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RESUMO

A depressdo é a doenga neuropsiquiatrica mais prevalente na doenga de
Alzheimer (DA), acometendo cerca de 50% dos individuos. A DA é a
doenca neurodegenerativa mais prevalente na populacdo, que tem como
caracteristica neurodegeneragdo progressiva em areas do lobo temporal
e cortex cerebral, tendo como consequéncia mudangas comportamentais,
déficits de memdria e prejuizos cognitivos, que tendem a se agravar com
a progressdo da doenca. A depressdo esta relacionada, a0 menos em
parte, & diminui¢do nos niveis sinapticos de monoaminas (serotonina,
noradrenalina e dopamina) ou ineficiéncia nos seus receptores. Assim, a
maioria dos farmacos utilizados para o tratamento da depressdo atua de
maneira a restaurar a transmissao monoaminérgica, porém, a utilizacdo
destes farmacos acarreta no aparecimento de diversos efeitos adversos
gue podem diminuir a qualidade de vida dos pacientes e contribuir para
a desisténcia do tratamento. Desta forma, existe a necessidade do
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas. Neste contexto,
enzima glicogénio sintase cinase-3p (GSK-3B), como a creatina,
apresentam efeito antidepressivo. A inibicdo desta cinase também
apresenta efeitos positivos no tratamento da DA, reduzindo a formagéo
de placas amiloides e emaranhados neurofibrilares. O presente estudo
investigou: a) o efeito da administragdo aguda de creatina sobre o
comportamento  tipo-depressivo  induzido pela  administracdo
intracerebroventricular (i.c.v.) do peptideo B-amiloide 1-40 (AB-1-40)
em camundongos, b) a participacdo da via GSK-3p/Nrf2/heme
oxigenase (HO-1) no referido efeito. Para tanto, diferentes grupos
experimentais foram submetidos a testes de avaliacdo de
comportamento tipo-depressivo, como o teste de suspensdo pela cauda
(TSC) e o teste de borrifagem de sacarose (TBS), 10 dias ap6s a
administracdo de AP-140. Posteriormente, a analises bioquimicas para
mensuracdo de proteinas relacionadas com a via de sinalizacdo proposta
foram realizadas em homogenatos de hipocampo. O tratamento com Ap-
1-40(400 pmol/animal, i.c.v.) apresentou efeito tipo-depressivo no TSC
e no TBS. Os tratamentos agudos com creatina (10 mg/kg) e com
fluoxetina (10 mg/kg) produziram efeito tipo-antidepressivo per se no
TSC. Além disso, administracdo de creatina (0,01 e 10 mg/kg) e






fluoxetina (10 mg/kg) foi capaz de reverter o efeito tipo-depressivo
induzido pelo AB-1-40 no TSC e no TBS. Nenhum grupo experimental
apresentou alteracdo na atividade locomotora no teste do campo aberto
(TCA). Em relagdo as analises bioquimicas, a administragdo de Ap-1-40
(400 pmol/animal, i.c.v.) ndo causou alteragGes no imunoconteldo das
proteinas fosfo-GSK-3p, GSK-33 ¢ HO-1. O tratamento com creatina
per se, na dose de 0,01 mg/kg foi capaz de aumentar a fosforilagdo de
GSK-3B e o imunocontetdo de HO-1 no hipocampo. A fluoxetina per se
aumentou a fosforilacdo de GSK-3f, mas ndo afetou os niveis de HO-1.
Além disso, 0 tratamento com AB-1-40 aumentou os niveis de GSH e a
atividade das enzimas GR e TrxR no hipocampo quando comparado aos
animais que receberam veiculo. Contudo, o aumento dos niveis de GSH
e na atividade da enzima TrxR ndo foi observado nos tratados com Ap-
1-40 que posteriormente uma Unica dose de creatina ou fluoxetina. A
atividade da enzima TrxT se apresentou aumentada nos animais do
grupo AP1-40 tratados com creatina na dose de 0,01 mg/kg. Os
resultados deste trabalho sugerem que a creatina pode ser uma boa
estratégia para o tratamento da comorbidade depressdo/DA. Contudo, o
envolvimento da via GSK-3p/Nrf2/ HO-1 no efeito da creatina ainda
precisa ser melhor investigado.

Palavras-chave: Creatina, peptideo p-amiloide 1-40, tipo-antidepressivo






ABSTRACT

Depression is the most prevalent neuropsychiatric comorbity found in
patients with Alzheimer disease (AD), affecting about 50% of the
affected individuals. AD is the most prevalent neurodegenerative
disease, and it is characterized by progressive neurodegeneration
especially in areas such as the cerebral cortex and temporal lobe,
resulting in behavioral changes, memory loss and cognitive deficits.
These symptoms tend to worsen with disease progression. Most drugs
used for the treatment of depression act restoring the monoaminergic
transmission. Although the current antidepressant therapy usually
alleviates depressive symptoms, the delay onset of the therapeutic
effects, the high prevalence of refractory responses and the number of
adverse effects exhibited by a large number of patients are major
drawbacks of the current therapy.. Thus, there is a need to develop new
therapies acting on different cellular targets and capable to exhibit a
with faster antidepressant response. In this context, several studies have
shown that compounds that promote inhibition of the enzyme glycogen
synthase kinase-3p (GSK-3p), as creatine, have antidepressant effect.
Inhibition of this kinase also has positive effects in the treatment of AD,
reducing the formation of amyloid plaques and neurofibrillary tangles.
This study investigated the effect of acute administration of creatine or
fluoxetine on depressive-like behavior and anhedonic/motivacional ten
days after the intracerebroventricular (i.c.v.) administration of pB-
amyloid peptide 1-40 (AR1-40) in mice. In addition, we evaluated the
participation of GSK-3B/Nrf2/heme oxygenase 1 (HO-1) pathway in the
behavioral and biochemical effects elicited by creatine in this model.
Therefore, different experimental groups were subjected to depressant-
like behavior assessment tests, such as the tail suspension test (TST) and
splash test (ST) and biochemical analyzes performed in order to
measure the hippocampal levels of proteins related to GSK-3p / Nrf2 /
HO pathway. The results showed that: a) Treatment with AR1-40 (400
pmol/mice, i.c.v.) had depressant-like effect on TST and reduced
anhedonic/motivacional response in the SP, ten days after its
administration; b) The acute treatment with creatine (10 mg/kg, p.o.)
and fluoxetine (10 mg/kg, p.0.) in the tenth day after vehicle






administration had antidepressant-like effects per se in the TST, but not
in SP; ¢) Ten days after AB1-40 administration increased imunocontent
of GSH, GR an TrxR was found in the hippocampus of mice d) ) No
changes were found in the locomotor activity in any of the groups in the
open field test; ) AR1-40 treatment did not alter the GSK-33 and HO-1
immunocontent or phosphorylation GSK-3p f) Treatment whit creatine
(0.01 mg/kg) increased the GSK-3B phosphorylation and HO-1
immunocontent; g) Treatment whit fluoxetine per se increased the GSK-
3p phosphorylation, but did not affect HO-1 immunocontent h)
Treatment whit AR1-40 increased GSH levels and the activity of the
enzymes TrxR and GR in the hippocampus, but this effects were not
prevented by creatine or fluoxetine, except the TrxR activity, that
increased in APB1-40 group treated with creatine (0.01 mg/kg) ). The
present data suggests that creatine, might represent a good strategy to
manage the depressive and anhedonic symptoms in patients with
depression/DA. The involvement of GKS-3B/Nrf2/HO-1 pathway in
these conditions needs to be further elucidated.

Keywords: creatine, B-amyloid peptide 1-40, antidepressant-like.
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1.INTRODUCAO

1.1. A DEPRESSAO

A depressdo é um transtorno de humor crénico e recorrente, que
acarreta em consideravel perda de produtividade, qualidade de vida e
déficits no relacionamento social (ASSOCIATION, 2013). Esta doenga
¢ considerada uma das condi¢des neuropsiquiatricas mais comuns. De
acordo com estimativas da Organizacdo Mundial da Salde a depressao
sera a primeira causa de incapacitacdo em adultos até o ano de 2030
(MURRAY e LOPEZ, 1997; SKOLNICK, POPIK e TRULLAS, 2009).
A depressdo é uma doenca multifatorial cuja etiologia ainda ndo esta
completamente elucidada. Com base nesse aspecto multifatorial, é
importante destacar a associacdo entre fatores genéticos e ambientais,
principalmente na infancia desses individuos e suas implica¢des na
idade adulta. (BERTON e NESTLER, 2006).

Segundo o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos
Mentais V (DSM-V), a depressdo também conhecida como depressao
maior ou unipolar, é caracterizada por episédios depressivos recorrentes
(DSM-V, 2013). Os critérios para diagnéstico da depressdo séo
baseados em sintomas estabelecidos pelo DSM-V, dentre eles: humor
deprimido na maior parte do tempo, diminuicdo marcante no interesse
ou prazerem todas ou quase todas as atividades (anedonia), aumento ou
diminuicdo do peso, insbnia ou hipers6nia, agitacdo ou retardo
psicomotor, fadiga ou falta de energia, sentimentos de culpa ou desvalia
excessivos, diminuigdo na capacidade de concentracdo e pensamentos
recorrentes de morte ou ideacdo suicida. Para 0 paciente ser
diagnosticado com depressdo é necessario apresentar no minimo cinco
sintomas entre esses nove citados, e é exigida a presenca de pelo menos
um dos dois primeiros sintomas mencionados (humor deprimido ou
anedonia) presentes na maior parte do tempo com duracdo minima de
duas semanas (ASSOCIATION, 2013).

O tratamento para a depressdo é feito com farmacos que, na sua
maioria, agem na modulac¢do dos sistemas monoaminérgicos, devido a
uma hipofuncdo destes sistemas estar associada a doenca
(HASHIMOTO, 2011). Os antidepressivos podem ser classificados em
diferentes classes, triciclicos, inibidores da monoamina oxidase
(iMAO), inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) e de
noradrenalina  (ISRN) ou inibidores de recaptacdo dual
(serotonina/noradrenalina), além de  antidepressivos  atipicos



30

(MORILAK e FRAZER, 2004). Poréem, esses farmacos apresentam
efeitos colaterais como dor de cabeca, ganho de peso, disfungdo sexual,
arritmia, dentre outros, além disso, o tratamento com esses farmacos
proporciona uma remissdo completa dos sintomas para apenas cerca de
50% dos pacientes. (BERTON e NESTLER, 2006).

Embora diversas hip6teses expliguem 0s mecanismos
neurobioldgicos da depressdo, sabe-se que esta doenca resulta da
disfungdo de varios neurotransmissores ou seus metabolitos. A hipdtese
monoaminérgica da depressdo sugere que esta seja resultante da
diminuicdo de serotonina (5-HT) e/ou, noradrenalina (NA) ou mesmo na
ineficiéncia dos receptores para estes neurotransmissores (MANN et al.,
1996; WONG e LICINIO, 2001). Além da participacdo destes sistemas
de neurotransmissores, estudos pré-clinicos e clinicos indicam que o
sistema dopaminérgico também esta envolvido na regulagdo do humor e
na depressdo. Deste modo, os tratamentos para depressdo envolvem o
aumento da biodisponibilidade de monoaminas (serotonina,
noradrenalina e dopamina) na fenda sinaptica (HASHIMOTO, 2011).
Embora os farmacos utilizados atualmente para o tratamento da
depressdo aumentem agudamente o0s niveis de monoaminas na fenda
sinaptica, 0s mesmos proporcionam uma resposta terapéutica tardia,
sendo necessarias de 3 a 5 semanas para 0 inicio dos efeitos
terapéuticos. A demora na eficacia clinica desses farmacos associado
aos efeitos adversos pronunciados comprometem o tratamento do
paciente, implicando na descontinuidade dessa intervengdo
farmacoldgica em grande parte dos pacientes (BEASLEY et al., 1991;
MONTGOMERY et al., 1994). A fim de diminuir essa limitagdo,
muitos estudos estdo voltados para pesquisa e desenvolvimento de
agentes farmacol6gicos mais eficazes e com menos efeitos adversos
(SANACORA, TRECCANI e POPOLL, 2012).

Tendo como base 0 mecanismo de acdo e a demora na resposta
clinica dos antidepressivos monoaminérgicos atualmente utilizados,
teorias recentes sugerem que além da deficiéncia de monoaminas, outros
fatores estdo envolvidos na fisiopatologia da depressdo (RUHE,
MASON e SCHENE, 2007). O efeito terapéutico desses farmacos
também estd relacionado a adaptacBes decorrentes das vias de
sinalizacdo ativadas pelas monoaminas, que culmina em
neuroplasticidade,  neurogénese e  neuroprote¢ido  (DUMAN,
HENINGER e NESTLER, 1997; NESTLER et al., 2002).

Estudos mostram que a deficiéncia de fatores neurotroficos,
conhecida como hip6tese neurotréfica, possui papel fundamental para o
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desenvolvimento da depressdo. O uso de antidepressivos reverte essa
deficiéncia, sendo essencial na remissao dos sintomas (NESTLER et al.,
2002; DUMAN e MONTEGGIA, 2006). Um exemplo de fator
neurotréfico envolvido na depressdo € o fator neurotréfico derivado do
encéfalo (BDNF), que estd envolvido em processos de sobrevivéncia
celular, neurogénese e plasticidade neural. Um estudo j& demonstrou
gue o BDNF reverteu a atrofia observada no cortex cerebral e
hipocampo de pacientes com depressdo (CASTREN, 2004), estudos pré-
clinicos também demonstram que a depressdo estd associada a
diminuicdo dos niveis de BDNF principalmente no hipocampo e no
cortex pré-frontal (NIBUYA, MORINOBU e DUMAN, 1995)

1.2 A DOENCA DE ALZHEIMER (DA)

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa
responsavel por cerca de 70% dos casos de deméncia na populagido
(GLENNER E WONG, 1984). A DA esté diretamente relacionada com
a idade, de maneira que o aumento da expectativa de vida da populacéo
reflete diretamente no aumento de sua ocorréncia (NAGLIE et al.,
2011). Essa doenca é caracterizada por uma degeneracéo progressiva de
regides especificas do sistema nervoso central (SNC), incluindo cortex
cerebral, estriado e hipocampo, tendo como consequéncia mudancas
comportamentais, déficits de memdria e prejuizos cognitivos, que
tendem a se agravar com a progressdao da doenca (GLENNER E
WONG, 1984).

Uma das hipoteses que explica a etiologia da DA ¢é a hipotese
da cascata amiloide, a qual postula que a clivagem proteolitica da
proteina precursora amiloide (PPA) pelas enzimas B-secretase e v-
secretase resulta numa maior produgdo dos peptideos B-amiloide (AP1-
40 ¢ AB1-42) que podem se agregar formando as placas senis (HARDY
e SELKOE, 2002). A formacédo dessas placas ocorre devido ao acimulo
no espago extracelular do peptideo 3-amiloide, seja por aumento da sua
producdo ou diminuigdo da sua degradagdo ou reducdo de sua depuragdo
pela barreira hematoencefalica. Como mostrado na Figura 1 os
peptideos AB1-40 e AB1-42 podem também se organizar em oligdbmeros
de diversas dimensGes, sendo que estes afetam processos de
neuroplasticidade (como a potenciacdo de longo prazo — LTP),
blogueando o0s mecanismos de formacdo de novas memdrias
(MAWUENYEGA et al., 2010). Em uma situacéo fisiologica a PPA é
clivada pela enzima a-secretase e na sequéncia pela y-secretase, desta
forma os mondmeros de AB1-40 e AB1-42 ndo sdo formados por esta
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via. Contudo, AB1-40 e AB1-42 sdo formados em situacdo fisoldgicas, e
apresentam um papel importante na atividade sinaptica, porém quando
ocorre um acumulo desses peptideos a transmissdo sinaptica €
prejudicada (Figura 2). Outra caracteristica da DA sdo os emaranhados
neurofibrilares presentes no espaco intracelular, que séo formados pelo
acumulo de proteinas TAU hiperfosforiladaassociadas aos microtubulos.
Esses emaranhados podem ser resultado do excesso de peptideo f-
amiloide, da mobilizacdo da micrdglia, liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias, desregulacdo do calcio neuronal e hiperativagcdo de
cinases como a glicogénio sintase cinase -3p (GSK-3B). Quando ocorre
a hiperfosforilacdo da proteina TAU, ela se dissocia dos microtibulos e
se agrega sob a forma de filamentos helicoidais pareados insollveis
(PALOP e MUCKE, 2010; SAKONO e ZAKO, 2010).

Figura 1. Clivagem da proteina precursora amiloide (PPA) e formacéo
da placa senil.
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Monémero-
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Legenda: a PPA ¢ clivada primeiramente pela enzima 3-secretase, e em
seguida pela y-secretase e assim, o peptideo p- amiloide é formado
(AB1-40 e/ou AB1-42). Ele pode entdo se agregar a outros fragmentos
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de peptideos B-amiloide e formar oligbmeros, fibrilas e por fim a placa
B-amiloide. PPA, proteina precursora amiloide.
Fonte: do autor.

Figura 2. Relagao entre os niveis de AP e atividade sinaptica

Facilitacdo
pré-sinaptica

E G N
3 Reduz
% | eficdcia pré- Depressao
sindptica pos-sinaptica
=

Baixos Intermediarios Altos

Niveis PPA/AB

Legenda: Niveis intermediarios de AP aumentam a atividade pré-
sinaptica, enquanto niveis elevados ou baixos de AP prejudicam a
atividade sinaptica através da inducdo de depressdo pds-sinaptica ou
reducdo da eficacia pré-sinaptica.

Fonte: Adaptado de PALOP e MUCKE, 2010.

Outra hipétese que tenta elucidar etiologia da DA, € a hipotese
colinérgica que postula que a deficiéncia de acetilcolina na DA é devido
a atrofia do nucleus basalis de Meynert, o qual é a fonte produtora da
enzima colina acetiltransferase. Essa enzima é transportada para
estruturas no sistema nervoso central como hipocampo, cértex cerebral,
amigdala, entre outros. Nessas estruturas ela catalisa a reacéo de sintese
da acetilcolina a partir da colina e da acetilcoenzima A. Apos ser
formada a acetilcolina é liberada na fenda sinaptica e entdo interage com
seus receptores muscarinicos e nicotinicos. A acetilcolina restante na
fenda sinéptica é degradada pela enzima acetilcolinesterase em colina e
acetato (BARTUS e EMERICH, 1999; AULD et al., 2002).

Com a atrofia do nucleus basalis, ha uma diminuicdo da sintese
de colina acetilcolina e como consequéncia, uma diminui¢do da
producdo de acetilcolina. Assim, a estratégia atual adotada para o
tratamento da DA consiste em farmacos que tem como objetivo
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aumentar a disponibilidade da acetilcolina., Os inibidores da
acetilcolinesterase, tratam os sintomas da doenca, porém ndo impedem a
neurodegeneracdo (GROSSBERG, 2003). Outra estratégia utilizada para
0 tratamento da DA é a memantina, um farmaco antagonista ndo
competitivo de receptores de glutamato do subtipo NMDA. Por ter
afinidade moderada com os receptores NMDA, a memantina promove
neuroprotecdo contra a excitoxicidade glutamatérgica presente na DA,
além de permitir a neurotransmissdo e 0s mecanimos de
neuroplasticidade neuronais associados a ativacdo destes receptores
(PARSONS et al., 1993). Este farmaco pode ser utilizado sozinho ou em
conjunto com inibidores da acetilcolinesterase (TARIOT et al., 2004).
Um estudo com pacientes com DA moderada a grave que foram tratados
com o inibidore da acetilcolinesterase, donepezil associado a
memantina, mostrou ser benéfico em relacdo a cognicdo (WENK et al.,
2000).

1.3 COMORBIDADE DEPRESSAQO/DA

A depressdo € a doenca neuropsiquiatrica mais prevalente em
pacientes com DA, acometendo cerca de 50% dos individuos afetados.
(ENGEDAL et al., 2011). O diagnéstico de depressdo nesses individuos
¢ complexo, pois pacientes com DA ndo apresentam toda a
sintomatologia classica da depressdo como tristeza, insbnia e perda de
apetite, porém um sintoma classico, a anedonia, é bem evidente nesses
pacientes (OLIN et al., 2002). Desta forma o diagndstico de depressdo
nesses pacientes ainda nao é feito de forma totalmente adequada (CHI et
al., 2014). Os farmacos disponiveis para o tratamento da depressdo
associada a DA sdo os mesmos citados para tratar depressdo. Os efeitos
adversos entdo sdo somados aos dos farmacos utilizados para o
tratamento da DA, e como consequéncia ocorre a reducdo da qualidade
de vida do paciente acometido com esta comorbidade (KIM, KIM e
KONG, 2013).

A literatura relata que a depressao pode ser um fator de risco ou
uma condicdo que predispde a DA e estas proposicdes ainda ndo estdo
totalmente elucidadas (CHI et al., 2014). Estudos consideram que
guando a depressdo tem inicio proximal ao diagnostico da DA pode
ser considerado um sintoma pré-clinico da manifestacdo da DA (HESER
et al., 2013). A depressdo pode ser considerada um fator de risco para
DA devido a fatores associados a este transtorno tais como, as alteragdes
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neuroanatomicas presentes na depressdo idiopatica, como a atrofia do
cortex pré-frontal e hipocampo, também sdo observadas em pacientes
com DA. A disfuncdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)
também estd presente nas duas patologias. Um estudo mostrou que
pacientes com depressdo e DA tem um aumento nos niveis de
glicocorticoides no plasma e no fluido cerebroespinhal (POPP et al.,
2009). Porém a hipercotisolemia presente em pacientes com DA difere
dos pacientes com depressdo maior, pois na DA esse aumento de
glicocorticoides ndo ocorre de forma cronica (NOTARIANNI, 2013).
Outra caracteristica comum nas duas doencas é a neuroinflamacao,
aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatérias como a interleucina-
1B, interleucina-6 e o fator de necrose tumoral-o. (ROJO et al., 2008).
Além disso, niveis baixos de BDNF e do seu RNA mensageiro estao
presentes em pacientes com depressdo e com DA (NAGAHARA et al.,
2009). Os mecanismos presentes nessas duas doengas ainda ndo estdo
elucidados, porém esses fatores citados podem ser alvos para futuras
terapias para o tratamento da depressdo na DA (CHI et al., 2014).
Fatores de riscos vasculares como hipertensdo, diabetes,
dislipidemia, doenca cardiovascular e acidente vascular cerebral estéo
associados com depressdo em idade avancada e com diagnostico e o
progresso da DA (VALKANOVA e EBMEIER, 2013). Sabe-se que
muitos pacientes com DA e depressdao apresentaram algum tipo de
doencas vascular, nessas doengas estdo presentes fatores como aumento
da inflamacéo e estresse oxidativo que podem estar relacionados com
depressio e DA (CHI et al, 2014) (Figura 3).
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igura 3. Potenciais mecanismos entre depressdo e DA.
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Legenda: Fatores genéticos, o desequilibrio entre neurotransmissores,
alteracGes neuroanatomicas e fatores de risco vascular estdo associados
com a depressdo na DA. A deposicdo de peptideo B-amiloide pode
danificar a barreira hematoencefalica e causar alteracfes que podem
levar a mudancgas neuroanatomicas (atrofia do hipocampo e cértex) e
desequilibrio de neurotransmissores em regides especificas do cérebro.
A depressdo agrava a disfungdo do eixo HPA, gera um quadro de
inflamacdo cronica e déficits de neurotrofinas. Os niveis de
glicocorticoides estdo aumentados, e o0s niveis de BDNF estdo
reduzidos. GABA; 4cido gama aminobutirico, Glu, glutamato, GSK3p,
glicogénio sintase 3; ENF, emaranhados neurofibrilares.

Fonte: adaptado de CHl et al., 2014.

1.4 A VIA GSK-3B/Nrf-2/HO-1 NA COMORBIDADE
DEPRESSAO/DA

A GSK-3p tem diversos sitios de fosforilagdo, quando ¢é
fosforilada no residuo de tirosina 216, esta cinase se torna ativa e
impede a translocacdo do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2
(Nrf2), assim ele continua ligado & proteina Keap 1 e posteriormente é
degradado por ubiquitinagdo no citosol. Porém quando GSK-3f ¢
fosforilada no residuo de serina 9 e consequentemente inibida, ocorre
um aumento da atividade transcricional de Nrf-2. Este,quando
fosforilado em serina 40 se dissocia da proteina Keap 1 e é translocado
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para o nlcleo onde se liga ao elemento de resposta antioxidante (ARE),
e promove a transcrigdo de enzimas antioxidantes, como a
hemeoxigenase-1 (HO-1), glutationa peroxidase, glutationa redutase
(GR), superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), tiorredoxina
redutase (TrxR) entre outras proteinas (Figura 4) (KATSUOKA et al.,
2005; KENSLER, WAKABAYASHI e BISWAL, 2007; BRIGELIUS-
FLOHE e MAIORINO, 2013). A HO-1 é responsavel por converter o
grupamento heme livre em quantidades equimolares de Fe®*, mondxido
de carbono e biliverdina, o que resulta em efeito antioxidante e
antiapoptotico, o qual pode desempenhar um papel importante na
protecdo contra a morte celular que ocorre tanto na depressdo quanto na
DA. O grupamento heme estd presente nas hemacias, mioglobina e
enzimas como CAT, citocromo P450 e peroxidases, (GOZZELINO,
JENEY e SOARES, 2010).

A SOD é uma enzima que exerce um papel fundamental na
defesa do organismo por atuar na remocdo do radical superéxido,
através de uma reacdo de dismutacdo, em peroxido de hidrogénio
(H20,) (WEISIGER e FRIDOVICH, 1973). A glutationa (GSH) tem um
papel antioxidante muito importante no equilibrio do controle redox, ela
age metabolizando o peroxido de hidrogénio, onde primeiro o0 anion
superéxido (02™) sob a acdo da SOD é convertido em H,0,, o qual é
reduzido a agua pela a¢do do sistema antioxidante dependente da GSH e
glutationa peroxidase (GPx). A glutationa oxidada (GSSG) ¢ convertida
novamente em glutationa pela GR, voltando a ter atividade antioxidante.
(BRIGELIUS-FLOHE e MAIORINO, 2013) (Figura 5).

A TrxR pertence ao sistema tiorredoxina, que é composto por
fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPH) e
tiorredoxina. Este sistema estd envolvido na reducdo de ligacGes
especificas de dissulfetos que desempenham diversas fungfes
bioldgicas, como sintese de DNA, defesa contra o estresse oxidativo,
apoptose e sinalizacdo redox, agindo como uma doadora de elétrons do
hidrogénio para inimeras enzimas antioxidantes intra e extracelulares. O
sitio ativo da tiorredoxina contem dois residuos de cisteina, onde ocorre
uma reacdo de oxidacdo reversivel para formar uma ligacdo dissulfeto.
Em seguida a tiorredoxina redutase recicla a tiorredoxina em um estado
reduzido utilizando o NADPH como doador de elétrons (HOLMGREN,
1985; HOLMGREN e BJORNSTEDT, 1995) (Figura 5)
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Figura 4. Envolvimento da GSK-3p na comorbidade depressdao/DA.
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Legenda: A) Quando a glicogénio sintase cinase 3 (GSK-3P) esta
fosforilada no residuo de serina 9, ela fica inativa, ocorrendo a
translocagdo de Nrf2 para o nicleo, que liga ao elemento de resposta
antioxidante (ARE), e promove a codificacdo de enzimas antioxidantes,
como a hemeoxigenase-1 (HO-1), glutationa redutase (GR), tiorredoxina
redutase (TrxR), catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), entre
outras proteinas responsivas ao estresse. B) Por outro lado quando a
GSK-3p esta fosforilada no residuo de tirosina 216 ocorre um aumento
da fosforilagcdo da proteina TAU e como consequéncia um aumento da
formagdo dos emaranhados neurofibrilares. A ativacdo de GSK-3
também implica em uma maior clivagem da PPA pela enzima pB-
secratase ¢ um aumento na formagdo de peptideo B-amiloide, e uma
diminuicdo na producdo de serotonina, devido a maior atividade de
5HT2. Como consequéncia ocorre uma diminui¢do do transporte axonal
e aumento da morte neuronal.Fonte: do autor.
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Figura 5. Mecanismo de defesa das enzimas antioxidantes.
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Legenda: A enzima superdxido dismutase transforma o radical O,e- em
peroxido de hidrogénio. O H,O, é convertido em agua pela GPx a custa
de glutationa reduzida que se torna oxidada. A glutationa oxidada
(GSSG) é novamente reduzida pela GR a custa de NADPH. Sistema
relacionado a Trx, quando os grupos tidis de proteinas, como a
peroxirredoxina sdo oxidados por EROs, a proteina Trx reage reduzindo
esses grupos tidis, tornando a proteina novamente ativa; a tiorredoxina
agora oxidada é reduzida pela enzima TrxR, que recebe elétrons do
NADPH, recuperando a atividade protetora da Trx. AbreviagGes: CAT,
catalase; GPx, glutationa peroxidase; GR, glutationa redutase; GSH,
glutationa; GSSG, glutationa oxidada; Trx, tiorredoxina;, TrxR,
tiorredoxina  redutase; SOD,  superdxido  dismutase;  Prx,
peroxirredoxina.

Fonte: do autor.

Estudos em camundongos demonstram um aumento da
atividade da GSK-3p apds a indugdo do comportamento tipo-depressivo
associado a um trauma cerebral leve (SHAPIRA et al., 2007). Também
a atividade serotoninérgica é regulada pela fosforilacdo e desfosforilacdo
da GSK-3B. Um estudo com camundongos transgénicos nos quais havia
uma reducdo da producdo de serotonina, mostrou que estes animais
apresentavam um aumento significante da atividade de GSK-3p, além
de comportamento tipo-depressivo (BEAULIEU et al., 2008). A
fosforilagio de GSK-3p é aumentada pela ativagdo de receptores SHTj,,
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diminuindo assim sua atividade, por outro lado a ativacdo de receptores
5HT, leva a um aumento da atividade da GSK-3pB (LI et al., 2004).
Portanto, alteracfes nos sistemas serotoninérgicos podem determinar
aumento da atividade da GSK-3fB, sendo um fator importante na
fisiopatologia da depressédo (JOPE e ROH, 2006).

A GSK-33 ativada é uma caracteristica da DA por
hiperfosforilar a proteina TAU, também por ser ativada por um dominio
intracelular da proteina precursora amiloide (GHOSAL et al., 2009).
Nesse contexto, compostos que inibem a GSK-3B constituem um
importante alvo terapéutico para o tratamento da DA, pois impedem a
hiperfosforilagdo da proteina TAU e acarretam na diminui¢do da
clivagem da PPA (PHIEL et al., 2003). Como consequéncia da GSK-3
ativa o controle do estresse oxidativo é afetado, pois ocorre uma
diminuicdo da transcricdo dos fatores antioxidantes. Essa situacdo é
comum em condic¢Bes presentes no envelhecimento e doengas cronicas
desencadeando alteracdes no controle das espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio em das defesas moleculares antioxidantes que se tornam
ineficientes para a homeostase. Assim, 0 estresse oxidativo comeca a
danificar uma série de macromoléculas, tanto no citosol, no nicleo e nas
mitocOndrias. Este dano ocorre ao longo da vida e conduz a uma série
de cascatas que pode culminar em morte neuronal por apoptose e/ou
necrose (RODRIGUES, PETERSEN e PERRY, 2014).

O encéfalo é particularmente propenso a danos ocasionados por
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, sabe-se que o encéfalo é
altamente rico em 4acidos graxos poliinsaturados e pobre em defesas
antioxidantes. Além disso, este 6rgao requer alto consumo de oxigénio e
existe uma quantidade consideravel de metais redox-ativos, como cobre
e ferro (VALKO et al., 2007; MANGIALASCHE et al., 2009). E
importante ressaltar que areas envolvidas na fisiopatologia da depressao
e da DA, como hipocampo e cértex pré-frontal sdo afetados por esse
desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e defesas
antioxidantes, isso parece desempenhar um papel importante na
patogénese da depressdo e da DA (FRODL et al., 2002; SAVITZ e
DREVETS, 2009; RODRIGUES, PETERSEN e PERRY, 2014).

Assim o estresse oxidativo pode ser considerado um marcador
neurobioldgico importante presente na depressdo e na DA. O estresse
oxidativo pode ser induzido pelo peptideo AP, o mesmo € capaz de
aumentar as especies reativas de oxigenio e nitrogenio por interagir com
0s complexos da cadeia respiratoria na mitocondria, consequentemente
ocorre uma disfuncdo do processo de respiragdo celular e um aumento
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das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Como resultado, peptideo
AP pode induzir entdo a disfungdo sindptica, cascatas de apoptose,
hiperfosforilagdo da proteina TAU, gerando uma reducdo da capacidade
cognitiva (MATTSON, 2004; LAFERLA, GREEN e ODDO, 2007).
Estudos j4 demonstraram que a injecdo intracerebroventricular de
peptideo AP induz estresse oxidativo em roedores (PREDIGER et al.,
2007). A relag8o do estresse oxidativo como causa ou consequencia da
DA ainda é inconclusiva, porém estudos mostram que 0 estresse
oxidativo recorrente do envelhecimento ou da disfungcdo mitocondrial,
poderiam ser o gatilho inicial da amilodogenese. Ainda, é fato que
respostas oxidativas estdo presentes tanto estagio inicial quanto no final
da DA, sendo entdo importante alvo terapéutico na DA (FRANK-
CANNON et al., 2009; VERRI et al., 2012).

1.5 A CREATINA

A creatina (Cr) é um composto tipo-guanidina, sintetizado
endogenamente nos rins, pancreas, testiculo e também no encéfalo. Essa
sintese acontece a partir de aminoacidos glicina, arginina e metionina,
através da reacdo das enzimas L-arginina glicina amidinotransferase
(AGAT) e guanidino acetato metiltransferase (GAMT) (Figura 6)
(BRAISSANT et al, 2001; PERSKY E BRAZEAU, 2001).
Endogenamente 0 organismo sintetiza cerca de 1 a 2 gramas por dia e 0
restante é proveniente da dieta, principalmente por meio do consumo da
carne vermelha e peixes (WYSS E KADDURAH-DAOUK, 2000).
Independente de sua origem (enddgena ou exdgena), a creatina é
transferida aos vasos sanguineos por difusdo, sendo distribuida para os
tecidos nos quais é captada por meio de transportadores especificos
dependentes de sodio e cloreto (MAK et al., 2009). Estes
transportadores sdo encontrados nos rins, coracdo, musculo liso, figado,
encéfalo e na barreira hematoencefalica (BRAISSANT et al., 2001;
PERSKY E BRAZEAU, 2001). Além disso, evidéncias mostram uma
possivel sintese de creatina no encéfalo, devido a expressdo das enzimas
AGAT e GAMT nos neurdnios, oligodendrécitos e astrgcitos. Porém,
apenas 12% dessas células expressam as duas enzimas, enquanto 30%
expressam apenas uma, sugerindo que cada célula participa da sintese de
creatina em etapas diferentes (BRAISSANT E HENRY, 2008).
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Figura 6. Sintese de Creatina e o sistema Creatina/Fosfocreatina.
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Legenda: A glicina e arginina sofrem uma reacdo catalisada
pela enzima L-arginina glicina amidinotransferase (AGAT) produzindo
ornitina e acido guanidino acetato (GAA). Na sequéncia catalisada pela
enzima guanidino acetato metil-transferase (GAMT), um grupo metil do
composto S-adenosilmetionina (SAMe) € transferido para o acido
guanidinoacetato (GAA), formando a Creatina. A Creatina sofre
interconversdo a Fosfocreatina pela enzima Creatina Cinase
mitocondrial, liberando creatinina como metabolito que é excretado pela
urina. SAH: S-adenosilhomaocisteina.
Fonte: figura cedida por Agatha Olivera

Depois de sintetizada, em tecidos alvos a creatina pode ser
fosforilada na mitocdndria pela enzima creatina cinase mitocondrial,
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sendo convertida em fosfocreatina com gasto de um ATP por molécula
de fosfocreatina produzida. No citosol este composto de alto poder
energético pode ser reconvertido em creatina pela creatina cinase
citosolica, liberando uma molécula de ATP, sendo que a creatina
formada é novamente transportada para o espaco intermembranoso
mitocondrial ou quando no SNC, pode ser armazenada em vesiculas
coom outros neurotransmissores. Assim, a creatina contribui para que
ndo ocorra grandes oscilagBes nos niveis de ATP e ADP que poderiam
ocorrer nesses tecidos. Por esse motivo, fungdes cerebrais que
necessitam de energia, como transporte de sodio e calcio, sinalizagdo
intracelular e transporte axonal e dendritico, acionam o sistema Cr/PCr
(Figura 7) (AMES, 2000). Assim, a creatina tem efeitos benéficos em
situagBes nas quais ocorrem disturbios no metabolismo energético
mitocondrial, como é o caso da DA e também da depressdo
(FERREIRA et al., 2010).
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Figura 7. A creatina no Sistema Nervoso Central.
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Legenda: A creatina pode ser sintetizada em astrdcitos,
neurbnios e oligodendrécitos. A enzima L-arginina glicina
amidinotransferase (AGAT) catalisa a conversdo de glicina e arginina a
acido guanidinoacetato (GAA). A partir do GAA, a enzima guanidino
acetato metil-transferase (GAMT) utiliza um grupo metil doado pela S-
adenosilmetionina (SAM) e forma a creatina. Ela vai para 0 meio
extracelular através de transportadores especificos (CRTS) e atuar em
outros neurdnios. A creatina sintetizada perifericamente ou proveniente
da dieta ultrapassa a barreira hematoencefalica e chega ao encéfalo.
Dentro de neurbnios, a creatina pode ser interconvertida em
fosfocreatina de acordo com a demanda energética, pela enzima creatina
cinase(CC).

Fonte: figura cedida por Agatha Oliveira
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Além disso, acredita-se que a creatina também tenha um papel
neuromodulador no SNC, ela é armazenada em vesiculas
glutamatérgicas e GABAGérgicas, sendo liberada na fenda sinaptica
mediante ondas de despolarizacdo. A creatina parece interagir ativando
receptores 5-HT 4 pOs-sinapticos e al-adrenérgicos, dopaminérgicos Dy
e D,, bem como inibindo os receptores 5-HT14 pré-sinapticos e NMDA
(CUNHA et al., 2013b; CUNHA et al., 2013c) Também a creatina esta
relacionada com a ativagdo de vias de sinalizacdo intracelular mediada
por PI3K/AKT, Nrf2/HO-1, mTOR, PKA, PKC, MEK/ERK % e
CAMK-2 e de uma inibicdo de GSK-3p (CUNHA et al., 2015)
(CUNHA et al., 2015). A interacdo da creatina com esses receptores
estdo relacionados com o efeito tipo-antidepressivo da creatina. (Figura
8) (ALMEIDA et al., 2006). A grande quantidade de creatina cinase
encontrada no hipocampo e no cdrtex frontal sugere a importancia da
creatina no desenvolvimento cerebral e nas fungdes cognitivas
(KALDIS et al., 1996).
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Figura 8. Sistema creatina/fosfocreatina e papel neuromodulador.
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Legenda: A manutengdo do tampéo energético da creatina inicia-se na
mitocondria, 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-HTi, oy-
adrenérgicos, NMDA, sendo determinante para o efeito tipo-
antidepressivo deste composto tipo-guanidina. Estuda-se a possibilidade
de um receptor especifico para a creatina embora ndo tenha sido clonado
até o presente momento. Fonte: Imagem cedida por Priscila Batista.
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Estudos também demonstram uma reducgdo nos niveis de creatina em
diversas regides cerebrais de pacientes com depressdo, principalmente
no coxtex 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). A eficicia da suplementacdo da
creatina como um potenciador dos efeitos de antidepressivos classicos,
como os inibidores de receptacdo de serotonina, em pacientes refratarios
ao tratamento ja foi demonstrada em estudos clinicos (KONDO et al.,
2011; LYOO et al., 2012). A creatina apresenta uma vantagem por
apresentar inicio dos efeitos antidepressivos rapido (1 a 3 semanas),
guando comparado com as terapias convencionais que podem demorar
até 5 semanas para comecar a apresentar efeito antidepressivo
(NESTLER 2002). Outro ponto positivo da creatina € que a mesma nado
apresenta efeitos colaterais significativos (POORTMANS e
FRANCAUX, 1999; KONDO et al., 2001; LYOO et al., 2012; NEMET
e LEVINE, 2013).

Um estudo realizado no neocértex de pacientes postmortem
com DA, mostrou uma diminuicdo da atividade de creatina cinase
citosélica quando comparado com o controle (AKSENOV et al., 1997).
Outro estudo realizado no giro médio temporal de pacientes com DA
mostrou uma diminuicdo da atividade da creatina cinase citosolica nessa
regido, quando comparado com controle. Indicando que disfuncdo do
sistema creatina/fosfocreatina pode estar relacionada com a DA
(AKSENOV et al., 2000).

Também a creatina parece inibir a GSK-3p, apresentando efeito
tipo-antidepressivo relacionado com a inibigdo desta cinase, em um
estudo em cultura de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y, a
creatina foi capaz de prevenir a desfosforilacdo (ativacdo) desta enzima
(Ser9) induzida por 6-hidroxidopamina (CUNHA et al., 2013a). A
creatina apresenta efeito tipo-antidepressivo, demonstrado por nosso
grupo, no teste de suspensdo pela cauda (TSC) em camundongos
(CUNHA et al., 2010, 2013c). Este efeito parece estar relacionado com
a via GSK-3p/Nrf-2/ HO-1 (CUNHA et al., 2013a(CUNHA et al.,
2015).

1.6 O MODELO EXPERIMENTAL DE DOENCA DE ALZHEIMER
INDUZIDO PELO PEPTIDEO B-AMILOIDE 1-40
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O modelo experimental de doenca de Alzheimer induzido pelo peptideo
B-amiloide 1-40 é baseado na hipotese da cascata amiloide, no qual
agregados de peptideo B-amiloide sdo administrados via
intracerebroventricular nos animais (HARDY e SELKOE, 2002). A
administragdo desses agregados induz neurotoxidade, gerando uma
cascata de insultos celulares, causando lesbes mitocondriais, disturbio
do metabolismo do cacio, lesdo do reticulo endoplasmatico,
internalizacdo de receptores, de neurotransmissores, inibi¢do do sistema
ubiquitinaproteossoma, inflamacdo e ativagdo da microglia, além de
afetar mecanismos de formacdo de novas memorias. Nesse modelo ndo
é observado a presenca de placas senis e emaranhados neurofibrilares,
gue sdo marcadores da DA, porém esse modelo é bastante utilizado para
rastreamento de novas drogas (GOTZ et al., 2011; LAURIJSSENS,
AUJARD e RAHMAN, 2013; PUZZO et al., 2014).

Ainda, estudos demonstram que administragdo do peptideo B-
amiloide 1-40 em camundongos mimetiza sintomas presentes na DA,
prejudicando o processo de aquisi¢do de memoria no teste do labirinto
aquatico de Morris e no teste do reconhecimento do objeto novo
(MEDEIROS et al., 2007; PREDIGER et al., 2007; TAKEDA et al.,
2009; DOS SANTOS et al., 2013). Além disso, a administragdo do AB1-
40 em camundongos produz comportamentos tipo-depressivos em
diferentes testes comportamentais, como o teste de suspenséo pela cauda
(TSC) e o teste do nado forcado (TNF). E importante destacar que
nestes modelos preditivos a administracdo de fluoxetina, um ISRS e da
desipramina, um ISRSN, reverte o comportamento tipo-depressivo neste
modelo induzido pela administragdo de AB1-40 (PAMPLONA et al.,
2010; DOS SANTOS et al, 2013; LEDO et al, 2013).
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2. JUSTIFICATIVA
Estimativas da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) e da
Associacdo Internacional de Doenca de Alzheimer (ADI) prevéem que o
nimero de individuos com DA pode chegar a 67,5 milhdes em 2050,
consequentemente aumentaria o nimero de individuos acometidos com
a comorbidade depressdo/DA (GAUTHIER et al., 2010).
Tendo em vista que:

i) Pacientes com DA necessitam tomar medicamentos
(anticolinesterasicos e/ou memantina) para o tratamento da
doenca, quando 0s mesmos apresentam sintomas
neuropsiquiatricos, novos medicamentos sdo adicionados
ao tratamento (NAGLIE et al., 2011).

i) Os farmacos utilizados para tratar a depressdo apresentam
diversos efeitos colaterais, contribuindo fortemente para a
diminuicdo da qualidade de vida do paciente, o que pode
ser ainda mais prejudicial em pacientes ja acometidos com
DA (BEASLEY et al., 1991; SANACORA, TRECCANI e
POPOLI, 2012). Demonstrando assim grande necessidade
do desenvolvimento de terapias antidepressivas ou de
substancias que possam aumentar a eficacia clinica no
tratamento convencional da depressao.

iii) A suplementacdo com creatina, j& conhecida por apresentar
efeito antidepressivo em estudos clinicos e pré-clinicos
(AMITAL et al., 2006; ROITMAN et al., 2007; KONDO
et al., 2011; CUNHA et al., 2013b; CUNHA et al., 2013c),
é considerada bem tolerada por humanos. (POORTMANS
e FRANCAUX, 1999). Por ser um agente neuroprotetor
que ndo apresenta efeitos colaterais significativos
(POORTMANS e FRANCAUX, 1999; BRAISSANT E
HENRY, 2008), pode ser um agente promissor para 0
tratamento da depressdo associada a DA.

Este trabalho pretende investigar o efeito do tratamento agudo com
creatina em um modelo de comportamento tipo-depressivo
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induzido pela administracdo do peptideo p-amiloide 1-40,
verificando a participacdo da via GSK-3p/Nrf2/HO-1. Considerando o
impacto social da depressdo associada a DA, esperamos contribuir para
0 estabelecimento de possiveis alternativas terapéuticas que possam
auxiliar no tratamento convencional para essas enfermidades, bem como
expandir os conhecimentos da fisiopatologia da depressdo quando
associada a DA e do efeito tipo-antidepressivo da creatina.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial farmacolégico da creatina administrada
agudamente, em um modelo de comportamento tipo-depressivo
induzido pelo peptideo B-amiloide 1-40. Para este fim, serdo analisados
em camundongos pardmetros comportamentais e bioquimicos referentes
a uma possivel via de sinalizacdo implicada neste efeito, a via GSK-
3B/Nrf2/HO-1.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Em um modelo de comportamento tipo-depressivo induzido pelo
peptideo B-amiloide 1-40, verificar:

a) O efeito da administragdo aguda de creatina no TSC, TCA e TBS.

b) Verificar o imunocontetdo de proteinas, como GSK-33 ¢ HO-1, em
amostras do hipocampo de animais tratados agudamente com creatina.

c) Verificar os niveis de GSH, em amostras de hipocampo de animais
tratados agudamente com creatina.

d) Verificar a atividade enzimatica da GR e TrxR, em amostras de
hipocampo de animais tratados agudamente com creatina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Os procedimentos experimentais propostos foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFSC (PP00795).
Camundongos Swiss fémeas, pesando entre 30-45g, com idade entre 45-
60 dias foram utilizados. Os animais foram mantidos a temperatura
ambiente de 20-22°C com livre acesso a agua e comida, em ciclo claro
escuro de 12:12h (07:00-19:00). Os animais foram fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina e mantidos
no Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica. Todos os
experimentos foram realizados entre 13h e 17h. Os animais foram
ambientados no local onde serdo realizados os experimentos 24h antes
dos testes comportamentais e distribuidos de maneira aleatoria nos
grupos experimentais (n=9-12 animais por grupo). Os procedimentos
foram realizados de acordo com os principios éticos do COBEA e todos
os esforcos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais.

4.2 FARMACOS E TRATAMENTO
Modelo do peptideo B-amiloide 1-40

A inducdo do comportamento tipo-depressivo foi realizada pela
administragdo de peptideo B-amiloide 1-40 (400 pmol/3pl/animal) por
via intracerebroventricular (i.c.v.) dez dias antes dos testes
comportamentais (PAMPLONA et al., 2010; DOS SANTOS et al.,
2013). Como descrito por Coraci e colaboradores (ano), o fragmento
AP1-40 (SigmaAldrich, USA) foi diluido em PBS (pH 7,4; 1 mg/ml) e
incubado a 37°C durante 4 dias, para induzir agregacdo. Para
administragdo i.c.v. da forma agregada do peptideo, os animais foram
inicialmente anestesiados com isoflurano (1 mg/ml; Abbot Laboratérios
do Brasil Ltda.,, Brasil). Este procedimento foi necessario para
contengdo dos animais possibilitando a administragdo do peptideo, o
qual foi administrado utilizando uma agulha de 0,4 mm de didmetro
conectada por uma cénula de propileno a uma seringa Hamilton 25 pl. A
agulha foi inserida perpendicularmente no crénio, diretamente no
ventriculo lateral esquerdo, utilizando o bregma como referéncia. O loca
da injecdo foi de 1 mm para a direita ou a esquerda do ponto médio de
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uma linha tracada até a base anterior das orelhas (1 mm lateral e 1 mm
posterior ao bregma, com uma perfuracdo de 2,4 mm de profundidade)
(DOS SANTOS et al., 2013).

A creatina monohidratada (Amerifit, USA) e a fluoxetina
(Teuto/Pfizer, Brasil), um ISRS, foram diluidos em &gua destilada e
administrados por via oral.

Avaliagdo do efeito da creatina em um modelo de comportamento
tipo-depressivo induzido pelo peptideo Ap1-40.

A fim de verificar o efeito da creatina no modelo de
comportamento tipo-depressivo induzido pelo peptideo B-amiloide 1-40,
os animais receberam administracao de peptideo B-amiloide 1-40 (400
pmol/3 ul/animal, i.c.v), ap6s recuperacdo os mesmo foram colocados
no vamente em suas caixas. Para ambientacdo dos animais eles foram
colocados na sala de experimento 24 horas antes dos testes
comportamentais, por fim no décimo dia ap6s a administracdo do
peptideo B-amiloide, os animais receberam uma Gnica administracdo de
creatina (0,01 ou 10 mg/Kkg, p.0.), ou fluoxetina (10 mg/kg, p.o., controle
positivo), e 60 minutos ap6s as administragdes os mesmos foram
submetidos aos seguintes testes: TSC, TCA e ao TBS, sem intervalo de
tempo entre os testes, sendo em seguida decapitados para remocdo do
hipocampo e avaliacdo dos parametros bioquimicos (Figura 9).
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Figura 9. Esquema do protocolo experimental.
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Legenda: i.c.v., intracebroventricular; p.o., via oral; TSC, teste de
suspensdao pela cauda; TCA, teste do campo aberto, TBS, teste de
borrifagem de sacarose.

Fonte: do autor.

4.3 TESTE DE SUSPENSAO PELA CAUDA (TSC)
O TSC € um teste baseado na observagdo de que 0s animais

submetidos a uma situacdo inescapével, apdés um periodo de agitacdo
inicial, adotam uma postura de imobilidade. O teste tem validade
preditiva, pois com o uso de antidepressivos classicos o tempo de
imobilidade é diminuido. Nesse teste, 0s camundongos foram suspensos
50 cm acima do chdo e presos pela extremidade da cauda por fita
adesiva e 0 tempo de imobilidade (em segundos) foi registrado durante 6
minutos (Figura 10) (STERU et al., 1985).



56

Figura 10. Teste de suspenséo pela cauda

Legenda: A) Representa o animal imével e B) representa o animal em
movimento.
Fonte: imagem cedida por Agatha Oliveira.

4.4 TESTE DO CAMPO ABERTO (TCA)
Com objetivo de excluir a possibilidade de um efeito

piscoestimulante ou sedativo dos compostos administrados, 0s animais
foram submetidos a0 TCA (RODRIGUES et al., 2002). Nesse teste, 60
minutos apés a administracdo de creatina, fluoxetina ou veiculo, os
animais foram colocados em uma caixa de madeira medindo 40X60X50
cm (largura/comprimento/altura), onde o chdo é dividido em 12
guadrantes iguais. O nimero de quadrantes cruzados pelo animal com as
quatro patas foi registrado durante 6 minutos (Figura 11). Apds o teste
o0 aparato foi devidamente higienizado com papel toalha umedecido em
alcool 10%.



57

Figura 11. Teste do campo aberto.

Fonte: imagem cedida por Agatha Oliveira.

4.5 TESTE DE BORRIFAGEM DE SACAROSE (TBS)
Nesse teste, uma solucdo de sacarose 10% foi borrifada no

dorso dos animais, 0s quais posteriormente foram colocados em uma
caixa de acrilico (9 x cm x 7 cm x 1lcm) (Figura 12). O
comportamento de autolimpeza e a laténcia para inicio do mesmo foi
registrada por um periodo de 5 minutos. No TBS é possivel observar um
comportamento tipo aneddnico e motivacional, sendo que compostos
antidepressivos aumentam o tempo de autolimpeza e diminuem o tempo
de laténcia para iniciar este comportamento (WILLNER, 2005;
MORETTI et al., 2012).
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Figura 12. Teste de borrifagem de sacarose.
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Fonte: Imagem cedida por André Roberto da Silva Colla.

4.6 IMUNODETECCAO DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

O imunoconteldo de GSK-3B e¢ HO-1 no hipocampo dos
animais submetidos ao modelo do peptideo B-amiloide foram
determinados por meio de imunodeteccdo por Western Blot, de acordo
com protocolo descrito em trabalho realizado pelo nosso grupo
(MORETTI et al., 2013).

Ap6s a submissdo aos tratamentos, todos os animais foram

decapitados e o encéfalo de cada animal foi removido e o0s hipocampos
foram rapidamente dissecados (4°C), colocados em nitrogénio liquido e
posteriormente armazenados a -80°C até o uso. As amostras foram
preparadas segundo Oliveira et al. (2008). Os tecidos hipocampais
foram homogeneizados mecanicamente em 200 pL de tampdo de
homogeneizacdo (Tris 50 mM pH 7,0, EDTA 1 mM, fluoreto de sédio
100 mM, PMSF 0,1 mM, Na3v04 2 mM, Triton X-100 1%, glicerol
10% e 34 Cocktail inibidor de proteases). O homogenato foi
centrifugado (10.000 x g por 10 min, a 4°C) para a eliminagéo de restos
celulares, e o sobrenadante (300 pl) diluido 1/1 (v/v) em solugdo (Tris
100 mM pH 6,8, EDTA 4mM, SDS 8%) e aquecidos a 100°C por 5 min.
Apb6s homogeneizacdo uma aliquota foi retirada para a dosagem de
proteinas. Em seguida adicionou-se numa proporcao de 25:100 (v/v) a
solucdo de diluicdo de amostra (glicerol 40%, Tris 25mM e azul de
bromofenol, pH 6,8). O conteldo proteico foi estimado através do
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método adaptado de Lowry (LOWRY et al., 1951) e a concentracdo
proteica estimada a partir de uma curva padrao de soro albumina bovina.
As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
(concentragdo 10%) contendo SDS (SDS-PAGE) e gel de entrada com
4% de acrilamida. A seguir as proteinas foram transferidas para as
membranas de nitrocelulose. Para verificar a eficiéncia do processo de
transferéncia as membranas foram coradas cm Ponceau 0,5% em &cido
acético 1%. Apo6s este processo, as membranas foram bloqueadas
durante 1 hora com leite em p6 desnatado 5% TBS (Tris 10 mM, NaCl
150 mM, pH 7.5).

As membranas foram incubadas com anticorpos da Cell
Signaling® anti- fosfo-GSK-3p (Ser” (1:1000) e anti-GSK-3B (1:1000),
e com anticorpos da Santa Cruz anti-HO-1 (1:500) e anti-B-actina
(1:250) para verificar se a mesma quantidade de proteinas teriam sido
aplicadas no gel. As proteinas foram verificadas na mesma membrana e
os imunocomplexos foram removidos conforme descrito previamente
por (POSSER et al., 2007). De forma simplificada, as membranas foram
lavadas uma vez com 4gua deonizada (5 minutos), em seguida foram
incubadas com NaOH 0,2 M (5 minutos), lavadas com deonizada (5
minutos) e por Gltimo com TBS-T (5 minutos). As membranas ficaram
incubadas com o anticorpo de interesse overnight a 4°C em agitagéo
constante. No dia seguinte, para a deteccdo dos complexos imunes, as
membranas foram incubadas por 1 hora com anticorpo secundario anti-
rabbit ou anti-mouse (conforme descrito pelo fabricante de cada
anticorpo) conjugado com peroxidase (1:5000) e a imunorreatividade
das bandas foi revelada por quimioluminescéncia com o reagente
LumiGLO® (Cell Signaling, Beverly, MA, EUA) segundo
especificacdes do fabricante e com uso do equipamento de revelagdo
Chemidoc® (Bio-Rad Laboratories). Todas as etapas de blogueio e
incubacdo foram seguidas por trés lavagens (5 minutos cada) das
membranas com TBS-T.

A densidade Optica (DO) das bandas foi quantificada usando
Scionlmage software® (Frederick, MD, EUA). O nivel de fosforilacdo
da GSK-3p (Ser9) foi determinado pela razdo entre a DO fosforilada /
DO total. Para as outras proteinas foi feita a razdo DO proteina total
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/DO B-actina. Os dados foram expressos como porcentagem em relacdo
ao controle (considerado como 100%).

4.7 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA PARAMETROS DE
ESTRESSE OXIDATIVO

Para as andlise dos parametros de estresse oxidativo, o
hipocampo foi homogeneizado em 10 volumes de tampéo fosfato (50
mM, pH 7.4). Os homogenatos todo tecido foram centrifugados a 1.000
X g durante 10 min a 4 °C, para eliminacdo de nucleo e fragmentos
celulares. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi utilizado
para as determinag0es.

4.8 DETERMINAGAO DOS NIVEIS DE GLUTATIONA

Para determinar os niveis de GSH do hipocampo, foi utilizado o
método fluorimétrico de HISSIN e HILF, 1976, com algumas
modifica¢des. Este método baseia-se no principio de que os grupos tiois
da GSH reagem especificamente com orto-fitalaldeido (OPT) em pH 8,
resultando na formacdo de um produto fluorescente que é absorve luz
em 350 nm e emite luz em 420 nm. Apds homogeneizacdo, uma
aliquota do tecido foi misturado ao acido perclérico (0,6 M), e
centrifugado a 1000 x g durante 10 min a 4 °C para a precipitacdo de
proteinas. Posteriormente ao sobrenadante foi adicionado a 1,8 ml de
tampdo fosfato de sédio 100 mM, pH 8.0 e a 100 ul de OPT (1 mg/ml),
que foi medido a fluorescéncia no espectrofotébmetro (TECAN -
Austria).

4.9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA GLUTATIONA
REDUTASE

A atividade da enzima glutationa redutase (GR) foi determinada
pelo método de CARLBERG e MANNERVIK (1975). Neste método a
glutationa redutase catalisa a redugdo da glutationa oxidada (GSSG) em
presenca de NADPH. A amostra foi adicionada a um meio de reacdo
(MIX) contendo 50 mM de tampdo fosfato pH 7,0 e 0,24 mM de
NADPH. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 1,0 mM de glutationa
oxidada. O consumo de NADPH para NADP+ foi monitorado por 5
mim a 340 nm. A atividade da enzima foi expressa em unidades. Uma
unidade de GR corresponde a formacéo de 1,0 umol de NADP+ a partir
de NADPH por minuto, a pH 7,4 e 37 ° C (utilizando um coeficiente
extin¢do molar de 6,22 M-1 .cm-1 para NADPH).
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4.10 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA TIORREDOXINA
REDUTASE

A atividade da TrxR foi medida utilizando o método descrito
por (HOLMGREN e BJORNSTEDT, 1995). Resumidamente, a reacdo
foi iniciada pela adigdo de 20 ul de homogenato em 200 ul de MIX,
contendo DTNB 5 mM, Tris-HCI 50 mM, EDTA 1 mM e BSA 0,2 mg
em pH 7,4. Ap6s 5 min de leitura espectrofotométrica, foi adicionado a
reacdo 10ul de NADPH na concentracdo final de 0,2 mM, e a redugéo
do DTNB para TNB foi monitorado a 412 nm por 5 min no
espectrofotdmetro (TECAM, Austria). Os resultados foram expressos
em nmol de NADPH consumido por mim por mg de proteinas.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos parametros comportamentais e bioquimicos
foram avaliados pelo teste de Shapiro-Wilk para analisar a normalidade.
Quando considerados normais, os resultados seguiram para analise de
variancia (ANOVA) de duas vias, seguido pelo post-hoc de Newman-
Keuls, quando apropriado. 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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6. RESULTADOS

EFEITO DA CREATINA SOBRE O COMPORTAMENTO TIPO-
DEPRESSIVO INDUZIDO PELO PEPTIDEO B-AMILOIDE 1-40.

A Figura 13, painel A mostra que a administracdo aguda sistémica
(p.0.) de creatina (10 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) produziu uma
reducdo no tempo de imobilidade dos animais no TSC (p<0,05; p<0,01,
respectivamente), quando comparados com camundongos do grupo
controle, enquanto a dose de creatina (0,01 mg/kg) ndo foi capaz de
alterar esses parametros de mobilidade analisados. Além disso, a
administragdo de peptideo B-amiloide 1-40 (400 pmol/animal, i.c.v.)
aumentou o tempo de imobilidade dos animais no TSC (p < 0,01), um
efeito que foi revertido pela administracdo de creatina (0,01 e 10 mg/kg)
e fluoxetina (10 mg/kg) (p <0,01). No painel B a analise da atividade
locomotora ndo demonstrou alteraces significativas no nimero de
cruzamentos dos animais no TCA.
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Figura 13. Efeito do tratamento agudo com creatina (0,01 e 10 mg/kg,
p.o.) e fluoxetina (10 mg/kg, p.0.) no TSC (A) e no TCA (B), em um
modelo de depressdo induzido por peptideo f-amiloide 1-40.
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Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n= 9-12). * p<0,05,
**p<0,01, quando comparado com o grupo controle (veiculo + veiculo),
#p<0,05, ##p<0,01, quando comparado ao grupo AP (AP + veiculo). Os
resultados foram avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo post-
hoc de Newman-Keul.
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Na Figura 14, painel A no TBS a administracdo aguda sistémica (p.o.)
de creatina (10mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg), ndo alteraram a laténcia
para o inicio do comportamento de autolimpeza, quando comparado ao
grupo dos animais controles. A administragdo de peptideo 3-amiloide 1-
40 (400 pmol/animal, i.c.v.) aumentou o tempo de comportamento de
autolimpeza no TBS, um efeito que foi prevenido pela administragdo de
creatina (0,01 e 10 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) (p < 0,05; p< 0,01;
p<0,05, respectivamente). Ainda nesta figura, painel B a administragdo
de peptideo B-amiloide 1-40 (400 pmol/camundongo, i.c.v.) diminuiu o
tempo total do comportamento de autolimpeza dos animais quando
comparado com o grupo controle e, os tratamentos com creatina (0,01 e
10 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) foram capazes de reverter este
comportamento.
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Figura 14. Efeito do tratamento agudo com creatina (0,01 e 10 mg/kg,
p.o.) e fluoxetina (10 mg/kg, p.0.) no TBS. (A) Tempo de laténcia para o
comportamento de autolimpeza e (B) tempo total de autolimpeza, em
um modelo de depressdo induzido por peptideo B-amiloide 1-40.
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Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n= 9-12). * p<0,05,
**p<0,01, quando comparado com o grupo controle (veiculo + veiculo),
#p<0,05, ##p<0,01, quando comparado ao grupo AP (AP + veiculo). Os
resultados foram avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo post-
hoc de Newman-Keuls.

EFEITO DO TRATAMENTO COM CREATINA NA VIA
GSK-3p/Nrf-2/HO-1 EM UM MODELO DE DEPRESSAO
INDUZIDO PELO PEPTIDEO B-AMILOIDE 1-40.
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Os resultados apresentados nas figuras abaixo mostram a
expressao das proteinas GSK-3p e heme-oxigenase-1 no hipocampo dos
animais, utilizando a técnica do western blotting.

Na Figura 15 e 16. no painel A, houve um aumento na
fosforilacdo de GSK-3B no hipocampo dos animais que receberam a
creatina (0,01 mg/kg) apos inje¢do de peptideo pB-amiloide 1-40 (400
pmol/animal, i.c.v.), em comparagdo ao grupo controle (p< 0,05) e ao
grupo tratado apenas com peptideo p-amiloide 1-40 (400 pmol/animal,
i.c.v.) (p <0,05). No painel B, é possivel observar que a fluoxetina (10
mg/kg) per se aumentou a fosforilagdo de GSK-3p, quando comparada
ao grupo controle ( p<0,05) e ao grupo tratado apenas com peptideo -
amiloide 1-40 (p <0,05). Nos painéis A e B da figura 16 é possivel
observar que ndo houve alteracdo no imunocontelido de GSK-3f no
hipocampo dos animais.
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Figura 15. Efeito do tratamento com creatina (0,01 e 10 mg/kg) (Painel
A) e de fluoxetina (10 mg/kg) (Painel B) sobre o imunocontetdo
hipocampal de p-GSK-3 no modelo de depressao induzido por peptideo

B-amiloide 1-40.

300

]
=
=

P GEKARGSKIR
% controlke)

=
=1
=]

Veiculo
il 25 200 pmolanimal

3004

]
=
=]

p-GSK IpIGSK 3p
(% controle)

-
=
=]

Veiculo
Bl 25 200
pmol‘animal
@
¥ @
oF
< o

Loy
<&

Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n=5). * p<0,05
guando comparado com o grupo controle (veiculo + veiculo), #p<0,05
quando comparado ao grupo AP (AP + veiculo). Os resultados foram
avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-

Keuls.
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Figura 16. Efeito do tratamento com creatina (0,01 e 10 mg/kg) (Painel
A) e de fluoxetina (10 mg/kg) (Painel B) sobre o imunocontetdo
hipocampal de GSK-3f (painéis A ¢ B) no modelo de depressao
induzido por peptideo B-amiloide 1-40.

Veiculo Veiculo
A [l 25 400 pmolariimal B Il 45 400 pmol/animal
200- 2001
150 1504
-
2 400 =t 00 ——
%a %2
@ — o
501 50
0 0
2N O 23 20 o
& & 3 & &
A3 Q\@ .\Q@ 3% \Q@
o5 dq} Q\\)

C}G

Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n=5). * p<0,05 quando
comparado com o grupo controle (veiculo + veiculo), #p<0,05 quando
comparado ao grupo AP (AP + veiculo). Os resultados foram avaliados
por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls.
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Figura 17. Imagem representativa do efeito do tratamento com creatina
(0,01 e 10 mg/kg) e de fluoxetina (10 mg/kg) sobre o imunocontetdo
hipocampal de GSK-3p e p-GSK-3p no modelo de depressdo induzido
por peptideo B-amiloide 1-40.
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Legenda: Imagem representativa de Werstern Blotting.
Abreviagdes: Cre, creatina; Flu, fluxetina, Vei, veiculo

Na Figura 18. no painel A, houve um aumento no
imunocontetdo de HO-1 no hipocampo dos animais que receberam a
creatina (0,01 mg/kg) apds a injegdo de peptideo B-amiloide 1-40, em
comparagao ao grupo controle (p< 0,05) e ao grupo tratado apenas com
peptideo B-amiloide 1-40 (p <0,05). No painel B, é possivel observar
gue a administragdo de fluoxetina (10 mg/kg) ndo alterou o
imunoconteido de HO-1 no hipocampo dos animais.
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Figura 18. Efeito do tratamento com creatina (0,01 e 10 mg/kg) (Painel
A) e de fluoxetina (10 mg/kg) (Painel B) sobre o imunocontetdo

hipocampal de HO-1 no modelo de depressdo induzido por peptideo -
amiloide 1-40.
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Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n=5). * p<0,05 quando
comparado com o grupo controle (veiculo + veiculo), #p<0,05 quando
comparado ao grupo AP (AP + veiculo). Os resultados foram avaliados
por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Newman-Keus.
Abreviacdes: Cre, creatina; Flu, fluoxetina, vei, veiculo.
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Figura 19. Imagem representativa do efeito do tratamento com creatina
(0,01 e 10 mg/kg) e de fluoxetina (10 mg/kg) sobre o imunocontetdo
hipocampal de HO-1 no modelo de depressdo induzido por peptideo -
amiloide 1-40.
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Legenda: Imagem representativa de Werstern Blotting.
Abreviagdes: Cre, creatina; Flu, fluxetina, Vei, veiculo

EFEITO DO TRATAMENTO COM CREATINA SOBRE O
NIiVEL DE GSH NO HIPOCAMPO DE ANIMAIS SUBMETIDOS AO
MODELO DE DEPRESSAO INDUZIDO PELO PEPTIDEO B-
AMILOIDE 1-40.

Na Figura 20 é possivel observar um aumento nos niveis de
GSH no hipocampo dos animais que foram tratados com peptideo -
amiloide 1-40 (400 pmol/animal, i.c.v.) em relagdo ao grupo controle
(p<0,05). Todavia o grupo B-amiloide tratado com creatina (ambas as
doses) e fluoxetina foram capazes de manter os niveis de GSH
semelhante ao controle.
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Figura 20. Efeito do tratamento com creatina (0,01 e 10 mg/kg)
e de fluoxetina (10 mg/kg) sobre os niveis de GSH hipocampal no
modelo de depressao induzido por peptideo B-amiloide 1-40.
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Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n=5). * P<0,05
guando comparado com o0 grupo controle (veiculo + veiculo). Os
resultados foram avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo post-
hoc de Newman-Keuls. Abreviac@es: Cre, creatina; Flu, fluoxetina.

EFEITO DO TRATAMENTO COM CREATINA SOBRE A
ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES DEPENDENTES DA
ATIVACAO DE Nrf2 NO HIPOCAMPO DE ANIMAIS
SUBMETIDOS AO MODELO DE DEPRESSAO INDUZIDO PELO
PEPTIDEO B-AMILOIDE 1-40.

Na Figura 21 no painel A, é possivel observar um aumento na
atividade da enzima GR no hipocampo dos animais que foram tratados
com peptideo B-amiloide 1-40 (400 pmol/animal, i.c.v.) em relacdo ao
grupo controle (p<0,001). Entretanto, os animais tratados com creatina e
fluoxetina mais B-amiloide mantiveram a atividade enzimatica ao nivel
do controle. Da mesma forma, no painel B, é possivel visualizar um
aumento da atividade da TRXR no hipocampo do grupo tratado com
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peptideo B-amiloide comparado com controle (p<0,0001). Além disso,
foi possivel observar um aumento na atividade desta enzima no
hipocampo dos animais que foram tratados com creatina (0,01 mg/kg,
p.0.) apds a injecdo de peptideo B-amiloide 1-40 (400 pmol/animal,
i.c.v.), quando comparado ao grupo controle (p<0,0013). Porém esse
efeito ndo foi observado no grupo tratado com creatina (10 mg/kg, p.o.)
e fluoxetina ap6s indugdo com o peptideo -amiloide.

Figura 21. Efeito do tratamento com creatina (0,01 e 10 mg/kg) e de
fluoxetina (10 mg/kg) sobre a atividade de GR (painel A) e TrxR
(painel B) no hipocampo dos animais no modelo de depressdo induzido
por peptideo B-amiloide 1-40.
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Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n=5). * P<0,05 quando
comparado com o grupo controle (veiculo + veiculo). Os resultados
foram avaliados por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de
Newman-Keuls. Abreviagdes: Cre, creatina; Flu, fluoxetina.
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7. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito da
administragdo aguda de creatina em um modelo de comportamento tipo-
depressivo induzido pelo AB1-40. Uma via de sinalizagdo comum na
depressdo e na DA é a via da GSK-3p/Nrf2/HO-1. Assim, além da
avaliacdo comportamental investigamos o envolvimento desta via de
sinalizacdo no efeito da creatina no modelo proposto .

O modelo do peptideo AB1-40 é classicamente utilizado para
estudar novos compostos que auxiliem no tratamento da DA, por
mimetizar sintomas da doenca (TAKEDA et al., 2009). Porém
recentemente foi observado nesse modelo que sintomas tipo-depressivos
antecedem o0s sintomas de déficit cognitivos e de memobria
(PAMPLONA et al., 2010). Assim esse modelo torna-se uma possivel
ferramenta experimental para auxiliar no melhor entendimento da
depressdo associada a DA, possibilita também a descoberta de novos
compostos para serem utilizados posteriormente na clinica.

Entretanto, a administracao do AB1-40 causou um efeito tipo-
depressivo no TSC. O TSC é um modelo experimental muito usado para
avaliacdo da atividade antidepressivas de compostos. Nesse este, 0s
animais sdo submetidos a uma situacdo inescapavel e o tempo de
imobilidade é mensurado a diminui¢do desse é considerado um efeito
tipo-antidepressivo € 0 aumento desse tempo € considerado um
comportamento tipo-depressivo. Diferentes trabalhos demonstraram a
capacidade da administragdo de Ap1-40 em causar comportamento tipo
depressivo em modelos preditivos para depressdo.DOS SANTOS et al.
(2013) demonstrou o efeito tipo-depressivo do AB1-40 no TSC e
PAMPLONA et al. (2010) também demonstrou esse efeito no TNF,
teste que utiliza o mesmo principio do TSC.

No TBS a administragio de AP1-40 também causou um
comportamento tipo-depressivo, por aumentar o tempo de laténcia para
0 comportamento de autolimpeza e por diminuir o tempo total de
autolimpeza no teste. Outros modelos de depressdo como o estresse
cronico imprevisivel (MORETTI et al., 2012; MUTLU et al., 2012;
FRANCESCHELLI et al., 2015) e a bulbectomia olfatéria (FREITAS et
al., 2013) apresentam o mesmo perfil que a administragdo de AB1-40 no
TBS. O TBS, por sua vez, ¢ um teste comportamental utilizado para
verificagdo do comportamento tipo-anedénico e motivacional, no qual
0s animais realizam um comportamento de autolimpeza apés a
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borrifagem de uma solu¢do de sacarose em seu dorso. Modelos animais
de depressdo causam uma diminuicdo do comportamento de
autolimpeza, assim como 0 aumento da laténcia para iniciar este
comportamento, e a administracdo de antidepressivos revertem essas.
Dentre os sintomas presentes na depressdo, a anedonia € um simtoma
bastante evidente nos pacientes que possuem depressdéo e DA
(WILLNER, 2005).

A adminstracdo aguda per se de creatina (10 mg/kg) e fluoxetina
(10 mg/kg) apresentou um efeito tipo-antidepressivo no TSC, como ja
demonstrado em trabalhos do grupo (CUNHA et al., 2013c; CUNHA et
al., 2015). De fato, diferentes classes de antidepressivos como inibidores
da recaptacdo de monoaminas, triciclicos e inibidores da enzima
monoamina oxidase, reduzem o tempo de imobilidade no TSC. Ainda, o
TSC é um teste sensivel & administracdo aguda de substancias com
efeito tipo-antidepressivo (MCARTHUR e BORSINI, 2006). A dose de
creatina de 0,01 mg/kg, que ndo apresentou efeito tipo-antidepressivo
per se, foi efetiva em previnir o efeito tipo-depressivo causado pela
administragdo do AB1-40. Isso pode ter ocorrido pelo fato do dano
causado pelo API1-40 como aumento de estresse oxidativo,
neuroinflamacédo e disfuncdo mitocondrial, devido & interacdo do AP1-
40 com a cadeia transportadora de elétrons na mitocOndria
(RODRIGUES, PETERSEN e PERRY, 2014). Assim, uma pequena
dose de creatina pareceu ser suficiente para mostrar alteracfes no teste
comportamental. Isto também ocorreu com agmatina no modelo do
TNF-a , que ¢é utlizado para mimetizar sintomas a depressao (NEIS et
al., 2014) e também com a vitamina E no mesmo modelo (MANOSSO
et al., 2013). Ainda, os grupos que foram submetidos & administracéo de
APB1-40 e posteriormente receberam creatina (10 mg/kg)e fluoxetina (10
mg/kg) também apresentaram efeito tipo-antidepressivo no TSC. Por
ndo apresentar nenhuma alteragdo na atividade locomotora no TCA, é
possivel concluir que a creatina e a fluoxetina possuem de fato efeito
tipo-antidepressivo e que o AB1-40 possui efeito tipo-depressivo.

No TBS, as doses de creatina (0,01 e 10 mg/kg) e fluoxetina (10
mag/kg) per se ndo mostraram efeito na diminuicdo do tempo de laténcia
para iniciar o comportamento de autolimpeza. Porém as doses creatina
(0,01 e 10 mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg) foram capazes de impedir o
esse aumento causado pela administragdo do AP1-40. Também essas
doses de creatina e fluoxetina foram capazes de impedir parcialmente a
diminuicdo do tempo total de autolimpeza no TBS, causado pela
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administragdo de AP1-40, caracterizando um efeito tipo-antidepressivo
dos compostos nesse teste.

A depressdo na DA é tratada com antidepressivos convencionais,
que apresentam diversos efeitos colaterais, que sdao somados ao efeitos
colaterais dos farmacos utilizados para tratar a DA, diminuindo a
qualidade de vida dos pacientes (KIM, KIM e KONG, 2013). Outra
limitacdo nessa comorbidade é o diagnostico, o qual ainda ndo possui
parametros bem estabelecidos. Dentre 0s manuais utilizados para
diagndstico de depressdo na DA estdo o DSM-V, a Escala Cornell de
depressdo em deméncia (ECDD), (Critérios para depressao na doenga de
Alzheimer — PDCdAD) entre outros, mas ainda ndo ha consenso de qual
a melhor maneira para realizacdo do diagndstico (ENGEDAL et al.,
2011).

Em relacéo aos ensaios bioquimicos realizados neste trabalho, foi
observado que a administracdo de creatina na dose de 0,01 mg/kg
aumentou a fosforilagdo de GSK-3B no residuo de serina 9 o e
imunocontetdo de HO-1 no homogenato total de hipocampo dos
animais que foram submetidos a administragdo do peptideo p-amiloide.
A GSK-3pB quando fosforilala no residuo de tirosina 216 ¢ ativada e as
fungdes dowstream benéficas exercidas pelo Nrf2 ndo ocorrem. Porém
guando fosforila no residuo de serina 9, a GSK-3p ¢ inibida, assim Nrf2
transloca para o nlcleo e como consequéncia a HO-1 é transcrita (JOPE
e ROH, 2006; GOZZELINO, JENEY e SOARES, 2010). A via da
GSK-3p parece estar entre os mecanismos que medeiam a relagdo entre
depressdo e DA. Nas duas patologias observa-se uma reducao do aporte
neutréfico e estimulagdo de cascatas pro-inflamatérias, que estéo direta
ou indiretamente relacionadas ao aumento da atividade de GSK-3f
(LEONARD, 2007; CARACI et al., 2010).

Um estudo do nosso grupo de pesquisa, demonstrou que a

creatina aumenta a fosforilagdo de AKT e no mesmo estudo também é
mostrado que sua atividade antidepressiva depende de PI3K (CUNHA et
al., 2015), com essas evidéncias parece que a fosforilacdo da GK3-3f
pela creatina pode ser dependente da ativacdo da via AKT/PI3K. A
inibicdo da GK3-3B pela fluoxetina ja foi demonstrada por outros
grupos de pesquisa (SU et al., 2012; HUI et al., 2015), devido a esta
caracteristica da fluoxetina, a mesma foi escolhida para ser controle
positivo nesse trabalho. Neste trabalho, de maneira semelhante ao
demonstrado na literatura, fluoxetina (10 mg/kg) per se aumentou a
fosforilago de GSK-3f no hipocampo dos animais. A administra¢do de
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AP1-40 ndo mostrou alteracdo na fosforilagdo de GSK-3p noresiduo de
serina 9, pois possivelmente o peptideo estaria fosforilando o residuo de
tirosina 216, e ativando essa cinase. Um estudo realizado em células
PC12, demonstrou que ap6s 24 horas do tratamento com peptideo AB1-
42 ocorreu um aumento na fosforilagdo de GSK-3p no residuo de serina
216 (KIM, E. A. etal., 2015; KIM, H. G. et al., 2015).

O aumento do imunoconteddo de HO-1 pela creatina em
camundongos Swiss machos, ja foi demonstrado em um trabalho do
nosso grupo de pesquisa, no qual foi verificado um aumento no
imunoconteddo de HO-1 no hipocampo de animais tratados com
creatina (1 mg/kg) (CUNHA et al., 2015). Porém, este é o primeiro
estuda a avaliar o efeito da creatina no modelo de comportamento tipo-
depressivo induzido pela administragdo do peptideo AB1-42. No mesmo
estudo citado anteriormente foi demonstrado que a atividade
antidepressiva da creatina é dependente de Nrf2/HO-1. O aumento de
HO-1 pode ser devido & inibicdo de GSK-3p e consequente translocagdo
de Nrf2 para o nucleo (KASPAR, NITURE e JAISWAL, 2009). A
ativacdo de Nrf2/HO-1 promove uma a¢do citoprotetora, pois 0 grupo
heme livre é catabolizado pela HO-1 em ferro, monoéxido de carbono e
biliverdina, impedindo que a célula sofra morte celular programada
(GOZZELINO, JENEY e SOARES, 2010). Uma contradicdo nesse
efeito citoprotetor, é que a liberagdo de ferro poderia contribuir para
formagdo de radicais livres (reacdo de Fenton), mas o organismo tem
mecanismos de neutralizar o ferro liberado nessa reacdo (BAKER,
ANDERSON e BAKER, 2003). Esse efeito citoprotetor é importante
para manter a homeostase redox na depressao e na DA.

Outras proteinas como a GR e a TrxR, também dependem da
ativacdo de Nrf2. Este fator de transcricdo em condicGes basais esta
ligado a Keapl, uma proteina que se liga ao Nrf2 e promove sua
degradagdo pelo sistema proteossoma ubiquitina, no citosol. Em uma
situacdo de estresse oxidativo o Nrf2 é fosforilado no residuo de serina
40 e translocado para o nucleo, onde se liga ao ARE e regula a atividade
de transcricdo de seus genes alvos (BLOOM e JAISWAL, 2003).
Alguns desses genes S30 responsaveis por transcrever enzimas
antioxidantes, como a glutationa redutase e a tiorredoxina redutase. Os
niveis de glutationa também estdo aumentados nos animais que
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receberam a inje¢do de peptideo P-amiloide, isto pode ter ocorrido
devido ao fato de sua enzima de sintese, a gama-glutamil-cisteina
sintetase, depender da ativacio de Nrf2 para ser transcrista
(BRIGELIUS-FLOHE e MAIORINO, 2013).

Neste trabalho foi mostrado um aumento na atividade dessas
enzimas quando expostas a administragdo do peptideo p-amiloide 1-40.
Um estudo mostrou que no cérebro de pacientes com DA ha um
aumento na atividade da TrxR (LOVELL et al.,, 2000). Estudos
utilizando camundongos Swiss e 0 mesmo modelo apresentado neste
trabalho, mostram aumento na atividade da GR no hipocampo dos
animais (PREDIGER et al., 2007; SOUZA et al., 2013). Outros estudos
utilizando o modelo do estresse de restricdo, um modelo animal
utilizado para estudar depressao, também mostram aumento da atividade
de enzimas antioxidantes no hipocampo dos animais (BUDNI et al.,
2013; MORETTI et al., 2013).

Outro estudo mostra que em um estagio inicial de deméncia ha
um aumento da fosforilagdo de Nrf2 no residuo de serina 40, o qual leva
a um aumento de sua translocacdo para o nicleo e como consequéncia
aumento na transcricdo de genes. No mesmo estudo, também foi
mostrado uma tendéncia ao aumento da fosforilacdo de serina 40 em
camundongos 3xTg-AD (modelo animal triplo transgénico para DA)
jovens (MOTA et al., 2015). Estes resultados da literatura estdo de
acordo com o modelo usado, que mimetiza aspectos encontrados no
estagio inicial da DA como déficits cognitivos, disfuncdo sinaptica,
neuroinflamacéo entre outros, porém neste modelo ndo sdo encontrados
placas amiloides e emaranhados neurofibrilares (PREDIGER et al.,
2007; TAKEDA et al., 2009). Outra explicacdo para 0 aumento da
atividade dessas enzimas é o fato de que a proteina Keapl possui
residuos de cisteina reativas, que podem ser oxidadas a acido sulfénico
causando uma mudanca em sua estrutura que desestabiliza o complexo
com Nrf2 e 0 mesmo ¢é translocado para o nicleo (SOUZA et al., 2013).
O aumento da atividade das enzimas GR e TrxR e dos niveis de
glutationa no hipocampo dos animais expostos ao AB1-40, pode ter
ocorrido em uma tentativa de evitar um quadro de estresse oxidativo em
decorréncia da exposicdo do peptideo B-amiloide. O aumento da
atividade da enzima TrxR no grupo que foi submetido & administracéo
do AB1-40 e que posteriormente recebeu creatina (0,01 mg/kg) pode ser
devido a inibicdo de GSK-3B e consequente translocagdo de Nrf2 para o
nucleo, como foi mostrado nesse trabalho. Mesmo que a administragdo
do AB1-40 tenha causado um aumento da atividade das enzimas
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antioxidantes GR e TrxR, este resultado pode estar relacionado a um
efeito compensatério adaptativo na tentativa de minimizar os danos
causados pelo AB1-40, de maneira semelhante a PREDIGER et al.
(2007) e SOUZA et al. (2013). A administracdo aguda de creatina foi
capaz de prevenir as alteracBes na atividade enzimatica causadas pelo
modelo, bem como o comportamento tipo-depressivo, demonstrando sua
acdo neste modelo e reforcando a necessidade de estudos mais
aprofundados acerca dos mecanismos de acdo da creatina como um
potencial composto antidepressivo na comorbidade depressdo/DA.
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8. CONCLUSOES

O tratamento com AB1-40 (400 pmol/animal) apresentou efeito
tipo-depressivo no TSC e no TBS, reforcando evidéncias da literatura do
efeito tipo-depressivo causado pelo modelo. Agudamente, tanto a
creatina (10 mg/kg) quanto a fluoxetina (10 mg/kg) apresentaram efeito
tipo-antidepressivo per se no TSC. Apés dez dias de inje¢do com AB1-
40, os tratamentos com creatina (0,01 e 10 mg/kg) e fluoxetina (10
mg/kg) apresentaram efeito tipo-antidepressivo no TSC.

Em relacdo as analises bioquimicas, os animais tratados com
APB1-40 (400 pmol/animal) e posteriormente tratados com creatina na
dose de 0,01 mg/kg no décimo dia, demonstraram um aumento na
fosforilacdo de GSK-3B no residuo se serina 9 ¢ o imunocontetido
hipocampal de HO-1. O grupo tratado com AB1-40 e que recebeu
veiculo no décimo dia apos tratamento ndo demonstrou aumento no
imunocontetdo de fosfo-GSK-3p, GSK-3 ¢ HO-1 e também ndo foram
observadas alteragdes nos niveis de GSH e a atividade das enzimas GR
e TrxR hipocampais. Porém, o grupo pré-tratado com AB1-40 e tratado
com creatina 0,01 mg/kg no décimo dia demonstrou um aumento na
atividade da enzima TrxR no hipocampo.

Em conjunto os resultados desse trabalho mostram que o
administragdo do peptideo p-amiloide é uma forma pré-clinica
promissora para estudar associados a comorbidade depressdo/DA. A
creatina tem efeito tipo-antidepressivo nesse modelo, sendo necessarios
mais estudos pré-clinicos e clinicos para assegurar a eficacia do
composto. Contudo, o possivel envolvimento da via de sinalizacdo
GSK-3B/Nrf2/HO-1 na comorbidade depressdo/DA, bem como no efeito
da creatina nesse modelo ainda precisa ser melhor elucidado.
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9. PERSPECTIVAS

=Verificar se as alteragdes bioquimicas que ocorreram no hipocampo
ocorrem no cértex pré-frontal dos animais submetidos ao modelo do
peptideo B-amiloide 1-40 e aos tratamentos com creatina (0,01 e 10
mg/kg) e fluoxetina (10 mg/kg).

*Verificar o efeito do tratamento com creatina (0,01 e 10 mg/kg) sub-
cronico (7 dias) sobre o comportamento tipo-depressivo induzido pelo
peptideo B-amiloide 1-40.

=Avaliar o efeito do tratamento com creatina (0,01 e 10 mg/kg) por 7
dias sobre o comportamento tipo-depressivo induzido pelo peptideo B-
amiloide sobre alteragdes na atividade das enzimas antioxidantes (TrxR
e GR) e nos niveis de GSH no cortex pré-frontal e hipocampo dos
animais.

=Avaliar o efeito do tratamento com creatina (0,01 e 10 mg/kg) por 7
dias no modelo induzido por peptideo B-amiloide sobre alteracfes no
imunocontelido de p-GSK-3f e HO-1 no cdrtex pré-frontal e hipocampo
dos animais.
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