimero de VCM em
comparagdo ao grupo que recebeu apenas reserpina [F(3,28)=3,27;
P=0,04] (Figura 14C).
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Figura 14: Curva dose-resposta do 7-Nitroindazol em relagdo a frequéncia
de VCM e o efeito da coadministracao das doses sub-efetivas da agmatina e
do 7-Nitroindazol na discinesia orofacial induzida pela reserpina em
camundongos. (A) Efeito andiscinético do tratamento com 7-Nitroindazol (0,1-
100 mg/kg, i.p.) em animais tratados com reserpina (1 mg/kg, s.c.), avaliada
através do nimero de VCM/ 10 min, n=7-9. (B) Efeito do tratamento com
reserpina (1 mg/kg, s.c.) sobre 0 namero de VCM/10 min, n=9 (C) Efeito da
coadministracdo das doses sub-efetivas da agmatina (10 mg/kg, i.p.) e 7-
Nitroindazol (0,1 mg/kg, i.p.) na discinesia orofacial induzida pela reserpina (1
mg/kg, s.c.), avaliada através do nimero de VCM/10 min, n=5-9. As barras
verticais representam a média + E.P.M. *p<0,05 comparado com o grupo
controle, # P< 0,05 comparado com o grupo reserpina; Teste “t” de Student (B)
e ANOVA de 1 via, seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls (A) e (C).
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A figura 15 ilustra o efeito do tratamento da agmatina (30 mg/kg,
i.p.) sobre os niveis de NOx (nitrato e nitrito) nas regides do cortex
cerebral e do estriado em camundongos administrados com veiculo ou
reserpina. As figuras 15A e 15C mostram o efeito da L-arginina (750
mg/kg) nos niveis de NOx no coértex cerebral e no estriado,
respectivamente, em relacdo ao grupo controle. Esta droga foi utilizada
como controle positivo deste ensaio. A reserpina aumentou os niveis de
NOx no cértex cerebral comparado ao grupo controle [t=2,523;
P=0,0268; Teste “t” de Student], porém este efeito ndo ocorreu no
estriado [t=0,004738; P=0,9963; Teste “t” de Student]. No cortex
cerebral, a ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo do
tratamento com reserpina [F(1,25)=4,34, P<0,05], mas ndo para o
tratamento com agmatina [F(1,25)=0,03, P>0,05] e ndo para a interacao
entre os tratamentos reserpina e agmatina [F(1,25)=0,02, P>0,05]
(Figura 15B). No estriado, a ANOVA ndo mostrou significancia nos
niveis de NOx entre o grupo reserpina € 0 grupo controle
[F(1,24)=2,16, P=0,15], nem um efeito da agmatina per se
[F(1,24)=2,8, P=0,11]. Houve um leve aumento dos niveis de NOx na
interacdo entre 0s tratamentos reserpina e agmatina, porém este aumento
n&o foi significativo [F(1, 24)=0,02, P=0,9] (Figura 15D).
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Figura 15: Efeito do tratamento com agmatina sobre os niveis de NOx no
cortex cerebral e no estriado de camundongos administrados com
reserpina, avaliados pela técnica de Griess. Efeito do tratamento com L-
arginina (750 mg/kg, i.p.) nos niveis de NOx (A) no cortex cerebral e (C) no
estriado. Efeito do tratamento com agmatina (30 mg/kg, i.p.) nos niveis de NOx
(B) no cortex cerebral e (D) no estriado em camundongos administrados com
veiculo ou reserpina (1 mg/kg, s.c.). As barras verticais representam a média +
E.P.M. *p<0,05 comparado com o grupo controle; Teste “t” de Student (A) e
(C) e ANOVA de 2 vias, seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls (B) e (D),
n=6-9 (cortex) e n=7 (estriado).

55 EFEITO DO TRATAMENTO COM AGMATINA SOBRE OS
PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO EM CAMUNDONGOS

Os parametros de estresse oxidativo (GSH, TBARS e atividade
das enzimas catalase, GPx ,GR e SOD) foram analisados nas regies do
cortex pré-frontal e do estriado (Tabela 1). Foi observada diferenca
significativa entre os grupos avaliados apenas nos niveis de GSH no
estriado. No estriado, o grupo reserpina reduziu os niveis de GSH em
relacio aos grupos  veiculo+veiculo, veiculo+agmatina e
reserpina+agmatina [F(1,36)=6,69, P=0,01]. N&o foi observada alteragédo
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nos niveis de GSH no tratamento com agmatina [F(1,36)=1,80, P=0,19]
e nem no fator interacdo entre os tratamentos reserpina e agmatina
[F(1,36)=2,9, P=0,1]. No cortex pré-frontal, a ANOVA de duas vias ndo
revelou alteragdo nos niveis de GSH no tratamento com reserpina
[F(1,36)=1,32, P=0,26], no tratamento com agmatina [F(1,36)=0,0004,
P=0,98] e nem na interagdo entre os tratamentos reserpina e agmatina
[F(1,36)=0,06, P=0,82].

No cortex pré-frontral, a ANOVA de duas vias ndo revelou
alteracdo na atividade da catalase no tratamento com reserpina
[F(1,34)=0,09, P=0,771 e no tratamento com agmatina
[F(1,34)=0,00007, P=0,99]. Na interacdo entre os tratamentos reserpina
e agmatina, a ANOVA indicou um efeito significativo [F(1,34)=9,82,
P=0,004], no entanto ndo foi observado esta diferenca no teste post-hoc
de Newman-Keuls (p>0,05). No estriado, a ANOVA de duas vias ndo
revelou alteracdo na atividade da catalase no tratamento com reserpina
[F(1,17)=2,10, P=0,17], no tratamento com agmatina [F(1,17)=0,36,
P=0,56] e nem na interagdo entre os tratamentos reserpina e agmatina
[F(1,17)=0,03, P=0,86].

No cortex pré-frontal, a ANOVA de duas vias ndo revelou
alteracdo na atividade da SOD no tratamento com reserpina
[F(1,35)=2,71, P=0,11], no tratamento com agmatina [F(1,35)=0,62,
P=0,44] e nem na interacdo entre os tratamentos reserpina e agmatina
[F(1,35)=0,82, P=0,37]. No estriado, a ANOVA de duas vias ndo
revelou alteracdo na atividade da SOD no tratamento com reserpina
[F(1,36)=0,29, P=0,60], no tratamento com agmatina [F(1,36)=0,78,
P=0,38] e nem na interagdo entre os tratamentos reserpina e agmatina
[F(1,36)=0,25, P=0,62].

No cortex pré-frontal, a ANOVA de duas vias ndo revelou
alteracdo na atividade da GPx no tratamento com reserpina
[F(1,36)=2,54, P=0,12], no tratamento com agmatina [F(1,36)=1,61,
P=0,21] e nem na interacdo entre 0s tratamentos reserpina e agmatina
[F(1,36)=0,89, P=0,35]. No estriado, a ANOVA de duas vias ndo
revelou alteracdo na atividade da GPx no tratamento com reserpina
[F(1,36)=0,35, P=0,56], no tratamento com agmatina [F(1,36)=1,68,
P=0,20] e nem na interacdo entre 0s tratamentos reserpina e agmatina
[F(1,36)=1,15, P=0,29].

No cortex pré-frontal, a ANOVA de duas vias ndo revelou
alteracdo na atividade da GR no tratamento com reserpina [F(1,36)=1,0,
P=0,32], no tratamento com agmatina [F(1,36)=1,35, P=0,25] € nem na
interacdo entre os tratamentos reserpina e agmatina [F(1,36)=0,04,
P=0,84]. No estriado, a ANOVA de duas vias ndo revelou alteragdo na
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atividade da GR no tratamento com reserpina [F(1,36)=0,009, P=0,93],
no tratamento com agmatina [F(1,36)=0,09, P=0,76] e nem na interacdo
entre os tratamentos reserpina e agmatina [F(1,36)=0,23, P=0,64].

No cortex pré-frontal, a ANOVA de duas vias ndo revelou
alteracdo no TBARS no tratamento com reserpina [F(1,35)=1,34,
P=0,26], no tratamento com agmatina [F(1,35)=0,01, P=0,92] e nem na
interacdo entre os tratamentos reserpina e agmatina [F(1,35)=2,03,
P=0,16]. No estriado, a ANOVA de duas vias ndo revelou alteracio no
TBARS no tratamento com reserpina [F(1,36)=0,060, P=0,81], no
tratamento com agmatina [F(1,36)=1,02, P=0,32] e nem na interagdo
entre os tratamentos reserpina e agmatina [F(1,36)=0,49, P=0,49].

Tabela 1
Efeito da agmatina (30 mg/kg, i.p.) sobre os parametros de estresse oxidativo no cértex pré-frontal e no estriado de
camundongos tratados com reserpina (1 mg / kg, s.c.) ou veiculo.

Estrutura cerebral veiculo + veiculo veiculo + reserpin: veiculo + AGM 30 mg/kg reserpina + AGM 30 mg/kg

GSH  cortex pré-frontal 26,91 £4,13 23,77 £0,77 2633 £1,11 24,26 £0,59
estriado 25881082 22,61 £0,97* 26,81 £1,62 2721 +1,.31°
Catalase cortex pré-frontal 0,54 +0,11 1,00 £0,21 1,05+0,18 049+0,14
estriado 1,256+0,63 058%0,17 0,93+0,34 041 0,12
SOD  cortex pré-frontal 36,11 6,09 25,13 +3,06 28,82+4,98 25,62+2,54
estriado 14,68 + 0,84 13,77 £0,90 15,02+ 0,86 14,98 +0,94
GPx  corex pré-frontal 3,06 +0,31 293 +0,13 3,00 +0,15 248 +0,19
estriado 537024 550 £025 5,99 £0,27 5,56 £0,28
GR cortex pré-frontal 7,25 +0,93 6,58 +0,36 6,49 +0,38 6,04 £0,31
estriado 10,09 +0,36 9,88 +0,16 10,02 +0,54 10,16 +0,25
TBARS cortex pré-frontal 6,71 0,93 7,071,79 8,76 £ 1,50 530 £0,41
estriado 10,89 +3,62 9,73+2,52 6,53+2,26 8,93 +226

Os resultados (média + E.P.M) foram analisados utilizando ANOVA de 2 vias,
seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls, *p<0,05 comparado com o grupo
controle, # P< 0,05 comparado com o grupo reserpina. GSH (ti6is ndo-
proteicos): nmol NPSH/mg proteina, n=10 (cortex pré-frontal e estriado).
Catalase: pmolH,O,/min/mg proteina, n=9-10 (cértex pré-frontal) e n=5-6
(estriado); GPx (glutationa peroxidase): nmoINADPH/min/mg proteina, n=10
(cortex pré-frontal e estriado); GR (glutationa redutase): nmoINADPH/min/mg
proteina, n=10 (cdrtex pré-frontal e estriado); SOD (superoxido dismutase):
USOD/mg proteina, n=10 (cortex pré-frontal e estriado); TBARS (substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico), n=9-10 (cortex pré-frontal) e n=10 (estriado):
nmolMDA/mg proteina,n=10 (cortex pré-frontal e estriado).
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5.6 EFEITO DO TRATAMENTO COM AGMATINA SOBRE O
IMUNOCONTEUDO DE PROTEINAS RELACIONADAS A
DISCINESIA EM CAMUNDONGOS

A reserpina (1 mg/kg, s.c.) e a agmatina (30 mg/kg) nao alteraram
0 imunocontetdo das proteinas avaliado por eletroforese seguido de
imunodeteccdo (p>0,05)(Figura 16). A ANOVA de duas vias nao
indicou alteracdo no imunocontetdo de TH no tratamento com reserpina
[F(1,12)=0,87, P=0,37], no tratamento com agmatina [F(1,12)=0,49,
P=0,50] e nem na interagcdo entre os tratamentos reserpina e agmatina
[F(1,12)=0,21, P=0,66] (Figura 16A). A ANOVA de duas vias ndo
indicou alteracdo no imunoconteddo de DAT no tratamento com
reserpina [F(1,12)=0,05, P=0,83], no tratamento com agmatina
[F(1,12)=0,14, P=0,71] e nem na interagdo entre 0s tratamentos
reserpina e agmatina [F(1,12)=0,8, P=0,39] (Figura 16B). A ANOVA de
duas vias ndo indicou alteragdo no imunocontedo dos receptores
dopaminérgicos D1 no tratamento com reserpina [F(1,12)=0,22,
P=0,65], no tratamento com agmatina [F(1,12)=3,92, P=0,07] € nem na
interacdo entre os tratamentos reserpina e agmatina [F(1,12)=0,34,
P=0,57] (Figura 16C). A ANOVA de duas vias ndo indicou altera¢do no
imunocontetdo dos receptores dopaminérgicos D2 no tratamento com
reserpina [F(1,12)=0,78, P=0,39], no tratamento com agmatina
[F(1,12)=1,01, P=0,34] e nem na interacdo entre os tratamentos
reserpina e agmatina [F(1,12)=0,04, P=0,84] (Figura 16D). A ANOVA
de duas vias ndo indicou alteracdo no imunocontetido de DARPP-32 no
tratamento com reserpina [F(1,12)=0,01, P=0,90], no tratamento com
agmatina [F(1,12)=0,15, P=0,71] e nem na interacdo entre 0S
tratamentos reserpina e agmatina [F(1,12)=0,06, P=0,80] (Figura 16E).
A ANOVA de duas vias ndo indicou alteracdo no imunocontetdo de p-
DARPP-32[Thr75] no tratamento com reserpina [F(1,12)=1,06, P=0,32],
no tratamento com agmatina [F(1,12)=0,06, P=0,81] e nem na interacdo
entre 0s tratamentos reserpina e agmatina [F(1,12)=0,00001, P=1,0]
(Figura 16F). A ANOVA de duas vias ndo indicou alteragdo no
imunoconteddo de VMAT-2 no tratamento com reserpina
[F(1,12)=0,28, P=0,87], no tratamento com agmatina [F(1,12)=0,0009,
P=0,98] e nem na interacdo entre os tratamentos reserpina e agmatina
[F(1,12)=0,11, P=0,74] (Figura 16G).
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Figura 16: Efeito do tratamento com agmatina sobre o imunoconteddo de
proteinas relacionadas a discinesia no estriado de camundongos tratados
com veiculo ou reserpina. Efeito do tratamento com agmatina (30 mg/kg, i.p.)
sobre o padrdo do imunocontetdo da (A) TH (tirosina hidroxilase), (B) DAT,
transportador de dopamina, (C) D1R (receptor dopaminérgico D1), (D) D2R
(receptor dopaminérgico D2), (E) DARPP-32 e (F) p-DARPP-32[Thr75] (
fosfoproteinas regulada por AMPc de 32 KDa total e fosforilada no residuo
treonina 75) e (G) VMAT-2, transportador vesicular de monoaminas 2. Os
valores foram expressos em porcentagem determinados pela taxa da densidade
optica (D.0O.) das bandas de proteinas sobre a D.O. B-actina. As barras verticais
representam a média £ E.P.M. Os resultados foram analisados utilizando
ANOVA de 2 vias, seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls n=4.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram que a reserpina induziu
um aumento na frequéncia de VCM, corroborando com estudos
anteriores que consideram a administragdo da reserpina como um
modelo de discinesia em roedores (BURGER et al.,, 2003; 2005;
ABILIO et al., 2003; NAIDU et al., 2004; BILSKA et al., 2007;
PEREIRA et al., 2011; TREVIZOL et al., 2011). Além disso, estes
dados indicam, pela primeira vez, um efeito antidiscinético da agmatina
em camundongos tratados com reserpina, sem efeito per se desta droga
sobre a frequéncia de VCM. Foi demonstrado também um efeito
sinérgico da coadministracdo da agmatina com o MK801, um
antagonista dos NMDAR e o 7-NI, um inibidor preferencial da nNOS,
sugerindo o envolvimento dos NMDAR e do sistema nitrérgico no efeito
antidiscinético da agmatina.

Como descrito anteriormente, as a¢Ges da agmatina como um
antagonista NMDAR e como um inibidor da producdo de NO (através
da inibicho de NOS) tém sido associados a beneficios em diversos
processos patolégicos como a depressdo (ZOMKOSWKI et al., 2002;
NEIS et al., 2014), o TCE (KUO et al., 2007; 2011), a neuroinflamagéo
(SASTRE et al., 1998; REGUNATHAN & PILETZ, 2003), a dor
(SANTOS et al., 2005; GADOTTI et al., 2006) e a epilepsia (FENG et
al., 2005).

Demebhri e colaboradores (2003) verificaram o envolvimento da
via da L-arginina-NO no efeito anticonvulsivante da agmatina. A L-
arginina inibiu este efeito da agmatina, o qual foi recuperado com a
administracdo de L-NAME, um inibidor da NOS. A combinagéo de L-
NAME e agmatina promoveu uma protecdo em relacdo as convulsdes
mais efetiva do que estas drogas sozinhas. Essa atividade
anticonvulsivante da agmatina também pode estar relacionada ao
blogueio da liberagdo do glutamato. Feng e colaboradores (2005)
observaram a inibicdo in vivo da liberacdo do glutamato pela agmatina
na reducdo de convulsBes induzidas por pentilenotetrazol no coértex
cerebral de ratos.

Sabe-se que o NO interage com a neurotransmissdo
glutamatérgica. A ativacdo dos NMDAR para glutamato estimula o
influxo intracelular de célcio nos neurénios, levando a ativacdo de NOS
de maneira dependente de célcio. Esse processo contribui para a
producdo e liberacdo de NO, o qual se difunde de maneira retrégrada
para os neurbnios pré-sindpticos, aumentando a atividade glutamatérgica
(UZBAY, 2012). Visto isso, 0 blogueio dos receptores NMDA ap6s a
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inibicdo de NOS pode ser responsavel pela acdo anticonvulsivante da
agmatina (UZBAY, 2012), podendo expandir essa atuacdo para as
outras condicOes patologicas.

Uma evidéncia importante que indica uma possivel modulagdo da
agmatina sobre o sistema glutamatérgico € a colocaliza¢do da agmatina
com o glutamato no interior do soma das células piramidais nas regides
CAl e CA3 e em terminais axdnicos das células CALl hipocampais
(SEO et al., 2011).

Deve-se ter cautela ao utilizar um antagonista de receptores
NMDA nas discinesias. Um estudo recente observou um efeito
antidiscinético de um antagonista do receptor NMDA, a memantina, na
LID em ratos lesionados com 6-OHDA, entretanto este efeito foi
perdido apds alguns dias de administracdo. Neste mesmo estudo, um
resultado similar foi obtido com a amantadina em ratos discinéticos
(TRONCI et al., 2014). Uma anélise da composicao das subunidades do
NMDAR revelou que a perda do deste efeito pela administragdo repetida
da memantina foi associada a diminuicdo dos niveis da subunidade
GIuN2B na regido sindptica, com um aumento da razdo
GIuN2A/GIuN2B na membrana sinaptica estriatal comparados com os
animais expostos a memantina pela primeira vez (TRONCI et al., 2014).
Outros trabalhos j& haviam mostrado o envolvimento da alteragdo das
subunidades do NMDAR na LID (GARDONI et al., 2006; 2012;
MARANIS et al.,2012)

Outro trabalho também mostrou que o MK801 reduz a LID no
modelo da 6-OHDA em ratos, no entanto em doses (0,2-0,3 mg/kg) que
impedem os efeitos terapéuticos da L-DOPA (PAQUETTE et al., 2010).
De acordo com este dado, no modelo da reserpina, uma dose alta de
MK801 (0,5 mg/kg) causou prejuizos na locomogdo em roedores
(JOHNSTON et al., 2005). Visto isto, torna-se importante investigar
futuramente o efeito do tratamento crénico com agmatina nas
discinesias, além de avaliar sua possivel interferéncia em relacdo aos
beneficios da L-DOPA sobre o0 sistema motor.

A administracdo direta ou a liberacdo indireta de NO seguida da
ativacdo dos receptores NMDA pode alterar o nivel extracelular de
diferentes receptores, incluindo receptores dopaminérgicos e
serotonérgicos. No estriado, a ativacdo de D1R por estimulacdo elétrica
acarretou um aumento na producdo de NO e a geragdo de NO, sendo
estes efeitos revertidos pela administracdo de antagonista do DI1R
(IRAVANI & JENNER, 2011).

Em ratos lesionados com 6-OHDA, alguns trabalhos mostraram a
efetividade do 7-NI em reduzir as DOs e esta resposta foi associada a
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diminuicdo no ndmero de neurdnios positivos para nNOS, a atenuacéo
dos niveis de FosB/AFosB estriatal e ao bloqueio da ativacio microglial
no estriado (PADOVAN-NETO et al., 2013; 2015; DEL-BEL et al,
2014; BORTOLANZA et al., 2015). Corroborando com esses dados, 0
presente estudo mostrou que o 7-NI, nas doses de 1-100 mg/kg, foi
capaz de reverter as DOs induzidas pela reserpina. Além disso, a
coadministracdo de doses sub-efetivas do 7-NI (0,1 mg/kg) e da
agmatina (10 mg/kg) também apresentou um efeito antidiscinético neste
modelo. Este resultado fortalece a evidéncia sobre a participacdo do
sistema nitrérgico nas discinesias, visto que foi observada a efetividade
do 7-NI em mais de um modelo, além de sugerir o envolvimento deste
sistema no efeito da agmatina.

Embora o presente estudo tenha mostrado um efeito sinérgico
entre a doses sub-efetivas da agmatina e do 7-NI, no cortex cerebral, a
agmatina ndo reverteu o aumento de NOx promovido pela reserpina,
enquanto que no estriado houve um leve aumento (ndo estatisticamente
significante) nos niveis de NOx em todos os grupos avaliados
comparados ao grupo controle. Trabalhos prévios da literatura indicam
que a agmatina (100 uM) reduziu a excitotoxidade e a producdo de NO
em células microgliais BV2 expostas a LPS por 24 horas (AHN et al.,
2011). Além disso, a producdo de NO e a morte neuronal foram
atenuadas por L-NAME e MK801 em células neurais primarias do
cortex cerebral obtidos de embrides de camundongos (TAVAKOLI-
FAR et al., 2009). RADENOVIC e colaboradores (2003) observaram
também que inibigdo de NOS pelo 7-NI protegeu contra o dano celular
induzido pelo cainato. Neste estudo, o 7-NI produziu diminuiu os niveis
de NOx nas regides do hipocampo, estriado, cortex pré-frontal e
cerebelo. Um ponto importante a ser considerado é que a técnica de
Griess é uma deteccdo indireta dos niveis de NO, através da analise do
seu metabolito mais estavel, o nitrito. No entanto, muitas substancias
tem a capacidade de produzir ions nitrito, logo 0s niveis de nitrito
avaliados podem ser provenientes de varias fontes, ndo sendo especifico
para 0 NO (TSIKAS et al., 1997). Isto pode explicar, ao menos em
parte, o fato da agmatina néo ter revertido o aumento nos niveis de NOx
no cértex induzido pela reserpina no presente estudo.

Associado a estes achados, a coadministracdo de uma dose ativa
da arcaina (1 mg/kg, i.p.) néo alterou o efeito antidiscinético promovido
pela agmatina. Inicialmente, a hipotese era de que a arcaina poderia
reverter o efeito da agmatina sobre a frequéncia de VCM, visto que
Zomkowsky e colaborares (2006) verificaram que a arcaina (1 mg/kg,
i.p.) reverteu o efeito tipo antidepressivo da putrescina (10 mg/kg, i.p.),
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uma poliamina que também faz parte da via da L-arginina. Contudo, no
presente estudo observou-se o inverso. Além da arcaina ndo alterar o
efeito sobre a agmatina, ndo foi encontrada a dose sub-efetiva quando
foi realizada a sua curva dose-resposta, mesmo em doses muito baixas.
As acbes das poliaminas sdo complexas e podem exercer tanto uma
modulacgdo positiva como negativa no receptor NMDA dependendo do
sitio especifico de ligagdo ao receptor (JOHNSON, 1996).

A arcaina é um anélogo sintético da agmatina e a diferenca entre
elas é a quantidade de residuos de guanidina na sua composicao
(WANG et al., 2006). Sendo assim, o efeito antidiscinético mais potente
da arcaina em relagdo & agmatina observado neste trabalho é devido a
presenca de dois residuos de guanidina em comparagdo com apenas um
residuo presente na agmatina, uma vez que é esta regido que se liga ao
receptor NMDA e parece compartilhar o mesmo sitio de ligagdo da
arcaina no poro do canal do receptor NMDA (YANG & REIS, 1999).
Estudos apontam também que antagonistas dos receptores NMDA com
baixa afinidade (como a memantina) sdo mais bem tolerados do que
aqueles que apresentam uma alta afinidade (ZOMKOSWSKY et al.,
2006).

YANG e REIS (1999) observaram que o residuo de guanidina da
agmatina € o sitio ativo que interage com o canal do NMDAR, uma vez
gue a putrescina, uma diamina que difere estruturamente da agmatina
por um grupo amino terminal, foi ineficaz em bloquear a corrente do
receptor. A arcaina (300 mM) reduziu a atividade de um Gnico canal do
receptor NMDA a um nivel indetectavel, enquanto que as poliaminas
endbgenas, em concentraces de 10 mM, meramente reduziram a
amplitude de um dnico canal em 60% a 70%. Estes resultados sugerem
gue 0 grupo guanidina é mais eficaz que o grupo amina em bloguear o
canal do receptor NMDA. Moléculas contendo guanidina, tais como
agmatina e arcaina, devem ser distinguidas das poliaminas com base nas
suas diversas acdes sobre o canal do receptor NMDA. Por fim, este
resultado reforca a participacdo destes receptores no efeito
antidiscinético da agmatina.

Apesar das evidéncias encontradas neste estudo sobre a
participacdo do sistema nitrérgico e dos receptores NMDA para
glutamato, ndo é descartada a possibilidade de que o efeito
antidiscinético da agmatina envolva outros mecanismos, visto que ela
atua em outros sistemas relacionados as discinesias como 0s o2-
adrenoreceptores, 0s receptores imidazélicos e 0s receptores nicotinicos
para acetilcolina (REIS & REGUNATHAN, 1998; HALARIS &
PILETZ, 2007; UZBAY, 2011). PAQUETTE e colaboradores (2012)
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verificaram que o efeito antidiscinético da amantadina ndo foi afetado
pelo antagonista 5-HT1A, WAY-100635, mas foi parcialmente revertido
pelo agonista do NMDAR, D-cicloserina. No entanto, o efeito
antidiscinético do dextrometorfano, outro antagonista do NMDAR, foi
revertido pelo WAY-100635 e mantido pela D-cicloserina. Isto sugere
que o efeito da amantadina foi parcialmente dependente do antagonismo
do NMDAR, enquanto que o dextrometorfano inibiu as discinesias
indiretamente via agonismo do receptor 5-HT1A (PAQUETTE et al.,
2012).

No teste do campo aberto, a reserpina reduziu a distancia
percorrida e a velocidade média, além de aumentar o tempo de
imobilidade em camundongos. Sabe-se que a reserpina causa um
prejuizo na locomocédo, induzindo sintomas de parkinsonismo em
roedores como hipocinesia, tremor e rigidez muscular transitoria. Em
vista disso, a administracéo deste alcaloide é considerado um modelo da
DP (COLPAERT, 1987; GERLACH & RIEDERER, 1996;
FERNANDES et al., 2012). Além disso, a agmatina ndo apresentou
efeito per se na locomog&o, nem reverteu a hipolocomogdo causada pela
reserpina nos parametros avaliados no campo aberto. Esta auséncia de
efeito da agmatina sobre a locomocao no teste do campo aberto tem sido
relatada na literatura por outros pesquisadores (LIU & COLLIE, 2009;
UZBAY et al., 2010; MATHEUS et al., 2012; RUSHAIDHI et al.,
2013). Diante disso, estes resultados sugerem que a agmatina apresenta
efeito especifico sobre 0 VCM sem afetar a funcdo motora dos animais.

A agmatina e a amantadina, Unica droga utilizada atualmente na
clinica como antidiscinético na DP (VERHAGEN METMAN et al.,
1998), apresentam um mecanismo em comum: antagonizar o NMDAR
(METMAN et al., 1999; YANG & REIS,1999). A sua capacidade de se
ligar a diversos receptores, modular uma gama de neurotransmissores
(REIS & REGUNATHAN, 1998) e a sua boa tolerabilidade em
humanos (GILAD & GILAD, 2014) séo algumas vantagens da agmatina
sobre a amantadina. Tendo em vista estas prerrogativas, a agmatina seria
um farmaco interessante no tratamento das discinesias ou como uma
monoterapia ou associada a uma dose menor de amantadina no
tratamento da DP, reduzindo os efeitos adversos promovidos por esta
droga (NEAGOE, 2013) e, provavelmente, sem alterar a efetividade da
levodopa na melhora dos sintomas motores globais causados pela
doenca.

No modelo de indugdo de discinesias utilizado, a reserpina
reduziu os niveis de GSH em relacdo aos demais grupos
(veiculo+veiculo, veiculo+agmatina e reserpina+agmatina) no estriado.
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Este dado revela uma possivel participacdo do estresse oxidativo nas
discinesias e que a agmatina foi capaz de reverter esta redugdo causada
pela reserpina, mantendo os niveis de GSH semelhantes aos niveis do
grupo controle.

No entanto, ndo houve alteracdo nos outros parametros de
estresse oxidativo avaliados nas regides do cortex e do estriado, e tdo
pouco no imunoconteldo de proteinas relacionas as discinesias no
estriado. Além disso, a agmatina per se também ndo alterou estes
pardmetros. Pereira e colaboradores (2011) ndo encontraram alteracfes
nos parametros de estresse oxidativo apds a administracdo da reserpina,
assim como em outros estudos, os quais, igualmente, ndo observaram
estas mudangas em areas relacionadas ao controle do movimento, como
0 cortex e o estriado (BURGER et al., 2003a; FARIA et al., 2005;
RECKZIEGEL et al., 2013). Entretanto, estes resultados sdo conflitantes
com outros resultados previamente publicados (ABILIO et al., 2003;
NAIDU et al., 2006; BILSKA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2009;
BARCELOS et al., 2011).

No estriado, a reserpina aumentou a razio GSSG/GSH (ABILIO
et al., 2003), e o tratamento com reserpina (1 mg/kg) também causou
um aumento no niveis de TBARS corticais e estriatais, corroborando,
em parte, com os resultados deste presente estudo. O tratamento da
reserpina juntamente com o 6leo de peixe, considerado um antioxidante,
causou uma reducdo de 61% e 53% da peroxidacdo lipidica nas duas
regibes cerebrais analisadas, respectivamente (BARCELOS et al.,
2011). O Ebselen, um antioxidante organocalcogénio com a atividade
semelhante a GPx, foi capaz de reduzir a peroxidacdo lipidica,
entretanto ndo reverteu os VCMs em ratos tratados com reserpina (1
mg/kg). Isto evidencia que o desenvolvimento dos VCMs pode ocorrer
por mecanismos independentes do estresse oxidativo (BURGER et al.,
2003b).

Pereira e colaboradores (2011) mostraram ainda uma correlagéo
positiva entre a oxidacdo DCFH-DA (di-hidro cloro de fluoresceina),
método quantitativo de analise do estresse oxidativo, e a frequéncia de
VCM no cortex, apesar de ndo terem observado mudancas significativas
no estresse oxidativo, apds os tratamentos com Valeriana officinalis
e/ou reserpina. Isto indica que EROs podem ter um papel no
desenvolvimento dos VCMs através de outros fatores, sem associagao
com o estresse oxidativo. Estes resultados contraditérios da literatura
podem estar relacionados com as diferengas nos protocolos de
administracdo da reserpina e das espécies de animais utilizados nos
estudos.
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Como a reserpina inibe o VMAT-2 (COLPAERT, 1987,
DAWSON et al., 2000), foi a avaliado se houve alguma mudan¢a no
imunocontetdo desse transportador no cortex e estriado, entretanto ndo
foi observado nenhuma diferenca entre os grupos analisados.

No estudo de Santos e colaboradores (2013), a avaliacdo da
imunohistoquimica para TH mostrou uma diminuigdo nos niveis de TH
em areas hipocampais, no cortex pré-frontal e no estriado dorsal apés o
tratamento subcrénico com a reserpina (10 administracBes em dias
intercalados de 0,1 mg/kg) em ratos Wistar. Essa diminuicdo foi
acompanhada pela reducdo no ndmero de células TH+ na SNpc, area
tegmentar ventral (VTA) e locus coeruleus (LC). Em contrapartida, no
presente estudo, o imuncontetdo de TH no estriado ndo foi alterado
pelas duas administracfes de reserpina (1 mg/kg, i.p.). Isto sugere que
ndo houve degeneracdo dopaminérgica no estriado. As discrepancias
encontradas entre estes estudos podem ser devido a diferencas no
protocolo de administracdo da reserpina.

A TH é uma enzima chave na biossintese da DA e sua funcéo é
converter a tirosina em L-DOPA (WEI et al., 2007). No trabalho de Wei
e colaboradores (2007), a agmatina foi coadministrada no quarto e
Gltimo dia da administracdo da morfina e injetada por mais 3 dias ap6s a
retirada do tratamento da morfina. Foi mostrado que o pré-tratamento
com a agmatina ndo teve efeito sobre 0 aumento nos niveis de mMRNA de
TH na VTA. Outro estudo mostrou que o tratamento com agmatina
reduziu em 50% o aumento no imunocontetdo de TH no LC, diminuiu
levemente o imunoconteldo no estriado (20%), no entanto nao
promoveu alteragcdes no cértex frontal em ratos tratados com morfina
(ARICIOGLU et al., 2004). No presente estudo, a administragdo aguda
de agmatina ndo alterou o imunocontetido de TH no estriado. Isto sugere
gue a agmatina ndo teve efeito sobre a sintese de DA e, como nédo houve
degeneracdo dopaminérgica neste modelo, ndo é possivel afirmar sobre
o efeito neuroprotetor desta poliamina em relagdo ao imunocontetdo de
TH no estriado.

A avaliacdo do efeito neuroprotetor de uma droga nas discinesias
¢ importante, visto que um dos fatores que levam a ocorréncia da LID é
a degeneragdo de células dopaminérgicas da substancia negra
(IRAVANI & JENNER, 2011; HEIMAN et al., 2014). Como descrito
na Introdugdo, diversos estudos evidenciaram o efeito neuroprotetor da
agmatina. A agmatina foi capaz de aumentar a viabilidade celular
(ARNDT et al.,, 2009; CONDELLO et al., 2011; KUO et al., 2007
2011; MATHEUS et al., 2012; FREITAS et al., 20144a;), reduzir EROs
(FREITAS et al., 2014a), de proteger a integridade da membrana



80

mitocondrial (ARNDT et al., 2009) e de proteger contra a
neurotoxicidade glutamatérgica (ZHU et al., 2003; WANG et al.,
2006). Além disso, o tratamento com esta poliamina também melhorou
o infarto cerebral e promoveu a angiogénese e a neurogénese (KUO et
al., 2007; 2011; AHN et al., 2014). A via do NO, dos receptores
NMDA, além dos receptores a2-adrenérgicos e da via SHT2A foram
alguns dos mecanismos associados a estes efeitos neuroprotetores da
agmatina (WANG et al., 2006; KUO et al., 2007; 2011; MATHEUS et
al., 2012; FREITAS et al., 2014b).

DAT estd localizado na membrana celular dos neurdnios
dopaminérgicos e sua funcéo é transportar a DA do espaco extracelular
para 0 neuronio pré-sinaptico. Este transportador ndo sé controla a
magnitude e a duracdo da sinalizacdo da DA extracelular, como também
atua para manter os niveis de DA intracelulares (MASOUD et al.,
2015). Na LID é observado uma reducdo na recaptacdo de DA pelo
DAT no estriado, com consequente aumento nos niveis DA
extracelulares (CARTA & BEZARD, 2011). No presente estudo foi
avaliado os niveis de DAT, no entanto ndo foi observado mudanga no
imunocontetdo deste transportador. Provavelmente, o DAT pode ter
sido internalizado. Além disso, seria interessante avaliar também se ha
reducdo na capacidade de captacdo da DA no estriado neste modelo de
discinesias induzida pela reserpina. Dluzen e colaboradores (2008)
revelaram que a administracdo de reserpina (5 mg/kg, i.p.) em ratos
diminuiu a captacdo de [3H] dopamina em sinaptossomas de estriado
preparados 12 h apds o tratamento. A diminuicdo da funcdo do DAT foi
reestabelecida completamente 72 h apds o tratamento. O mecanismo
para esta reducdo é desconhecida e supBe-se que ndo seja uma acéo
direta da reserpina sobre o DAT.

Foi previamente demonstrado que os niveis das proteinas totais
de membrana das subunidades de NMDAR e D1R estavam inalterados
em ratos lesionados com 6-OHDA (FIORENTINI et al., 2006). Isto
sugere que alteracdes no trafego destes receptores podem estar
envolvidas com as disfuncdes motoras. Nossos resultados parecem
corroborar estes achados uma vez que ndo observamos mudangas no
imunocontetdo de D1R e D2R em camundongos administrados com
reserpina. A ativagdo de D2R reduz a excitacdo glutamatérgica
indiretamente através da liberacdo de endocanabionoides e ativacdo de
receptores CB1 (MARTINEZ et al., 2012), enquanto o bloqueio dos
DIR e D2R induz um aumento desses receptores na superficie
(KULKARNI & NAIDU, 2003). Diante disso, seria interessante
investigar a concentracdo de DA, do seu metab6lito DOPAC e do
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glutamato no estriado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC).

A DARPP-32 participa da integragdo dos  sinais
neurotransmissores e neuromoduladores no estriado em resposta a DA e
ao glutamato (FERNANDEZ et al., 2006). Evidéncias mostram que a L-
DOPA aumenta a sinalizacdo de PKA/DARPP-32 seletivamente nos
MSNSs e que a fosforilagdo dependente de DARPP-32 esta envolvida nas
discinesias induzidas por L-DOPA (SANTINI et al., 2012). Ratos
lesionados com 6-OHDA e tratados cronicamente com L-DOPA
apresentaram uma concentracao elevada de pDARPP-32[Thr34] estriatal
(PICCONI et al., 2003). Associado a este fato, Nishi e colaboradores
(2005) mostraram que o glutamato induz um aumento da pDARPP-
32[Thr34] que é dependente na sinalizagdo nNOS/NO (NISHI et al.
2005). O estado de fosforilacdo do Thr34 e Thr75 parece ser regulado
reciprocamente. O aumento da pDARPP-32[Thr75] resulta em uma
diminuigdo da concentracdo de pDARPP-32[Thr34], via inibicdo de
PKA, assim como a ativagdo de PKA leva a um aumento de pDARPP-
32[Thr34] e uma reducio de pDARPP-32[Thr75] (HAKANSSON et al.,
2004). De maneira geral, a estimulacdo de D1R ativa PKA levando a
fosforilacdo de DARPP no residuo Thr34 com a inibicédo de PP-1.

A inibicdo de PP-1 facilita a atividade neuronal via receptores
para glutamato. Em contraste, a fosforilacdo da DARPP-32 no residuo
Thr75 resulta na inibicdo de PKA, levando a atenuac¢éo da facilitacéo da
atividade neural mediada pela DA no estriado e no nicleo accumbens
(NA) (CANTRUP et al., 2012). Desta forma, sugere-se que niveis
elevados de pDARPP-32[Thr75] suprimem a funcéo exarcebada do D1R
no estriado. O presente estudo mostra que neste modelo, ndo foi
observado um aumento de pDARPP-32[Thr75] em camundongos
tratados com reserpina, nem a agmatina foi capaz de alterar o estado de
fosforilacdo da DARPP-32. Isto sugere que o efeito da agmatina néo é
via PKA/DARPP-32.

Outra possivel explicacdo para a auséncia de alteracdo nos niveis
de proteinas relacionada as discinesias observada neste estudo é o fato
do protocolo de administracdo da reserpina utilizado ser agudo, sendo,
provavelmente, um periodo curto para que as cascatas de eventos
resultem na alteracdo no imunoconteldo dessas proteinas acontegam.
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7 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo mostram, de maneira inédita, o
potencial da agmatina em reverter as discinesias orofaciais induzidas
pela reserpina em camundongos, sem alterar os parametros locomotores
avaliados. A agmatina também foi capaz de aumentar os niveis de GSH
no estriado de camundongos tratados com reserpina, sugerindo um
possivel efeito neuroprotetor. Além disso, estes dados indicam o
envolvimento da inibicdo da producdo do NO e do bloqueio dos
receptores NMDA como possiveis mecanismos moleculares associados
ao efeito antidiscinético da agmatina. No entanto, é necessario realizar
um estudo mais aprofundado e conclusivo sobre 0s mecanismos
envolvidos neste efeito da agmatina.

Considerando-se a escassez de tratamento das discinesias
induzidas por fA&rmacos com a necessidade de novos medicamentos que
sejam mais toleraveis e que apresentem uma eficacia mais prolongada, a
agmatina pode ser uma boa canditada no tratamento dessas discinesias,
devido ao seu efeito antidiscinético observado neste presente estudo e a
auséncia de relatos em relacdo a seus efeitos adversos em humanos.
Além disso, o efeito antidisicnético sinérgico observado entre as doses
sub-efetivas de agmatina e outras drogas sugere que esta poliamina pode
ser interessante como um adjuvante, associado a uma dose menor de
amantadina, por exemplo, reduzindo seus efeitos colaterais.
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