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RESUMO

Os transtornos de humor sdo transtornos mentais graves e cronicos. Muitos compostos, como
a agmatina, estdo sendo investigados acerca dos efeitos e mecanismos de acdo na depressao
maior e transtorno bipolar. A administracdo da agmatina, uma amina catidnica endogena,
elicita um afeito antidepressivo no teste do nado forcado (TNF) em camundongos por um
mecanismo dependente da inibicdo de receptores NMDA e da via L-arginina-6xido nitrico
(NO). Tendo em vista que o NO pode ativar diferentes subtipos de canais de potassio (K") em
varios tecidos, o presente estudo investigou a possibilidade de uma interagdo sinérgica entre
diferentes inibidores de canais K e agmatina no TNF. O tratamento dos camundongos por via
intracerebroventricular (i.c.v.) com doses subativas de tetractilamoénio (um inibidor nao
especifico de canais de K', 25 pg/sitio), glibenclamida (um inibidor de canais de K sensivel
ao ATP, 0,5 pg/sitio), caribdotoxina (inibidor de canais de K ativados por Ca*" de alta e
intermediéria conduténcia, 25 pg/sitio) ou apamina (um inibidor de canais de K" ativados por
Ca”" de baixa condutancia, 10 pg/sitio), aumentou o efeito da agmatina (0,001 mg/kg, i.p.) no
TNF. Além disso, a administragdo da agmatina e inibidores de canais de K", sozinhos ou em
combinag¢do, ndo afetou a locomog¢do no campo aberto. Em adi¢do, a redu¢ao no tempo de
imobilidade produzida por uma dose ativa de agmatina (10 mg/kg, i.p.) no TNF foi prevenida
pelo pré-tratamento dos camundongos com os ativadores de canais de K, cromacalim (10
pg/sitio, i.c.v.) e minoxidil (10 pg/sitio, i.c.v.), sem que a atividade locomotora tenha sido
afetada. Estes resultados sugerem que o efeito antidepressivo da agmatina no TNF esteja
relacionado ao seu efeito modulatorio na excitabilidade neuronal via inibi¢do de canais de K.
Adicionalmente, observou-se o efeito da agmatina na hiperatividade induzida por ouabaina
em ratos, um modelo animal de mania. Neste estudo, o pré-tratamento dos animais com
agmatina (0,1, 1 and 10 mg/kg, p.o., administrada duas vezes ao dia por 7 dias) atenuou
mudangas comportamentais e bioquimicas elicitada pela administragdo de ouabaina, um
inibidor da bomba Na, K-ATPase, por via i.c.v., em ratos Wistar. Ouabaina (50 pmol/sitio,
1.c.v.) aumentou significativamente a atividade locomotora no campo aberto. O pré-tratamento
dos animais com cloreto de litio (LiCl, 45 mg/kg, p.o.) preveniu completamente a
hiperatividade, mas agmatina (0,1-10 mg/kg) preveniu parcialmente a hiperlocomocao
induzida por ouabaina nos ratos. O tratamento com ouabaina causou peroxidagdo lipidica
(aumento no nivel de TBARS), no coértex e hipocampo, redugdo da atividade da glutationa
peroxidase (GPx) no hipocampo e redugdo da atividade da glutationa redutase (GR) no cortex
cerebral e hipocampo. Estes efeitos foram completamente prevenidos pelo pré-tratamento dos
ratos com agmatina nas doses de 1 ¢ 10 mg/kg (no aumento no nivel de TBARS no cortex
cerebral e somente na dose de 10 mg/kg no hipocampo), na dose de 0,1 mg/kg (na redugdo da
atividade da GPx no hipocampo), e nas doses de 0,1, 1 ¢ 10 mg/kg (na redugdo na atividade
da GR, nas duas estruturas cerebrais) e LiCl. Estes resultados mostram que a agmatina, de
forma similar ao LiCl, foi capaz de prevenir as alteracdes neuroquimicas observados no
modelo de mania induzido por ouabaina em ratos, mas reverteu parcialmente as alteracdes
locomotoras. Juntos, estes resultados demonstram que a agmatina, além do -efeito
antidepressivo, via canais de K, parece ter propriedade antimaniaca.
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ABSTRACT

Mood disorders are chronic and severe mental disorders. Many compounds, as agmatine, have
been investigated regarding their effects and underlying mechanisms in major depression and
bipolar disorder. The administration of agmatine, an endogenous cationic amine, elicits an
antidepressant-like effect in the mouse forced swimming test (FST) by a mechanism
dependent on the inhibition of the NMDA receptors and the L-arginine-nitric oxide (NO)
pathway. Since it has been reported that the NO can activate different types of potassium (K")
channels in several tissues, the present study investigated the possibility of synergistic
interactions between different types of K channel inhibitors and agmatine in the FST.
Treatment of mice by i.c.v. route with subeffective doses of tetracthylammonium (a non
specific inhibitor of K* channels, 25 pg/site), glibenclamide (an ATP-sensitive K™ channel
inhibitor, 0.5 pg/site), charybdotoxin (a large- and intermediate-conductance calcium-
activated K channel inhibitor, 25 pg/site) or apamin (a small-conductance calcium-activated
K" channel inhibitor, 10 pg/site), augmented the effect of agmatine (0.001 mg/kg, i.p.) in the
FST. Furthermore, the administration of agmatine and the K" channel inhibitors, alone or in
combination, did not affect locomotion in the open-field test. Moreover, the reduction in the
immobility time elicited by an active dose of agmatine (10 mg/kg, i.p.) in the FST was
prevented by the pretreatment of mice with the K™ channel openers cromakalim (10 pg/site,
i.c.v.) and minoxidil (10 pg/site, i.c.v.), without affecting locomotion. These results raise the
possibility that the antidepressant-like effect of agmatine in the FST is related to its
modulatory effects on neuronal excitability, via inhibition of K™ channels. Furthermore, we
investigated the effect of agmatine in the ouabain-induced hyperactivity in rats, an animal
model of mania. In this study, the pretreatment of the animals with agmatine (0.1, 1 and 10
mg/kg, p.o. administered twice a day for 7 days) was able to attenuate the behavioral and
neurochemical changes elicited by acute administration of ouabain, a Na,K-ATPase-inhibiting
compound, given by i.c.v. route, in Wistar rats. Ouabain (10 uM/site) significantly increased
motor activity in the open-field test. The pretreatment with lithium chloride (LiCl, 45 mg/kg,
p.o.) for seven days completely prevented the hyperactivity, but agmatine (0,1-10 mg/kg)
partially prevented the ouabain-induced hyperlocomotion. Ouabain treatment elicited lipid
peroxidation (increased TBARS levels) and reduced the glutathione peroxidase (GPx) activity
in the hippocampus and glutathione reductase (GR) activity in the cerebral cortex and
hippocampus, effects that were completely prevented in rats pretreated with agmatine and
LiCl. These results show that agmatine, in a way similar to LiCl, is able to prevent the
neurochemical alterations observed in the ouabain-induced model of mania in rats, but was
able to reverse only partially the ouabain-induced hyperlocomotion. Together, these results
suggest that agmatine has not only antidepressant-like effects through an interaction with K"
channels, but also antimanic propierties.
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1. INTRODUCAO

1.1. Transtornos de humor

Os transtornos de humor sdo doencas comuns, severas, cronicas € muitas vezes,
ameagadoras de vida (American Psychiatric Association, 1994) e se constituem em mudancas
patoldgicas episddicas no estado emocional, as quais estdo associadas com anormalidades na
cognicdo e comportamento. Estes transtornos estdo associados com uma significativa
disfungdo psicosocial e encontram-se entre as 30 principais causas de doencas no mundo
(Frangou, 2006). De acordo com o Manual Diagndstico e Estatistico de Doencas Mentais, IV
edicdo da Associagdo Americana de Psiquiatria (DSM-IV), os transtornos de humor sao
classificados como transtorno depressivo maior (depressdo unipolar ou maior) caracterizado
por episddios depressivos recorrentes e transtorno afetivo bipolar (transtorno bipolar), que
apresenta episodios de depressao alternados com episddios de mania ou hipomania (American
Psychiatric Association, 1994; Frangou, 2006).

Estudos clinicos e epidemioldgicos mostram que os transtornos mentais, incluindo
os transtornos de humor, sdo altamente prevalentes, perfazendo em torno de 28 %, ou seja,
contribuindo com um quarto para todas as doengas que mais provocam prejuizos funcionais
em um individuo (Prince et al., 2007), ou seja, estdo entre os maiores problemas de satde
publica do mundo (Nestler e Carlezon, 2006). As doengas que mais contribuem para este
prejuizo funcional sdo: depressdo maior (11,8 %), transtornos relacionados ao uso do alcool
(3,3 %), esquizofrenia (2,8 %), transtorno bipolar (2,4 %) e deméncia (1,6 %) (Prince et al.,
2007). Estes transtornos estdo associados com alto indice de morbidade e mortalidade.
Pacientes acometidos por depressdo maior ou transtorno bipolar apresentam uma taxa de

suicidio em torno de 15%. Desta forma, estes transtornos promovem sofrimento incalculavel,



prejuizos funcionais que limitam a vida social do paciente e alto custo financeiro (Picchini et
al., 2004; Mclntyre et al., 2006; Prince et al., 2007).

Viarias regides do cérebro estdo envolvidas no processamento da emog¢do € na
integracdo da emogao com cognicao e fungdes viscerais, incluindo o cortex pré-frontal, cortex
cingulado anterior, amigdala, giro parahipocampal e hipocampo. Estas regides estdo
interconectadas e também conectadas com outras estruturas cerebrais como o talamo,
hipotalamo e estriato (Frangou, 2006). Os transtornos de humor estdo associados a mudangas
patofisioldgicas envolvendo alteragdes morfoldgicas destas regides especificas, como redugio
de tamanho destas regides, vulnerabilidade seletiva a morte celular de subpopulagdes de
neurdnios, alteragdes neuroquimicas a nivel de receptor, na sinalizagdo intracelular e na
regulagdo da expressao génica (Tsankova et al., 2007).

A origem dos transtornos de humor, de uma forma geral, pode estar associada a
fatores ambientais e principalmente a fatores genéticos e outros fatores bioldgicos, ou seja,
apresentam etiologia multifatorial e sdo altamente heterogéneos (Picchini et al., 2004; Prince
et al., 2007; Tsankova et al., 2007). Desta forma, a etiologia e a neurobiologia destes
transtornos ainda ndo se encontram totalmente elucidadas (Shaltiel et al., 2007). Pérem, sabe-
se que estas condigdes neuropsiquidtricas sdo anormalidades comportamentais longas e
duradouras. Em muitos individuos, estas doengas desenvolvem-se gradualmente ¢ mostram
um curso cronico e remitente, ao longo da vida. A reversdo dos sintomas em resposta ao
tratamento farmacologico disponivel no mercado farmacéutico ocorre dentro de semanas ou

meses (Picchini et al., 2004; Frangou, 2006; Tsankova et al., 2007).



1.1.1. Depressdo maior

Depressdao ¢ uma das condigdes neuropsiquiatricas mais comuns ¢ altamente
incapacitante com uma prevaléncia de 10-30 % em mulheres e 7-15 % em homens (Nair e
Vaidya, 2006; Tierney, 2007). Estima-se que na populacdo geral, a prevaléncia da depressao
na vida de um individuo se situa em torno de 15-17 % (Holtzheimer ¢ Nemeroff, 2006) e
pacientes que sofrem de depressdo severa apresentam altas taxas de comorbidades e
mortalidade, com conseqiiéncias econdmicas e sociais profundas (Nemeroff ¢ Owens, 2002;
Nemeroff, 2006). A depressdo ¢ a segunda causa de incapacitagdo no mundo, sendo a

primeira a doenga cardiaca (Holtzheimer e Nemeroff, 2006).

A depressao resulta, pelo menos em parte, de uma deficiéncia na atividade
monoaminérgica na fenda sinaptica (Elhwuegi, 2004). Além desses, varios outros sistemas de
neurotransmissores ¢ mecanismos de transducdo de sinal estdo envolvidos, como os
receptores glutamatérgicos do sub-tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) e a via da L-arginina-
oxido nitrico (NO) (Skolnick et al., 1999; Petrie et al., 2000; Holscher, 1997; Harkin et al.,
1999), o sistema opidide (Gabilondo et al., 1999), o sistema GABA¢érgico (Nakagawa et al.,
1996), os canais de potassio (K") (Tygat et al., 1997; Guo et al., 1996; Galeotti et al., 1999) e
os canais de calcio (Galeotti et al., 2006).

Além disso, a depressao pode ser desencadeada por alteracdes nas vias de
sinalizacdo que regulam a neuroplasticidade e a sobrevivéncia celular (calcio calmodulina
cinase II (CaMKII), proteina cinase C (PKC), proteina cinase A (PKA), proteina cinase
ativada por mitégeno (MAPK)/cinase regulada por sinal extracelular (ERK), proteina ligante
ao elemento responsivo ao AMPc (CREB), fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF),
caspase 3 ¢ 6, proteina antiapoptotica Bcel2, glicogénio sintase cinase 3 (GSK-3) e proteina

cinase B (PKB ou Akt)) (Skolnick, 1999; Dwivedi et al., 2001; Manji et al., 2001; Gould et



al., 2004; Picchini et al., 2004; Perera et al., 2007; Pittenger ¢ Duman, 2008), aumento no
estresse oxidativo (Bilici et al., 2001), liberagao de citocinas pré-inflamatérias associadas com
a ativagdo do sistema imune (Dunn et al., 2005), aumento dos niveis plasmaticos de
glicocorticdides e desregulacdo do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) (Perera et al.,
2007; Pittenger e Duman, 2008).

A terapia ndo farmacologica para a depressdo inclui a psicoterapia (principalmente
a terapia cognitiva comportamental) e terapia eletroconvulsiva que mostram eficacia
antidepressiva e podem propiciar melhor qualidade de vida aos pacientes. Apesar destes
tratamentos mostrarem claros beneficios, ainda apresentam muitos problemas e muitas
questdes acerca de seus mecanismos permanecem obscuras (Holtzheimer e Nemeroff, 2006).

Alguns farmacos disponiveis para o tratamento da depressao foram descobertos ao
acaso ha mais de 50 anos atras, como os antidepressivos triciclicos e inibidores da enzima
monoamina oxidase. Estes farmacos ainda encontram-se no mercado farmacéutico, apesar de
apresentarem muitos efeitos colaterais que limitam o seu uso. Além desses, outros
medicamentos foram desenvolvidos e estdo disponiveis no mercado para a utilizagdo no
tratamento da depressdo, como os inibidores seletivos de recaptagdo de serotonina (ISRS)
e/ou noradrenalina ¢ dopamina, que sdo tdo efetivos quanto os triciclicos, mas sdo mais
seletivos e produzem menos efeitos colaterais. Além disso, recentemente sugiram os
inibidores triplos da recaptacdo de monoaminas e, segundo estudos clinicos e pré-clinicos,
apresentam um inicio de agdo terapéutica mais rapida e maior eficicia do que os
antidepressivos tradicionais (Frazer, 1997; Anderson et al., 2000; Nestler et al., 2002b;
Elhwuegi, 2004; Berton e Nestler, 2006; Holtzheimer e Nemeroff, 2006; Nemeroff, 2006;
Chen e Skolnick, 2007).

O tratamento da depressdo ¢ geralmente seguro e efetivo, porém esta longe do
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ideal, pois o tempo de laténcia para obter beneficios clinicos ¢ relativamente longo, este



periodo de resposta terapéutica dura entre 3-5 semanas, e conforme mencionado
anteriormente ha grandes problemas ainda quanto aos efeitos colaterais como perda da libido
e ganho de peso, entre outros. Embora a terapia para a depressdo com farmacos, psicoterapia e
terapia eletroconvulsiva seja efetiva, um nimero significativo de pacientes nao respondem
bem a estes tratamentos (Anderson et al., 2000; Berton e Nestler, 2006; Holtzheimer e
Nemeroft, 2006). Por exemplo, menos de 50 % dos pacientes mostram remissao completa dos
sintomas com a terapia com antidepressivos com ou sem a associagdo da psicoterapia. Por
isso, hd uma grande necessidade por farmacos com acdo rapida, seguros e efetivos para a
depressao (Berton e Nestler, 2006).

A fim de estudar alguns aspectos da depressdo, muitos modelos animais de
depressao sao utilizados, uma vez que sao ferramentas indispensaveis para o estudo de novos
farmacos antidepressivos € o conhecimento acerca dos mecanismos responsaveis pela
patofisiologia desta doenca (Cryan et al., 2002; Nestler et al., 2002a/b; Cryan e Slattery,
2007). Entre eles encontram-se, o teste do nado forcado (TNF), descrito primeiramente por
Porsolt et al. (1977) utilizado em ratos e posteriormente em camundongos e o teste de
suspensdo da cauda (TSC), descrito primeiramente por Steru et al. (1985) utilizado em
camundongos. Eles sdo modelos animais preditivos de atividade antidepressiva e sao
baseados na observagdo do animal em estado de desespero comportamental, que se
movimenta para fugir de uma situacdo inescapavel, desenvolvendo ap6s os primeiros minutos
uma postura imével que pode ser revertida pela administracao de antidepressivos. Estes testes
estdo entre os mais utilizados para sele¢ao de novos farmacos antidepressivos, sdo de facil uso
e de boa reprodutibilidade (Cryan et al., 2002; Nestler et al., 2002a/b; Cryan e Slattery, 2007).

Além desses, sdo utilizados outros modelos animais para depressao, que além da

validade preditiva, tem validade fenomenoldgica e/ou de constructo, como o desamparo



aprendido, modelos baseado na inducdo de estresse, modelos farmacologicos, entre outros

(Nestler et al., 2002b; McArthur e Borsini, 2006; Cryan e Slattery, 2007).

Envolvimento dos canais de K* na fisiopatologia da depressdo maior

Os canais de potéssio sdo proteinas transmembranas que formam poros idnicos
seletivos ao potassio (K') que sdo constitutivamente abertos no repouso e sdo centrais para a
funcao neural (Choe, 2002; Honoré, 2007). Um neurdnio freqiientemente expressa multiplos
tipos de canais de K que desempenham vérias fun¢des na sinalizagdo celular (Yuan e Chen,
2006). Entre as varias funcdes desempenhadas pelos canais de K, encontra-se principalmente
a promogdo do restabelecimento do potencial de membrana, através da hiperpolarizacdo e,
portanto, tendéncia em reduzir a excitabilidade das células (Honor¢, 2007).

As subunidades que compdem os canais de K, nos mamiferos, sio codificadas
por varios genes, em torno de 80, e podem ser divididas em trés principais classes estruturais
compreendendo dois, quatro ou seis segmentos transmembrana. A caracteristica comum entre
os canais de K' ¢ a presenga de um dominio denominado P, formador do poro, por onde
ocorre a condugdo do K'. Os canais que apresentam dois segmentos transmembrana sdo
constituidos por um dominio P simples, ou seja, um simples poro e codificam para os canais
retificadores internos. Entre os representantes desta familia encontram-se GIRK (canais de K"
retificadores interno acoplados a proteina G). Estes canais, operam em potenciais de
membrana negativo, contribuindo para o restabelecimento do potencial de repouso da
membrana. Os canais de K™ com seis dominios transmembrana, também apresentam um tinico
poro e compreendem os canais de K" ativados por voltagem e os canais de K™ ativados por
Ca®". Um dos representantes desta familia sdo os canais de K ativados por Ca>" de alta

condutancia (canais BK). Estes canais sdo geralmente ativados em membranas despolarizadas



e contribuem para a repolarizagdo da membrana. Uma terceira classe, mais recentemente
descoberta, ¢é representada pelos canais de K’ que apresentam quatro dominios
transmembrana ¢ apresentam dois dominios P, ou seja, dois poros. Estes canais influenciam
tanto o potencial de repouso da membrana quanto a dura¢do do potencial de agdo. A familia
dos canais K* de dois poros apresenta em torno de 15 membros, entre eles os canais de K*
relacionados aos canais de K' de retificagdo interna fraca com dominios P sequenciais —
TWIK- (TREK) e canais de K' relacionados ao TWIK ativados por 4cido araquidénico
(TRAAK) (Patel e Honor¢, 2001; Choe, 2002; Yuan e Chen, 2006; Honor¢, 2007).

Portanto, a atividade de canais de K estda envolvida em varios processos
fisiologicos incluindo a regulagdo de atividade neuronal e a propagacao de sinal (Shieh et al.,
2000; Mackinnon, 2003).

A atividade dos canais de K pode ser regulada por NO. Alguns estudos indicam
que o NO pode ativar diferentes tipos de canais de K' em tecidos como musculo liso e
cérebro (Bolotina et al., 1994; Armstead, 1996; Shin et al., 1997; Jeong et al., 2001). Em
adicdo, outros estudos sugerem que doadores de 6xido nitrico sdo também capazes de ativar
estes canais (Willians et al., 1988; Fujino et al., 1991). No cérebro, NO ¢é produzido
principalmente em estruturas pos-sinapticas como uma resposta a ativacdo de receptores
NMDA acompanhado pelo influxo de célcio, o qual se liga a calmodulina que ativa a enzima
oxido nitrico sintase (NOS) (Denninger ¢ Marletta, 1999). Entdo, a inibicdo de receptores
NMDA e a reducio do nivel de NO previne a ativagio de canais de K*. Isso foi reforgado por
um trabalho do nosso grupo, demonstrando que o efeito antidepressivo de inibidores de canais
de K™ no TNF foi prevenido pelo pré-tratamento dos camundongos com L-arginina, uma
precursora de NO (Kaster et al., 2005).

Viarios estudos pré-clinicos sugerem o envolvimento de canais de K™ na

modulagdo da depressdo . Diferentes tipos de inibidores de canais de K* como tetraetilamonio



(TEA), apamina, caribdotoxina, gliquidona ou glibenclamida produzem um efeito
antidepressivo no TNF em camundongos (Galleoti et al., 1999; Inan et al., 2004; Kaster et al.,
2005; Kaster et al., 2007), enquanto que a administracdo de minoxidil ou cromakalim (drogas
que abrem canais de K") em camundongos, provocam um aumento do tempo de imobilidade,
evidenciando assim, um efeito tipo depressivo no TNF. Além disso, Kaster et al. (2007)
demonstraram que o efeito antidepressivo da adenosina, um nucleosideo endégeno com
propriedade antidepressiva, pode ser mediado por inibi¢do de canais de K.

Adicionalmente, estudos indicam que a fluoxetina, um inibidor seletivo da
recaptagdo de serotonina (5-HT) geralmente usado para tratar depressdo, age como um
potente inibidor de varios canais idnicos, incluindo canais de K (Choi et al., 2004)
modulando a excitabilidade neuronal (Tytgat et al., 1997; Yeung et al., 1999; Choi et al.,
2004). Outras classes de farmacos antidepressivos como imipramina, desipramina,
amitriptilina, nortriptilina, clomipramina, maprotilina, citalopram e paroxetina também
produzem uma inibi¢io da corrente de K*, o que poderia justificar seu efeito terapéutico
(Nicholson et al., 2002; Kobayashi et al., 2004, 2006). Por outro lado, evidéncias na literatura
mostram que a administragio de gliburida, um inibidor de canais de K" sensiveis a ATP, foi
capaz de potencializar a acdo de inibidores da recaptacdo de serotonina e noradrenalina no
TNF (Guo et al., 1995, 1996).

Estudos indicam que uma classe especial de canais de K™ de dois poros parece
estar envolvida na regulacdo do humor. Através da inativagdo genética de canais de potassio
TREK-1, foi mostrado o envolvimento deste tipo de canal de K' na depressao (Heurteaux et
al., 2006; Gordon e Hen, 2006; Honor¢, 2007; Mathie e Veale, 2007). Em humanos os canais
TREK-1 sdo altamente expressos no cérebro, particularmente abundante em interneurdnios
GABA¢érgicos do nilicleo caudato e putamem e também no cortex pré-frontal, hipocampo,

hipotadlamo, neuronios serotoninérgicos do niicleo dorsal da rafe no mesencéfalo e neuronios



sensorios do ganglio da raiz dorsal. Ainda, estes canais encontram-se em tecidos periféricos
como o trato gastrointestinal. Portanto, esse subtipo de canal de K* ¢ expresso em regides do
encéfalo que estdo relacionadas com a patofisiologia da depressdo (Honoré, 2007). Além
disso, fortes evidéncias indicam que o efeito terapéutico da fluoxetina é dependente da
inibi¢do de canais TREK-1 (Kennard et al., 2005).

Parece que a fluoxetina age principalmente por inibir canais de K™ de dois poros
como TREK-1. A atividade de neurdnios serotoninérgicos apresentou-se aumentada em
camundongos knockout para TREK-1, assim como em camundongos selvagens sem a dele¢ao
do gene que codifica para TREK-1, com o tratamento com ISRS, como a fluoxetina. Os
canais TREK-1, como mencionado anteriormente, encontram-s€ em neuronios
serotoninérgicos que estdo presentes em grande quantidade no nucleo dorsal da rafe no
mesenséfalo. Em camundongos knockouts, estes neurdnios serotoninérgicos apresentam um
aumento na taxa de disparo de potenciais de acdo, e em fung¢do disso, provavelmente aumenta
a liberagdo de serotonina em estruturas alvos como o hipocampo. Em neurdnios da rafe, a
estimulacdo de autoreceptores 5-HT;n reduz o disparo neuronal e conseqiientemente a
liberagdo de serotonina. Esta estimulagdo ativa a proteina inibitdria (Gi), que inibe a adenilato
ciclase e ativa canais de K' de retificagio interna acoplados a proteina G (GIRK),
promovendo assim este feedback negativo. A redugdo na concentragdo de AMPc, em
conseqiiéncia da inibigdo da adenilato ciclase, em neuronios serotoninérgicos pode induzir a
abertura de canais TREK-1, em fun¢do da fosforilagdo diminuida por proteina cinase A
(PKA). Portanto, de acordo com este modelo, camundongos knockout para TREK-1 podem
reduzir o feedback negativo para a liberagdo de serotonina em neur6nios pré-sinapticos,
resultando no aumento da neurotransmissdo serotoninérgica. Este pode ser um possivel
mecanismo pelo qual os antidepressivos desempenham seu papel terapéutico na depressao

(Figura 1) (Heurteaux et al., 2006; Gordon e Hen, 2006; Honoré, 2007; Mathie e Veale, 2007).



9 5-HT transporter
T
Reuptake b
0 0
O — 5T,
(A receptor
‘ —Adenylate
¢ cyclase
O
Q sur
&)
[rekr
b -
< 20 oo
© y o o o0
[ 00 ©
| e [#) ©
-.\ /-\GW':. ©
o O
S (#]
: 5-HT
CAMF oo o0
(o]
Trekl™
< Fluoxetine
C 00 oo
°© a0
M~ o o0 ©
o
YD p
A WS 4 oidl o0
o ' o o
e s O
- =5 5-HT
Fluoxetine | CAMP ! 00 o0
\ / ©
&} o (%)
Trekl**

Figura 1. (a) A estimulagdo de receptor serotoninérgico 5-HT)4 inibe a adenilato ciclase via
proteina Gi/o. Em conseqiiéncia disso ha uma redu¢do do nivel de AMP ciclico intracelular
(AMPc) que contribuird para o aumento da atividade de canais TREK-1, devido a diminui¢ao
da fosforilagdo mediada pela proteina cinase A (PKA). A abertura de canais TREK-1 induz a
hiperpolarizacdo celular, reduzindo a taxa de disparo do neurdnio e entdo reduzindo a
liberacdo de serotonina apartir de neuronios no nticleo dorsal da rafe. A serotonina ¢ removida
da fenda sindptica por transportadores expressos nos neurdnios da rafe. A serotonina estd
envolvida na regulacdo de varias fungdes no cérebro, incluindo depressdo, humor, emogao,
agressao, sono, apetite, memoria e percepg¢do. (b) Em camundongos knockouts para TREK, o
feedback de hiperpolarizacdo ¢ reduzido, aumentado a liberacdo de serotonina. (c) A
serotonina nestas vias ¢ alvo terapéutico de muitos antidepressivos como os inibidores
seletivos de recaptagdo de serotonina (ISRS), como a fluoxetina, que reduz a recaptacdo de
serotonina. Portanto, a inibi¢ao direta de canais TREK-1 por ISRS poderdo também contribuir
para aumentar a excitabilidade de neurdénios do nucleo dorsal da rafe e liberar serotonina
(Retirado de Honor¢, 2007).

Também hé fortes evidéncias de que os canais de K™ da familia GIRK, que estio

amplamente distribuidos pelo cérebro e apresentam um unico poro, podem participar do
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mecanismo de agdo de antidepressivos como fluoxetina e paroxetina (Kobayashi et al., 2003,
2004, 2006; Takahashi et al., 2006).

Estes dados sugerem que o efeito modulatério de farmacos antidepressivos e de
compostos dotados de potencial antidepressivo sobre a excitabilidade neuronal, via inibi¢ao
de canais de K, pode representar uma via final comum de sua agdo farmacologica (Guo et al.,

1995, 1996).

1.1.2. Transtorno bipolar

O transtorno bipolar ¢ um transtorno de humor crénico e severo. A prevaléncia
desta doenca na vida de um individuo encontra-se na faixa de 1,3-1,6 %. Este transtorno esta
associado com alto nivel de prejuizo funcional, morbidade, mortalidade e um risco aumentado
de suicidio e ¢ caracterizado pelo aparecimento de episddios de mania ou hipomania
alternados com episodios depressivos (Miiller-Oerlinghausen et al, 2002). Durante os
episoddios maniacos, pacientes exibem comportamento compulsivo, hipersexualidade, discurso
eloqiiente, fuga de idéias e hiperatividade que profundamente prejudicam e destroem a vida
social, ocupacional e familiar destes individuos (Young et al., 2007).

A etiologia e a patofisiologia do transtorno bipolar ainda ndo estdo bem
entendidas. Contudo, varios estudos sugerem que neste transtorno ha uma mudanca na
atividade dopaminérgica, serotoninérgica, noradrenérgica (Vawter et al., 2000; Miiller-
Oerlinghausen et al, 2002; Brugue e Vieta, 2007), uma desregulacao do eixo HPA (Vawter et
al., 2000; Miiller-Oerlinghausen et al, 2002; Watson et al., 2004), atividade diminuida da
bomba sodio-potassio ATPase (Na', K'-ATPase) (El-Mallakh e Wyatt, 1995; Miiller-
Oerlinghausen et al, 2002; Herman et al., 2007), alteracdes nas vias de sinalizacdo que

regulam a neuroplasticidade e a sobrevivéncia celular (CaMKII, PKC, PKA, MAPK/ERK,
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CREB, BDNF, caspase3 e 6, Bcl2, GSK-3 e Akt) (Lachman e Papolos, 1995; Manji e Lenox,
2000; Einat et al., 2003; Manji et al., 2003; Gould et al., 2004; Picchini et al., 2004; Shaltiel et
al., 2007) e estresse oxidativo (Kuloglu et al., 2002; Ranjekar et al., 2003; Frey et al., 2007).

A terapia para o transtorno bipolar baseia-se atualmente nos agentes
estabilizadores de humor como litio, valproato, carbamazepina ¢ mais recentemente em
agentes anticonvulsivantes como a lamotrigina (Bourin e Prica, 2007). O litio foi descoberto
como um agente com propriedades anti-maniacas hd mais de 50 anos atrds e ainda ¢
considerado o medicamento de primeira escolha para o tratamento do transtorno bipolar.
Porém, em 40% dos pacientes a terapia com litio ¢ insatisfatoria devido a pobre resposta,
contra indicagdo médica ou efeitos colaterais como prejuizo cognitivo e emocional ou ganho
de peso (Okuma, 1993; Price ¢ Henninger, 1994). Embora os estudos sobre agentes com
estabelecida eficicia anti-maniaca estejam aumentado e muitos agentes com propriedades
anti-maniaca estejam sendo identificados, alguns pacientes ainda apresentam resposta pobre
com os farmacos disponiveis no mercado farmacéutico.

Novas op¢des de tratamento estdo surgindo, como a utilizacdo da lamotrigina
para o tratamento do transtorno bipolar, como mencionado anteriormente. Este farmaco age
na atenuacao dos sintomas, tanto na fase da depressdo quanto na fase da mania. Porém, ainda
ha necessidade de estudos para novos agentes antimaniacos, bem como, agentes que possam
agir tanto na fase da mania como na fase da depressdo, como a lamotrigina (Brugue e Vieta,
2007; Bourin e Prica, 2007).

Em fungdo da patofisiologia da doenga ainda ndo estar bem conhecida e ter um
padrdo oscilatorio, existe uma particular dificuldade para desenvolver um modelo animal que
reproduza todos os sintomas do transtorno bipolar (Gould e Einat, 2007), pois os modelos
existentes reproduzem somente a fase da depressao ou a fase da mania, mas nao as duas fases

(Nestler et al., 2002b). Com a descoberta de que a reducio da atividade da bomba Na*, K'-
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ATPase pode estar envolvida na patofisiologia do transtorno bipolar, ocorreu a proposta de
um modelo animal de mania, baseado na inibicio da bomba Na', K'-ATPase, com a
administracdo de ouabaina, um potente e especifico inibidor da bomba Na', K'-ATPase
(Ruktanonchai et al., 1998). A administrac¢do intracerebroventricular (i.c.v.) da ouabaina pode
induzir hiperlocomog¢ao em ratos, o que se assemelha a agitagdo psicomotora observada em
pacientes com transtorno bipolar (EI-Mallakh et al., 1995; Li et al., 1997; Decker et al., 2000;
Machado-Vieira et al., 2004; El-Mallakh et al., 2006). Estabilizadores de humor, como litio
(Li et al 1997; El-Mallakh et al., 2003) e agentes antipsicoticos, como o haloperidol (El-
Mallakh et al., 2006) previnem mudangas comportamentais induzidas por ouabaina em ratos.
Além do modelo animal de mania induzido por ouabaina, existem outros modelos
como o de mania induzido por anfetamina em roedores (Frey et al., 2006a; Arban et al.,

2005).

Transtorno bipolar e bomba de Na*, K*-ATPase

No transtorno bipolar, tanto a fase da mania quanto a fase da depressdo estdo
associadas com atividade diminuida da bomba de Na", K'-ATPase, que é necessaria para o
funcionamento de todos os tecidos excitdveis por manter e restabelecer, depois de cada
potencial de acdo, o gradiente eletroquimico (El-Mallakh e Wyatt, 1995). No transtorno
bipolar, a atividade diminuida da bomba de Na', K'-ATPase pode ser secundaria ao aumento
excessivo de um composto endogeno tipo-ouabaina (Christo e El-Mallakh, 1993). Este
distarbio pode ser central para a patogénese do transtorno bipolar por aumentar a
excitabilidade da membrana e diminuir a liberagdo de neurotransmissores em humanos (EI-
Mallakh e Wyatt, 1995; Herman et al., 2007). A atividade diminuida da bomba Na', K'-

ATPase pode acarretar varias mudancgas nas células como: a) a taxa diminuida de efluxo de
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Na’ pode aumentar as concentragdes de Na' intracelular. O efluxo compensatorio de K"
procura restabelecer as concentragdes relativas de ion, o aumento absoluto de Na" intracelular
resultara em um maior (menos negativo) potencial de repouso; b) o aumento na concentracao
de Na' intracelular pode alterar a magnitude do fluxo de Ca*" nos terminais pré-sinapticos; c)
o aumento intracelular das concentracdes de Na™ e Ca’" pode aumentar a hidrolise do
fosfatidilinositol, gerando um sinal de segundo mensageiro na auséncia de primeiro
mensageiro; d) A atividade da bomba Na', K'-ATPase determina a duracio do periodo
refratario do neurdnio, ap6s cada despolarizagdo, portanto, a atividade reduzida desta bomba
pode provocar alteragdes no periodo refratario de um neurénio (El-Mallakh ¢ Wyatt, 1995;
Hermam et al., 2007).

Estas alteragdes podem ocasionar muitas conseqiiéncias danosas ao sistema
nervoso central (SNC), como aumento da excitabilidade neuronal ¢ aumento da duragdo da
liberagio de neurotransmissores por diminuir a taxa de clearance de Ca*". Por outro lado,
enquanto a reducdo da atividade da bomba Na', K'-ATPase pode ocasionar um potencial de
repouso com limiar menor, pode também diminuir a amplitude do potencial de agdo e reduzir
a liberagdo de neurotransmissores. O restabelecimento neuronal depois do disparo do
potencial de a¢do torna-se prejudicado. Conseqiientemente, uma modesta diminui¢do da
atividade da bomba Na', K'-ATPase produz um aumento global na excitabilidade (ou
irritabilidade) dos neurdnios, que é proposto representar a fase da mania. Uma reducido mais
significativa da atividade da bomba pode acentuar a irritabilidade neuronal, mas reduzir a
eficacia sindptica e a velocidade de recuperacao do potencial de repouso pelos neuronios.
Estas alteragdes podem produzir déficits cognitivo e motor acompanhado por irritabilidade,
geralmente encontrados no transtorno bipolar (El-Mallakh e Wyatt, 1995; Hermam et al.,

2007).
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Transtorno bipolar e estresse oxidativo

O estresse oxidativo ¢ um desequilibrio na geragdo e eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), o qual induz um aumento da concentracao
intracelular de ROS e RNS e conseqiientemente induz a destrui¢do oxidativa da célula por
promover peroxidagao lipidica, protéica e quebra do DNA (Sies, 1986; Dringer et al., 2005).

Existem muitos antioxidantes de baixo peso molecular, bem como varias proteinas
com fun¢do antioxidante que podem contribuir para a remoc¢ao das ROS e conseqiiente
prote¢do contra o estresse oxidativo (Dringer et al., 2005). A glutationa (GSH) representa um
importante agente endégeno com grande potencial antioxidante nas células. A glutationa ¢ um
tripeptideo (L-y-glutamil-L-cistenilglicina), tiol ndo protéico que contém cisteina, muito
abundante nas células dos mamiferos (Dirnagl et al, 2003; Dringer et al., 2005) que participa
de diversos processos celulares, tais como a sintese de DNA, proteinas, leucotrienos e a
modulagdo da funcdo protéica (Sims et al, 2004; Njalsson, 2005).

A GSH pode reagir ndo enzimaticamente com diversos compostos oxidantes ou
servir de substrato para a a¢do da enzima glutationa peroxidase (GPx) na detoxificagdo de
perdxidos organicos e de hidrogénio (Figura 2). A GSH também pode participar de outras
reacdes antioxidantes, tais como na detoxificagdo de compostos eletrofilicos, como o 4-
hidroxinonenal, pela acdo da glutationa S-transferase (Maher, 2005). A eliminacdo de
peréxidos mediada pela GPx conduz a formagao da glutationa dissulfeto (GSSG, glutationa
oxidada), a qual pode ser reduzida novamente a GSH por meio da enzima glutationa redutase
(GR), em uma reacdo dependente de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato na forma

reduzida (NADPH) (Figura 2) (Wang e Balltori, 1998).
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H,0, 2 GSH NADP*
GR
H,0 GSSG NADPH + H*
ROOH 2 GSH NADP'
GPx GR
ROH GSSG NADPH + H'

Figura 2. Vias envolvidas na metabolizagdo de peroxido de hidrogénio (H,O;) e
hidroperéxidos organicos (ROOH). H,O, ¢ convertida por catalase em oxigénio e agua,
enquanto a glutationa peroxidase (GPx) reduz tanto H,O, quanto ROOH a 4gua e ao alcool
correspondente, respectivamente. A glutationa (GSH), que ¢ oxidada a dissulfeto de
glutationa (GSSG) durante a reagdo da GPx, ¢ regenerada pela glutationa redutase (GR).
NADPH que ¢ consumido como co-substrato nas reagdes catalizadas por GR ¢ fornecido pela
glicose-6-fosfato desidrogenase (retirado de Dringen et al., 2005).

Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), como malonildialdeido sao
biomarcadores para a mensuracdo de peroxidagdo lipidica em varios tecidos, incluindo o
cérebro. Em conseqiiéncia do estresse oxidativo, poderd haver um aumento de
lipoperoxidagdo de membrana nas células (Cherubini et al., 2005).

Muitos estudos sugerem que o estresse oxidativo esta associado com a
patofisiologia do transtorno bipolar (Frey et al., 2007; Kuloglu et al., 2002; Machado-Vieira et
al., 2007; Ozcan et al., 2004; Ranjekar et al., 2003). Evidéncias indicam que ha aumento da
peroxidagdo lipidica, indicado pelo nivel aumentado de TBARS no soro de pacientes com
transtorno bipolar (Kuloglu et al., 2002; Ozcan et al., 2004; Ranjekar et al., 2003; Andreazza
et al., 2007a; Machado-Vieira et al., 2007). Outras evidéncias indicam que h4d uma diminui¢ao
da atividade da catalase e glutationa peroxidase ¢ um aumento na atividade da enzima
superoxido dismutase (Ozcan et al., 2004; Kuloglu et al., 2002), bem como dano ao DNA em

pacientes com este transtorno (Buttner et al., 2007; Frey et al., 2007; Andreazza et al., 2007b).

Um estudo de Andreazza et al. (2007a) indica que o estresse oxidativo é particularmente mais
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acentuado durante a fase maniaca. Além disso, algumas evidéncias sugerem que agentes
estabilizadores de humor como litio e valproato exercem efeito antioxidante em culturas de
células neuronal em condigdes excitotoxicas (Shao et al., 2006, 2008) e a glutationa pode ser
um alvo comum para o efeito destes estabilizadores de humor (Cui et al., 2007). Em adicao,
litio e valproato exercem um efeito protetor contra o estresse oxidativo em um modelo animal
de mania induzido por anfetamina (Frey et al., 2006b) e o tratamento com litio diminui o nivel
de TBARS no plasma de pacientes com transtorno bipolar (Aliyazicioglu et al., 2007;

Machado-Vieira et al., 2007) .

1.2. Agmatina

A agmatina ¢ uma amina catidnica, conhecida como um produto intermedidrio no
metabolismo de monoaminas, encontrada em plantas, bactérias e invertebrados. Ela foi
descoberta em 1994 em mamiferos e ¢ sintetizada pela descarboxilagdo da L-arginina em uma
reacdo catalisada pela enzima arginina descarboxilase. A agmatina pode ser metabolizada a
produtos como espermina durante a biossintese de poliaminas, por agdo da enzima agmatinase
ou metabolizada a 4cido guanido butandico, por acdo da enzima diamina oxidase (Figura 3)

(Reis e Regunathan, 2000; Raasch et al., 2001; Moinard et al., 2005).
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Figura 3. Vias metabolicas da agmatina ¢ os compostos relacionados. A agmatina ¢é
sintetizada a partir da L-arginina pela acdo da arginina descarboxilase. A agmatina pode ser
metabolizada a produtos como espermina durante a biossintese de poliaminas, por acdo da
agmatinase ou acido guanido butanoico, por acdo da diamina oxidase (retirado de Reis e
Regunathan, 2000).

A concentragdo da agmatina em mamiferos varia regionalmente. No encéfalo
representa aproximadamente 10% da concentragdo presente no estomago, 0rgao que apresenta
altas concentragdes desta amina. Ela estd presente no cortex cerebral (principalmente lamina
VI e V), hipocampo, complexo amigdaldide, hipotdlamo, tronco cerebral. A nivel subcelular, a
agmatina esta presente no corpo celular, dendritos, axdnios e terminais axonicos do neuronio.
Entdo, a distribuicdo da agmatina estd concentrada em regides do encéfalo responsaveis pelo
controle endoécrino e visceral, processamento das emogdes, dor, percepgao e cognicao (Reis e
Regunnathan, 2000).

A agmatina foi proposta como sendo um neurotransmissor no SNC (Reis e
Regunathan, 2000; Raasch et al., 2001), uma vez que ¢ sintetizada no encéfalo, estocada em

vesiculas sindpticas, acumulada por captagdo, liberada de maneira dependente de calcio por

despolarizacdo, metabolizada e degradada a putrescina por agmatinase e captada por
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sinaptossomos (Reis e Regunathan, 2000). Foi demonstrado também que a agmatina
atravessa a barreira hemato-encefalica, através de um estudo com inje¢do periférica de
agmatina (Piletz et al., 2003).

A agmatina liga-se com moderada afinidade a receptors nicotinicos de aceticolina,
ap-adrenérgicos e receptores imidazolicos. Liga-se a receptores imidazolicos do tipo 1 (1))
como consequéncia promove redugdo da pressdo sanguinea central, natriurese, fluxo urinario,
analgesia e estd relacionada com a depressdo. Liga-se também a receptores imidazolicos do
tipo 2 (I) e promove reducdo da atividade da monoamina oxidase, crescimento celular,
analgesia e esta relacionada com a depressdao. A agmatina também inibe os receptores NMDA
e todas as isoformas da enzima oxido nitrico sintase (NOS) no encéfalo (Reis e Regunathan,
2000; Raasch et al., 2001; Moinard et al., 2005). Esta amina liga-se com baixa afinidade em
receptores a;- ¢ P-adrenérgicos, 5-HTs-serotoninérgicos ¢ D,-dopaminérgicos, k-opiodides e
receptores Aj-adenosinérgicos (Figura 3) (Raasch et al., 2001).

A fungdo bioldgica da agmatina ja estd bem descrita. Apresenta propriedade
neuroprotetora, uma vez que algumas evidéncias indicam que ela protege culturas de células
de hipocampo contra a excitotoxicidade por glutamato (Olmos et al., 1999; Wang et al., 2006)
e contra a privacdo de glicose e oxigénio (Kim et al., 2004) e promove protegdo em um
modelo de neurotrauma em ratos (Gilad e Gilad, 2000).

A agmatina apresenta também fungdo anti-amnésica, pois estudos indicam que a
agmatina facilita a memoria em um modelo de esquiva inibitoria em ratos (Arteni et al.,
2002).

A agmatina apresenta propriedade ansiolitica, uma vez que a sua administra¢ao
oral em ratos e em camundongos exerceu um significante efeito ansiolitico em trés modelos
animais de ansiedades: teste de transi¢do claro-escuro, teste do conflito de beber de Vogel e

teste de interacdo social (Gong et al., 2006).
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Estudos indicam que a agmatina exibe ainda propriedade anticonvulsivante em
um modelo de convulsdo induzida por eletrochoque (Bence et al., 2003; Su et al., 2004),
sendo que este efeito pode ser mediado pela inibigdo de receptores NMDA (Su et al., 2004).
Outros estudos mostram que a agmatina protege contra a convulsdo induzida por
pentilenotetrazol (Demehri et al., 2003; Feng et al., 2005), um efeito provavelmente mediado
por diminui¢do da liberagdo de glutamato (Feng et al., 2005).

Santos et al. (2005) mostraram que a agmatina produz um efeito antinociceptivo
dose-dependente em modelos animais de dor induzido por acido acético, glutamato,
capsaicina e¢ formalina e este efeito parece ser mediado por um interacdo com o sistema
opiodide, sistema serotoninérgico (5-HT,a e 5-HTj3), nitrérgico, bem como interagdo com ;-
adrenoceptores e receptores imidazolicos I .

A agmatina produz também um efeito antidepressivo em dois modelos animais

preditivos para agdo antidepressiva, TNF e TSC em camundongos (Zomkowski et al., 2002).

1.2.1. Agmatina e transtornos de humor

Segundo um estudo de Halaris et al. (1999), pacientes com depressao
apresentaram aumentos significativos das concentragdes de agmatina no plasma, quando
comparado com pacientes controle saudaveis, indicando uma correlagdo entre depressdo e
agmatina, provavelmente sendo um efeito compensatorio.

Nosso grupo foi o primeiro a mostrar em 2002 que a administracdo aguda de
agmatina por via sistémica (intraperitoneal) e central (intracerebroventricular) em
camundongos causa efeito antidepressivo no TNF e no TSC (Zomkowski et al., 2002). Um
estudo posterior também mostrou o efeito da agmatina (administrada pelas vias oral e

subcutanea) no TNF em camundongos e em ratos (Li et al., 2003). O estudo dos mecanismos
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de agdo responsaveis pela acdo antidepressiva da agmatina no TNF mostrou que seu efeito ¢
dependente de uma inibi¢ao dos receptores NMDA e da sintese de oxido nitrico (NO) e de
uma interagdo com os sistemas noradrenérgico (receptores o-adrenérgicos), serotoninérgico
(receptores 5-HT 418 € 5-HT»), opidide (receptores o- e p-opidvides) (Zomkowski et al., 2002,
2004, 2005) e com os receptores imidazolicos I; e I, (Figura 4) (Zeidan et al., 2007).

Além disso, Li et al. (2006), recentemente demostraram que a agmatina promove
aumento na proliferagdo de células progenitoras hipocampais in vitro e também promove
neurogénese das células do hipocampo in vivo, em camundongos estressados cronicamente.
Este efeito, pode ser mediado pela inibi¢do dos receptores NMDA e ser um mecanismo
importante envolvido na agdo antidepressiva da agmatina.

Contudo, mecanismos de ac¢do adicionais responsaveis pelo efeito antidepressivo
da agmatina no TNF, incluindo o envolvimento de canais de potassio, ainda necessita de
investigagdes adicionais.

Em relacdo ao transtorno bipolar, inexistem estudos relacionando este transtorno
com agmatina. Considerando que alguns estabilizadores de humor como a lamotrigina e o
litio apresentam propriedades antidepressivas e antimaniacas (Brugue e Vieta, 2007; Bourin
and Prica, 2007), torna-se interessante investigar se a agmatina tem a¢ao antimaniaca, além de

propriedades antidepressivas.
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Figura 4. Esquema de uma sinapse contendo agmatina. A arginina (Arg) entra no terminal
neuronal ou na glia via um transportador ou um canal, servindo como substrato da arginina
descarboxilase (ADC) mitocondrial para sintetizar agmatina, ou substrato da NOS
citoplasmatica para formar o NO difusivel. A agmatina sintetizada em neurdnio ou glia e
liberada para o espago sindptico ou estocada em vesiculas ¢ degradada por agmatinase a
putrescina (ndo mostrado). A agmatina pode bloquear a NOS, interagir com sitios de
receptores imidazolicos da subclasse I, (I,-R) localizados na mitocondria, inibir canais de
Karp ou quando liberada do neurdnio, interagir com varios canais idnicos ativados por
ligantes (incluindo receptores NMDA, nicotinicos ou 5-HT3), ou ligar-se a receptores
imidazolicos da subclasse I; (I;-R) ou ay-adrenoceptores. A agmatina pode também entrar em
neurdnios poOs-sindpticos via receptores nicotinicos e possivelmente através de receptores
NMDA e ligar-se em receptores I, pode inibir a NOS ou ser metabolizada a putrescina. A
agmatina liberada estd também presente no soro e pode entrar nas células gliais para modular
a expressao e atividade da NOS induzivel (retirado de Reis e Regunathan, 2000).

Abreviagdes: Agm, agmatina; Arg, arginina; [;-R, receptores imidazolicos do tipo 1; 1,-R,
receptores imidazoélicos do tipo 2; nACh, receptor nicotinico de acetilcolina.
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2. JUSTIFICATIVA

Os transtornos de humor sdo altamente prevalentes, heterogéneos e de etiologia
multifatorial (Pichini et al., 2004; Mclntyre et al., 2006; Prince et al., 2007; Tsankova et al.,
2007). Segundo a OMS em 2005, inabilidades provocadas por doengas neuropsiquiatricas,
incluindo transtornos de humor, consomem 31,7% da vida de um paciente e entre as doengas
que mais contribuem para este prejuizo funcional estdo a depressio maior (11,8%),
esquizofrenia (2,8%) e transtorno bipolar (2,4%). Estes transtornos estdo associados a indices
significativos de morbidade, mortalidade e custo econdmico (Pichini et al., 2004; Prince et al.,
2007).

Na clinica ndo ha ainda um biomarcador para detectar esses transtornos mentais.
Conseqiientemente, pacientes psiquidtricos que aparentemente estdo “bem” podem ter a
doenca oculta, com auséncia de sintomas e dificil de diagnosticar precisamente (Mclntyre et
al., 2006). Nestes casos, as anormalidades comportamentais, quando aparecem, sdo longas e
duradouras, portanto estas doengas apresentam um curso cronico, remitente e freqiientemente
acometem individuos na fase produtiva de suas vidas. Além disso, a reversdo dos sintomas em
resposta ao tratamento ocorre dentro de semanas ou meses e os medicamentos utilizados para
os transtornos neuropsiquiatricos sdo administrados por um longo periodo, muitas vezes,
dificultando a adesdo do paciente ao tratamento (Frangol, 2006; Tsankova et al., 2007).

Apesar dos recentes progressos alcangados no desenvolvimento de farmacos para
depressdao maior (antidepressivos) e transtorno bipolar (estabilizadores de humor) nos ultimos
anos, ainda esta longe o sucesso terapéutico para estas doencas. A terapia para a depressao,
por exemplo, ndo tem sido totalmente eficaz e, em muitos casos, estd associada a efeitos

colaterais indesejados, o que prejudica a adesdo do paciente ao tratamento (Nestler et al.,
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2002a). Além disso, apenas cerca de 60% dos pacientes sdao responsivos ao tratamento com
antidepressivos (Gareri et al., 2000; Berton ¢ Nestler, 2006). Ja o tratamento para transtorno
bipolar ¢ paliativo, longo e ndo atende a casos refratarios da doenga (Miiller-Oerlinghausen et
al, 2002).

Tendo em vista a grande necessidade de novos agentes terapéutico para a
depressao e transtorno bipolar e o papel ja bem estabelecido da agmatina como antidepressiva
(Li et al., 2003; Zomkowski et al., 2002, 2004, 2005; Zeidan et al., 2007), torna-se relevante
ampliar os estudos sobre os seus mecanismos de a¢ao antidepressiva, bem como investigar se
esta apresenta efeito em um modelo animal de mania. Esta abordagem permitird contribuir
para a compreensdo dos mecanismos de regulacdo endogena desses transtornos de humor,
contribuindo, desta forma, para o futuro desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas
para controle e/ou remissdo dos sintomas associados a estes estados mentais. Além disso, esta
pesquisa pode vir a contribuir para uma eventual futura utilizacdo da agmatina ou analogo em
associagdo com antidepressivos ou estabilizadores de humor para reduzir os efeitos colaterais
destes farmacos, possibilitando melhor adesdo ao tratamento e qualidade de vida dos
pacientes ao longo da terapia. Portanto, faz-se necessario investigar se 0 mecanismo de agao
antidepressiva da agmatina envolve canais de potassio, uma vez que, recentes estudos indicam
que antidepressivos como fluoxetina, age como um potente inibidor de varios canais i6nicos,
incluindo canais de K* (Choi et al., 2004). Além disso, também, faz-se necessario investigar

se a agmatina apresenta efeito em um modelo animal de mania.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

. . . + . ~ .
Investigar o envolvimeto dos canais de K™ no mecanismo de ag@o da agmatina no

teste do nado forcado e o efeito da agmatina em um modelo animal de mania induzido por

ouabaina ¢ sua relagdo com o estresse oxidativo.

3.2. Objetivos especificos

*
°

Investigar a participacdo dos canais de K no efeito antidepressivo da administragio
aguda sistémica de agmatina no TNF.

Verificar o efeito da administracio oral de agmatina sobre parametros
comportamentais (hiperlocomo¢ao) no modelo animal de mania induzido por
ouabaina;

Verificar o efeito da administracdo oral de agmatina sobre parametros bioquimicos de
avaliacdo de estresse oxidativo em cortex cerebral e hipocampo no modelo animal de

mania induzido por ouabaina;

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Camundongos Swiss, fémeas, pesando entre 30-40 g e ratos Wistar machos adultos

(250-350 g) mantidos a 22-25°C com livre acesso a agua e comida, sob um ciclo claro-escuro

de 12:12 h (07:00-19:00h) foram utilizados. Os animais foram fornecidos pelo Biotério

Central da Universidade Federal de Santa Catarina ¢ mantidos no Biotério Setorial do
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Departamento de Bioquimica. Todas as manipulagdes foram feitas entre as 8:00 e 17:00 h,
sendo cada animal utilizado somente uma vez. Os procedimentos realizados foram aprovados
pela Comissio de Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA) e todos os esforgos foram feitos

para minimizar o sofrimento dos animais.

4.2. Drogas e tratamento

Para andlise do mecanismo de agdo antidepressiva da agmatina, envolvendo
canais de K no TNF, foram utilizadas drogas que inibem canais de K* como apamina,
caribdotoxina, tetraetilamonio e glibenclamida, e drogas que ativam canais de K como
minoxidil e cromacalim.

Para a avaliacdo do efeito da agmatina no modelo de mania foi utilizada ouabaina.

Estas drogas foram administradas por via intracerebroventricular (i.c.v). Todas as
drogas foram diluidas em solu¢do salina (NaCl 0,9%). A agmatina foi administrada por via
intraperitoneal (i.p.) no modelo de depressdo em camundongos e por via oral (p.o.) no modelo
de mania em ratos.

Todas a drogas utilizadas foram adquiridas da Sigma (St Louis, MO, USA).

Os inibidores e ativadores de canais de K* foram administrados nos camundongos
submetidos ao TNF, por via i.c.v., como descrito por Eckeli et al. (2000). Para a inje¢do uma
agulha 26G foi conectada a uma canula de polipropileno acoplada a uma microseringa
Hamilton de 50 pl. Os camundongos foram levemente anestesiados com éter e a
administracdo, em um volume de 5 pl, realizada com a inser¢do da agulha, a mao livre, no
ventriculo lateral direito ou esquerdo.

Os ratos submetidos ao modelo de mania foram anestesiados com tiopental de

sodio (35 mg/kg, 1 ml/kg, i.p.) (Thionembutal Abbott Laboratories) e xilazina (10 mg/kg,
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1.m.) (Virbaxyl, Virbac Laboratories) e a canula foi cirurgicamente implantada no terceiro
ventriculo. Eles foram colocados em um estereotaxico (Insight Equipaments, Brazil) para
implantar uma canula de ago (25G, 12 mm de comprimento), 3 mm acima do ventriculo
lateral usando as coordenadas descritas por Paxinos e Watson (1998): plano anterior/posterior
0,9 mm do bregma; plano lateral 1,5 mm e plano ventral 3,5 mm. A canula foi presa com
cimento poliacrilico e este cimento foi ancorado no cranio com parafusos de ago.

O volume de ouabaina ou salina administrados nos animais submetidos ao

modelo de mania induzido por ouabaina foi de 5 pl.

4.3. Avaliacdo comportamental

4.3.1. Teste do nado forcado

Neste teste, o animal ¢ submetido a uma situacdo onde ndo existe possibilidade de
escape, um cilindro plastico (altura 24 cm, didmetro 10 cm) contendo 19 cm de 4gua a 25°C.
No inicio do teste ele executa movimentos vigorosos na tentativa de escapar, mas logo essa
tentativa cessa e ele assume uma postura de imobilidade. O tempo em que o animal
permanece imovel ¢ avaliado durante um periodo de 6 min. A redugdo no tempo de
imobilidade ¢ o efeito observado apds a administragdo de vérias classes de antidepressivos
(Porsolt et al., 1977), enquanto que o aumento deste tempo caracterizard um estado
“depressivo” dos animais ou um efeito depressogénico de farmacos (Makino et al., 1998;

Dunn e Swiergiel, 2005).

4.3.2. Modelo de mania induzido por ouabaina
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Este modelo foi proposto por El-Mallakh et al. (1995) como um modelo agudo de
mania e consiste na inje¢do i.c.v. de ouabaina que é uma droga inibidora da bomba Na', K-
ATPase. A administragdo da ouabaina em ratos causa hiperlocomogao, que ¢ avaliada através

da contagem do nimero de cruzamentos no campo aberto durante 5 minutos.

4.3.3. Teste do campo aberto

Este teste ¢ utilizado para avaliar a atividade locomotora dos animais. Como
farmacos que apresentam um efeito psicoestimulante podem representar um resultado “falso
positivo” no TNF, o teste do campo aberto ¢ imprescindivel para se determinar a
especificidade do efeito antidepressivo. Este teste também foi utilizado para a avaliagdo da
atividade locomotora dos ratos submetidos a0 modelo de mania induzido por ouabaina. O
teste consiste em uma caixa de madeira medindo 40x60x50 cm, com o chao dividido em 12
quadrados iguais. O numero de quadrados cruzados em um periodo de 6 minutos é o

parametro utilizado para avaliar a atividade locomotora (Rodrigues et al., 1996).

4.4. Andlise do mecanismo de acdo antidepressivo através de estudos farmacoldgicos in
Vivo

4.4.1. Participagdo dos canais de K* no efeito antidepressivo da agmatina no TNF

Para investigar a participagdo dos canais de K  no efeito antidepressivo da
agmatina, os animais foram tratados com uma dose sub-ativa de agmatina (0,001 mg/kg, i.p.)
ou veiculo e apos 20 minutos foram injetados por via i.c.v. com doses sub-ativas de
glibenclamida (0,5 pg/sitio, bloqueador de canais de K" sensiveis ao ATP), tetractilamonio (25
pg/sitio, bloqueador de canais de K dependentes de voltagem e modulados por Ca®"),
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caribdotoxina (25 pg/sitio, bloqueador de canais de K de alta condutancia modulados por
Ca”), apamina (10 pg/sitio, bloqueador de canais de K de baixa condutincia modulados por
Ca”™) ou veiculo. Decorridos 30 minutos os animais foram submetidos ao TNF (Redrobe et
al., 1996; Kaster et al., 2005, 2007). Alternativamente os animais foram pré-tratados com
cromacalim (10 pg/sitio, ativador de canais de K "), minoxidil (10 pg/sitio, ativador de canais
de K") ou veiculo. Decorridos 30 minutos os animais foram tratados com agmatina (10

mg/kg, i.p.) ou veiculo e submetidos ao TNF apds 30 minutos.

4.5. Investigacdo do efeito da agmatina nas alteracdes comportamentais e bioquimicas
ocasionadas pelo modelo de mania induzido por ouabaina em ratos

4.5.1. Protocolo experimental do modelo de mania

Ouabaina 10 pM/sitio
Canulag&o (i.c.v.) ou salina i.c.v

‘ 2x ao dia agmatina, ‘
' | LiCl ou agua, p.o. I ﬂ Campo aberto

dia 0 dia 7 dia 13 dia 14 6h

I Analises bioquimicas I

Figura 5. Esquema do protocolo utilizado para estudar os efeitos da agmatina no modelo de
mania induzido por ouabaina.

Conforme mostrado na Figura 5, a canula i.c.v. foi inserida no dia zero. O periodo do
tratamento dos animais com agmatina (0,1-10 mg/kg, p.o.) ou cloreto de litio (LiCl, 45 mg/kg,
p.o., controle positivo) foi do 7°. até o 13°. dias. A agmatina e o LiCl foram administrados
duas vezes ao dia neste periodo. No 14° dia, os animais receberem uma injecao de ouabaina
(50 pmol/sitio, i.c.v.) ou salina. O teste do campo aberto foi realizado no dia 0 (6h antes da
canulacdo), 3 dias apés a canulacdo (para excluir efeitos da cirurgia sobre a atividade

locomotora) e no 14° dia (imediatamente apés a inje¢do i.c.v. de ouabaina ou salina).
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Decorridas 6 h, os animais foram mortos por decapitagdao. Os cortices cerebrais e hipocampos

foram removidos ¢ homogenizados para posteriores dosagens bioquimicas (Figura 5).

4.5.2. Avaliacao do estresse oxidativo nos animais submetidos ao modelo de mania

Com o objetivo de verificar um possivel estresse oxidativo em conseqiiéncia da
administracdo intracerebroventricular de ouabaina e a reversdo deste efeito pela administragao
de agmatina, foram mensurados os parametros antioxidantes: atividade das enzimas glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) e os niveis de TBARS como marcador de dano

oxidativo, em cortex cerebral e hipocampo dos ratos.

Preparacao de extrato dos tecidos

Apds 6 h da administracdo de ouabaina os animais foram mortos por decapitacio e
seus encéfalos foram removidos sobre uma placa de Petri invertida colocada sobre o gelo. As
estruturas cerebrais (cortex cerebral e hipocampo) foram isoladas e homogeneizadas em
tampao HEPES 20 mM, pH 7,4. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 20.000 g por
30 minutos em centrifuga refrigerada (4°C). O sobrenadante foi entdo separado e conservado a

-70°C para posterior dosagem das atividades enzimaticas (GPx ¢ GR).

Avaliacéo da atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

A GPx catalisa a redugdo de H,O,, bem como de outros lipoperoxidos, utilizando a
glutationa reduzida (GSH) como co-substrato para esta reacdo e produzindo glutationa

oxidada (GSSG). A GSSG ¢ reduzida pela glutationa redutase com o consumo de NADPH,
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que pode ser acompanhado espectrofotometricamente em 340 nm (Wendel, 1981; Flohé e
Glinzler, 1984). Para este ensaio, o meio de reagdo continha tampao fosfato 0,1 M, pH 7,0,
EDTA 1 mM, GSH 1mM, NADPH 0,1 mM. Adicionou-se a amostra neste meio para
mensurar o consumo inespecifico de NADPH através de uma leitura por 2-4 minutos a 340
nm. Ao decréscimo de absorbancia (340 nm) por minuto obtido descontou-se o consumo
inespecifico de NADPH. O valor obtido foi dividido pelo coeficiente de extingdo molar do
NADPH (¢ = 6,22 M cm™) e multiplicado pelas dilui¢des. O valor foi expresso como

mUnidades/mg de proteina. Uma Unidade corresponde a 1 mmol/min.

Avaliacéo da atividade da enzima glutationa redutase (GR)

A GR catalisa a reducdo da glutationa oxidada (GSSG) através da oxidacdo do
NADPH. Ao utilizar o substrato GSSG a enzima leva ao consumo de NADPH, que ¢
acompanhado espectrofotometricamente em 340 nm (g = 6,22 M ecm™). A velocidade de
consumo de NADPH, em condig¢des de saturagdo, expressa a atividade enzimatica (Calberg e
Mannervik, 1985). O meio de reagdo continha tampao fosfato 0,1 M, pH 7,0, EDTA 1 mM,
NADPH 0,2 mM. Apds adicionar a amostra, o consumo inespecifico de NADPH foi
mensurado por 2-4 min a 340 nm. Ao adicionar o substrato GSSG 1 mM a leitura foi realizada
por 2-4 min adicionais e do decaimento por minuto obtido descontou-se o consumo
inespecifico de NADPH. O valor obtido foi dividido pelo coeficiente de extingdo molar de
NADPH (¢ = 6,22 M cm™) e multiplicado pelas dilui¢des. O valor foi expresso como

mUnidades/mg de proteina. Uma Unidade corresponde a 1 mmol/min.

Mensuracao dos niveis de TBARS
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A lipoperoxidagao foi estimada pela deteccao dos derivados de lipoperoxidos, através
de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) como malonildialdeido (MDA), que
devido a peroxidacdo de lipidios forma um produto de coloragao rosa (Ohkawa et al., 1979).
Desta forma, neste trabalho utilizaremos o termo lipoperoxidagdo para nos referir a estas
medidas.

Os homogenatos foram incubados em banho-maria com acido tricloroacético (TCA)
30% durante 30 min, a 37°C. Em seguida, foi adicionado TBA 0,73% a este meio que
permaneceu em fervura por 60 min. Apds, este periodo o material foi resfriado durante 15 min
a 4°C e posteriormente centrifugado (5 min a 5000 g). A leitura foi feita em espectrofotdmetro

no comprimento de onda de 535 nm.

Dosagem de proteinas

O contetido de proteinas foi quantificado pelo método de Bradford (1976). A
absorbancia foi lida em espectrofotometro a 595 nm usando albumina de soro bovino como

padrio.

4.6. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados através da analise de variancia (ANOVA)
de uma e duas vias, seguindo o teste de Tukey ou Duncan, quando apropriado. Os resultados

foram considerados significativos para P < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito da administracdo de doses sub-ativas de inibidores de canais de K' e
agmatina no TNF

Os resultados da Figura 6A mostram o efeito do TEA (25 pg/sitio, i.c.v.) em
potencializar a acdo de um dose sub-ativa da agmatina no TNF. A ANOVA de duas vias
revelou diferencas significativas do pré-tratamento (F1,23 = 14,04, P<0,01), tratamento
(F1,23 = 14,18, P<0,01) e da interacdo (tratamento x pré-tratamento) (F1,23 = 14,29,
P<0,01). A Figura 6B mostra que glibenclamida (0,5 pg/sitio, i.c.v.) foi também capaz de
potencializar a agdo de uma dose sub-ativa de agmatina no TNF. A ANOVA de duas vias
revelou diferencga significativa do pré-tratamento (F1,26 = 5,20, P<0,05), tratamento (F1,26 =
14,19, P<0,01) e da interagdo (tratamento x pré-tratamento) (F1,26 = 5,07, P<0,05). Como
apresentado na Figura 6C, a administragdo de caribdotoxina (25 pg/sitio, i.c.v.) produziu um
efeito antidepressivo sinérgico quando combinado com a agmatina (0,001 mg/kg, i.p.) no
TNF. A ANOVA de duas vias revelou uma diferenga significativa do pré-tratamento (F1,20 =
12,93, P<0,01), tratamento (F1,20 = 6,85, P<0,05) e da interacdo (tratamento X pré-
tratamento) (F1,20= 6,02, P<0,05). Os resultados apresentados na Figura 6D mostram o efeito
da apamina (10 pg/sitio, i.c.v.) em potencializar a acdo de uma dose sub-ativa da agmatina
(0,001 mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA de duas vias revelou diferenga significativa do pré-
tratamento (F1,20 = 16,67, P<0,01), tratamento (F1,20 = 12,65, P<0,01) ¢ da interagao
(tratamento x pré-tratamento) (F1,20 = 4,54, P<0,05).

Como revelado pela analise post-hoc de Tukey, a administragdo dos inibidores de
canais de K" TEA, glibenclamida, caribdotoxina ou apamina, em doses que ndo produziram
um efeito antidepressivo no TNF, produziu uma redugdo do tempo de imobilidade quando

combinada como uma dose sub-ativa de agmatina, ou seja, um efeito antidepressivo sinérgico.
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Figura 6. Efeito do TEA (25 pg/sitio, i.c.v., painel A), glibenclamida (0,5 pg/sitio, i.c.v.,
painel B), caribdotoxina (25 pg/sitio, i.c.v., painel C) ou apamina (10 pg/sitio, i.c.v., painel D)
em potencializar a agdo de uma dose sub-ativa da agmatina (0,001 mg/kg, i.p.) no TNF. Os
valores sdo expressos como a média + EPM (n=5-11). **P<0,01 quando comparado com o
grupo tratado com veiculo.

5.2. Efeito de inibidores de canais de K e agmatina na atividade locomotora espontanea
dos animais

Os resultados apresentados na Figura 7A mostram o efeito da administragdo
combinada da agmatina com TEA (25 pg/sitio, i.c.v.) no teste de campo aberto. A ANOVA de
duas vias ndo revelou diferenca significativa do pré-tratameto (F1,22 = 2,19, P=0,15),
tratamento (F1,22 = 0,005, P=0,95) e da interagdo (tratamento x pré-tratamento) (F1,22 =
3,03, P=0,09). Um similar resultado foi observado com glibenclamida (Figura 7B). A

ANOVA de duas vias revelou diferenga significativa do pré-tratamento (F1,23 = 4,52,
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P<0,05), mas nao do tratamento (F1,23 = 0,17, P=0,69) e da interacdo (tratamento x pré-
tratamento) (F1,23 = 3,20, P=0,09). A Figura 7C mostra o efeito da administragdo combinada
de caribdotoxina e agmatina no teste do campo aberto. A ANOVA de duas vias nao revelou
um efeito significativo do pré-tratamento (F1,19 = 0,01, P=0,91), tratamento (F1,19 = 0,14,
P=0,71) e da interacdo (tratamento x pré-tratamento) (F1,19 = 0,26, P=0,61). Um similar
resultado foi observado com apamina (Figura 7D). A ANOVA de duas vias ndo mostrou
diferenca significativa do pré-tratamento (F1,20 = 1,51, P=0,23), tratamento (F1,20 = 1,31,
P=0,26) e da interagdo (tratamento x pré-tratamento) (F1,20 = 0,96, P=0,34). Em conclusao, a
administragio combinada de agmatina com inibidores de canais de K' como TEA,
glibenclamida, caribdotoxina ou apamina nio produziu efeito no comportamento locomotor

dos camundongos.
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Figura 7. Efeito do tratamento dos camundongos com TEA (25 pg/sitio, i.c.v., painel A),
glibenclamida (0,5 pg/sitio, i.c.v., painel B), caribdotoxina (25 pg/sitio, i.c.v., painel C) ou
apamina (10 pg/sitio, i.c.v., painel D) combinada com uma dose sub-ativa de agmatina (0,001
mg/kg, i.p.) no teste do campo aberto. Os valores sdo expressos como a média + EPM (n=5-
9).
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5.3. Efeito do cromacalim ou minoxidil no efeito anti-imobilidade induzido pela
agmatina no TNF
A Figura 8 A mostra o efeito do pré-tratamento dos camundongos com cromacalim
(10 pg/sitio, i.c.v.) sobre a redugcdo do tempo de imobilidade no TNF causada pela
administracdo de agmatina (10 mg/kg, i.p.). A ANOVA de duas vias revelou diferencga
significativa do pré-tratamento (F1,29 = 5,71, P<0,05), tratamento (F1,29= 15,80, P<0,01) e
da (interagdo tratamento x pré-tratamento) (F1,29 = 11,98, P<0,01). A Figura 8B mostra a
influéncia do pré-tratamento dos camundongos com minoxidil (10 pg/sitio, i.c.v.) no efeito
antidepressivo da agmatina (10 mg/kg, i.p.) no TNF. A ANOVA de duas vias revelou diferenga
significativa do pré-tratamento (F1,22 = 7,64, P<0,05), tratamento (F1,22 =12,82, P<0,01) e
da interacdo (tratamento x pré-tratamento) (F1,22 = 20,96, P<0,01).
Como revelado pela analise post-hoc de Tukey, o pré-tratamento dos animais

com minoxidil ou cromacalim preveniu o efeito antidepressivo da dose ativa de agmatina no
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Figura 8. Efeito do pré-tratamento dos camundongos com cromacalim (10 pg/sitio, i.c.v.,
painel A) ou minoxidil (10 pg/sitio, i.c.v., painel B), na redu¢do do tempo de imobilidade
induzida pela agmatina (10 mg/kg) no TNF. Os valores sdo expressos como a média + EPM
(n=5-10). **P<0,01 quando comparada com o grupo tratado com veiculo. ##P<0,01 quando
comparado com 0 mesmo grupo pré-tratado com veiculo.
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5.4. Efeito dos ativadores de canais de K' e agmatina na atividade locomotora
espontanea dos animais

A Figura 9A mostra o efeito de cromacalim (10 pg/sitio, i.c.v.) combinado com
agmatina (10 mg/kg, i.p.) no teste do campo aberto. A ANOVA de duas vias ndo revelou
diferengas do pré-tratamento (F1,22 = 0,35, P=0,56), tratamento (F1,22 = 0,26, P=0,62) e da
interagdo (tratamento x pré-tratamento) (F1,22 = 0,01, P=0,92). Um similar resultado foi
obtido com o pré-tratamento com minoxidil (10 pg/sitio, i.c.v.) (Figura 9B). A ANOVA de
duas vias ndo revelou diferenga significativa do pré-tratamento (F1,19 = 3,50, P=0,08),
tratamento (F1,19 = 0,55, P=0,46) e da interagdo (tratamento x pré-tratamento) (F1,19 = 1,72,
P=0,20).

Desta forma, o pré-tratamento dos animais com minoxidil ou cromacalim nao

produziu nenhuma mudanga no comportamento locomotor dos camundongos.
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Figura 9. Efeito do tratamento dos camundongos com cromacalim (10 pg/sitio, i.c.v., painel
A) ou minoxidil (10 pg/sitio, i.c.v., painel B), combinado com uma dose sub-ativa de
agmatina (0,001 mg/kg, i.p.) no teste do campo aberto. Valores sdo expressos como a média +
EPM (n=5-7).
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5.5. Efeito comportamental da agmatina e LiCl no modelo animal de mania induzido por
ouabaina em ratos

A inser¢do da canula ndo alterou a atividade locomotora dos ratos submetidos ao
modelo de mania induzido por ouabaina (dados ndo mostrados). Na Figura 10 estdo
representados os resultados do pré-tratamento dos ratos com agmatina (0,1-10 mg/kg, p.o.),
LiCl (45 mg/kg, p.o.) ou agua, duas vezes ao dia por sete dias consecutivos, no efeito
hiperlocomotor causado pela administracdo da ouabaina (50 pmol/sitio, i.c.v.). A ANOVA de
duas vias mostrou diferengas significativas do pré-tratamento (F4,49= 18.07, P<0,01), do
tratamento (F1,49 = 145,32, P<0,01) e da interacdo (tratamento x pré-tratamento) (F4,49 =
12,50, P<0,01).

Como revelado pela analise post-hoc de Duncan o tratamento dos animais com
ouabaina induziu um aumento na atividade locomotora, e o pré-tratamento dos ratos com LiCl
(45 mg/kg) bloqueou completamente a hiperlocomogao elicitada pela ouabaina e agmatina

(0,1-10 mg/kg) bloqueou parcialmente o efeito da ouabaina sobre a locomogao.
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Figura 10. Efeito do pré-tratamento dos ratos com agmatina (AGM; 0,1-10 mg/kg, p.o.), LiCl
(45 mg/kg, p.o.) ou agua, duas vezes ao dia durante 7 dias consecutivos, na hiperlocomogao
induzida por ouabaina (50 pmol/sitio, i.c.v.). Os valores estdo expressos como a média + EPM
(n=5-7). **P<0,01 quando comparada com o grupo tratado com veiculo. #P<0,05 e ##P<0,01
quando comparado com o grupo pré-tratado com dgua e tratado com ouabaina.

5.6. Efeito da agmatina e LIiCl sobre o nivel de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) no cortex cerebral e hipocampo de animais submetidos ao
modelo de mania induzido por ouabaina

Na Figura 11 estdo representados os resultados do pré-tratamento dos ratos com
agmatina (0,1-10 mg/kg, p.o.), LiCl (45 mg/kg, p.o.) ou 4dgua, duas vezes ao dia por sete dias
consecutivos, no nivel de TBARS no modelo de mania induzido pela ouabaina (50 pmol/sitio,
i.c.v.) no cortex cerebral (Figura 11 A) e hipocampo (Figura 11 B) de ratos. No cortex cerebral
a ANOVA de duas vias mostrou diferenga significativa da interagdo (tratamento X pré-
tratamento) (F4,46 = 3,88, P < 0,01), mas ndo do pré-tratamento (F4,46= 0,87, P=0,49) e do
tratamento (F1,46 = 0,34, P= 0,56). No hipocampo, a ANOVA de duas vias mostrou
diferencas significativas do pré-tratamento (F4,38= 6,60, P<0,01), tratamento (F1,38 = 7,60,

P<0,01) e interagao (tratamento x pré-tratamento) (F4,38 = 2,78, P <0,05).

Como revelado pela analise post-hoc de Duncan, o tratamento dos animais com

ouabaina induziu um aumento no nivel de TBARS no cortex cerebral e hipocampo, e o pré-
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tratamento dos ratos com LiCl (45 mg/kg) e com agmatina na dose de 10 mg/kg preveniu esta

mudanga induzida por ouabaina nas duas estruturas, € somente no cortex cerebral a agmatina

na dose de 1 mg/kg também preveniu este aumento.
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Figura 11. Efeito do pré-tratamento dos ratos com agmatina (AGM; 0,1-10 mg/kg, p.o.), LiCl
(45 mg/kg, p.o.) ou agua, duas vezes ao dia durante 7 dias consecutivos, no aumento dos
niveis de TBARS no cortex cerebral (painel A) e hipocampo (painel B) dos animais
submetidos ao modelo de mania induzido por ouabaina (50 pmol/sitio, i.c.v.). Os valores estao
expressos como média + EPM (n=4-7). *P<0,05 e **P<0,01, quando comparado com o
grupo tratado com veiculo. #P<0,05 e #P<0,01, quando comparado com o grupo pré-tratado
com agua e tratado com ouabaina
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5.7. Efeito da agmatina e LiCl sobre a atividade da glutationa peroxidase (GPx) no
cortex cerebral e hipocampo de animais submetidos ao modelo de mania induzido por
ouabaina

A Figura 12 mostra os resultados do pré-tratamento dos ratos com agmatina (0,1-10
mg/kg, p.o.), LiCl (45 mg/kg, p.o.) ou dgua, duas vezes ao dia por sete dias consecutivos, na
atividade da GPx no modelo de mania induzido por ouabaina (50 pmol/sitio, i.c.v.), no cortex
cerebral (Figura 12A) e no hipocampo (Figura 12B) de ratos. No cortex cerebral a ANOVA de
duas vias mostrou diferenca significativa do pré-tratamento (F4,47= 14,71, P<0,01), mas ndo
do tratamento (F1,47 = 2,71, P=0,11) e da interacdo (tratamento x pré-tratamento) (F4,47 =
0,97, P=0,44). No entanto, no hipocampo, a ANOVA de duas vias mostrou diferenca
significativa da interacdo entre tratamento e pré-tratamento (F4,40 = 3,52, P<0,05), mas ndo
do pré-tratamento (F4,40= 2,47, P=0,06) e tratamento (F1,40 = 0,21, P=0,65).

Como revelado pela analise post-hoc de Duncan, o tratamento dos animais com
ouabaina (50 pmol/sitio, i.c.v.) elicitou uma redugdo da atividade da GPx no hipocampo, € o
pré-tratamento dos ratos com LiCl (45 mg/kg) e agmatina (0,1 mg/kg) preveniu esta redugdo

na atividade da GPx.
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Atividade da GPx
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Figura 12. Efeito do pré-tratamento dos ratos com agmatina (AGM; 0,1-10 mg/kg, p.o.), LiCl
(45 mg/kg, p.o.) ou agua, duas vezes ao dia, durante 7 dias consecutivos, na atividade da
enzima GPx dos animais submetidos ao modelo de mania induzido por ouabaina (50
pmol/sitio, i.c.v.), no cortex cerebral (painel A) e hipocampo (painel B). Valores sdo expressos
como a média + EPM (n=4-6). *P<0,05 quando comparada com o grupo tratado com veiculo.
##P<0,01, quando comparado com o grupo pré-tratado com agua e tratado com ouabaina.

5.8. Efeito da agmatina e LiCl sobre a atividade da glutationa redutase (GR) no cortex
cerebral e hipocampo de animais submetidos ao modelo de mania induzido por
ouabaina

A Figura 13 mostra os resultados do pré-tratamento dos ratos com agmatina (0,1-10
mg/kg, p.o.), LiCl (45 mg/kg, p.o.) ou agua, duas vezes ao dia por sete dias consecutivos, na
atividade da GR no modelo de mania induzida por ouabaina (50 pmol/sitio, i.c.v.), no cortex
cerebral (Figura 13A) e no hipocampo (Figura 13B) de ratos. No cortex cerebral, a ANOVA
de duas vias mostrou diferengas significativas do pré-tratamento (F4,48= 7,47, P<0,01) e da
interagdo (tratamento x pré-tratamento) (F4,48 = 5,12, P<0,01), mas ndo do tratamento (F1,48

= 0,26, P=0,61). No hipocampo, a ANOVA de duas vias mostrou diferencas significativas do
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Atividade da GR

pré-tratamento (F4,40= 8,49, P<0,01), tratamento (F1,40 = 9,11, P<0,01) e da interacao
(tratamento x pré-tratamento) (F4,40 = 4,21, P<0,01).

Como revelado pela analise post-hoc de Duncan, o tratamento dos animais com
ouabaina induziu uma reducdo na atividade da GR, no cortex cerebral e hipocampo, e o pré-
tratamento dos ratos com LiCl (45 mg/kg) e agmatina (0,1-10 mg/kg) preveniram a reducao
da atividade desta enzima. Além disso, no cortex cerebral, o pré-tratamento com a agmatina,
na dose de 0,1 mg/kg e tratamento com ouabaina promoveu um aumento significativo da

atividade da GPx em relag¢do ao controle.
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Figura 13. Efeito do pré-tratamento dos ratos com agmatina (AGM; 0,1-10 mg/kg, p.o.), LiCl
(45 mg/kg, p.o.) ou agua, duas vezes ao dia durante 7 dias consecutivos, na atividade da GR
dos animais submetidos ao modelo de mania induzido por ouabaina (50 pmol/sitio, i.c.v.), no
cortex cerebral (painel A) e hipocampo (painel B). Os valores estdo expressos como média +
EPM (n=4-7). *P<0,05 e **P<0,01, quando comparado com o grupo tratado com veiculo.
#P<0,05 e ##P<0,01, quando comparado com o grupo pré-tratado com agua e tratado com
ouabaina.
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6. DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho estendem os dados da literatura sobre os
mecanismos de agdo antidepressiva da agmatina, uma vez que indicam que o seu efeito
antidepressivo em camundongos no TNF ¢ dependente de uma inibi¢do de diferentes tipos de
canais de K'. Os resultados indicam também que a agmatina parece possuir efeito
antimaniaco, uma vez que ¢ capaz de proteger, parcialmente, contra a hiperlocomogao
induzida por ouabaina em um modelo animal de mania em ratos. Além disso, a agmatina foi
capaz de reverter o aumento no nivel de TBARS, elicitado por ouabaina, e proteger contra a
reducdo da atividade de enzimas antioxidantes, GPx e GR, induzida por ouabaina, em
estruturas como o cortex cerebral e hipocampo de ratos submetidos ao modelo animal de
mania induzido por ouabaina, indicando que o seu efeito antimaniaco pode ser devido, pelo
menos em parte, as suas propriedades antioxidantes.

O envolvimento dos canais de K™ no efeito antidepressivo da agmatina foi
avaliado no TNF. Este ¢ um modelo animal com validade preditiva para avaliagdo da
atividade antidepressiva em camundongos e ratos. E um modelo experimental que tem sido
amplamente utilizado na pesquisa de drogas com potencial antidepressivo, tendo em vista que
a grande maioria das classes de antidepressivos reduz o tempo de imobilidade nestes testes.
No TNF os camundongos nadam em um espaco restrito do qual ndo existe forma de escapar.
Os animais inicialmente executam movimentos vigorosos na tentativa de escapar, mas alguns
minutos apos a agitacdo inicial essa tentativa cessa ¢ adotam uma postura de imobilidade
(Porsolt et. al., 1977; Cryan et al., 2002; Nestler et al., 2002a/b; Cryan e Slattery, 2007).

O tratamento dos animais com farmacos capazes de bloquear diferentes tipos de
canais de K', como TEA, glibenclamida, caribdotoxina e apamina, foram capazes de causar

um efeito sinérgico com uma dose sub-ativa da agmatina (0,001 mg/kg, i.p.) no TNF. A
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agmatina ou os inibidores de canais de K', sozinhos, nestas doses, ndo alteraram a resposta
comportamental dos camundongos no TNF. Em contraste, a combinagdo do tratamento com
doses sub-ativas, inativas comportamentalmente, da agmatina com diferentes inibidores de
canais de K" provocaram uma robusta reducio no tempo de imobilidade, indicativo de um
perfil comportamental tipo antidepressivo.

Os canais de K™ desempenham um papel importante na manutencdo do potencial
de repouso da membrana, causando repolarizacdo da membrana depois do disparo neuronal e
medeiam a ac¢do de varios neurotransmissores, como a serotonina (Wickenden, 2002; Henoré,
2007). Diferentes tipos de canais de K foram identificados no SNC, especificamente canais
ativados por voltagem e ativados por Ca®" (canais Kv e Kca, respectivamente). Contudo, os
neurdnios possuem correntes de K menos definidas, como a corrente de repouso ou a
corrente induzida por um ligante (Wickenden, 2002). O tetractilamoénio (TEA) € um composto
quaternario de amonio capaz de bloquear canais de K™ dependentes de voltagem (canais Kv);
no entanto, eles ndo sdo seletivos para um tipo particular de canais Kv (podem bloquear
alguns canais Kca em altas concentragdes) (Mathie et al., 1998; Kaczorowski e Garcia, 1999).
Os canais dependentes de voltagem sdo ativados em resposta a mudangas no potencial de
membrana. Estes canais agem contrariamente a influéncias despolarizantes na célula e sdo
importantes na repolarizagdo de potenciais de acdo (Wickenden, 2002). De acordo com nossos
resultados, o efeito sinérgico da agmatina com TEA, indica que o mecanismo de acdo
antidepressiva da agmatina pode envolver a inibi¢io de diferentes tipos de canais de K'
(ativados por voltagem e/ou ativados por Ca®"), uma vez que TEA inibe canais de K de
maneira nao especifica.

Os canais de K™ ativados por Ca”" ndo sio tio numerosos quanto os canais Kv,
eles sdo ativados quando a concentragio citoplasmatica de Ca®" estd aumentada, mas alguns

deles sdo também sensiveis a voltagem (Vergara et al., 1998; Vogalis et al., 2003). Estes
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canais previnem a entrada excessiva de Ca’" e estdo envolvidos na inibi¢do da liberacdo de
neurotransmissores. Eles sdo classificados em trés familias diferentes e sdo usualmente
nomeados como canais de K ativados por Ca®" de alta (big, BK), intermediéria (IK) ¢ baixa
(SK) condutancia (Vergara et al., 1998). Apamina, um peptideo que compde o veneno de
abelha Apis mellifera, e caribdotoxina, um peptideo que compde o veneno de escorpido
Leiurus quinquestriatus, bloqueiam especificamente a corrente através de canais de K"
ativados por Ca®". Os canais de K™ BK, ativados por Ca®’, sdo sensiveis a inibicio por
caribdotoxina (Nelson e Quayle, 1995), enquanto canais de K~ SK ativados por Ca®" sio
sensiveis a apamina extracelular (Stocker, 2004). Nossos dados demonstraram um efeito
sinérgico da agmatina tanto com apamina, quanto com caribdotoxina, um resultado que
confirma os dados anteriores obtidos com TEA, de que o mecanismo de agdo antidepressiva
da agmatina pode envolver a inibigio de canais de K ativados por Ca*’, mais
especificamente, canais de K~ de alta conduténcia ativados por Ca®".

Os canais de K também sdo numerosos e desempenham um papel importante na
manuten¢do do potencial de repouso da membrana em muitas células. Duas familias destes
canais Kir sdo particularmente importantes: os canais de potassio retificadores regulados pela
proteina (GIRK or Kir3) e canais de K sensiveis ao ATP (Karp). As sulfoniluréias, como a
glibenclamida, bloqueiam canais de potassio sensiveis a ATP em neurdnio (Clapp, 1995). Os
dados do presente estudo mostraram que a administragdo de doses sub-ativas de agmatina e
glibenclamida, apresentaram um efeito sinérgico, no TNF em camundongos, corroborando
com os dados anteriores com TEA, caribdotoxina e apamina, indicando que as propriedades
antidepressivas da agmatina pode se dar, pelo menos em parte, por uma inibi¢cdo de canais de
potéssio sensiveis a ATP e canais de K™ de alta conduténcia ativados por Ca*".

Inan et al. (2004) mostraram que a administracdo de sertralina, um inibidor

seletivo de recaptacdo de 5-HT, potencializou o efeito antidepressivo do TEA e da 3,4-
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diaminopiridina, dois bloqueadores de canais de K'. Além disso, a administragdo de gliburida
(um inibidor de canais de K" sensivel a ATP) ou quinina (um bloqueador de canais de K"
ativados por Ca*"), produz um efeito antidepressivo no TNF quando combinado com vérios
tipos de antidepressivos (Guo et al., 1995, 1996). Em adigcdo, um trabalho recente de
Heurteaux et al. (2006) demonstrou que a delecdo de um gene que codifica para TREK-1,
pode induzir a resisténcia a depressdo em modelos animais, sugerindo alteragdes na fungao e
regulacdo destes canais pode alterar o humor e pode ser um alvo potencial para novos
antidepressivos. Em sintese, ativadores de canais de potassio induzem um efeito depressivo,
por induzir a hiperpolariza¢do de neuronios, enquanto que bloqueadores de canais de potassio
produzem um efeito tipo antidepressivo em modelos animais de depressdao por inibir a
hiperpolarizacdo e entdo induzir um aumento da resposta excitatoria dos neurdnios (Galeotti
et al., 1999). Nossos resultados corroboram com estes dados, uma vez que a administragao
sitémica de agmatina combinada com a administracio central de inibidores de canais de K"
promoveu um efeito sinérgico, indicando que a agmatina pode agir inibindo canais de K,
talvez por inibir a hiperpolarizagdo da membrana neuronal e induzir um aumento da excitagao
dos neuronios. Porém, estudos adicionais precisam ser realizados para confirmar esta
hipotese.

Foi demonstrado previamente que a agmatina produz um efeito tipo
antidepressivo no TNF por um mecanismo que parece envolver a inibicdo de receptores
NMDA e a sintese de NO (Zomkowski et al., 2002). Corroborando com nossos dados, foi
mostrado que a agmatina inibe todas as isoformas da NOS (Galea et al., 1996; Raasch et al.,
2001; Moinard et al., 2005), e bloqueia canais i6nicos como os receptores NMDA (Yang and
Reis, 1999; Li et al., 2003). No cérebro, NO ¢ produzido principalmente em estruturas pds-
sinapticas em resposta a ativacdo de receptores NMDA (Denninger ¢ Marletta, 1999).

Considerando que os canais de K' representam um dos maiores alvos dowstream regulados

47



pela ativacao de receptores NMDA e pelo aumento da sintese de NO, nao € surpresa esperar
que a inibicdo de receptores NMDA e a inibi¢do da produgdo de NO elicitada por agmatina
pode também refletir uma inibi¢do dos canais de K'. Em adicdo, foi mostrado que poliaminas
como espermina, espermidina e putrescina sintetisadas a partir da agmatina, bloqueiam
receptores NMDA e diferentes tipos de canais de K (Williams, 1997).

A atividade locomotora no campo aberto pode refletir a ativagdo de um sistema
neural diferente daquela atividade de esforco na situacdo de nado for¢ado. Contudo,
compostos que aumentam a atividade locomotora, em geral, causam hiperatividade no teste
do campo aberto com reducdo da imobilidade no TNF, representando um “falso positivo”
como a cafeina (Rodrigues et al., 2005). Portanto, para excluir a possibilidade de que o efeito
sinérgico da agmatina e inibidores de canais de K no TNF, tenha sido em fung¢io do aumento
da atividade locomotora, foi observada também a locomo¢ao dos camundongos no teste de
campo aberto. Porém, a habilidade dos inibidores de canais de K* em aumentar a resposta
comportamental da agmatina no TNF ndo ¢ devido a um efeito locomotor estimulante nao-
especifico da combinacdo destes inibidores com agmatina, uma vez que os resultados
mostraram que os inibidores de canais de K sozinhos ou administrado em combinagdo com
agmatina ndo alteraram a atividade locomotora dos animais.

Para reforcar nossa hipdtese de que o efeito antidepressivo da agmatina ¢
dependente, pelo menos em parte, da inibicdo de diferentes tipos de canais de K', foi
demonstrado que a ativagdo de canais de K elicitada por cromacalim ou minoxidil foi capaz
de prevenir a diminui¢do do tempo de imobilidade em camundongos induzido por uma dose
ativa de agmatina (10 mg/kg, i.p.) no TNF, sem mudangas no comportamento locomotor no
teste de campo aberto. Cromacalim e minoxidil sdo compostos que abrem canais de K' e tem
alta sensibilidade a canais Karp (Clapp, 1995), e aumentam o tempo de imobilidade no TNF

(Galeotti et al., 1999). Reforcando a idéia de que a inibicdo de canais de K est4 envolvida no
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mecanismo de acdo de farmacos antidepressivos, o pré-tratamento de camundongos com
cromacalim foi capaz de antagonizar o efeito anti-imobilidade de varios antidepressivos como
imipramina, amitriptilina, desipramina e paroxetina (Redrobe et al., 1996).

Em conclusdo, a inibi¢do de diferentes tipos de canais de K aumenta o efeito
antidepressivo da agmatina, uma poliamina endégena que age via mecanismo dependente da
inibi¢do de receptores NMDA e da via L-arginina-NO no TNF. Juntos estes resultados
suportam a idéia de que o efeito modulatério da agmatina na excitabilidade neuronal, via
inibi¢do de canais de K', pode representar uma via final de seu efeito tipo antidepressivo no
TNF.

Além do efeito tipo antidepressivo bem estabelecido da agmatina, via receptores
NMDA, L-arginina-NO, sistema noradrenérgico, serotoninérgico, opidide, imidozolicos
(Zomkowski et al., 2002, 2004, 2005; Zeidan et al., 2007) e via inibi¢do de canais de potassio,
estabelecido neste estudo, procurou-se investigar se a agmatina além do seu efeito
antidepressivo, apresenta efeito em um modelo animal de mania. Com este objetivo, foi
utilizado um modelo animal de mania, hiperlocomog¢ao em ratos induzido por ouabaina (i.c.v.)
(El-Mallakh et al., 1995; Li et al.,, 1997; El-Mallakh et al., 2003). A disponibilidade de
modelos animais pode acelerar as pesquisas acerca do transtorno bipolar por melhorar o
entendimento da patofisiologia deste transtorno e fornecer a possibilidade da descoberta de
novos farmacos, pré-clinicamente, para posterior avaliagdo clinica (El-Mallakh et al., 2003;
Herman et al., 2007). Um modelo animal para ser confidvel deve preencher, pelo menos, trés
critérios importantes. Primeiro, para a validade fenomenologica ou de face, o animal deve
apresentar comportamentos similares aqueles encontrados em humanos com a doenca.
Segundo, para a validade de constructo, a patogénese das anormalidades comportamentais

deve ser a mesma, ou pelo menos, similar a condi¢gdo em humanos. Terceiro, para a validade
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preditiva, farmacos que sdo utilizados na clinica para a doenga, devem ser habeis em reverter
a sintomatologia da doenga no modelo animal (Herman et al., 2007).

O modelo animal de mania induzido por ouabaina preenche todos estes trés
critérios. Primeiro, reproduz uma das principais mudangas comportamentais, vista em
humanos com a doenga, a hiperlocomo¢do. Este sintoma em humanos, observado
principalmente na fase da mania, é designado, de acordo com o DSM-IV, como agitagdo
psicomotora. Segundo, a hiperatividade nos animais ¢ causada por inibicdo da atividade
bomba Na', K" ATPase, que estd diminuida também em humanos. Finalmente, formacos
como o litio, carbamazepina e haloperidol, que sdo utilizados na clinica para o tratamento do
transtorno bipolar, revertem mudangas comportamentais induzidas neste modelo animal (EI-
Mallakh e Wyat, 1995; Li et al., 1997; El-Mallakh et al., 2003; Herman et al., 2007; Young et
al., 2007). Portanto, este modelo parece um modelo animal adequado para estudar pré-
clinicamente a patofisiologia do transtorno bipolar e testar novos compostos que possam agir
futuramente na terapia para esta doenga.

Neste estudo, a administracdo de ouabaina (50 pmol/sitio, i.c.v.) induziu um
aumento robusto na locomog¢do dos animais no teste do campo aberto. Nossos dados
corroboram com a literatura, de que a administragdo de ouabaina elicita comportamento
hiperativo em ratos (El-Mallakh e Wyat, 1995; Li et al., 1997; El-Mallakh et al., 2003;
Herman et al., 2007). A hiperlocomog¢ado induzida por ouabaina foi revertida completamente
pela administracdo oral por 7 dias consecutivos com cloreto de litio (LiCl, 45 mg/kg, controle
positivo) e parcialmente por agmatina (0,1-10 mg/kg). Estes resultados sugerem que a
agmatina, pelo menos parcialmente, pode prevenir a redugio da atividade da bomba Na", K" -
ATPase, induzida por ouabaina. Portanto, agmatina parece ter efeito antimaniaco. Este é o

primeiro achado que relaciona agmatina com transtorno bipolar.
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Além disso, o presente estudo avaliou parametros oxidativos no cortex cerebral e
hipocampo dos animais submetidos ao modelo de mania induzido pela administracdo de
ouabaina. Esta bem descrito na literatura que a patofisiologia do transtorno bipolar esté
envolvida com um desbalango entre os sistemas pro-axidante e antioxidante, ou seja, com o
estresse oxidativo (Frey et al., 2007; Kuloglu et al., 2002; Machado-Vieira et al., 2007; Ozcan
et al., 2004; Ranjekar et al., 2003). Além disso, alguns dados da literatura indicam que o
tratamento cronico com litio e valproato inibem a peroxidacdo lipidica e oxidagdo de
proteinas in vitro (Shao et al., 2005; Wang et al., 2003) ¢ litio ¢ valproato exercem um efeito
protetor contra o estresse oxidativo em um modelo animal de mania induzido por anfetamina
(Frey et al., 2006b). Além disso, o tratamento com litio diminui o nivel de TBARS no plasma
de pacientes com transtorno bipolar (Aliyazicioglu et al., 2007; Machado-Vieira et al., 2007) .

No presente estudo foi mostrado que a ouabaina induziu um aumento no nivel de
TBARS no coértex cerebral e hipocampo dos ratos, sugerindo que o estresse oxidativo pode
estar relacionado com as alteragdes comportamentais produzidas pela ouabaina. O pré-
tratamento dos animais com LiCl (45 mg/kg) e agmatina (10 mg/kg) preveniu o aumento do
nivel de TBARS no cortex cerebral e hipocampo dos ratos. Somente no cortex cerebral, a
agmatina (1 mg/kg) também preveniu este aumento. Corroborando com nossos dados, alguns
estudos mostram que hd um aumento no nivel de TBARS no plasma de pacientes com
transtorno bipolar (Kuloglu et al., 2002; Machado-Vieira, 2005; Ozcan et al., 2004).
Estabilizadores de humor como o litio, podem prevenir o aumento da peroxidagao lipidica na
fase da mania em humanos (Machado-Vieira et al., 2007) e in vitro (Shao et al., 2005; Wang
et al.,, 2003). Além disso, dados mostram que a agmatina apresenta propriedades
neuroprotetora podendo proteger contra injurias cerebrais, como lipoperoxidagdo, uma vez
que, a administracdo de agmatina induziu uma reducdo no nivel de peroxidacgdo lipidica no

cérebro, podendo esta, modular as espécies reativas de oxigénio induzidas por

51



lipoperoxidagdo em camundongos (Sener et al., 2001). Portanto, com os resultados do
presente estudo, é possivel observar que tanto o LiCl quanto a agmatina podem prevenir as
alteracdes neuroquimicas, como a peroxidacdo lipidica, induzidas por ouabaina, em um
modelo animal de mania.

Este estudo também demonstrou que a atividade da GPx foi reduzida no
hipocampo de ratos submetidos a0 modelo de mania pela administragdo de ouabaina. No
entanto, o pré-tratamento dos animais com LiCl ou agmatina (0,1 mg/kg), reverteu
significativamente a redugdo da atividade da GPx. Nossos resultados estdo de acordo com
achados da literatura, de que no transtorno bipolar pode haver uma redugdo na atividade da
enzima GPx em eritrocitos (Ozcan et al., 2004). Uma vez que a fun¢ao bioquimica da enzima
GPx ¢ reduzir hidroperdxidos lipidios para seus alcoois correspondente e reduzir peroxidos de
hidrogénio para agua, age como um potente agente antioxidante, detoxificando lipoperdxidos
(Dringen et al., 2005). Portanto, de acordo com nossos dados, a agmatina pode agir neste
modelo animal de mania, induzindo um aumento na atividade da GPx, diante de um insulto
com a administragdo de ouabaina. Em contraste, no cortex cerebral ndo houve nenhuma
alteracdo na atividade da enzima GPx, porém a explicagdo para este efeito ainda nio estd
claro, necessitando , portanto, novas investigagdes.

Além disso, foi avaliado neste modelo animal de mania, a atividade da enzima
GR. O tratamento dos animais com ouabaina induziu uma redug¢ao significativa na atividade
da GR, tanto no cortex cerebral, quanto no hipocampo. O pré-tratamento dos ratos com LiCl e
agmatina (0,1-10 mg/kg) preveniu significativamente a redugdo da atividade desta enzima
elicitada por ouabaina. Além disso, no cortex cerebral a agmatina promoveu um aumento
significativo da atividade da enzima GR. De acordo com a literatura, a funcao bioquimica da
GR ¢ reduzir a glutationa dissulfeto (GSSG) para a sua forma reduzida GSH, um importante

antioxidante celular (Dringen et al., 2005). Portanto, de acordo com nossos dados, a agmatina
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pode agir protegendo contra o estresse oxidativo induzido por ouabaina em um modelo animal
de mania por promover aumento na atividade da enzima GR.

Portanto, a agmatina ¢ um composto endégeno, com muitas fungdes biologicas,
incluindo propriedades neuroprotetora, anti-aminésica, anxiolitica, anticonvulsivante e
antinociceptiva (Olmos et al., 1999; Arteni et al., 2002; Demehri et al., 2003; Santos et al.,
2005; Gadotti et al., 2006; Gong et al., 2006). Exibe um efeito tipo antidepressivo bem
estabelecido, via receptores NMDA, L-arginina-NO, sistema noradrenérgico, serotoninérgico,
opioide, imidazodlicos (Zomkowski et al., 2002, 2004, 2005; Zeidan et al., 2007) e também
canais de potassio, estabelecido neste estudo. Além disso, pode-se inferir, com o presente
estudo, que a agmatina além do seu efeito tipo antidepressivo, apresenta também, um efeito
anti-maniaco que pode ser devido, pelo menos em parte, a protegdo contra a redugdo da
atividade da bomba Na', K" ATPase e contra o estresse oxidativo. Porém, o mecanismo ainda
ndo esta bem claro e ha necessidade de testar seu efeito em outros modelos de mania e de

estender a investigacdo sobre seus mecanismos de agao.
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7. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho indicam que:

v’ A agmatina apresenta um efeito antidepressivo no TNF por uma inibigéo, pelo
menos em parte, dos canais de K"

v' A agmatina apresenta propriedade antimaniaca em um modelo de mania
induzido pela administragdo de ouabaina e este efeito pode ser mediado, pelo menos em parte,
por uma protegdo contra a reducdo da atividade da bomba Na", K" ATPase e por uma protecio

contra o estresse oxidativo.
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8. PERSPECTIVAS

Investigacdes adicionais sdo necessarias para esclarecer muitos pontos de nossos
resultados e conclusoes:

v’ Avaliar a participagdo dos canais de K de dois poros no efeito antidepressivo
da agmatina no TNF;

v’ Avaliar o efeito comportamental e bioquimico de doses mais baixas de
agmatina no modelo animal de mania em ratos;

v’ Avaliar o efeito comportamental e bioquimico da agmatina no modelo animal
de ouabaina em camundongos;

v’ Avaliar o efeito da agmatina em outros modelos animais de mania em

camundongos, como no modelo animal de mania induzido por anfetamina.
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