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Resumo

A depressdo maior é um sério problema de saude publica que afeta aproximadamente
350 milhdes de pessoas em todo o mundo. A farmacologia atual disponivel para o
tratamento da depressédo maior, apesar de amplamente utilizada, possui varias limitacdes.
A cetamina é um antagonista de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA que produz
efeitos antidepressivos rapidos e persistentes mesmo em pacientes resistentes ao
tratamento convencional. Apesar de a cetamina produzir efeitos robustos, seu uso clinico
€ limitado devido ao fato de produzir efeitos adversos dissociativos causando
dependéncia quimica. A agmatina, por sua vez, tem surgido como um potencial adjuvante
da terapia antidepressiva. E um neuromodulador endégeno cuja atividade antidepressiva
tem sido demonstrada tanto em estudos pré-clinicos como clinicos sem causar efeitos
adversos severos. Neste sentido, no presente estudo foi avaliado: a) o efeito do
tratamento de camundongos com doses crescentes de agmatina (0,01-1 mg/kg, p.0.) no
teste preditivo de atividade antidepressiva, teste da suspensédo pela cauda (TSC) e teste
do campo aberto (TCA); b) o efeito do tratamento de camundongos com doses crescentes
de cetamina (0,1-10 mg/kg, i.p.) no TSC e TCA; e c) o efeito do tratamento combinado
com doses sub-ativas de agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) e cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) no TSC
e TCA apés 1 hora, 24 horas, 7 dias ou 14 dias de tratamento, bem como 0s mecanismos
bioquimicos envolvidos. Os resultados mostraram que a administracdo de agmatina (0,1
e 1 mg/kg, p.o.) produziu um efeito tipo-antidepressivo no TSC, sem causar nenhuma
alteracédo locomotora no TCA. O tratamento dos animais com cetamina (1 e 10 mg/kg,
i.p.) foi capaz de diminuir o tempo de imobilidade no TSC sem causar nenhum prejuizo
locomotor no TCA. O tratamento combinado com doses sub-efetivas de agmatina (0,01
mg/kg, p.o.) e cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) produziu um efeito tipo-antidepressivo especifico
no TSC apds 1 hora, 24 horas ou 7 dias de tratamento. O tratamento sinérgico por 24
horas foi capaz de produzir um aumento significativo na fosforilacdo de Akt (Ser*’3) no
cortex pré-frontal. A coadministracdo de agmatina e cetamina por 1 hora ou 24 horas foi
capaz de aumentar a fosforilacdo de p70S6K (Thr38) no cortex pré-frontal. O tratamento
sinérgico por 1 hora, 24 horas ou 7 dias com agmatina e cetamina aumentou
significativamente o imunocontetdo de PSD95 no coértex pré-frontal. Adicionalmente, a
coadministracdo de agmatina e cetamina ndo causou nenhum efeito sobre a fosforilagéo
de GSK-3B (Ser®) ou imunocontetdo de B-catenina no cértex pré-frontal em nenhum
tempo avaliado. Este conjunto de dados sugere que o efeito tipo-antidepressivo sinérgico
produzido pelo tratamento com agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) e cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) €
mediado, pelo menos em parte, pela ativagdo da via mTOR e producdo de proteinas
sinpticas no cortex pré-frontal.

Palavras-chave: agmatina, cetamina, depressdo maior, mTOR, Wnt/-catenina.
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Abstract

Major depressive disorder is a serious public health problem that affects approximately
350 millions of people around the world. The current pharmacology available for the
treatment of major depressive disorder, although widely used, has several limitations.
Ketamine is a glutamate NMDA receptor antagonist which produces rapid and persistent
antidepressant effects even in patients resistant to the conventional treatment. Although
ketamine produces robust effects, its clinical use is limited due to its dissociative side
effects. Agmatine, in turn, has emerged as a potential adjuvant/monotherapy
antidepressant. It is an endogenous neuromodulator whose antidepressant activity has
been demonstrated in both preclinical and clinical studies without causing severe side
effects and chemical dependence. Therefore, in the present study it was evaluated: a) the
effect of the treatment of mice with increasing doses of agmatine (0.01-1 mg/kg, po) in the
predictive test of antidepressant activity, tail suspension test (TST), and open field test
(OFT); b) the effect of the treatment of mice with increasing doses of ketamine (0.1-10 mg
/ kg, i.p.) in the TST and OFT; and c) the effect of the combined treatment with sub-active
doses of agmatine (0.01 mg / kg, po) and ketamine (0.1 mg / kg, ip) in the TST and OFT
after 1 hour, 24 hours, 7 days or 14 days of treatment, as well as the biochemical
mechanisms involved in such effects. The results showed that administration of agmatine
(0.1 and 1 mg/ kg, p.o.) produced an antidepressant-like effect in the TST, without causing
any locomotor alteration in the OFT. The treatment of animals with ketamine (1 and 10 mg
/ kg, i.p.) was able to decrease the immobility-time in the TST without causing any
locomotor impairment in the OFT. The combined treatment with sub-effective doses of
agmatine (0.01 mg / kg, po) and ketamine (0.1 mg / kg, ip) produced a specific
antidepressant-like effect in the TST after 1 hour, 24 hours or 7 days of treatment. The
synergistic treatment for 24 hours was able to produce a significant increase in Akt (Ser473)
phosphorylation in the prefrontal cortex. The coadministration of agmatine and ketamine
for 1 hour or 24 hours was able to increase the phosphorylation of p70S6K (Thr389) in the
prefrontal cortex. The synergistic treatment for 1 hour, 24 hours or 7 days with agmatine
and ketamine significantly increased the immunocontent of PSD95 in the prefrontal cortex.
In addition, the coadministration of agmatine and ketamine had no effect on GSK-33 (Ser?)
phosphorylation or B-catenin immunocontent in the prefrontal cortex at any time evaluated.
This set of data suggests that the synergistic antidepressant-like effect produced by the
treatment with agmatine (0.01 mg / kg, po) and ketamine (0.1 mg / kg, ip) is mediated, at
least in part, by the activation of mMTOR pathway and production of synaptic proteins in the
prefrontal cortex.

Key words: agmatine, ketamine, major depression, mTOR, Wnt/3-catenin.
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1. Introducéao
1.1 Depressao maior: um sério problema de saude publica

A depressdo maior (nomenclatura oficial e que, no presente estudo sera
denominada de depresséao), € considerada uma das principais doencas psiquiatricas
do mundo, afetando aproximadamente 350 milhdes de pessoas de todas as idades
(WHO, 2012a). Essa desordem representa um sério problema de saude publica pelo
fato de ter uma elevada taxa de mortalidade e morbidade. Além disso, € uma
importante causa de incapacidade e de morte prematura, sendo o terceiro contribuidor
para a carga global da doenca — projetada para ser a principal no ano de 2030 (WHO,
2008). Os indices de suicidio sdo preocupantes, uma vez que aproximadamente 1
milhdo de vidas sdo perdidas anualmente devido a depressédo, o que traduz 3000
mortes por suicidio todos os dias (WHO, 2012b).

A depressao € uma desordem de natureza heterogénea e de etiologia diversa
que nao deve ser tratada apenas como uma doenca crbnica e recorrente, mas também
como uma doenca progressiva (Maletic et al., 2007) cujos pacientes apresentam um
perfil variado de sintomas, geralmente associados a outras condi¢cdes psiquiatricas,
incluindo ansiedade, disturbios alimentares e dependéncia de farmacos (Rang et al.,
2012). Trata-se de uma doenca de etiologia multifatorial, que resulta da combinacéo
de fatores genéticos, bioguimicos e ambientais (Picchini et al., 2004; Prince et al.,
2007; Tsankova et al., 2007). A farmacoterapia atual disponivel utilizada para o
tratamento da depressao € geralmente segura e efetiva, porém esta longe do ideal,
uma vez que o0s antidepressivos atuais disponiveis proporcionam uma remissao
completa dos sintomas para apenas 50% dos individuos (Nestler et al., 2002; Berton
e Nestler, 2006).

Em geral, os antidepressivos tardam algum tempo para iniciar os seus efeitos
clinicos (cerca de 3 a 5 semanas apdés o inicio do tratamento) (Rang et al., 2012), e
podem causar efeitos colaterais severos e distintos, tais como insonia, alteracao de
peso, arritmia e alteracbes de libido (Demyttenaere, 1997; Brunello et al., 2002;
Morilak e Frazer, 2004; Serretti e Mandelli, 2010; Fava et al., 2015). Diante deste
contexto, ha uma necessidade crescente de desenvolvimento de medicamentos
antidepressivos melhores e mais eficazes, que apresentem um inicio de acdo mais
rapido, e que sejam eficazes em pacientes resistentes ao tratamento convencional,
isto €, pacientes ndo responsivos a 2 tipos de antidepressivos de distintas classes
(Zanos et al., 2018).

10
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1.2 Homeostasia sinéptica e a neurobiologia da depressao

Estudos dos ultimos 40 anos tém demonstrado que o principal fator ambiental
que predispde os individuos a depresséo € o estresse cronico, uma vez que induz
alteracdes de plasticidade sinaptica em regides limbicas que controlam o humor (Ota
e Duman, 2013; Pena et al., 2014). Vérios estudos indicam que o estresse crénico
esta associado a alteracdes na liberacdo e transmissédo glutamatérgica implicando
modificacdes estruturais e funcionais em neurdnios hipocampais (Musazzi et al., 2011,
Sanacora et al., 2012). Individuos que sofrem de depressédo apresentam elevados
niveis corticais de glutamato, prejudicando as func¢des sinapticas, reduzindo a
densidade, o numero de ramificacdes dendriticas e a conectividade neuronal
(Hardingham e Bading, 2010; Kang et al., 2012).

Para que os receptores glutamatérgicos do sub-tipo N-metil-D-aspartato
(NDMAR) sejam ativados, as membranas neuronais também tém que expressar o
receptor do &cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropidnico (AMPA). O
aumento da atividade neuronal conduz a ativacdo do receptor NMDA, que por sua
vez, promove a sintese de fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF, do inglés,
Brain-derived neurotrophic factor). A ligacdo de BDNF ao seu receptor TrkB (do inglés
“tropomiosin-related cinase B”) facilita a expressdo de AMPA que é responsavel pela
regulacdo da plasticidade neuronal (Maletic e Raison, 2009). Essas descobertas
levaram a hipétese que a modulacdo de NMDAR poderia ser um alvo-chave para o
desenvolvimento de antidepressivos de acdo rapida, promovendo a formacdo de
novas sinapses e revertendo os efeitos deletérios observados na depressao. O forte
acoplamento entre a sinalizacdo glutamatérgica e os mecanismos de plasticidade
sinaptica fornece uma estrutura para a compreensao das bases moleculares da acéo
terapéutica dos antidepressivos glutamatérgicos (Murrough et al., 2017).

Através de estudos moleculares e celulares, verificou-se que os déficits
sinapticos causados pelo estresse e observados na depressao estdo associados a
expressdo reduzida de BDNF (Duman e Monteggia, 2006) e inibicdo da via de
sinalizacao celular mediada pela proteina cinase mTORC1 (do inglés, mammalian
target of rapamycin complex 1) cortical (Ota et al.,, 2014). Estudos pré-clinicos
mostraram que a inibicdo da via da mMTORC1 e a reducédo dos niveis de BDNF
induzem um comportamento tipo-depressivo e abolem o efeito de antidepressivos
classicos em modelos animais de depressédo (Ota et al., 2014). O tratamento com
antidepressivos através da modulacdo inicial da concentragdo de monoaminas,

ativacdo de cascatas de sinalizacédo intracelular e expresséo de genes-alvo, estimula
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a sinalizagcao mediada por BDNF-TrkB reduzindo a atrofia dos neurdnios piramidais e
restabelecendo a producdo normal de novos neurbnios, e contribuindo para a
atividade antidepressiva (Duman, 2004; Mckinnon et al., 2009; Lee et al., 2018).

A demora do inicio da acao terapéutica dos antidepressivos envolvem muitos
mecanismos adaptativos pré e pos-sinapticos evocados no cérebro, incluindo
modulacdo na expressao ou sensibilidade de receptores, aumento da expressao de
fatores neurotréficos e neurogénese, regulacédo de vias de sinalizacdo, aumento da
plasticidade sinaptica e complexidade neuronal, na qual resultam remodelacdo dos
circuitos cerebrais envolvidos nos efeitos terapéuticos (Artigas et al., 2018). Em
conjunto, estas evidéncias, indicam que a eficicia da terapia antidepressiva se baseia
essencialmente no incremento da regulacdo de BDNF e da via da mTORC1, o qual
estimula a formacado de proteinas sinapticas e de novas sinapses (sinaptogénese) e
blogueia a atrofia neuronal e os déficits sindpticos observados na depressao.

Por ultimo, outra via de sinalizacao intracelular envolvida na fisiopatologia da
depressao que merece destaque é a via Wnt/B-catenina (comumente conhecida como
Wnt canoénica). Na auséncia da glicoproteina Wnt, um complexo de destruicdo —
formado pelas proteinas APC (adenomatous polyposis coli), GSK-3p (glicogénio
sintase cinase-3B), e axina, fosforila a B-catenina induzindo sua ubiquitinacéo e
consequente degradacdo proteossomal (Moon et al., 2004; Kahn, 2014).
Alternativamente, na presenca de Wnt e sua ligacdo ao receptor Frizzled e a co-
receptores LRP (proteina relacionada ao receptor da lipoproteina de baixa densidade)
5 e 6 (LRP5 e LRP6), Disheveled (DVL) é fosforilado, o complexo de degradacéo
inibido e a degradacao de B-catenina é reduzida (Moon et al., 2004; Kahn, 2014). Em
seguida, B-catenina € translocada ao ndcleo, associa-se ao fator de células T (TCF) e
ativa a transcricdo de genes-alvo (Moon et al., 2004; Kahn, 2014).

A via Wnt/B-catenina desempenha um importante papel em uma gama de
processos biologicos, em especial, aqueles relacionados ao desenvolvimento e
manutencdo da homeostasia de tecidos adultos através da regulacéo da proliferacéao
celular, migragéo, estabilidade genética e apoptose (Kahn, 2014). A ligacdo entre a
depresséao e a via de sinalizagcdo Wnt/p-catenina, comec¢ou com a descoberta de que
a enzima GSK-3 é efetivamente inibida por litio, a qual é utilizado no tratamento de
transtornos afetivos bipolares (Chen et al., 1999). Além disso, Wnt/B-catenina é capaz
de ativar mTORC1 através da modulacdo do complexo da esclerose tuberosa 1/2
(TSC1/2, do inglés, Tuberous sclerosis complex) (Choo et al., 2006). Wnt/B-catenina
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suprime a GSK-33, que normalmente fosforila e estimula a atividade da TSC2 (Inoki
et al., 2006).

1.3 Sinaptogénese e os efeitos antidepressivos rapidos da cetamina

Sabe-se que os antidepressivos convencionais que atuam atraves do aumento
singptico de monoaminas de maneira aguda, produzem seus efeitos antidepressivos
de maneira tardia através do aumento da expressdo de BDNF e da formacao de
proteinas que controlam os eventos sinapticos (Popoli et al., 2012). Neste contexto,
os antidepressivos de acdo rapida constituem uma alternativa farmacologica
promissora, pois atuam diretamente através de rapidas mudancas nos mecanismos
de neuroplasticidade mediante a estimulagdo da via da mTORC1, aumentando a
expressdo de BDNF, e induzindo a producdo de proteinas sindpticas no cortex pré-
frontal de maneira rapida (Duman, 2014; Abdallah et al., 2015). Estudos clinicos
recentes tém alcancado significativos progressos em relacdo as mais importantes
limitagOes da terapia antidepressiva atual.

A cetamina € um antagonista ndo-competitivo de receptores glutamatérgicos
do subtipo NMDA sobre interneurdnios inibitorios GABAérgicos. Dessa forma,
cetamina proporciona (indiretamente) aumento da atividade de neurbnios
glutamatérgicos e, portanto, liberacdo de glutamato sinaptico, levando a ativacéo de
receptores AMPA (Zanos et al., 2018). Os efeitos antidepressivos rapidos produzidos
pela cetamina levaram a supor que alteracGes rapidas de plasticidade sinaptica
estariam envolvidas em suas acdes terapéuticas. De fato, através de varios estudos
celulares e moleculares foi verificado que uma das vias de sinalizagao intracelular
implicadas nos efeitos da cetamina € a via da mTOR (Hoeffer e Klann, 2010). A
cetamina aumenta de maneira rapida (dentro de 30 min) e transitdria a ativagao por
fosforilacdo de mTOR, o que induz uma rapida e sustentada, inducdo das proteinas
sinapticas PSD95 (proteina de densidade pos-sinaptica de 95KDa) e a subunidade
GIuAl do receptor AMPA (por 2 horas a 7 dias), no cortex pré-frontal de camundongos,
0 gque € correspondente a sua resposta terapéutica em pacientes (Zarate et al., 2006;
Li et al., 2010). Adicionalmente a estas observacgoes, Li et al. (2011) reportaram que
uma unica dose de cetamina € capaz de produzir uma rapida inibicdo das alteracdes
sinapticas, dendriticas e comportamentais (anedonia) no modelo de estresse crénico
imprevisivel (induzido por 3 semanas).

Reforgcando este paradigma, foi evidenciado que a indugéo da expresséo de

proteinas sinapticas, o crescimento de espinhas dendriticas e os efeitos funcionais
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antidepressivos de antagonistas de receptores metabotrépicos glutamatérgicos foram
bloqueados pela infusao intracerebroventricular de rapamicina (Koike et al., 2011), um
inibidor de mMTORC1, sugerindo o papel da via mTOR no mecanismo de acdo de
antidepressivos.

Sabe-se que os antidepressivos convencionais produzem efeitos terapéuticos
somente via tratamento cronico (durante pelo menos 3 semanas). Apesar de a
cetamina produzir efeitos antidepressivos robustos, os efeitos adversos dissociativos
agudos limitam seu uso clinico. Desta maneira, varias estratégias farmacologicas tém
sido propostas para remediar tais limitagdes, desde o desenvolvimento de
antagonistas de receptores NMDA mais seletivos e com menos efeitos adversos, até
o tratamento combinado de cetamina com outros agentes antidepressivos no intuito

de reduzir as doses e os intervalos de administracdo, e viabilizar seu uso a longo

prazo.
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Figura 1: llustrac@o esquematica das vias de sinalizagdo subjacentes aos efeitos
antidepressivos da cetamina. De acordo com a literatura, a agmatina produz
respostas antidepressivas aumentando as monoaminas e regulando mdultiplos
receptores poés-sinapticos acoplados a proteina G (GPCR), incluindo a-adrenérgicos,
receptores 5-HT, que acoplam a uma variedade de sistemas de segundos
mensageiros, especialmente o cCAMP / PKA, Caminhos MEK / ERK e PI3K / Akt. Os
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efeitos antidepressivos provocados pela cetamina, tem inicio ao bloquear os
receptores NMDA, que vai envolver toda via de sinalizacéo por fosforilacdo de PKA,
Akt, GSK-3 e ERK, com a subsequente ativacdo do fator de transcricdo CREB. Ap0s
ativacdo, a CREB liga-se a sequéncia de DNA dos elementos de resposta a CAMP
(CRE), induzindo desse modo a transcri¢cdo do fator neurotréfico BDNF. A modulagéo
desses alvos promove a sobrevivéncia celular, neuroplasticidade e efeitos benéficos
no humor. Finalmente, a cetamina pode produzir acdes antidepressivas rapidas
ativando os receptores AMPA, induzindo a liberacdo de BDNF dependente da
atividade, que subsequentemente estimula o TrkB e a via de sinalizacado PI3K-Akt-
MTOR. Apos a ativagdo, o complexo mTOR ativa a quinase S6, induzindo, assim, a
traducdo de proteinas sinapticas, incluindo a expressao de PSD95 e da subunidade
GIuAl do receptor AMPA. A insercdo de receptores AMPA contendo GIuAl é
essencial para a sinaptogénese e seus efeitos antidepressivos rapidos. (Adaptado
Freitas et al., 2016).

1.4 Agmatina: um potencial adjuvante da terapia antidepressiva

Vérios estudos relataram que o 6xido nitrico desempenha um papel no
mecanismo de acdo de alguns antidepressivos e ansioliticos atualmente em uso
(Zhang et al., 2010; Krass et al., 2011). A agmatina é um neuromodulador, cuja
atividade antidepressiva tem sido mostrada tanto em ensaios pré-clinicos como
clinicos (Freitas et al., 2016). Trata-se de uma amina catidnica, 4-(aminobutil)
guanidina, que é estruturalmente analoga ao substrato L-arginina do éxido nitrico
sintase (NOS).

A agmatina, é formada através da descarboxilacdo da L-arginina pela enzima
mitocondrial arginina descarboxilase (ADC). Ela é sintetizada no encéfalo, estocada
em vesiculas sinapticas, acumulada por captacao, liberada de maneira dependente
de célcio por despolarizacdo, é captada pelo terminal sinaptico, metabolizada e
degradada a putrescina pela enzima agmatinase (Reis e Regunathan, 2000). A
agmatina tem sido reconhecida como um importante neuromodulador no cérebro que
se liga com alta afinidade a adrenoreceptores, sitios de ligagdo a imidazolina,
antagoniza receptores NMDA e inibe competitivamente a NOS (Reis e Regunathan,
2000; Halaris e Plietz, 2007).

O sistema agmatinérgico enddgeno parece desempenhar um importante papel
nos mecanismos adaptativos em resposta ao estresse (Aricioglu e Altunbas, 2003;
Piletz et al., 2013). Niveis elevados de agmatina foram encontrados no cérebro de

ratos submetidos ao modelo de inducédo de depressao por estresse de contencao
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(Aricioglu e Altunbas, 2003; Zhu et al., 2007; Zhu et al., 2008). Além disso, a agmatina
exibe propriedades anticonvulsivantes, antinociceptivas e anti-inflamatorias (Olmos et
al., 1999; Satriano et al., 2001; Demehri et al., 2003; Onal et al., 2003; Moosavi et al.,
2012).

Alguns efeitos bioldgicos da agmatina tém sido descritos, tais como atividade
neuroprotetora, evidenciada pela protecdo de células hipocampais contra a
excitotoxicidade induzida por glutamato (Olmos et al., 1999; Wang et al., 2006), em
modelos de privacdo de glicose e oxigénio (Kim et al., 2004) e em modelo de
neurotrauma (Gilad e Gilad, 2000). Adicionalmente, um estudo de Matheus et al.
(2012) mostrou que o tratamento sistémico (via intraperitoneal) e repetido com
agmatina é capaz de prevenir danos motores e de memdria e a perda de neurdnios
dopaminérgicos em um modelo experimental de Doenca de Parkinson em
camundongos envelhecidos. Por ultimo, o trabalho de Moretti et al. (2015) descreveu
gue agmatina produz um efeito tipo-antidepressivo no modelo de depresséo induzida
pela neurotoxina MPP(+), sugerindo seu potencial uso no tratamento de sintomas
depressivos presentes no Parkinson.

Em relacdo aos efeitos tipo-antidepressivos, Freitas et al. (2014a)
demonstraram que o tratamento cronico com agmatina durante 21 dias produziu um
efeito antidepressivo no teste de suspensédo pela cauda (TSC) acompanhado pela
ativacdo das proteinas cinase A (PKA), cinase B (PKB)/Akt, cinase regulada por sinal
extracelular 1/2 (ERK1/2), do fator de transcricdo responsiva ao AMP ciclico (AMPc)
(CREB) e pelo aumento do conteido de BDNF e inibicdo da enzima GSK-3f
hipocampais. Em outro estudo, Freitas et al. (2014b) verificaram que agmatina é capaz
de abolir o comportamento tipo-depressivo induzido pelo estresse de contencgéo e que
tais efeitos estdo associados a sua capacidade de manter o equilibrio pré/anti-
oxidante no hipocampo.

Em células neuronais hipocampais murinas, Freitas et al. (2015a) mostraram
que agmatina é capaz de produzir neuroprotecdo contra os danos celulares e
oxidativos induzidos pela corticosterona através da ativagcao de receptores az e 5-
HT2a, ativacdo das vias PI3K/Akt e MEK/ERK, translocagcéo nuclear de Nrf2, bem
como bloqueio da producdo de espécies reativas de oxigénio e de apoptose. Em um
estudo subsequente e complementar, foi demostrado a habilidade da agmatina em
produzir um efeito tipo-antidepressivo em camundongos submetidos ao modelo de
depressao induzido pelo tratamento crénico com corticosterona (Freitas et al., 2015b).

O efeito da agmatina neste modelo farmacoldgico de depresséo parece ser

mediado pelo aumento de monoaminas, diminui¢cdo dos niveis de glutamato, indugéo
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de BDNF e de proteinas sinipticas, ativacdo de Nrf2, melhora das defesas
antioxidantes intracelulares e manutencdo da integridade astrocitaria e microglial
(Freitas et al., 2015b). E importante citar ainda, um estudo recente do nosso grupo
que demonstrou que concentra¢des sub-ativas de agmatina é capaz de potencializar
os efeitos neuroprotetores produzidos pela cetamina frente a citotoxicidade produzida
pela corticosterona em uma linhagem de células hipocampais murinas (Tavares et al.,
2018). Considerando os estudos realizados em humanos, Bernstein et al. (2012)
apontaram que individuos deprimidos apresentam aumento da expressao da enzima
agmatinase — responsavel pela degradacdo da agmatina neuronal hipocampal,
sugerindo que esta enzima e/ou niveis neuronais hipocampais alterados de agmatina
podem estar implicadas na fisiopatologia da depressédo. Além disso, Keynan et al.
(2010) mostrou que a agmatina (2,670 g via oral, durante 14 dias, n=51) alivia a dor e
melhora a qualidade de vida de pacientes que sofrem de dor neuropética. E
imprescindivel citar o estudo de Shopsin (2013) que mostrou que a administracéo
exdgena de agmatina (2-3 mg/dia; 3-4 semanas; n=3 pacientes) é capaz de produzir
efeitos antidepressivos em individuos diagnosticados com depressédo maior. Shopsin
(2013) sugere ainda que o efeito observado pode ser mediado pela inibicdo da
excitotoxicidade glutamatérgica, mais especificamente, pela habilidade da agmatina
em antagonizar receptores NMDA.

Juntos, todos estes estudos confirmam que a agmatina tem potencial para
constituir um adjuvante/monoterapia para auxiliar a terapia antidepressiva
convencional. Apesar de o0s efeitos antidepressivos da agmatina terem sido
comprovados em estudos pré-clinicos e clinicos, nenhum estudo anterior se propés a
avaliar o efeito potenciador da agmatina quando combinada a cetamina sobre efeitos

comportamentais e neurogquimicos.
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2. Justificativa

A depressdo € um sério problema de saude publica que afeta milhdes de
pessoas em todo o mundo, é acompanhada por sérios prejuizos funcionais e
ocupacionais e altos custos para a sociedade (WHO, 2012a). Sabe-se que episodios
de estresse prolongado séo a principal causa de desenvolvimento de depresséo, e
entre os mecanismos moleculares responsaveis por seus efeitos sobre o cérebro,
destaca-se: atrofia cerebral e neuronal; diminuicdo da neurogénese; diminuicdo das
ramificacbes dendriticas e do numero de espinhas dendriticas. Em conjunto estes
eventos causam danos aos contatos sinapticos e consequentemente prejudicam a
comunicacao neuronal e o processo de neuroplasticidade (Duman, 2014; Abdallah et
al., 2015).

Os farmacos disponiveis para o tratamento da depressdo, apesar de
amplamente utilizados, possuem varias limitacdes, entre as quais se destacam:
efeitos adversos severos, baixa resposta terapéutica e necessidade de longo periodo
de tratamento para se obter respostas clinicas. A cetamina surgiu como uma notavel
estratégia para o tratamento da depressdo, pois produz efeitos antidepressivos
rapidos e eficazes mesmo em pacientes resistentes ao tratamento convencional. Os
efeitos rapidos produzidos pela cetamina sdo mediados pela sua capacidade de
induzir sinaptogénese e restabelecer o prejuizo entre as conexdes neuronais
observadas na depressao (Duman, 2014; Abdallah et al., 2015). Por outro lado, o uso
clinico de cetamina € limitado devido ao fato de produzir efeitos adversos
dissociativos. Agmatina, por sua vez, tem surgido como um potencial adjuvante na
terapia antidepressiva. E um neuromodulador endogeno cuja sua atividade
antidepressiva tem sido demonstrada tanto em estudos pré-clinicos como clinicos sem
causar efeitos adversos importantes (Piletz et al., 2013; Shopsin, 2013).

Apesar da quantidade significativa de estudos que confirmaram os efeitos
antidepressivos da agmatina, nenhum estudo anterior avaliou o efeito potenciador da
agmatina sobre os efeitos comportamentais e neuroquimicos produzidos pela
cetamina. O presente projeto visa caracterizar o mecanismo de agédo da agmatina, no
intuito de fornecer evidéncias e bases moleculares para o seu uso como adjuvante ou
monoterapia da depressdo, e mais especificamente, o potencial uso da agmatina
como um adjuvante do tratamento antidepressivo com cetamina.

Neste sentido, a agmatina poderia propiciar a reducao das doses de cetamina,
aumentar os intervalos de sua administracao, de forma a evitar os efeitos dissociativos

e viabilizar seu uso clinico a longo termo.
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3. Objetivo geral

Avaliar o efeito do tratamento com agmatina isolado ou combinado com
cetamina sobre parametros comportamentais e neuroquimicos relacionados a

depressao maior.

3.1 Objetivos especificos

a) Determinar as doses sub-efetivas de cetamina e agmatina que nao produzem
efeitos antidepressivos através de uma curva dose-resposta em camundongos;

b) Investigar o possivel efeito tipo-antidepressivo sinérgico do tratamento
combinado com doses sub-efetivas de cetamina e agmatina em testes
comportamentais;

c) Avaliar a participagdo de proteinas de sinalizagéo intracelular, incluindo Akt,
p70S6K, PSD95, GSK-3[ e B-catenina no coértex pré-frontal de camundongos,
gue coordenam a manutencado e formagcao de novas sinapses e que podem
estar envolvidas no efeito tipo-antidepressivo sinérgico produzido pela

agmatina e cetamina.

19



Tainara de Menezes Moura

4. Materiais e Métodos

4.1 Animais

Camundongos Swiss adultos pesando entre 40 - 45 g mantidos a 21°C com
livre acesso a 4gua 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 (UFSC) e mantidos no Biotério Setorial do Departamento
de Bioquimica. Todas as manipulacdes foram realizadas entre as 9:00 e 17:00h,
sendo cada animal utilizado somente uma vez. Os procedimentos realizados foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA), e
protocolado sob o numero 3760191016. Todos os esforgos foram feitos para minimizar

o sofrimento dos animais.

4.2 Drogas e tratamentos

As seguintes drogas foram utilizadas: agmatina e cetamina (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA).

4.3 Avaliacdo comportamental
4.3.1 Potencial efeito antidepressivo sinérgico de agmatina e cetamina

No intuito de estabelecer as doses sub-efetivas de cetamina e agmatina a
serem utilizadas no tratamento combinado, uma curva dose-resposta foi realizada.
Neste sentido, os camundongos foram tratados com cetamina ou agmatina (0,001 —
10 mg/kg) e apds 60 minutos foram avaliados no teste da suspenséo pela cauda (TSC)
e campo aberto.

Em seguida, o potencial efeito sinérgico de agmatina e cetamina foi investigado.
Para isso, doses sub-efetivas de agmatina e de cetamina foram administradas e apds
1 hora, 24 horas, 7 dias ou 14 dias, os animais foram submetidos aos testes

comportamentais.

4.3.2 Teste de Suspenséo pela Cauda (TSC)

O tempo total de duracéo da imobilidade foi avaliado de acordo com o método
descrito por Steru et al. (1985). Os camundongos acustica e visualmente isolados
foram suspensos 50 cm acima do chéao por fita adesiva e a imobilidade foi registrada
durante 6 minutos. Os antidepressivos reduzem o tempo de imobilidade neste teste
(Steru et al., 1985).
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4.3.3 Teste do Campo Aberto

Este teste é utilizado para avaliar a atividade locomotora dos animais. O teste
consiste em uma caixa de madeira medindo 40x60x50 cm, com o ch&o dividido em 12
quadrados iguais. O numero de quadrados cruzados em um periodo de 6 minutos foi

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

4.4 Avaliacdo dos mecanismos moleculares e bioquimicos

4.4.1. Western Blot

Os cértices pré-frontais foram homogeneizados mecanicamente em 300 pL do
tampao de homogeneizacgao (Tris 50 mM pH 7,0, EDTA 35 1 mm, NaF 100 mm, PMSF
0,1 mM, NasvVOs4 2 mM, Triton X-100 1%, glicerol 10% e inibidor de proteases
AMRESCO cddigo M222). Os lisados celulares foram centrifugados (10.000 x g por
10 minutos, a 4°C) para eliminar restos celulares. Os sobrenadantes foram diluidos na
proporcao de 1/1 (v/v) em solugéo de Tris 100 mM (pH 6,8), EDTA 4mM e SDS 8%, e
aquecidos a 100°C por 5 minutos. A dosagem de proteinas foi determinada pelo
meétodo de Lowry modificado (Peterson, 1977). Finalmente, tampé&o de diluicdo (40%
glicerol, 100 mM Tris, azul de bromofenol, pH 6,8) na propor¢dao 1:4 (v/v) e B-
mercaptoetanol (concentracao final 8%) (Cordova et al., 2013; Lopes et al., 2012;
Freitas et al., 2014a) foi adicionado nas amostras. As proteinas foram isoladas através
de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) utilizando gel de separacdo com concentracdo de 10% e gel de entrada na
concentragéo de 4%. A eletroforese foi realizada com corrente fixa de 15 mA/placa e
voltagem maxima de 150 V durante aproximadamente 2 horas. Apés a eletroforese,
os géis foram submetidos ao processo de eletrotransferéncia usando um sistema
semi-dry (1,2mA/cm2; 1,5 horas) para que as proteinas fossem transferidas para
membranas de nitrocelulose. Para verificar a eficiéncia do processo de transferéncia,
as membranas foram coradas com Ponceau Stain (Freitas et al., 2014a; Goncalves et
al., 2013; Lopes et al., 2012). As membranas foram bloqueadas com 5% de albumina
sérica bovina em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM pH 7,5) por 1 hora e apés 3 lavagens
de 5 minutos com TBS-T (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%, pH 7,5) as
membranas foram incubadas overnight (4°C) com os anticorpos especificos para as
formas fosforiladas e totais das proteinas de interesse (Akt, p70S6K, PSD95, GSK-3f3
e B-catenina). Para a detecgdo dos complexos imunes, as membranas foram

incubadas por 1 hora com anticorpo secundario anti-lgG de coelho, camundongo ou
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cabra (ligado a peroxidase) e reveladas por quimiluminescéncia, através do sistema
LumiGLo® (Cell Signaling). O nivel de fosforilacdo das proteinas de interesse foi
determinado pela razéo entre a D.O. da banda fosforilada e a D.O. da banda total. O
imunoconteudo das proteinas de interesse foi determinado pela razéo entre a D.O. da
amostra e D.O. de B-actina. As bandas foram quantificadas utilizando o software Scion

Image®.

4.5. Analise Estatistica

Os resultados foram avaliados através de Teste T-Student ou andlise de
variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, conforme o protocolo experimental, seguido
pelo teste post-hoc de Tukey, quando apropriado. As diferencas entre os grupos foram
consideradas significativas para p<0,05.
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5. Resultados

5.1 Curva dose-resposta da agmatina

Os resultados da Figura 2 mostram que o tratamento agudo com agmatina nas
doses de 0,1 e 1 mg/kg (p.0.) promoveu uma reducéo significativa (P<0,01) no tempo
de imobilidade no TSC (painel A), sem, todavia, causar nenhuma alteracéo
significativa na atividade locomotora dos animais quando submetidos ao TCA (painel
B). Esses resultados indicam um efeito positivo da agmatina (0,1 e 1 mg/kg, p.o.)
guando administrada agudamente em camundongos machos, visto que 0s animais
reduziram seu tempo de imobilidade no TSC, o que caracteriza um efeito do tipo
antidepressivo (Steru et al., 1985). Adicionalmente, a dose em que a agmatina nao
produz nenhum efeito tipo-antidepressivo (sub-ativa) no TSC foi determinada (0,01
mg/kg, p.o).
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Figura 2. Curva dose-resposta da agmatina (0,01 — 1 mg/kg, p.0.) no teste da
suspensédo pela cauda (painel A) e no teste do campo aberto (painel B) em
camundongos machos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M (n = 7-8).
**P<0,01 quando comparado aos animais tratados com veiculo (controle). Resultados
avaliados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey HSD. A)
[F(3,26) = 7,50; P < 0,01]; B) [F(3,24) = 0,03; P = 0,99].

5.2 Curva dose-resposta da cetamina

Os resultados da Figura 3 mostram que o tratamento agudo com cetamina nas
doses de 1 e 10 mg/kg (i.p.) promoveu uma reducao significativa (P<0,01) no tempo
de imobilidade no TSC (painel A), sem, todavia, causar nenhuma alteracao
significativa na atividade locomotora dos animais quando submetidos ao TCA (painel
B). De maneira similar aos resultados obtidos com a agmatina, esses resultados
indicam um efeito positivo da cetamina (1 e 10 mg/kg, p.0) quando administrada
agudamente em camundongos machos, visto que 0s o0 tratamento induziu uma
reducdo do tempo de imobilidade no TSC.
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Figura 3. Curva dose-resposta da cetamina (0,1 — 10 mg/kg, p.0.) no teste da
suspenséo pela cauda (painel A) e no teste do campo aberto (painel B) em
camundongos machos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M (n = 7-8).
*P<0,05 e **P<0,01 quando comparado aos animais tratados com veiculo (controle).
Resultados avaliados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey
HSD. A) [F(3,25) = 7,40; P < 0,01]; B) [F(3,27) = 0,08; P = 0,97].

5.3 Efeito da administracdo de doses sub-ativas de agmatina e cetamina em

testes comportamentais ap6s 1 hora de tratamento

Os resultados mostrados na Figura 4 (painel A) mostram que a administracao
combinada com doses sub-efetivas de agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) e cetamina (0,1
mg/kg, i.p.) em camundongos machos foi capaz de produzir um efeito do tipo-
antidepressivo sinérgico no TSC apo6s 1 hora de tratamento sem causar nenhuma
alteracao significativa no TCA (painel B). Os resultados mostram que o efeito sinérgico
€ especifico, uma vez que, nenhuma alteracdo locomotora no TCA foi observada.
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Figura 4. Efeito da administracdo de doses sub-ativas de agmatina AGM (0,01
mg/kg, p.o.) e cetamina, KET (0,1 mg/kg, i.p.) no teste da suspenséao pela cauda
(painel A) e no teste do campo aberto (painel B) ap6s 1 hora de tratamento em
camundongos machos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M (n = 7-10).
**P<0,01 quando comparado aos animais tratados com veiculo (controle). Resultados

avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Tukey HSD. A)
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Agmatina [F(1,31) = 7,33; P < 0,05], Cetamina [F(1,31) = 8,39; P < 0,01] e interac&o
entre Agmatina e Cetamina [F(1,31) = 4,34; P < 0,05]. B) Agmatina [F(1,26) = 0,02; P
= 0,89], Cetamina [F(1,26) = 0,39; P = 0,54] e interacdo entre Agmatina e Cetamina
[F(1,26) = 0,01; P = 0,94].

5.4 Efeito da administracdo de doses sub-ativas de agmatina e cetamina em

testes comportamentais ap6s 24 horas de tratamento

Os resultados exibidos na Figura 5 (painel A) indicam que a administracao
sinérgica com doses sub-ativas de agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) e cetamina (0,1 mg/kg,
i.p.) em camundongos machos produz um efeito tipo-antidepressivo sinérgico no TSC,
e persistente, por 24 horas apos as administracdes. Adicionalmente, nenhuma

alteracdo na ambulag&o dos animais foi observada (painel B).

A Bl Vehicle Bl Vehicle
= AGM0.01 B = AGM 0.01
210 3 KETO0.1 80 3 KET 01
E= AGM 0.01 + KET 0.1 " E3 AGM 0.01 + KET 0.1
z 180 E, —l—
g 150 - - 7 80 1T
5 o
+ 120 =
ek =1
£ o —_ 5 40
3 3
E 60 2 2%
= 30 3
0 0
Cc AGM KET AGM + KET c AGM KET AGM + KET

Figura 5. Efeito da administracdo de doses sub-ativas de agmatina, AGM (0,01
mg/kg, p.o.) e cetamina, KET (0,1 mg/kg, i.p.) no teste da suspenséao pela cauda
(painel A) e no teste do campo aberto (painel B) ap6s 24 horas de tratamento em
camundongos machos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M (n = 7-10).
**P<0,01 quando comparado aos animais tratados com veiculo (controle). Resultados
avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Tukey HSD. A)
Agmatina [F(1,31) = 8,11; P < 0,01], Cetamina [F(1,31) = 2,62; P = 0,12] e interac&o
entre Agmatina e Cetamina [F(1,31) = 4,84; P < 0,05]. B) Agmatina [F(1,27) = 0,04; P
= 0,85], Cetamina [F(1,27) = 0,01; P = 0,97] e interacdo entre Agmatina e Cetamina
[F(21,27) =0,10; P = 0,75].

5.5 Efeito da administracdo de doses sub-ativas de agmatina e cetamina em

testes comportamentais ap6s 7 dias de tratamento

Os resultados exibidos na Figura 6 (painel A) indicam que a administracao
sinérgica com doses sub-ativas de agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) e cetamina (0,1 mg/kg,

i.p.) em camundongos machos produz um efeito tipo-antidepressivo sinérgico no TSC,
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e persistente, por até 7 dias apds as administracées. Adicionalmente, nenhuma

alteracdo na ambulacdo dos animais foi observada (painel B).
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Figura 6. Efeito da administracdo de doses sub-ativas de agmatina, AGM (0,01
mg/kg, p.o) e cetamina, KET (0,1 mg/kg, i.p.) no teste da suspenséo pela cauda
(painel A) e no teste do campo aberto (painel B) apds 7 dias de tratamento em
camundongos machos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M (n = 7-10).
**P<0,01 quando comparado aos animais tratados com veiculo (controle). Resultados
avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Tukey HSD. A)
Agmatina [F(1,32) = 4,90; P < 0,05], Cetamina [F(1,32) = 7,45; P < 0,05] e interag&o
entre Agmatina e Cetamina [F(1,32) = 3,23; P = 0,08]. B) Agmatina [F(1,26) = 0,05; P
= 0,81], Cetamina [F(1,26) = 0,01; P = 0,97] e interacao entre Agmatina e Cetamina
[F(1,26) = 0,02; P = 0,88].

5.6 Efeito da administracdo de doses sub-ativas de agmatina e cetamina em
testes comportamentais apos 14 dias de tratamento

Os resultados exibidos na Figura 7 (painel A) indicam que a administracao
sinérgica com doses sub-ativas de agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) e cetamina (0,1 mg/kg,
i.p.) em camundongos machos néo foi capaz de produzir um efeito tipo-antidepressivo
sinérgico no TSC, apos 14 dias das administragbes. Nenhuma alteracdo na

ambulacdo dos animais foi observada (painel B).
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Figura 7. Efeito da administracdo de doses sub-ativas de agmatina, AGM (0,01
mg/kg, p.o.) e cetamina, KET (0,1 mg/kg, i.p.) no teste da suspenséao pela cauda
(painel A) e no teste do campo aberto (painel B) apds 14 dias de tratamento em
camundongos machos. Os valores estédo expressos como média + E.P.M (n = 7-10).
**P<0,01 quando comparado aos animais tratados com veiculo (controle). Resultados
avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Tukey HSD. A)
Agmatina [F(1,31) = 0,004; P = 0,95], Cetamina [F(1,31) = 0,44; P = 0,51] e interacéo
entre Agmatina e Cetamina [F(1,31) = 0,12; P = 0,73]. B) Agmatina [F(1,27) = 0,02; P
= 0,90], Cetamina [F(1,27) = 0,18; P = 0,68] e interacao entre Agmatina e Cetamina
[F(1,27) = 0,08; P = 0,78].

5.7 Efeito da administracdo sinérgica com concentracfes sub-ativas de
agmatina e cetamina por 1 hora sobre a fosforilacdo de proteinas sinapticas no
cortex pré-frontal

A Figura 8, mostra que o que a administracao sinérgica com doses sub-ativas
de agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) e cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) em camundongos machos
por 1 hora ndo causou nenhum efeito sobre a fosforilacdo da proteina Akt (Ser4’3)
medida através da razao entre as formas (p-Akt) e total (T-Akt) (painel A) no cortex
pré-frontal. Adicionalmente, a administragdo sinérgica aumentou significativamente
(P<0,05) a fosforilacdo da proteina p70S6K (Thr38) medida através da razédo entre as
formas (p-p70S6K) e total (T-p70S6K) (painel B) no cortex pré-frontal. Por dltimo, a
administrac@o sinérgica produziu um aumento significativo no imunocontetdo da
proteina PSD95 (painel C) no cortex pré-frontal. E importante destacar que o
tratamento isolado com concentra¢gdes sub-ativas de agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) ou
de cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) por 1 hora ndo causou nenhum efeito sobre as proteinas

analisadas (dado n&o mostrado).

27



Tainara de Menezes Moura

—
= p-Akt S e |+ p-pT0SEK
E +T-Akt S | < T.570S6K
+=[} actin S ee==| <+ actin

A B
Bl Vehicle E ::: * B Vehicle
E3 Agm +Ket 2 2.004 | E3 Agm + Ket
'f- 1.754
~- 1.50
X 125
—_— 8 1.00-
'z 0.75
2 0.50
Q 0.25
- © 0.00-
Vehicle Agm + Ket Vehicle Agm + Ket

L + PSD95
<3 actin

* B Vehicle

T ek

Vehicle Agm + Ket

Figura 8. Efeito da administracdo sinérgica com concentracdes sub-ativas de
agmatina AGM (0,01 mg/kg, p.o.) e cetamina, KET (0,1 mg/kg, i.p.) por 1 hora
sobre a fosforilacdo de Akt (Ser*”®) (painel A), fosforilacdo de p70S6K (Thr389)
(painel B), eimunocontetdo de PSD95 (painel C) no cortex pré-frontal. Os valores
estdo expressos como média + E.P.M (n = 5-7). *P<0,05 quando comparado ao
tratamento com veiculo (controle). Resultados avaliados por Teste T-Student. A)
[T(11)=1,646; P = 0,13]. B) [T(11)=2,453; P < 0,05]. C) [T(7)=2,563; P < 0,05].

5.8 Efeito da administracdo sinérgica com concentracbes sub-ativas de

agmatina e cetamina por 1 hora sobre a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina

A Figura 9, mostra que a administracdo sinérgica com doses sub-ativas de
agmatina (0,01 mg/kg, p.o) e cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) em camundongos machos por
1 hora ndo causou nenhum efeito sobre a fosforilacdo da proteina GSK-3p (Ser®),
medida através da razdo entre as formas (p-GSK-3p) e total (T-GSK) (painel A), nem
sobre o imunoconteudo de B-catenina (painel B) no cortex pré-frontal. Vale destacar

que o tratamento isolado com concentragfes sub-ativas de agmatina (0,01 mg/kg,

28



Tainara de Menezes Moura

p.o.) ou de cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) por 1 hora também ndo causou nenhum efeito

sobre as proteinas analisadas (dado ndo mostrado).

s B | < pGsk3p L8 esm| < B catenin
e wm | = TGSK W W | < actin

e s | <3 actin

= Vehicle £ 1.8 =3 Vehicle
=1 Agm +Ket 3 1.6 =3 Agm + Ket

Vehicle Agm + Ket Vehicle Agm + Ket

Figura 9. Efeito da administracdo de doses sub-ativas de agmatina, AGM (0,01
mg/kg, p.o) e cetamina, KET (0,1 mg/kg, i.p.) por 1 hora sobre a fosforilagdo de
GSK-3B (Ser?) (painel A), e imunoconteido de B-catenina (painel B) no cortex
pré-frontal. Os valores estdo expressos como média + E.P.M (n = 5-7). Resultados
avaliados por Teste T-Student. A) [T(8)=0,376; P = 0,72]. B) [T(12)=0,894; P = 0,39].

5.9 Efeito da administracdo sinérgica com concentracdes sub-ativas de
agmatina e cetamina por 24 horas sobre a fosforilacdo de proteinas sinapticas

no cortex pré-frontal

A Figura 10, mostra que a administracdo sinérgica com doses sub-ativas de
agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) e cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) em camundongos machos por
24 horas causou um aumento significativo (P < 0,05) na fosforilacdo das proteinas Akt
(Ser*”®) (painel A) e p70S6K (Thr3®9) (painel B) medidas através da razdo entre as
formas (p-Akt) e total (T-Akt) e (p-70S6K) e total (T-70S6K), respectivamente, no
cortex pré-frontal. Adicionalmente, o tratamento sinérgico produziu um aumento
significativo no imunoconteudo da proteina PSD95 (painel C) no cortex pré-frontal.
Vale destacar que a administrag&o isolada com concentragdes sub-ativas de agmatina
(0,01 mg/kg, p.o.) ou de cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) por 24 horas ndo causou nenhum

efeito sobre as proteinas analisadas (dado ndo mostrado).

29



Tainara de Menezes Moura

ok | p-akt e s | p.p70SEK
v o | = T.AKE -a + T-p70S6K
- S | «actin - “—[3 actin
A B
2.0+ w 1.87 .
1.84 * Bl Vehicle B 4.6 B Vehicle
g6 -1 M Agm +Ket '?r;; 1.41 * M Agm + Ket
- 1.4 = 1.24
= 1.2 10,
£ 404 x U
< 1.0 3 0.84
& 0.8 € 0.6
o 0.6 50
O 0.4 o 0.4
0.2 d 0.2
0.0- © 0.0- -
Vehicle Agm + Ket Vehicle Agm + Ket
- e
W | <=} actin
c
3.0
* B Vehicle
c o5l
g 28 - [ Agm + Ket
[}
e 2.04
§ 15
2 1.0
g
o. o.s-i
0.0-

Vehicle Agm + Ket

Figura 10. Efeito da administracdo sinérgica com concentracfes sub-ativas de
agmatina AGM (0,01 mg/kg, p.o.) e cetamina, KET (0,1 mg/kg, i.p.) por 24 horas
sobre a fosforilacdo de Akt (Ser4’3) (painel A), fosforilagcdo de p70S6K (Thr389)
(painel B), eimunocontetdo de PSD95 (painel C) no cortex pré-frontal. Os valores
estdo expressos como média + E.P.M (n = 5-7). *P<0,05 quando comparado ao
tratamento com veiculo (controle). Resultados avaliados por Teste T-Student. A)
[T(11)=2,475; P < 0,05]. B) [T(12)=2,636; P < 0,05]. C) [T(9)=2,754; P < 0,05].

5.10 Efeito da administrac&o de doses sub-ativas de agmatina e cetamina por 24

horas sobre a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina

A Figura 11, mostra que a administracdo sinérgica com doses sub-ativas de
agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) e cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) em camundongos machos por
24 horas néo causou nenhum efeito sobre a fosforilacdo da proteina GSK-3p (Ser?),

medida através da razdo entre as formas (p-GSK-3p) e total (T-GSK) (painel A), nem
sobre o imunocontetdo de -catenina (painel B) no cortex pré-frontal. A administragdo

isolada com concentracdes sub-ativas de agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) ou de cetamina
(0,1 mg/kg, i.p.) por 24 horas também nao causou nenhum efeito sobre as proteinas
analisadas (dado ndo mostrado).
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Figura 11. Efeito da administracdo de doses sub-ativas de agmatina AGM (0,01
mg/kg, p.o.) e cetamina, KET (0,1 mg/kg, i.p.) por 24 horas sobre a fosforilagéo
de GSK-3B (Ser?) (painel A), e imunoconteltdo de B-catenina (painel B) no cortex
pré-frontal. Os valores estdo expressos como média + E.P.M (n = 8). Resultados
avaliados por Teste T-Student. A) [T(14)=0,003; P = 0,99]. B) [T(14)=0,499; P = 0,62].

5.11 Efeito da administracdo sinérgica com concentracdes sub-ativas de
agmatina e cetamina por 7 dias sobre a fosforilacdo proteinas sinapticas no

cortex pré-frontal

A Figura 12, mostra que a administracdo sinérgica com doses sub-ativas de
agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) e cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) em camundongos machos por
7 dias causou um aumento significativo (P < 0,05) no imunocontetdo da proteina
PSD95 (painel C) no cortex pré-frontal. Adicionalmente, a administragéo sinérgica
com doses sub-ativas de agmatina (0,01 mg/kg, p.o) e cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) em
camundongos machos por 7 dias ndo causou nenhum efeito sobre a fosforilacdo das
proteinas Akt (Ser*’®) (painel A) e p70S6K (Thr38) (painel B) medidas através da razéo
entre as formas (p-Akt) e total (T-Akt) e (p-70S6K) e total (T-70S6K), respectivamente,
no cortex pré-frontal. E importante destacar a administracdo isolada com
concentragdes sub-ativas de agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) ou de cetamina (0,1 mg/kg,
I.p.) por 7 dias ndo causou nenhum efeito sobre as proteinas analisadas (dado n&o

mostrado).
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Figura 12. Efeito da administracdo de doses sub-ativas de agmatina AGM (0,01
mg/kg, p.o.) e cetamina, KET (0,1 mg/kg, i.p.) por 7 dias sobre a fosforilacdo de
Akt (Ser4’®) (painel A), fosforilacdo de p70s6K (Thr3®°) (painel B), e
imunoconteiddo de PSD95 (painel C) no cortex pré-frontal. Os valores estdo
expressos como média + E.P.M (n = 7-8). *P<0,05 quando comparado ao tratamento
com veiculo (controle). Resultados avaliados por Teste T-Student. A) [T(14)=0,265; P
=0,79]. B) [T(13)=1,288; P = 0,22]. C) [T(13)=2,420; P < 0,05].

5.12 Efeito da administracdo sinérgica com concentracdes sub-ativas de

agmatina e cetamina por 7 dias sobre a via de sinalizagdo Wnt/pB-catenina

A Figura 13, mostra que a administracdo sinérgica com doses sub-ativas de
agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) e cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) em camundongos machos por
7 dias ndo causou nenhum efeito sobre a fosforilacdo da proteina GSK-3p (Ser?),
medida através da razado entre as formas (p-GSK-3p) e total (T-GSK) (painel A), nem
sobre o imunoconteudo de B-catenina (painel B) no cortex pré-frontal. A administracédo
isolada com concentracdes sub-ativas de agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) ou de cetamina
(0,1 mg/kg, i.p.) por 7 dias também ndo causou nenhum efeito sobre as proteinas

analisadas (dado ndo mostrado).
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Figura 13. Efeito da administracdo sinérgica com concentracdes sub-ativas de
agmatina AGM (0,01 mg/kg, p.o.) e cetamina, KET (0,1 mg/kg, i.p.) por 7 dias
sobre a fosforilacdo de GSK-3B (Ser®) (painel A), e imunocontelddo de B-catenina
(painel B) no cortex pré-frontal. Os valores estdo expressos como média + E.P.M
(n = 7-8). Resultados avaliados por Teste T-Student. A) [T(14)=0,767; P = 0,45]. B)
[T(12)=0,121; P = 0,90].

5.13 Efeito da administracdo sinérgica com concentracdes sub-ativas de
agmatina e cetamina por 14 dias sobre a fosforilacdo proteinas sinapticas no

cortex pré-frontal

A Figura 14, mostra que a administracdo sinérgica com doses sub-ativas de
agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) e cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) em camundongos machos por
14 dias ndo causou nenhum efeito sobre a fosforilagdo de nenhuma das proteinas
analisadas no cortex pré-frontal. Adicionalmente, a administracdo isolada com
concentracfes sub-ativas de agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) ou de cetamina (0,1 mg/kg,
i.p.) por 14 dias também ndo causou nenhum efeito sobre as proteinas analisadas

(dado ndo mostrado).
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Figura 14. Efeito da administracdo sinérgica com concentracfes sub-ativas de
agmatina AGM (0,01 mg/kg, p.o.) e cetamina, KET (0,1 mg/kg, i.p.) por 14 dias
sobre a fosforilacdo de Akt (Ser*’®) (painel A), fosforilagdo de p70s6K (Thr389)
(painel B), eimunocontetdo de PSD95 (painel C) no cortex pré-frontal. Os valores
estdo expressos como média + E.P.M (n = 8). Resultados avaliados por Teste T-
Student. A) [T(14)=0,051; P = 0,96]. B) [T(14)=1,169; P = 0,26]. C) [T(14)=0,442; P =
0,66].

5.14 Efeito da administracdo sinérgica com concentracdes sub-ativas de

agmatina e cetamina por 14 dias sobre a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina

A Figura 15, mostra que a administracdo sinérgica com doses sub-ativas de
agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) e cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) em camundongos machos por
14 dias ndo causou nenhum efeito sobre a fosforilacdo da proteina GSK-3p (Ser®),
medida através da razdo entre as formas (p-GSK-3p) e total (T-GSK) (painel A), nem
sobre o imunoconteudo de B-catenina (painel B) no cortex pré-frontal. A administracédo

isolada com concentracdes sub-ativas de agmatina (0,01 mg/kg, p.o.) ou de cetamina
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(0,1 mgl/kg, i.p.) por 14 dias também nao causou nenhum efeito sobre as proteinas

analisadas (dado ndo mostrado).
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Figura 15. Efeito da administracdo sinérgica com concentracfes sub-ativas de
agmatina AGM (0,01 mg/kg, p.o.) e cetamina, KET (0,1 mg/kg, i.p.) por 14 dias
sobre a fosforilacdo de GSK-3B (Ser?) (painel A), e imunocontetdo de B-catenina
(painel B) no cértex pré-frontal. Os valores estdo expressos como média + E.P.M
(n = 8). Resultados avaliados por Teste T-Student. A) [T(14)=0,242; P = 0,81]. B)
[T(14)=0,434; P = 0,67].
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6. Conclusao e Discussao

Através deste conjunto de resultados, pode-se verificar: a) as doses ativas e
sub-ativas de agmatina e cetamina que produzem efeitos tipo-antidepressivos no teste
da suspensdo pela cauda em machos; b) o efeito tipo-antidepressivo sinérgico e
persistente (por até 7 dias) produzidos pela coadministracdo de agmatina e cetamina
em doses sub-efetivas no teste da suspensdo pela cauda em machos; c¢) o
envolvimento da via sinalizacao intracelular que coordena a producao e manutencgao
de novas sinapses, mMTOR, no efeito tipo-antidepressivo produzido pela agmatina
combinada com a cetamina (ver Figura 15 para detalhes); d) a combinacao de doses
sub-ativas de cetamina e agmatina nédo produziu nenhum efeito sobre a fosforilacédo
de GSK-3B (Ser®) nem sobre o imunocontetido de B-catenina em qualquer um dos
intervalos de tempo estudados. Desta maneira, o efeito tipo-antidepressivo mediado
pela agmatina combinada com a cetamina provavelmente ndo é mediado pela

ativacdo da via de sinalizacdo Wnt/B-catenina/GSK-3.

Agmatina
Cetamina

Membrana plasmatica

Sinaptogénese

| Tradugdo de proteinas plasmaticas
Ex: PSD95

Figura 16: llustragdo esquematica da via de sinalizagdo envolvida no efeito tipo-

antidepressivo sinérgico produzido pela combinacdo de doses sub-ativas de

agmatina e cetamina em camundongos machos. O presente estudo fornece
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evidéncias para propor que o efeito tipo-antidepressivo sinérgico produzido pelo co-
tratamento com agmatina e cetamina € dependente, pelo menos em parte, da ativacéo
de PI3K/AKT, que por sua vez, ativa via fosforilacho o complexo 1 da mTOR
(mTORC1). Uma vez ativado, mTORC1 ativa a cinase p70S6K, e aumenta a traducao
de proteinas sinapticas, como a PSD95. Esse mecanismo € essencial para a producéo
de novas sinapes (sinaptogénese) e efeitos antidepressivos rapidos.

Estes dados corroboram com dados prévios da literatura que mostram que a
cetamina quando administrada na dose de 0,1 mg/kg (i.p.) em machos n&o produz
efeito tipo-antidepressivo (dose sub-ativa) (Ludka et al., 2013). Notavelmente,
verificou-se que a agmatina produziu um efeito inédito, robusto, e persistente mediado
pela ativacao da via da mTORCL1.

Tal efeito esta de acordo com a literatura que diz que compostos capazes de
ativar a via da mTOR podem produzir efeitos antidepressivos rapidos e persistentes
(Duman e Aghajanian, 2012; Duman e Duman, 2015). Os beneficios do tratamento
sinérgico consistem na reducéo das doses da cetamina bem como dos intervalados
das administracGes, e consequentemente, dos efeitos adversos dissociativos que

produz.
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