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RESUMO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) € um disturbio psiquiatrico muito prevalente e
caracterizado por sintomas como anedonia, insénia, fadiga e humor deprimido. A sua
fisiopatologia ainda n&o estad completamente elucidada, mas ha evidéncias de que o
processo inflamatério pode desempenhar um papel importante no TDM, indicado por
niveis elevados de citocinas pro-inflamatoérias em individuos com depressdo. Um
modelo experimental amplamente utilizado para estudar essa relagcdo € a
administracdo de lipopolissacarideo (LPS), que induz resposta inflamatéria e
culmina na ativagdo do inflamassoma NLRP3 e produgdo das citocinas
pro-inflamatoérias como as interleucinas (IL)-18 e IL-18. A agmatina,
2-(4-aminobutil)guanidina, tem  demonstrado efeitos  antidepressivos e
neuroprotetores em modelos animais. Além disso, estudos sugerem um impacto da
agmatina na resposta inflamatéria, reduzindo a producdo de citocinas
pro-inflamatorias, posicionando-a como um potencial agente terapéutico para o TDM.
Neste trabalho foram utilizadas ferramentas de bioinformatica para esclarecer os
mecanismos moleculares envolvidos no efeito antidepressivo da agmatina. Foram
usadas bases de dados como Mouse Genome Informatics, PDB e PubChem para
pesquisa de genes, proteinas e moléculas envolvidas na fisiopatologia do TDM.
Também, o programa SwissTargetPrediction para obtencdo de possiveis alvos da
agmatina, e o Venny v.2.1 para predizer os alvos moleculares compartilhados entre
TDM e a agmatina. A analise de redes foi feita por meio do GeneMANIA, STRING e
Cytoscape. O atracamento molecular foi realizado no DockThor e o resultado
visualizado tridimensionalmente pelo Chimera USFC v.1.12. Como resultado foram
obtidas duas redes de alvos moleculares da agmatina em camundongos envolvendo
o TDM, que ap0s filtradas indicaram a interleucina-6, o receptor de serotonina 2C, o
transportador de serotonina, o receptor de dopamina D2 e a proteina cinase B como
alvos promissores. Foi realizado o atracamento molecular da agmatina com estes
alvos, com os receptores P2X7 e TLR4 e com o dominio NACHT da proteina
NLRP3. Com a proteina codificada pelo gene DRD2, o receptor de dopamina D2, a
agmatina demonstrou resultado promissor, sugerindo o envolvimento deste alvo no
seu efeito antidepressivo.

Palavras chave: agmatina; depressao; DRD2; NLRP3; bioinformatica.



ABSTRACT

Major Depressive Disorder (MDD) is a highly prevalent psychiatric condition
characterized by symptoms such as anhedonia, insomnia, fatigue, and depressed
mood. Its pathophysiology remains not fully elucidated, but evidence suggests that
inflammation may play a significant role, as indicated by elevated levels of
pro-inflammatory cytokines in individuals with depression. An experimental model
widely used to study this relationship is the administration of lipopolysaccharide
(LPS), which induces an inflammatory response, leading to the activation of the
NLRP3 inflammasome and the production of pro-inflammatory cytokines such as
interleukins (IL)-1B and IL-18. Agmatine, 2-(4-aminobutyl)guanidine, has shown
antidepressant and neuroprotective effects in animal models. Moreover, studies
suggest that agmatine influences the inflammatory response by reducing
pro-inflammatory cytokine production, positioning it as a potential therapeutic agent
for MDD. In this study, bioinformatics tools were used to investigate the molecular
mechanisms underlying the antidepressant effects of agmatine. Databases such as
Mouse Genome Informatics, PDB, and PubChem were used to identify genes,
proteins, and molecules involved in MDD pathophysiology. Additionally, the
SwissTargetPrediction tool was used to identify potential targets for agmatine, and
Venny v.2.1 was used to predict molecular targets shared between MDD and
agmatine. Network analyses were performed using GeneMANIA, STRING, and
Cytoscape. Molecular docking was performed using DockThor, and the results were
visualized in 3D using UCSF Chimera v.1.12. The study identified two molecular
target networks of agmatine in mice related to MDD. After filtering, promising targets
included interleukin-6, serotonin receptor 2C, serotonin transporter, dopamine
receptor D2, and protein kinase B. Molecular docking was performed for agmatine
with these targets, as well as with P2X7 and TLR4 receptors and the NACHT domain
of the NLRP3 protein. .Agmatine showed a promising result with the protein encoded
by the DRD2 gene. This suggests that the DRD2 gene may be involved in the
antidepressant action of agmatine.

Keywords: agmatine; depression; DRD2 NLRP3; bioinformatics.
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1. INTRODUGAO

O transtorno depressivo maior (TDM), ou depressdo, € um transtorno
psiquiatrico grave e comum em todo o mundo, com uma prevaléncia de
aproximadamente 15,5% na populagao brasileira, o que coloca o Brasil como o pais
com maior prevaléncia da América Latina, e o segundo com maior prevaléncia das
Américas (Ministério da Saude, 2022; 2024). Esse transtorno é caracterizado por
sintomas como perda de interesse e energia, tristeza intensa, aumento da fadiga,
insdnia, entre outros, além de anedonia ou humor deprimido por ao menos duas
semanas (Organizagdo Mundial da Saude, 2023; National Institute of Mental Health
2024). De acordo com a Organizagdo Mundial Da Saude (OMS), pessoas que
passaram por eventos traumaticos ou estressores como desemprego, luto, desastres
climaticos ou guerras, sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento deste transtorno ou
agravo no quadro clinico, quando ja diagnosticado, prejudicando a qualidade de vida
do individuo (Marx et al., 2023).

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) resulta da interagdo de multiplos
fatores e mecanismos cuja base fisiopatologica ainda nao foi completamente
elucidada. A hipétese mais difundida sugere que em casos de transtornos
depressivos as concentragdes de monoaminas, como serotonina, noradrenalina e
dopamina, encontram-se reduzidas na fenda sinaptica (Otte et al., 2016; Marx et al.,
2023), denominada como “Hipdétese da disfungdo da neurotransmissao
monoaminérgica”’. Apesar dessa compreensao, os farmacos monoaminérgicos de
primeira escolha apresentam duas limitagées importantes: a demora no inicio da
acao terapéutica e uma alta taxa de refratariedade, com cerca de % dos pacientes
nao respondendo ao primeiro tratamento (Otte et al.,, 2016). Esses fatores
representam um grande desafio, especialmente em pacientes com ideagdo suicida
que demandam manejo agil. Fica implicita a necessidade de expandir as
possibilidades de intervengao terapéutica que apresentem agcéo mais rapida e maior
eficacia.

Estudos demonstram que parte dos individuos diagnosticados com depresséo
apresentam niveis circulantes mais elevados de citocinas pré-inflamatérias quando
comparados a individuos controles, que nao apresentam depressao, evidenciando o
papel do processo inflamatorio nesse transtorno (Kaufmann et al., 2017). Um modelo
animal de depressao resultante de processo inflamatério utilizado em pesquisa

basica € a administragéo de lipopolissacarideo (LPS), um importante componente da
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parede celular de bactérias gram negativas que tem a capacidade de estimular
resposta inflamatéria por induzir uma producdo exacerbada de citocinas
pré-inflamatérias (Chai et al., 2016). O LPS atua em receptores do tipo toll 4 (TLR4)
presentes principalmente em células do sistema imune e sensiveis a padroes
moleculares associados a dano (DAMP) e padrbées moleculares associados a
patdgeno (PAMP). Essa interacao inicia uma resposta imune inata (Stierschneider et
al., 2023) e ativa a via de transcricao de proteinas pr6 inflamatdrias via (NfKB)
culminado na montagem do inflamassoma NLRP3 e elevagcdo da producao das
citocinas pro-inflamatorias interleucina (IL)-1beta e IL-18 (Kouba et al., 2024). O
receptor purinérgico do tipo P2X7 (P2X7) é também capaz de ativar a via de
sinalizagcdo mediada pelo Fator Nuclear Kappa B (NF-kB), levando a montagem do
inflamassoma NLRP3 e promovendo a maturacdo e liberacdo de fatores
inflamatérios. Ele esta distribuido nas membranas celulares e € um subtipo P2X
intimamente associado a depresséo (Chai et al., 2022). O acumulo de ATP, liberado
em situagdes de estresse, presente no meio extracelular sinaliza para o receptor
P2X7 iniciar a cascata que causara a montagem do inflamassoma NLRP3, a
maturacdo de pro-IL-1B8 e a pré-IL-18 inativas em sua forma biologicamente ativa e
liberacdo das mesmas para o meio extracelular (Pelegrin et al., 2020). As vias de

sinalizagao ativadas por TLR4 e P2X7 estao ilustradas na Figura 1.
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Figura 1. Via de sinalizagdo mediada por receptores TLR4 e P2X7
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Fonte: Adaptado de Kouba et al., 2024

A agmatina (AGM) é produto da descarboxilagdo da L-arginina, sendo parte
da via de biossintese de poliaminas, via essa associada a sintese de
neurotransmissores importantes, como o glutamato e GABA (Petroff, 2002). A
agmatina apresentou efeito do tipo antidepressivo em modelos animais de
depressdo, em testes comportamentais como tempo de imobilidade no teste de
suspensao pela cauda e no teste de nado forgado (Zomkowski et al., 2002; 2005; Li
et al., 2003; Neis et al., 2015), também demonstrou efeito neuroprotetor envolvendo
mecanismos de protecdo contra a excitotoxicidade pelo bloqueio de receptores
NMDA e inibicdo do aumento descontrolado das concentragdes intracelulares de
célcio (Piletz et al., 2013). Outros estudos indicam que a agmatina pode modular a
resposta inflamatdria, reduzindo a producéao de citocinas pro-inflamatérias como fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-18) e interleucina 6 (IL-6)
(Milosevic et al., 2022).

Apesar de os mecanismos relacionados ao efeito tipo antidepressivo da
agmatina nao estarem completamente esclarecidos, existem ferramentas, além de

testes bioquimicos, que podem auxiliar na elucidagao. A bioinformatica destaca-se
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como uma area essencial para o progresso das pesquisas em biologia molecular
desde os anos 1960 (Hagen, 2000), e, em um contexto contemporaneo, no qual a
inteligéncia artificial desempenha um papel crescente, tendo presenga cada vez
maior no cotidiano e na industria, onde ajuda a reduzir os custos e tempo
exorbitantes envolvidos na descoberta e produgdo de novos farmacos (Chan. et al.,
2019) é natural que essa tecnologia seja aplicada em estudos académicos
relacionados a farmacos e doencas. As ferramentas de bioinformatica tém
contribuido para a descoberta de possiveis biomarcadores e mecanismo de agao de
moléculas promissoras para tratamento de doencas (He et al., 2021; Shen et al.,
2022; Qi et al., 2021). Com auxilio de bases de dados e alvos compartilhados,
analise de redes e atracamento molecular € possivel esclarecer um pouco mais
sobre o efeito do tipo antidepressivo apresentado pela agmatina em estudos com

animais.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
a) Investigar alguns dos mecanismos moleculares envolvidos no efeito
antidepressivo da agmatina em vias de sinalizagdo associadas com

depressdao em modelos animais,por métodos de bioinformatica.

2.2 Objetivos especificos

a) Investigar alvos moleculares envolvidos no efeito antidepressivo da agmatina
por métodos de bioinformatica.

b) Efetuar estudos preditivos de ancoragem molecular computacional indicativos
do envolvimento da agmatina na via de sinalizagdo do inflamassoma NLRP3
na modulagao da depressao

c) Verificar se os tipos de interacbes preditas em silico entre a agmatina e as
proteinas-alvo através de servidores e de programas que identificam

interacdes entre ligante-proteina.
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3. JUSTIFICATIVA

Dados da OMS (2024), estimam que aproximadamente 280 milhdes de
pessoas no planeta  apresentam diagndstico de depressdo. Aléem da alta
prevaléncia, e diversos sintomas que afetam o cotidiano dos pacientes, outro desafio
do TDM esta relacionado com a proposta de intervencido terapéutica e com a
adesao ao tratamento medicamentoso. Por volta de 50 a 60% dos pacientes néo
respondem adequadamente ao primeiro tratamento (Otte et al., 2016), e os
tratamentos de primeira escolha demoram de duas a trés semanas para apresentar
efeito, tempo muito longo ao levar em conta pacientes com ideagao suicida.

Considerando os altos indices de pessoas com depressdo, o impacto que
este transtorno causa no cotidiano dos individuos, a parcela de pacientes refratarios
aos tratamentos existentes e a demora para inicio de acao terapéutica, é de suma
importancia estudar novas opcdes medicamentosas na busca de farmacos mais
eficazes e ageis como resposta para a sociedade.

Neste sentido, a bioinformatica se destaca como uma ferramenta poderosa na
identificacdo de moléculas com potencial terapéutico, bem como na descoberta de
biomarcadores e no esclarecimento de mecanismos de agado para o tratamento de
diversas doengas (He et al., 2021; Shen et al., 2022; Qi et al., 2021). Além disso,
contribui significativamente para reduzir os elevados custos e longos prazos
geralmente associados ao desenvolvimento de novos medicamentos (Chan et al.,
2019). Adicionalmente, a bioinformatica é util para a priorizagao e direcionamento de
estudos futuros, respeitando os principios dos 3Rs (refinar, reduzir e substituir) do
bem-estar animal, promovendo abordagens mais éticas e eficazes no processo de
pesquisa e desenvolvimento de farmacos.

Diversas substancias apresentam efeitos tipo-antidepressivos por meio de
multiplos mecanismos, incluindo a modulagado do processo inflamatério em modelos
de depressao. Entre essas substancias, encontra-se a agmatina, uma amina
catidnica que tem sido objeto de pesquisa pelo grupo de pesquisa do LANED. O
primeiro registro do efeito antidepressivo da agmatina foi publicado pelo grupo em
2002 (Zomkowski et al., 2002), e desde entdo seus mecanismos de agao
antidepressiva e propriedade neuroprotetora tém sido amplamente investigados.
Esses efeitos neuroprotetores envolvem mecanismos como o bloqueio de receptores
NMDA e a inibicdo do aumento descontrolado das concentragdes intracelulares de

calcio (Piletz et al., 2013), prevenindo a excitotoxicidade. Além disso, pesquisas



17

indicam que a agmatina pode modular a resposta inflamatéria, reduzindo a producéo
de citocinas pro-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 1 beta (IL-1B) e interleucina 6 (IL-6) (Milosevic et al., 2022). Esses
efeitos reforgam o perfil polifarmacologico da molécula, que quimicamente apresenta
estrutura semelhante a de outros neurotransmissores e neuromoduladores. Essa
similaridade permite que ela interaja com diversas enzimas e receptores, o que
sugere um potencial significativo para influenciar multiplos processos neurais
(Neurolaunch, 2024).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Predigdo dos alvos bioldgicos da Agmatina

Os alvos da agmatina em Mus musculus foram obtidos através da busca da
estrutura da molécula no PubChem (https.//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) seguida da
insercdo do SMILES da mesma (Simplified Molecular Input Line Entry System) no
programa SwissTargetPrediction (Daina et al., 2019), realizada no dia 16 de agosto
de 2024.

O PubChem é um extenso e altamente integrado banco de dados quimico
publico mantido pelo National Institute of Health (NIH), que reune mais de 1000
fontes de dados, 119 milhdes de compostos, 322 milhdes de substancias e 295
milhdes de bioatividades (Kim et al., 2024). Nele podem ser obtidos SMILES de
moléculas (traduzindo o termo em inglés Sistema Simplificado de Entrada de Linha
para Representagdo Molecular), um sistema que utiliza caracteres especificos para
representar atomos, ligacdes, ramificacbes e ciclos de forma linear, em vez de
tridimensional. Ele traduz a estrutura 3D de uma substéncia quimica em uma
sequéncia de simbolos facilmente interpretavel por programas computacionais. Isso
permite que as estruturas sejam armazenadas, pesquisadas e filtradas de maneira
eficiente em bancos de dados, otimizando analises quimicas e modelagens
moleculares (U.S EPA, 2016).

O SwissTargetPrediction (http://swisstargetprediction.ch/) € uma plataforma
digital (servidor) de acesso livre que foi projetada para identificar os alvos proteicos
mais provaveis de pequenas moléculas. Suas previsdes sdo baseadas no principio
da similaridade estrutural, utilizando uma abordagem de triagem reversa para

correlacionar compostos a potenciais proteinas-alvo (Daina et. al., 2019).

4.2 ldentificacdo dos genes relacionados a depressdo em Mus musculus

No dia 16 de agosto de 2024, os genes de camundongo, correspondentes aos
de humanos, relacionados ao TDM, foram obtidos do Human Mouse Disease
Connection (HMDC) (https://www.informatics.jax.org/humanDisease.shtml) da base
de dados Mouse Genome Informatics (MGI) (https://www.informatics.jax.org/) pela
busca da palavra chave “major depressive disorder’, termo em inglés

correspondente ao TDM.
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O Mouse Genome Informatics (MGI) € composto por um conjunto de recursos
de informacdes cuidadosamente curadas por especialistas, concebido para apoiar
tanto investigagdes experimentais quanto computacionais relacionadas a aspectos
genéticos e gendmicos bioldgicos e das doengas humanas, utilizando o camundongo
como modelo experimental. O MGI se destaca como a principal plataforma
comunitaria integrada, oferecendo informagdes detalhadas sobre caracteristicas do
genoma de camundongos, variagdes genéticas, expressdo génica, fungdes de
genes, fendtipos e modelos de doengas humanas, com dados provenientes de
publicacbes revisadas por pares, submissdes de pesquisadores e importantes
recursos de bioinformatica (Baldarelli, 2024).

O Human-Mouse: Disease Connection (HMDC) é uma ferramenta projetada
para facilitar a identificacdo de modelos experimentais com camundongos,
relacionados a doengas humanas, bem como para auxiliar na descoberta de genes
candidatos e na analise da similaridade fenotipica entre modelos de camundongos e
pacientes humanos. Integrando dados sobre mutacgdes, fendétipos e modelos de
doencgas do banco de dados Mouse Genome Informatics (MGI) com informagdes de
relacbes gene-doenga humanas fornecidas pela Alliance of Genome Resources —
que inclui dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), Rat
Genome Database (RGD), Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) e Human
Phenotype Ontology (HPO) —, o HMDC apresenta os resultados das buscas em
arquivos no formato de grafico e de lista, permitindo uma avaliagdo visual e interativa
das relagbes fenotipicas e genéticas entre espécies (Mouse Genome Informatics,
2024).

4.3 Analise da uni&go dos alvos em Mus musculus
Ambos os arquivos contendo dados referentes a mutacdes, fendtipos,
modelos de doengas, relagbes gene-doenca listados no item 4.2 obtidos nos
programas SwissTargetPrediction e Mouse Genome Informatics, foram inseridas no
programa Venny v.2.1.0 para analise dos alvos compartilhados através do diagrama
de Venn (Oliveros, 2007-2015).
O Venny 2.1 (https://csbg.cnb.csic.es/BioinfoGP/venny.html) é uma ferramenta
digital interativa que permite comparar listas de dados utilizando diagramas de Venn

(Oliveros, 2007-2015). Esses diagramas destacam as intersecées entre os
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conjuntos, revelando elementos compartilhados e exclusivos de cada grupo,

facilitando a analise visual e interpretativa dos dados.

4.4 Construcédo e analise das redes biologicas

Foram construidas redes de interagdo da unido dos genes relacionados a
agmatina em camundongos e genes relacionados ao TDM em camundongos no
programa GeneMANIA (Montojo et al., 2010; Montojo et al., 2014) e no STRING
(Szklarczyk et al., 2019). As redes foram importadas, analisadas e refinadas no
Cytoscape v. 3.9.1 (Shannon et al., 2003).

O GeneMANIA é uma plataforma digital flexivel e facil de usar, criada para
ajudar na geracao de hipoteses sobre fungdes genéticas e na analise e priorizagao
de genes para experimentos funcionais. A ferramenta amplia suas buscas incluindo
genes funcionalmente semelhantes, identificados por meio de dados genémicos e
protedmicos disponiveis. O GeneMANIA fornece informagdes sobre a importancia
preditiva de cada conjunto de dados selecionado, com base em pesos que indicam o
valor de confiabilidade de cada fonte (Warde-Farley et al., 2010).

O STRING (https://string-db.org/) € um banco de dados de interagbes
proteina-proteina, tanto conhecidas quanto previstas, abrangendo associag¢des
diretas (fisicas) e indiretas (funcionais). As interagdes sado derivadas de fontes como
previsbes computacionais, coexpressiao génica, dados gendmicos, literatura
cientifica e bancos de dados primarios. Todas as interagbes passam por uma
avaliacdo que gera pontuagdes de confiabilidade, classificadas de 0 a 1, onde 1
representa alta confianga. Essas pontuagdes indicam a probabilidade de uma
interacao ser verdadeira, com base nas evidéncias disponiveis.

O Cytoscape (https://cytoscape.org/) € um software de cddigo aberto
projetado para integrar redes de interagdo biomolecular com dados de expresséo
génica e outros estados moleculares em uma estrutura unificada. Ele é
especialmente eficiente quando aplicado em conjunto com grandes bancos de dados
de interagcbes proteina-proteina, proteina-DNA e interagdes genéticas. Embora seja
adaptavel a diversos sistemas formados por componentes e interacdes moleculares,
sua maior utilidade esta na analise de redes biolégicas complexas (Shannon et al.,
2003).
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4.5 Atracamento molecular e analise das interacbes

Foram realizados os atracamentos moleculares da agmatina com a proteina
presente nas duas bases de dados (CHRM2); com os alvos biolégicos em comum
entre as duas redes filtradas; com os receptores P2X7 e TLR4 (envolvidos na
montagem do inflamassoma) e com o dominio NACHT da proteina NLRP3.

As estruturas dos alvos biolégicos foram obtidas da base de dados PDB (do
inglés, protein data bank), foram removidas as moléculas de agua e adicionados os
atomos de hidrogénio no programa Chimera v.1.14.

O atracamento molecular foi realizado pelo programa DockThor (Guedes et
al., 2021) e as poses tridimensionais dos ligantes foram visualizadas no Chimera
v.1.14 (Pettersen et al., 2021). Os resultados de mais promissores tiveram interagées
realizadas no programa LigPlot+ v.2.2.5 (Wallace et al., 1995; Laskowski et al.,
2011).

O Protein Data Bank (PDB) € uma uma base de dados de acesso livre global
que fornece dados de estruturas 3D de grandes moléculas biolégicas, como
proteinas, DNA e RNA, essenciais para pesquisas em biologia, saude, energia e
biotecnologia, sendo o primeiro recurso digital de dados de acesso aberto em
biologia e medicina, acessado por meio de um portal de informag¢des na internet
onde estdo disponiveis alguns formatos de arquivos estruturais (Berman et al.,
2007).

O programa DockThor € um software desenvolvido por pesquisadores do
Laboratério Nacional de Computacéo Cientifica (LNCC) no Brasil, especializado na
realizacdo de experimentos de atracamento molecular e triagem virtual. Ele utiliza
um algoritmo genético para busca e selegcdo das poses dos ligantes, sendo ideal
para estudar as interacdes entre proteinas e pequenas moléculas ou peptideos. A
plataforma DockThor-VS (https://dockthor.Incc.br/v2/) € um servidor de atracamento
proteina-ligante gratuito, projetado para apoiar projetos de descoberta de
medicamentos. Ela realiza triagens virtuais precisas por meio de atracamento,
aproveitando computacgéo de alto desempenho. O algoritmo DockThor € baseado em
um meétodo grid, adequado para ligantes flexiveis e receptores rigidos (Guedes et al.,
2024).

O UCSF Chimera, ou simplesmente Chimera, € um programa gratuito para
visualizagdo interativa e analise de estruturas moleculares e dados relacionados,

incluindo mapas de densidade, trajetérias e alinhamentos de sequéncias,
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desenvolvido com o apoio do NIH (National Institutes of Health), da iniciativa Chan
Zuckerberg (Chan Zuckerberg Initiative), e do Escritério de Infraestrutura Cibernética
e Biologia Computacional do Instituto Nacional de Alergia e Doencgas Infecciosas
(Office of Cyber Infrastructure and Computational Biology, National Institute of Allergy
and Infectious Diseases) (RBVI UCSF, 2024). O programa ¢é estruturado em um
nucleo e extensdes, com o nucleo fornecendo 0s servigos essenciais e 0s recursos
basicos para graficos moleculares. As funcionalidades avangadas sao oferecidas por
meio de extensdes. Esse modelo de design garante que o0 mecanismo de extensao
seja suficientemente robusto para suportar as necessidades de pesquisadores
externos que desejam expandir as capacidades do Chimera de novas maneiras
(Pettersen et al., 2021).

O LigPlot+ (https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LigPlus/) € uma
ferramenta grafica projetada para criar automaticamente diagramas 2D de interagdes
entre ligantes e proteinas, utilizando coordenadas 3D. A interface, baseada em Java,
permite a facil edicdo dos graficos na tela por meio de arrastar e soltar. Esses
diagramas ilustram as interagdes, como ligagbes de hidrogénio e contatos
hidrofobicos, entre o ligante e as partes principais ou laterais da proteina (Laskowski
etal., 2011).

As ferramentas utilizadas e a ordem de execugao das etapas do trabalho
estdo resumidas na Figura 2 em forma de fluxograma para melhor entendimento do

processo.



Figura 2. Fluxograma de trabalho
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Bancos de dados e alvos compartilhados

No programa SwissTargetPrediction foram preditos 37 alvos da agmatina em
Mus musculus. Conforme pode ser verificado na Figura 3, a maioria desses
potenciais alvos moleculares sdo proteinas pertencentes a familia de receptores
acoplados a proteina G (29.7%), seguido por enzimas (24,3%) e quinases (16,2%).

Porém ha muitos outros alvos potenciais menos explorados.

Figura 3. Grafico de proporcionalidade dos tipos de alvos moleculares da agmatina em camundongos

preditos na base de dados SwissTargetPrediction
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Fonte: elaborada pela autora

Com o objetivo de dar continuidade ao trabalho experimental sobre o efeito
tipo antidepressivo da agmatina em modelos animais de depresséo, realizado em
estudos anteriores pelo grupo de pesquisa, foram verificados no banco de dados
Mouse Genome Informatics os genes em camundongos que poderiam estar
associados ao transtorno depressivo maior em humanos. Ao todo foram
encontrados 23 genes de camundongo correspondentes aos genes humanos

relacionados a TDM, que podem ser visualizados na Figura 4.
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Figura 4. Genes de camundongos correspondentes a genes humanos relacionados a TDM obtidos da
base de dados MGI

) N 4
Human Gene Mouse Gene ST TLITE L& IF &

A coloragao laranja indica gene relacionado a humanos, enquanto a coloragdo azul indica gene
relacionado a camundongo. Coloragdo mais escura indica maior numero de anotagdes. A coluna
destacada contém pelo menos um fenétipo ou resultado de doenga que corresponde ao termo
pesquisado

Fonte: elaborada pela autora

Foi realizado o cruzamento dos alvos moleculares da agmatina em
camundongos, preditos pelo SwissTargetPrediction, com os genes obtidos no MGI
relacionados ao TDM. Como resultado, um unico gene foi encontrado na intersecg¢ao
entre os dois conjuntos de dados: o receptor muscarinico de acetilcolina M.
(CHRM2), como pode ser observado na Figura 5. O gene CHRM2 esta envolvido na
excitabilidade neuronal, na plasticidade sinaptica e na regulagdo de feedback da
liberacdo de acetilcolina, e tem sido implicado no processamento cognitivo superior
(Gosso et al., 2007). Estudos post-mortem e de neuroimagem relatam que os
individuos com disturbios de humor, como o TDM, apresentam niveis mais baixos do
CHRM2 no cortex cingulado anterior- parte do cortex pré-frontal medial (Cannon et
al., 2006; Gibbons et al., 2009; Gibbons et al., 2016).



26

Figura 5. Diagrama de Venn resultante do cruzamento de alvos moleculares da AGM em
camundongos obtidos no SwissTargetPrediction e genes de camundongos correspondentes aos
genes de humanos relacionados ao TDM obtidos no Mouse Genome Informatics.

Alvos moleculares da Alvos moleculares (genes) de
agmatina em camundongos camundongos correspondentes
no Swisstargetprediction aos genes humanos com TDM

obtidos no MGI

36
(61%)

Fonte: elaborada pela autora

5.2 Anélise de redes

A partir da uniao dos alvos moleculares obtidos nos bancos de dados MGI e
SwissTargetPrediction, que resultou em um total de 59 alvos moleculares, foram
montadas duas redes: uma rede de interagbes génicas no GeneMANIA e uma rede
de interagdes proteina-proteina no STRING. A rede construida no GeneMANIA, que
pode ser visualizada na Figura 6, apresentou 76 nos e 1269 arestas. A natureza das
interagcbes gene-gene nessa rede foram preferencialmente do tipo co-expresséo
(45,4%), dominios proteicos compartilhados (19,63% ), relagdes preditas (16,70%),
outros tipos de interagbes (13,62%), co-localizacédo (3,57%) e interacdes fisicas
(1,04%). O gene com maior pontuagao de grau (numero de interagdes entre outros
genes da rede) foi o gene que codifica o receptor de dopamina D, (DRD2) com a
pontuacgao igual a 86. Este receptor € endogenamente estimulado pela dopamina, o
que leva a uma estimulagdo da proteina G inibitéria (Gi) e inibicdo da adenilato
ciclase (Yin et al., 2020). Os genes com menor pontuagao de grau foram o gene
codificador de proteina “receptor colinérgico muscarinico 5" (CHRMS) e o coativador
de transcricdo 3 regulado por CREB (CRTC3), ambos com valor igual a 3. Em
relagdo aos valores de closeness -que seria 0 caminho mais curto entre um no e
todos os outros nds da redes (Verli, 2014)- DRD2 foi o que obteve maior pontuagao
(0,6696), enquanto o CRTC3 obteve o menor valor (0,3605). O gene com maior

pontuagdo de betweenness -numero de caminhos mais curtos que passam por um
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unico né (Verli, 2014)- foi IL-6 (0,0458) e com menor valor, igual a zero, foram 4
genes: proteina tipo diamina oxidase 2 (DOXL2), proteina comprometida na
esquizofrenia 1 (DISC1), polipeptideos 11 da subfamilia D da familia 2 do citocromo
P450 (CYP2D11) e CHRMS.

Figura 6. Rede completa de interagdo génica da unido de alvos moleculares da agmatina em

camundongos e dos relacionados ao TDM

O tamanho do né, representado pelos circulos, esta diretamente relacionado a pontuagéo de grau,
enquanto a coloragéo das arestas - linhas- esta relacionada ao tipo de interagéo entre os genes.
Interacoes fisicas sdo representadas em verde, coexpressdo em amarelo, dominios proteicos
compartilhados em rosa, colocalizagdes em azul, predi¢cdes em cinza, interacdes genéticas em roxo e
vias metabdlicas em preto.

Fonte: elaborada pela autora
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Optou-se por filtrar a rede com os seguintes parametros de centralidade: grau
maior que 50, betweenness maior que 0,017 e closeness maior que 0,477. Como

resultado, foi obtida a rede filtrada mostrada na Figura 7.

Figura 7. Rede filtrada de interagao gene-gene da unido de alvos moleculares da agmatina em

camundongos e dos relacionados ao TDM.

O tamanho do né, representado pelos circulos, esta diretamente relacionado a pontuagao de grau,
enquanto a coloragéo das arestas - linhas- esta relacionada ao tipo de interagéo entre os genes.
Interagdes fisicas sado representadas em verde, coexpressao em amarelo, dominios proteicos
compartilhados em rosa, colocalizagdes em azul, predi¢des em cinza, interagdes genéticas em roxo e

vias metabdlicas em preto.

Fonte: elaborada pela autora

A rede construida no STRING, que pode ser visualizada na Figura 8,
apresentou 59 nés e 163 arestas. O tamanho dos nés esta diretamente relacionado
a pontuacao de grau. A IL-6 apresentou maior valor de grau (21) e betweenness
(0,2818). Em relacdo aos maiores valores de closeness, 6 proteinas apresentaram
valores iguais a 1: anidrase carbonica 13 (CAR13), anidrase carbbénica 7 (CAR7),
subunidade delta do receptor do acido gama-aminobutirico tipo A (GABRD), proteina
associada a huntingtina 1 (HAP1), polipeptideos 9 da subfamilia D da familia 2 do
citocromo P450 (CYP2D9) e polipeptideos 10 da subfamilia D da familia 2 do
citocromo P450 (CYP2D10). As interagdes proteina-proteina foram pontuadas pelo

score do STRING, sendo a maior intensidade da coloragao roxa, a maior espessura



29

e a menor transparéncia das arestas diretamente relacionadas a maior confiabilidade
dessas interagdes. As interagbes mais relevantes (com score acima de 0,99) foram:
1) DRD2-Transportador de dopamina dependente de sddio; 2) Transportador de
dopamina (SLC6A3); 3) Proteina de ligagédo FK-506 (FKBP5) que atua como uma

proteina reguladora do receptor (glicocorticoide; 4) Receptor 2C de
5-hidroxitriptamina (serotonina) (HTR2C).

Figura 8. Rede completa de interagcéo proteina-proteina da unido de alvos moleculares da agmatina

em camundongos e dos relacionados ao TDM
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O tamanho do né, representado pelos circulos, esta diretamente relacionado a pontuagéo de grau,
enquanto as arestas indicam a pontuacao do score de STRING. A maior intensidade da coloragéo
roxa, a maior espessura e a menor transparéncia das arestas estdo diretamente relacionadas a maior
confiabilidade dessas interagoes.

Fonte: elaborada pela autora
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A rede foi filtrada com os seguintes parametros de centralidade: grau maior
que 7, betweenness maior que 0,015 e closeness maior que 0,418. Como resultado,

foi obtida a rede mostrada na Figura 9.

Figura 9. Rede filtrada de interagao proteina-proteina da unido de alvos moleculares da agmatina em

camundongos e dos relacionados ao TDM

Htr1a

Fonte: elaborada pela autora

Para priorizacdo dos alvos moleculares, foi realizado o cruzamento dos nds
das redes filtradas do STRING e GeneMANIA e obtidos cinco nds presentes em
ambas: interleucina-6 (IL-6), receptor de serotonina 2C (HTR2C), transportador de
serotonina (SLC6A4), receptor de dopamina D2 (DRD2) e proteina cinase B (AKT1).

A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina pro-inflamatoria, frequentemente elevada
em pacientes com TDM, estando associada a neuroinflamagao que contribui para os
sintomas depressivos (Roohi et al., 2021). Recentemente foi reportado que o efeito
protetor da agmatina em um modelo de doenga de Huntington foi acompanhado por
um efeito antidepressivo e uma reduc¢ao dos niveis desta citocina pré-inflamatéria em
ratos (Katariya et al., 2024). O gene SLC6A4, que codifica o transportador de

serotonina (5-HTT), apresenta variagdes de expressao, especialmente por metilagao,
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0 que pode aumentar a vulnerabilidade ao TDM (Sanwald et al., 2021). O receptor
HTR2C regula fungbes como apetite e humor, e polimorfismos nesse gene tém sido
associados a resposta ao estresse e disfungbes no eixo HPA, podendo estar
relacionados ao desenvolvimento da depressao (Brummett et al., 2014). Ha poucas
evidéncias da participacao deste receptor no efeito antidepressivo da agmatina. Um
estudo de Zomkowski e colaboradores (2004) reportou que o efeito tipo
antidepressivo da agmatina no teste de nado forgado em camundongos foi revertido
pelo antagonista de receptores 5HT2A/2C, cetanserina. O gene DRD2 que codifica o
receptor de dopamina D2 afeta o sistema de recompensa e motivacdo, sendo sua
disfungado associada a sintomas do TDM (Belujon et al., 2017). Vale destacar que ha
evidéncias que a agmatina além de modular o sistema serotoninérgico também
module o sistema dopaminérgico. A administracao de agmatina por 21 dias foi capaz
de elevar os niveis de serotonina e dopamina no hipocampo de camundongos
(Freitas et al., 2016).

A AKT1 participa da sinalizagdo celular e da plasticidade neuronal, e
alteragbes nesta via estdo ligadas a respostas inadequadas ao estresse e ao
desenvolvimento de sintomas depressivos (Guo et al., 2024). Uma evidéncia de que
o efeito antidepressivo da agmatina pode envolver uma ativagéo de Akt foi fornecida
pelo estudo de Freitas e colaboradores (2020) que mostrou que a agmatina
potencializa o efeito antidepressivo da cetamina, sendo este efeito associado com
ativacdo da via de sinalizacdo mediada por AKT no cortex pré-frontal em
camundongos.

Portanto, as proteinas acima mencionadas podem ser possiveis alvos para a
agmatina no TDM, porém €& necessario confirmar essa hipotese através de analises

adicionais como atracamento e dindmica molecular.

5.3 Atracamento molecular

Foi realizado o atracamento molecular da agmatina com a proteina codificada
pelo gene CHRM2 - unico gene compartilhado por ambas listas de dados "alvos da
agmatina em camundongos" e "genes de camundongos correspondentes a genes
humanos relacionados ao TDM"-, com os cinco nds presentes nas redes filtradas
proteina-gene e proteina-proteina (IL-6, HTR2C, SLC6A4, DRD2 e AKT1), e
adicionalmente com P2X7R, TLR4 e com o dominio NACHT da proteina NLRP3 -a

fim de dar continuidade a hipdtese inicial de que a via do inflamassoma NLRP3
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estaria envolvida no TDM e no efeito tipo antidepressivo da agmatina.

Como primeiro resultado, a agmatina apresentou energia de ligagao igual a
-6,944 kcal/mol com o receptor muscarinico de acetilcolina M:, e duas ligagcbes de
hidrogénio com os residuos do aminoacido aspartato (Asp) 103A e serina (Ser)
433A, de 2,067 A e 1,633 A, respectivamente. A energia de ligacédo do receptor com
seu controle positivo QNB foi de -10,933 kcal/mol. O modelo tridimensional deste
atracamento pode ser visualizado na Figura 10. Esses resultados sugerem que
existe a possibilidade de ocorrer uma interacdo da agmatina com o receptor M: neste
sitio. Porém, devido o valor da AGM, -6,944 kcal/mol, ser menor que o obtido com o
controle QNB, -10,933 kcal/mol, seria necessario realizar mais estudos para

confirmar essa possibilidade.

Figura 10. Atracamento molecular da agmatina com receptor muscarinico M

A esquerda em azul ciano AGM, a direita em vermelho controle positivo QNB.

Fonte: elaborada pela autora

Na interacdo com o complexo il-6/il-6R/gp130, a energia de ligacdo da
agmatina foi de -5,925 kcal/mol, com trés ligagdes de hidrogénio nos residuos Ser
107B, glutamato (Glu) 110B e Glu 116A, de 1,511 A, 1,930 A e 1,475 A,

respectivamente. O modelo tridimensional encontra-se na Figura 11.
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Figura 11. Atracamento molecular da agmatina com complexo il-6/il-6R/gp130

Em azul ciano, esta representada a molécula da agmatina. Fonte: elaborada pela autora

Para o HTR2C, a energia de ligacao foi de -6,295 kcal/mol, com quatro
ligagdes de hidrogénio: alanina (Ala) 222 (1,951 A), treonina (Thr) 139 (2,135A), Ser
138 (2,139 A) e Asp 134 (1,618 A). A energia de ligacéo do controle positivo E2J foi
de -11,794 kcal/mol (modelo na Figura 12).

Figura 12. Atracamento molecular da agmatina com HTR2C

A esquerda em azul ciano AGM, a direita em laranja controle positivo E2J.

Fonte: elaborada pela autora

A energia de ligacdo entre a agmatina e o transportador de serotonina
codificado pelo gene SLC6A4 foi de -6,562 kcal/mol, com cinco interagbes do tipo
ligacdo de hidrogénio: duas com Asp 98 (1,605 A e 2,318 A) e outras com
fenilalanina (Phe) 335, Ser 336 e Tyr 95A (2,073 A, 1,925 A e 1,774 A,
respectivamente). O controle positivo 8PR apresentou -10,569 kcal/mol de energia

de ligacao (Figura 12).
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Figura 13. Atracamento molecular da agmatina com o transportador de serotonina

A esquerda em azul ciano AGM, a direita em verde controle positivo 8PR.

Fonte: elaborada pela autora

Com o receptor D2 de dopamina, a agmatina apresenta energia de ligagéao de
-6,728 kcal/mol, com interagdes do tipo ligagao de hidrogénio em Asp 114 (1,653 A),
Cys 118 (2,005 A) e Ser 197 (2,231 A), enquanto o controle positivo 8NU teve
energia de -6,568 kcal/mol (Figura 14).

O receptor de dopamina D2 (RD2), amplamente estudado devido a sua
relevancia no sistema dopaminérgico cerebral, desempenha um papel crucial na
regulacdo de emocgdes, motivagdo, recompensas e comportamentos de reforco,
especialmente por meio da via mesocorticolimbica, também conhecida como 'via da
recompensa' (He et al.,, 2019). Além de estar associado a diversos transtornos
neuropsiquiatricos, como o TDM, polimorfismos no gene DRD2 tém sido sugeridos
como potenciais fatores predisponentes para o desenvolvimento do TDM (He et al.,
2019).

A literatura sugere a modulagao dopaminérgica promovida pela administragao
de agmatina (AGM) (Freitas et al., 2016; Azar et al., 2022), no entanto, os
mecanismos subjacentes a esse efeito ainda necessitam de maior elucidagédo. Os
resultados obtidos por meio do estudo de atracamento molecular podem fornecer
uma explicacdo plausivel para a modulagdo dopaminérgica observada, apontando
para possiveis interagdes especificas entre a agmatina e o receptor D2.

Devido ao resultado promissor do atracamento molecular, foi feita a analise da
interacdo do receptor D2 com a AGM e com o 8NU no programa Ligplot (Figura 15).
O programa identificou que o controle apresenta interagbes do tipo ligacdo de
hidrogénio com Asp114, Ser197 e Thr119, além de interagdes hidrofébicas com
Cys118 e Phe198. A AGM pode interagir com estes mesmos residuos de

aminoacido, estabelecendo ligagdo de H com a Asp114, interagbes hidrofébicas com
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Ser197, Thr119, Cys118, Phe198, além de Phe382, Ala122, Trp368 e Phe390.
Porém, enquanto o atracamento molecular predisse que o controle positivo interage
com 5 residuos de aminoacidos do receptor DRD2, a AGM interage com 9 residuos,
fato que poderia justificar sua energia de ligagdo mais negativa e mais favoravel para

a manutencao do complexo proteina-ligante.

Figura 14. Atracamento molecular da agmatina com DRD2

A esquerda em azul ciano AGM, a direita em azul controle positivo 8NU.

Fonte: elaborada pela autora

Figura 15. Analise de interagdo da agmatina com o receptor DRD2 pelo Ligplot

Phel98(A)
‘e . 20D2

.y 2.55 }
E PR { \ Aspl14(A
‘: %’f s Phe390(A) kw A)
Aspll4(A)H et CysllS(;;% p e ¢
N %;susm)

Ser197(LAL)Q% b '/7 L“ ‘?
£ Phel98(A)
ﬁyﬂ 386(A)
\UL(% Phe382(A)
Thr119(A)
S q‘ ”<:hr119(A)

Alal22(A)

Receptor D2 Receptor D2

Fonte: elaborada pela autora

Em relagdo ao atracamento molecular da agmatina com a proteina cinase B
(AKT1), a energia de ligacao foi de -6,028 kcal/mol, com duas ligagdes de hidrogénio
no Glu 17 (1,586 A e 2,043 A). O controle positivo 4P apresentou -7,405 kcal/mol de
energia de ligagdo (Figura 16). Um estudo de 2017 de Kim e colaboradores

demonstrou que a agmatina reduziu os niveis de expressao de Akt-1 de forma
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dependente da dose, sugerindo a possibilidade de interagdo da AGM com a via
PI3K/AKT-1.

Figura 16. Atracamento molecular da agmatina com AKT1.

A esquerda em azul ciano AGM, a direita em rosa controle positivo 4IP.

Fonte: elaborada pela autora

Os resultados obtidos com o atracamento molecular da agmatina com os
alvos moleculares obtidos na intersecido das duas redes filtradas demonstraram que,
apesar de ser possivel que ocorra interagdo da AGM com as proteinas codificadas
por IL-6, HTR2C, SLC6A4 e AKT1, ainda s&o necessarios testes complementares
por exemplo ensaios in vitro por dicroismo circular, onde se avaliam as curvas da
proteina purificada interagindo com o ligante para afirmar que essas interagdes
ocorrem in vivo, uma vez que os valores de energia de ligagdo da agmatina com os
alvos foram inferiores aos valores obtidos com os controles positivos. Os resultados
desses ensaios justificam a continuidade dos estudos com modelos animais.
Contudo, entre os genes das redes filtradas o resultado de atracamento molecular
mais promissor foi 0 com a proteina DRD2, unico cuja ligagcdo com a agmatina teve
energia superior a apresentada pelo seu controle positivo.

A agmatina teve energia de ligagdo com o TLR4 de -6,218 kcal/mol, e trés
ligagbes de hidrogénio, todas com a Asp 294, com energias de 1,544A, 1,528A e
1,949A. O controle positivo LPS apresentou energia de ligagédo de -10,552 kcal/mol
(Figura 17). O TLR4 é um componente da familia dos receptores tipo toll (TLR), que
estudos pré-clinicos e clinicos demonstraram estar associados ao TDM
(Figueroa-Hall et al., 2020). Ademais, resultados experimentais em estudo de 2021

de Li e colaboradores demonstrou que a agmatina levou a inibigado da expressao de
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TLR4 e sugere seu envolvimento na inibicdo da via TLR4/MyD88/NF-kB do

inflamassoma NLRP3.

Figura 17. Atracamento molecular da agmatina com o TLR4

A esquerda em azul ciano AGM, a direita em verde controle positivo LPS.

Fonte: elaborada pela autora

O receptor P2X7 (P2X7R) € um canal de céations nao seletivo regulado por
adenosina 5'-trifosfato (ATP), amplamente expresso na membrana de células do
sistema imunologico. Sob condicbes de estresse, dor cronica e doencgas fisicas
comorbidas, a ativacdo do P2X7R pelo ATP em células gliais induz uma resposta
neuroinflamatéria, e essa estd associada ao desenvolvimento de disturbios
emocionais, como ansiedade e depressao. Estudos indicam que o P2X7R tem um
papel critico na patogénese desses transtornos, sugerindo sua participagdo na
comorbidade entre ansiedade e depressao, por meio de mecanismos inflamatorios e
disfungdo neuronal (Liu et al., 2024). A ativagao do P2X7R, e subsequentemente do
inflamassoma NLRP3, pode mediar comportamentos do tipo depressivo (Yue et al.,
2017). No sitio ATP do receptor a energia de ligacdo da agmatina foi de -6,024
kcal/mol, e foram identificadas 6 ligagdes de hidrogénio, duas com Ser124 (1,854A e
2,624A), duas com GIn143 (2,414A e 1,824A), uma com Pro142 (1,780A) e uma com
Asp141A (1,585A). No sitio do Q3G a energia de ligagéo foi de -5,936 kcal/mol com
a agmatina. O atracamento molecular prediz que ocorram 3 ligagdes de hidrogénio
da agmatina neste sitio da proteina: duas com o residuo de Ser342 (1,735A e
2,321A) e uma com Gly338 (1,961A). Os controles ATP e Q3G tiveram energia
-7,467 kcal/mol e -8,024 kcal/mol, respectivamente, e os modelos tridimensionais

podem ser visualizados na Figura 18.
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Figura 18. Atracamento molecular da agmatina com P2X7

a) Em azul ciano AGM no sitio do ATP; b) Em amarelo controle ATP.
¢) Em azul ciano AGM no sitio do QRG; d) Em verde o controle QRG
Fonte: elaborada pela autora

Para predizer se o efeito da agmatina pode estar relacionado a uma interagao
direta com o NLRP3 foi realizado o atracamento molecular no sitio NACHT do
mesmo. O inflamassoma NLRP3 é um complexo constituido por trés componentes:
um sensor (proteina NLRP3), um adaptador (ASC, também conhecido por PYCARD)
e um efetor (Caspase-1). A proteina NLRP3 contém trés sitios: um dominio de pirina
(PYD), um dominio de repeticao rica em leucina (LRR) e um dominio central NACHT
que é crucial para a auto-associagcao e funcdo do NLRP3 (Dekker et al., 2021;
Brinkschulte et al., 2022; Duncan et al., 2007). A AGM teve -6,472 kcal/mol de
energia de ligacdo com o dominio NACHT e apresentou interagbes de hidrogénio
com tirosina (Tyr) 258 (2,615A), fenilalanina (Phe) 520 (2,686A) e duas com
isoleucina (lle) 521 (2,154A e 2,149A). O controle positivo ADP teve energia de
ligacao de -7,549 kcal/mol, conforme ilustrado na Figura 19.
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Figura 19. Atracamento molecular da agmatina no dominio NACHT da proteina NLRP3

A esquerda em azul ciano AGM, a direita em azul escuro controle Q3G

Fonte: elaborada pela autora

Existe a possibilidade da agmatina interagir com o TLR4, P2X7 e com o
dominio NACHT da proteina NLRP3, porém uma vez que os valores preditos de
energia de ligagao da agmatina em kcal/mol, respectivamente -6,218, -6,024, -5,936
e -6,472, foram inferiores aos valores dos controles -10,552 para LPS, -7,467 para
ATP, -8,024 para Q3G e - 7,549 para ADP, €& necessario realizar experimentos
futuros para confirmacao.

Todos os resultados acima mencionados estdo resumidos na Tabela 1, em

ordem crescente em relagao ao valor de energia de ligacdo da AGM em kcal/mol.

Tabela 1. Predicdo da afinidade de ligagédo por atracamento molecular em diferentes sitios.

Valor de
. Valor de
energia de energia de
Gene ID PDB I!:) L|g~ante (sitio de | ligagao ligagdo
ligagao) controle -
‘o agmatina
positivo
CHRM2 3UON QNB -10,933 -6,944
DRD2 6CM4 8NU -6,568 -6,728
SLC6A4 516X 8PR -10,569 -6,562
NLRP3 (dominio -6,472
NACHT) 8ETR ADP -7,549
HTR2C 6BQH E2J -11,794 -6,295
TLR4 3FXI LPS -10,552 -6,218
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Valor de

. Valor de
energia de energia de
Gene ID PDB IP quante (sitio de | ligagao ligagdo
ligagao) controle -
‘e agmatina
positivo
CHRM2 3UON QNB -10,933 -6,944
DRD2 6CM4 8NU -6,568 -6,728
SLC6A4 516X 8PR -10,569 -6,562
AKT1 1UNQ 41P -7,405 -6,028
P2X7 6U9W ATP (A) -7,467 -6,024
P2X7 6U9W Q3G (C) -8,024 -5,936
IL-6 1POM - — -5,925

Fonte: elaborada pela autora
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6. CONCLUSAO

Este estudo utilizou ferramentas de bioinformatica como bancos de dados,
redes de interagdo, atracamento molecular e analise de interagdes para investigar
alvos moleculares envolvidos no efeito antidepressivo da agmatina. Das listas de
alvos “genes de camundongos correspondentes a genes humanos relacionados a
TDM” e “alvos da agmatina em Mus musculus”, respectivamente oriundas das bases
de dados MGI e SwissTargetPrediction, houve apenas um gene em comum, O
CHRM2. As redes de interagdes génicas e protéicas, obtidas da unido das listas de
alvos, apos passarem por filtragem, apontaram 5 alvos promissores para analises
dos mecanismos de agdo da agmatina. O atracamento molecular e analise de
interacao, realizados com os alvos apontados e com alvos relacionados a via do
inflamassoma NLRP3, apontaram a proteina DRD2 como promissora, sendo esta a
unica que apresentou energia de ligacdo com a agmatina mais negativa do que com
seu ligante controle, sugerindo a possibilidade de seu envolvimento no mecanismo
de acao da agmatina. Sao necessarios estudos mais aprofundados de bioinformatica
e também experimentais para a validagao do receptor de dopamina D2 como alvo
potencial da agmatina responsavel pelos efeitos antidepressivos. Apesar de existir a
possibilidade de interagdo da agmatina com as demais proteinas, € necessario
realizar estudos complementares confirmatérios, uma vez que o atracamento
molecular nao foi promissor.

Embora existam estudos que indiqguem modulagdo dopaminérgica causada
pela agmatina, ndo foi encontrado relato prévio de interagcdo direta desta com o
receptor dopaminérgico D2, o que constitui uma descoberta inédita que contribui

para um melhor entendimento do mecanismo de acao da agmatina.
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