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RESUMO: A agmatina é uma substdncia enddgena que possui
caracteristicas de um neuromodulador. Devido a abundancia de
agmatina no sistema nervoso central, particularmente no hipocampo,
alguns estudos recentes tém investigado o papel desta poliamina sobre
processos de aprendizagem e memoria. O principal objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos da administracdo exdgena de agmatina (10,
50 e 100 mg kg, i.p.) nos prejuizos da memoria espacial de curto e longo
prazo decorrentes do envelhecimento ou de um pré-tratamento com
escopolamina (1 mg/kg, i.p.) em ratos avaliados nos testes do labirinto
aquatico e esquiva inibitéria do tipo step-down. Ratos Wistar machos
envelhecidos (15 meses de idade) apresentaram prejuizos locomotor e
cognitivo decorrentes da idade nos testes comportamentais realizados. A
escopolamina, através do bloqueio de receptores muscarinicos para
acetilcolina, induziu prejuizo cognitivo no grupo de animais adultos
jovens (3 meses de idade). De maneira importante, o tratamento agudo
com agmatina (50 ou 100 mg/kg, i.p.) foi capaz de reverter 0s prejuizos
da memoria de curto e longo prazo relacionados ao envelhecimento em
ratos avaliados no teste da esquiva inibitéria do tipo step-down. No
entanto, o tratamento agudo com estas mesmas doses de agmatina
reduziu o desempenho motor dos animais na caixa de atividade. Além
disso, agmatina ndo foi capaz de reverter os deficits de aprendizado e
meméria induzidos pela escopolamina em ratos adultos jovens. Em
conjunto, os resultados do presente estudo demonstram que o tratamento
agudo com agmatina é capaz de reverter 0s prejuizos nas memorias de
curto e longo prazo associados ao envelhecimento em roedores e que
esta resposta parece ser independente do sistema colinérgico.

Palavras-chave: Agmatina, Envelhecimento, Aprendizado e Memoéria,
Escopolamina, Rato.



ABSTRACT: Agmatine is an endogenous substance that has been
characterized as a neuromodulator. Due to the abundance of agmatine in
the central nervous system, particularly in the hippocampus, recent
studies have investigated the role of this polyamine on learning and
memory. The main objective of this study was to investigate the effects
of exogenous administration of agmatine (10, 50 and 100 mg/kg, i.p.) in
the short- and long-term spatial memory impairments induced by aging
or scopolamine administration (1 mg/kg, i.p.) in rats evaluated in the
water maze and step-down inhibitory avoidance tasks. Aged rats (15
months-old) displayed marked motor and cognitive impairments.
Scopolamine induced cognitive impairment in young adult rats (3
months-old) through the blockage of acetylcholine muscarinic receptors.
Acute treatment with agmatine (50 or 100 mg/kg, i.p.) reversed age-
related short- and long-term spatial memory impairments in rats
assessed in the step-down inhibitory avoidance test. However, at the
same doses, agmatine reduced motor activity of aged rats in the activity
cage. Moreover, agmatine failed to reverse learning and memory deficits
induced by scopolamine in young adult rats. Altogether, the findings of
the present study suggest that acute treatment with agmatine reverses, at
least in part, age-related short- and long-term memory impairments and
that this response appears to be independent of the cholinergic system.

Keywords: Agmatine, Aging, Learning and Memory, Scopolamine,
Rat.



1. INTRODUCAO
1.1 Processos de aprendizado e meméria

A memodria é a retencdo da informacdo aprendida (LYNCH,
2004), sendo um processo que requer a atividade integrada de diferentes
regides do encéfalo e sistemas de neurotransmissao (HU et al., 2005). J&
0 aprendizado pode ser definido como o mecanismo pelo qual novas
informagdes ou conhecimentos sdo adquiridos, ou seja, € a aquisicao de
novas informacfes, sendo o primeiro estagio da memoria (LYNCH,
2004).

Pelo fato das memodrias, tanto dos homens quanto de outros
animais, serem provenientes das suas experiéncias, é mais correto falar
em “memorias” ou processos de memoria do que simplesmente em
“memoria”, uma vez que podem existir tantas memoérias quanto o
numero de experiéncias possiveis (IZQUIERDO, 2002). Como a
natureza das experiéncias vivenciadas é a mais variada possivel, é de se
esperar que existam diferentes tipos de memdrias e que estas estejam
relacionadas a diferentes areas cerebrais e, conseqlientemente,
mecanismos celulares distintos.

Atualmente, existem dezenas de diferentes classificacGes para
0s processos de aprendizado e meméria, sofrendo grande variacdo
conforme o enfoque utilizado pelo autor. De maneira geral, os tipos de
meméria podem ser classificados de acordo com a sua natureza,
conteldo e tempo de retencdo (ver Tabela 1) (para revisdo, ver
IZQUIERDO, 2002).
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Tabela 1: Classificacdo dos diferentes tipos de memdria quanto a
natureza, tempo de retencdo e principais caracteristicas. Fonte:
modificado de IZQUIERDO, 2002.

Tipos e Caracteristicas da Meméria

Tipos e Subtipos Curnscteristicas
Ultra-rapida Dura de fragfies de segundos a alguns segundos;
meméria sensotial
Quanto ao tempo Dura minutos ou horas, garante o sentido de

Curta duragéo

de retengéo continuidade do presente

Dura horas, dias ou anos, garante o registro do
Longa duragéo passado autobiografico e dos conhecimentos do

individuo

Explicita Pode ser descrita por teio de palavras

Episédica Tetn utna referéncia temporal, memdtia de fatos
seqiienciados

Semintica Envolve conceitos aterporais; mendria cultural

Quanto a natureza Implicita Néo pode ser descrita por meio de palavras

De representagio | Imagens sem significado conhecido, memdria pré-

perceptual consciente

De procedimentos | Habitos, habilidades e regras

Associativa Condicionamento classico e operante

Nio associativa Habituagdo ou sensibilizagdo

Permite o raciocinio e o planejamento do

0 ional
peraciona comportamento

No que se refere a duracéo da retencdo da memdria, sabe-se que
em nivel celular, o armazenamento da memoria de longa duragdo €
associado com expressdo génica, sintese de proteinas e novas conexdes
sinapticas. Inibidores de sintese de proteinas podem bloquear a
formagdo de memoéria de longa duragdo, sem, todavia, afetar as
memoérias de curta duracdo (LYNCH, 2004).

A busca pela localizacdo espacial da memoria existe ha mais
deum século. No principio, os pesquisadores afirmavam que os
processos cognitivos estavam centrados no neocortex. Atualmente, sabe-
se que diversas estruturas encefalicas estdo envolvidas com as diferentes
etapas (aquisi¢do, consolidagdo e evocagdo) da memdria, com destaque
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para 0 hipocampo, a amigdala, o septo medial, o cortex temporal, o
cortex pré-frontal, o estriado e o cerebelo (LENT, 2002) (ver Figura 1).

Fornix )
-Ligagédo formagéo hipocampal Talamo
corpos mamilares- -Meméria de reconhecimento-

Estriado (ndo mostrado)
-Meméria de procedimento-

Céortex pré-frontal
-Memodria de trabalho-

Corpos mamilares
-Memoéria declarativa-

Amidala Hipocampo
Memorias aversivas-  -Aduisigdo de memdrias-

Figura 1. Estruturas encefalicas envolvidas nos processos de aprendizagem e meméria. Fonte:
retirado de LENT, 2002.

Como ilustrado na Figura 1, o hipocampo exerce um papel
crucial nos processos de aprendizado e memoria, principalmente na
etapa de consolidagdo das memdrias do tipo explicita ou declarativa em
humanos, e espacial em roedores (OTTO; EICHEMBAUM, 1992;
WANG et al., 2006).



De acordo com IZQUIERDO (1988), toda memoéria implica na
mudan¢a de comportamento, somente podendo ser avaliada através
dessa mudanca. Desta maneira, somente tem-se certeza de que
determinados conhecimentos ou habilidades foram adquiridos
satisfatoriamente no momento em que serdo utilizados e, portanto,
recordados para a realizacdo de uma tarefa ou atividade. Se ndo é
possivel medir a evocacao, isto é, a alteracdo do comportamento, ndo é
possivel detectar a existéncia da memoria (IZQUIERDO, 1988).

E diante deste contexto, que o desenvolvimento de testes que
visam a mensuracdo de comportamentos especificos, permite a
avaliacdo do aprendizado e do estado da memadria em seres humanos.
Da mesma forma, a avaliacdo do aprendizado e memdria em animais de
laboratério, dentre eles os roedores, é possivel através do
desenvolvimento de modelos experimentais capazes de detectar
aprendizados especificos. No entanto, por razfes 6bvias, como os
animais ndo sdo capazes de declarar o conhecimento e as aptiddes
prendidas, as mesmas devem ser avaliadas através da mudanga do
comportamento (GOLD, 1986).

1.2 Envelhecimento populacional

Devido as melhores condicfes sécio-econdmicas atuais e 0s
avancos da medicina no diagndstico precoce e no tratamento de doencas
antes ndo controldveis, aumentou-se a expectativa de vida e,
conseqlientemente, o percentual de pessoas idosas nas sociedades em
todo o mundo (BORTZ, 1995). Estima-se que a populacdo idosa no
mundo (definida como aquela com 60 anos de idade ou mais) aumentara
de 605 milhdes no ano 2000 para 1,2 bilhdes em 2025 (UNITED
NATIONS, 1999). Juntamente com a longevidade, a reducdo nas taxas
de natalidade é um fator que contribui para que os individuos que estao
acima de 65 anos representem aproximadamente 6,9% da populacéo
mundial (DAVANZO, 2001).

Este fendbmeno de envelhecimento populacional é também
verificado no Brasil. Com base no censo de 2000, existem no Brasil
aproximadamente 14 milhGes de idosos, sendo que nos proximos 20
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anos, este nimero podera ultrapassar os 30 milhdes, vindo a representar
cerca de 13% da populacéo brasileira (IBGE, 2000).

O envelhecimento é um processo altamente complexo, marcado
por eventos sucessivos que promovem alteragfes no funcionamento
normal de um organismo ao longo do tempo (BRANNON, 2010). Além
do declinio do funcionamento de atividades fisioldgicas, as dificuldades
cognitivas e em especial as dificuldades de memdria sdo
tradicionalmente consideradas caracteristicas intrinsecas do processo de
envelhecimento (FALKEINSTEIN; SOMMER, 2006). De modo geral,
no momento em que 0s comprometimentos progridem e tornam-se
graves o suficiente para prejudicar o desempenho profissional, o
relacionamento social e a qualidade de vida dos individuos, estes
deixam de ser alteracGes fisiologicas e passam a ser indicadores de
possivel deméncia (COHEN; WELLER, 2005).

1.3 Neurofisiologia do envelhecimento

As alteracfes no sistema nervoso central (SNC) podem
desempenhar um papel importante no processo de envelhecimento:
alteragdes neurofisiologicas que resultam em redugdo no tamanho e
nimero de neurdnios, uma diminuicdo na eficiéncia do contato sinaptico
e mudancgas neuroquimicas através de uma reducdo na concentragdo de
neurotransmissores  (RAZ, 2000). Além disso, distdrbios
neuroanatémicos em estruturas como o cortex pré-frontal (GRADY et
al., 1998) e uma reducdo no volume do cérebro, tanto na substancia
cinzenta quanto na branca (RAZ, 2000) ja foram associados ao processo
de envelhecimento.

Porém devem ser destacadas as varias alteracdes fisico-
guimicas de células encontradas em certos tecidos cerebrais (como o
hipocampo), as quais tém demonstrado desempenhar um papel
importante na fisiopatologia de doencas neurodegenerativas como a
doenca de Parkinson (DP) e a doenca de Alzheimer (DA) (BRANNON,
2010).
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1.4 Doenga de Alzheimer

Tratando-se da doenca de Alzheimer (DA), a caracteristica
clinica proeminente da doenca é a perda progressiva nas fungfes
cognitivas. Inicialmente, ocorre prejuizo do aprendizado e da meméria
de curto-prazo, sem alteracdo em outras fungdes cognitivas. Em seguida,
sdo observadas mudancas na memoria de longo-prazo, na orientacdo e
nas funcbes executivas relacionadas & concentragdo e planejamento
(WALSH; SELKOE, 2004). Também podem ocorrer alteragdes na
personalidade e no comportamento, tais como irritabilidade, ansiedade,
agitacdo ou mesmo alucinagfes. Com a progressdo da doenca, é
observada a deterioragdo da linguagem, habilidades visuo-espaciais e
funcbes motoras (TERI et al., 1989; CLARK et al., 2000; PETRELLA
etal., 2003; WALSH; SELKOE, 2004).

As caracteristicas neuropatologicas da DA incluem a perda de
sinapses e a presenga de placas senis e dos emaranhados neurofibrilares.
As placas senis sdo compostas primariamente da proteina B-amildide
(AP) composta de 39-43 aminoacidos formada apGs processamento
proteolitico por a- € B-secretases a partir da proteina precursora amiloide
(APP) (HAALS; DE STROOPER, 1999; PREDIGER et al., 2007).

Entretanto, o envelhecimento per se, mesmo sem as
mencionadas patologias, traz perceptiveis deficiéncias locomotoras e
cognitivas em humanos (SNYDER et al, 2007; MATTAY,;
GOLDBERG et al., 2008).

1.5 Memoéria e o processo de envelhecimento

De acordo com GRADY (2006), os declinios mais evidentes
gerados pelo envelhecimento podem ser observados na memodria
episddica, na atengdo e nos aspectos da percepgdo emocional. O
hipocampo representa um dos primeiros alvos do SNC susceptivel aos
danos estruturais e fisiologicos relacionados ao envelhecimento
(ROSENZWEIG; BARNES, 2003; JACOBSON et al., 2008), sendo
estes danos hipocampais responsaveis, ao menos em parte, para 0
declinio da memdria declarativa com o envelhecimento (DRISCOLL;
SUTHERLAND, 2005).
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De maneira importante, estudos prévios tém demonstrado que o
declinio no processo cognitivo e locomotor relacionado ao
envelhecimento, verificado em humanos e roedores, esta associado, ao
menos em parte, a degeneracdo de neurdnios colinérgicos (BARTUS et
al.,, 1982; ALTAVISTA et al.,, 1990; GALLAGHER; COLOMBO,
1995; BAXTER et al., 1999). Conforme descrito por ATRI (2004), o
bloqueio de receptores colinérgicos muscarinicos interfere no
armazenamento de novas informacdes, sendo que O mecanismo
envolvido neste processo se pronuncia pela supressdo da atividade
neural excitatéria. Como exemplo, podemos citar a escopolamina, um
antagonista nao-seletivo dos receptores muscarinicos para a acetilcolina
capaz de promover déficits de aprendizagem e memdria poucos minutos
apos a sua administracdo. Por esta razdo, a escopolamina tem sido usada
como modelo farmacoldgico para induzir amnésia e déficits cognitivos
em animais de laboratérios (HARRISON et al., 2009).

Estudos recentes tém indicado que a reposicdo da acetilcolina é
capaz de melhorar a capacidade cognitiva e comportamental de
portadores da DA (BLENNOW et al., 2006), uma vez que alteragdes na
neurotransmissdo colinérgica e na enzima colina-acetiltransferase
ocorrem freqlentemente nos individuos afetados por esta doenca
(MATTSON, 2004). Além disso, 0os medicamentos usados atualmente
no tratamento da DA (com excec¢do da memantina) atuam através da
inibicdo da enzima acetilcolinesterase (responsavel pela metabolizacéo
da acetilcolina na fenda sinéptica). Essas drogas tém efeito paliativo
sobre 0s prejuizos cognitivos observados em pacientes com a DA, sendo
gue evidéncias recentes sugerem que estes farmacos possam retardar a
evolugdo natural da doenga (BLENNOW et al., 2006).

Entretanto, o sistema colinérgico ndo é o Unico sistema de
neurotransmissao afetado pelo envelhecimento. Alteragdes nos sistemas
glutamatérgico (JACOBSON et al., 2008), serotonérgico (LAMAR et
al., 2007), dopaminérgico (DREHER et al., 2008; ROLLO, 2009) e
noradrenérgico (ALMAGUER-MELIAN et al., 2005) também ja foram
demonstradas durante o processo de envelhecimento.

Além disso, um numero crescente de evidéncias sugerem o
envolvimento da L-arginina, um aminoacido semi-essencial, no
processo de envelhecimento. L-arginina é metabolizada pela oOxido
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nitrico sintetase (NOS), com a formacdo do 6xido nitrico (NO) e L-
citrulina (WU; MORRIS, 1998). Em condi¢des normais, o0 NO &
fundamental para a regulacéo fisioldgica do SNC (MONCADA et al.,
1991; LIU et al., 2008a). A L-arginina, quando metabolizada pela
arginase promove a sintese de L-ornitina e uréia. Porém, a L-arginina
também pode ser metabolizada por arginina descarboxilase (ADC) com
a formag&o de agmatina e didxido de carbono (WU; MORRIS, 1998).

Embora o papel da arginase no SNC seja mal compreendido,
pesquisas recentes tém demonstrado mudancas relacionadas a idade na
atividade da arginase e na expressdo de proteinas em estruturas cerebrais
relacionadas a memoria, associada a significativas correlagbes com o
desempenho comportamental de animais, sugerindo um potencial
envolvimento da arginase no processo de envelhecimento cerebral (LIU
et al., 2008c).

De acordo com a afirmacdo de LI e DINSE (2002), com o
envelhecimento da populacdo mundial hd uma urgéncia na melhor
compreensdo dos mecanismos e processos que influenciam no
envelhecimento das fungdes cognitivas e sensorio-motoras, buscando-se
“reduzir o declinio ou promover melhorias individuais e ambientais nas
fungdes compensatdrias".

1.6 Agmatina

A agmatina foi primeiramente descrita por Kossel em 1910,
sendo conhecida como um intermedidrio no metabolismo das
poliaminas de varias bactérias, fungos, parasitas, plantas e invertebrados
marinhos, sendo que nestes individuos as poliaminas tém uma
importante funcdo no crescimento e diferenciacdo celular (REIS;
REGUNATHAN, 2000). Estudos recentes sugerem que a agmatina
esteja também presente em tecidos de mamiferos, incluindo o SNC (LI
etal, 1994;. REIS; REGUNATHAN, 2000; LIU et al., 2008a).

Como descrito anteriormente, a agmatina é proveniente da
descarboxilagdo da L- arginina, pela acdo da enzima arginina
descarboxilase (Figura 2). A atividade da arginina descarboxilase é
associada com as membranas mitocondriais, sendo mais prevalente nos
rins, figado e cérebro (LORTIE et al., 1996; GRUNDEMANN et al.,
2003). A agmatina produzida pode ser metabolizada a produtos como
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espermina, por acdo da enzima agmatinase, ou metabolizada a &cido
guanido butandico (o qual serd excretado pelo organismo), por acdo da
enzima diamina oxidase (Figura 2) (Reis e REGUNATHAN, 2000;
RAASCH et al., 2001; MOINARD et al., 2005).

NH,
)WNH NH,
HOOC T
L-Arginina
Argi
ginase NOS
Arginina
Uréia descarboxilase
NO

Citrulina
Omitina

AGMATINA

\ e Agmatinase
Diamino oxidase:

Putrescma
predominante na periferia
Pohammas Acido guanido-butandico

Figura 2. Vias de sintese e degradagdo da agmatina, modificado de (HALARIS; PILETZ,
2007).

Entretanto, deve ser destacado que a presenca da agmatina na
via metabdlica da arginina, e também a sua existéncia em mamiferos, foi
guestionada até o ano de 2004 (COLEMAN et al., 2004: HALARIS;
PLIETZ, 2007). Tem sido bem documentado que as poliaminas
desempenham um papel importante na proliferagdo e diferenciacdo
celular, sintese de DNA, RNA e proteinas, na fosforilacdo proteica, e na
transducdo de sinal, e que a poliamina espermidina tem efeitos positivos
na aprendizagem e memoria (WILLIAMS, 1997; WALLACE, 2000;
RUBIN et al., 2000, 2001; OREDSSON, 2003; BERLESE et al., 2005;
GUERRA et al., 2006). Um estudo recente demonstrou que a redugdo
dos niveis de poliaminas (induzida por difluorometilornitina, um potente
inibidor especifico e irreversivel da ornitina descarboxilase) prejudica a
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neurogénese no giro denteado (GD) no hipocampo de ratos adultos
jovens (MALATERRE et al., 2004; LIU et al, 2008b).

A concentracdo da agmatina varia regionalmente nos
mamiferos. Comparativamente, o encéfalo apresenta aproximadamente
10% da concentracdo de agmatina presente no estdmago, 6rgdo que
apresenta concentracdes elevadas desta amina. Ela esta presente no
cortex cerebral (principalmente lamina VI e V), hipocampo, complexo
amigdaldide, hipotalamo e tronco cerebral. Em nivel celular, a agmatina
esta presente no corpo celular, dendritos, axdnios e terminais nervosos
dos neurdnios (REIS; REGUNNATHAN, 2000; HALARIS; PLIETZ,
2007; LIU et al., 2009).

No encéfalo, no entanto, a agmatina parece ter outras funcdes
além de um intermediario metabdlico. Sua concentracdo cerebral é
semelhante & de outros neurotransmissores "cléssicos". Além disso, ela
¢ armazenada nos neurdnios, sintetizada localmente, degradada por
enzimas, sujeita a recaptagdo, liberada por despolarizacéo, se liga com
alta afinidade aos receptores de superficie celular, sendo bioativa em
tecidos neurais. Estas observagdes sugerem que a agmatina pode atuar
como um neurotransmissor/neuromodulador no SNC (REIS et al., 1998;
REIS; REGUNATHAN, 2000; LIU et al., 2008b). Além disso, existem
evidéncias de que a agmatina pode ser sintetizada em células gliais,
lancada no espago extracelular e, em seguida, recaptada e armazenada
em neurdnios para posteriormente ser liberada novamente (KUZIRIAN
et al., 1986; SASTRE et al., 1997: REIS; REGUNATHAN, 2000). A
agmatina é inativada, em nivel central, por um mecanismo de
degradacdo enzimatica por acdo da enzima agmatinase, que a converte
em putrescina (SASTRE et al., 1996; RAASCH, 2001), como ilustrado
na Figura 2.

Através do uso da técnica imunohistoquimica, utilizando
anticorpos especificos anti-agmatina, foi demonstrado que ela esta
amplamente distribuida no SNC de roedores (incluindo ratos e
camundongos), principalmente no cértex cerebral, hipocampo, tronco
encefélico, mesencéfalo, tdlamo e hipotdlamo (WANG et al., 1995:
OTAKE et al., 1998). Portanto, 0s neurdnios que contém agmatina estao
localizados em regides cerebrais relacionadas com o controle de
diversas fun¢bes importantes para a manutencdo da homeostasia, tais
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como controle visceral e neuroenddcrino, processamento das emocgdes,
percepcdo da dor e cognicdo (REIS; REGUNATHAN, 2000). De
maneira interessante, muitos neurdnios glutamatérgicos pré-sinapticos,
principalmente neurdnios hipocampais, contém agmatina, sugerindo
assim que a agmatina e o glutamato possam estar co-localizados no
mesmo terminal (GALEA et al, 1996; REIS et al., 1998;
REGUNATHAN et al, 1999; YANG; REIS, 1999; REIS;
REGUNATHAN, 2000; RAASCH et al., 2001; WEISINGER, 2001,
BERKELS et al., 2004).

Do ponto de vista de mecanismo de agéo, a agmatina possui alta
afinidade pelos receptores a2-adrenérgicos e imidazdlicos (LI et al.,
1994; REIS; REGUNATHAN, 2000; RAASCH et al., 2001). Liga-se
também a receptores imidazoélicos do tipo 1 (I11) e, como conseqliéncia,
promove reducdo da pressdo sanguinea central, natriurese, fluxo urinario
e analgesia. Liga-se também a receptores imidazolicos do tipo 2 (12) e
promove reducdo da atividade da monoamina oxidase (MAO),
crescimento celular, analgesia e estd relacionada com a depressdo
(REIS; REGUNATHAN, 2000; RAASCH et al., 2001; MOINARD et
al., 2005). Esta amina liga-se com baixa afinidade em receptores al- e B
adrenérgicos, 5-HT3-serotoninérgicos, D2-dopaminérgicos, k-opidides e
receptores Al-adenosinérgicos (RAASCH et al., 2001).

Na ultima década, diversos estudos tém demonstrado que a
agmatina pode bloquear os canais dos receptores NMDA para glutamato
(YANG; REIS, 1999; REIS; REGUNATHAN, 2000; FENG et al.,
2002; LUSZCZKI et al., 2009), receptores nicotinicos e serotonérgicos
(LORING, 1990; BERKELS et al., 2004; WANG et al., 2006) e canais
de Ca” voltagem-dependentes (WENG et al, 2003.; ZHENG et al.,
2004; LUSZCZKI et al., 2009), sendo capaz também de inibir todas as
isoformas da NOS (TASSONE et al., 2002; HALARIS; PLIETZ, 2007,
LUSZCZKI et al., 2009).

De especial importdncia, HONG e colaboradores (2009)
demonstraram recentemente que a agmatina promove neuroprotecao por
inibir o processo de apoptose (“morte programada”) induzida pelo fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-a) em cultura de células de ganglio de
retina de ratos. Da mesma forma, ZHU e colaboradores (2006) também
relataram o efeito neuroprotetor da agmatina contra o dano celular
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causado pelos glicocorticdides e glutamato em culturas primarias de
neurbnios do hipocampo. Portanto, embora escassos, estes estudos
prévios sugerem que a agmatina possa apresentar uma atividade
neuroprotetora.

Além disso, a agmatina apresenta efeito antidepressivo em
alguns modelos experimentais (ZOMKOWSKI et al., 2002, 2004, 2005;
ARICIOGLU; ALTUMBAS, 2003; LI et al., 2003). Existem outras
possiveis funcdes para a agmatina no SNC, tais como modular processos
de aprendizado e memoéria (ARTENI et al., 2002), ansiolitica
(ARICIOGLU; ALTUMBAS, 2003; LAVINSKY et al.,, 2003) e
anticonvulsivante (SU et al., 2004), além de participar do controle da
dor (FAIRBANKS et al., 2000; KEKESI et al., 2004; SANTOS et al.,
2005).

De maneira interessante, estudos prévios mostraram que 0
treinamento de roedores no labirinto aquatico (um teste comportamental
para avaliagdo do aprendizado e memoria) aumenta os niveis de
agmatina enddgena no giro denteado (GD) e regido CA1 do hipocampo,
no coértex e nucleo vestibular (LIU et al., 2008a). Os resultados deste
estudo levantam a questdo de que a agmatina possa estar diretamente
envolvida no processamento do aprendizado e meméria (LIU et al.,
2009). Adicionalmente, existem evidéncias de que a agmatina exdgena
também possa modular o aprendizado e a memoéria em roedores
(STEWART; MCKAY, 2000; ARTENI et al., 2002.; MCKAY et al.,
2002; LIU et al., 2008b).

Durante o envelhecimento, a taxa de neurogénese hipocampal é
diminuida significativamente e essa diminuicdo estd associada a
prejuizos no aprendizado e memoéria (KUHN et al., 1996;. WATI et al.,
2006). Estando a agmatina envolvida nos processos acima mencionados,
supde-se que mudangas nos niveis de agmatina possam contribuir
significativamente com o declinio cognitivo relacionado ao avango da
idade (LIU et al., 2008c).

Diante do exposto acima, para testar a hipotese de que a
agmatina possa participar diretamente nos processos de aprendizado e
memoria, investigou-se no presente estudo os efeitos da administragdo
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exogena de agmatina sobre os prejuizos no aprendizado e memdria
induzidos pela escopolamina (agente amnésico que atua como
antagonista dos receptores muscarinicos para acetilcolina) ou pelo
envelhecimento em ratos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

v" Avaliar os efeitos da administracdo sistémica de agmatina, nos
possiveis prejuizos de memoria espacial e locomotores induzidos pela
escopolamina ou pelo envelhecimento em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

v’ Investigar os efeitos da administracdo intraperitoneal (i.p.) de
agmatina nos possiveis prejuizos da memoria espacial de ratos adultos
jovens induzidos pela escopolamina avaliados através dos testes da
esquiva inibitoria do tipo step-down e do labirinto aquatico.

v Avaliar os efeitos da administracdo i.p. de agmatina nos possiveis
prejuizos na atividade locomotora induzidos pela escopolamina em ratos
adultos jovens avaliados no teste da caixa de atividade.

v' Investigar os efeitos da administracdo i.p. de agmatina nos possiveis
prejuizos na meméria espacial induzidos pelo envelhecimento em ratos
idosos avaliados nos testes da esquiva inibitdria do tipo step-down e do
labirinto aquatico.

v' Investigar os efeitos da administracéo i.p. de agmatina nos possiveis
prejuizos na atividade locomotora induzidos pelo envelhecimento em
ratos idosos avaliados no teste da caixa de atividade.

3 Materiais e Métodos
3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 3 meses (adultos
jovens) ou 15 meses (idosos) de idade. Os animais foram criados no
Biotério Setorial do Laboratério Experimental de Doengas
Neurodegenerativas (LEXDON, Departamento de Farmacologia, CCB,
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UFSC), mantidos em ambiente controlado a uma temperatura de 22 +
1°C, umidade entre 60 — 80%, ciclo claro/escuro de 12 h e alimentados
com ragdo comercial e agua ad libitum. Todas as manipula¢fes foram
feitas entre as 8:00 e 17:00 h. O presente estudo seguiu as
recomendacbes do Guia de Uso e Cuidado com Animais Laboratoriais
do National Institutes of Health (NIH) dos Estados Unidos da América
(NIH Publication No. 85-23, revisado em 1996). Os procedimentos
realizados foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
da UFSC (CEUA): PP358, Process0:23080.019002/2009-71).

3.2 Drogas e reagentes

Para o tratamento dos animais utilizou-se agmatina (Sigma, St.
Louis, EUA), dissolvida em salina (NaCl 0,9%) nas doses de 10, 50 e
100 mg/kg, administrada pela via intraperitoneal (i.p.). A agmatina foi
administrada 15 min antes da realizacdo dos testes comportamentais.

As doses utilizadas de agmatina , assim como o intervalo de tempo
entre as administracGes e o inicio dos testes comportamentais foram
baseados em estudos prévios da literatura (LAVINSKY et al., 2003;
SANTOS et al., 2005).

Para o pré-tratamento (realizado especificamente no grupo de
animais adultos jovens), utilizou-se escopolamina (Merck, Darmstadt,
Alemanha), também dissolvida em salina, na dose de 1 mg/kg,
administrada pela via i.p. A escopolamina foi administrada 30 min
antes dos testes comportamentais.

Da mesma forma, as doses utilizadas de escopolamina , assim como
o0 intervalo de tempo entre as administracdes e o inicio dos testes
comportamentais foram baseados em estudos prévios da literatura
(CUNHA et al., 2008; HARRISON et al., 2009).

3.3 Testes comportamentais
3.3.1 Teste da caixa de atividade

A avaliacdo da atividade locomotora dos ratos foi realizada em
uma caixa de madeira medindo 70 x 30 x 22 cm. Esta apresentava trés
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células fotoelétricas instaladas a 3 cm de altura do chdo em grade,
espagadas igualmente ao longo de sua extensdo e acopladas a um
contador digital que registrava 0 nimero de vezes que o animal
interrompia os feixes de luz (cada interrupcao do feixe de luz constituiu
em uma medida de atividade) (Figura 3). Desta forma, somente os
movimentos horizontais dos animais foram detectados pelas fotocélulas
durante um periodo de 30 minutos, com medidas de atividade a cada 5
minutos.

Figura 3: llustracdo do teste da caixa de atividade. Fonte: LEXDON-UFSC.

3.3.2 Teste da esquiva inibitoria do tipo step-down

As memorias de curto e de longo prazo foram avaliadas através
do modelo da esquiva inibitoria do tipo step-down. Sendo que nesta
tarefa, o animal aprende a relacionar a descida de uma plataforma com
um leve choque aplicado nas patas. Com isso, numa segunda exposi¢do
a caixa de esquiva ele evita um comportamento inato de descer da
plataforma para explorar a caixa.

O teste foi realizado em uma caixa de metal e acrilico medindo
50 x 25 x 25 cm. Parte do chdo do aparelho possui uma grade com
barras de bronze com 1 mm de didmetro, com espagamento de 1 cm
entre elas, e de uma plataforma metalica. O animal foi colocado sobre a
plataforma e sua laténcia para descer sobre a grade (com as quatro patas)
foi cronometrado.

Na sessdo de treino, imediatamente ap6s o animal descer sobre
a grade, ele foi estimulado com um leve chogue nas patas (0.3 mA)



17

durante 2 segundos. Cada animal foi testado 1,5 h e 24 h ap6s o treino
para avaliagcdo das memdrias de curta e longa duragdo, respectivamente,
realizando-se para isto 0 mesmo procedimento, mas omitindo-se o
choque, sendo novamente cronometrado o tempo que o animal levou
para descer da plataforma. Em casos especificos em que o animal ndo
desceu da plataforma, durante as sessdes de teste, um tempo maximo de
180 segundos, foi aguardado para que o animal fosse retirado da caixa.

Neste teste o aprendizado consiste em o animal ndo descer da
plataforma, ou fazé-lo ap6s um periodo de tempo maior do que aquele
observado na sesséo de treino (ROESLER et al., 1999).

Figura 4: llustracdo do teste da esquiva inibitéria do tipo step-down (Fonte: LEXDON-
UFSC).

3.3.3 Teste do labirinto aquatico

O labirinto aquético consiste de um tanque circular de cor preta
(1,7 m de diametro e 80 cm de altura), baseado no modelo proposto por
Morris e colaboradores (1982), e localizado no interior de uma sala com
Vérias pistas visuais fixadas nas paredes. O tanque foi preenchido com
dgua até a altura de 60 cm, sendo a &gua mantida a temperatura
constante (25 + 2 °C). Foram estabelecidas 4 posicdes de partida (Norte,
Sul, Leste e Oeste) que dividiram a superficie do labirinto em 4
quadrantes (Nordeste, Noroeste, Sudeste e Sudoeste). A plataforma era
de acrilico transparente (10 x 10 cm) e ficava submersa 1 cm da
superficie da agua.
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Foi utilizada a versdo memoria espacial de referéncia, cujo
protocolo experimental consistiu em cinco sessdes de treino e uma
sessdo de teste, conforme descrito por Prediger e colaboradores (2006).

Os animais foram submetidos as sessdes de treino 30 ou 15 min
apos a administracdo, respectivamente, de escopolamina e/ou agmatina.
A sessdo de teste foi realizada 24 h apds o treinamento. Durante o
treinamento os animais foram colocados para nadar até encontrarem a
plataforma, em um periodo méximo de 60 s. Caso o animal nédo
encontrasse a plataforma nesse intervalo de tempo, 0 mesmo era
conduzido manualmente até a mesma, onde permanecia por 10 s. Apés
0s 10 s sobre a plataforma, o animal foi retirado do labirinto e colocado
em uma caixa acrilica por 20 s, sendo entdo posicionado no ponto de
partida seguinte. O tempo (laténcia) necessario para o animal encontrar
a plataforma foi registrado. Este procedimento foi realizado 5 vezes
durante a sessdo de treino, onde os animais foram liberados para nadar
de pontos de partida diferentes de forma pseudo-aleatdria, sendo que
nesta etapa a plataforma permaneceu na mesma posicdo (quadrante
Sudeste). Na sessdo de teste, realizada 24 h apds o treino, a plataforma
foi removida do tanque e os animais foram colocados para nadar (a
partir da posi¢do Norte) durante 60 s, durante os quais foi quantificado o
tempo (laténcia) para os ratos encontrarem a plataforma e o tempo
despedido (duracdo) no quadrante onde a plataforma encontrava-se na
sessdo de treino.

Na sessdo de teste foi avaliada a % de tempo no quadrante
correto, o tempo de laténcia para o animal localizar a plataforma e a
velocidade de nado (m/s).

ER Treino

EX Teste

Figura 5: llustragcdo do teste do labirinto aquéatico de Morris para roedores (retirado de
TAKAHASHI et al., 2008).
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3.3 Analise Estatistica

No teste da esquiva inibitéria do tipo step-down foi realizada
uma analise ndo paramétrica onde foram apresentadas as medianas e
intervalo interquartis das laténcias de descida da plataforma e estes
foram analisados estatisticamente através do teste Kruskal-Wallis,
seguido do teste post hoc de Dunn através do Graph Pad Prism 4® (
GraphPad Software Inc.).

Os outros resultados foram expressos pela média + erro padréo
da média (E.P.M.), sendo utilizada a andlise de variancia (ANOVA) de
uma ou mais vias (dependendo do protocolo experimental) e para
comparagdes multiplas entre os grupos foi realizado o teste post hoc de
Newman-Keuls utilizando o programa STATISTIC® software package
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

Para todos os testes a probabilidade aceita como indicativo da
existéncia de diferenca estatisticamente significante foi de P<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos do envelhecimento sobre o desempenho dos animais nos
testes comportamentais

4.1.1 Teste da caixa de atividade

A Figura 6 mostra 0 nimero de cruzamentos totais realizados
pelos animais de 3 e 15 meses no teste da caixa de atividade durante um
periodo de 30 minutos. A ANOVA de uma via revelou um prejuizo
significativo na atividade locomotora espontanea dos ratos idosos (15
meses) [F(1, 12)=8,25, P<0,05] demonstrado pela diminuicdo do
nimero de cruzamentos totais dos mesmos em comparagdo ao
desempenho dos animais adultos jovens (3 meses).
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Figura 6 — Efeito do envelhecimento sobre o desempenho locomotor em ratos jovens (3
meses) e idosos (15 meses) avaliados no teste da caixa de atividade. As barras verticais
representam o ndmero de cruzamentos (média = E.P.M) durante 30 minutos (n= 7 animais por
grupo). *p<0,05 comparando-se ao grupo controle de adultos jovens (teste de Newman-Keuls).

4.1.2 Teste da esquiva inibitoria do tipo step down

A Figura 7 ilustra a laténcia em segundos para que 0s animais
descam da plataforma, 1,5 h e 24 h ap6s terem recebido o choque
durante o treinamento. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn’s demonstrou um prejuizo na capacidade de retencdo da meméria,
tanto de curto- quanto de longo-prazo, pelo grupo de animais idosos (15
meses) [P<0,05], tendo em vista uma redugdo na laténcia para que 0s
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mesmos descessem da plataforma quando comparado ao tempo gasto
pelos animais adultos jovens (3 meses).
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Figura 7 — Efeito do envelhecimento sobre a capacidade de retencdo de memodria de curto- (1,5
h) e longo-prazo (24 h) na tarefa de esquiva inibitéria do tipo step-down em ratos jovens (3
meses) e idosos (15 meses). Os dados sdo apresentados como mediana (intervalos interquartis)
dos tempos de laténcia para descida da plataforma nas sessdes de treino (branco) e teste (cinza)
(n= 7 animais por grupo).* P < 0,05 em comparagio ao grupo controle de adultos jovens (teste
de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn’s).

4.1.3 Teste do Labirinto Aquatico

Os efeitos do envelhecimento sobre o0s processos de
aprendizado e memoéria espacial de ratos foram também avaliados no
teste do labirinto aquatico durante as sessdes de treino e teste. De acordo
com a ANOVA de uma via com medidas repetidas, os animais idosos
demonstraram prejuizo de aprendizado espacial durante o treino quando
comparados ao grupo de animais jovens, sendo este indicado por um
aumento significativo na laténcia para encontrar a plataforma durante o
treino [F(2,9)=5,91, P<0,05] (Figura 8A). Estes resultados foram
confirmados na sesséo de teste, aonde os animais idosos apresentaram
um menor tempo de nado no quadrante correto (P<0,05) (Figura 8B).
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Figura 8 — Efeito do envelhecimento sobre o aprendizado e a memoria espacial em ratos
jovens (3 meses) e idosos (15 meses) avaliados no labirinto aquatico. (A) As linhas horizontais
representam a média + E.P.M. da laténcia (s) gasta pelos animais para encontrar a plataforma
submersa durante o treinamento. (B) As barras verticais representam a média + E.P.M. da
porcentagem de tempo gasto pelos animais no quadrante correto durante a sessdo de teste (n=7
animais por grupo). * P < 0,05 em comparagdo ao grupo controle de adultos jovens (teste de
Newman-Keuls).

4.2 Efeitos do tratamento com agmatina sobre a atividade
locomotora dos animais idosos avaliada na caixa de atividade

A Figura 9 ilustra o efeito do tratamento com agmatina (10, 50
ou 100 mg/Kkg, i.p.) sobre a atividade locomotora dos animais idosos (15
meses) avaliada no teste da caixa de atividade durante 30 min. A
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ANOVA de uma via revelou um efeito significante para o fator
tratamento no ndmero de cruzamentos ha caixa de atividade
[F(3,20)=6,60, P<0,005]. Posterior teste de Newman-Keuls indicou que
a administracdo de agmatina, na dose de 50 mg/kg, i.p., promoveu uma
reducdo na atividade espontanea dos ratos idosos na caixa de atividade,
sendo que as demais doses de agmatina ndo alteraram este parametro
(Figura 9).
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Figura 9 - Efeitos do tratamento agudo com agmatina (10, 50 ou 100 mg/kg, i.p.) na atividade
locomotora de ratos idosos (15 meses) avaliada na caixa de atividade durante 30min . As barras
verticais (média + E.P.M) representam o numero de cruzamentos (n= 7-8 animais por grupo).
*p < 0,05 se comparado ao grupo controle (Teste de Newman-Keuls).

4.3 Efeitos do tratamento com agmatina sobre os prejuizos
cognitivos de animais idosos avaliados na esquiva inibitéria do tipo
step-down

Como ilustrado na Figura 10, os animais idosos (15 meses)
tratados com agmatina (nas doses de 10 e 50 mg/kg, i.p.) apresentaram
uma melhora significativa na capacidade de retencdo das memorias
decurto- e longo-prazo, indicado uma laténcia maior [P<0,05] para
descer da plataforma nas sessbes de teste realizadas, respectivamente,
1,5 h e 24 h apds o treinamento.
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Figura 10 - Efeitos do tratamento com agmatina (10, 50 e 100 mg/kg, i.p.) sobre a reten¢do de
memoéria de curto- (1,5 h) e longo-prazo (24 h) avaliados na tarefa de esquiva inibitéria do tipo
step-down em ratos de 15 meses de idade. Os dados sdo demonstrados como mediana
(intervalos interquartis) dos tempos de laténcia para descida da plataforma nas sessdes de
treino (branco) e teste (cinza) (n= 7-8 animais por grupo). As comparagdes estatisticas foram
realizadas através do teste de Kruskal-Wallys seguido do teste de Dunn’s. *P<0,05 comparado
a sessdo de treino do mesmo grupo. # P<0,05 comparado a sessdo de treino do grupo controle.

4.4 Efeitos do tratamento com agmatina sobre os prejuizos no
aprendizado e meméria espacial de ratos idosos avaliados no
labirinto aquatico

Os efeitos do tratamento agudo com agmatina (10, 50 e 100
mg/kg, i.p.) na reversdo dos prejuizos no aprendizado e memoria
espacial de ratos idosos (15 meses) avaliados no labirinto aquatico estao
ilustrados na Figura 11. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas
revelou ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre a
laténcia para encontrar a plataforma submersa durante o treino
[F(3,24)=0,14, p= 0,93] (Figura 11A). De maneira consistente, a
ANOVA de uma via revelou um efeito ndo significante para o fator
tratamento na porcentagem do tempo gasto no quadrante correto durante
a sessdo de teste do labirinto aquético [F(3,21)=0,78, p= 0,51].
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Figura 11 - Efeitos do tratamento agudo com agmatina (10, 50 ou 100 mg/kg, i.p.) no
desempenho de ratos idosos (15 meses) avaliados no labirinto aquatico. (A) As linhas
horizontais representam a média + E.P.M. da laténcia (s) gasta pelos animais para encontrar a
plataforma submersa durante o treinamento. (B) As barras verticais representam a média +
E.P.M. da porcentagem de tempo gasto pelos animais no quadrante correto durante a sessao de
teste (n= 7-8 animais por grupo).

4.5 Efeitos do tratamento com agmatina sobre a atividade motora
de ratos adultos jovens pré-tratados com escopolamina

A atividade motora dos ratos adultos jovens (3 meses de idade)
pré-tratados com escopolamina (1 mg/kg, i.p.) e posteriormente tratados
com agmatina (10, 50 ou 100 mg/kg, i.p.) foi avaliada na caixa de ativi
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dade durante trinta minutos (Figura 12). A ANOVA duas vias (pré-
tratamento x tratamento) indicou uma reducdo significativa no ndmero
de cruzamentos no grupo de animais pré-tratados com escopolamina e
gue posteriormente receberam agmatina na dose de 100 mg/kg (i.p.)
[F(4,34)= 2,51, P< 0,05].
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Figura 12 - Efeitos do tratamento agudo com agmatina (10, 50 ou 100 mg/kg, i.p.) na
atividade locomotora de ratos adultos jovens (3 meses) pré-tratados com escopolamina (1
mg/kg, i.p.), avaliados na caixa de atividade durante 30 min. As barras verticais representam a
média + E.P.M. do nimero de cruzamentos (n= 7-8 animais por grupo). *p<0,05 se comparado
ao grupo controle (teste de Newman-Keuls).

4.6 Efeitos do tratamento com agmatina sobre os prejuizos
cognitivos induzidos pela escopolamina em ratos adultos jovens
avaliados na esquiva inibitéria do tipo step-down

Como pode ser visto na Figura 13, o pré-tratamento com
escopolamina (1 mg/kg, i.p.) promoveu um prejuizo significativo nas
memérias de curto- e longo-prazo, indicado por uma reducdo nas
laténcias de descida nas sessdes de teste do step-down. Entretanto, o
tratamento com agmatina (10, 50 e 100 mg/kg, i.p.) ndo foi capaz de
reverter 0s prejuizos nas memdrias de curto- e longo-prazo induzidos
pelo pré-tratamento com escopolamina (1 mg/kg, i.p.) nos animais
adultos jovens (3 meses) avaliados na esquiva inibitdria do tipo step-
down.
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Figura 13 - Efeitos do tratamento com agmatina (nas doses de 10, 50 e 100 mg/kg, i.p) sobre a
retencdo de memdria de curto- (1,5 h) e longo-prazo (24 h) na tarefa de esquiva inibitéria do
tipo step-down em ratos adultos jovens (3 meses de idade) pré-tratados com escopolamina (1
mg/kg). Os dados sdo expressos como mediana dos tempos de laténcia para descida da
plataforma nas sesses de treino (branco) e teste (cinza) (n= 7-8 animais por grupo). *p<0,05
comparado a sessdo de treino do mesmo grupo (teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn’s).

4.7 Efeitos do tratamento com agmatina sobre os prejuizos no
aprendizado e memdria espacial induzidos pela escopolamina em
ratos adultos jovens avaliados no labirinto aquatico

A Figura 14 ilustra a laténcia para que 0s animais encontrassem
a plataforma submersa durante as sessdes de treino (Figura 14A) e 0
nimero de cruzamentos realizados pelos animais na zona da plataforma
durante o teste (Figura 14B). A ANOVA de duas vias com medidas
repetidas demonstrou um prejuizo significativo no aprendizado e
memoria espacial no grupo de animais tratados com escopolamina (1
mg/kg, i.p.), indicado pelo aumento significativo nas laténcias para
encontrar a plataforma submersa durante as sessdes de treino [F(1,
14)=25,54, P<0,05]. Entretanto, nenhuma das doses testadas de
agmatina foi capaz de reverter este prejuizo no aprendizado espacial de
ratos adultos jovens induzido pela escopolamina [F(20, 175)=1,26,
p=0,20] (Figura 14A).
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De maneira semelhante, o tratamento com agmatina nao
reverteu, em nenhuma das doses testadas o prejuizo na memoria espacial
causado pelo pré-tratamento com a escopolamina, sendo que estes
apresentaram um menor ndmero de cruzamentos sobre a zona da
plataforma na sessdo de teste [ F(4, 32)=0,81, p=0,52] (Figura 14B).

Figura A

—»— Controle
— 604 -=- Escop (1 mg/'kg)
% —— Escop+Agm 10 mg/kg
S 404 -+ Escop+Agm 50 mg/kg
:§ —+— [Escop+Agm 100 mg/kg
o
— 204
LE
1 2 3 4 5 &
Sessoes de treino
Figura B
204

o«

E o

w £ ]

£s51° T

s

s % 1.0 l *

55 T «

H L e o

=

G.0-
Escopolamina (1 mg/kg) - + + + +
Agmatina (mg/kg) - - 10 50 100

Figura 14 - Efeitos do tratamento agudo com agmatina (10, 50 ou 100 mg/kg, i.p.) no
desempenho de ratos adultos jovens (3 meses) pré-tratados com escopolamina (1 mg/kg, i.p.)
avaliados no labirinto aquatico. (A) As linhas horizontais representam a média + E.P.M. da
alaténcia (s) gasta pelos animais para encontrar a plataforma submersa durante o treinamento.
(B) As barras verticais representam a média + E.P.M. do nimero de cruzamentos na zona da
plataforma durante a sesséo de teste (n= 7-8 animais por grupo). * P<0,05 em compara¢ao ao
grupo controle de adultos jovens (teste de Newman-Keuls).

Em sintese, os principais resultados obtidos no presente estudo estdo ilustrados na Tabela 2.
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da agmatina sobre o

comportamento de ratos adultos jovens (3 meses) tratados com

escopolamina e ratos idosos (15 meses).

Teste Efeitos da agmatina em Resultados da
Comportamental ratos jovens tratados com agmatina em
escopolamina ratos idosos
Caixa de Dose de 100 mg/kg Dose de 50 mg/kg
Atividade latividade motora latividade motora
Esquiva Nenhuma dose testada Doses de 10 e 50
Inibitéria reverteu os déficits mg/kg

(step-down) cognitivos induzidos pela

escopolamina

Nenhuma dose testada
reverteu os déficits
cognitivos induzidos pela
escopolamina

Labirinto
Agquatico

1 memorias de
curto e longo prazo

Nenhuma dose
testada alterou os
parametros
avaliados nas
sessoes de
treinamento e teste
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo confirmam estudos prévios da
literatura referentes aos prejuizos causados pelo processo de
envelhecimento sobre a atividade locomotora (BRANNON, 2010) e
cognitiva (DE-MELLO et al., 2005; PREDIGER et al., 2005, 2006; LIU
et al., 2008c) em roedores. De maior destaque, os resultados do presente
estudo sugerem: 1) Efeito benéfico do tratamento agudo com agmatina
na reversdo dos prejuizos da memoéria de curto- e longo-prazo
associados ao envelhecimento em ratos avaliados no teste da esquiva
inibitéria do tipo step-down; 2) Prejuizo na atividade motora de ratos
apos tratamento agudo com doses elevadas de agmatina (50-100 mg/kg,
i.p.); 3) Que os efeitos da agmatina sobre as funcdes cognitiva e motora
de ratos parecem ser independentes dos receptores muscarinicos para
acetilcolina.

A agmatina ¢ um composto enddgeno, com muitas fungdes
bioldgicas, incluindo propriedades neuroprotetora, anti-amnésica,
ansiolitica, anticonvulsivante e antinociceptiva (OLMOS et al., 1999;
ARTENI et al., 2002; DEMEHRI et al., 2003; SANTOS et al., 2005;
GADOTTI et al., 2006; GONG et al., 2006, JAROGNIEW et al., 2009).
De especial importancia para o presente estudo, LIU e colaboradores
(2008c) demonstraram através da técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada & espectrometria de massas uma diminui¢éo dos
niveis de agmatina na regido CAL1 do hipocampo e no cortex pré-frontal
de ratos idosos.

Devido aos efeitos benéficos da agmatina relatados em diversos
trabalhos que avaliaram suas agGes em parametros de aprendizado e
meméria (MCKAY et al, 2002; LIU et al, 2008a; LIU et al, 2009a; LIU;
BERGIN, 2009b), e pelo fato da agmatina tratar-se de uma substancia
endégena com caracteristicas moduladoras e que pode ter suas
concentracBes em diferentes regifes cerebrais alteradas pelo processo de
envelhecimento, buscou-se avaliar os efeitos do tratamento agudo com
agmatina sobre 0s prejuizos cognitivos verificados em ratos
envelhecidos (15 meses de idade) e em ratos adultos jovens pré-tratados
com escopolamina, um antagonista ndo seletivo dos receptores
muscarinicos para acetilcolina.
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Os resultados do presente estudo demonstraram que o
tratamento agudo com agmatina (na dose de 50 mg/kg, i.p.) promoveu
uma reducdo da atividade locomotora de ratos idosos avaliada na caixa
de atividade durante 30 mim. De acordo com 0s nossos resultados, LIU
e BERDIN (2009b) também encontraram reducdo da atividade
locomotra em ratos submetidos ao teste do campo aberto apds
administragdo i.c.v. de agmatina no dia 1 (tratamento agudo), mas nédo
ao fim de 12 dias de administracfes repetidas de agmatina, sugerindo o
desenvolvimento de tolerdncia a este comprometimento motor. Além
disso, este mesmo estudo demonstrou também que o efeito da agmatina
sobre a atividade locomotora de ratos é dose-dependente, sendo
observado somente apds administracdo de doses superiores a 100 ug
(i.c.v)) (LIU e BERDIN, 2009b).

Esta bem estabelecido que as memarias podem ser classificadas
de acordo com sua duracdo em memdria de trabalho (memoria imediata,
durando segundos ou poucos minutos), memdria de curto-prazo (que
desenvolve-se em poucos segundos ou minutos e dura por algumas
horas) e a memdria de longo-prazo (que consolida-se lentamente e €
relativamente permanente) (IZQUIERDO et al., 1999). De fato,
memérias de curto- e longo-prazo sdo identificadas como entidades
distintas (IZQUIERDO et al., 1998). Estes diferentes tipos de meméria
podem ser avaliados em animais em diferentes tarefas comportamentais.

Neste estudo, a agmatina apresentou um efeito protetor no que
se refere a consolidacdo da memoria aprendida, tanto de curto- quanto
de longo-prazo, em ratos idosos avaliados no teste de esquiva inibitéria
do tipo step-down, mas ndo no labirinto aquatico. Da mesma forma,
ARTENI e colaboradores (2002) observaram um efeito facilitador da
agmatina no processo de consolidacdo da memoria no teste da esquiva
inibitéria do tipo step-down quando foi administrada imediatamente
apo6s a sessdo de treinamento, porém quando administrada uma hora
antes da sessao de treino, ndo foi observado o mesmo efeito facilitador
no processo de aquisicdo da memdria.

O labirinto aquatico tem sido utilizado amplamente para avaliar
a influéncia de drogas, do envelhecimento ou de lesGes cerebrais na
perturbacdo da capacidade de memdria espacial de ratos, avaliada pela
dificuldade do animal em utilizar pistas para localizar plataformas
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submersas (MORRIS, 1981; DAY; SCHALLERT, 1996). Sabe-se
também que danos no hipocampo ou neocortex (MORRIS et al, 1982;
EICHEBAUM et al.,, 2001; LIU et al., 2008a), acidente vascular
cerebral (GREEN et al., 1992) e envelhecimento fisiol6gico normal
(SCHALLERT, 1988; SCHALLERT, 1996) causam deficiéncia de
aprendizado no labirinto aquatico de Morris similar ao prejuizo causado
por drogas anticolinérgicas.

No presente estudo o teste do labirinto aquéatico (versdo
meméria espacial de referéncia) os animais idosos tratados com
agmatina (10, 50 ou 100 mg/kg, i.p.) ndo apresentaram reversdo dos
prejuizos no aprendizado e na memdria espacial associados ao processo
de envelhecimento, ndo sendo observados diminui¢do significativa da
laténcia para encontrar a plataforma submersa durante o treinamento e
tampouco um aumento no tempo gasto no quadrante correto na sessao
de teste. Deve ser mencionado que resultados semelhantes foram
descritos por LIU e BERGIN (2009b), em trabalho que utilizou a
mesma versao do labirinto aquatico, no qual os animais adultos jovens
tratados com agmatina (10 ou 100 pg, i.c.v.) apresentaram um
desempenho semelhante ao do grupo tratado com solucdo controle. Por
outro lado, os niveis enddgenos de agmatina mostraram-se aumentados
no hipocampo de ratos submetidos a esse mesmo teste comportamental,
sugerindo uma relevancia da liberagdo desta substancia nesse tipo de
aprendizado espacial (LIU et al., 2008a). De maneira importante, nos
animais submetidos somente a tarefa de nadar tal aumento ndo foi
verificado (LIU et al., 2008a).

O sistema colinérgico, como citado na introducdo, é um dos
sistemas de neurotransmissdo sabidamente afetados durante o processo
de envelhecimento (BARTUS et al., 1982; ALTAVISTA et al., 1990;
GALLAGHER; COLOMBO, 1995; BAXTER et al., 1999). Cabe
ressaltar que alguns estudos demonstraram que 0s prejuizos na memdria
em pacientes portadores da doenca de Alzheimer (DA) podem estar
associados com a perda de neurdnios colinérgicos (PERRY et al., 1977;
SHERMAN et al., 2003). Sabe-se também que as tarefas aprendidas no
ambito da influéncia da escopolamina sdo mais dificeis de recuperar
devido a sua capacidade de bloguear os receptores muscarinicos para
acetilcolina  (CROW; GROVE-WHITE, 1973; GHONEIM ;
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MEWALDT, 1975, 1977; FRITH et al, 1984; HARRISON et al., 2009),
e que os tratamentos clinicos disponiveis para a DA (com excecdo da
memantina) sdo farmacos inibidores da acetilcolinesterase
(SUGIMOTO et al., 2000; BLENNOW et al., 2006).

Considerando esta hipotese, utilizou-se no presente estudo um
pré-tratamento com escopolamina (1 mg/kg, i.p.) para inducdo de
prejuizos de aprendizado e memoria em ratos adultos jovens (3 meses)
gue receberam posteriormente tratamento com agmatina e foram entéo
submetidos aos testes comportamentais. Ap6s 0 pré-tratamento com a
escopolamina somente os ratos tratados com a maior dose de agmatina
(100 mg/kg, i.p.) apresentaram prejuizo na funcdo motora quando
submetidos ao teste da caixa de atividade. Em acordo com 0s nosso
achados, um estudo prévio da literatura que avaliou os efeitos da
agmatina em limiares de resposta ao choque periférico relatou que a
administragdo da agmatina nas doses de 5 e 10 mg/kg (i.p.) (doses
baixas) antes do condicionamento, ndo foi capaz de prejudicar o
desempenho locomotor dos roedores durante 0 treinamento
(STEWART; MCKAY, 2000), corroborando com os resultados
descritos por LIU e BERDIN (2009b) de que o prejuizo motor causado
pelo tratamento com agmatina é dependente da dose.

Como descrito anteriormente na introducdo, a agmatina possui
alta afinidade pelos receptores a2-adrenérgicos e imidazdlicos (LI et al.,
1994; REIS; REGUNATHAN, 2000; RAASCH et al., 2001) e a
dificuldade motora apresentada pelos animais tratados com agmatina
pode estar relacionada a sua afinidade pelos receptores a2-adrenérgicos.
Existem dados da literatura que corroboram com esta hipotese, pois
melhoras significativas no comportamento locomotor de roedores foram
relatadas quando antagonistas a2-adrenérgicos foram administrados em
ratos submetidos ao teste do labirinto aquatico e tarefas de
condicionamento do medo (NHTTYKOSKI et al., 1998; MCKAY et al.,
2002).

Além disso, estudos prévios tém demonstrado que a agmatina é
capaz de inibir todas as isoformas da NOS (TASSONE et al., 2002;
HALARIS; PLIETZ, 2007; LUSZCZKI et al., 2009), cujo blogueio
esta  também relacionado a um prejuizo locomotor em roedores
(MAREN, 1998; MCKAY et al., 2002).
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E importante salientar que a escopolamina per se ndo
prejudicou o desempenho locomotor dos animais no referido teste. Este
resultado vai de encontro a diversos estudos que demonstraram efeitos
estimulantes da escopolamina na dose de 1 mg/kg, i.p. sobre a atividade
locomotora em diferentes linhagens de camundongos (O'NEILL et al,
1994; VINADER-CAEROLS et al. 1996; CALAMANDREI et al,
1997;. DODART et al, 1997;. ITZHAK; MARTIN, 2000;
MORAGREGA et al., 2002).

Um prejuizo na memoria espacial de curto (1,5 h) e longo prazo
(24 h) foi induzido devido ao pré-tratamento com a escopolamina (1
mg/kg, i.p.) em animais submetidos ao teste da esquiva inibitoria, no
entanto este prejuizo ndo foi revertido pelo tratamento com agmatina em
nenhuma das doses testadas (10, 50 ou 100 mg/kg, i.p.). De maneira
semelhante, quando submetidos ao teste do labirinto aquético, ratos
adultos jovens (3 meses) pré-tratados com escopolamina apresentaram
um prejuizo no aprendizado e memdria espacial de referéncia, sendo que
esta resposta ndo foi revertida pelo tratamento com nenhuma das doses
testadas de agmatina. Trabalhos prévios da literatura também
demonstraram que em ratos, o bloqueio muscarinico prejudica a
aprendizagem da localizacdo da plataforma submersa no labirinto
aquético de Morris (SUTHERLAND; WHISHAW; REGEHR, 1982;
WHISHAW et al., 1985; DAY; SCHALLERT, 1996; SHERMAN et al.,
2003).

Existe um consenso na literatura de que o aprendizado da
presente versdo espacial no labirinto aquatico requer a integridade da
regido dorsal do hipocampo (MOSER et al., 1995, MCKAY et al.,
2002). E interessante notar que OTAKE e colaboradores (1998), que
realizaram uma imunomarcacdo da agmatina em numerosos sitios de
acdo central, propuseram que as maiores concentracGes de agmatina
enddgenas sdo encontradas no hipocampo ventral. Estes achados da
literatura sugerem que o aprendizado neste teste possa estar
condicionado a uma administracdo seletiva de agmatina na regido dorsal
do hipocampo.

Os resultados obtidos no presente estudo, referentes aos testes
comportamentais realizados nos animais que receberam um pré-
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tratamento com a escopolamina, demonstram que a agmatina nao
conseguiu em nehum dos testes realizados reverter os prejuizos de
aprendizado e memoria induzidos pelo antagonismo dos receptores
muscarinicos para acetilcolina. Levando em consideracdo o fato do
sistema colinérgico ndo ser o Unico envolvido nos processos de
aprendizado e memdria, sugere-se que o efeito positivo da agmatina
sobre 0s prejuizos congitivos observados em ratos idosos seja mediado
por sua acdo em outros sistemas de neurotransmissao.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que o tratamento agudo
com agmatina (i.p.) é capaz de reverter os prejuizos da memoria de
curto- e longo-prazo relacionados ao envelhecimento em ratos avaliados
na tarefa de esquiva inibitéria do tipo step-down. Dessa maneira,
podemos concluir que a agmatina possui efeitos benéficos sobre
prejuizos relacionados ao envelhecimento fisiolégico normal em
parametros de aprendizado e meméria.

No entanto o tratamento agudo com doses elevadas de agmatina
(50-100 mgkg, i.p.) prejudicam a atividade motora de ratos. Além disso,
agmatina nao foi capaz de reverter os deficits de aprendizado e memdria
induzidos pela escopolamina em ratos adultos jovens.

Em conjunto, os resultados do presente estudo demonstram que 0
tratamento agudo com agmatina é capaz de reverter 0s prejuizos nas
memérias de curto e longo prazo associados ao envelhecimento em
roedores e que esta resposta parece ser independente do sistema
colinérgico.

Esse estudo contribui para atentarmos sobre os efeitos benéficos da
agmatina perante prejuizos de memoria em animais idosos. Dessa
maneira, se torna uma substancia interessante para trabalhos futuros que
elucidem os mecanismos pelos quais esta promove seus efeitos, bem
como sua avaliacdo em outros modelos experimentais de meméria.
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