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RESUMO

A creatina é um composto sintetizado endogenamente e também obtido
pela dieta, intimamente relacionado com o metabolismo energético
muscular e cerebral que possui efeito anti-excitotoxico, antioxidante e
neuroprotetor, além de apresentar atividade antidepressiva em estudos
pré-clinicos e clinicos. O tratamento da depressdo ainda é desafiador
tendo em vista as limitages dos farmacos atualmente disponiveis no
mercado. Uma nova estratégia para o tratamento da depresséo refrataria
a tratamentos convencionais consiste na utilizacdo de cetamina, um
antagonista de receptores NMDA que age de forma rapida e eficiente.
Este estudo investigou em camundongos Swiss, de forma comparativa,
os efeitos antidepressivos da creatina e da cetamina e a participagdo da
via PI3K/Akt/mTOR neste efeito. Para isso, utilizamos um modelo de
indugdo de comportamento tipo-depressivo por meio da administragdo
crénica de corticosterona nesses animais. A administracdo oral de
corticosterona (20 mg/kg, p.o.) por 21 dias, mas ndo por 7 e 14 dias,
promoveu um aumento no tempo de imobilidade dos animais no teste de
suspensdo pela cauda (TSC) e uma diminuicdo no tempo de
comportamento de auto-limpeza no teste de borrifagem de sacarose
(splash teste), caracterizando um comportamento tipo-depressivo. O
aumento no tempo de imobilidade no TSC induzido pelo modelo de
depressdo foi revertido pelo tratamento com creatina (10 mg/kg, p.o.) e
por cetamina (1 mg/kg, i.p.), mas ndo por fluoxetina (10 mg/kg, p.o.),
quando administradas uma Unica vez, 24 horas apés a Ultima
administracdo de corticosterona. Adicionalmente, 0s animais

submetidos ao modelo de depressdo apresentaram uma reducdo na



concentragdo sérica de corticosterona comparado ao grupo controle
sendo que este parametro ndo foi alterado pelo tratamento com creatina
(10 mg/kg, p.0.) ou cetamina (1 mg/kg, i.p.). Adicionalmente foi
demonstrado que o tratamento dos camundongos com wortmanina (um
inibidor irreversivel de PI3K, 0,1 ug/sitio, i.c.v.), ou rapamicina (um
inibidor de mTOR, 0,2 nmol/sitio, i.c.v.), reverteram o efeito anti-
imobilidade da creatina (10 mg/kg, p.o.) e da cetamina (1 mg/kg, i.p.) no
TSC, tanto em animais submetidos ao modelo de depressdo, quanto nos
animais tratados com veiculo. Nenhuma alteracdo locomotora dos
animais foi observada no teste do campo aberto, em nenhum dos grupos
experimentais. Adicionalmente investigamos o efeito da creatina e da
cetamina sobre os niveis de mTOR fosforilada e total no hipocampo.
Tanto os animais tratados com creatina (10 mg/kg, p.0.) quanto os
animais tratados com cetamina (1 mg/kg, i.p.) apresentaram um

aumento no imunocontetdo de p-mTOR (Ser®*®*

), tanto nos grupos
experimentais submetidos ao tratamento crénico com corticosterona,
guanto nos grupos controle. O conjunto de resultados indica que a
creatina compartilha com a cetamina um efeito tipo-antidepressivo
agudo em um modelo animal de depressdo classicamente responsivo
apenas a administracdo crénica de antidepressivos. Esse efeito parece
ser mediado pela ativacdo da via de sinalizagdo mediada por
PIBK/Akt/mTOR. Dessa maneira pode-se sugerir que a creatina pode
constituir uma alternativa terapéutica de efeito antidepressivo réapido,
com efeitos adversos menos pronunciados quando comparada com a

cetamina, para o tratamento da depressao associada ao estresse.



Palavras chave: creatina, depressdo, cetamina, estresse, corticosterona,

teste de suspensdo pela cauda, via PI3K/Akt/mTOR.






ABSTRACT

Creatine is an endogenous compound synthetized either by our organism
or obtained by the diet that plays a key role in muscle and brain
energetic metabolism. Besides possessing antiexcitotoxic, antioxidant
and neuroprotective properties, it has antidepressant effects in
preclinical and clinical studies. The management of depression still
represents a challenge, especially due to the limitations of the
therapeutic options available in the market. Ketamine, an antagonist of
NMDA receptors, has been succesfully used as a novel strategy for the
treatment of refractory depression, producing rapid and efficient
remission. This study investigated the antidepressant effects of creatine,
compared with ketamine and the involvement of PI3K/Akt/mTOR
pathway in their effects in a model of depression induced by the chronic
administration of corticosterone in Swiss mice. The oral administration
of corticosterone (20 mg/kg, p.o.) for 21 days, but not for 7 or 14 days
caused an increased immobility time in the tail suspension test (TST)
and a reduction in the time spent grooming in the splash test, indicative
of a depressive-like behavior. The increased immobility time induced by
the depression model was reversed by either creatine (10 mg/kg, p.o.) or
ketamine (1 mg/kg, i.p.) treatment, but not by a single dose of fluoxetine
(10 mg/kg, p.o.), administered once, 24 h after the last administration of
corticosterone. Additionally, mice submitted to the depression model
presented a reduction on the serum corticosterone levels as compared to
the control group. This parameter was not altered neither by creatine nor
ketamine treatment. Moreover, treatment of mice with either

wortmannin (irreversible PI3K inhibitor, 0.1 pg/site, i.c.v.), or



rapamycin (mTOR inhibitor, 0.2 nmol/site, i.c.v.), abolished the anti-
immobility effect of creatine (10 mg/kg, p.o.) and ketamine (1 mg/kg,
i.p.) in the TST both in mice submitted to chronic administration of
corticosterone and in control mice. None of the treatments caused any
alteration in the locomotor activity of mice in the open-field test.
Additionally, the effects of creatine and ketamine on the levels and
phosphorylation of mTOR were investigated. The immunocontent of p-
mTOR (Ser*®!) was increased both in mice treated with creatine (10
mg/kg, p.o.) and ketamine (1 mg/kg, i.p.) from corticosterone and
vehicle groups. Altogether, the results indicate that creatine shares with
ketamine the ability to acutely reverse the depressive-like behavior
induced by a model of depression that does not respond to acute
fluoxetine administration in mice. This effect seems to be mediated by
the activation of PI3K/Akt/mTOR signaling. Therefore, it may be
suggested that creatine might be a novel antidepressant compound with
a robust and rapid onset of action, comparable to ketamine due devoid

of its strong psychotropic effects.

Keywords: creatine, depression, ketamine, stress, corticosterone, tail
suspension test, PI3K/AKt/mTOR pathway.
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1. INTRODUCAO

1.1. HISTORICO DA DEPRESSAO E SEU TRATAMENTO

A depressdo faz parte do cotidiano do ser humano ha muito
tempo, existindo relatos de casos que remontam h& mais de mil anos
antes de Cristo, com inscricbes inclusive em textos biblicos.
Curiosamente, no livro | de Samuel (século IX a.C.) aparece o primeiro
relato de um possivel caso de depressdo. Nesta passagem, o rei Saul,
teria sido destituido de seu trono pelo seu pai, devido a sua péssima
conduta administrativa como soberano. Em virtude deste episédio,
conta-se que o rei Saul passara a ser assediado por diversos demonios,
por meio do que se relatava ser uma "tristeza profunda” (ESTEVES e
GALVAN, 2006; VIEIRA, 2008).

Relatos como este vém sendo contados por meio de classicos da
literatura no decorrer da Histéria. No século VIII a.C., na obra "lliada",
0 escritor grego Homero narra em alguns de seus versos o sofrimento
espiritual do guerreiro Ajax, que em virtude de um erro cometido
durante a Guerra de Troia, é tomado por intenso sentimento de culpa e
buscando aliviar o sofrimento pelo qual estava passando, resolveu
acabar com a prépria vida (ESTEVES e GALVAN, 2006; VIEIRA,
2008).

Durante os séculos seguintes, diversos pensadores tentaram
explicar esta tdo intrigante doenca. No século IV a.C., Hipocrates,
considerado pai da medicina, tentou explicar por meio do acumulo de
fluidos corporais ("bilis negra"), o aparecimento de estados de

melancolia. Na sua definicdo, "melancolia se referia a perda de amor a
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vida, uma situacdo em que o individuo aspira a morte como se fosse
uma benc¢do" (TEIXEIRA, 2005; GONCALES e MACHADO, 2007).
Curiosamente, a palavra melancolia é derivada do grego melas (negro) e
kholé (bile) correspondendo a transliteracdo latina melaina-kole
(TEIXEIRA, 2005). As teorias envolvendo um desequilibrio desses
fluidos corporais permaneceram através dos séculos, propagadas por
outros filosofos como Galeno, Oribésius de Pergamon, Alexandre de
Tralles, Paulo de Aegina, e escritores de origem arabe como
Constantinus, Africanus e Avicenne. No entanto, ndo houve grandes
avancos na area cientifica relacionada tanto a etiologia da depresséo
guanto também as formas de tratamento, estas rudimentares e sem
significado clinico algum (WONG e LICINIO, 2001).

Apenas em 1854, Falret e Baillarger, dois médicos franceses
muito conhecidos na época, publicaram os primeiros diagnosticos
formais do que consideravam ser episédios alternantes de mania e
depressdo, através dos termos Folie Circulare ("loucura circular")
(DUBOVISKY e DUBOVISKY, 2004). Entretanto, apenas em 1893 a
depressdo foi referida como um transtorno, por Emil Kraepelin, no seu
sistema nosoldgico de classificacdo de transtornos psiquiatricos (WONG
e LICINIO, 2001).

As tentativas de se entender esse transtorno sempre caminharam
paralelamente com os esforcos em se tentar abordagens antidepressivas
mais eficientes, sendo estas farmacol6gicas ou ndo. Inicialmente a
terapia proposta era rudimentar e até certo ponto duvidosa, com
massagens, ginastica, eméticos, purgativos e sangrias fazendo parte das
estratégias antidepressivas (GONCALES e MACHADO, 2007).

Somente em 1950 deu-se um passo fundamental no tratamento da
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depressdo, com a descoberta de que a reserpina (um anti-hipertensivo
gue provocava deplecdo de noradrenalina) causava como efeito
secundario a depressdo maior. Pesquisas demonstraram que um
precursor de dopamina e noradrenalina, L-DOPA, revertia estes efeitos,
tanto em homens quanto em animais. Desta maneira, mostrava-se a
importdncia fundamental das aminas biogénicas no transtorno de
depressdo maior, revelando-as como um importante alvo terapéutico
(LICINIO et al., 2007).

Em 1953, tratando pacientes com tuberculose, descobriu-se ao
acaso que a iproniazida (um antituberculinico), melhorava o humor de
pacientes depressivos. O mecanismo de acdo da iproniazida consistia na
inibicdo da enzima monoamina oxidase, responsavel pela degradagdo
das monoaminas serotonina, noradrenalina e dopamina (NESTLER et
al., 2002). Alguns anos mais tarde, desenvolveram-se outros inibidores
desta enzima, com o0 objetivo de tratar a depressdo, como a
meclobemida e a tranilcipromina. Os efeitos adversos destes inibidores
eram consideraveis (estimulacdo excessiva, euforia e hepatotoxicidade),
0 Qque sempre motivou pesquisadores, indistrias farmacéuticas e
psicoterapeutas a buscarem novas alternativas de tratamento. Em 1954,
0 psiquiatra suico Roland Kuhn, descobriu entdo a imipramina, que ndo
tinha os efeitos colaterais dos farmacos citados, e apresentava uma
eficacia de até 60% dos casos de depressdo. Visando 0S expressivos
lucros da venda deste medicamento, a empresa Geigy colocou a
imipramina no mercado, obtendo grande adesdo ao seu uso, bem como
grandes cifras. Este grupo de compostos, pela sua estrutura quimica
caracteristica com 3 anéis ciclicos, ficou conhecido como

antidepressivos triciclicos, e atualmente ainda séo usados no tratamento



32

da depressdo, representado principalmente pela amitriptilina,
nortriptilina, clomipramina, imipramina e pela desipramina (NESTLER
et al., 2002).

Mas o grande avango no tratamento da depressdo ainda estava
por vir. Em 1970, o neurofarmacologista americano David Wong
demonstrou que existiam alguns farmacos, especificadamente da classe
das butilferonas, que atuavam basicamente sobre o metabolismo da
serotonina (5-HT) e isso revolucionou a maneira como 0s transtornos de
humor eram tratados. Wong descobriu que substancias que inibiam
seletivamente a recaptacdo de 5-HT no cérebro apresentavam um
potencial terapéutico expressivo em transtornos depressivos. Com isto
veio a tona a teoria classica da depressdo, na qual se tem uma correlacdo
direta entre desregulacdo monoaminérgica e depressdéo (WONG e
LICINIO, 2001).

Embora o sucesso dos inibidores seletivos da recaptacao de 5-
HT (ISRS), encabec¢ado principalmente pela fluoxetina e pela sertralina,
seja expressivo, a corrida pelo desenvolvimento de novos farmacos
aumenta exponencialmente, porém sem grandes inovagfes. Contudo,
novos alvos moleculares estdo sendo propostos na tentativa de encontrar
estratégias terapéuticas mais eficazes para esta doenca, bem como a
compreensdo da fisiopatologia da doenga. Dentre estas inovagoes,
destacam-se as pesquisas relacionadas com a modulacdo glutamatérgica
da via mTOR, e principalmente as agdes da cetamina como

antidepressivo de acdo rapida.
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1.2. DEPRESSAO: PREVALENCIA, SINTOMAS, ETIOLOGIAE
TRATAMENTO

A depressdo maior se encontra entre 0s maiores problemas de
salde publica do mundo, causando uma consideravel morbidade
psiquiatrica e perda de produtividade (NESTLER e CARLEZON,
2006). Estima-se que a taxa de prevaléncia da depressdo e dos
transtornos de humor relacionados ao estresse na vida de um individuo
esteja em torno de 17%, resultando em um enorme sofrimento pessoal,
social e de alto custo financeiro (DUMAN e VOLETI, 2012). Além
disso, pacientes que sofrem de depressdo severa apresentam altas taxas
de mortalidade e comorbidades, destacando-se doengas coronarianas,
isquemia  cerebral comorbidades psiquiatricas  principalmente
relacionadas a transtornos de ansiedade além de estar associada com
elevado risco de suicidio (NEMEROFF, 2007).

A depresséo é caracterizada na maioria das vezes por anedonia
(perda de interesse ou prazer nas atividades didrias, que antes eram
prazerosas) e humor deprimido. Outros sintomas, altamente variaveis e
contrastantes, podem incluir perturba¢bes do sono, ganho ou perda de
peso, aumento ou diminuicdo do apetite, sentimentos recorrentes ou
inapropriados de culpa, agitacdo psicomotora, diminuicdo da capacidade
de pensar, de concentragdo, de tomar decisbes e pensamentos
recorrentes de morte ou suicidio. O Manual Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-1V) define a depressdo com um episédio depressivo
caracterizado por manifestacbes por um periodo superior a duas
semanas de 5 ou mais sintomas dos citados acima e exigindo que dentre

esses sintomas, anedonia ou humor deprimido estejam presentes
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(Tabela 1) (DSM-IV-TR, 2000). Ademais acredita-se que multiplos
transtornos psiquidtricos, incluindo a depressdo, provavelmente reflitam
diversas patogéneses induzindo uma ampla gama de sintomas
depressivos (LOFTIS et al, 2010), o que torna complexo o
conhecimento dos seus mecanismos fisiopatol6gicos e em consequéncia
disto, dificulta a descoberta de novos farmacos antidepressivos.

A natureza heterogénea da depressdo sugere o envolvimento de
multiplas regibes cerebrais na fisiopatologia desta doenga. Evidéncias
crescentes tem demonstrado que estas regides podem estar agindo como
mediadores desta diversidade de sintomas. Através de estudos com
neuroimagem, observou-se 0 envolvimento principalmente do
hipocampo e do coértex pré-frontal, possivelmente associados as
disfuncBes cognitivas presentes no transtorno. Da mesma forma os
aspectos motivacionais da depressdo, como a anedonia, tém sido
relacionados a anormalidades no ndcleo accumbens assim como
alteracdes de sono e apetitt no hipotdlamo (DREVETS, 2001;
MAYBERG, 2003).

Muitos estudos sugerem que os sintomas da depressdo estdo
relacionados com uma reducdo na plasticidade sinaptica cerebral
(DUMAN e MONTEGGIA, 2006; DUMAN et al., 2012). Esta menor
plasticidade dos circuitos neuronais em individuos deprimidos est4
também associada a modificagdes morfoldgicas no cdrtex limbico, com
destaque para uma diminuicao da arborizacdo dendritica e do nimero de
contatos sinapticos, evidenciado também por uma menor expressdo de
proteinas sinapticas (MAGARINOS e MCEWEN,1995; MAGARINOS

et al., 1997). Paralelamente ocorre também uma atrofia em particular do
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Tabela 1. Critérios para se diagnosticar um paciente com depressédo
segundo diretrizes do manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais, quarta edicdo (DSM-1V).

1- Humor deprimido
2- Anedonia

3- Falta de esperanca, desespero, sentimento de culpa ou desvalia
4- Distarbios alimentares relacionados ao ganho ou perda de peso
5- Agitacdo psicomotora ou letargia

6- Fadiga ou falta de energia

7- Pensamentos recorrentes de morte ou tentativa de suicidio

8- Dificuldade de concentracédo

9- Distdrbios do sono, ins6nia ou hipersonia

Fonte: Manual Diagndstico e Estatistico dos Distdrbios Mentais (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994).

hipocampo (SHELINE et al., 1996), com prejuizo dos mecanismos de
neuroplasticidade,incluindo reducdo da neurogénese, da expressdo de
proteinas anti-apoptoticas (Bcl2) acompanhada de aumento das pro-
apoptéticas (Bax, Bad), e principalmente diminuicdo dos niveis de
fatores neurotroficos, como o derivado do encéfalo (BDNF) (NESTLER
et al., 2002). De fato a exposicdo dos animais a agentes estressores,
farmacoldgicos ou ndo, é capaz de induzir uma série de alteracGes
fisioldgicas e comportamentais que mimetizam o estado depressivo,
podendo ser revertidas pelo tratamento crénico com antidepressivos
(WILLNER et al., 1992; D'AQUILA et al., 1994; WILLNER, 1997,
GUTIERREZ-GARCIA e CONTRERAS, 2008).

Entre as causas da depressdo o fator hereditario tem uma
influéncia significativa, uma vez que aproximadamente 30-40% do risco
de desenvolver o transtorno tem influéncia genética. O restante dessa

porcentagem varia desde causas ambientais, incluindo traumas de
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infancia (abuso sexual), estresse emocional, até mesmo "doengas
fisicas" (hipotireoidismo, Sindrome de Cushing) (BERTON e
NESTLER, 2006; CASPI et al., 2010; DICK et al., 2010).

E bem validado que a depressdo é uma doenca relacionada ao
estresse, uma vez que este pode comprometer sistemas neuroquimicos e
morfoldgicos contribuindo para o risco de depressdo (NESTLER et al.,
2002). Em cerca de 60% dos casos, os episodios depressivos sdo
precedidos pela ocorréncia de fatores estressantes, principalmente de
origem psicossocial (POST, 1992). O estresse cronico é um fator
ambiental que pode levar ao aumento dos niveis plasmaticos de
glicocorticoides, desregulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA) e a consequente morte de neurdnios hipocampais (NESTLER et
al., 2002), sendo estes neurdnios amplamente relacionados as fungdes
cognitivas (SAPOLSKY, 2000). Nestas condi¢fes ha um prejuizo dos
mecanismos de neuroplasticidade, incluindo redugdo da neurogénese, 0s
quais sdo revertidos apés o tratamento com antidepressivos (NESTLER
etal., 2002; PITTENGER e DUMAN, 2008).

Contudo, a etiologia da depressdo ainda ndo esta
completamente elucidada, embora haja consenso de que a doenca
resulte, em parte, de uma deficiéncia na atividade monoaminérgica no
encéfalo (ELHWUEGI, 2004). A hipdtese monoaminérgica da
depressdo surgiu em 1965, postulando que essa doenca podia ser
consequéncia de uma reducdo dos niveis de monoaminas na fenda
sinaptica e que o tratamento da depressdo envolvia um aumento da
atividade monoaminérgica no encéfalo (SCHILDKRAUT, 1965;
ELHWUEGI, 2004). Esta hipdtese é sustentada principalmente pelo fato

de que a maioria dos antidepressivos utilizados na clinica aumentam
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agudamente os niveis de monoaminas no encéfalo (NEMEROFF, 2007).
Estudos neurobioldgicos e neuroanatdmicos também estdo de acordo
com a hip6tese monoaminérgica e indicam que importantes alteragdes
nos sistemas serotoninérgico e noradrenérgico estdo relacionadas com o
sucesso do tratamento antidepressivo (CUMMINGS, 1993;
ELHWUEGI, 2004).

Em se tratando de farmacos que atuam sobre o sistema nervoso
central (SNC), os antidepressivos detém uma fatia de 24% do volume de
vendas, representando uma parcela significativa dos lucros das empresas
farmacéuticas (SCHMIDT et al., 2008). Existem vaérias classes de
antidepressivos usados para o tratamento da depressdo. Estes farmacos
podem agir inibindo a enzima monoamina oxidase (iMAQs), como € o
caso da fenelzina, selegilina e tranilcipromina; ou atuando sobre o0s
sistemas de recaptacdo de monoaminas em conjunto, como € o caso dos
antidepressivos triciclicos, representados pela amitriptilina, desipramina,
imipramina e nortriptilina. Podem ainda atuar como inibidores seletivos
da recaptacdo de serotonina (ISRS), como a fluoxetina, paroxetina,
citalopram e sertralina; ou da recaptacdo de noradrenalina (ISRN), como
a reboxetina. Em comum, estas classes agem aumentando a
concentracdo de neurotransmissores na fenda sinaptica (NEMEROFF e
OWENS, 2002; NEMEROFF, 2007).

Entretanto, a ocorréncia de um efeito tardio, que pode demorar
de 3 a 5 semanas ap6s o inicio do tratamento com esses farmacos,
sugere que 0 aumento nos niveis de monoaminas ndo é o fator
responsavel per se pelo resultado observado na clinica, uma vez que o
efeito farmacoldgico no metabolismo das monoaminas é essencialmente
imediato (NESTLER et al., 2002). Além disso, estes farmacos
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proporcionam uma remissdo completa dos sintomas para apenas cerca
de 50% dos individuos, além de causarem efeitos colaterais, o que
muitas vezes contribui para diminuir a adesdo ao tratamento
(BRUNELLO et al., 2002). Esse cenério torna-se delicado quando se
trata de pacientes com ideagdo suicida, justificando desta maneira, 0
desenvolvimento de terapias antidepressivas alternativas, ou de
substancias que possam aumentar a eficicia clinica e a rapidez no
tratamento da depresséo.

Além do bem estabelecido papel do sistema monoaminérgico na
fisiopatologia da depressdo, atualmente se tem investigado o
envolvimento de diversos outros fatores e sistemas de
neurotransmissores na patogénese desta doenca, tais como o sistema
glutamatérgico (SKOLNICK, 2009), opidide (VILPOUX et al., 2002;
BERROCOSO et al., 2004) e GABAérgico (BRAMBILLA et al.,
2003), além da via L-arginina-Oxido nitrico (Da SILVA et al., 2000;
HARKIN et al., 1999; 2003), metabolismo energético (MORETTI et al.,
2003) e estresse oxidativo (SARANDOL et al.,, 2007). Daremos
destaque para o sistema glutamatérgico devido ao grau de envolvimento
com esta dissertacdo de mestrado.

De fato, o melhor entendimento das vias e mecanismos
responsdveis pela acdo dos antidepressivos pode contribuir
substancialmente para uma melhor compreensdo dos transtornos
depressivos e para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas
para o seu tratamento (WONG e LICINIO, 2001).
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1.3. O SISTEMA GLUTAMATERGICO

O glutamato é conhecido por ser o0 aminoacido excitatério mais
abundante do SNC, onde sua transmissdo é mantida sob fino controle e
regulacdo, uma vez que é extremamente importante para mediar a
resposta sinaptica excitatoria, podendo comprometer também o correto
funcionamento das func¢Bes neurais (MATTSON, 2008; SEVERINO et
al., 2011). Apds ser liberado na fenda sinaptica, pode se ligar a uma
série de receptores ionotrépicos ou metabotrdpicos. Os receptores
ionotropicos compreendem 0s do tipo NMDA (N-metil-D-aspartato),
AMPA (4cido o-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropidnico) e
cainato (MELDRUM, 2000). Os receptores metabotropicos por sua vez,
compreendem 8 subtipos de receptores (mGlul a mGlu8), conforme sua
homologia estrutural e funcdo farmacolégica (COUTINHO e
KNOPFEL, 2002). Além disso, 5 transportadores de glutamato foram
identificados no SNC de mamiferos, sendo dois deles predominantes nas
células da glia e trés em neurdnios (SEAL e AMARA, 1999).

O aminoacido glutamato esta presente na maioria das sinapses
neurais sendo importante para a neurogénese, crescimento de neuritos,
sinaptogénese e sobrevivéncia neuronal (MATTSON, 2008). Desta
maneira, 0 sistema glutamatérgico desempenha importante papel em
muitas funcles fisiologicas neuronais, como aprendizado, memobria,
cognicdo, plasticidade neuronal, agdes neurotréficas e neurotdxicas
(MATTSON, 2008; VERKHRATSKY e KIRCHHOFF, 2007; POPOLI
et al., 2011). Na sinapse, ap0s a ativacdo dos receptores e
desencadeamento do influxo i6nico, com modula¢do da producdo de

segundos mensageiros na célula pés-sindptica, o glutamato precisa ser
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removido da fenda sinaptica por sistemas de transporte, 0 que confere
papel de destaque aos astrdcitos nesta atividade de remocdo (AMARA e
FONTANA, 2002). Entretanto, quando o controle da excitagdo
glutamatérgica é perdido, a hiperativacdo do sistema glutamatérgico
leva a uma excitotoxicidade, devido ao aumento nos niveis de célcio
(Ca?") e sodio (Na) intracelular, desencadeando uma série de eventos
gue culminam em morte celular (LIPTON e ROSEMBERG, 1994).

A excitotoxicidade glutamatérgica estd implicada em uma
grande variedade de condicfes neuropatolégicas como a doenga de
Huntington, de Alzheimer, Parkinson, esclerose lateral amiotréfica,
esclerose multipla, depresséo, epilepsia e esquizofrenia (SANACORA et
al., 2008; DONG et al., 2009). No hipocampo, esta implicada nos
transtornos de humor (ZARATE et al., 2002) sendo que, niveis elevados
de estresse e glicocorticdides (presentes em pacientes depressivos),
estdo relacionados a um aumento nos niveis de glutamato extracelular
(LOWY et al, 1995). Entre os diversos dados que relacionam
anormalidades glutamatérgicas em pacientes diagnosticados com
depressdo, estdo estudos que demonstram a atrofia de regides do SNC
diretamente envolvidas com o transtorno e niveis elevados de glutamato
nas mesmas (SANACORA et al., 2004), assim como uma diminui¢do na
densidade neuronal e glial (DREVETS et al., 1992; SHELINE et al.,
1996). Além disso, foram encontrados niveis séricos de glutamato
elevados em pacientes depressivos (MAURI et al., 1998) e uma
associacdo entre estes niveis e a severidade dos sintomas (MITANI et
al., 2006). Cabe ressaltar que este aumento é revertido com o tratamento
antidepressivo, sugerindo um possivel papel do sistema glutamatérgico

na acdo dos antidepressivos convencionais (MAES et al., 1998).
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Em virtude de que os antagonistas dos receptores
glutamatérgicos NMDA podem modular o sistema monoaminérgico,
bem como a noradrenalina e a serotonina podem atuar inibindo esses
receptores, surgiu uma hipotese de que o efeito funcional da terapia
antidepressiva convencional seria sua modula¢do secundaria sobre os
receptores NMDA (LOSCHER et al., 1991; KIEFER et al., 1999).
Desta forma, possivelmente alteracfes sobre a plasticidade sinaptica
devem preceder os efeitos terapéuticos dos antidepressivos que agem
sobre as monoaminas e estas adaptacdes ocorrem durante o periodo em
gue o farmaco ainda ndo demonstrou efeito sobre o comportamento do
individuo. Sendo assim, 0s antagonistas de receptores NMDA poderiam
resultar em uma eficacia mais rapida e direta, pois modulariam
diretamente a plasticidade sinaptica (SKOLNICK, 2009).

Dados da literatura, estudos clinicos e pré-clinicos dos Gltimos
10 anos, sugerem que compostos que inibem a funcdo dos receptores
NMDA (cetamina, memantina, MK-801, AP-7, CGP-37849, eliprodil,
R025-6981, Zn®") exibem propriedades antidepressivas (SKOLNICK,
1999; BERMAN et al., 2000; ZARATE et al., 2006; CUNHA et al.,
2008; SANACORA et al., 2008). E notavel destacar que, o antagonista
de receptores NMDA cetamina produz, em seus estudos clinicos e em
modelos animais, um rapido e sustentado efeito antidepressivo
(BERMAN et al., 2000; LI et al., 2011). Em virtude dos resultados
surpreendentes obtidos com esse composto, 0s antagonistas de
receptores NMDA estdo sendo chamados de antidepressivos do novo
milénio (SKOLNICK, 1999; LI et al., 2011).
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1.4. CETAMINA E AVIAMTOR

A cetamina, 2-(c-clorofenil)-2-(metilamino)-cicloexanona, é
uma arilciclo-alquilamina derivada da fenciclidina (PCP) com peso
molecular de 238 daltons, sendo sintetizada pela indUstria quimica para
uso farmacéutico, a partir do brometo de ciclopentilo, o-
clorobenzonitrilo e metilamina (Figura 1). Sob o foco quimico, €
comercialmente utilizada como uma mistura racémica de dois isdbmeros
opticamente ativos (enantidmeros), o S(+) e o R(-) associada aos
conservantes cloreto de benzetbnio e ao clorbutanol (KOHRS e
DURIEUX, 1998; LUFT e MENDES, 2005). Estudos em animais
demonstraram que a S(+) cetamina tem aproximadamente quatro vezes
mais afinidade para a area de ligacdo da fenciclidina no receptor NMDA
comparado a R(-) cetamina (PLENNINGER et al., 2002).

Historicamente, a cetamina foi sintetizada por Calvin Stevens,
em 1962, no Laboratério Park & Davis (atual Pfizer), sendo denominada
inicialmente de "CI-581". Usada principalmente como anestésico,
produz um tipo de anestesia especifico, denominada anestesia
dissociativa, que se caracteriza por um estado cataléptico (GARCIA,
2008). Atualmente, seu uso é permitido apenas quando ministrado por
médicos e veterinarios, sendo corriqueiramente utilizada na inducéo e
manutencdo da anestesia em procedimentos cirdrgicos variados, em
doses maiores que 2 mg/kg para humanos (GREEN et al., 2000).
Convém ressaltar que 0 uso deste psicomimético ndo tem sido restrito
exclusivamente & pratica clinica e pesquisa, mas também como droga de
abuso (GLABE, 2004).
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Figura 1: Imagem estrutural dos enantibmeros S(+) e R(-) da cetamina

(esquerda e direita, respectivamente).

Farmacocineticamente, a cetamina é metabolizada através de
reacOes de oxidagdo pelas enzimas microssomais hepaticas em trés
metabdlitos ativos: norcetamina, 5-OH-cetamina e 4-OH-cetamina,
sendo a norcetamina o principal metabolito ativo, apresentando de 30%
a 20% da poténcia do farmaco original. Todos 0s metabdlitos sdo
hidroxilados a hidroxinorcetina e em seguida conjugados a derivados
glicuronideos hidrossollveis e excretados na urina (HEMELRIJCK e
WHITE, 1997; PLENNINGER et al.,, 2002; GARCIA, 2008). A
cetamina apresenta alta lipossolubilidade e fraca ligacdo as proteinas
plasmaticas (10 a 30%), resultando em grande volume de distribuicéo, e
acdo muito  rapida, ultrapassando facilmente a barreira
hematoencefalica. Seu clearance de eliminacdo é relativamente alto
(1000 a 1600 mL/min), o que confere uma meia-vida curta, em torno de
2 a 3 horas (Garcia, 2008).

A biodisponibilidade da cetamina pela via intramuscular é de
93% e atinge 0 pico plasmatico maximo em cinco minutos. Entretanto,
por via oral ocorre extenso metabolismo de primeira passagem e a

biodisponibilidade torna-se limitada, a cerca de 20%, razdo pela qual
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esta via de administracdo é amplamente negligenciada na clinica. A
cetamina € rapidamente absorvida para a circulagdo sistémica apds
injecdo peridural com biodisponibilidade de 77%. A administragdo por
via intranasal e retal, apresenta biodisponibilidade de 50 e 25%,
respectivamente (HEMELRIJCK e WHITE, 1997; PLENNINGER et
al., 2002; GARCIA, 2008).

Diversos estudos clinicos na ultima década mostraram o
potencial antidepressivo da cetamina. Inicialmente Berman e
colaboradores (2000), mostraram uma melhora nos sintomas de
pacientes resistentes ao tratamento para depressdo, 72 horas apds
receberem uma infusdo de cetamina. Mais recentemente, outro estudo
clinico mostrou que em menos de duas horas, uma Unica infusdo
endovenosa sub-anestésica de 0,5 mg/kg de cetamina conseguia reverter
os sintomas depressivos de pacientes resistentes ao tratamento
convencional, sendo que esse efeito perdurava por até duas semanas
(ZARATE et al., 2006). Estes resultados revolucionaram a maneira
como o tratamento da depressdo era visto, no qual os efeitos dos
antidepressivos classicos eram demorados e pouco robustos.

Embora a farmacodindmica classica da cetamina envolva o
antagonismo ndo competitivo dos receptores NMDA, acredita-se que a
resposta antidepressiva rapida possa envolver um mecanismo mais
abrangente e relativamente complexo, que sera explicado em detalhes a
seguir, e exemplificado na Figura 2.

E postulado que o efeito rapido da cetamina se dé através do
antagonismo dos receptores NMDA em interneurénios GABAérgicos,
gue estdo tonicamente ativos. Em situacBes fisioldgicas, estes

interneurbnios emitem projecdes para os neurbnios glutamatérgicos,
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regulando negativamente a transmissdo glutamatérgica por meio da
liberacdo de GABA. A cetamina entdo, como j& mencionado, inibe a
atividade desses interneurénios GABAErgicos que por sua vez nao vao
mais inibir os neurbnios glutamatérgicos, e que, como consequéncia,
vdo aumentar a exocitose de vesiculas contento neurotransmissores,
como o glutamato na fenda sinéptica. Desta forma, paradoxalmente o
efeito inicial da cetamina é um aumento da atividade glutamatérgica,
com aumento dos niveis de glutamato na fenda sinaptica (MACHADO-
VIEIRA et al., 2009; DUMAN e VOLETI, 2012; DUMAN et al., 2012;
Ll etal 2010, 2011).

Na sequéncia, a cetamina exerce efeitos também nos neurdnios
pos sinapticos, também por meio do antagonismo ndo competitivo dos
receptores NMDA. Este antagonismo impede a acdo do glutamato
(recém liberado na fenda, como mencionado) sobre estes receptores
fazendo com que eles ativem preferencialmente os receptores AMPA.

A ativacdo dos receptores AMPA pelo glutamato é muito
importante no efeito antidepressivo da cetamina, conferindo papel
especial para esse receptor, que também é modulado diretamente por
outros compostos, como as ampaquinas (MAENG et al., 2008;
SKOLNICK, 2008; KOIKE et al., 2011). Com a ativacdo deste receptor,
0 neurdnio pdés sindptico sofre um influxo de ions sédio, acarretando em
uma onda de despolarizacdo transitéria na membrana que acaba por
ativar os canais de célcio voltagem dependente (CCVD). O influxo de
calcio resultante deste processo permite a exocitose de vesiculas
contendo fatores neurotréficos, com destaque especial para o fator
neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF). O aumento de BDNF por si

sO ja é importante, uma vez que esta relacionado com o aumento da
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sobrevivéncia neuronal e reversdo da atrofia observada no cortex e
hipocampo de pacientes com depressdo (MACHADO-VIEIRA et al.,
2009).

Respostas antidepressivas
NMDA }—— Cetamina répidas
Interneurdnios GABAérgicos) Liberagdo de Sinaptogénese e
Desinibi¢do 1 .BDNF alteragdes no
comportamento
Glutamato
09,0

R T
[pﬁ]—{ [eersz [ 4E-BP I
e L o

. Traducdo > Proteinas Sindpticas
? 58 GLUR1, PSD95

Figura 2: Cetamina aumenta a atividade da mTOR e sinaptogénese. A cetamina
aumenta a atividade glutamatérgica nos receptores AMPA pos sinapticos, por meio
do antagonismo dos receptores NMDA nos interneurdnios GABAérgicos e nos
neurdnios pos sinapticos. A onda de despolarizagdo resultante do influxo de sodio
nestes receptores AMPA abre os canais de calcio voltagem dependente permitindo a
liberagdo de vesiculas contendo BDNF. A ativagdo dos receptores trkB pelo BDNF
ativa a via PI3K/AKT que fosforila subunidades do complexo mTOR, ativando-o e
permitindo a regulagéo da sintese de proteinas sinapticas por meio da fosforilagéo de
diversos substratos, como as cinases p70S6K, e 4E-BP. Tem-se um aumento da
tradugdo de proteinas inerentes a sinaptogénese, como subunidades de receptores
AMPA (GIuR1) e proteinas de ancoragem (PSD95), bem como a inser¢do dos
mesmos na fenda sinaptica. Estes efeitos contribuem para alteracdes no
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comportamento, e para o efeito antidepressivo rapido da cetamina, (para mais
detalhes, ver texto) (Adaptado de DUMAN et al., 2012).

Estudos experimentais tém demonstrado resultados consistentes
com a hip6tese de que a menor expressdao de BDNF esteja associada a
depressdo e que o seu aumento desempenhe um papel importante na
acao de antidepressivos (DUMAN e MONTEGGIA, 2006). Em estudos
post-mortem observou-se que individuos diagnosticados com o
transtorno possuiam niveis reduzidos de BDNF no cdrtex pré frontal e
no hipocampo, quando comparados com o grupo controle. Refor¢ando
esta hipo6tese, em estudos post-mortem que analisaram pacientes tratados
com antidepressivos, observou-se que a expressdo de BDNF estava
aumentada ou inalterada com relagdo ao controle (CHEN et al., 2001;
KAREGE et al., 2005).

O aumento da liberacdo de BDNF pelos efeitos desencadeados
pela cetamina permite a ativacdo de uma via de sinalizagdo chave para o
efeito antidepressivo rapido deste composto, a via PISK/Akt/mTOR.
Basicamente, 0 BDNF estimula os receptores trkB (tropomiosina cinase
B) cuja fosforilagdo cruzada de seus dominios tirosina cinase
(especificadamente dos sitio de tirosina 515) permite o acoplamento e
fosforilagdo dos substratos de receptor de insulina (IRS), com
consequente ativacdo por fosforilagdo da fosfatidilinositol 3'cinase
(PI3K) e proteina cinase dependente de fosfatidilinositidio 1 (PDK1).
Com a fosforilacéo e ativagdo de PI3K fosforila-se a proteina cinase B
(PKB) classicamente conhecida como AKT e que, finalmente levara a
estimulacdo do complexo 1 das proteinas alvo de rapamicina em
mamiferos (MTORC 1) (DUMAN et al., 2012; DUMAN e VOLETI,
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2012; DUMAN e LI, 2012). Além dessa via, a mTOR também pode ser
fosforilada pela via das proteinas cinases ativadas por mitdgenos e
cinases reguladas por sinais extracelulares (MEK/ERK) e modulada
negativamente pela glicogénio sintase cinase 3- (GSK3-p) (DUMAN e
LI, 2012)

O complexo mTORC 1 é constituido por diversas proteinas
como a mTOR, a proteina regulatéria associada a mTOR (Raptor) e o
substrato de AKT rico em prolina de 40 kDa (Pras 40), entre outras
proteinas de menor interesse, que, quando devidamente acopladas,
permitem a regulacdo da sintese proteica em diversos niveis. A mTOR é
a principal proteina do complexo com dominios serina-treonina cinase
que podem sofrer ativa¢do ou inibicdo por meio de fosforilagdo por
outras cinases. Um importante ativador do complexo é a AKT, por meio
da fosforilagdo do residuo serina-2448 na mTOR. Os efeitos
desencadeados desta ativagdo envolvem a fosforilagdo da cinase S6
(S6K) (um membro da familia de cinases ribossomais S6 de 70 kDa) e
que fosforila a cinase de fator de alongamento eucariético 2 (eEF2K)
reprimindo-a e culminando em um aumento de traducdo de proteinas.
Além disso, a mTOR ativada também pode fosforilar a proteina ligante
4E (4E-BP) inativando-a e permitindo a liberacdo da proteina 4E para
atuar no aumento da tradugdo de proteinas. Em conjunto essas inibigdes
e ativacdes decorrentes do complexo mTORC 1 ativado favorecem a
traducdo de proteinas sindpticas, com destaque para subunidades de
receptores glutamatérgicos AMPA (GIuR1) e proteinas de ancoragem
desses receptores, como as proteinas de densidade pds sinéptica de 95
kDa (PSD95). Por fim este aumento de proteinas na fenda sinaptica é

relacionado ao aumento da sinaptogénese e, ao que se acredita com essa
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hipotese, um efeito tipo-antidepressivo da cetamina (Figura 3)
(DUMAN et al., 2012).

observar um aumento na densidade sindptica no coértex pré-frontal de ratos,
resultante do tratamento agudo com cetamina, comparado a animais controles. Cada
espinha dendritica é marcada com uma seta em amarelo. A imagem da microscopia
foi tirada 24 horas ap6s o tratamento com cetamina e colorida computacionalmente.

Imagem gentilmente cedida pela Universidade de Yale, USA.

1.5. ACREATINA

Ao pesquisar constituintes quimicos da carne, em 1832, o
cientista francés Michel Eugene Chevreul descobriu um composto ao

qual conferiu 0 nome de creatina (kreas, que vem da carne, em grego).
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Em virtude dos problemas técnicos da época, apenas em 1847, o
cientista sueco Justus Liebig observou o mesmo composto e conseguiu
caracteriza-lo como um constituinte regular das carnes. Pesquisando
mais a fundo, e curioso com o novo composto, Liebig decidiu investigar
a sua concentracdo em raposas selvagens e em cativeiro, constatando
que as raposas selvagens apresentavam niveis de creatina 10 vezes
maiores que as raposas em cativeiro. Com isso Liebig concluiu que o
trabalho muscular aumentado dos animais selvagens estava relacionado
a um acumulo de creatina, permitindo inferir que essa substancia era
importante para as fungdes musculares (DEMANT e RHODES, 1999).
Anos mais tarde, pesquisadores descobriram paralelamente a
existéncia de moléculas com relativa semelhanca estrutural ao examinar
amostras de urina. Descobria-se entdo um importante subproduto da
creatina, a creatinina (WYSS e KADDURAH-DAOUK, 2000).
Pesquisas adicionais mostraram que a creatina estava presente também
no misculo de humanos, em quantidades expressivas, e inclusive com
alteragdes moleculares peculiares que mais tarde foram descritas como
sendo moléculas de fosfocreatina, ou creatina fosfato. Em 1930,
Lundsgaard demonstrou que a contragdo muscular era acompanhada por
uma quebra de fosfocreatina a creatina, propondo dessa maneira que a
creatina, e compostos associados tinham um papel fundamental no
suporte energético da contracdo muscular. Nesse momento, postulou-se
gue a molécula de fosfocreatina atuava como provedora de energia
guimica para o processo de contracdo muscular, que diga-se de
passagem, ndo era completamente entendido na época. E importante

ressaltar que a molécula de trifosfato de adenosina (ATP) foi descoberta
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posteriormente e neste momento era atribuida a mesma apenas um papel
de regeneracédo dos niveis de fosfocreatina (BESSMAN et al., 1980).

A creatina se tornou popular apenas em 1992, ap6s as
Olimpiadas de Barcelona, quando dois medalhistas de destaque da
competicdo, Linford Christie e Sally Gunnell, declararam em nota
oficial a imprensa que dedicavam a performance fisica espetacular
apresentada nos jogos a suplementacdo a base de creatina. A partir
disso, diversos estudos demonstraram que a suplementacdo com creatina
era capaz de melhorar o desempenho fisico de atletas em diversas
modalidades esportivas (WILLIAMS et al., 1999). Entretanto, somente
no inicio deste século que alguns estudos comecaram a apontar
propriedades terapéuticas da suplementagdo com esse composto tipo-
guanidina em algumas doencas neuroldgicas (ANDRES et al., 2008).

A creatina € um composto de origem enddgena e exdgena
(Figura 4), distribuido nos diversos tecidos corporais dos seres
humanos e animais, com concentragdo em torno de 120-130g em

individuos de 70kg, podendo variar, dependendo das caracteristicas
| O
HoN_ N _
O
+
NH,

Figura 4: Formula estrutural da creatina.
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fisicas, alimentacdo ou suplementacdo. Estima-se que 95% da creatina
corporal esteja localizada no tecido muscular e os 5% restantes no
cérebro, figado, rins e testiculos (WALKER, 1979).

Endogenamente, o organismo sintetiza no figado, rins e
pancreas cerca de 1 a 2 gramas de creatina por dia, sendo que o restante
necessario para manter as concentracdes normais vem da dieta,
principalmente através da ingestdo de peixes e carne vermelha
(WALKER, 1979; WYSS e KADDURAH-DAOUK, 2000). Como
observado na Figura 5, esta biossintese enddgena, ocorre inicialmente
nos rins, a partir dos aminodcidos L-arginina e glicina formando
guanidinoacetato (GAA) e L-ornitina em uma reacdo catalisada pela
enzima L-arginina glicina amidinotransferase (AGAT). Na segunda
etapa 0 GAA é transferido através da corrente sanguinea do rim até o
figado, onde sofre uma metilacdo pela enzima guanidinoacetato metil
transferase (GAMT), sendo entdo sintetizada a molécula de creatina.
Este composto tipo-guanidina recém formado entra na corrente
sanguinea e pode ser captada por células alvos, como células musculares
e neuronais, através de um transportador dependente de ions cloreto e
sodio, também chamado de transportador de creatina ou SLC6A8, ou
por transportadores de aminoacidos (WALKER, 1979; WYSS e
KADDURAH-DAOUK, 2000).

E interessante destacar que, estudos tém demonstrado que a
creatina também pode ser sintetizada no cérebro de mamiferos, uma vez
que a AGAT e a GAMT sdo expressas no SNC tanto no
desenvolvimento quanto na fase adulta dos individuos (Figura 6)
(BRAISSANT et al., 2001; TACHIKAWA et al., 2004; BRAISSANT et
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al., 2005; TACHIKAWA et al., 2007). De maneira geral, os neur6nios
coexpressam AGAT e GAMT, apresentando um sistema de sintese de

[Creatina da Dieta ]

AdoHcy+Cr

AdoMet + GAA
Transportador\~
de creatina

Excregao urinaria
de creatinina

Figura 5: Esquema de sintese de creatina em mamiferos. biossintese enddgena,
ocorre inicialmente nos rins, a partir dos aminoéacidos L-arginina e glicina formando
guanidinoacetato (GAA) e L-ornitina em uma reacéo catalisada pela enzima L-
arginina glicina amidinotransferase (AGAT). Na segunda etapa 0 GAA é transferido
através da corrente sanguinea do rim até o figado, onde sofre uma metilacdo pela
enzima guanidinoacetato metil transferase (GAMT), sendo entdo sintetizada a
molécula de creatina. Este composto tipo-guanidina recém formado entra na

corrente sanguinea e pode ser captada por células alvos, como células musculares e
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neuronais, através de um transportador de creatina. Ilustragdo gentilmente cedida por

Priscila Batista.

creatina bastante eficiente, ao passo que os astrdcitos ndo apresentam
nenhuma dessas proteinas. Os oligodendrocitos expressam apenas
AGAT, sintetizando GAA, que é transportado para outras células que
expressem a GAMT, finalizando o processo de sintese de creatina.
Existem também as chamadas células nervosas utilizadoras de creatina,
gue ndo apresentam uma maquinaria de sintese de creatina, porém sdo
ricas nos transportadores SLC6A8. (BRAISSANT et al., 2012;
TACHIKAWA et al., 2004; NAKASHIMA et al., 2005). Em virtude da
presenca deste sistema de biossintese no SNC, podemos inferir que o
correto funcionamento e aporte energético atribuido a creatina é de

suma importancia para as corretas funcfes neurais.

Sintese no encéfalo... ~c

Neurdnios

« Oligodendradcitos

Alguns neurénios

Neurdnios |eoutwscsuis % Astrocitos
3 QCr

Figura 6: Esquema de sintese de creatina no encéfalo. Os neurdnios coexpressam

d
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AGAT e GAMT, apresentando um sistema de sintese de creatina bastante eficiente,
ao passo que os astrocitos ndo apresentam nenhuma dessas proteinas. Os
oligodendrdcitos expressam apenas AGAT, sintetizando GAA, que é transportado
para outras células que expressem a GAMT, finalizando o processo de sintese de
creatina. Existem também as chamadas células nervosas utilizadoras de creatina, que
ndo apresentam uma maquinaria de sintese de creatina, porém sdo ricas nos
transportadores SLC6A8. Adaptado de BRAISSANT et al., 2010.

Com respeito a creatina exdgena, o seu mecanismo de absorcao
intestinal, aponta para a possibilidade de um sistema com transportador
especifico no intestino delgado (NASH et al., 1994). E importante
ressaltar ainda que, em virtude da sua semelhanca estrutural com alguns
aminoacidos, como a arginina e a lisina, a creatina também entra na
circulacdo sistémica por meio dos transportadores desses aminoacidos,
principalmente na regido proximal do intestino delgado. Embora a
creatina ndo seja extensivamente metabolizada por primeira passagem,
outras rotas de degradacdo sdo possiveis quando administrada por via
oral. Em primeiro lugar, a taxa de formacao e degradacdo é aumentada
em meio acido, no caso do pH estomacal (1,8), além da creatina ser
convertida espontaneamente a creatinina (CANNAN E SHORE, 1928).
Secundariamente, uma vez que a absorcdo intestinal de creatina se da
por mecanismos ativos, este sistema pode saturar, levando a uma
absorcao ndo linear em altas doses. Evidéncias mostram também que a
excrecdo de creatina é aumentada em situacdes de ingestdo excessiva
(WIXOM et al., 1979), bem como experimentos também demonstraram
que a microflora intestinal tem habilidade de metabolizar a creatina em
creatinina (TWORT et al., 1912).
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Uma vez na corrente sanguinea, a creatina é capturada de
maneira saturdvel pelos tecidos corporais (leucocitos, hemacias,
musculo esquelético e cardiaco, espermatozoides e retina) por difuséo
através das membranas. Isto é possivel em razdo das suas caracteristicas
guimicas como hidrofilicidade e alta polaridade, além da presenca de
grupos funcionais guanidino e carboxil, detentores de cargas positivas e
negativas, respectivamente (DASH et al., 2001). No sistema nervoso
central, células captam-na da periferia através de um transportador
especifico, o SLC6A8, expressos em células endoteliais dos
microcapilares na barreira hematoencefélica, embora a maioria dos
astrocitos (principal difusor de algumas substancias da periferia em
direcdo ao SNC) ndo apresentam o transportador de creatina. Além
disso, células epiteliais do plexo corbide captam a creatina da barreira
hematoencefalica e do fluido cerebrospinal. Em condic@es fisiologicas
homeostasicas, 0 guanidinoacetato e a creatina passam através das
células do epitélio ependimal até o fluido cerebrospinal e entdo
regressam através das células epiteliais do plexo coréide, embora o
guanidinoacetato regresse a periferia preferencialmente através do
transportador de taurina (BRAISSANT, 2012). Farmacocineticamente,
tanto a creatina endbgena quanto a exogena Sdo convertidas
espontaneamente a creatinina, através de uma reacdo nao enzimatica, e
esta por sua vez atravessa livremente a membrana celular, sendo
posteriormente excretada pelos rins por filtracdo glomerular
(GREENHAFF, 1996; WYSS e KADDURAH-DAOUK, 2000).

Energeticamente, o mecanismo de acdo da creatina estd
intimamente relacionado com um sistema complexo e finamente

regulado, o sistema creatina cinase/fosfocreatina. E relatado que existem
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3 isoformas da creatina cinase (CK) no citosol celular, compostas por
duas subunidades M (referentes a isoforma muscular) ou duas isoformas
B (referentes a isoforma cerebral), e também uma combinacdo entre
essas subunidades M e B. Com este quadro de combinagfes temos as
seguintes isoformas: CK-MM, CK-BB e CK-MB, sendo que estas
enzimas podem estar sollveis ou associadas a outras estruturas
celulares, como o reticulo sarcoplasmatico no musculo (KRAUSE e
JACOBUS, 1992). Nos vertebrados, existem isoformas da creatina
cinase mitocondrial com caracteristicas especificas inerentes aos tecidos
corporais onde estdo localizadas. A CK mitocondrial sarcomérica é
encontrada no musculo estriado, enquanto a CK mitocondrial ubiqua é
encontrada no cérebro, rins e esperma (BOERO et al., 2003).

O proposito deste sistema no organismo é relacionado a
manutencdo de um tampdo energético para que as funcbes do tecido
acontecam de maneira satisfatdria. Sinteticamente, este sistema funciona
da seguinte maneira: em tecidos alvo, a creatina pode ser fosforilada na
mitocdndria pela enzima CK mitocondrial, sendo convertida entdo a
fosfocreatina com o gasto de um ATP por molécula de fosfocreatina
produzida. Com esta fosforilagdo a fosfocreatina consegue carrear o
ATP gasto para o citoplasma por difusdo, até 4 a 8 vezes mais
rapidamente, aumentando muito a eficiéncia do transporte de
equivalentes energéticos em regides com demanda energética acentuada.
No citosol, a fosfocreatina, por sua vez pode ser reconvertida a creatina
por outra isoforma da CK, liberando uma molécula de ATP, sendo que a
creatina formada € novamente ftransportada para 0 espago
intermembranoso mitocondrial (Figura 7) (LIPSKAYA et al., 1982;
KOTTKE,).
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A creatina ndo estd apenas envolvida no metabolismo
energético, mas também parece apresentar um papel neuromodulador no
SNC. Por meio da inibicdo de canais de potassio e ativagdo de canais de
célcio e sodio, acredita-se que a creatina seja exocitada na fenda
sinéptica mediante um processo de despolarizagdo. E sugerido que ela
possa atuar como um co-transmissor, sendo exocitada em conjunto com
neurotransmissores (glutamatérgicos e GABAérgicos) e influenciando a
atividade dos seus respectivos receptores pds-sinapticos, bem como
regulando a homeostase de calcio intracelular (ALMEIDA, et al., 2006;
GENIUS et al., 2012). Apesar de todos os esforcos de diversos
laboratérios, até 0 momento, nenhum receptor especifico para a creatina
ou mesmo a fosfocreatina foi identificado purificado e clonado, (Figura
7).

Diversos estudos clinicos demonstram redugdo nos niveis de
creatina em diversas regifes cerebrais de pacientes com depressao,
principalmente no cdrtex pré-frontal, estriado e hipocampo (NERY et
al., 2009; VENKATRAMAN et al.,, 2009) e de fosfocreatina no
encéfalo (KATO et al.,, 1992; KATO et al.,, 1994). Além destes
compostos, existem bases na literatura que comprovam que a atividade
da creatina cinase também encontra-se prejudicada no soro de pacientes
com depressdo (SORA et al., 1986). Com respeito ao aspecto
energeético, estudos demonstraram que o modelo experimental de
depressdo induzido pelo estresse crnico imprevisivel promove uma
inibicdo nos complexos mitocondriais I, 11l e IV no cortex cerebral de

ratos (REZIN et al., 2008), uma érea intimamente relacionada aos
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Figura 7: Sistema creatina/fosfocreatina e papel neuromodulador. A
manutencdo do tampdo energético da creatina inicia-se na mitocdndria, com a
transferéncia de um grupamento fosfato do ATP para a creatina, pela creatina cinase
mitocondrial (CK). A fosfocreatina formada segue entdo para o citosol onde é
convertida a creatina e ATP, pela creatina cinase citosélica (CK). O ATP contribui
para a manutencdo dos niveis energéticos na célula nervosa, em atividades como
recaptacdo de neurotransmissores (NT), transporte de vesiculas, ativacdo de bombas
dependentes de ATP, sintese de neurotransmissores, entre outras. Alguns estudos
sugerem que a creatina possa ter um papel neuromodulador, sendo vesiculada e
exocitada em vesiculas glutamatérgicas e GABAérgicas, podendo atuar em diversos
receptores como o0s dopaminérgicos D; e D,, serotoninérgicos 5-HTia, oy-
adrenérgicos, NMDA, sendo determinante para o efeito tipo-antidepressivo deste
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composto tipo-guanidina. Estuda-se a possibilidade de um receptor especifico para a
creatina embora ndo tenha sido clonado até o presente momento. Imagem

gentilmente cedida por Priscila Batista.

transtornos de humor. E interessante ressaltar ainda que estudos
demonstraram uma diminuicdo no metabolismo energético de lobos
frontais e ndcleos da base em individuos deprimidos (KENNEDY et al.,
2001; DREVETS et al., 2002). Com base neste cenario é possivel inferir
0 importante papel do sistema energético na fisiopatologia da depressao,
e 0 beneficio de moduladores desse sistema no transtorno, como a
creatina.

O uso da creatina como antidepressivo, ou aoc menos como
adjuvante no tratamento deste transtorno felizmente j ndo é mais um
mito. Diversos estudos clinicos ja demonstraram a eficacia
antidepressiva da suplementagdo com creatina como um potenciador dos
efeitos de antidepressivos classicos, como os ISRS, em pacientes
refratarios ao tratamento (KONDO et al., 2011; LYOO et al., 2012).
Amital et al., (2006ab) também descreve melhoras nos sintomas de
pacientes que sofrem de estresse po6s traumatico, depressdo e
fibromialgia assim como Roitman et al., (2007) demonstra resultados
positivos no uso de creatina para o tratamento da depressio. E
interessante destacar que, 0s resultados positivos da utilizagdo de
creatina sdo relativamente rapidos (cerca de 1 a 3 semanas) comparados
as terapias convencionais, o que pode encorajar estudos relacionados ao
efeito rapido desse composto (KONDO et al., 201; LYOO et al., 2012;
NEMETA e LEVINE, 2013).
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1.6. MODELOS ANIMAIS DE DEPRESSAO

O grande diferencial dos transtornos psiquiatricos, com
destaque para a depressdo, quando comparado a algumas outras doencas
é a auséncia de marcadores em nivel molecular, fidedignos, com boa
reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade. A indisponibilidade de
tais marcadores dificulta a reproducéo total ou pelo menos em parte, dos
sintomas da depressdao em animais. Apesar disto, em termos pré-
clinicos, os modelos animais sdo ferramentas indispensaveis na pesquisa
gue visa identificar novos compostos com potencial antidepressivo, bem
como para fornecer novos conhecimentos inerentes a fisiopatologia do
transtorno psiquiatrico (CRYAN et al., 2002).

Modelos de validade preditiva como o teste do nado forcado
(TNF) e o teste de suspensao pela cauda (TSC) sdo os modelos animais
mais utilizados para estes ensaios pré-clinicos, seguidos de outros
menos utilizados, como o teste de comportamento de auto-limpeza. No
entanto, muitos sintomas caracteristicos da depressdo como o humor
deprimido, sentimentos de culpa, ideagdo suicida entre outros, nédo
podem ser avaliados em laboratério, com estes testes. Apesar disso, 0s
mesmos sdo amplamente utilizados em experimentos com ratos (TNF
apenas) e camundongos, face a boa reprodutibilidade observada e a
facilidade de uso (CRYAN et al., 2002).

O TNF (PORSOLT et al., 1977) e 0 TSC (STERU et al., 1985)
sdo baseados na observacdo de que animais, colocados diante de
situacBes inescapaveis desenvolvem uma postura de imobilidade apds
tentativas iniciais de fuga. Este tempo de imobilidade reflete a

persisténcia do animal em escapar e também o desencorajamento do
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animal em buscar formas efetivas de lidar com o estimulo estressante. E
bem validado que o tratamento agudo e crénico com antidepressivos
classicos consegue diminuir este tempo de imobilidade (CRYAN et al.,
2002).

Além destes testes com validade preditiva confirmada, modelos
animais de depressdo com validade fenomenoldgica ou de constructo e
face também s8o utilizados. Entre estes, destacam-se os modelos
baseados na inducdo de estresse e os modelos farmacolégicos para
depressio (McARTHUR e BORSINI, 2006). Estes modelos
farmacoldgicos, com destaque para o modelo da administracdo de
corticosterona, serdo melhor detalhados nesta dissertacdo de mestrado.

Os modelos farmacoldgicos induzem um comportamento tipo-
depressivo através de alteracbes morfoldgicas e neuroguimicas
semelhantes aquelas encontradas na depressaio (McARTHUR e
BORSINI, 2006). Entre estes modelos destacam-se os da administracdo
de citocinas pro-inflamatérias como interleucina-6 (CHOURBAJI et al.,
2006), interferon-o. (MAENG et al., 2000; MAKINO et al., 1998, 2000),
interleucina-1 (DUNN e SWIERGIEL, 2005), fator de necrose tumoral-
o (TNF-a) (KASTER et al., 2011), de anfetamina (CRYAN et al., 2003)
reserpina  (MCARTHUR e BORSINI, 2006) e de corticosterona
(HELLSTEN et al., 2002; AGO et al., 2008; ZHAO et al., 2008, 2009;
DAVID et al.,2009; RAINER et al., 2011).

SituacBes estressantes, com relativa cronicidade, podem levar
ao aumento dos niveis plasmaticos de glicocorticdides (corticosterona
em roedores e cortisol em humanos), e esse aumento resultar em uma
desregulagdo do eixo HPA com consequente morte de neurbnios

hipocampais (NESTLER et al., 2002). De fato, um grande nimero de
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observacOes clinicas tm mostrado que a hipercortisolemia é presente
em pacientes depressivos (AXELSON et al., 1993). Baseado nesta
teoria envolvendo a hiperativagdo do eixo, a injecdo de doses repetidas
de corticosterona vem sendo utilizada farmacologicamente como
modelo pré-clinico de inducdo de comportamento tipo-depressivo.
Satisfatoriamente e com boa reprodutibilidade, tém-se evidenciado que
esta exposicdo cronica é capaz de induzir um aumento do tempo de
imobilidade no TNF (GOURLEY et al., 2009; ZHAO et al., 2009) e no
TSC (ZHAO et al., 2008). Além dos parametros comportamentais, 0 Uso
de corticosterona exdgena também foi capaz de promover alteragdes
neuroquimicas, inerentes a uma diminuicdo no metabolismo de
monoaminas (INOUE e KOYAMA, 1996). Adicionalmente, observou-
Se um prejuizo na neurogénese adulta, bem como na morfologia
dendritica de neurdnios piramidais hipocampais nas regides de CA3
(MORALES-MEDINA et al., 2009; WOOLLEY et al., 1990), de CA1,
(ALFAREZ et al., 2009) e do giro denteado (KARISHMA e
HERBERT, 2002). Nestas condi¢bes h&4 um prejuizo dos mecanismos de
neuroplasticidade, que pode entdo estar correlacionado ao
comportamento tipo-depressivo, equivalente aos sintomas clinicos do
estado depressivo.

Reciprocamente, varios estudos tém demonstrado que a
administracdo cronica de compostos antidepressivos revertem este
comportamento tipo-depressivo (CONRAD et al., 2007; GOURLEY et
al., 2008; DAVID et al. 2009), restaurando a neurogénese no giro
denteado, CAl e CA3 e induzindo mudancas morfolégicas nos
dendritos apicais e nas células piramidais de neurdnios adultos, aos
niveis de controle (WATANABE et al., 1992; CONRAD et al., 2007;
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QIU et al., 2007). Desta forma, conclui-se que o aumento da
neurogénese hipocampal e a normalizacdo da morfologia neuronal, bem
como sinaptogénese pode estar envolvida na reversdéo do

comportamento tipo-depressivo induzido experimentalmente.
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2. JUSTIFICATIVA

O tratamento para a depressdo ainda estd longe do ideal, uma
vez que o tempo de laténcia para se obter os beneficios clinicos é
relativamente longo (entre 3 a 5 semanas) e a terapia farmacoldgica
disponivel produz também uma grade quantidade de efeitos adversos.
Sendo assim, ha uma grande demanda por novos farmacos de agdo
rapida, segura e efetiva para a depressdo. Dessa forma, novos estudos
sd0 necessarios para a compreensdo da modulagdo endégena do humor a
fim de contribuir para o desenvolvimento de alternativas para o
tratamento do transtorno depressivo.

Dentre as abordagens terapéuticas que prometem um efeito
rapido destaca-se 0 uso de antagonistas de receptores NMDA, em
especial a cetamina, atuando principalmente por meio da via de
sinalizacdo modulada por PI3K/AKt/mTOR (LI et al., 2010). Ainda,
alguns estudos reportam que a suplementacdo com creatina produz
efeitos tipo-antidepressivo (ROITMAN et al., 2007; CUNHA et al.,
2012), uma modulagdo sobre os receptores NMDA (BREWER e
WALLIMAN, 2000; JURAVLEVA et al., 2005; GENIUS et al. 2012) e
fosforilacdo de substratos da mTOR na musculatura esquelética e em
células C2C12 (DELDICQUE et al., 2005, 2007). Com base nesse
cenario, procuramos investigar se o efeito antidepressivo da creatina em
um modelo de depressdo induzido por corticosterona pode compartilhar
mecanismos de acdo similares com a cetamina, por meio de uma
ativagdo da via de sinalizag&o intracelular mediada por PI3K/Akt/mTOR

e assim também apresentar uma a¢do antidepressiva rapida.
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Considerando o impacto social da depressdo, esperamos
contribuir para o estabelecimento de possiveis alternativas terapéuticas
ou que possam auxiliar no tratamento convencional para a depressdo,
bem como expandir os conhecimentos acerca da fisiopatologia da

depresséo e do efeito tipo-antidepressivo da creatina e da cetamina.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente estudo objetiva investigar e comparar o potencial
antidepressivo da creatina e da cetamina administradas agudamente, em
um modelo de depressdo induzido por corticosterona e possiveis

mecanismos implicados neste efeito.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Em um modelo de depressdo induzido por corticosterona:

o Verificar o melhor periodo de tratamento crbnico para
inducdo do comportamento tipo depressivo em camundongos
no modelo proposto, em testes como o TSC, o TCA e o teste
de borrifagem de sacarose.

o Verificar o efeito da administragdo aguda de creatina,
cetamina ou fluoxetina no TSC ou TCA.

e Investigar 0s niveis séricos de corticosterona em
camundongos tratados com creatina e cetamina.

e Determinar se o efeito tipo-antidepressivo do tratamento com
creatina e cetamina é dependente da via de sinalizacdo
PI3K/Akt/mTOR.

o Verificar e comparar o imunocontetido de mTOR e seus niveis
de fosforilacdo em hipocampos de animais tratados

agudamente com cetamina e creatina.






69

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ANIMAIS

Considerando a maior incidéncia de depressdo em mulheres,
foram utilizados camundongos Swiss fémeas, pesando entre 30-45 g,
com idade entre 50 e 55 dias. Os animais foram mantidos a temperatura
de 20-22 °C com livre acesso a agua e comida, sob um ciclo claro-
escuro de 12:12 h (07:00-19:00 h). Esses camundongos foram
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) e mantidos no Biotério Setorial do Departamento de
Bioquimica. Todos os experimentos foram executados entre as
08h00min e 11h00min (N=8 animais por grupo). Os animais foram
ambientados no local de realizacdo dos experimentos 24h antes dos
testes comportamentais e distribuidos de maneira aleatéria nos grupos
experimentais. Os procedimentos foram realizados de acordo com o0s
principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA), e todos os esfor¢os foram feitos para minimizar o
nimero de animais utilizados e o sofrimento dos animais. Os
procedimentos experimentais foram aprovados na Comisséo de Etica no
Uso de Animais da UFSC (CEUA), sob protocolo n° PP00795.

4.2. AGENTES FARMACOLOGICOS E TRATAMENTO
Foram usados os seguintes agentes farmacoldgicos: creatina

monohidratada, cetamina (um antagonista ndo competitivo de receptores

NMDA), fluoxetina (um inibidor seletivo da recaptagdo de serotonina),
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wortmanina (um inibidor irreversivel de P13K), rapamicina (um inibidor
seletivo da mTOR) e corticosterona (um glicocorticéide,). Todos os
agentes foram adquiridos da Sigma Chemical Co., St Louis, Estados
Unidos.

Esses compostos foram administrados pelas vias oral (p.o.) e
intraperitoneal (i.p.) em um volume de 10 ml/kg, ou pela via
intracerebroventricular (i.c.v.), em um volume de 3 pl/sitio. O veiculo
para 0os compostos administrados via oral foi 4gua destilada, Tween 80 e
dimetilsulféxido (DMSQ), e para 0s compostos administrados via
intraperitoneal ou via intracerebroventricular foi salina (NaCl 0,9%) ou
salina com DMSO (especificacdes a seguir).

A cetamina (i.p.) foi dissolvida em salina, enquanto que nas
administragdes por via oral de creatina e de fluoxetina, foi utilizada agua
destilada para dissolucdo. Nos tratamentos i.c.v. a wortmanina foi
dissolvida em salina com DMSO 1% e a rapamicina com DMSO 100%.
A corticosterona foi dissolvida em agua destilada com 2% de Tween 80
e 0,2% de DMSO, colocada em sonicador por 2 horas e administrada
oralmente. Os controles (veiculo: agua destilada ou salina) de cada
grupo também receberam a mesma quantidade em porcentagem de
DMSO e/ou Tween 80, para evitar qualquer possivel efeito desses
solventes.

Em especial, para o procedimento de administracdo dos
compostos via i.c.v., 0s animais foram anestesiados por cerca de 15
segundos utilizando um recipiente com algoddo embebido em éter. Este
procedimento permitiu a contengdo dos animais possibilitando a
administracdo dos agentes farmacolégicos, utilizando uma agulha de 0,4

mm de didmetro conectada por uma cénula de propileno a uma seringa
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Hamilton de 25 pul. A agulha foi inserida a mao-livre,
perpendicularmente no cranio, diretamente no ventriculo lateral
esquerdo, utilizando-se o bregma como referéncia. O local da injecéo foi
de 1 mm para a direita ou a esquerda do ponto médio de uma linha
imaginaria tracada até a base anterior das orelhas (1 mm lateral e 1 mm
posterior ao bregma, com uma perfuracéo de 2,4 mm de profundidade).
A fim de se verificar o local exato da injecdo, os animais foram
dissecados e analisados macroscopicamente apés os testes (KASTER et
al., 2007; BROCARDO et al., 2008). Os resultados de camundongos
gue apresentaram qualquer sinal de hemorragia cerebral, ou
procedimento de injecdo mal sucedido, foram excluidos da andlise
estatistica (total inferior a 5% dos animais utilizados).

Todas as concentracbes dos agentes farmacoldgicos e
protocolos (com algumas adaptagdes) sdo baseadas em estudos prévios
do nosso grupo e com base na literatura (AGO et al. 2008; ZHAO et al.
2008, 2009; DAVID et al. 2009; BETTIO et al., 2012; LUDKA et al.,
2012; CUNHA et al., 2012).

4.2.1. Investigacdo do comportamento tipo-depressivo induzido pela

administragdo cronica de corticosterona

A corticosterona (20 mg/kg, p.o.) foi administrada aos animais,
diariamente, entre 10h00min e 11h00min, durante 7, 14 e 21 dias para
verificar o melhor tempo de administracdo crbnica para executar 0s
demais protocolos experimentais (Figura 8). Este modelo de depresséo
foi adaptado de acordo com os protocolos descritos por Ago et al.
(2008), Zhao et al. (2008, 2009) e David et al. (2009). Ap6s 24 horas da
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Gltima injecdo de corticosterona os animais foram submetidos ao TSC
ou ao teste do campo aberto (TCA) ou ao teste de borrifagem de
sacarose (splash test), ou foram decapitados, para mensuracfes
bioguimicas. Apds o melhor tempo de tratamento crénico ter sido
escolhido, em outro grupo de experimentos, investigou-se o efeito dos
demais compostos (creatina, cetamina, fluoxetina e inibidores)
administrados 24 horas depois da Ultima administracdo de

corticosterona.

I Corticosterona 20 mg/kg, p.o. I
——— ‘ ‘ 24 horas | TSC,TCA ou
splash test

7,14 ou 21 dias

Figura 8: Esquema de tratamento para investigagio do melhor periodo de
tratamento crénico com corticosterona para inducdo do comportamento tipo-
depressivo. (p.o.: via oral; TSC: teste de suspensdo pela cauda; TCA: teste do campo
aberto; splash test: teste de borrifagem de sacarose).

4.2.2. Investigacdo do efeito agudo da cetamina, da creatina e da

fluoxetina no modelo de depressao induzido por corticosterona

Em um grupo experimental controle, e com o objetivo de
verificar o efeito tipo- antidepressivo agudo dos compostos, grupos de
animais receberam separadamente, como pode ser observado na Figura
9, creatina (10 mg/kg, p.o.), fluoxetina (10 mg/kg, p.o.), cetamina (1
mg/kg, i.p.,) ou veiculo (dgua destilada, para o grupo controle da
creatina e da fluoxetina, e salina para o grupo controle da cetamina) 24
horas ap6s a ultima administragdo cronica de 21 dias de corticosterona
(20 mg/kg, p.o.) ou veiculo (agua destilada com 2% de Tween 80 e
0,2% de DMSO). Apo6s 1 hora do tratamento com creatina ou fluoxetina

(painel A), e 30 minutos ap6s o tratamento com cetamina (painel B), os
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animais foram submetidos aos testes comportamentais (TSC e TCA) ou
sacrificados 90 minutos ap0s o tratamento com creatina e 1 hora ap6s o
tratamento com cetamina, para realizacdo dos testes bioquimicos
(Western blot e dosagem de corticosterona).

-

CORT 20 mg/kg, Mv-"t

8
p.o. ou veiculo ‘\\pﬂ‘\nb ,‘*o'
‘ * U"‘\,‘t‘ ~oC ou-(d\ é BQA

Y Y T
21 dias 24 horas 1hora 30 minutos
B
CORT 20 mg/kg,
p.o. ou veiculo “‘Iw\.v‘

2 A
MSCW‘ é BOA
! JL Ji JL '}

= — | 1 §
| 21 dias | | 2ahoras | | 30 minutos | m|

Figura 9: Esquema de tratamento para investigacdo do efeito agudo da creatina,
fluoxetina (painel A) e cetamina (painel B) no modelo de depressdo induzido pela
administragdo crdnica de corticosterona. (i.p.: via intraperitoneal; p.o.: via oral;
TSC: teste de suspensdo pela cauda; TCA: teste do campo aberto; BQA:
investigagdo de parametros bioquimicos).

4.2.3. Investigacao da participacdo da via PI3BK/Akt/mTOR

Como mostrado na Figura 10, com o objetivo de investigar a
participacdo da via PI3K/AKt/mTOR no tratamento agudo da creatina e
cetamina, 24 horas apés a Gltimo tratamento crdénico com corticosterona
ou veiculo, grupos adicionais foram tratados com wortmanina (um
inibidor irreversivel de PI3K, 0,1 ug/sitio, i.c.v.,) ou rapamicina (um

inibidor seletivo de mTOR, 0,2 nmol/sitio, i.c.v.), ambas 45 minutos
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depois da administracdo de creatina (painel A) ou 15 minutos depois da
administragdo de cetamina (painel B). Decorridos 15 minutos das
administragdes de wortmanina e rapamicina, 0s animais foram

submetidos aos testes comportamentais (TSC e TCA).

A
CORT 20 mg/kg A3 mivatos
2 o

) ou veiculo 40 «6"" rapa 0,2 nmol/sitio, i.c.v.
gea‘“" TSCou TCA
S Wort 0,1 pg/sitio, i.c.v.

- — JL ¥ L ¥ »
B 21 dias 24 horas | 1hora

CORT 20 mg/kg ey
i ou veiculo
’ Wort 0,1 pg/sitio, i.c.v.

(_l_) L § 5 L

21 dias | 24 horas | |30 minutos |

rapa 0,2 nmol/sitio, i.c.v.

TSCou TCA

Figura 10: Esquema de tratamento para investigacdo da via PI3K/Akt/mTOR no
efeito agudo da creatina (painel A) e da cetamina (painel B) no modelo de depressao
induzido pela administracdo cronica de corticosterona, ou veiculo. (CORT:
corticosterona; i.p.. via intraperitoneal; p.o.. via oral; icv. via
intracerebroventricular; rapa: rapamicina; wort: wortmanina; TSC: teste de
suspensdo pela cauda; TCA: teste do campo aberto).

4.3. TESTE DE SUSPENSAO PELA CAUDA (TSC)

O tempo total de duracdo da imobilidade foi avaliado de acordo
com o cléssico método descrito por Steru et al. (1985). Neste teste, 0s
camundongos fémeas, acustica e visualmente isolados, foram suspensos
50 cm acima do chdo e presos pela extremidade da cauda por fita
adesiva e a imobilidade foi registrada durante 6 min (Figura 11). E bem
validado que os antidepressivos classicos reduzem o tempo de
imobilidade neste teste (STERU et al., 1985), bem como, modelos de
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depressdo como o da corticosterona aumentam o tempo de imobilidade
desses animais (CRYAN et al., 2002).

Figura 11: Teste de Suspensédo pela Cauda (TSC).

4.4, TESTE DO CAMPO ABERTO (TCA)

Com o objetivo de excluir a possibilidade de que um eventual
efeito tipo-antidepressivo ou depressogénico, ou seja, uma redugdo ou
aumento respectivo da imobilidade no TSC fosse devido a um aumento
ou diminuigdo na atividade locomotora, causada pela administracdo dos
compostos testados, os camundongos foram submetidos ao teste do
campo aberto, como descrito por RODRIGUES et al., (1996). Nesse
teste, 60 minutos apds a administracdo da creatina e fluoxetina, e 30
minutos ap6s a administracdo de cetamina, tanto nos grupos tratados
cronicamente com veiculo quanto com corticosterona, 0s animais foram
colocados em uma caixa de madeira medindo 40X60X50 cm

(largura/comprimento/altura), cujo chdo é dividido em 12 quadrantes
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iguais. O numero de quadrantes cruzados pelo animal foi registrado
durante 6 minutos (Figura 12). Ap6s o teste o equipamento foi

devidamente higienizado com lengo umedecido em alcool 10%.

Figura 12: Teste do Campo Aberto (TCA).

45. TESTE DE BORRIFAGEM DE SACAROSE ("SPLASH
TEST")

O “splash test” foi utilizado para avaliar o comportamento de
auto-limpeza (“grooming”) dos animais, apos a borrifagem dos mesmos
com solucdo de sacarose a 10%. O tempo em que o0 animal permaneceu
neste comportamento foi cronometrado durante 5 minutos (Figura 13)
(DUCOTTET e BELZUNG, 2004). O “splash test” ¢ um valido
marcador comportamental, uma vez que animais submetidos a modelos
comportamentais de depressdo apresentam um menor tempo de auto-
limpeza quando comparados aos animais controle (KALUEFF et al.,
2002, 2004; MORETTI et al., 2012). Em modelos animais de depresséo,

a administracdo cronica de antidepressivos classicos aumenta o tempo
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despendido neste comportamento (YALCIN et al, 2005).

Figura 13: Teste de Borrifagem de sacarose (splash test)

4.6. IMUNODETECCAO DE PROTEINAS POR WESTERN
BLOTTING

O Western blotting foi executado conforme descrito
previamente (LEAL et al., 2002; CORDOVA et al., 2004). O encéfalo
de cada camundongo foi removido e os hipocampos foram rapidamente
dissecados (4°C), colocados em nitrogénio liquido e armazenados a -
80°C até o uso. As amostras foram preparadas segundo OLIVEIRA et
al. (2008). Os tecidos hipocampais foram homogeneizados
mecanicamente em 400 pL de tamp&o de homogeneizacdo (Tris 50 mM
pH 7,0, EDTA 1 mM, fluoreto de sédio 100 mM, PMSF 0,1 mM,
NazVO, 2 mM, Triton X-100 1%, glicerol 10% e Coquitel inibidor de
proteases). O material lisado foi centrifugado (10000 x g por 10 min, a
4°C) para a eliminacdo de restos celulares, e o sobrenadante (300 pl)
diluido 1/1 (v/v) em solucéo (Tris 100 mM pH 6,8, EDTA 4 mM, SDS

8%) e aquecido a 100°C por 5 min. Apés homogeneizacdo uma aliquota
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foi retirada para a dosagem de proteinas. Em seguida adicionou-se numa
propor¢do de 25:100 (v/v) a solucdo de diluicdo de amostra (glicerol
40%, Tris 25mM e azul de bromofenol, pH 6,8), finalizando o
procedimento com adigdo de 3-mercaptoetanol 8%.

Por meio do método descrito por Peterson (1977), foi estimado
0 teor proteico e a concentracao proteica a partir de uma curva padrao de
albumina de soro bovino. As proteinas (60 ug de proteina total/poco)
foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (concentracéo
6% de acrilamida) contendo SDS (SDS-PAGE) e gel de entrada com 4%
de acrilamida. A seguir, as proteinas foram transferidas para as
membranas de nitro-celulose. Para verificar a eficiéncia do processo de
transferéncia as membranas foram coradas com Ponceau 0,5% em &cido
acético 1%.

Na sequéncia, as membranas foram blogueadas durante 1 hora
com leite em p6 desnatado diluido em 10 ml de TBS 5% (Tris 10 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,5). As formas total e fosforilada da mTOR foram
detectadas com o uso de anticorpos especificos da Cell Signaling® anti-
mTOR e anti-fosfo-mTOR (Ser*®"), diluidos em TBS-T contendo
soroalbumina bovina (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween- 20 0,05%,
BSA 2%, pH 7,5) na diluicdo 1:1000. As membranas foram incubadas
com o anticorpo de interesse overnight a 4°C em agitagdo constante. No
dia seguinte, para a deteccdo dos complexos imunes, as membranas
foram incubadas por 1 hora com anticorpo secundario anti-rabbit
conjugado com peroxidase (1:5000) e a imunorreatividade das bandas
foi revelada por quimioluminescéncia com o reagente LUumiGLO® (Cell
Signaling, Beverly, MA, EUA) segundo especifica¢bes do fabricante e

com o uso do equipamento de revelacdo Chemidoc® (Bio-Rad
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Laboratories). Todas as etapas de blogueio e incubagdo foram seguidas
por trés lavagens (5 minutos cada) das membranas com TBS-T.

A fim de se detectarem as formas fosforilada e total da mTOR
na mesma membrana, os imunocomplexos foram removidos conforme
descrito previamente por Posser et al., (2007). De forma simplificada, as
membranas foram lavadas uma vez com agua duplamente deionizada (5
minutos), em seguida foram incubadas com NaOH 0,2 M (5 minutos),
lavadas com agua duplamente deionizada (5 minutos) e por Gltimo com
TBS-T (5 minutos). As membranas desprovidas de imunocomplexos
foram blogueadas e submetidas ao mesmo protocolo descrito acima.

A densidade Optica (DO) das bandas foi quantificada usando
Image Lab software® 4.1 (Bio-Rad Laboratories) O nivel de

fosforilacio da mTOR (Ser**®

) foi determinado pela razdo DO da

proteina fosforilada / DO da proteina total. Os dados foram expressos

como porcentagem em relacdo ao controle (considerado como 100%).
Os anticorpos anti-p-mTOR e anti-mTOR detectam apenas uma

banda de aproximadamente 289kDa.

4.7. ANALISE DOS NIVEIS SERICOS DE CORTICOSTERONA

Ap0s a decapitacdo, para obtengdo do soro, 0 sangue coletado
foi centrifugado a 3000g por 10 minutos. Com a utilizacdo do Kit
comercial "Corticosterone EIA Kit ASSAY DESIGNS®, foi
determinado a corticosterona nos grupos: controle, cetamina, creatina,
corticosterona, creatinatcorticosterona e cetamina+corticosterona.
Apenas resultados com coeficiente de variacdo inferior a 2% nos testes

intra e inter ensaio foram aceitos.
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4.8. ANALISE ESTATISTICA

Tanto para 0s parametros comportamentais quanto para oS
bioguimicos, os resultados obtidos foram avaliados por analise de
variancia (ANOVA) de uma, duas ou trés vias, seguido pelo post-hoc de
Newman-Keuls, quando apropriado, e teste t de Student's. Foram
considerados significativos os valores para P<0,05. Para os calculos

estatisticos foi usado o programa Statistica 7.0. StatSoft. Inc.®
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5. RESULTADOS

5.1. Investigacdo do comportamento tipo-depressivo induzido pela

administracdo cronica de corticosterona

Na Figura 14 podemos observar que a administracdo de
corticosterona por via oral, com doses diarias de 20 mg/kg por 21 dias
aumentou significativamente o tempo de imobilidade no TSC, (painel C,
P<0,01). Periodos de tratamento inferiores a 21 dias, como mostrado nos
painéis A (7 dias) e B (14 dias) ndo foram capazes aumentar o tempo de
imobilidade no TSC, sendo entdo insuficientes para produzir um estado
tipo-depressivo nesses animais. Afim de excluir a possibilidade de que o
efeito no tempo de imobilidade produzido pelo tratamento com
corticosterona fosse devido a um efeito sobre a atividade locomotora
dos animais, foi realizado o teste do campo aberto. Conforme mostrado
nos painéis D, E e F, a atividade locomotora dos animais, nos diferentes

periodos de tratamento com corticosterona nao foi alterada.
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Figura 14. Curva de tempo-reposta do tratamento crénico por 7, 14 e 21 dias de
corticosterona (20 mg/kg, p.o.) ou veiculo no TSC (painéis A, B e C) e no TCA
(painéis D, E e F). Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n=6-8),
**P<0,01 quando comparados com os animais tratados com veiculo. Os resultados
foram avaliados por teste t de Student's.

Os resultados apresentados na Figura 15 mostram que a
administragdo de corticosterona apresenta resultados significativos
(P<0,01) na diminuicdo do tempo de auto-limpeza no teste de
borrifagem de sacarose (splash test), apenas ap6s 21 dias de tratamento
cronico por via oral de doses didrias de 20 mg/kg (painel C). Periodos
de tratamento inferiores a 21 dias, como mostrado nos painéis A (7 dias)

e B (14 dias) ndo foram capazes de diminuir esse comportamento de
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auto-limpeza, sendo entdo insuficientes para caracterizar um estado tipo-

depressivo nesses animais.
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Figura 15. Curva de tempo-reposta do tratamento crénico por 7, 14 e 21 dias
com corticosterona (20 mg/kg, p.o.) ou veiculo no splash test (painéis A, B e C).
Os valores sdo expressos como meédia + E.P.M. (n=6-8), **P<0,01 quando
comparados com o0s animais tratados com veiculo. Os resultados foram avaliados
por teste t de Student's.

5.2. Efeito da administracdo aguda de creatina, cetamina e
fluoxetina no modelo de comportamento tipo-depressivo induzido
por corticosterona no TSC e na atividade locomotora no TCA

Os resultados da Figura 16 mostram que, no modelo de
depressao induzido por 21 dias de injecGes diarias de corticosterona (20
mg/kg, p.o.), o tratamento dos animais com uma Unica dose de creatina
(10 mg/kg, p.o.) foi capaz de diminuir o tempo de imobilidade no TSC
(P<0,01), (painel A) sem causar alteracGes significativas nos parametros
de locomocéo (painel B). Per se a creatina também foi capaz de reduzir
0 tempo de imobilidade comparada ao grupo controle tratado com
veiculo (P<0,01), (painel A) sem que esse efeito seja atribuido a um

efeito estimulante (painel B). No painel C podemos observar que a
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cetamina (1 mg/kg, i.p.) consegue reverter o efeito tipo-depressivo do
tratamento com corticosterona (P<0,01), similarmente & creatina, sendo
que esse efeito também ndo pode ser atribuido a um efeito
psicoestimulante (painel D). A administracdo per se de cetamina
também apresenta efeito tipo-antidepressivo comparado ao controle
tratado com veiculo (P<0,05), (painel C), sem alteragcdes nos parametros
de locomocao (painel D). No painel E é demonstrado que o tratamento
agudo com fluoxetina (10 mg/kg, p.0.) ndo é capaz de diminuir o tempo
de imobilidade no TSC nos grupos tratados cronicamente com
corticosterona, embora per se a fluoxetina diminua o tempo de
imobilidade (P<0,01) comparada ao grupo controle (painel E). N&o sdo
observadas alteragdes nos pardmetros de locomogdo desses animais,

como pode ser observado no painel F.
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Figura 16. Efeito do tratamento agudo com creatina (10 mg/kg, p.o.), cetamina
(1 mg/kg, i.p.) e fluoxetina (10 mg/kg, p.0.) no TSC (painéis A, C e E) e no TCA
(Painéis B e D e F) apds 21 dias de tratamento cronico com corticosterona ou
veiculo. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n=8), *P<0,05 e **
P<0,01 quando comparado com o grupo controle (veiculo+veiculo), ## P< 0,01
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quando comparado ao grupo tratado com veiculo+corticosterona. Os resultados
foram avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls.
5.3. Envolvimento da via PI3K/AKT no efeito antidepressivo da
creatina e da cetamina no modelo de depressdo induzido por

corticosterona

A Figura 17 mostra que a via PI3K/AKT parece estar
envolvida no efeito tipo-antidepressivo rapido da creatina. Pode-se
observar no painel A que os animais ndo submetidos ao tratamento com
corticosterona e que receberam uma Unica injecdo de creatina (10
mg/kg, p.o.) tiveram uma reducdo no tempo de imobilidade no TSC,
comparado ao controle (P<0,01), e esse efeito foi revertido pelo
tratamento com inibidor irreversivel de PI3K wortmanina (0,1 pg/sitio,
i.c.v., P<0,01). O painel A também mostra que os animais tratados 21
dias com corticosterona (20 mg/kg, p.0.) apresentaram um aumento no
tempo de imobilidade no TSC em relacdo ao controle (P<0,01), que foi
prevenido pelo tratamento agudo com creatina (P<0,01). E interessante
ressaltar que essa diminuicdo no tempo de imobilidade resultante do
efeito da creatina foi abolido nos animais tratados com wortmanina
(P<0,01). A analise estatistica concluiu que ndo houve alteracdes
significativas nos pardmetros de locomogdo em nenhum dos grupos

examinados, como pode ser observado no painel B.
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Figura 17. Efeito do tratamento com wortmanina (0,1 pg/sitio, i.c.v.) na agéo
tipo-antidepressiva da creatina (10 mg/kg, p.o.) no TSC (painel A), e sobre a
locomogdo no TCA (painel B) em animais tratados cronicamente com veiculo
ou corticosterona (20 mg/kg, p.o.) por 21 dias. Os valores sdo expressos como
média + E.P.M. (n=8), **P<0,01 quando comparado com o grupo controle
(veiculo+veiculo+veiculo); @@ P<0,01 quando comparado com o0 grupo
veiculo+veiculo+creatina; ## P<0,01 quando comparado com o grupo
corticosterona+veiculo+veiculo e $$ P<0,01 quando comparado com o grupo
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corticosterona+veiculo+creatina. Os resultados foram avaliados por ANOVA de trés
vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls.

Assim como a creatina, pode-se observar na Figura 18, que a
via PI3K/AKT pode estar envolvida no efeito tipo-antidepressivo rapido
da cetamina tanto per se quanto no modelo de depressdo induzido por
corticosterona. Pode-se observar no painel A que 0s animais nao
submetidos ao tratamento com corticosterona e que receberam uma
injecdo aguda de cetamina (1 mg/kg, i.p.) tiveram uma reducdo no
tempo de imobilidade no TSC, comparado ao controle (P<0,01), e esse
efeito foi revertido pelo tratamento com inibidor irreversivel de PI3K
wortmanina (0,1 pg/sitio, i.c.v., P<0,01). O painel A também mostra que
0s animais tratados 21 dias com corticosterona (20 mg/kg, p.o.)
apresentaram um aumento no tempo de imobilidade no TSC (P<0,01),
que foi prevenido pelo tratamento de uma dose Unica de cetamina (1
mg/kg, i.p., P<0,01). Digno de nota, essa diminuicdo no tempo de
imobilidade resultante do efeito da cetamina foi extinguida nos animais
tratados com wortmanina (P<0,01), exibindo o mesmo padrdo dos
animais tratados com creatina. A analise estatistica concluiu que nédo
houve alteragBes significativas nos pardmetros de locomogdo em

nenhum dos grupos examinados, como pode ser observado no painel B.
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Figura 18. Efeito do tratamento com wortmanina (0,1 pg/sitio, i.c.v.) na acdo
tipo-antidepressiva da cetamina (1 mg/kg, i.p.) no TSC (painel A), e sobre a
locomogdo no TCA (painel B) em animais tratados cronicamente com veiculo
ou corticosterona (20 mg/kg, p.o.) por 21 dias. Os valores sdo expressos como
média + E.P.M. (n=8), **P<0,01 quando comparados com o grupo controle
(veiculo+veiculo+veiculo); @@ P<0,01 quando comparado com 0O grupo
veiculo+veiculo+cetamina; ## P<0,01 quando comparado com 0O grupo
corticosterona+veiculo+veiculo e $$ P<0,01 quando comparado com o grupo
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corticosterona+veiculo+cetamina. Os resultados foram avaliados por ANOVA de
trés vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls.

5.4. Envolvimento da via mTOR no efeito antidepressivo da creatina

e da cetamina no modelo de depressdo induzido por corticosterona

Os resultados expressos na Figura 19 permitem inferir que a
via mTOR pode estar envolvida no efeito tipo-antidepressivo rapido da
creatina. Pode-se observar no painel A que os animais ndo submetidos
ao tratamento com corticosterona e que receberam uma inje¢do aguda
creatina (10 mg/kg, p.o.) tiveram uma reducdo no tempo de imobilidade
no TSC, comparado ao controle (P<0,05), e esse efeito foi revertido pelo
tratamento com rapamicina (um inibidor seletivo de mTOR, 0,2
nmol/sitio, i.c.v., P<0,05). O painel A também mostra que 0s animais
tratados 21 dias com corticosterona (20 mg/kg, p.0.) apresentaram um
aumento no tempo de imobilidade no TSC (P<0,01), que foi prevenido
pelo tratamento com uma Unica administracdo de creatina (P<0,01). E
importante atentar para o fato de que essa diminuicdo no tempo de
imobilidade resultante do efeito da creatina foi anulada nos animais
tratados com rapamicina (P<0,01). A analise estatistica ndo revela
alterac@es significativas nos pardmetros de locomogdo em nenhum dos

grupos examinados, como pode ser observado no painel B.
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Figura 19. Efeito do tratamento com rapamicina (0,2 nmol/sitio, i.c.v.) na agéo
tipo-antidepressiva da creatina (10 mg/kg, i.p.) no TSC (painel A), e sobre
locomogdo no TCA (painel B) em animais tratados cronicamente com veiculo
ou corticosterona (20 mg/kg, p.o.) por 21 dias. Os valores sdo expressos como
média + E.P.M. (n=8), *P<0,05 quando comparado com o grupo controle
(veiculo+veiculo+veiculo); @ P<0,05 quando comparado com o0 grupo



92

veiculo+veiculo+creatina; ## P<0,01 quando comparado com o grupo
corticosterona+veiculo+veiculo e $$ P<0,01 quando comparado com 0 grupo
corticosterona+veiculo+creatina. Os resultados foram avaliados por ANOVA de trés
vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls.

Novamente compartilhando um padrdo similar ao da creatina, a
Figura 20 demonstra que a via mTOR pode estar envolvida no efeito
tipo-antidepressivo rapido da cetamina. Pode-se observar no painel A
gue os animais ndo submetidos ao tratamento com corticosterona e que
receberam uma inje¢do aguda cetamina (1 mg/kg, i.p.) tiveram uma
reducdo no tempo de imobilidade no TSC, comparado ao controle
(P<0,05), e esse efeito foi revertido pelo tratamento com rapamicina
(um inibidor seletivo de mTOR, 0,2 nmol/sitio, i.c.v., P<0,05). O grafico
também mostra que os animais tratados 21 dias com corticosterona (20
mg/kg, p.0.) apresentaram um aumento no tempo de imobilidade no
TSC (P<0,05), que foi prevenido pelo tratamento de uma dose Unica de
cetamina (P<0,01). Essa diminui¢do no tempo de imobilidade resultante
do efeito da creatina foi anulada nos animais tratados com rapamicina
(P<0,05). A analise estatistica concluiu que ndo houveram alteragdes
significativas nos parametros de locomogcdo em nenhum dos grupos

examinados, como pode ser observado no painel B.



93

Tratamento agudo
A g

W veiculo
B cetamina

270+ $

2404 @ * |
2104 | I

Tempo de imobilidade (s)

Inibidor veiculo rapamicina veiculo rapamicina
Tto crénico 21 dias Veiculo Corticosterona
B Tratamento agudo
70+ M veiculo
B cetamina
60+
172}
=
S 504
£
g
S5 401
[&]
@
3 301
o
D 204
IS
=]
Z 1o

Inibidor veiculo rapamicina veiculo rapamicina

Tto cronico 21 dias Veiculo Corticosterona

Figura 20. Efeito do tratamento com rapamicina (0,2 nmol/sitio, i.c.v.) na acio
tipo-antidepressiva da cetamina (1 mg/kg, i.p.) no TSC (painel A), e sobre
locomogdo no TCA (painel B) em animais tratados cronicamente com veiculo
ou corticosterona (20 mg/kg, p.o.) por 21 dias. Os valores sdo expressos como
média + E.P.M. (n=8), *P<0,05 quando comparados com o grupo controle
(veiculo+veiculotveiculo); @ P<0,05 quando comparado com o grupo
veiculo+veiculo+cetamina; ## P<0,01 quando comparado com o0 grupo
corticosterona+veiculo+veiculo e $ P<0,05 quando comparado com o0 grupo
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corticosterona+veiculo+cetamina. Os resultados foram avaliados por ANOVA de
trés vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls.

5.5. Efeito da administragdo aguda de creatina e cetamina sobre 0s
niveis de corticosterona no soro de animais submetidos ao
tratamento crénico com corticosterona

A Figura 21 demonstra que o0s animais tratados com
corticosterona tiveram seus niveis séricos de corticosterona
significativamente reduzidos, 24 horas ap6s a Ultima injecdo cronica (21
dias) de corticosterona (20 mg/kg, p.o.), quando comparado aos
controles que receberam veiculo (P<0,01). Além disso, foi demonstrado
gue nem a creatina (10 mg/kg, p.0.) e nem a cetamina (1 mg/kg, i.p.)
foram capazes de alterar os niveis séricos de corticosterona tanto no
grupo tratado cronicamente com veiculo, quanto no grupo tratado com
corticosterona.
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Figura 21. Efeito do tratamento com creatina (CRE, 10 mg/kg, p.o.) e cetamina
(CET, 1 mg/kg, i.p.), sobre os niveis de corticosterona em animais submetidos
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ao tratamento crdnico por 21 dias com veiculo ou corticosterona (20 mg/kg,
p.0.). Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n=8), **P<0,01 quando
comparados com o grupo controle (veiculo+VET). Os resultados foram avaliados por
ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls.

5.6. Alteracdes no imunoconteido de mTOR no tratamento com
creatina e cetamina no modelo de depressdo induzida por

corticosterona

Utilizando a técnica de western blotting, os resultados
apresentados na Figura 22 mostram a fosforilagdo da proteina mTOR
(Ser®™ no hipocampo de animais tratados com corticosterona (20
mg/kg, p.0.) cronicamente por 21 dias e tratados com uma Unica dose de
creatina (10 mg/kg, p.o.) (painel B), ou cetamina (1 mg/kg, i.p.) (painel
C). A analise por densitometria revelou um aumento no imunocontetdo
de p-mTOR nos animais tratados com creatina ou cetamina, tanto no
grupo experimental controle (P<0,05 para ambas), quanto no grupo
tratado cronicamente com corticosterona (P<0,05 para creatina e P<0,01
para cetamina). E importante ressaltar que esse aumento na fosforilagao
ocorreu no tempo de 90 minutos ap6s a administragdo de creatina e 60
minutos apds a administracdo de cetamina, tanto nos grupos submetidos
ao tratamento cronico com corticosterona por 21 dias, quanto nos
controles tratados com veiculo. Além disso, foram detectadas diferencas
significativas nos grupos tratados com corticosterona, que mostraram
uma diminuicdo no imunocontetdo da forma fosforilada da mTOR
guando comparados com os controles que receberam apenas veiculo

(P<0,05). A imagem representativa pode ser observada no painel A.
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Figura 22. Efeito do tratamento com creatina (10 mg/kg, p.o., painel B) e
cetamina (1 mg/kg, i.p., painel C) sobre o imunocontetdo hipocampal de p-
MTOR no modelo de depressdo induzido por 21 dias de tratamento com
corticosterona. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n=6), *P<0,05 e
**P<0,01 quando comparados com o grupo controle (veiculo + veiculo); ##P<0,01
quando comparado com o grupo tratado com corticosterona + veiculo. Os resultados

foram avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho teve por objetivo investigar o efeito tipo-
antidepressivo inerente & uma Unica administragdo de creatina,
fluoxetina e de cetamina em um modelo de depressdo induzido pelo
tratamento crdnico com corticosterona. Além disso, uma vez que a
cetamina apresenta efeito antidepressivo rapido em alguns modelos de
depressdo em roedores e este efeito parece ser mediado pela ativacdo da
via de sinalizacdo intracelular mediada por PISK/Akt/mTOR (LI et al.,
2010; 2011; YANG et al., 2008), nos investigamos se a creatina poderia
compartilhar com a cetamina um mecanismo de acdo antidepressiva
semelhante, envolvendo a ativagdo dessa via de sinalizacéo intracelular.

O uso de modelos animais experimentais para auxiliar no
melhor entendimento da fisiopatologia da depressdo, possibilita também
a descoberta de novos farmacos para serem utilizados posteriormente na
clinica. Dentre esses modelos, os farmacol6gicos sdo muito importantes
pois conseguem induzir um comportamentos tipo-depressivo de maneira
efetiva, e com boa reprodutibilidade. Por serem dotados de validade
fenomenoldgica ou de constructo, esses modelos conseguem mimetizar
também alteracfes neuroquimicas e morfoldgicas semelhantes aquelas
encontradas na depressdao (McCARTHUR e BORSINI, 2006). Tendo em
vista que o0 estresse estd intimamente relacionado a etiologia da
depressdo (NESTLER et al., 2002; KESSLER et al., 2005), e que um
grande numero de observacbes clinicas tém demonstrado que a
hipercortisolemia, com consequente ativacdo do eixo HPA ocorre em
mais de 50% dos pacientes deprimidos (AXELSON et al., 1993; LIU e
AGHAJANIAN, 2008; McEWEN et al., 2012; MORRISON et al.,
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2012) um modelo animal de depressdo foi desenvolvido, 0 modelo da
corticosterona (AGO et al., 2008; ZHAO et al., 2008, 2009; DAVID et
al.,2009; RAINER et al., 2012). Esse modelo se baseia na administragdo
cronica e sistémica nos animais de altas doses de corticosterona, sendo
gue essa exposicdo promove alteracdes neuroquimicas e morfoldgicas,
como a diminui¢do da neurogénese e volume hipocampal, evidenciada
pela atrofia de neurénios piramidais hipocampais nas regiGes de CA3
(MORALES-MEDINA et al., 2009; WOOLLEY et al., 1990), de CA1L,
(ALFAREZ et al., 2009) e do giro denteado (KARISHMA e
HERBERT, 2002), bem como altera¢des negativas no metabolismo de
monoaminas (INOUE e KOYAMA, 1996) e reducéo drastica das taxas
de sintese de ATP em mitocdndrias no encéfalo de ratos (KATYARE et
al., 2003). A exposicdo a glicocorticoides adrenais, como a
corticosterona, também causa atrofia nos neurbnios do cortex pré-
frontal, de maneira similar a outros paradigmas comportamentais, como
0 estresse cronico imprevisivel (ECI), além de promover um aumento no
tempo de imobilidade nos testes preditivos de propriedade
antidepressiva, como o TSC (HELLSTEN, J et al., 2002; AGO et al.,
2008; ZHAO et al., 2008, 2009). No presente trabalho, constatamos que
a administracdo por via oral de corticosterona, por 21 dias foi capaz de
induzir nos camundongos um aumento no tempo de imobilidade no
TSC, sem alteracGes nos parametros locomotores no TCA. Além disso o
comportamento de auto-cuidado também foi prejudicado apds 21 dias de
exposicdo, por meio da diminuicdo do tempo de comportamento de
auto-limpeza no splash test. O periodo de cronicidade de 21 dias é
necessario para induzir as alteracdes morfoldgicas e neuroquimicas que

permitiram a observacdo desses efeitos comportamentais, uma vez que
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0S grupos experimentais expostos a periodos inferiores a 21 dias, como
7 e 14 dias de tratamento, ndo tiveram padrdes comportamentais
relacionados ao comportamento tipo-depressivo nesses  testes.
Corroborando com esses achados, dados da literatura mostram que
camundongos tratados cronicamente com corticosterona exibem
comportamento tipo-depressivo tanto no TNF (AGO et al., 2008;
GOURLEY et al. 2009; ZHAO et al., 2009) quanto no TSC (AGO et al.
2008; ZHAO et al., 2008), apenas ap6s um periodo minimo de 3
semanas de tratamento. Qutros grupos também tem demonstrado a
necessidade desses mesmos 21 dias de tratamento para a indugdo do
aumento de imobilidade no TNF, em ratos (GREGUS et al., 2005 e
JOHNSON et al., 2006). Adicionalmente, outros estudos demonstraram
gue antagonistas de receptores glicocorticdides previnem o
comportamento tipo-depressivo em animais submetidos ao tratamento
cronico com corticosterona (AGO et al., 2008; WU et al., 2013), e em
animais submetidos a outros modelos de depressdo, como o estresse de
separacdo materna (AISA et al., de 2007) reforcando o fato de que
niveis aumentados de corticosterona no cérebro de camundongos estdo
relacionados a um comportamento tipo-depressivo nesses animais.
Entretanto, observamos em nosso estudo que a exposicdo
cronica a esse glicocorticGide € capaz de diminuir os niveis de
corticosterona circulante no soro, possivelmente em virtude de sua acéo
farmacoldgica sobre receptores glicocorticoides e mineralocorticoides
no hipotalamo, influenciando no controle por feedback negativo do eixo
HPA. De fato, diversos relatos da literatura mostram que a
administracdo cronica de glicocorticéides tem como consequéncia a

supressdo da producdo enddgena dos mesmos (HOWELL et al., 2011;
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CASTELA et al., 2012). Com base nisso, e uma vez que em nosso
trabalho os animais foram sacrificados cerca de 24 horas depois da
Gltima administracdo de corticosterona, podemos inferir que o eixo HPA
é incapaz de manter os niveis normais de glicocorticoide no soro. E
interessante ressaltar que, tanto a creatina quanto a cetamina ndo
alteraram esses valores, provavelmente ndo estando envolvidas, ou ndo
dependendo dessa questdo neuroenddcrina, para exercerem seus efeitos.
E interessante ressaltar que a depressdo atipica é caracteristica por
apresentar uma diminuicdo nos niveis de cortisol em humanos
(O'KEANE et al., 2012), sugerindo que o modelo de corticosterona
utilizado, poderia se adequado para mimetizar algumas alteracdes
fisiolégicas que ocorrem neste transtorno de humor.

E bem validado que os modelos animais de depressdo com
validade de face ou constructo sdo responsivos apenas ao tratamento
crbnico com antidepressivos, mas ndo agudo (CRYAN et al., 2002,
2005; NESTLER e HYMAN et al., 2010). Varios estudos tem
demonstrado que a administracdo exclusivamente cronica de compostos
antidepressivos, como fluoxetina e imipramina, revertem o
comportamento  tipo-depressivo no modelo da corticosterona
(GOURLEY et al., 2008; GOURLEY e TAYLOR, 2009; DAVID et al.
2009), restaurando a neurogénese no giro denteado, CA1l e CA3 e
induzindo mudancas morfoldgicas nos dendritos apicais e nas células
piramidais de neurdnios adultos, aos niveis do controle (WATANABE
et al., 1992; CONRAD et al., 2007; QIU et al., 2007). Com base nisso
era esperado que a creatina e a fluoxetina administradas uma Unica vez
ndo tivessem efeito no modelo induzido por corticosterona, embora o

que observamos foi que a creatina administrada na dose de 10 mg/kg
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conseguiu reverter esses parametros comportamentais de aumento de
imobilidade no TSC, com apenas uma Unica administracdo,
caracterizando um efeito robusto, efetivo e rapido no modelo, sendo
gue, ndo ha registros na literatura até entdo, de um efeito agudo e rapido
da creatina em um modelo de depressdo com validade de face e
constructo. Esse efeito rapido proposto para a creatina é compartilhado
pela cetamina (1 mg/kg) agudamente, que também consegue reverter 0s
efeitos comportamentais tipo-depressivo induzidos pela corticosterona
no TSC, ao passo que a fluoxetina agudamente ndo foi capaz de reverter
esse aumento de imobilidade, demonstrando que o modelo permanece
refratario ao tratamento com um dos antidepressivos mais usados na
clinica (NEMEROFF E OWENS, 2002; NEMEROFF, 2007). Dados da
literatura corroboram com o efeito rapido da cetamina em baixas doses,
em estudos utilizando ratos (Li et al., 2010; 2011) e camundongos
(LUDKA et al., 2013). Em estudos clinicos a cetamina se mostrou
eficaz na reversdo dos sintomas depressivos em pacientes, bem como na
melhora rapida em pacientes com ideacdo suicida (BERMAN et al.,
2000; ZARATE et al., 2006; COVVEY et al., 2012). Adicionalmente
existem estudos clinicos que mostram que a creatina consegue reverter
0s sintomas depressivos em uma semana (KONDO et al., 2011), duas
semanas (LYOO et al., 2012) e até trés semanas (ROITMAN et al.,
2007; NEMETA e LEVINE, 2013), periodos relativamente rapidos
guando comparado com as terapias cléssicas que podem levar de 3 a 5
semanas para atingirem seus efeitos (TRIVEDI et al, 2006).

Em termos pré-clinicos, estudos do nosso grupo de pesquisa
demonstraram que a creatina administrada sistemicamente por via oral,

nas mesmas doses desta dissertacdo de mestrado (10 mg/kg em fémeas),
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apresenta efeito tipo-antidepressivo em modelos preditivos como o TSC
(CUNHA et al., 2012). Tendo em vista que o sistema monoaminérgico
esta implicado na fisiopatologia da depressdo (ELHWUEGI, 2004;
ANDREWS et al.,, 2011), e que a ativagdo da neurotransmissdo
monoaminérgica esta envolvida no efeito antidepressivo de diversos
compostos farmacolégicos (YAMADA et al., 2004) o nosso grupo
sugere que a ativacdo do sistema monoaminérgico também esta
implicada no efeito antidepressivo da creatina, visto que experimentos
demonstraram em camundongos, que o efeito anti-imobilidade da
creatina no TSC depende de uma ativagio de receptores oy adrenérgicos,
(CUNHA et al., 2013b), serotoninérgicos 5-HT;n (CUNHA et al.,
2013a) e receptores dopaminérgicos D; e D, (CUNHA et al., 2012).
Além do bem estabelecido envolvimento do sistema
monoaminérgico, o sistema glutamatérgico também esta implicado na
fisiopatologia da depressio (NEMEROFF e OWENS, 2002;
SANACORA et al., 2009). A hipoativacdo dos receptores NMDA
também pode causar alteragBes neuroquimicas e morfoldgicas
responsaveis por uma série de eventos pontuais que acabam
influenciando positivamente a neuroplasticidade (SKOLNICK et al.,
2009; DUMAN e VOLETI 2012). E importante salientar que a
plasticidade sinéptica € a habilidade de processar informagdes de outras
aferéncias neuronais, estocar essa informacdo e gerar futuras respostas
adaptativas (POON et al., 2013). De fato, & demonstrado que o0 aumento
na sinaptogénese é acompanhado prioritariamente por um aumento
expressivo no numero de espinhas dendriticas, sendo que diversos

estudos suportam a ideia do envolvimento das espinhas dendriticas no
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transtorno  depressivo (HOLTMAAT e SVOBODA, 2009;
YOSHIHARA et al., 2009; DUMAN et al., 2012).

E bem validado que a exposicdo ao estresse causa a atrofia de
neurdnios localizados em regiGes intimamente implicadas com a
depressdo, como o cortex pré-frontal e o hipocampo (McEWEN, 2008;
SHANSKY e MORRISON, 2009). Morfologicamente, essa atrofia
inclui um decréscimo tanto no ndmero quanto no tamanho das espinhas
dendriticas, contribuindo para a reducdo no volume dessas estruturas
cerebrais (DREVETS e FUREY, 2010; MACQUEEN et al., 2008).
Adicionalmente estudos demonstraram que a vulnerabilidade dos
neurbnios do hipocampo apds exposicdo a glicocorticoides, como a
corticosterona, € diretamente dependente da ativacdo do receptor
NMDA, sendo que o tratamento com antagonistas desse receptor evitam
a atrofia dendritica induzida pela administracdo cronica de
corticosterona ou induzida pelo estresse (ARMANINI et al., 1990;
MAGARINOS e McEWEN, 1995; RADLEY e MORRISON et al.,
2005).

De fato, as alteracGes comportamentais causadas pela exposicao
de ratos ao estresse crénico imprevisivel mostraram que a administracdo
de doses sub-anestésicas de cetamina, ou doses de Ro 25-6981 (ambos
antagonistas de receptores NMDA) reverteram agudamente tanto o
déficit das espinhas dendriticas quanto as alteraces comportamentais,
em um modelo classicamente responsivo apenas ao tratamento crénico
com antidepressivos convencionais (LI et al., 2011). Esse efeito rapido
sobre a morfologia das espinhas sindpticas bem como sobre o

comportamento dos animais é abolido em grupos experimentais tratados
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com inibidores da via PI3K/AKT e da mTOR (LI et al., 2010; DUMAN
etal., 2012)

Alteracdes na transducdo de sinais intracelular que regulam a
neuroplasticidade e sobrevivéncia celular, como a via de sinalizagdo
intracelular mediada por PI3K/AKT também estdo implicadas nos
mecanismos subjacentes a depressdo, bem como nas respostas de
antidepressivos (ROSA et al., 2008; EISSA et al., 2009). Varios estudos
tém implicado a PI3K na plasticidade sinaptica, no aprendizado, na
meméria e na depressdo (KELLY LYNCH, 2000; DWIVEDI et al,
2008; YANG et al, 2008). Apesar de um grande nimero de ativadores
da PI3K terem sido identificados, muito estudos demonstram que 0s
efeitos sobre a sobrevivéncia celular ocorrem através da proteina AKT,
uma vez que produtos lipidicos de PI3K atuam como segundos
mensageiros, recrutando e ativando proteinas intracelulares como a
AKT (TOKER, 2000; SUTTON e CHANDLER, 2002; BRASIL et al.,
2004 , HANADA et al., 2004). De maneira geral, a ativacdo da via de
sinalizacdo intracelular mediada por PI3K/AKT é modulada por
diversos receptores e esta intimamente relacionada com o crescimento
de neuritos, plasticidade sinaptica, efeito tipo-antidepressivo induzido
pela inativacdo de receptores NMDA e pela ativacdo de receptores de
neurotrofinas, com destaque especial para o receptor de BDNF (para
melhor entendimento ver Figura 1) (KELLY e LYNCH, 2000;
DUMAN et al., 2012). Ademais, estudos post mortem identificaram
uma reducdo significativa na expressdo e na atividade de PI3K e AKT
em pacientes suicidas (KAREGE et al., 2007; DWIVEDI et al., 2008).
E importante ressaltar que alguns estudos tem demonstrado que a AKT

desempenha um importante papel na acdo de estabilizantes de humor e
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em processos de aprendizado e memoria (SUI et at., 2008; ABELAIRA
etal., 2011).

Com base no envolvimento dessa via na depressdo, o presente
trabalho investigou também o papel da PI3K utilizando um inibidor
covalente, especifico e irreversivel da PI3K, a wortmanina (um
metabdlito do furanoesterdide dos fungos Talaromyces (Penicillium
wortmannii) (HOU e KLANN, 2004). A reversao da reducdo no tempo
de imobilidade causada pela administracdo aguda de creatina (10 mg/kg,
p.o.) e cetamina (1 mg/kg, i.p.) no TSC tanto nos animais submetidos ao
modelo de depressdo quanto no grupo experimental controle pela
wortmanina, sugere o envolvimento de PI3K no efeito tipo-
antidepressivo destas moléculas.

Em virtude da relagdo direta entre PI3K/AKT e 0 complexo da
proteina mTOR (DUMAN e VOLETI et al., 2012) foi investigado
também, o envolvimento da mTOR no efeito tipo-antidepressivo da
creatina e da cetamina, usando a rapamicina. Esse composto é um
derivado de bactérias encontradas no solo da Ilha de Pascoa (Rapa Nui)
gue possui propriedade antiproliferativa através da inibicdo da atividade
da mTOR (VEZINA et al., 1975; BENJAMIN et al., 2011). A
rapamicina exerce a sua atividade inibitoria por meio da associacdo com
a proteina FKBP12 sendo que esse complexo formado interage com o
complexo mTORC1 diminuindo a sua atividade regulatéria por meio de
alteragdes conformacionais que impedem a interagdo com outros
substratos responsaveis pela traducdo de proteinas, diminuindo assim a
plasticidade sinaptica (ver Figura 2) (BENJAMIN et al., 2011;
DUMAN et al., 2012). Nossos resultados mostraram que tanto o

tratamento agudo com creatina (10 mg/kg, p.0.), quanto o tratamento
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agudo com cetamina (1 mg/kg, i.p.) tiveram o seu efeito de diminuigédo
do tempo de imobilidade no TSC abolido pelo pré-tratamento com
rapamicina, no modelo de indugdo de comportamento tipo-depressivo
induzido por corticosterona. Com isso, tanto a creatina como a cetamina,
podem estar produzindo um comportamento tipo-antidepressivo
observado no TSC, por meio da via PI3K/Akt/mTOR.

A estimulacdo da mTOR ocorre através da fosforilagdo de um
dominio Serina (2481) especifico por AKT. Essa ativagdo leva a
fosforilacdo e ativacdo de P70S6 cinase e a repressdo de 4E-BP tendo
como efeito resultante, a regulacdo da traducdo de proteinas sinépticas
através de diversos substratos. Essa estimulacdo da sintese proteica pela
mTOR, eleva o0s niveis de proteinas associadas ao funcionamento
sinaptico como a sinapsina-1, a PSD95 e o GIuR1, levando ao aumento
no numero de espinhas dendriticas e a0 comportamento antidepressivo
(HOEFFER e KLANN, 2010; LI et al., 2010; DUMAN et al., 2012).
Perifericamente, nossos dados estdo de acordo com alguns estudos que
demonstraram que LY294002 (inibidor ndo seletivo de PI3K) e
rapamicina reprimem a atividade da creatina cinase muscular em células
C2C12, sugerindo que a AKT e mTOR desempenham um papel
importante na atividade da creatina cinase (SUMITANI et al., 2002).
Ademais, a rapamicina bloqueou a diferenciacdo de células C2C12
induzida pela creatina, sugerindo que a cinase mTOR/P70S6 poderia
estar potencialmente envolvida no efeito induzido pela creatina na
diferenciacdo de células musculares (DELDICQUE et al., 2007). Os
dados da relagdo entre creatina € mTOR no SNC séo escassos, dessa
maneira, acreditamos que os resultados deste estudo fornecem dados

preliminares e inovadores da participacéo de PI3K/Akt/mTOR no efeito
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tipo-antidepressivo da creatina, bem como uma relagdo direta entre
tratamento e modulacdo no SNC.

Recentemente, relatou-se que a cetamina aumentava 0s niveis
de proteinas sinapticas no hipocampo e cortex pré-frontal, resultando em
um efeito tipo-antidepressivo em ratos machos néo estressados, sendo
que esse efeito era abolido com o uso do inibidor de mTOR rapamicina
(LI et al.,, 2010). Em estudos subsequentes foi demonstrado que a
cetamina apresentava efeitos antidepressivos em animais submetidos a
paradigmas de estresse como o estresse cronico imprevisivel (ECI), e
gue esse efeito também seria bloqueado em animais tratados com
rapamicina (LI et al., 2011). Nesse mesmo estudo, foi demonstrado que
ratos machos submetidos ao ECI apresentavam uma diminuigdo nos
niveis de sinapsina I, GIuR1 e PSD95, e que foram rapidamente
revertidos pela cetamina, sendo que essa reversao foi blogueada pela
coadministragdo com rapamicina. Dessa maneira esses dois importantes
estudos estdo em linha com os dados apresentados em camundongos
nesta dissertagdo, demonstrando que a cetamina pode aumentar a
sinaptogénese dependente da ativacdo de mTOR e que esse efeito é
abolido em animais tratados com rapamicina ou inibidores de PI3K.

Uma vez que adaptagdes moleculares mediadas pela ativagdo de
vias de sinalizacdo intracelular podem estar envolvidas no efeito de
agentes farmacoldgicos antidepressivos (FISAR e HROUDOVA, 2010)
€ necessdrio buscar e elucidar com precisdo 0s mecanismos
intracelulares e bioquimicos responsaveis pelos seus efeitos
terapéuticos. Em virtude disso, nosso trabalho buscou avaliar se o

modelo de comportamento tipo-depressivo induzido por corticosterona
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levou a alteragbes nos niveis de fosforilagdo da proteina mTOR
(Ser®®Y), bem como o efeito da creatina e da cetamina nesse modelo.
Dados da literatura mostram que administrages sucessivas de
corticosterona estdo implicadas em uma reducdo nos niveis de
fosforilagio de mTOR bem como na atividade modulatéria da via
PI3K/AKT, com implicac@es diretas sobre o comportamento (HOWELL
et al., 2011). Segundo esse estudo, a agdo da corticosterona sobre os
receptores glicocorticoides no cortex pré-frontal e hipocampo estaria
levando a uma diminui¢do nos niveis do receptor FIk1 para VEGF (fator
de crescimento vascular endotelial). Esse receptor estaria diretamente
atrelado a via PISK/AKT regulando de maneira direta a fosforilagéo de
MTOR. Nossos resultados estdo de acordo com esse estudo de
HOWELL et al. (2011), mostrando uma diminui¢cdo nos niveis de
imunocontetdo da forma fosforilada de mTOR nos animais submetidos
a um tratamento crbnico de 21 dias com corticosterona. Pode-se
considerar que essa ativacdo excessiva dos receptores glicocorticoides
no coértex e hipocampo dos camundongos pode se relacionar a uma
regulacdo negativa de outros receptores para fatores neurotréficos,
incluindo o de BDNF além de FLK1 e dessa maneira inibir a ativacdo da
via PIBK/mTOR e regular negativamente a expressdo de proteinas
sindpticas diretamente relacionadas com a plasticidade sinaptica. E
interessante ressaltar que nosso estudo demonstrou um aumento do
imunocontetdo da forma fosforilada de mTOR tanto apds uma Unica
administracdo de creatina (10 mg/kg, p.0.) quanto apds a administracdo
de cetamina (1 mg/kg, i.p.), e que esse aumento na fosforilagdo da
mTOR se deu de maneira rapida, em cerca de 90 minutos apo6s a

administragdo de creatina e 60 minutos apds a administracdo de
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cetamina. Uma vez que esses dados estdo associados aos animais que
tiveram uma diminuicdo no tempo de imobilidade apds tratamento
cronico com corticosterona, podemos inferir que a creatina e a cetamina
compartilham um efeito tipo-antidepressivo que pode estar relacionado
a um aumento da fosforilacdo de mTOR.

E bem validado na literatura que a cetamina apresenta efeito
estimulador sobre a fosforilagio de mTOR (LI et al., 2010, 2011,
DUMAN e VOLETI 2012; YANG et al., 2008) e que essa fosforilagdo
esta envolvida com a regulacdo da sintese de proteinas em diversos
niveis. LI et al., (2010) demonstrou em ratos que a administracdo de
baixas doses de cetamina aumenta a expressdo de mTOR fosforilada, e
de varias proteinas relacionadas a regulacdo da sintese de proteinas
sinapticas, bem como ao aumento direto de novas sinapses no coértex
pré-frontal e hipocampo desses animais. Entre as proteinas que tiveram
sua expressdo aumentada destacam-se a p-p70S6K, p-4E-BP1,
sinapsinas, PSD95 e GIluR1. Corroborando com nossos dados, a
administracdo de rapamicina nesses animais aboliu completamente o
efeito sobre a fosforilagdo dessas proteinas, bem como os efeitos
comportamentais também observados.

Com respeito a relagdo entre creatina e mTOR, existem poucos
relatos na literatura suportando a relagdo entre as mesmas. Deldicque et
al., (2005) demonstrou que a suplementacdo com creatina em individuos
praticantes de exercicio fisico aumenta a fosforilagdo de alvos
intracelulares de mTOR, como a 4E-BP1 no musculo vasto lateral.
Além disso, as vias de sinaliza¢do intracelular mediadas por AKT e por
mTOR parecem estar envolvidas também na transcricdo da enzima

creatina cinase em células C2C12 estimuladas com insulina



110

(SUMITANI et al., 2002). Por fim demonstrou-se que a funcionalidade
do transportador de creatina € dependente da atividade de mTOR
(SHOJAIEFARD et al., 2006). Segundo nossa revisdo hibliografica, é a
primeira vez que um estudo demonstra a relagdo direta entre 0 aumento
nos niveis de p-mTOR e a suplementacdo aguda com creatina no
hipocampo de camundongos fémeas, sendo que esse aumento de
fosforilacdo pode estar diretamente correlacionado com um efeito tipo-
antidepressivo em um modelo de depresséo.

Em nosso trabalho escolhemos trabalhar exclusivamente com
fémeas, principalmente devido ao fato de que a cada ano, mais mulheres
sdo diagnosticadas com depressdo do que homens (HOLDEN, 2005;
KESSLER et al., 2005; STEINER et al., 2005; MEHTA et al., 2013).
Em particular, as mulheres sdo mais propensas a sofrer depressdo e
ansiedade durante periodos em que 0s niveis de hormdnios sexuais
femininos (estrogénio e progesterona) estdo baixos, como o periodo pré-
menstrual, pds parto e menopausa (DOUMA et al., 2005). Além dessa
questdo hormonal, diferencas sexuais pronunciadas sdo presentes
também na anatomia cerebral, e que podem explicar a vulnerabilidade
feminina a depressdo (COSGROVE et al, 2007; KESSLER, 2005).
Apesar disso, em ambos 0s sexos, 0 tratamento permanece 0 mesmo,
sem diferencas na medicagdo antidepressiva, bem como dose, um
agravante que é adicionado ao fato de que esses antidepressivos levam
semanas e até meses para melhorar os sintomas dos pacientes, com uma
remissao significativa em apenas um terco deles (TRIVEDI et al, 2006).
Estudos ainda demonstram que a funcao e expressdo da creatina cinase é
diferente entre géneros em humanos, com niveis e atividade menores em

mulheres do que homens, em virtude da massa muscular predominante
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em homens (MELTZER, 1971; WONG et al, 1983; GLEDHILL et al,
1988; RAMIREZ e JIMENEZ, 2002). Além disso, niveis diminuidos de
ATP em mulheres depressivas, ao contrario de homens, tém sido
associado com a resposta ao tratamento (RENSHAW et al , 2001)
sugerindo que a creatina pode ser mais benéfica para o tratamento de
fémeas deprimidas (ALLEN et al., 2010, 2012). No estudo de ALLEN
et al., (2010), é demonstrado que fémeas suplementadas com creatina
apresentam uma maior resisténcia quando submetidas ao estresse de
natacdo forgada comparada aos machos que sdo suplementados com a
mesma quantidade de creatina. No que se refere a cetamina, a maioria
dos estudos pré-clinicos foram realizados com ratos machos (LI et al.,
2010, 2011; AUTRY et al., 2011), embora um estudo demonstrou que
fémeas sdo muito mais sensiveis a cetamina com doses que ndo chegam
a fazer efeito em ratos machos (CARRIER e CABBAJ et al., 2013).
Nosso estudo demonstrou que as fémeas submetidas ao tratamento tanto
com cetamina quanto com creatina no modelo de depresséo
apresentaram uma diminui¢do no tempo de imobilidade no TSC. Esse
efeito foi observavel em varios experimentos, com boa
reprodutibilidade, embora ndo tenha sido possivel realizar as devidas
quantificacdes hormonais nessas fémeas. Contudo, assume-se que as
fémeas alojadas em um mesmo compartimento passam a ciclar juntas,
ndo observando-se assim diferencas quando aos niveis hormonais entre
0s animais de uma mesma caixa.

A finalidade primaria deste estudo foi verificar se a creatina
apresentava um efeito antidepressivo agudo e rapido no modelo de
depressdo induzido por corticosterona, assim como a cetamina. Os

resultados demonstram que a creatina desempenha um efeito que pode
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ser considerado agudo e rapido, na diminuigdo da imobilidade no TSC
em animais submetidos ao tratamento crénico com corticosterona, esse
efeito é pelo menos em parte, atribuido a via PIBK/Akt/mTOR, com
consequente aumento do imunoconteddo de proteinas, que estdo
associadas a uma regulagéo direta da neuroplasticidade no hipocampo. E
importante ressaltar que apesar da cetamina j& estar sendo utilizada na
clinica como um antidepressivo de acdo rapida, a sua utilizacdo na
rotina hospitalar é limitada, em virtude do potencial uso como droga de
abuso, bem como possiveis efeitos psicomiméticos (KAVALALI e
MONTEGGIA 2012). No entanto, a capacidade da cetamina para
produzir uma resposta antidepressiva rapida e de longa duragcdo em
pacientes com depressdo proporciona uma oportunidade Unica para a
investigagdo dos mecanismos que medeiam estes  efeitos
comportamentais clinicamente relevantes. Dessa maneira esforcos
devem ser concentrados na pesquisa de farmacos que compartilhem vias
chaves com a cetamina, como a via PI3K/Akt/mTOR compartilhada

pela creatina, como apresentado neste trabalho.
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7. CONCLUSOES

A administracdo de corticosterona na dose de 20 mg/kg, p.o.
por 21 dias é capaz de induzir um aumento de imobilidade no TSC sem
causar alteragdes locomotoras no TCA, e também uma diminuicdo no
tempo de auto-limpeza no teste de borrifagem de sacarose,
caracterizando um bom modelo de inducdo de depressdo em
camundongos Swiss fémeas.

Agudamente, tanto a cetamina (1 mg/kg, i.p.) quanto a creatina
(10 mg/kg, p.0.) conseguem reverter 0 aumento de imobilidade induzido
pela administragdo cronica de corticosterona no TSC, ao passo que a
fluoxetina (10 mg/kg, p.o.) ndo o faz. Nao foram observadas alteracOes
nos parametros locomotores em nenhum tratamento.

Tanto a creatina quanto a cetamina tem seus efeitos de
diminuicdo da imobilidade no modelo de depressdo anulados pela
administracdo dos inibidores wortmanina (0,1 pg/sitio, i.c.v.) e
rapamicina (0,2 nmol/sitio, i.c.v.) mostrando que a via PI3K/Akt/mTOR
pode estar envolvida no efeito tipo antidepressivo desses dois
compostos. N&o foram observadas alteragbes nos parédmetros
locomotores em nenhum tratamento.

Os animais submetidos ao tratamento cronico com
corticosterona tiveram os niveis séricos de corticosterona diminuidos
comparado aos controles. Tanto o tratamento com creatina quanto com
cetamina ndo foram capazes de alterar esses niveis de corticosterona
circulante, indicando que esses compostos ndo parecem interferir nesses

niveis para exercerem seus efeitos de anti-imobilidade.
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Tanto a cetamina quanto a creatina foram capazes de aumentar
0 imunocontetdo de p-mTOR agudamente nos animais submetidos ao
modelo de depressao.

Esses dados fornecem perspectivas preliminares e inovadoras,
revelando que a creatina e a cetamina podem compartilhar alguns
mecanismos de sinalizacdo intracelular, incluindo o de vias répidas,
como a via PI3K/Akt/mTOR.
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8. PERSPECTIVAS

Avaliar o efeito agudo dos animais tratados com creatina,
fluoxetina e cetamina no teste de borrifagem de sacarose, hipofagia
induzida pela novidade ou preferéncia pela sacarose em animais
submetidos ao tratamento crénico com corticosterona.

Avaliar as alteragcfes na expressdo de PSD95, GLURL, p70S6K,
e niveis de BDNF no hipocampo de animais submetidos ao tratamento
com creatina no modelo de depressdo induzido por corticosterona.

Estudar a sinaptogénese dos animais tratados com creatina por
meio de técnicas de microscopia two-photon ou microscopia eletronica.

Verificar o papel dos receptores AMPA no efeito da creatina
por meio do antagonista CNQX.

Verificar o papel da creatina na modulagdo dos receptores
glutamatérgicos metabotropicos mGLU2 e mGLUS.

Mensurar a atividade da creatina cinase e HEME-oxigenase 1,
no hipocampo dos animais submetidos ao modelo da corticosterona e
revertido por creatina e cetamina

Verificar o efeito da creatina usada em sinergismo com
ampagquinas.

Verificar e quantificar as possiveis alteracbes na densidade de

receptores de glicocorticéides.
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