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RESUMO

A agmatina é uma substancia enddgena que possui caracteristicas
neuromoduladoras.  Estudos  recentes tém indicado efeitos
neuroprotetores para esta poliamina em modelos experimentais de
isquemia, estresse e de doencas neurodegenerativas. O presente estudo
teve como objetivo investigar o potencial protetor do tratamento
sisttmico com agmatina (30 mg/kg, i.p.) durante 5 dias consecutivos
sobre as alteragBes comportamentais e neuroquimicas induzidas pela
administracéo intranasal (i.n.) de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP, 1 mg/narina) em camundongos C57BL/6
envelhecidos (15 meses de idade), um modelo experimental da doenca
de Parkinson desenvolvido em nosso laboratério. O tratamento com
agmatina foi capaz de aumentar em 40% a taxa de sobrevida dos
animais infudidos com MPTP. Nos testes comportamentais realizados
durante um periodo de 21 dias ap6s a administracdo i.n. do MPTP, o
tratamento com agmatina preveniu o desenvolvimento de prejuizos
cognitivos e motores avaliados, respectivamente, nos testes de
reconhecimento social e campo aberto, além de reduzir os prejuizos no
Escore Neurologico de Severidade (ENS) que avalia o estado
neurolégico geral dos animais. De maneira importante, os resultados do
presente estudo demonstram que a agmatina ndo inibe a atividade da
enzima monoamino oxidase B (MAO-B) e, portanto, ndo interfere
diretamente na etapa limitante da metabolizagdo do MPTP a MPP”
(metabdlito ativo do MPTP). No entanto, a agmatina ndo foi capaz de
previnir a diminuigdo da captacdo hipocampal de glutamato induzida
pelo tratamento i.n. com MPTP. Em conjunto, esses resultados sugerem
gue o tratamento repetido com agmatina é capaz de prevenir, a0 menos
em parte, os efeitos comportamentais e neuroquimicos induzidos pela
administracdo i.n. de MPTP em camundongos envelhecidos.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, Agmatina, MPTP intranasal,
Camundongos C57BL/6.






ABSTRACT

Agmatine is an endogenous substance that has been characterized as a
neuromodulator. Recent studies have shown neuroprotective effects for
such polyamine in experimental models of ischemia, stress and
neurodegenerative diseases. The aim of this study was to investigate the
potential neuroprotective effects of the systemic treatment with
agmatine (30 mg/kg, i.p.) during 5 consecutive days on the behavioral
and neurochemical changes induced by the intranasal (i.n.) infusion of
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP, 1 mg/nostril) in
C57BL/6 aged mice (15 months old), an experimental model of
Parkinson’s disease developed in our laboratory. The treatment with
agmatine was able to increase by 40% the survival rate of the animals
infused with MPTP. In the behavioral tests conducted over a period of
21 days after the administration of MPTP, the treatment with agmatine
prevented the development of cognitive and motor impairments
assessed, respectively, in the social recognition and open field tests as
well as it reduced the deficits at the Neurological Severity Score (NSS),
which assesses the general neurological status of the animals.
Importantly, the results of this study demonstrate that agmatine does not
inhibit the enzyme monoamine oxidase B (MAO-B) and therefore does
not interfere directly in the limiting step in the metabolism of MPTP to
MPP" (the active metabolite of MPTP). However, agmatine treatment
was not able to prevent the decrease of hippocampal glutamate uptake
induced by i.n. MPTP administration. Altogether, these results suggest
that the repeated treatment with agmatine prevent, at least in part, the
behavioral and neurochemical alterations induced in. MPTP
administration in aged mice.

Key-words: Parkinson’s disease, Agmatine, Intranasal MPTP, C57BL/6
mice.
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1 INTRODUCAO

Segundo projecdes do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) de 2000 e revisadas em 2008, no Brasil no ano de
2050 a expectativa de vida da populacdo deve atingir o patamar de 81,29
anos. Somado a isso, a diminuicdo da fecundidade e da mortalidade,
revela um incremento no envelhecimento populacional, refletindo a
transicdo demografica que vem ocorrendo nas Ultimas décadas, ou seja,
a taxa de crescimento da populacdo jovem esta diminuindo em relagéo a
da populacdo idosa, que aumenta consideravelmente sua proporgéo.

O envelhecimento é um processo natural que possui uma série de
eventos e mecanismos relacionados a sua progressdao. O discernimento
entre o envelhecimento normal e o patoldgico ainda € um ponto critico
para o melhor entendimento acerca de ambos 0S processos.
Caracteristicas iniciais de processos patologicos relacionados com a
idade sdo semelhantes a eventos inerentes ao envelhecimento fisioldgico
(ROSENZWEIG; BARNES, 2003).

Durante o processo de envelhecimento, o cérebro comega a
apresentar tanto alteracGes estruturais quanto neurofisioldgicas que estéo
associadas a graus variados de comprometimentos funcionais (como por
exemplo, cognitivos e motores). A integracdo global das fungbes
cerebrais € menos eficaz no cérebro em envelhecimento, refletindo uma
menor ativacdo coordenada das diferentes regides cerebrais,
acarretando, dentre outras consequiéncias, diminui¢cdo do desempenho
cognitivo e motor e também comprometimento da reorganizagdo neural
na tentativa de restabelecer o seu funcionamento (BISHOP; LU;
YANKNER, 2010).

Os primeiros estudos para determinar os efeitos do
envelhecimento sobre as fungbes cognitivas dos individuos eram
realizados através de testes neuropsicoldgicos que avaliavam diferentes
tipos de meméria, atengdo e também velocidade no processamento de
informacBes (CRAIK, 1990). Atualmente, além dos testes
neuropsicolégicos, sdo utilizados métodos de neuroimagem, podendo
ser citados a ressonancia magnética, tensor de difusdo e anisotropia
fracionada, a espectroscopia por ressonancia magnética e a tomografia
por emissao de positrons. Essas técnicas permitem a observacao de que
o0 envelhecimento acarreta: diminuicdo do volume da substancia
cinzenta em algumas regifes encefalicas como cortex pré-frontal,
estriado e hipocampo, diminui¢do da integridade das fibras nervosas por
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perda da mielina ou por mineralizacdo, alteragbes metabdlicas
relacionadas com a integridade neuronal e mudangas nos niveis de
receptores, transportadores e dos prdprios neurotransmissores
(MATTAY etal., 2008).

A alteracdo estrutural das fibras mielinizadas que conectam
neurdnios em regides corticais € um evento comumente relacionado com
0 avanco da idade (ANDREWS-HANNA et al., 2007). E importante
ressaltar que no envelhecimento fisiologico, no qual a perda de funcéo é
acompanhada por uma perda neuronal minima, as mudangcas no
funcionamento das sinapses sao prevalentes, alterando a conectividade e
a integracdo nas regides corticais (BISHOP; LU; YANKNER, 2010).

A ocorréncia e 0 agravamento de prejuizos cognitivos durante o
envelhecimento variam de acordo com cada individuo e também estéo
relacionados com a hereditariedade. Estima-se que 50% do
comprometimento cognitivo esteja relacionado com fatores genéticos
(MATTAY et al., 2008).

As fungBes mitocondriais parecem estar reduzidas nos neurénios
durante o processo de envelhecimento. Trabalhos apontam para uma
menor expressdo de genes envolvidos com o metabolismo energético
mitocondrial em individuos com prejuizos cognitivos. Aliado a isso,
observa-se que genes relacionados com vias envolvidas no estresse
oxidativo apresentam expressdo aumentada no processo do
envelhecimento (BISHOP; LU; YANKNER, 2010).

A diminuicdo da expressdo de alguns genes relacionados com o
controle da neurotransmissdo GABAérgica tem sido relacionada com o
avanco da idade. Neste sentido, ocorreria um desequilibrio entre a
inibicdo gabaérgica e a estimulagdo neuronal realizada pelo glutamato
nas regides afetadas. Esse quadro poderia predispor o cortex pré-frontal,
por exemplo, a uma super-estimulagdo glutamatérgica inicial que com o
passar do tempo geraria um processo de excitotoxicidade e deixaria a
regido em questdo mais susceptivel a processos neurodegenerativos.
Assim, o componente genético também é importante para o surgimento
das caracteristicas relacionadas com o envelhecimento, sendo um
conjunto de inlmeros genes responsaveis por €sses Processos
(LOERCH et al., 2008).

Os conhecimentos adquiridos pelas ciéncias médicas e bioldgicas
ndo s6 contribuiram de maneira significativa para aumentar a
expectativa de vida, mas também para melhorar a qualidade desta. O
fato de estarmos vivendo mais nos depara com um desafio, 0 aumento
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da prevaléncia das patologias associadas ao envelhecimento. Dentre
essas “doengas da idade”, se encontram os dois principais distdrbios
neurodegenerativos: a Doenca de Parkinson (DP) e a Doenca de
Alzheimer (DA) (ROSENZWEIG; BARNES, 2003) .

1.1 DOENCA DE PARKINSON

Desde 1817, quando foi descrita por James Parkinson, a DP vem
sendo classicamente caracterizada como uma patologia relacionada com
prejuizos da funcdo motora. Atualmente a DP ¢é diagnosticada
clinicamente devido ao aparecimento dos sintomas cardinais motores
(tremores de repouso, rigidez e bradicinesia) (PADOVANI et al.,
2006). Entretanto, quando os sintomas motores tornam-se evidentes,
cerca de 60% dos neurdnios dopaminérgicos da substancia negra parte
compacta (SNpc) encontram-se degenerados e 80% da dopamina
estriatal depletada, refletindo um processo neurodegenerativo bastante
avancado e irreversivel (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

Por outro lado, o conhecimento acerca dessa enfermidade tem
aumentado muito nos alitmos anos e nos dias atuais ja se conhecem
outras disfungdes e sintomas que acometem 0s pacientes em estagios
mais precoces ao aparecimento dos sintomas motores. Um grupo de
patologistas alemées coordenados por Braak e colaboradores (2003)
mudaram a visao tradicional sobre o decurso temporal da DP através da
introducdo de seis estadgios que incluem desde sintomas olfatérios
iniciais, passando por sintomas cognitivos (como perdas de memorias
operacionais) e emocionais (como depressao) até as alteragGes motoras.
Essa hipdtese compreende ainda os processos patoldgicos subjacentes a
cada estagio (CHAUDHURI; HEALY; SCHAPIRA, 2006). Esses
sintomas iniciais da DP sdo extremamente importantes para 0
desenvolvimento de testes que permitam o seu diagnostico mais
precoce, permitindo que as abordagens terapéuticas sejam iniciadas com
um menor comprometimento dos neurdnios dopaminérgicos (DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003; OWEN, 2004; CHAUDHURI; HEALY;
SCHAPIRA, 2006; MAETZLER; LIEPELT; BERG, 2009; PREDIGER
etal., 2010) .
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1.2 EPIDEMIOLOGIA E ETIOLOGIA DA DOENCA DE
PARKINSON

A epidemiologia da DP varia de acordo com a expectativa de
vida da populacdo de cada pais, podendo dessa maneira interferir com
sua prevaléncia. A DP é um dos distlrbios neurodegenerativos mais
comuns afetando aproximadamente 1% da populagéo acima dos 60 anos
de idade, sendo que essa proporcao aumenta com o avango da idade (DE
LAU; BRETELER, 2006). Nos Estados Unidos da América, em torno
de 500.000 pessoas possuem a DP e cerca de 50.000 casos novos séo
reportados todos os anos (LANDRIGAN et al., 2005). Segundo o IBGE
(2000), existem aproximadamente 220 mil parkinsonianos no Brasil,
sendo que 2% dos brasileiros acima dos 60 anos sdo acometidos por este
distarbio.

Embora a etiologia priméaria da DP permaneca desconhecida, o
envelhecimento representa o principal fator de risco para o seu
surgimento. Além do envelhecimento, outros fatores de risco que podem
aumentar a incidéncia desta patologia séo: histérico familiar e exposicéo
a agentes ambientais (POSTUMA; MONTPLAISIR, 2009). Teorias
apontam para 0 somatério desses fatores, ou seja, fatores genéticos e
ambientais estariam interagindo para culminar com o surgimento da DP
(KENNEDY et al., 2003; MEREDITH; SONSALLA; CHESSELET,
2008).

Um estudo com 20.000 gémeos apontou um efeito importante dos
fatores genéticos para o desenvolvimento da DP, sendo que este ocorreu
antes dos 50 anos de idade. Cerca de 10% dos casos de DP séo de
origem genética, porém estes sdo considerados uma categoria distinta de
sindrome parkinsoniana, uma vez que apresentam algumas
caracteristicas distintas dos casos esporadicos da DP (também chamados
de idiopaticos), tais como inicio precoce, distonia e ocorréncia precoce
de deméncia (DE LAU; BRETELER, 2006).

Acredita-se que o desenvolvimento da DP idiopatica seja o
resultado de interacdes complexas entre fatores genéticos e ambientais.
Muitos estudos tém sugerido genes candidatos para essa interacao, que
estdo relacionados com o metabolismo da dopamina, fungdes
mitocondriais e detoxificacdo. Polimorfismos também  estdo
relacionados com o aumento da susceptibilidade dos organismos aos
agentes ambientais. Por exemplo, polimorfismos no DNA mitocondrial
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possivelmente  poderiam alterar a vulnerabilidade para o
desenvolvimento da doenca (DE LAU; BRETELER, 2006) .

Como ja mencionado, a exposi¢do a agentes ambientais constitui-
se a outra vertente tedrica que estaria relacionada com o maior risco
(aproximadamente 90% dos casos) do desenvolvimento da DP. Em
1983, observou-se que usuarios de heroina contaminada com 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina  (MPTP) comecaram a desenvolver
sintomas caracteristicos da DP (LANGSTON et al., 1983). Em seguida
houve a constatacdo de que 0 MPTP era capaz de matar seletivamente os
neurdnios dopaminérgicos da SNpc (LANGSTON et al., 1984). Esse foi
0 ponto inicial para teorizar sobre a possibilidade de toxinas ambientais
estarem relacionadas com o desenvolvimento da DP. Outras substancias
também estdo possivelmente envolvidas, dentre elas os pesticidas
(paraquate, rotenona e manebe) e os metais (ferro, manganés, cobre,
aluminio ou zinco) (DI MONTE; LAVASANI; MANNING-BOG,
2002; CICCHETTI; DROUIN-OUELLET; GROSS, 2009). Além disso,
a exposicdo a estes fatores ambientais pode ser ocupacional ou aleatoria
(DE LAU; BRETELER, 2006) .

A exposicdo as toxinas ambientais durante o desenvolvimento do
individuo ou mesmo durante a idade adulta poderia tardiamente afetar a
funcéo neuronal e ocasionar o aparecimento da DP. Neste sentido, esse
contato inicial geraria danos a longo prazo que trariam como
consequéncia uma perda neuronal critica. Essa degeneracdo produziria,
anos depois, um prejuizo diretamente relacionado com o avangar da
idade. Dessa maneira 0 nuUmero de neurbnios seria diminuido
precocemente em regides criticas, como a SNpc, para niveis inferiores
ao necessario para sustentar a funcdo normal em face do desgaste
neuronal associado com o avangar da idade. Esse quadro geraria o
aparecimento dos sintomas motores da DP (Figura 1) (LANDRIGAN et
al., 2005).

Uma derivagdo das teorias citadas anteriormente seria a de que
toxinas enddgenas iniciariam a neurodegeneracdo. Essas substancias,
provenientes de alteracbes no metabolismo originadas por exposicao a
fatores ambientais ou diferencas herdadas nas vias do metabolismo,
estariam relacionadas com o surgimento da DP (DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003).
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Figura 1: Exposicdo a toxinas ambientais e sua implicacdo no
desenvolvimento dos prejuizos na funcdo dos neurbnios
dopaminérgicos. Os efeitos ndo sdo imediatamente percebidos, porém
anos mais tarde ocorre o surgimento dos sintomas motores da doenca de
Parkinson, modificado de (LANDRIGAN et al., 2005).

1.3 NEUROPATOLOGIA, VIAS AFETADAS E MARCADORES DA
DOENCA DE PARKINSON

As principais caracteristicas neuropatoldgicas da DP sdo: a perda
de neurbnios dopaminérgicos na via nigroestriatal, e em nivel
intracelular a presenca dos corpos de Lewy, que sdo inclusdes formadas
predominantemente pela proteina alfa-sinucleina, além de ubiquitna,
parquina e neurofilamentos. Apesar dos corpos de Lewy ndo serem um
marcador especifico da DP, sdo encontrados tanto nas formas idiopatica
quanto genética da doenca (Figura 2) (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003;
CICCHETTI; DROUIN-OUELLET; GROSS, 2009).
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Figura 2: Neuropatologia da doenca de Parkinson (DP). Representa¢do
da via nigroestriatal a) normal e b) acometida pela DP. c)
Imunohistoquimica evidenciando presenca de corpos de Lewy atraves
da marcagdo para sinucleina e ubiquitina na substancia negra parte
compacta, modificado de (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

Em contraste ao observado no envelhecimento normal, essa perda
neuronal se concentra nas por¢des ventrolateral e caudal da SNpc
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(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003). Além da referida neurodegeneracdo
dopaminérgica, outros sistemas de neurotransmissdo estdo também
acometidos em pacientes parkinsonianos, sendo que esta disfuncéao
estaria associada aos sintomas ndao motores da DP. Como exemplos,
podem ser citados neurbnios noradrenérgicos (lécus coeruleus),
neurdnios serotonérgicos (nucleos da Rafe) e neurdnios colinérgicos
(nucleo basal de Meynert, nacleo motor dorsal do vago), no cortex
cerebral (cingulado e entorrinal), bulbo olfatdrio e sistema nervoso
autdbnomo. A degeneragdo hipocampal, juntamente com a degeneracao
colinérgica em regides corticais, parece ser responsavel pela ocorréncia
do quadro de deméncia nos pacientes parkinsonianos mais idosos
(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

Estudos realizados com modelos experimentais utilizando
neurotoxinas ou animais transgénicos com alteragBes nos genes
envolvidos nas formas genéticas da DP tém apontado para dois eventos
principais que poderiam estar relacionados com a patogénese da DP.
Uma hipétese postula que proteinas alteradas (como a alfa-sinucleina) se
agregariam e se depositariam nas células nervosas, sendo um
componente essencial para a morte destes neurénios dopaminérgicos da
SNpc. A outra vertente aponta para uma modificacdo no potencial
energético mitocondrial, culminando com estresse oxidativo. Esses
processos ndo sdo excludentes, podendo um interagir com o outro. Um
dos focos dos estudos atuais é verificar os possiveis pontos de interacdo
entre eles e estabelecer uma sequéncia de acontecimentos que seriam
responsaveis pela neurodegeneracdo verificada na DP (DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003).

1.4 TRATAMENTO FARMACOEOGICO ATUAL DA DOENCA DE
PARKINSON E SUAS LIMITACOES

Os tratamentos farmacoldgicos utilizados atualmente na DP tém
como objetivo principal restaurar a atividade dopaminérgica no sistema
nervoso central (SNC) que se encontra reduzida, através da
administragdo de precursores de dopamina (ex: levodopa), agonistas
dopaminérgicos (ex: bromocriptina), inibidores das enzimas catecol-O-
metiltransferase e monoamino oxidase B que impedem a degradacéo de
dopamina (ex: entacapone e selegilina, respectivamente) e drogas que
aumentam a liberagcdo de dopamina e inibam sua recaptagdo, como a
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amantadina (GIROUX, 2007), como pode ser visualizado na Figura 3.
Apesar de ndo serem medicamentos que atuam diretamente sobre o
sistema dopaminérgico, 0s antagonistas colinérgicos (como o
biperideno) ajudam a restaurar seu equilibrio com o auxilio da
acetilcolina (GIROUX, 2007).

Apesar de seu uso ser muito bem sucedido na terapia
antiparkinsoniana, ha algumas ressalvas para a utilizacdo da levodopa
(L-dopa). Apds a administracdo da L-dopa, grande parte desta é
descarboxilada por enzimas presentes na mucosa intestinal e em outros
locais periféricos, e apenas cerca de 1% da droga chega inalterada ao
seu local de agdo, o SNC (KIM et al., 2009). Por esse motivo, 0
tratamento farmacoldgico empregado na terapia antiparkinsoniana
geralmente utiliza a associacdo da L-dopa com outros medicamentos,
como a carbidopa ou a benserazida, que tém como funcdo inibir a
degradacdo periférica da L-dopa realizada pela enzima dopa
descarboxilase, reduzindo a dose de L-dopa necessaria para atingir a
concentracdo terapéutica adequada no SNC (RODRIGUES; CAMPOS,
2006).

A administracdo da L-dopa esta associada a um grande nimero
de efeitos indesejaveis, como nauseas, vOmitos e arritmia cardiaca,
causados pela degradacdo periférica, o que causa flutuacbes na sua
biodisponibilidade. Além disso, efeitos muito importantes observados
em longo prazo sdo o surgimento de discinesias (movimentos
involuntarios de contragdo) e flutuacdes motoras do tipo “liga e
desliga”. A inducdo de discinesias pode ser mais debilitante que a
doenca em si e faz com que muitos pacientes abandonem o tratamento
com este f&rmaco (MENZAGHI et al., 1997). As flutuagbes motoras
inicialmente ocorrem ao final do efeito da dose. No entanto, com o
passar do tempo, essas flutuacbes podem ocorrer sem uma previsao,
gerando os estados liga e desliga (GIROUX, 2007).

Os agonistas dopaminérgicos usados como monoterapia tratam
eficazmente os sintomas motores, além de retardarem o aparecimento
das complicacdes motoras. Estudos clinicos ja evidenciaram que 0 uso
precoce dessa classe de medicamentos pode reduzir ou retardar as
complicagbes motoras observadas com o uso da L-dopa (RASCOL et
al., 2000; THE PARKINSON’S STUDY GROUP, 2004). Dessa forma
0s agonistas dopaminérgicos podem ser considerados um tratamento
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Figura 3: Tratamento farmacoldgico atual para a doenca de Parkinson,
retirado de AGUIAR JR; PREDIGER, 2010

inicial eficaz. A amantadina é a Unica droga disponivel que melhora os
sintomas motores e ainda reduz a severidade das discinesias. No
entanto, 0 mecanismo de acdo exato pelo qual a amantadina melhora os
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sintomas da DP ainda ndo foi completamente elucidado, além desta
possuir um grande numero de efeitos colaterais (ex: perda da libido,
tonturas, confusdo mental, etc) (METMAN et al., 1999).

E importante ser destacado que embora relevantes, esses
medicamentos representam uma alternativa meramente paliativa a DP,
uma vez que atuam restabelecendo temporariamente a fungéo
dopaminérgica no SNC, sem apresentarem, todavia, uma agdo
neuroprotetora comprovada sobre o processo neurodegenerativo que
continua a progredir. Por esta razdo, a medicacdo disponivel atualmente
para o tratamento da DP apresenta uma eficacia relativa e temporaria,
além de estar associada a um grande nimero de efeitos colaterais
(GIROUX, 2007). Nesse sentido, é evidente o crescente interesse de
pesquisadores e das indUstrias farmacéuticas para a descoberta de novos
alvos terapéuticos e, consequentemente, para o desenvolvimento de
medicamentos novos e mais eficazes para o tratamento desta patologia.

1.5 O ENVOLVIMENTO DOS SISTEMAS GLUTAMATERGICO E
NITRERGICO NA DOENCA DE PARKINSON

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do SNC
de mamiferos. Comparando com outros transmissores, o glutamato
apresenta 0s maiores niveis no SNC. Esse neurotransmissor atua sobre
receptores ionotrépicos N-metil-D-aspartato (NMDA), kainato e acido
o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropidnico (AMPA) e receptores
acoplados a proteina G (metabotropicos) que sdo diferenciados em 7 ou
mais sub-tipos (SHELDON; ROBINSON, 2007).

Esses receptores estdo presentes em diferentes tipos celulares do
SNC como em neurdnios, astrécitos e oligodendrécitos e em diferentes
localizagbes (HAYDON; CARMIGNOTO, 2006). Sua localiza¢do na
pré-sinapse esta relacionada com regulacdo da liberacdo de glutamato
(ENGELMAN; MACDERMOTT, 2004). A retirada desse
neurotransmissor da fenda sinéptica, além da inibicdo de sua liberacéo,
constituem os principais mecanismos de modulacdo de suas acOes,
sendo a captacdo de glutamato realizada por transportadores
dependentes de sodio, localizados em astrdcitos e nos neurdnios pds-
sinapticos (SHELDON; ROBINSON, 2007). Assim, € um sistema que
normalmente funciona mantendo niveis adequados de glutamato para
realizar uma ativacdo tdnica dos seus receptores pds-sinapticos.
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Por outro lado, uma excessiva ativacdo desse sistema de
neurotransmissao pode gerar o processo de excitotoxicidade direta e
como consequéncia a morte neuronal, devido as elevadas concentragoes
intracelulares de célcio (CHOI, 1992). O processo de excitotoxicidade
indireta é caracterizado por alteracdes na polaridade da membrana
celular devido a mudancas em funcgbes energéticas mitocondriais,
culminando com a retirada do fon magnésio (Mg®") dos receptores
NMDA, aumentando assim a sensibilidade e, consequentemente, a
vulnerabilidade neuronal ao glutamato. Esse processo estaria mais
envolvido nas doencas neurodegenerativas visto que 0s possiveis
eventos que as iniciam estdo relacionados a prejuizos das funcdes
mitocondriais que s@o conhecidos, por exemplo, na DP (ALBIN;
GREENAMYRE, 1992).

Estudos em modelos experimentais da DP e observacfes
neuropatolégicas em pacientes parkinsonianos tém demonstrado que a
desnervagdo dopaminérgica resulta em alteragdes nas sinapses estriatais
(INGHAM et al., 1993; ANGLADE et al., 1996; MESHUL, et al.,
1999). Apds esse quadro de desnervacdo, as aferéncias corticoestriatais
glutamatérgicas realizam conexGes assimétricas com o0s neur6nios
estriatais (INGHAM et al., 1998). Estes achados estdo de acordo com
uma hiperatividade das aferéncias corticostriatais glutamatérgicas.
Alguns estudos em modelos animais mostraram aumento das
concentracBes extracelulares de glutamato estriatal apds a desnervagdo
dopaminérgica (MESHUL, et al., 1999; JONKERS et al., 2002).

Nos pacientes portadores da DP, os neurdnios glutamatérgicos do
ndcleo subtaldmico que se projetam para a substancia negra, apresentam
um aumento nos seus padrdes de ativagdo. Além disso, existem
evidéncias experimentais de que ocorre uma diminuicdo da captagdo de
glutamato e dessa maneira aumenta-se a ativagdo dos receptores
glutamatérgicos, elevando seu potencial toxico (HASSANI;
MOUROUX; FEGER, 1996; BENAZZOUZ et al., 2002).

Em diversos modelos utilizando-se neurotoxinas como 1-metil-
4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina  (MPTP) e 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) observam-se prejuizos da homeostase do sistema
glutamatérgico, seja pela inibicdo da sua captacdo ou pelo aumento da
sua liberacdo (YANG et al., 2005; MEREDITH et al., 2009). Outro fator
que reforca o envolvimento da toxicidade glutamatérgica no
etiopatologia da DP, é que substancias que bloqueiam os receptores
glutamatérgicos ou que aumentam a captacdo de glutamato mostram
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caracteristicas neuroprotetoras nos respectivos modelos (SHELDON;
ROBINSON, 2007) .

Outro neurotransmissor que estaria envolvido com a DP é o 6xido
nitrico (NO). O NO é uma molécula lipossolivel e gasosa, sintetizado a
partir da L-arginina pela enzima éxido nitrico sintase (NOS). Existem
trés isoformas de NOS: a neuronal, a endotelial e a induzivel. No SNC,
a isoforma constitutiva da enzima que sintetiza o NO é a neuronal
(nNOS ou tipo I) (GARTHWAITE, J.; BOULTON, 1995). A isoforma
do tipo Il ou induzivel (iNOS) embora ndo seja expressa
constitutivamente na maioria das regides encefalicas, quando ativada
produz NO por um periodo maior (e consequentemente maior
guantidade de NO ¢é formado) do que as isoformas constituivas,
caracterizando seu envolvimento em processos patoldgicos. A isoforma
Il ou endotelial (eNOS) é expressa em sua maioria constitutivamente
nas células endoteliais e apresenta 0 menor tempo de acdo (NATHAN;
XIE, 1994).

O NO atua como um neurotransmissor atipico sendo sintetizado
na pos-sinpase e agindo tanto pré- quanto pos-sinapticamente
(GARTHWAITE, 2008). O NO tem sido funcionalmente relacionado
com a neurotransmissdo colinérgica, dopaminérgica e glutamatérgica.
Um estudo anterior ja observou que a enzima nNOS esta presente em
diversas regides cerebrais incluindo as areas envolvidas na DP, como
estriado, ndcleo subtaldamico e area tegmentar ventral (VINCENT;
KIMURA, 1992) .

Fisiologicamente, 0 NO também esta envolvido com o controle
da funcdo motora através da modulacdo e da integracdo da informacéo
processada pelos nlcleos da base (WEST; GALLOWAY; GRACE,
2002; WEST; GRACE, 2004). O NO facilita a neurotransmisséo
dopaminérgica tanto fasica quanto tonicamente em animais sadios
(WEST; GALLOWAY; GRACE, 2002). Porém, diversos estudos vém
demonstrando que o NO pode estar envolvido em mecanismos
relacionados com a morte neuronal dopaminérgica (DI MATTEO et al.,
2006; GOMES; RAISMAN-VOZARI; DEL BEL, 2008). De maneira
importante, foi também demonstrado que o NO est4 relacionado com o
surgimento de discinesias em ratos tratados cronicamento com L-dopa
(PADOVAN-NETO et al., 2009).

Diferentes linhas de pesquisa tém implicado tanto as espécies
reativas de oxigénio (EROs) quanto o NO nos processos relacionados a
neurodegeneracdo. A entrada de célcio através dos receptores NMDA
promove a ativacdo da enzima nNOS pela ligacdo a calmodulina, que €é
um co-fator desta enzima. Desta forma, a excessiva ativacdo dos
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receptores NMDA leva a um aumento na producdo de NO que pode
reagir com superdéxido e formar peroxinitrito, que é uma espécie
altamente reativa promovendo a nitracdo da tirosina e producdo de
radicais hidroxila e consequente ativacdo de vias apoptoticas
(KORNHUBNER; WELLER, 1997). Dessa maneira, a agdo desses
agentes pode estar implicada na morte neuronal verificada na DP
(YOKOYAMA et al, 2008).

Estudos pds-mortem revelaram uma superexpressao de nNOS no
cérebro de pacientes parkinsonianos (EVE et al., 1998). Aliado a isso,
ocorre a formacao de peroxinitrito enfatizando um possivel efeito do NO
na fisiopatologia da DP, pois levaria a neurodegeneracdo dos neurdnios
dopaminérgicos e o aparecimento dos sintomas parkinsonianos
(GATTO et al., 2000).

Tanto a manipulacdo genética quanto estudos farmacolégicos tém
apontado para a influéncia do NO nos processos relacionados a
neurodegeneracdo. A delecdo genética das enzimas nNOS e iNOS
mostrou ser protetora contra a neurodegeneracdo dopaminérgica em
camundongos submetidos ao modelo da administracdo sistémica de
MPTP (PRZEDBORSKI et al., 1996; LIBERATORE et al., 1999). As
células gliais contribuem através de diversos mecanismos para a
toxicidade observada apds a administragdo do MPTP, incluindo a
formacdo de radicais livres e danos causados pela inducdo da iNOS.
Além disso, tem sido sugerido que a ativacdo microglial na SNpc, a qual
é acompanhada pelo aumento da expressdo de iNOS, possua efeito na
patogénese da DP (HIRSCH et al., 1998; MCNAUGHT; JENNER,
1999).

Neste sentido, o tratamento com 7-nitroindazol, um inibidor da
enzima nNOS, causou uma protecdo dose-dependente contra a deplecéao
estriatal de dopamina induzida pelo MPTP em camundongos (SCHULZ
et al, 1995). Outros estudos ja evidenciaram que o tratamento com
MPTP pode aumentar a expressdo de RNA mensageiro (RNAm) para a
nNNOS no estriado e na substancia negra e que a administracdo de 7-
nitoindazol é capaz de reduzir tais aumentos, além de prevenir a morte
de neurdnios dopaminérgicos (CHALIMONIUK et al, 2006) . Porém,
um estudo mais recente demonstrou que o 7-nitroindazol também possui
uma ac¢do inibitéria sobre a atividade da enzima MAO-B, reduzindo a
converséo do MPTP para sua forma toxica MPP* (HERRAIZ; ARAN;
GUILLEN, 2009), sendo este um dos possiveis mecanismos para a
protecdo causada por esta droga.
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Diante do exposto acima, parece ser incontestavel o
envolvimento dos sistemas glutamatérgico e nitrérgico nos mecanismos
subjacentes a DP. No entanto, é necesséaria a realizacdo de estudos
adicionais para a elucidacdo do real papel do glutamato e do NO nos
modelos experimentais da DP e na doenca propriamente dita. Diante
deste contexto, surge o interesse sobre a agmatina como potencial
agente neuroprotetor na DP.

1.6 AGMATINA OU SERIA SISTEMA AGMATINERGICO?

A agmatina é uma poliamina enddgena que foi inicialmente
descrita em bactérias e plantas (TABOR; TABOR, 1984). Com o
avancar das pesquisas, Raasch e colaboradores (1995) demonstraram a
presenga da agmatina em mamiferos (RAASCH et al., 1995a) e,
posteriormente, também foi identificada em seres humanos (REIS;
REGUNATHAN, 2000). Em mamiferos, a agmatina ja foi detectada no
SNC, intestino, rins, estdmago, vasos sanguineos, pulmdo, figado e
coragdo (RASCH et al., 1995b; a; FENG; HALARIS; PILETZ, 1997;
RAASCH et al., 2001). No SNC, a agmatina estd presente no cortex
cerebral, no hipocampo, no corpo amigdaldide, no hipotalamo e no
estriado (REIS; REGUNATHAN, 2000).

Como pode ser observado na Figura 4, a enzima arginina
descarboxilase converte por descarboxilagdo a L-arginina em agmatina,
sendo esta uma amina catidnica. A agmatina pode ser degradada através
da enzima diamino oxidase, formando 4cido guanido butanodico, ou
através da acdo da enzima agmatinase, gerando outras poliaminas como
putrescina, espermidina e espermina, além de uréia como subproduto
(REIS; REGUNATHAN, 2000; HALARIS; PILETZ, 1997).

No SNC, a concentracdo de agmatina é semelhante a dos
neurotransmissores classicos e sua sintese pode ocorrer tanto em
neurdnios quanto em astrdcitos (RAASCH et al., 1995b; a; OTAKE et
al, 1998; REIS; REGUNATHAN, 2000). Foi demonstrada recentemente
a presenca da enzima de degradacdo, agmatinase, no hipotalamo e no
hipocampo tanto em células gliais quanto em neurdnios, entretanto, esta
ndo foi detectada no cortex cerebral de ratos (MELLA et al., 2010).
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Figura 4: Vias de sintese e degradacdo da agmatina, modificado de
(HALARIS; PILETZ, 1997).

Apo0s ser sintetizada, a agmatina é armazenada em vesiculas
sindpticas. Através do processo de exocitose é liberada e evidéncias
apontam para um sistema de transporte especifico para a agmatina, que
permitiria sua entrada nas células (MOLDERINGS et al., 2003;
GORACKE-POSTLE et al, 2006). Desta forma, todas essas
caracteristicas de: localizacdo, vias de sintese e degradacdo e o0s
componentes de armazenamento e liberacdo constituem o chamado
sistema agmatinérgico (RAASCH et al., 1995a; SASTRE et al, 1996;
OTAKE et al., 1998). Entretanto, é necessario cautela uma vez que
ainda ndo foram identificados receptores especificos para essa
poliamina, sendo por esta razdo mais correto considera-la um
neuromodulador, ao invés de  neutrotransmissor  (REIS;
REGUNATHAN, 2000).
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A agmatina liga-se com afinidade moderada a receptores
nicotinicos para acetilcolina, a2-adrenérgicos e receptores imidazolicos.
Além disso, ela atua como antagonista dos receptores NMDA para o
glutamato e inibe as isoformas | e Il da NOS no encéfalo. Esta amina
liga-se também com baixa afinidade em receptores do tipo al- e fB-
adrenérgicos, 5-HT3-serotoninérgicos e D2-dopaminérgicos, k-opidides
e receptores Al-adenosinérgicos (GALEA et al., 1996; REIS; YANG;
MILNER, 1998; YANG; REIS, 1999; REIS; REGUNATHAN, 2000;
RAASCH et al., 2001; WIESINGER, 2001; BERKELS et al., 2004)

Algumas funcdes relevantes da agmatina a nivel de SNC tém sido
descritas na literatura. A agmatina facilita a meméria no modelo da
esquiva inibitéria em ratos (ARTENI et al, 2002). Apresenta
propriedade ansiolitica, uma vez que a sua administracdo oral em
roedores (ratos e camundongos) exerceu um efeito do tipo-ansiolitico
guando estes foram avaliados em quatro testes comportamentais
distintos (labirinto em cruz elevado, teste de transicao claro-escuro, teste
do conflito de beber de Vogel e teste de interacdo social) (LAVINSKY;
ARTENI; NETTO, 2003; GONG et al., 2006). Além disso, a agmatina
apresenta propriedades anticonvulsivantes em um modelo de convulsdo
induzida por eletrochoque (BENCE et al., 2003; SU et al., 2004), sendo
gue este efeito parece ser mediado pelo antagonismo de receptores
NMDA (SU et al., 2004). Outros estudos mostram ainda que a agmatina
possui acdo protetora contra a convulsdo induzida por pentilenotetrazol
(DEMEHRI et al., 2003; FENG; LEBLANC; REGUNATHAN, 2005),
um efeito mediado pela diminuicdo da liberacdo de glutamato
(DEMEHRI et al., 2003; FENG; LEBLANC; REGUNATHAN, 2005).

Estudos realizados na Universidade Federal de Santa Catarina
tém demonstrado que a agmatina produz efeito antinociceptivo em
modelos animais de dor induzida pela administracdo de acido acético,
glutamato, capsaicina e formalina, e este efeito parece ser mediado por
uma interacdo com os sistemas opioide, serotonérgico, nitrérgico, bem
como interagdo com o2-adrenoceptores e receptores imidazélicos 11
(SANTOS et al., 2005). A agmatina também produz um efeito
antidepressivo nos modelos do nado forcado e suspensdo pela cauda,
gue representam dois modelos comportamentais muito utilizados como
preditivos para acdo antidepressiva de farmacos (ZOMKOWSKI et al,
2002) .

De maneira importante, diferentes linhas de evidéncia apontam
para um papel neuroprotetor da agmatina. Esta protege culturas de
células de hipocampo contra a excitotoxicidade induzida pelo glutamato
(OLMOS et al., 1999; WANG et al, 2006), contra a privacdo de glicose
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e oxigénio (KIM et al, 2004), além de promover protecdo em um
modelo in vivo de traumatismo cranio-encefalico (TCE) em ratos
(GILAD; GILAD, 2000). Em diversos modelos animais de isquemia
focal, global e isquemia da medula espinhal, a agmatina promoveu
reducdo de infartos isquémicos, protecdo contra a perda de neurdnios
hipocampais e aceleragdo da recuperacdo do comprometimento
locomotor (GILAD et al, 1996; OLMOS et al., 1999; GILAD; GILAD,
2000). Em outros trabalhos, a agmatina promoveu neuroprotecdo por
inibir a apoptose induzida por fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) em
cultura de células de glanglio de retina de ratos (HONG et al, 2007). Um
estudo verificou que a agmatina previne alteracdo morfoldgica cerebral
causada pelo tratamento com glicocorticoides em ratos (ZHU et al,
2007).

Trabalhos mais recentes tém demonstrado uma estreita relagéo
entre a agmatina e diferentes fungdes mitocondriais, regulando o
consumo de oxigénio, sintese de ATP (NISSIM et al, 2008) e as
alteragdes de potencial elétrico na membrana mitocondrial
(BATTAGLIA et al, 2007). Também ja foi evidenciado que a agmatina
exerce efeitos antioxidantes e de protecdo mitocondrial frente a danos
gerados pelo fon calcio (Ca?*) (ARNDT et al., 2009; BATTAGLIA et
al., 2010). Essas caracteristicas conferem uma protecdo celular e uma
determinada resisténcia aos mecanismos de apoptose (ARNDT et al.,
2009). Diante do exposto acima, fica evidente o interesse sobre a
investigacdo do papel da agmatina nas doencas neurodegenerativas e seu
carater neuroprotetor.

1.7 MODELOS EXPERIMENTAIS PARA O ESTUDO DA DOENGA
DE PARKINSON — ENFASE NO MODELO DA ADMINISTRACAO
INTRANASAL DE MPTP EM ROEDORES

Na tentativa de entender melhor quais sd8o 0s mecanismos
subjacentes ao processo neurodegenerativo e, dessa maneira, possibilitar
0 descobrimento de novos alvos terapéuticos, é de extrema importancia
0 desenvolvimento e utilizagdo de modelos experimentais
representativos para o estudo da DP. Os modelos devem replicar
caracteristicas presentes na doencga e apresentar uma progressdo cronica
0 mais semelhante possivel ao quadro clinico (TERZIOGLU;
GALTER, 2008). Com essas ferramentas também é possivel pesquisar
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novas substancias capazes de atuarem nos diferentes estagios da DP,
retardando-a, prevenindo-a e até mesmo curando-a.

O desenvolvimento natural da DP ndo é verificado nos animais de
uma maneira geral, com exce¢do de parkinsonismo leve em primatas
ndo humanos idosos (TERZIOGLU; GALTER, 2008). Inicialmente, os
estudos eram realizados em primatas ndo humanos, porém devido ao
elevado custo de manutencgdo e questdes éticas surgiu a necessidade de
se utilizar diferentes espécies para o0 estudo desta patologia
(TERZIOGLU; GALTER, 2008). Os modelos experimentais de DP se
dividem basicamente em dois grandes grupos, os modelos baseados na
aplicacdo de toxinas e os modelos com manipulagdo genética (para
revisdo ver MEREDITH; SONSALLA; CHESSELET, 2008).

N&o existe um consenso na literatura sobre qual o modelo
mimetizaria melhor a natureza progressiva da DP e se os modelos
experimentais atuais seriam capazes de diferenciar as caracteristicas pré-
clinicas (por exemplo os sintomas olfatérios, cognitivos e emocionais) e
clinicas (sintomas motores) da doenca. Os modelos experimentais mais
utilizados nas udltimas décadas para o estudo da DP em animais de
laboratério sdo os relacionados com a administracdo de diferentes
toxinas: 6-OHDA, MPTP, rotenona, paraquate, lipopolissacarideo (LPS)
ou metais pesados (MEREDITH; SONSALLA; CHESSELET, 2008).

A maioria das toxinas é utilizada para induzir a degeneracdo
dopaminérgica. Por inibirem o complexo | mitocondrial, as toxinas
aumentam a producdo de EROs através de seus efeitos sobre a
mitocdndria, como pode ser visualizado de maneira simplificada na
Figura 5. Os EROs em excesso ativam vias apoptdticas que conduzem a
morte neuronal. A especificidade para os neurdnios dopaminérgicos €
dependente da maior ou menor captacdo preferencial pelos
transportadores de dopamina (BEAL, 2001; MEREDITH; SONSALLA,;
CHESSELET, 2008).

Como jé descrito anteriormente, embora a maioria dos casos da
DP seja idiopatica, diversas mutacdes genéticas que levam a forma
familiar da doenca tém sido descobertas recentemente, levando a novas
abordagens para o estudo dos mecanismos da DP. Devido ao aumento
do conhecimento a respeito de possiveis genes envolvidos com a DP,
atualmente cresce cada vez mais a utilizacdo de animais geneticamente
modificados para o estudo desta doenca. As manipulagdes genéticas sdo
realizadas em sua grande maioria em camundongos, anulando-se
totalmente um gene (animal nocaute), incluindo-se uma cépia extra do
gene ou gerando mutagcdes em genes localizados em diferentes loci
(TERZIOGLU; GALTER, 2008).
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Os animais nocautes sdo desenvolvidos com o intuito de
“silenciar” genes importantes para o desenvolvimento e manutencao dos
neurdnios dopaminérgicos. Esses camundongos exibem perda gradual
dos neurbnios dopaminérgicos, reproduzindo alguns sintomas motores
classicos da DP, porém ndo replicam completamente os sintomas extra-
nigrais da doenca (SHERER et al, 2003; HWANG et al., 2005;
SONNIER et al., 2007). Camundongos modificados geneticamente para
o transportador de dopamina (DAT) ou para o transportador vesicular de
monoaminas (VMAT), ndo apresentam alteragdes comportamentais
relacionadas com fungdes sensoriais que sdo observadas nos pacientes
portadores da DP (para revisdo ver TAYLOR; GREENE; MILLER,
2010).

Nos animais geneticamente modificados, os prejuizos olfatérios
podem aparecer dependendo do teste que esta sendo utilizado e também
da idade dos animais (TAYLOR; GREENE; MILLER, 2010).
Alteracfes na emocionalidade dos animais que sofreram algum tipo de
manipulacdo genética também podem ser observadas. Utilizando o
labirinto em cruz elevado, se verifica comportamento do tipo
ansiogénico, por exemplo, nos animais deficientes para VMAT. Esses
mesmos animais, quando avaliados no teste do nado forcado e no teste
da suspensdo pela cauda, apresentam comportamento do tipo depressivo
(TAYLOR; GREENE; MILLER, 2010). Prejuizos das funcdes
cognitivas podem ser obervados em camundongos nocautes para o gene
da parquina quando avaliados no labirinto radial e no labirinto aquatico
de Morris (TAYLOR; GREENE; MILLER, 2010). Dessa maneira,
podem ser observados alguns prejuizos ndo motores que também estdo
relacionados com os estigios mais iniciais da DP. A delecdo e a
superexpressao de genes relacionados com as formas familiares da DP
também representam abordagens utilizadas em modelos experimentais
(CHESSELET, 2008).

Estudos mais recententes tém enfatizado a utilizacdo de
modelos experimentais em que as alteragbes (comportamentais e
bioguimicas) ocorrem um processo lento e progressivo, mimetizando
melhor a DP humana. Estes modelos podem ser Uteis para definir
processos precoces e tardios associados a degeneracdo neuronal e
avaliar estratégias de neuroprote¢do em ambas as fases.
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Figura 5: Mecanismos de acgdo responsaveis pela disfuncdo neuronal
nas células dopaminérgicas produzida por neurotoxinas, retirado de
(BEAL, 2001).

1.7.1 Modelo da administracdo de MPTP

Como descrito anteriormente, as caracteristicas da DP podem ser
mimetizadas, em maior ou menor escala, em animais de laboratério
através da administragdo de diferentes compostos, como o MPTP
(MEREDITH; SONSALLA; CHESSELET, 2008; TERZIOGLU;
GALTER, 2008).

No inicio da década de 80, o MPTP foi identificado como
contaminante presente na heroina, sendo responsavel por alguns casos
de parkinsonismo em usuarios desta droga (LANGSTON et al., 1983).
Os efeitos do MPTP sdo dependentes da espécie estudada, sendo que em



44

primatas (homens, macacos e babuinos) o MPTP induz sintomas e
alteragdes neuroquimicas praticamente indistinguiveis da DP idiopatica
(LANGSTON et al., 1983; KOPIN; MARKEY, 1988). J4 roedores
(ratos e camundongos) parecem ser menos sensiveis & neurotoxicidade
induzida pelo MPTP quando comparados aos primatas, além de ndo
apresentarem toda a sintomatologia caracteristica da DP. Em
camundongos, os efeitos da administragdo sistémica do MPTP sdo
dependentes do regime de tratamento, da linhagem estudada, do género
e da idade dos animais (SEDELIS et al, 2000; SCHMIDT; FERGER,
2001)

Assim como o observado na DP, a neurodegeneracdo induzida
pelo MPTP parece envolver o processo de estresse oxidativo, sendo que
camundongos transgénicos que apresentam expressdo aumentada das
enzimas Cu/Zn-superoxido dismutase e Mn-superoxido dismutase s&o
mais resistentes aos danos oxidativos induzidos pelo MPTP
(PRZEDBORSKI et al., 1992). Em contrapartida, os efeitos
neurotoxicos do MPTP sdo exacerbados em camundongos que
apresentam deficiéncia destas enzimas. Além disso, tem sido
demonstrado que o tratamento com diferentes antioxidantes, como a
vitamina E, B-caroteno e acido ascorbico, é capaz de atenuar a
neurotoxicidade induzida pelo MPTP em camundongos (PERRY et al,
1985).

1.7.1.1 Modelo da administracdo intranasal de MPTP

Como mencionado anteriormente, tem sido demonstrado o
envolvimento de fatores ambientais na etiologia da DP. Neste sentido,
tem sido hipotetisado que uma das portas de entrada no organismo das
toxinas ambientais seria a cavidade nasal (“teoria da vetorizacao
olfatoria”) (DOTY, 2008). Dessa maneira, 0 modelo da administracdo
i.n. de MPTP desenvolvido em nosso laboratério (PREDIGER et al.,
2006; PREDIGER et al., 2009; PREDIGER et al., 2010) visa justamente
reproduzir tanto a via de contato entre o organismo humano e as toxinas,
guanto as caracteristicas de toxicidade do MPTP com o avango do
processo neurodegenerativo e sintomas da DP, de acordo com a
proposta de Braak e colaboradores (2003).

O modelo de administracdo de MPTP pela via i.n. parece
reproduzir as caracteristicas observadas durante as fases iniciais da DP
(PREDIGER et al., 2006; PREDIGER et al., 2009; PREDIGER et al.,
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2010). De acordo com a hipotese de Braak et al. (2003) e reproduzindo
0 quadro clinico da DP, ratos e camundongos submetidos a
administragdo i.n. de MPTP apresentaram uma disfuncdo precoce na
discriminagdo olfatéria, reconhecimento social e memdrias de
procedimento e operacional no labirinto aquatico de Morris
(PREDIGER et al., 2006; PREDIGER et al., 2010). Além disso, a
infusdo i.n. de MPTP, tanto em ratos Wistar quanto em camundongos
C57BL/6, causou significativa reducdo nos niveis da enzima tirosina
hidroxilase no bulbo olfatério, no estriado e na substancia negra, além
de reduzir as concentracdes de dopamina em algumas areas cerebrais
como bulbo olfatério, estriado e cértex pré-frontal, evidenciando
neurodegeneracdo nas referidas regides (PREDIGER et al., 2010).

Deve ser destacados que 0s prejuizos da funcdo motora
observados apds a administracdo i.n. de MPTP variam de acordo com a
espécie em estudo. Estudos prévios realizados em nosso laboratério
demonstraram que ratos Wistar adultos jovens (3 meses de idade)
apresentaram comprometimento da fun¢do motora quando avaliados no
teste do campo aberto e caixa de atividade somente ap6s duas a trés
semanas da administracdo i.n. de MPTP (PREDIGUER et al., 2006;
MOREIRA et al., 2010). Em contraste, este efeito ndo foi verificado em
camundongos adultos jovens (5 meses de idade) da linhagem C57BL/6
guando avaliados nas mesmas condi¢Ges experimentais (PREDIGER et
al., 2010).

Em adicdo, deve ser ressaltado que a via i.n. representa um
método confiavel e Gtil para a administracdo de medicamentos e toxinas
com o intuito de atingir o SNC (DHURIA; HANSON; FREY, 2010).
Varios sdo 0s mecanismos responsaveis por este transporte da via i.n.
para 0 SNC, como nervos, vasos sanguineos, fluido cerebrospinal e o
sistema linfatico. Esses componentes contornam os obstaculos impostos
pela barreira hematoencefalica, para revisdo recente ver (DHURIA;
HANSON; FREY, 2010) .

Considerando as informacges descritas anteriormente, o presente
estudo teve o intuito de investigar os efeitos do pré-tratamento com
agmatina sobre as alteragbes comportamentais e neurogquimicas
induzidas pela administracdo i.n. de MPTP em camundongos
envelhecidos. A agmatina foi escolhida por se tratar de uma substancia
endégena que apresenta alteracbes em sua concentracdo em ratos
envelhecidos (LIU et al., 2008c) e que possui alguns efeitos protetores
descritos contra diferentes modelos de dano ao SNC (DEMEHRI et al.,
2003; KIM et al., 2004; ARICIOGLU; REGUNATHAN, 2005; Li et al.,
2006). Aliado a isso, devem ser ressaltados 0os mecanismos de agéo
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dessa substancia relacionados com sua acdo mitocondrial, inibicdo da
excitotoxicidade glutamatérgica e das isoformas | e Il da NOS (FENG;
PILETZ; LEBLANC, 2002; FENG; LEBLANC; REGUNATHAN,
2005).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do pré-tratamento com agmatina sobre as
alteracBes comportamentais e neurogquimicas induzidas pelo tratamento
i.n. com MPTP em camundongos envelhecidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar os efeitos do pré-tratamento com agmatina no
pardmetro ponderal dos animais;

Avaliar os efeitos do pré-tratamento com agmatina na
porcentagem de sobrevida dos animais apds o tratamento i.n. com
MPTP;

Avaliar os efeitos do pré-tratamento com agmatina nos prejuizos
locomotores induzidos pela administracdo i.n. de MPTP através dos
testes de caixa de locomog&o e campo aberto;

Avaliar os efeitos do pré-tratamento com agmatina nos prejuizos
cognitivos induzidos pela administracdo i.n. de MPTP avaliados no teste
de reconhecimento social,

Investigar os efeitos do pré-tratamento com agmatina nos
prejuizos neurolégicos induzidos pela administracdo i.n. de MPTP
através da utilizacdo da escala de medida do Escore Neurol6gico de
Severidade;

Investigar os efeitos do pré-tratamento com agmatiina e da
administracdo i.n. de MPTP na captacdo de glutamato em fatias
hipocampais;

Investigar os efeitos da agmatina sobre a atividade in vitro das
enzimas monoamino oxidase Ae B .
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CONSIDERACOES ETICAS

O presente trabalho foi realizado sob aprovacdo do comité de
ética para o0 uso de animais da Universidade Federal de Santa Catarina
(PP00358/2009). O nimero de animais utilizado em cada experimento
foi 0 minimo necessario para a obtencdo de resultados confidveis com
analises estatisticas adequadas.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6,
com 15 meses de idade e peso entre 25 e 35 gramas. Esses animais
foram escolhidos por serem mais sensiveis a neurotoxicidade induzida
pelo MPTP (SEDELLIS et al., 2000; OOKUBO et al., 2009). Estudos tém
mostrado que camundongos fémeas nessa idade ndo possuem ciclo
estral e apresentam baixos niveis de estradiol e progesterona, garantindo
uma baixa variabilidade hormonal (FELICIO; NELSON; FINCH, 1984)
que poderia interferir nos testes comportamentais (FELICIO; NELSON;
FINCH, 1984; NELSON et al., 1995). Outro fator que motivou a
utilizagdo de fémeas nessa idade é que em mulheres, a idade de inicio do
aparecimento da DP se correlaciona com o fim da vida fértil, sendo que
mulheres submetidas a ooforectomia antes da menopausa apresentam
maiores chances de desenvolver a DP (ROCCA et al., 2008).

Os animais foram adquiridos do Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério
(CEMIB-UNICAMP) com trés meses de idade. Durante todo o periodo
necessario até atingirem a idade para utilizacdo nos experimentos (15
meses), 0S animais permaneceram no biotério do Laboratério
Experimental de Doengas Neurodegenerativas (LEXDON) (B10039),
sendo que estes foram alojados em gaiolas plésticas (36 x 30 x 15 cm
comprimento X largura x altura), cada uma contendo 15 camundongos.
Durante todo o periodo (exceto durante a realizacdo dos testes
comportamentais), 0s animais tiveram livre acesso a agua e comida. A
temperatura ambiente manteve-se controlada em 23+1 °C e ciclo de luz
claro escuro de 12 h, com inicio as 7:00 h da manha.
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3.3 DROGAS

Foram utilizadas as seguintes drogas no presente estudo:

- Sulfato de agmatina (Sigma Chemical Co, USA);

- 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-3-tetrahidropiridina (MPTP HCI) (Sigma
Chemical Co, USA);

- Salina (NaCl 0,9%, Sigma Chemical Co, USA), usado como
veiculo para dissolver a agmatina e o MPTP.

As doses utilizadas de agmatina e MPTP foram baseadas em
estudos prévios da literatura, respectivamente (GADOTTI et al., 2006;
PREDIGER et al., 2010) .

3.4 TRATAMENTOS

O sulfato de agmatina foi administrado uma vez ao dia durante 5
dias consecutivos pela via intraperitoneal (i.p.) na dose de 30 mg/kg, na
tentativa de estabelecer um pré-tratamento protetor perante a
subsequente toxicidade induzida pela administracdo i.n. de MPTP.
Durante esse periodo de tratamento com agmatina, o peso dos animais
foi aferido para a verificagdo de possiveis efeitos da agmatina na
motivacdo alimentar dos animais. No quinto dia, 1 h ap6s a ultima
administracdo de agmatina, os animais foram submetidos a
administragdo i.n. da pré-neurotoxina MPTP (1 mg/narina), de acordo
com o procedimento descrito por (DLUZEN; KEFALAS, 1996) e
modificado em nosso laboratério (PREDIGER et al., 2010).

Os animais foram levemente anestesiados com isoflurano a
0,96% (0,75 CAM; Abbot Laboratérios do Brasil Ltda, RJ, Brasil)
utilizando um sistema vaporizador (SurgiVet Inc., WI, EUA) e um
pedaco de 7 mm de tubo PE-10 foi inserido pelas narinas. O tubo foi
conectado a uma bomba peristéltica programada para realizar uma
infusdo de 12,5 pl/min, como pode ser observado na Figura 6. O MPTP
foi dissolvido em NaCl 0,9% na concentracdo de 20 mg/ml, apés o qual
foi infundido durante 4 min (1 mg/narina). A solugdo controle consistiu
de salina administrada pela via i.n.. Ap6s um intervalo de 1 min para os
animais recuperarem a funcao respiratoria normal esse procedimento foi
repetido com infusdo através da narina contralateral.
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Figura 6: Esquema do procedimento utilizado para a administracdo i.n.
de MPTP (1 mg/narina) em camundongos (PREDIGER et al., 2010).

3.5PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Ap6s a administragdo i.n. do MPTP, os animais foram
submetidos a uma bateria de testes comportamentais para avaliacdo de
suas fungbes motoras, cognitivas e neuroldgica, e ao final de 21 dias
estes foram sacrificados para a realizagdo de experimentos
neuroquimicos, como pode ser visualizado na Figura 7.

3.6 ANALISE DA PORCENTAM DE SOBREVIDA

Durante todo o protocolo experimental a porcentagem de
sobrevida dos animais foi avaliada. Nos cinco dias de pré-tratamento
com agmatina nenhum 6ébito foi verificado nos grupos experimentais.
Apbs o tratamento i.n. com MPTP, o acompanhamento do nimero de
mortes foi realizado até o vigésimo primeiro dia, para posterior
montagem da curva de sobrevida (FERNANDES et al., 2009).
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3.7 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.7.1 Teste da caixa de locomocéo

A atividade locomotora dos animais foi medida por um sistema
automatizado de monitoramento de video, trés dias ap6s a administracdo
i.n. de MPTP. A caixa era feita de plastico preto (25 x 25 x 15 cm,
iluminacéo de 12 lux). Uma c&mera foi posicionada em cima da caixa,
sendo conectada a um gravador de DVD para gravar a locomocéao dos
animais. Os videos foram analisados no software ANY Maze (Stoelting
Co., Wood Dale, IL, USA) para determinar a atividade locomotora, que
foi expressa como a distancia total percorrida (m) e, como a velocidade
média (m/s) durante um periodo de cinco minutos (HICKEY et al.,
2008).

3.7.2 Teste do reconhecimento social

A memoria social de curto prazo foi avaliada sete dias apés a
administracdo i.n. de MPTP através do teste de reconhecimento social
descrita por (DANTZER et al., 1987) e padronizada previamente em
nosso laboratério (PREDIGER et al., 2004; PREDIGER et al., 2005g;
PREDIGER et al., 2005b; XIKOTA et al., 2008; PREDIGER et al.,
2010). O teste foi realizado pelo mesmo avaliador em uma sala de
observagdo aonde os animais foram habituados por pelo menos 1 h antes
do inicio do teste. Camundongos jovens (um més de idade) da linhagem
C57BL/6 foram mantidos em grupos de 10 por gaiola e serviram como
estimulos sociais para os camundongos adultos. Os animais jovens
foram isolados em gaiolas durante 20 minutos antes do inicio do
experimento. A tarefa de reconhecimento social consiste em duas
apresentacOes sucessivas (5 minutos cada), separadas por um curto
periodo de tempo, onde o camundongo jovem foi colocado na gaiola do
camundongo idoso e o tempo gasto pelos idosos em investigar 0 jovem
foi gravado. No final da primeira apresentacdo, o jovem foi removido e
mantido em uma gaiola individual durante o periodo de intervalo e re-
exposto ao camundongo adulto apds 30 min. O intervalo de 30 min entre
as duas apresentacdes do mesmo jovem foi utilizado para demonstrar
possiveis prejuizos na memoria social induzidos pelo MPTP, uma vez
gue normalmente roedores adultos sdo capazes de reconhecerem animais
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jovens familiares apoOs este curto espaco de tempo (DANTZER et
al.,1987). Os resultados foram expressos pela Razdo de Duragdo da
Investigacdo (RDI) (Prediger et al. 2004). O RDI consiste na razdo entre
o tempo de investigacdo (em s) gasto durante a segunda exposicdo e 0
tempo de investigacdo (em s) gasto durante a primeira exposi¢do do
animal jovem. Valores de RDI proximos de um (01) sdo sugestivos de
prejuizos nesse tipo de memoria, pois indicam que os tempos de
investigacdo durante as duas apresentacBes foram semelhantes. Ja
valores de RDI abaixo de um (01) sugerem que o camundongo idoso foi
capaz de reconhecer o jovem, apresentando uma redugdo no tempo de
investigacdo durante a segunda apresentacdo do jovem familiar.

3.7.3 Avaliacao do Escore Neuroldgico de Severidade

Treze dias ap6s a administracéo i.n. de MPTP, os camundongos
foram submetidos ao Escore Neurologico de Severidade (ENS) que
pode ser visualizado na Figura 8. Este consiste em uma escala composta
de tarefas projetada para medir o estado neuroldgico geral de roedores,
como descrito anteriormente (FLIERL et al., 2009) e padronizado
recentemente em nosso laboratério (SCHWARZBOLD et al., 2010). Os
animais foram avaliados no ENS através dos parametros apresentados
na Tabela 1. Se o camundongo apresentou falha em algum desses
pardmetros, o valor de um (01) foi adicionado ao escore total. Valores
mais altos no ENS indicam um maior comprometimento neurolégico do
animal (SCHWARZBOLD et al., 2010).
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20cm

30cm
@

Figura 8: Equipamento utilizado para avaliagdo do Escore Neuroldgico
de Severidade de camundongos (Schwarzbold et al., 2010).

Tabela 1: Parametros avaliados no Escore Neurologico de Severidade
(ENS)

1. Presenca de paresia

[

Inabilidade em andar em linha reta

Perda do comportamento exploratorio

Falha em sair do circulo (até 3 min)

Inabilidade em andar na trave de 3 cm (até 2 min)
Inabilidade em andar na trave de 2 ¢cm (até 2 min)
Inabilidade em andar na trave de 1 cm (até 2 min)

Inabilidade em se equilibrar na trave 0,7 cm (até 10 s)

S U A

Inabilidade em se equilibrar na trave redonda (até 10 s, 3 tentativas)

10. Perda do reflexo de sobressalto
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3.7.4 Teste do campo aberto

Dezenove dias ap6s a administragdo i.n. de MPTP, a atividade
locomotora dos animais foi novamente avaliada, desta vez através da
utilizacdo do teste do campo aberto de acordo com a metodologia
descrita anteriormente (PREDIGER et al., 2008). Os camundongos
foram colocados no centro de uma arena de acrilico (50 x 50 cm,
paredes transparentes, piso preto dividida em 9 quadrantes de tamanho
igual demarcados por linhas brancas, iluminacdo de 12 lux) e podiam
explord-la livremente durante 5 min. O namero total de quadrantes
cruzados e atos de levantar foram registrados como indices de
locomocao e atividade exploratoria, respectivamente.

3.8 ENSAIO EX VIVO

3.8.1 Avaliacdo do efeito da agmatina e da administracdo i.n. de
MPTP na captacao hipocampal de glutamato

Preparacao e incubagdo das fatias hipocampais

Ao final dos vinte e um dias de avaliagdo comportamental, 0s
animais foram mortos por decapitacdo e 0 hipocampo foi rapidamente
removido e mantido em tampdo Krebs-Ringer bicarbonato (KRB =
NaCl 122 mM; KCI 3 mM; CaClI2 1,3 mM; MgS0O4 1,2 mM; KH2PO4
0,4 mM; NaHCO3 25 mM; D-glicose 10 mM) gelado e gaseificado com
carbogénio (95% 02 - 5% CO2) para atingir o pH 7,4. As fatias (0,4
mm de espessura) foram obtidas utilizando-se um fatiador de tecidos
Mcllwain e pré-incubadas em tampdo KRB por 30 min a 37°C, sendo
gaseificadas com carbogénio. Fatias controle foram incubadas por 1
hora no tampdo KRB e gaseificadas com carbogénio.

Avaliacdo da captacéo de glutamato em fatias hipocampais

A captacdo de glutamato foi realizada conforme metodologia
previamente descrita (FR1ZZO et al., 2002). As fatias de hipocampo
foram pré-incubadas por 15 minutos a 35°C, em solu¢do salina
balanceada de Hanks (HBSS = CaCl, 1,29 mM, NaCl 136,9 mM, KCI
5,36 mM, MgSQO,4 0,65 mM, Na,HPO, 0,27 mM, KH,PO, 1,1 mM, D-
glicose 2 mM e Hepes 5 mM). A captacdo iniciou-se com a adicdo de



57

100 uM de glutamato, permanecendo por 7 minutos. A incubagdo foi
terminada com a retirada do meio de captacdo e as fatias foram lavadas
duas vezes com 1 ml de HBSS gelado. Em seguida, 300 ul de uma
solucdo de NaOH 0,1 N/SDS 0,01% foram adicionados para
solubilizacdo das fatias. Ap6s completa solubilizacdo, os lisados foram
utilizados para determinacdo do conteddo intracelular de glutamato
fluorimetricamente. A captacdo de glutamato foi corrigida para a unido
ndo-especifica em ensaios realizados na auséncia de ions sodio.

3.9 ENSAIO IN VITRO

3.9.1 Avaliacdo do efeito da agmatina na atividade das enzimas
MAO-A e MAO-B

A agmatina foi testada quanto ao seu potencial inibitorio in vitro
sobre as atividades das enzimas MAO-A e de MAO-B mitocondrial em
homogenatos de cérebro total de camundongos C57BL/6 fémeas com 15
meses de idade pelo método fluorimétrico usando como substrato
cinuramina, como descrito anteriormente (MATSUMOTO et al., 1985;
SANT' ANNA et al., 2009). Os ensaios foram realizados em duplicata
em um volume final de 500 pl contendo 0,25 mg de proteina e
incubados a 37°C por 30 min. Atividades das isoformas A e B foram
isoladas farmacologicamente incorporando 250 nM de selegilina
(inibidor seletivo da MAO-B) ou 250 nM de clorgiline (inibidor
selectivo da MAO-A) na reacdo. A mistura de reacdo (contendo fragGes
mitocondriais, agmatina e inibidores) foi incubada a 37°C por 5 min e a
reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de 50 ul de cinuramina (90 mM para
MAO-A e 60 mM para a MAO-B). A agmatina foi testada em um
intervalo de concentracdo de 0,01-1000 mM. Os resultados foram
expressos em porcentagem de controle (tubo sem agmatina).
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3.10 ANALISE ESTATISTICA

As anélises estatisticas dos resultados obtidos nos testes das
atividades locomotoras, memoria social e captacdo de glutamato foram
realizadas por andlise de variancia (ANOVA) fatorial de duas vias. A
andlise do peso dos animais foi realizada por ANOVA de duas vias com
medidas repetidas. Posteriormente, esse conjunto de resultados teve os
grupos comparados entre si empregando-se o0 teste post-hoc de
Newman-Keuls. A anélise estatistica das curvas de sobrevida foi
realizada com o teste de Mantel-Cox (log-rank). Posteriormente, os
grupos foram comparados entre si empregando-se o teste post-hoc de
Gehan-Breslow-Wilcoxon. A andlise estatistica da atividade das
enzimas MAO-A e MAO-B foi realizada pelo Test “t” de Student. O
Escore Neuroldgico de Severidade foi analisado estatisticamente pelo
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Posteriormente, 0s grupos
foram comparados entre si empregando-se o teste post-hoc de Dunn’s. A
probabilidade aceita como indicativo da existéncia de diferenca
estatisticamente significante foi de P<0,05. As andlises estatisticas
foram efetuadas utilizando-se o pacote estatistico GraphPadPrism 5.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM AGMATINA SOBRE O PESO
DOS ANIMAIS

A Figura 9 mostra o efeito da administracdo repetida de agmatina
(30 mg/kg, i.p.) sobre o peso dos animais durante os cinco dias de
tratamento. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas nao revelou
alterac@es significativas no peso dos animais durante os cinco dias de
tratamento [F(4, 240)=1,66, P=0,16]. Portanto, o presente tratamento
com a agmatina ndo alterou significativamente o peso dos animais.

—— Controle
—— Agmatina

1 2 3 4 5 (Dias)
Pré-tratamento

Figura 9: Efeito da administragdo repetida de agmatina (30 mg/kg, i.p.)
ou solucdo controle durante 5 dias consecutivos no peso (em g) dos
animais. As linhas representam o peso dos animais (média+E.P.M.) no
decorrer dos cinco dias de tratamento.
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4.2 EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM AGMATINA E DA
ADMINISTRACAO INTRANASAL DE MPTP SOBRE A
PORCENTAGEM DE SOBREVIDA DOS ANIMAIS

O numero de 6bitos foi registrado durante os 26 dias de protocolo
experimental (5 dias de tratamento com agmatina somados aos 21 dias
de avaliacdo comportamental). Nos 5 dias iniciais ndo foram observados
eventos de morte em nenhum dos grupos experimentais (dados nao
mostrados). Durante os 21 dias subsequentes & administracdo i.n. do
MPTP, ocorreram 6bitos nos diferentes grupos que foram registrados
para posterior montagem das curvas de sobrevida, que podem ser
observadas na Figura 10.

A porcentagem de sobrevida foi menor no grupo controle/MPTP
qguando comparada aos demais grupos [Log-rank Mantel-Cox test
(P<0,05) seguido por Gehan-Breslow-Wilcoxon Test]. Realizando-se a
andlise estatistica ponto a ponto percebe-se que o tratamento com MPTP
reduz de maneira significativa a porcentagem de sobrevivéncia quando
comparado aos grupos que nao foram infundidos com MPTP. Esse perfil
ocorre ap6s o 1° dia da administracéo i.n. de MPTP e se mantém até o
13° dia, [Log-rank Mantel-Cox test (P<0,05) seguido por Gehan-
Breslow-Wilcoxon Test]. Apés o 14° dia, verifica-se um efeito protetor
da agmatina perante a administragdo i.n. de MPTP, evidenciado por uma
maior porcentagem de sobrevida do grupo agmatina/MPTP quando
comparado ao grupo controle/MPTP [Log-rank Mantel-Cox test
(P<0,05) seguido por Gehan-Breslow-Wilcoxon Test].
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Figura 10: Efeito do pré-tratamento com agmatina (30 mg/kg, i.p.) e do
tratamento i.n. com MPTP (1 mg/narina) na porcentagem de
sobrevivéncia dos animais. As linhas representam a porcentagem de
sobrevida dos animais no transcorrer dos vinte e um dias ap6és a
administracdo de MPTP intranasal. *P<0,05 comparado a porcentagem
de sobrevivéncia dos grupos controle. #P<0,05 comparado a
porcentagem de sobrevivéncia do grupo agmatina/MPTP (Teste de
Gehan-Breslow-Wilcoxon).

4.3 EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM AGMATINA E DA
ADMINISTRACAO INTRANASAL DE MPTP SOBRE A
ATIVIDADE LOCOMOTORA DOS ANIMAIS AVALIADA NA
CAIXA DE LOCOMOCAO

Trés dias ap6s a administracdo i.n. de MPTP (1 mg/narina) foi
avaliada a atividade locomotora dos animais na caixa de locomocao.
Como pode ser observado na Figura 11, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes nos parametros de distancia
total [F(1, 33)=0,28, P=0,60] e velocidade média [F(1, 33)=0,28,
P=0,60] entre os diferentes grupos experimentais, avaliados por
ANOVA fatorial de duas vias.
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Figura 11: Efeito do pré-tratamento com agmatina (30 mg/kg, i.p.) e do
tratamento i.n. com MPTP (1 mg/narina) na atividade locomotora dos
camundongos avaliada na caixa de locomogdo. As barras verticais
representam (média+E.P.M) (a) distancia percorrida e (b) velocidade
média durante uma avaliacdo de cinco minutos.
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4.4 INFLUENCIA Do PRE-TRATAMENTO COM AGMATINA E
DA ADMINISTRACAO INTRANASAL DE MPTP SOBRE A
MEMORIA SOCIAL DE CAMUNDONGOS

A Figura 12 ilustra o efeito do pré-tratamento com agmatina (30
mg/kg) e do tratamento i.n. com MPTP (1 mg/narina) sobre o
desempenho dos animais no teste do reconhecimento social. A ANOVA
fatorial de duas vias indicou que o tratamento com MPTP prejudicou a
capacidade de reconhecimento dos camundongos adultos, indicado por
um aumento no RDI que ficou mais proximo de 01, sendo
estatisticamente diferente quando comparado ao grupo controle [F(1,
29)=20,72, P<0,05]. O pré-tratamento com agmatina promoveu uma
reducdo significativa no RDI dos animais infundidos com MPTP [F(Z,
29)=10,32, P<0,05], sugerindo uma protecdo contra 0s prejuizos na
memoéria social induzidos pelo MPTP (Figura 12).

=
o
)

*
T
-

o
(o]
1

il

Razéo de duracéo
de investigacdo (RDI)

0.0-

Controle  MPTP Controle MPTP
Controle Agmatina

Figura 12: Influéncia do pré-tratamento com agmatina (30 mg/kg, i.p.)
e do tratamento i.n. com MPTP (1 mg/narina) sobre a memoria social
dos camundongos. Razdo de duracdo de investigacdo (RDI). As barras
verticais representam (média+E.P.M). RDI (a razéo entre o tempo de
investigagdo na segunda exposicdo e o tempo de investigagdo na
primeira exposi¢do). *P<0,05 comparado ao grupo controle/controle.

#P<0,05 comparado ao grupo controle/MPTP (Teste de Newman-
Keuls).
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45 ACAO DO~PRE—TRATAMENTO COM AGMATINA E DA
ADMINISTRACAO INTRANASAL DE MPTP SOBRE O ESCORE
NEUROLOGICO DE SEVERIDADE DE CAMUNDONGOS

Quando submetidos ao ENS, os camundongos do grupo
controle/MPTP  evidenciaram prejuizos neuroldgicos gerais por
apresentarem uma maior pontuacdo na escala quando comparado ao
grupo controle/controle, como pode ser observado na Figura 13
[Kruskal-Wallis test (P< 0,05), post hoc Dunn’s]. O pré-tratamento com
agmatina mostrou-se eficaz em proteger os animais do aparecimento de
tais prejuizos induzidos pelo MPTP, pois apresentaram o mesmo nivel
de escore quando comparado ao grupo controle/controle e
significativamente inferior quando comparado ao grupo controle/MPTP
[Kruskal-Wallis test (P >0,05), post hoc Dunn’s].

5- *

Escore Meurologico
de Severidade
E -

Controle MPFTFE Controle MFTP
Controle Agmatina

Figura 13: Acdo do pré-tratamento com agmatina (30 mg/kg, i.p.) e do
tratamento i.n. com MPTP (1 mg/narina) no Escore Neuroldgico de
Severidade em camundongos. Os dados estdo representados por
mediana e intervalo interquartil. Um maior escore indica um maior
comprometimento neuroldgico, até o maximo de 10 pontos. *P<0,05
comparado ao grupo controle/controle. #P<0,05 comparado ao grupo
controle/MPTP (Teste de Dunn’s).
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4.6 EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM AGMATINA E DO
TRATAMENTO INTRANASAL COM MPTP NA ATIVIDADE
MOTORA EM CAMUNDONGOS AVALIADA NO CAMPO
ABERTO

O tratamento com MPTP pela via i.n. gerou uma reducdo
significativa no nimero de cruzamentos [F(1, 41)=5,86, P<0,05] quando
comparado ao grupo controle 19 dias apds sua infusdo, porém ndo
ocorreu a interagdo com o pré-tratamento agmatina [F(1, 41)=1,26,
P=0,27] (Figura 14A). Em relagdo ao numero de levantamentos, o
tratamento com MPTP também promoveu uma reducdo significativa
nesse parametro [F(1, 41)=6,70, P<0,05], sendo que o pré-tratamento
com agmatina foi capaz de prevenir esta reducdo no ndmero de
levantamentos induzido pela administracdo i.n. de MPTP [F(Z,
41)=4,23, P<0,05] (Figura 14B).
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Figura 14: Influéncia do pré-tratamento com agmatina (30 mg/kg, i.p.)
e do tratamento i.n. com MPTP (1 mg/narina) na atividade motora
avaliada no teste do campo aberto. Os dados estdo representados por
media + E.P.M. (a) cruzamentos e (b) levantadas durante uma avaliagdo
de cinco minutos. *P<0,05 comparado ao grupo controle/controle.
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#P<0,05 comparado ao grupo controle/MPTP (Teste de Newman-
Keuls).

47 EFEITO DA AGMATINA E DA ADMINISTRACAO
INTRANASAL DO MPTP NA CAPTACAO DE GLUTAMATO EM
FATIAS HIPOCAMPAIS

Como ilustrado na Figura 15, o tratamento i.n. com MPTP
diminuiu a captacdo de glutamato em fatias hipocampais vinte e um dias
apos sua administracdo quando comparado ao grupo controle [F(1,14)=
5,16, P<0,05]. No entanto, ndo ocorreu interagdo entre o pré-tratamento
com agmatina e o tratamento com MPTP [F(1,14)= 2,62, P=0,70].

< 0.10-
1 T
0.08- 1 T

min

-1

*
T
1

Captacao de Glutamato

nmol mg* proteina
© o o o
o o o o
T £ 2

Controle  MPTP Controle MPTP
Controle Agmatina

Figura 15: Influéncia do pré-tratamento com agmatina (30 mg/kg, i.p.)
e do tratamento i.n. com MPTP (1 mg/narina) na captacdo de glutamato
em fatias hipocampais de camundongos C57BL6 fémeas com 15 meses
de idade. Os dados estdo representados pela media + E.P.M. *P<0,05
comparado ao grupo controle/controle.

4.8 EFEITO DA AGMATINA SOBRE A ATIVIDADE IN VITRO DAS
ENZIMAS MONOAMINO OXIDASES A E B

Como pode ser observado na Figura 16, a agmatina ndo inibiu em
nenhuma concentragdo testada, a atividade das enzimas monoamino
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oxidase A [t=1,30; P = 0,25; Teste “t” de Student] € monoamino oxidase
B [t=0,96; P = 0,38; Teste “t” de Student], quando comparadas ao grupo
controle. Dessa maneira a agmatina néo interfere com a metabolizacdo
do MPTP a MPP".
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Figura 16: Efeito da agmatina (0,01 — 1000 uM) sobre a atividade das
enzimas monoamino oxidases A e B in vitro. Os dados estdo
representados por porcentagem de atividade comparada ao grupo
controle e foram obtidos a partir de experimentos em duplicata.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo confirmam achados prévios do
nosso grupo (PREDIGER et al., 2010) demonstrando que a
administragdo i.n. de MPTP promove alteragdes da memoria operacional
em camundongos. Além disso, os presentes resultados indicam pela
primeira  vez uma maior suscepbtibilidade de camundongos
envelhecidos (15 meses de idade) fémeas aos prejuizos motores
induzidos pela administracdo i.n. de MPTP. De maior destaque, o
presente estudo sugere de maneira inédita o efeito protetor do tratamento
repetido com agmatina sobre 0s prejuizos cognitivos, motores e
neurolégicos induzidos pela administragdo i.n. de MPTP em
camundongos.

No presente estudo, foi demonstrado que a agmatina possui duas
caracteristicas importantes que devem ser ressaltadas. A primeira é que
a agmatina ndo interfere com a cinética de metabolizacdo do MPTP,
uma vez que ndo inibiu a atividade das enzimas monoamino oxidases A
e B, permitindo dessa maneira que o MPTP seja convertido no seu
metabolito ativo MPP* e exerca sua neurotoxicidade esperada. A
segunda é que a agmatina previne de modo eficiente a morte dos
animais, aumentando a porcentagem de sobrevida, além de néo interferir
com 0 peso dos mesmos durante o periodo de tratamento.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que o
tratamento repetido durante 5 dias com agmatina por via i.p. ndo gerou
alteragdes no peso nos animais, sugerindo um padrdo normal de ingestdo
alimentar. Além disso, trabalhos prévios da literatura demonstraram que
0 tratamento repetido com agmatina (uma vez ao dia durante 7 dias),
através de cénula guia implantada no terceiro ventriculo ndo gerou
prejuizos na atividade locomotora dos animais (KOTAGALE et al.,
2010; LIU et al., 2008a).

Os sistemas de neurotransmissdo dopaminérgico e glutamatérgico
estdo amplamente distribuidos em diversas regides encefalicas como
cortex, sistema limbico e ndcleos da base, nos quais atuam de maneira
integrada para realizar fungdes na motivacdo e no processamento de
informagdes associativas (KELLEY, et al., 2003). Acredita-se que a
atividade neural coordenada entre esses dois sistemas seja realizada
principalmente através dos receptores D1 para dopamina e NMDA para
glutamato. Esses receptores estdo relacionados a eventos como
transducdo de sinal e transcri¢cdo génica que conduzem a alteracdes de
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longa duracdo na expressdo de genes, plasticidade sinaptica e,
consequentemente, a comportamentos relacionados com o0s sistemas
citados (KELLEY, et al., 2003).

Trabalhos anteriores ja investigaram se o blogueio dos receptores
NMDA causaria algum tipo de prejuizo no aprendizado instrumental
alimentar. Nestas pesquisas, experimentos foram realizados para
investigar o comportamento alimentar dos animais e sua atividade
locomotora, uma estratégia para validar os resultados do aprendizado. A
administragdo de AP-5 (antagonista do receptor NMDA para glutamato)
no nucleo central da amigdala gerou prejuizos nos padrdes de ingestao
alimentar e também na atividade locomotora, apesar de outros trabalhos
ndo evidenciarem tais caracteristicas em diferentes regibes cerebrais,
apenas  mostrando  prejuizo  no  aprendizado  instrumental
(GALLAGHER; SCHOENBAUM, 1999; ABEL; LATTAL, 2001).

Desta maneira, a neurotransmissdo envolvida com o
comportamento de ingestdo alimentar, bem como a atividade
locomotora dos animais, parece ndo estar diretamente afetada devido ao
tratamento repetido com a agmatina. Portanto, a agmatina parece
apresentar uma acdo moduladora prevalente, ndo evidenciando prejuizos
comportamentais per se. Essa caracteristica moduladora ja foi
confirmada em diferentes estudos. No labirinto aquatico de Morris, a
agmatina gerou beneficios na memoria espacial de trabalho e nédo
interferiu com a meméria espacial de referéncia (LIU; BERGIN, 2009).
Os niveis enddgenos de agmatina mostraram-se aumentados no
hipocampo de ratos submetidos a esse mesmo teste, sugerindo uma
relevancia da liberacdo desta substancia nesse tipo de aprendizado
espacial. De maneira importante, nos animais submetidos somente a
tarefa de nadar tal aumento ndo foi verificado (LIU et al., 2008b). Outro
trabalho observou um efeito facilitador da agmatina na consolida¢do no
teste da esquiva inibitéria do tipo step-down quando administrada
imediatamente apds a sessdo de condicionamento, porém, nao foi
observado 0 mesmo efeito na aquisicdo da memodria, isto é, quando
administrada uma hora antes da sesséo de treino (ARTENI et al., 2002).

Outros efeitos benéficos da agmatina ja foram evidenciados em
trabalhos que avaliaram suas a¢fes em parametros de emocionalidade.
Em testes utilizados para a avaliagdo de propriedades ansioliticas de
substancias, a agmatina mostrou esse carater no labirinto em cruz
elevado, na caixa claro escuro, no teste de conflito de Voegel e na
interacdo social (LAVINSKY; ARTENI; NETTO, 2003; GONG et al.,
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2006). Quando avaliada sua propriedade antidepressiva, a agmatina
mostrou-se efetiva tanto no teste de suspensdo pela cauda quanto no
teste do nado forcado (GONG et al., 2003). Além disso, no teste do nado
forcado, a agmatina foi capaz de potencializar o efeito de
antidepressivos cldssicos como a fluoxetina e a paroxetina (KRASS et
al., 2008). De maneira importante, substancias que aumentam os niveis
enddégenos de agmatina como a L-arginina, o inibidor de ornitina
descarboxilase entre outros, apresentaram o mesmo efeito no referido
teste (TAKSANDE et al., 2009).

Através da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massa um grupo de pesquisadores
neozelandeses quantificou os niveis de agmatina em diversas regides
cerebrais. Tal estudo evidenciou diminui¢cdo dos niveis de agmatina na
regido CAL do hipocampo e no cértex pré-frontal de ratos idosos (LIU
et al., 2008c). No entanto, este mesmo estudo verificou aumento dos
niveis de agmatina no giro denteado, nos cértices entorrinal, perirrinal e
temporal dos ratos envelhecidos (Liu et al., 2008c)

Por se tratar de uma substdncia enddgena com caracteristicas
moduladoras e que o envelhecimento altera suas concentracdes em
diferentes regibes cerebrais buscou-se avaliar os efeitos do tratamento
repetido com agmatina em um modelo experimental da DP aplicado em
animais envelhecidos. De maneira interessante, embora o
envelhecimento represente o principal fator de risco para o
desenvolvimento da DP, poucos estudos utilizando modelos
experimentais da DP tém sido conduzidos em animais envelhecidos,
sendo esta uma importante limitacdo dos estudos pré-clincos na DP.

O pré-tratamento com agmatina foi realizado na tentativa de
observar o0s efeitos moduladores e protetores no modelo de
administracdo i.n. de MPTP em camundongos fémeas da linhagem
C57BL/6 com 15 meses de idade. Conforme ja descrito anteriormente, a
toxicidade do MPTP aumenta com o envelhecimento, bem como ja foi
evidenciado que camundongos fémeas sdo mais sensiveis a toxicidade
induzida pelo MPTP (ANTZOULATOS et al., 2010; DESOLE et al.,
1993; OVADIA; ZHANG; GASH, 1995). Entretanto, deve ser
mencionado que existem resultados contraditérios na literatura
mostrando uma maior sensibilidade de camundongos machos a
toxicidade induzida pelo MPTP (SEDELIS et al., 2000). Outro ponto
importante que pode contribuir para 0 aumento da toxicidade do MPTP,
€ que a expressdo da enzima MAO-B encontra-se aumentada em
diversas regides cerebrais incluindo nucleos da rafe, l6cus coeruleus e
nicleo paraventricular do tdlamo em roedores idosos (SAURA;
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RICHARDS; MAHY, 1994), possivelmente elevando a
biotransformagcéo central do MPTP, gerando uma maior taxa de MPP*
circulante no SNC.

Devido a sua alta lipossolubilidade, o MPTP se difunde
rapidamente pelas barreiras celulares sendo convertido a sua forma
toxica MPP" principalmente em astrocitos através da acdo da enzima
MAO-B. O MPP" é uma toxina que possui uma toxicocinética rapida e
eficaz, sendo que em ratos a mesma pode atingir sua concentracao
cerebral maxima 90 minutos apds administracao sistémica (JACKSON-
LEWIS; PRZEDBORSKI, 2007). De acordo com resultados prévios da
literatura (GILAD et al., 2005), no presente estudo confirmou-se que a
agmatina ndo interfere com a cinética de biotransformacdo do MPTP,
permitindo que este seja convertido em MPP* e exerca a sua esperada
toxicidade sobre neurénios dopaminérgicos.

No presente estudo, verificou-se que o0 pré-tratamento com
agmatina foi capaz de prevenir a reducdo na porcentagem de sobrevida
dos animais tratados com MPTP. A andlise da porcentagem de
sobrevida mostra também que o pré-tratamento com agmatina nao foi
capaz de prevenir a toxicidade aguda induzida pelo MPTP. Os efeitos
toxicos verificados nos momentos iniciais ap6s a administragdo do
MPTP parecem estar relacionados com ac8es periféricas da toxina sobre
0 sistema cardiovascular e na inducdo de hipotermia
(FREYALDENHOVEN; ALL; HART, 1995). De maneira importante,
tem sido demonstrado que mesmo ap6s a administracdo pela via i.n.,
uma parcela da droga é deglutida pelos animais sendo distribuida
perifericamente (DHURIA; HANSON; FREY I, 2010). Dessa maneira,
uma liberagdo excessiva de noradrenalina seria gerada por acdo do
MPTP/MPP*, seguida de sua deplecdo nos terminais nervosos
simpéaticos (FULLER et al., 1984; LUTHMAN; JONSSON, 1986). A
liberacdo excessiva de noradrenalina gera um quadro de
superestimulacdo cardiaca, promovendo também uma vasoconstri¢do
generalizada, culminando com um colapso cardiovascular. Estudos
prévios em 6rgdo isolado demonstraram que a agmatina néo foi capaz de
interferir com a acdo da noradrenalina (GONZALEZ et al., 1996;
OZYAZGAN et al., 2003). Além disso, a agmatina ndo exibiu efeitos
per se na temperatura retal de roedores. Pelo contrério, em quadros de
hipertermia induzida por lipopolissacarideo (LPS), apresentou acfes de
reduzir a temperatura por inibir a producdo de nitritos e a morte
neuronal induzida pelo LPS ( ABE; ABE; SAITO, 2000; ARICIOGLU;
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REGUNATHAN,, 2005; RAWLS; AMIN; ZISK, 2007). De acordo com
a literatura e com os dados de sobrevivéncia do estudo atual, a agmatina
parece ndo atuar na toxicidade periférica aguda do MPTP.

O efeito da agmatina em diminuir a mortalidade induzida pelo
tratamento com MPTP foi verificado somente apds 14 dias da
administragdo i.n. desta toxina, evidenciando agdo protetora em algum
alvo que possua efeitos relacionados com a toxicidade desencadeada
pelo MPP" a longo prazo. Ao término dos 26 dias do protocolo
experimental, o grupo agmatina/MPTP apresentou 81% de sobrevida, o
que é significativamente maior do que 40% do grupo controle/MPTP.

Tanto o MPP" quanto o pesticida rotenona possuem como
mecanismo desencadeador de toxicidade a inibicdo irreversivel do
complexo | mitocondrial. Essa acdo gera efeitos de desestabilizar as
fungdes mitocondriais levando a producgdo de radicais livres, ativagdo de
vias apoptdticas entre outros mecanismos ja citados (BEAL, 2001). Um
trabalho recente utilizando a rotenona demonstrou que a agmatina pode
atuar nestes parametros e desta maneira reduzir a sua neurotoxicidade
(CONDELLO et al., 2010). Nesse mesmo estudo, quando testada em
cultura de células SH-SY5Y, a agmatina foi capaz de prevenir
parcialmente alteracfes no potencial de membrana mitocondrial,
formag&o de radicais livres, ativacdo de vias apoptéticas e aumentou a
viabilidade celular induzidas pela rotenona (CONDELLO et al., 2010).
Desta forma, no presente estudo a agmatina pode ter atuado na
manutencdo das fungBes mitocondriais perante a toxicidade do
MPTP/MPP" e retardar os prejuizos comportamentais observados, além
de aumentar a porcentagem de sobrevida dos animais. Entretanto
experimentos adicionais sdo necesséarios para confirmar esta hipdtese
que até 0 momento é meramente expeculativa.

Diversos trabalhos tém investigado os mecanismos bioquimicos
envolvidos com a toxicidade induzida pelo MPTP (PERRY et al., 1985;
PRZEDBORSKI et al., 1992; FRANCO et al., 2007). Neste sentido, o
envolvimento dos sistemas glutamatérgico e nitrérgico vem sendo
caracterizado nesse modelo experimental de DP. Estudos em cultura de
células ja evidenciaram o componente glutamatérgico na toxicidade
induzida pelo MPTP através de prejuizos na captacdo de glutamato em
astrocitos (HAZELL et al., 1997; DI MONTE; TOKAR; LANGSTON,
1999). Além disso, pesquisas avaliando o estresse oxidativo gerado pelo
MPTP demonstram que a toxina estaria agindo através da disfuncéo de
transportadores glutamatérgicos e ativacdo da nNOS (AOYAMA et al.,
2008).
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Um estudo recente verificou alteragdes na sinalizagdo
glutamatérgica que estariam contribuindo para a degeneracéo
dopaminérgica na SNpc de camundongos apds a administracdo
sisttmica de MPTP (MEREDITH et al., 2009). Pesquisas realizadas
através da administragdo de memantina, um antagonista dos receptores
NMDA para glutamato, demonstraram que a mesma possui efeitos
antiparkinsonianos em animais de laboratdrio e que em um teste clinico
mostrou-se bastante eficaz para os pacientes portadores de deméncia
com Corpos de Lewy (FREDRIKSSON et al., 2001; AARSLAND et al.,
2009).

A agmatina evidenciou também efeito anticonvulsivante em uma
série de trabalhos, tanto em convuls@es induzidas por pentilenotetrazol e
glutamato (FENG; LEBLANC; REGUNATHAN, 2005) quanto por
eletrochoque (SU et al., 2004). Esses trabalhos sugerem que esses
efeitos anticonvulsivantes sejam mediados por inibicdo da nNOS e
ativacdo dos receptores a2-adrenérgicos (DEMEHRI et al., 2003). Uma
caracteristica importante é que a agmatina reduz as concentragdes
extracelulares de glutamato ap6s as convulsdes induzidas por
pentilenotetrazol, sendo possivelmente um importante mecanismo para
essa protecdo contra as crises convulsivas, além de aumentar as
propriedades anticonvulsivantes do valproato e do fenobarbital
(LUSZCZKI et al., 2008; LUSZCZKI et al., 2009).

Dessa maneira, emerge a possibilidade de que a agmatina poderia
também agir através do antagonismo dos receptores NMDA e da
inibicdo das isoformas I e Il da NOS para gerar seus efeitos de protegdo
observados no modelo da DP utilizado no presente estudo. Alguns
trabalhos j& evidenciaram que neurotoxinas utilizadas em modelos
experimentais de DP, incluindo o MPTP, sdo capazes de alterar o
funcionamento do sistema glutamatérgico em cultura de células e na
substancia negra de camundongos C57BL/6 (YANG et al., 2005;
MEREDITH et al., 2009). Porém os resultados atuais demonstram pela
primeira vez que o MPTP em um ensaio ex vivo consegue diminuir a
captagdo de glutamato 21 dias apds sua administracdo. Dessa maneira,
reforca-se a idéia do envolvimento do sistema glutamatérgico na
progressdo dos efeitos observados no modelo de DP em questdo. A
diminuigdo da captacéo de glutamato revela alteragdo de um mecanismo
importante para a retirada do glutamato da fenda sindptica (FRIZZO et
al., 2002). Assim teoricamente uma elevada concentracdo de glutamato
permaneceria por um maior periodo de tempo exercendo suas agoes,
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podendo induzir um quadro de excitotoxicidade, como ja mencionado
anteriormente (CHOI, 1992). Um possivel comprometimento das
funcbes hipocampais dos camundongos idosos, poderia ser gerado pela
administragdo i.n. de MPTP. No entanto experimentos adicionais sao
necessarios para a verificacdo desses prejuizos durante os 21 dias apds
administracdo i.n. de MPTP. Com essa estratégia seria possivel realizar
a correlagdo entre esse parametro neuroquimico e 0s comprometimentos
comportamentais que foram observados ao longo do protocolo
experimental. Entretanto, de maneira inesperada, a agmatina nao foi
capaz de previnir a diminuicdo da captacdo de glutamato em fatias
hipocampais de camundongos idosos gerada pela administracdo i.n. de
MPTP. Portanto, embora a excitotoxicidade glutamatérgica parega
contribuir para a toxicidade induzida pela administragéo i.n. de MPTP,
este parece ndo representar o mecanismo principal pelo qual a agmatina
exerce seu efeito protetor no presente modelo. Entretanto, estudos
adicionais avaliando os efeitos da agmatina e do tratamento i.n. de
MPTP sobre a recaptagdo de glutamato em outros tempos e em outras
areas cerebrais de camundongos bem como sobre a expressdo dos
transportadores de glutamato estdo em andamento em nosso laboratdrio
e poderdo contribuir com esta discusséo.

A analise do componente cognitivo foi realizada 7 dias apds a
administragdo i.n. de MPTP, utilizando-se o teste de reconhecimento
social, previamente padronizado em nosso laboratério (PREDIGER et
al., 2010). Este teste é utilizado para a verificagdo da memoria olfatoria
de curta duracdo, sendo que drogas ou procedimentos que
reconhecidamente interferem com o0s processos de aprendizado e
meméria, promovem alteragdes significativas neste teste (PERIO et al.,
1989; PREDIGER et al. 2004, 2005). Ja foi demonstrada a importancia
da dopamina para o processamento da memdria olfatdria, visto o
aumento de sua liberacio durante o aprendizado olfatério
(COOPERSMITH et al., 1991). Aliado a isso, o tratamento com
antagonistas dos receptores dopaminérgicos (PREDIGER et al., 2004)
ou substancias que prejudicam a neurotransimissdo dopaminérgica como
a reserpina (PREDIGER et al., 2005) ou o0 MPTP (MOREIRA et al.,
2010; PREDIGER et al., 2010), induzem um prejuizo da memoria social
de curta duracao.

De acordo com os resultados obtidos anteriormente (PREDIGER
et al.,, 2010) camundongos tratados com MPTP pela via i.n.
apresentaram prejuizos no reconhecimento social, evidenciado por um
tempo de investigacdo semelhante nas duas exposi¢des do mesmo
animal jovem, sendo observado um RDI préximo a um (01). Os
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resultados obtidos no presente estudo evidenciam uma caracteristica
protetora importante da agmatina sobre a funcdo cognitiva dos
camunongos infundidos com MPTP, uma vez que 0O grupo
agmatina/MPTP ndo apresentou prejuizo na memoria olfatoria de curta-
duracdo. Corroborando estes resultados, a caracteristica protetora da
agmatina em testes cognitivos também ja foi evidenciada em um estudo
prévio utilizando o peptideo beta-amildide 23-35 (AP25-35) em
camundongos, um modelo experimental da doenga de Alzheimer. Nesse
trabalho, a agmatina foi capaz de previnir os prejuizos gerados pelo
peptideo AB25-35 em camundongos na memoria espacial de trabalho no
labirinto aquéatico de Morris, no teste de reconhecimento de objeto e
também na memoria de referéncia no labirinto radial (BERGIN; LIU,
2010).

O Escore Neurologico de Severidade (ENS) foi utilizado para
avaliar o estado neurol6gico geral dos animais 13 dias apés a
administracdo de MPTP pela via i.n.. Como j& descrito, o ENS é
composto de uma série de tarefas que avaliam tanto a atividade
locomotora e equilibrio quanto a agilidade dos animais
(SCHWARZBOLD et al., 2010). A presente escala foi recentemente
padronizada em nosso laboratério para a avaliagdo neuroldgica de
animais submetidos a um modelo experimental de traumatismo cranio
encefalico (TCE) (SCHWARZBOLD et al., 2010).

Os resultados do presente trabalho demonstram que os animais
submetidos a administracdo i.n. de MPTP apresentam um prejuizo
significativo na execucdo das tarefas do ENS e que o pré-tratamento
com agmatina foi capaz de prevenir tais alteracbes. Como possivel
mecanismo para esse efeito, sugere-se que através do antagonismo dos
receptores NMDA e da inibicdo da nNOS e da iNOS, a agmatina esteja
impedindo que o glutamato e o NO, gerados pela administracdo do
MPTP, exercam seus efeitos neurotoxicos. De acordo com esta hipétese,
ja foi demonstrado que a agmatina gerou efeito protetor quando
administrada imediatamente ap6s um modelo experimental de TCE,
inibindo o aumento de glutamato e NO no hipocampo dos animais
submetidos ao trauma (KUO et al., 2007).

Como descrito na introducdo, os efeitos da administracdo i.n. de
MPTP sobre a atividade locomotora de roedores variam de acordo com
a espécie utilizada (PREDIGER et al., 2006; MOREIRA et al., 2010;
PREDIGER et al., 2010). No presente estudo, a atividade locomotora foi
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avaliada em diferentes tempos e em diferentes testes, para evitar o
descrito efeito de habituacdo (WALSH; CUMMINS, 1976).

Neste momento deve ser ressaltado que os sintomas motores ndo
sdo observados nos estagios iniciais da DP, sendo que estes somente
aparecem com o avanco da doenca quanto aproximadamente 60-70%
dos neurbnios dopaminérgicos da SNpc encontram-se degenerados
(CHAUDHURI; HEALY; SCHAPIRA, 2006). Consistente com estas
observacfes clinicas, trés dias apds a administracdo i.n. do MPTP néo
foi verificado nenhum comprometimento da funcdo motora dos animais
guando estes foram avaliados na caixa de locomocdo, 0 que esta de
acordo com resultados prévios do nosso grupo. Tanto ratos quanto
camundongos, quando infundidos com MPTP pela via i.n. ndo
apresentam tais déficits nos estagios iniciais do protocolo experimental
(PREDIGER et al., 2006; PREDIGER et al., 2010).

Treze dias apds a infusdo i.n. de MPTP, os prejuizos locomotores
comegaram a aparecer em camundongos envelhecidos, como foi
evidenciado pelo ENS. De maneira importante, o pré-tratamento com
agmatina foi capaz de prevenir os déficits gerados pelo MPTP e aferidos
nessa escala.

No teste do campo aberto, que foi realizado 19 dias apés a
administracdo i.n. do MPTP, ndo foi evidenciado efeito protetor da
agmatina quando se avalia 0 numero de cruzamentos. Entretanto,
guando se avalia a atividade exploratéria do animal através do nimero
de levantamentos, a agmatina foi capaz de gerar um efeito protetor nesse
pardmetro. No presente protocolo experimental, o prejuizo da funcéo
locomotora foi sendo evidenciado com o passar do tempo apds a
administracdo do MPTP pela via i.n., caracterizando um prejuizo tardio.
Tal resultado ndo foi observado pelo nosso grupo em camundongos
adultos jovens (5 meses de idade) infundidos com MPTP pela via i.n.
(PREDIGER et al., 2010). Assim, os camundongos com 15 meses de
idade parecem apresentar uma maior sensibilidade aos efeitos da toxina.
Um trabalho realizado com macacos observou que conforme a idade dos
animais aumentava, a administracdo de uma dose menor de MPTP era
necessaria para gerar 0s mesmos prejuizos motores (OVADIA;
ZHANG; GASH et al., 1995). Outros trabalhos ja evidenciaram que a
administracdo do MPTP em animais idosos gera uma maior deplecéo de
dopamina e um aumento da formacdo de radicais livres quando
comparado a animais jovens (ALI et al., 1994; TSAI; TSAI; TAI, 1994).
Dessa maneira, parece que o fator idade é também importante para o
surgimento de prejuizos motores no modelo da administracdo i.n. de
MPTP. Os resultados reproduziram o agravo da fungdo locomotora, que
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€ observado na clinica nos pacientes portadores da DP, ou seja,
conforme a doenca progride os sintomas motores vao aparecendo e se
agravando (MAETZLER; LIEPELT; BERG, 2009).

Um estudo prévio mostrou que a deple¢do dopaminérgica gerada
pela administracdo de MPTP é maior e mais prolongada no estriado de
camundongos velhos do que de animais jovens (JONIEC et al., 2009).
Nesse mesmo estudo foi observada uma maior expressdo de iNOS no
estriado de animais idosos, principalmente 14 e 21 dias ap6s a
administracdo de MPTP. Estes resultados prévios da literatura podem
ajudar a explicar o aparecimento dos prejuizos motores observados no
presente protocolo utilizando camundongos envelhecidos. Uma
progressao da expressao da enzima iNOS produziria quantidades toxicas
de NO com o passar do tempo, contribuindo para a geracdo e
manutencdo de radicais livres e consequentemente a permanéncia do
quadro de estresse oxidativo, culminando coma degeneracéo
dopaminérgica.

Outros trabalhos ja demonstraram o carater progressivo e cronico
dos prejuizos gerados nas vias dopaminérgicas apds a administracdo do
MPTP pela via i.n. (PREDIGER et al., 2006; MOREIRA et al., 2010;
PREDIGER et al., 2010) . Levando em consideracdo o que j& foi
exposto, supde-se que o efeito da agmatina sobre a toxicidade do MPTP
possa até certo ponto retardar ou impedir que os prejuizos de tais
funcbes aparecam comportamentalmente. Por outro lado, os resultados
obtidos tanto no campo aberto quando no ensaio da captacdo de
glutamato 21 dias ap6s a administracdo i.n. sugerem que devido a esse
carater degenerativo progressivo do modelo experimental em questéo,
conforme a lesdo progrida o efeito benéfico da agmatina vai sendo
perdido.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que a agmatina é capaz
de retardar 0s prejuizos comportamentais iniciais e intermediarios
causados pela administracdo i.n. de MPTP, além de aumentar a
porcentagem de sobrevida dos animais e ndo interferir com seu padrdo
ponderal. Dessa maneira, podemos concluir que a agmatina possui
efeitos protetores no modelo experimental da DP em questdo.
Entretanto, deve ser ressaltado que com o passar do tempo, tais efeitos
se tornam subjugados a toxicidade crbnica e progressiva do MPTP,
sendo necessario, portanto a avaliacdo da eficdcia de um tratamento
crénico com agmatina durante todo o periodo do protocolo experimental

O presente estudo reforga que 0 modelo da administracdo i.n. do
MPTP é uma ferramenta (til para a investigacdo de prejuizos pré-
motores relacionados com a DP. No entanto, os resultados atuais
sugerem que dependendo da idade dos animais, pode se tornar um
modelo também dtil para o estudo de prejuizos motores, além dos
déficits precoces.

Esse estudo contribui para atentarmos sobre os efeitos protetores
da agmatina perante um modelo experimental de DP in vivo. Dessa
maneira, se torna uma substancia interessante para trabalhos futuros que
elucidem o0s mecanismos pelos quais esta promove seus efeitos
protetores, bem como sua avaliagdo em outros modelos experimentais
da DP.
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