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“Life is not easy for any of us. But
what of that? We must have
perseverance and above all
confidence in ourselves. We must
believe that we are gifted for
something and that this thing must
be attained.”

— Marie Curie
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RESUMO

Os tratamentos farmacolégicos disponiveis para a depressdo demandam
semanas para surtir efeito e podem causar efeitos adversos aos pacientes. Assim,
ha uma constante necessidade de desenvolver terapias alternativas de acdo mais
rapida, segura e efetiva. O exercicio fisico apresenta efeitos benéficos sobre
diversas doencas e distdrbios neurolégicos como Parkinson, Alzheimer,
depressdo e declinio de fungdes cognitivas. A creatina, um composto endégeno
ou obtido pela ingestdo de alguns alimentos possui propriedade antidepressiva.
Nosso grupo demonstrou que a administragdo aguda de creatina em
camundongos apresentou efeito tipo-antidepressivo num teste preditivo (Teste
do Nado Forgado, TNF). O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito tipo-
antidepressivo da terapia combinada de creatina com exercicio fisico e avaliar a
expressdo de neurotrofinas no hipocampo de camundongos. Para alcancar este
objetivo, foram desenvolvidas as seguintes etapas: i) investigar o efeito tipo-
antidepressivo do tratamento crénico por 14 dias com creatina ou fluoxetina; ii)
analisar amostras do hipocampo destes animais para verificar seus efeitos sobre
a expressdo de neurotrofinas (BDNF, VEGF e FGF-2); iii) verificar o efeito
tipo-antidepressivo em camundongos submetidos ao exercicio fisico prolongado
(14, 21 e 28 dias); iv) investigar o efeito tipo-antidepressivo do tratamento
cronico (14 dias) da terapia combinada de creatina ou fluoxetina junto com
exercicio fisico (14 dias); v) analisar amostras do hipocampo dos animais
tratados com a terapia combinada de antidepressivos e exercicio fisico para
determinar a expressdo das neurotrofinas. O tratamento (por via oral) de
camundongos durante 14 dias com fluoxetina (1 e 10 mg/kg) ou creatina (0,1 e
1 mg/kg) apresentou efeito tipo-antidepressivo no TNF. Fluoxetina na dose de
10 mg/kg ou creatina na dose de 1 mg/kg administradas por 14 dias aumentaram
0 imunoconteldo de BDNF, mas ndo alteraram o de VEGF e FGF-2. A
expressdo génica de BDNF (RNAm, determinada por Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real, qRT-PCR) foi aumentada somente pela fluoxetina.
O tratamento com fluoxetina ou creatina ndo alterou significativamente a
expressdo génica de VEGF e de FGF-2. Para avaliar os efeitos do exercicio
fisico, os animais foram submetidos por 14, 21 e 28 dias a uma esteira durante
40 minutos/dia, em velocidades de 6, 8, 10 e 12 metros/minuto, na primeira,
segunda, terceira e quarta semana, respectivamente. Os animais exercitados
durante 21 e 28 dias apresentaram um efeito tipo-antidepressivo no TNF. Na
Gltima etapa, os camundongos foram submetidos & terapia combinada de
fluoxetina ou creatina associada ao exercicio fisico durante 14 dias, em doses e
tempos que ndo mostraram efeito tipo-antidepressivo. A terapia combinada de
exercicio fisico com doses subativas de fluoxetina (0,1 mg/kg) ou creatina (0,01
mg/kg) produziram um efeito sinérgico comportamental no TNF. Assim, estes
dados sugerem que o tratamento com doses menores de fluoxetina com
exercicio fisico pode ser uma terapia alternativa no tratamento da depressao.
Adicionalmente, a terapia combinada de exercicio e creatina aumentou a



expressdo protéica e génica de BDNF no hipocampo. Os resultados indicam que
a creatina associada ao exercicio fisico poderia atuar aumentando a transcricéo,
traducdo e clivagem de BDNF. Em conclusdo, estes dados mostram que a
creatina aumenta a expressdo de BDNF e que as terapias combinadas poderiam
ser alternativas potenciais para o tratamento da depressao.

Palavras-chave: creatina, exercicio fisico, fluoxetina, depressdo, BDNF.



ABSTRACT

Pharmacological treatments available for depression require weeks to
produce effect and may cause adverse effects. Thus, there is a constant
need to develop alternatives therapies more fast, safe and effective. The
exercise has beneficial effects on many diseases and neurological
disorders such as Parkinson's, Alzheimer's, depression and decline of
cognitive functions. Creatine, an endogenous compound or obtained by
the ingestion of certain foods has antidepressant property. Our group
demonstrated that acute administration of creatine in mice showed
antidepressant-like effect in predictive test (Forced Swimming Test,
FST). The aim of this study was to investigate the antidepressant-like
effect of combined therapy of physical exercise with creatine and
evaluate the expression of neurotrophins in the mice hippocampus. To
accomplish this, the following steps were taken: i) investigate the
antidepressant-like effect of chronic treatment for 14 days with creatine
or fluoxetine; ii) analyze samples from the hippocampus of these
animals for their effects on the expression of neurotrophins (BDNF ,
VEGF and FGF-2); iii) investigate the antidepressant-like effect in mice
subjected to prolonged physical exercise (14, 21 and 28 days); iv) to
investigate the antidepressant-like effect of chronic treatment (14 days)
of combined therapy of physical exercise with creatine or fluoxetine (14
days); v) analyzing samples of the hippocampus of animals treated with
the combined therapy of antidepressants and exercise to determine the
expression of neurotrophins. The treatment (per oral) of mice for 14
days with fluoxetine (1 and 10 mg/kg) or creatine (0.1 and 1 mg/kg)
showed antidepressant-like effect in the FST. Fluoxetine (10 mg/kg) or
creatine (1 mg/kg) administered for 14 days increased the
immunocontent BDNF but did not alter the VEGF and FGF-2. The gene
expression of BDNF (mRNA, determined by Real-Time Polymerase
Chain Reaction gRT-PCR) was increased only by fluoxetine. Treatment
with fluoxetine or creatine did not significantly alter the gene expression
of VEGF and FGF-2. To assess the effects of physical exercise, the
animals were subjected to 14, 21 and 28 days at a treadmill for 40
minutes/day at speeds of 6, 8, 10 and 12 meters/minute in the first,
second, third and fourth week, respectively. The animals exercised for
21 and 28 days showed an antidepressant-like effect in the FST. In the
last step, the mice were subjected to combined therapy of fluoxetine or
creatine associated with physical exercise for 14 days at doses and times
that did not show antidepressant-like effect. The combination of



physical exercise with subeffective doses of fluoxetine (0.1 mg/kg) or
creatine (0.01 mg/kg) produced synergistic behavioral effects in the
FST. Thus, these data suggest that treatment with fluoxetine at lower
doses with physical exercise may be an alternative therapy in the
treatment of depression. Additionally, the combined therapy of exercise
and creatine increased the protein and gene expression of BDNF in the
hippocampus. The results indicate that creatine associated with physical
exercise could act by increasing transcription, translation and cleavage
of BDNF. In conclusion, these data show that creatine increases the
expression of BDNF and that combined therapies could be potential
alternatives for the treatment of depression.

Keywords: creatine, exercise, fluoxetine, depression, BDNF.
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Introdugédo

1. INTRODUCAO
1.1 Depresséo

A depresséo é um transtorno de humor crénico e recorrente de
alta prevaléncia, que acomete cerca de 7 a 15% dos homens e 10 a 30%
das mulheres (NAIR e VAIDYA, 2006; TIERNEY, 2007). Estima-se
gue aproximadamente 17% da populacdo mundial apresentard pelo
menos um episddio de depressdo ao longo da vida (PINCUS e PETTIT,
2001; KESSLER et al., 2003). Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), esse transtorno afeta cerca de 121 milhGes de pessoas e
atualmente é considerada a quarta maior causa de incapacitacdo e de
mortalidade no mundo, uma vez que o individuo apresenta dificuldades
de interacGes sociais e diminuicdo da qualidade de vida. Algumas
projecdes também mostram que a depressdo possivelmente serd a
segunda maior causa de incapacitacdo em adultos até o ano de 2020
(MURRAY e LOPEZ, 1997; SKOLNICK, POPIK e TRULLAS, 2009).
Além disso, diversos estudos reforcam o impacto que a depressao exerce
sobre a populacdo, uma vez que este transtorno apresenta comorbidade
com outras doengas, como Alzheimer, Parkinson, doengas
cardiovasculares e cancer, e além do fato de que cerca de 15% dos
individuos com depressdo maior cometem suicidio (MUSSELMAN,
EVANS e NEMEROFF, 1998; NESTLER et al., 2002b; CHEN, J. J. e
MARSH, 2013; YOUNG, 2013).

Apesar de ser uma doenca de grande impacto social e
econdmico, pouco se sabe sobre a etiologia da depressdo (BLAZER,
2000). Vérios fatores de risco estdo envolvidos no desenvolvimento da
doenca, sendo o fator hereditario com influencia entre 40-50% sobre
esse risco, além de fatores ambientais como estresse emocional, doenga
fisica e traumas de infancia (BERTON e NESTLER, 2006).

1.1.1 Diagnostico

O diagndstico da depressdo é feito pela analise da
manifestacdo de um conjunto de sintomas, uma vez que ainda nao foram
descritos marcadores bioquimicos especificos para a doenga. Segundo a
American Psychiatric Association (2000), para ser diagnosticado com
este transtorno o individuo deve apresentar pelo menos 5 de 9 sintomas
(Tabela 1), incluindo obrigatoriamente humor deprimido e/ou anedonia
por pelo menos duas semanas:
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Tabela 1. Sintomas da Depressdo

Humor deprimido durante a maior parte do dia

Falta de interesse ou prazer em realizar todas ou a maior parte
das atividades

Perda ou ganho significativo de peso

Insnia ou excesso de sono

Agitacdo ou retardo psicomotor

Fadiga ou perda de energia

Sentimento de desvalia ou culpa

Dificuldade de concentracdo ou diminui¢cdo na habilidade de
pensar

Pensamentos recorrentes de morte e suicidio

Nesse contexto, a doenca apresenta dificuldades de
diagndstico por poder ser confundida com outros transtornos
psiquiatricos, como o transtorno bipolar ou com o abuso de drogas e uso
de medicamentos.

1.1.2 Hipdtese monoaminérgica e tratamento da depresséo

Ao longo das Ultimas décadas, varios estudos mostraram a
importancia do sistema monoaminérgico na fisiopatologia da depressdo
(SCHILDKRAUT, 1974). Esses estudos mostraram que baixos niveis de
monoaminas (serotonina, noradrenalina e/ou dopamina) na fenda
sinaptica, bem como a quantidade e sensibilidade de seus receptores,
desencadeiam uma deficiéncia na neurotransmissdo que culmina no
desenvolvimento da depressdo (MANN et al., 1996; DELGADO, 2000;
WONG e LICINIO, 2001). O déficit no sistema monoaminérgico como
umas das possiveis causas da depressdéo € chamado de hipdtese
monoaminérgica.

Deste modo, os tratamentos para a depressdo envolvem o
aumento da biodisponibilidade de monoaminas, principalmente
serotonina e noradrenalina, na fenda sindptica. Dentre as diferentes
classes de antidepressivos utilizadas na terapéutica podem ser citadas: i)
os inibidores da enzima monoamina oxidase retardam a degradacdo de
monoaminas na fenda sinaptica. Estes compostos sdo considerados 0s
menos seletivos, pois apresentam uma maior quantidade de efeitos
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adversos; ii) os antidepressivos triciclicos inibem a recaptacdo de
monoaminas pelos neurdnios pré-sinapticos, aumentando a sua
disponibilidade na fenda sinaptica e ativacdo dos receptores presentes
nos neurdnios pds-sinapticos (NESTLER et al., 2002a; HAMON e
BLIER, 2013); iii) os inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina
(ISRS; por exemplo a fluoxetina®) e noradrenalina blogueiam os
receptores e transportadores pré-sindpticos dessas monoaminas,
aumentando a presenca dos neurotransmissores na fenda sinaptica
(NEMEROFF e OWENS, 2002). Apesar de atuarem de maneira mais
seletiva, ensaios clinicos mostram que cerca de 27% dos pacientes
apresentam efeitos adversos durante o0 uso dessa classe de
antidepressivos, sendo os efeitos mais prevalentes ndusea, anorexia,
diarréia, insbnia, agitacdo, ansiedade e nervosismo (TRINDADE et al.,
1998). Os efeitos adversos parecem estar diretamente relacionados com
a dose utilizada e contribuem para a descontinuidade do tratamento em
cerca de 15% dos pacientes (BEASLY, 1991; MONTGOMERY et al.,
1994).

Além dos efeitos adversos, 0s antidepressivos disponiveis no
mercado apresentam um efeito terapéutico “tardio”, isto é, os efeitos
sobre 0s sintomas somente sdo observados ap6s semanas ou até mesmo
meses de tratamento (TRIVEDI et al., 2006) Mais importante, somente
cerca de 50% dos pacientes alcancam uma remissdo completa dos
sintomas (NESTLER et al., 2002b).

Os efeitos farmacoldgicos dos compostos antidepressivos
envolvem a participacdo de diferentes tipos de receptores. Um dos
receptores que medeiam o efeito dos ISRS sdo o0s receptores
serotonérgicos do subtipo 5-HT1a (HENSLER, 2002; MIDDLEMISS,
PRICE e WATSON, 2002). Esses receptores estdo localizados nos
neurdnios pré- e pdés-sinapticos e exercem diferentes efeitos sobre a
biodisponibilidade de serotonina. A ativacdo pds-sinaptica dos
receptores 5-HTla estd aumentada em ratos tratados com ISRS,
(BANTICK, DE VRIES e GRASBY, 2005; DIAZ-MATAIX et al.,
2005). Por outro lado, a ativacdo de receptores 5-HT1a pré-sinapticos
blogueia a liberacdo de serotonina na fenda sinaptica, levando a um
efeito oposto ao desejado no tratamento da depressdo (BANTICK, DE
VRIES e GRASBY, 2005; DIAZ-MATAIX et al., 2005).

Os receptores a-adrenérgicos modulam a liberagdo de
dopamina e noradrenalina e sdo também potenciais alvos no
desenvolvimento de novas terapias antidepressivas. De fato, alguns
antidepressivos atuam aumentando a densidade desses receptores no
hipocampo e cortex cerebral de camundongos e ratos (REHAVI et al.,
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1980; RUMP e MAJEWSKI, 1987, HOLSBOER e BARDEN, 1996;
DEUPREE, REED e BYLUND, 2007; VERHEIJ e COOLS, 2009).

1.1.3 Hipdtese neurotrdfica da depressédo

Além da deficiéncia de monoaminas, outros fatores estdo
envolvidos como causas da depressdo. Isto porque 0s antidepressivos
aumentam rapidamente a biodisponibilidade de monoaminas, entretanto
a remissdo dos sintomas ocorre somente apds longos periodos de
tratamento. Além disso, depletar as monoaminas em pacientes saudaveis
ndo produz as alteragbes de humor (RUHE, MASON e SCHENE,
2007).

Dessa forma, autores sugerem que o efeito terapéutico se deve
a adaptacbes downstream das vias de sinalizacdo ativadas pelas
monoaminas, como regulacdo de genes que modulam processos
fisiolégicos como neuroplasticidade, neurogénese e neuroprotecdo
(DUMAN, R. S., HENINGER e NESTLER, 1997).

Estudos mostram que pacientes deprimidos apresentam um
volume hipocampal reduzido e que, em modelos animais, o tratamento
com antidepressivos previne essa alteracdo (DUMAN, R. S., 2004;
VIDEBECH e RAVNKILDE, 2004; DRANOVSKY e HEN, 2006).
Adicionalmente, estudos evidenciam que esse tratamento leva a um
aumento da ativacdo de vias de sinalizacdo intracelular que culminam na
fosforilagdo e ativacdo do elemento de ligacdo de resposta ao AMPc
(CREB), responsavel pela sinalizacdo da sintese de diversos fatores
neurotroficos envolvidos na sobrevivéncia neuronal (NESTLER et al.,
2002a). De acordo com vérios trabalhos, a deficiéncia de fatores
neurotroficos, também chamada de hip6tese neurotrdfica, tem papel
fundamental para o desenvolvimento da depressdo. A reversdo dessa
deficiéncia por antidepressivos possivelmente exerce uma funcéao
essencial na remissao dos sintomas (NESTLER et al., 2002a; DUMAN,
R. S. e MONTEGGIA, 2006).
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Figura 1. Mecanismos de acdo dos antidepressivos na modulacdo das
monoaminas e na expressdo de neurotrofinas. Os antidepressivos (em vermelho)
atuam inibindo a recaptacdo e a degradacdo de monoaminas, levando a um
aumento de sua biodisponibilidade na fenda sindptica. A interacdo das
monoaminas com 0s receptores pds-sinapticos ativam cascatas de sinalizacéo
que no ndcleo induzem a transcricdo (expressdo génica - formacdo de
RNAmensageiro). O RNAm ¢€ utilizado no citoplasma para a tradugdo (sintese
de proteinas — como as neurotrofinas), que quando liberadas desencadeiam
processos pro-neurogénicos, de proliferacdo e de sobrevivéncia celular.
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Estudos clinicos e pré-clinicos demonstram que a depressdo
estd associada a diminuicdo dos niveis de BDNF no hipocampo e que
antidepressivos revertem esse efeito (NIBUYA, MORINOBU e
DUMAN, 1995; CHEN, B. et al., 2001; DUMAN, R. S. e
MONTEGGIA, 2006; BALU et al., 2008). Além disso, 0 aumento nos
niveis do fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) reverte a
atrofia observada no cortex cerebral e hipocampo de pacientes com
depressdao (CASTREN, 2004). Diversas evidéncias demonstram que 0
tratamento da depresséo leva a um aumento na sinalizacdo intracelular
via AMPc e ativacdo de cascatas que culminam na fosforilacdo do
CREB. Este fator por sua vez, ativa a sintese de BDNF e de outras
neurotrofinas (NESTLER et al., 2002a). O BDNF é sintetizado no
reticulo endoplasmatico como pr6-BDNF, é transportado por vesiculas a
axonios e dendritos e liberado no espago extracelular, onde sofre
clivagem a BDNF maduro. Sua interagcdo com seu receptor tipo tirosina-
cinase (TrkB) ativa as vias da PKC, da Akt e da ERK e induz, dentre
outros eventos, a neurogénese e a sobrevivéncia celular (LU, PANG e
WOO, 2005).

Além do BDNF, outros fatores neurotroficos estdo sendo
associados a fisiopatologia da depressdo, como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), o fator de crescimento do fibroblasto 2
(FGF-2), o fator de crescimento do nervo (NGF) e o fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) (SHI et al., 2010;
JAROSIK et al., 2011; PARK et al., 2011; FOURNIER e DUMAN,
2012). A modulagdo de diferentes vias de sinalizagdo intracelular estdo
associadas a esse aumento de fatores neurotréficos que regulam a
neuroplasticidade e a sobrevivéncia celular, como a ativacdo da via que
envolve a enzima célcio calmodulina cinase Il (CaMKI|I), a ativacéo das
vias da proteina cinase dependente de AMP ciclico (PKA), da via da
proteina cinase B (PKB ou Akt), da proteina cinase C (PKC) e a via da
proteina cinase ativada por mitégeno (MAPK) e cinase regulada por
sinal extracelular (ERK) (DWIVEDI et al., 2001; MANJI, DREVETS e
CHARNEY, 2001; PERERA et al., 2007; PITTENGER e DUMAN,
2008; SZEGEDI et al., 2011; GUO e FENG, 2012; ZHONG et al.,
2012).

O fator de crescimento VEGF atua como mitdgeno de células
endoteliais e estd implicado na vascularizacdo e angiogénese. Um estudo
pioneiro mostrou que células em divisdo na zona subgranular do
hipocampo formam aglomerados ligados a vasculatura e que 37% dessas
células apresentam marcadores de células endoteliais; apds algumas
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semanas essas células recém nascidas desapareceram (PALMER,
WILLHOITE e GAGE, 2000). Estes autores entdo sugeriram que a
neurogénese esta associada a um processo de recrutamento de células
endoteliais e subsequente diferenciacdo (PALMER, WILLHOITE e
GAGE, 2000). Um dado importante é que a ativagdo do receptor de
VEGF, chamado de Flk-1, é essencial para a neurogénese hipocampal
em ratos (JIN, K. et al., 2002).

A isoforma predominante VEGF5, em camundongos, seu
analogo VEGFgs em humanos, e seus receptores VEGFL (Flt-1) e
VEGF2 (FIk-1) estdo presentes em neurdnios e astrdcitos
(ROSENSTEIN e KRUM, 2004). A ativagdo desses receptores induz a
neurogénese e 0 brotamento de neuritos, aperfei¢oa a regeneracdo dos
neurdnios, protege contra hipdxia e toxicidade glutamatérgica e esta
envolvido nos processos de aprendizagem e memoria no hipocampo
(SILVERMAN et al., 1999; SONDELL, LUNDBORG e KANJE,
1999; JIN, K. L., MAO e GREENBERG, 2000; SCHRATZBERGER
et al., 2000; SONDELL, SUNDLER e KANJE, 2000; FABEL et al.,
2003; CAO et al.,, 2004). Estudos recentes reportam as vias de
sinalizacdo envolvidas nesses efeitos do VEGF, como a ativacdo da via
da CAMKII/ERK e da via da PI3BK/mTOR (KIM et al., 2008). Estudos
em animais sugerem que a diminuicdo do fluxo de sangue no hipocampo
antecede o desenvolvimento da depressao, e que o efeito antidepressivo
observado com VEGF esta intimamente relacionado com a estimulagéo
da neurogénese e angiogénese nessa regidao (HEINE et al., 2005;
WARNER-SCHMIDT e DUMAN, 2007).

Outro fator neurotréfico que pode estar envolvido na
fisiopatologia da depressdo € o FGF-2, uma vez que existe uma
diminuicdo desse fator de crescimento e de seus receptores no
hipocampo e outras estruturas cerebrais de pacientes com depressao.
Além disso, essas alteracGes sdo revertidas pela administracdo de
antidepressivos, que levam a um aumento nos niveis de FGF-2 apds o
tratamento dos animais com esses farmacos (MALLEI, SHI e
MOCCHETTI, 2002; EVANS et al., 2004; GAUGHRAN et al., 2006).
Altos niveis de FGF-2 sdo encontrados principalmente em nichos de
células progenitoras neurais (CPN) na zona subventricular e na zona
subgranular do giro denteado do hipocampo, regulando a proliferacéo e
diferenciagdo dessas células em neurdnios e células da glia (TAO,
BLACK e DICICCO-BLOOM, 1996; RAI, HATTIANGADY e
SHETTY, 2007). No entanto, 0 FGF-2 possui uma influéncia maior no
destino, migracéo e diferenciacdo das CPNs do que em sua proliferacao,
uma vez que camundongos knockout para FGF-2 ndo apresentam
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diminuigdo na proliferacdo de CPN, mas estas encontram dificuldade em
migrar para as camadas do cértex (DONO et al., 1998; WERNER,
UNSICKER e VON BOHLEN UND HALBACH, 2011).

1.2 Exercicio Fisico

Os beneficios do exercicio fisico (forcado) e da atividade
fisica (voluntéria) para a saude da populacdo, inclusive para a saude
mental sdo inUmeros e frequentemente enfatizados. Além disso, o
exercicio fisico apresenta efeito neuroprotetor sobre diversas doencas e
distarbios neurolégicos incluindo Parkinson, Alzheimer, depressdo e
declinio de fungdes cognitivas relacionadas com a idade (DISHMAN et
al., 2006).

1.2.1 Exercicio Fisico e o Sistema Nervoso Central

Animais submetidos a diferentes protocolos experimentais
mostram que o exercicio fisico (forcado), bem como a atividade fisica
(voluntéria), promovem um aumento na expressio de BDNF
(BERCHTOLD et al., 2001; VAYNMAN, YING e GOMEZ-PINILLA,
2003; ADLARD et al., 2004; CHEN, M. J. e RUSSO-NEUSTADT,
2005; CHEN, M. J, IVY e RUSSO-NEUSTADT, 2006;
HUNSBERGER et al., 2007; VAYNMAN, YING e GOMEZ-
PINILLA, 2007; DUMAN, C. H. et al., 2008; CASSILHAS et al.,
2012). Estes efeitos foram relacionados com a ativacdo da via da
fosfatidilinositol-3 cinase (CHEN, M. J. e RUSSO-NEUSTADT, 2005)
e da CaMK-Il (VAYNMAN, YING e GOMEZ-PINILLA, 2007). Além
disso, um estudo recente com animais demonstrou que o efeito
antidepressivo induzido pelo exercicio fisico é dependente da interacdo
entre VEGF e seu receptor Flk-1 (KIUCHI, LEE e MIKAMI, 2012).
Outros fatores de crescimento também tém seus niveis ou expressao
génica aumentados pelo exercicio fisico, como o NGF (NEEPER et al.,
1996; ANG etal., 2003; CHAE et al., 2012), IGF-1 (DING et al., 2006;
CHEN, M. J. e RUSSO-NEUSTADT, 2007), FGF-2 (GOMEZ-
PINILLA, DAO e SO, 1997) e fator de crescimento do nervo induzivel
(NGF) (HUNSBERGER et al., 2007).

Diversos estudos mostram o efeito antidepressivo do exercicio
fisico. Camundongos submetidos ao exercicio fisico e tratados com
fluoxetina possuem uma expressao maior de BDNF no hipocampo do
que os animais submetidos somente ao exercicio fisico (ENGESSER-
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CESAR, ANDERSON e COTMAN, 2007). Outro grupo demonstrou
que o tratamento de animais com os antidepressivos tranilcipromina ou
imipramina em combinagdo com o exercicio fisico possui efeito aditivo
na expressao génica de BDNF hipocampal (RUSSO-NEUSTADT, A.,
BEARD e COTMAN, 1999; RUSSO-NEUSTADT, A. A. et al., 2000;
RUSSO-NEUSTADT, A. et al., 2001) A combinagdo de exercicio fisico
com a administragdo de creatina reduziu as crises epilépticas em
modelos animais de epilepsia (RAMBO et al., 2009).

1.3 Creatina

A creatina  (N-aminoiminometil-N-metilglicina) é um
composto tipo-guanidina sintetizado nos rins, figado, pancreas e, em
menor quantidade, no encéfalo. A primeira etapa de sintese (ver Figura
2) ocorre nos rins, onde os aminoacidos glicina e arginina sofrem uma
reacdo catalisada pela enzima glicinaamidinotransferase (AGAT) que
resulta um uma molécula de ornitina e uma de acido guanidino acetato
(GAA). Esse acido é transportado para o figado ou pancreas onde ocorre
a segunda etapa da sintese, catalisada pela enzima glicina-M-
metiltransferase (GAMT), onde um grupo metil da metionina do
composto S-adenosilmetionina é transferido para o acido guanidino
acetato, formando a creatina (WALKER, 1979; WYSS e
KADDURAH-DAOUK, 2000; BEARD e BRAISSANT, 2010). Outra
fonte de obtencdo de creatina € a partir da dieta em fontes como leite,
carnes e peixes, e é absorvida pelo intestino (WALKER, 1979;
ANDRES et al., 2008).

O foco da maioria dos estudos envolvendo a creatina esta na
capacidade deste composto de aprimorar condicBes fisioldgicas do
individuo com o intuito de melhorar o desempenho quando submetido
ao exercicio fisico. Resultados demonstram os efeitos ergogénicos
benéficos e consistentes da creatina em atividades esportivas
envolvendo repeticdo e curtos acessos de aumento de intensidade
(WILLIAMS e BRANCH, 1998; BENZI, 2000; BEMBEN e
LAMONT, 2005).
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Figura 2. Sintese de Creatina e o sistema Creatina/Fosfocreatina. A Glicina e
Arginina sofrem uma reacdo catalisada pela enzima glicinaamidinotransferase
(AGAT) que resultam em uma Ornitina e um &cido guanidino acetato (GAA).
Catalisada pela enzima glicina-M-metiltransferase (GAMT), um grupo metil do
composto  S-adenosilmetionina (SAMe) é transferido para o0 &cido
guanidinoacetato (GAA), formando a Creatina. A Creatina sofre interconversao
a Fosfocreatina pela enzima Creatina Cinase, liberando creatinina como
metabdlito que é excretado pela urina. SAH: S-adenosilhomocisteina.
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Independente de sua origem, a creatina é transferida por
difusdo aos vasos sanguineos, que por sua vez a transferem para 0s
tecidos que possuem transportadores especificos dependentes de sodio e
cloreto (CRT) (ver Figura 3). Estes transportadores sdo encontrados nos
rins, coracdo, musculo liso, figado, encéfalo e na barreira
hematoencefalica (SNOW e MURPHY, 2001). Nos tecidos, a creatina
desempenha um papel importante no metabolismo energético pela
interconversdao em seu analogo fosforilado de alto poder energético, a
fosfocreatina (PCr). Essa reacdo, catalisada pela enzima creatina cinase
mitocondrial no sentido de formacdo de PCr e ADP e pela enzima
Creatina cinase (CC) citosolica para formacdo de creatina e ATP,
acontece em tecidos que possuem demanda energética flutuante, como
encéfalo e musculos. O processo de fosforilacdo e defosforilagdo produz
creatinina como metabdlito, que é transportada e excretada pelos rins
(WALKER, 1979; WYSS e KADDURAH-DAOUK, 2000; BEARD e
BRAISSANT, 2010).

1.3.1 Creatina no Sistema Nervoso Central

Evidéncias mostram uma possivel sintese de creatina no
encéfalo, uma vez que as enzimas responsaveis por esta sintese - AGAT
e GAMT - estdo expressas em neurdnios, oligodendrdcitos e astrocitos.
Entretanto, apenas 12% dessas células expressam as duas enzimas
enquanto 30% delas expressam somente uma, possivelmente porque
cada célula participa da sintese de creatina em etapas diferentes
(BRAISSANT e HENRY, 2008).

Como ilustrado nas Figuras 2 e 3, depois de sintetizada, a
creatina pode ser interconvertida em PCr, atuando no transporte do
grupo fosfato produzido na mitocondria para seus locais de consumo
dentro da célula, prevenindo oscilagfes bruscas nos niveis de ATP e
ADP que poderiam ocorrer nesses sitios. Assim, funcBes cerebrais que
requerem energia, como transporte de sédio e calcio, sinalizacdo
intracelular e transporte axonial e dendritico, acionam o sistema Cr/PCr
(AMES, 2000). Por esse motivo, a creatina exerce efeitos benéficos em
situagBes nas quais ocorrem distirbios no metabolismo energético
mitocondrial, como é o caso da doenca de Parkinson (PERSKY e
BRAZEAU, 2001), e em casos de atividades que demandam alta
disponibilidade de energia, como é o caso dos musculos durante o
exercicio fisico. Neste caso, a suplementacdo com creatina aumenta a
sintese de ATP durante o exercicio e aperfeicoa a taxa de re-sintese de
PCr durante a recuperagdo (SNOW et al., 1998).
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Figura 3. A creatina no Sistema Nervoso Central. A creatina pode ser
sintetizada em astrdcitos, neurdnios e oligodendrécitos. A enzima
glicinaamidinotransferase (AGAT) catalisa a conversdo de glicina e arginina a
acido guanidinoacetato (GAA). A partir do GAA, a enzima glicina-M-
metiltransferase (GAMT) utiliza um grupo metil doado pela S-
adenosilmetionina (SAM) e forma a creatina. Ela vai para o meio extracelular
através de transportadores especificos (CRTs) e atuar em outros neurdnios. A
creatina sintetizada perifericamente ou proveniente da dieta ultrapassa a barreira
hematoencefélica e chega ao encéfalo. Dentro de neurdnios, a creatina pode ser
interconvertida em fosfocreatina de acordo com a demanda energética, pela
enzima creatina cinase (CC).
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A grande quantidade de CC encontrada no hipocampo e
cortex frontal evidencia a importancia da creatina no desenvolvimento
cerebral e fungdes cognitivas (KALDIS et al., 1996) Além disso, a
suplementacdo com creatina em individuos saudaveis reduziu a fadiga
cerebral consequente de um esforco mental estressante e em individuos
com deficiéncia na ingestao de creatina, como vegetarianos e veganos, 0
uso de creatina melhorou a memdria de trabalho e os escores de
inteligéncia (WATANABE, KATO e KATO, 2002; RAE et al., 2003).
Adicionalmente, em individuos idosos, a suplementacdo com creatina
por uma semana compensou o declinio cognitivo decorrente do avango
da idade com melhora na meméria verbal e espacial de curto prazo e
memoéria de longo prazo (MCMORRIS et al., 2007). Os efeitos
positivos da creatina no comportamento cognitivo podem estar
relacionados a situacdes de estresse em que o individuo apresenta baixa
nas reservas de PCr, ja que a creatina nao altera a performance de
individuos normais em uma bateria de testes neurocognitivos como
ocorre com individuos vegetarianos, veganos, estressados, desprovidos
de sono e outras atividades que reduzem os niveis de PCr
(WATANABE, KATO e KATO, 2002; RAE et al., 2003;
MCMORRIS et al., 2006; RAWSON et al., 2008).

Estudos do nosso grupo demonstram mecanismos pelos quais
a creatina possui um efeito tipo-antidepressivo em camundongos. Em
estudos de nosso grupo, a administracdo aguda de creatina em
camundongos apresentou efeito tipo-antidepressivo em um teste
preditivo e, a partir de protocolos de reversdo utilizando inibidores da
sintese de dopamina, a-metil-p-tirosina, e de serotonina, p-
clorofenilalanina, constatou-se que este efeito envolve os sistemas
dopaminérgico e serotoninérgico (CUNHA et al., 2012; CUNHA et al.,
2013c; CUNHA et al., 2013d). Além disso, o efeito tipo-antidepressivo
da creatina demonstra estar associado a ativagdo de receptores ol-
adrenoceptores e pode ser mediado por uma interagdo com receptores
serotoninérgicos 5-HT1A (CUNHA et al, 2013d). Os efeitos
neuroprotetores da creatina parecem envolver a ativacdo de vias de
sinalizacdo intracelular mediadas por PKA, PKC, CAMKII, PI3K e
ERK (DELDICQUE et al., 2007; CUNHA et al., 2013a).
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1.4 Testes Comportamentais
1.4.1 Teste do Nado Forcado

O teste do nado forcado (TNF) e o teste da suspensdo pela
cauda (TSC) sdo os testes preditivos mais utilizados para identificacdo
da atividade antidepressiva de diferentes compostos. Descrito
primeiramente por Porsolt, Bertin e Jalfre (1977), o TNF é baseado na
observacdo de que os animais submetidos a uma situagdo inescapavel,
ap6s um periodo de agitacdo inicial, adotam uma postura de
imobilidade, exercendo movimentos necessarios somente para manter a
cabega acima da agua. Esse comportamento é relacionado com a falta de
motivacdo para escapar dessa situagdo estressante. O teste é dito
preditivo, pois o tratamento com drogas antidepressivas diminui o
tempo de imobilidade dos animais. Apesar de possuir apenas validade
preditiva, o teste é amplamente utilizado devido & facil execucdo, boa
reprodutibilidade e sensibilidade a diferentes classes de medicamentos
antidepressivos (CRYAN e LUCKI, 2000).

Imovel Em movimento

Figura 4: Teste do Nado Forcado, teste preditivo de acdo antidepressiva. O
animal é colocado dentro de um cilindro com agua e o tempo de imobilidade,
onde o animal exerce movimentos necessarios somente para manter a cabeca
acima da agua, é cronometrado.
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1.4.2  Teste do Campo Aberto

Desenvolvido por Hall (1936), o teste do campo aberto €
utilizado como uma ferramenta de avaliacdo da atividade locomotora
dos animais. No TNF, a diminuicéo do tempo de imobilidade pode tanto
ser reflexo de um efeito tipo-antidepressivo como de um efeito de
estimulacdo locomotora. Para excluir a possibilidade de que os
compostos atuem sobre o sistema locomotor e confirmar a acéo
antidepressiva dos compostos e terapias analisadas, 0s animais sao
submetidos ao TCA apds os TNF ou TSC. Para isso, sdo colocados em
uma arena quadriculada e o nimero de quadrantes cruzados com as 4
patas € registrado.

”F‘&,_%
SN T

Figura 5: Teste do Campo Aberto, teste de avaliagdo locomotora. Os animais
sdo colocados dentro de uma arena quadriculada e o nimero de cruzamentos
com as 4 patas é registrado.
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2. JUSTIFICATIVA

Nosso grupo demonstrou que o efeito tipo-antidepressivo da
creatina em camundongos envolve a participagdo dos sistemas
dopaminérgico e serotoninérgico (CUNHA et al., 2012; CUNHA et al.,
2013c; CUNHA et al., 2013d), a ativagio de receptores al-
adrenoceptores e receptores serotoninérgicos do subtipo 5-HTla
(CUNHA et al., 2013d). Além disso, também demonstramos que o
efeito tipo-antidepressivo da atividade fisica € dependente de dopamina,
serotonina e ativacdo das vias da PKA e CAMKII (CUNHA et al.,
2013d).

Os tratamentos farmacoldgicos disponiveis para o tratamento
da depressdo demandam semanas para surtir efeito. Além disso, as
terapias atuais com compostos antidepressivos produzem varios efeitos
adversos dependentes da dose e uma taxa significante de pacientes nao
apresentam responsividade aos farmacos. Assim, ha uma constante
necessidade de desenvolver terapias alternativas de acdo mais rapida,
segura e efetiva para o tratamento da depressdo (BERTON e NESTLER,
2006).

Portanto, é relevante aprofundar o conhecimento sobre os
mecanismos envolvidos na acdo antidepressiva da creatina e investigar
0s possiveis efeitos da sua associacdo com o exercicio fisico.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito tipo-antidepressivo da terapia combinada
de creatina com exercicio fisico e avaliar a expressdo de neurotrofinas
no hipocampo de camundongos.

3.2 Objetivos especificos

- Investigar o efeito tipo-antidepressivo do tratamento crénico por 14
dias com creatina ou fluoxetina;

- Analisar amostras do hipocampo dos animais tratados com creatina ou
fluoxetina para verificar o imunoconteldo e a expressdo génica de
neurotrofinas (BDNF, VEGF e FGF-2);

- Verificar o efeito tipo-antidepressivo em camundongos submetidos ao
exercicio fisico por 14, 21 e 28 dias;

- Investigar o efeito tipo-antidepressivo do tratamento crénico (14 dias)
com creatina ou fluoxetina em combinacdo com exercicio fisico
realizado por 14 dias;

- Analisar amostras do hipocampo de animais tratados com creatina ou
fluoxetina em combina¢do com exercicio fisico para determinar o
imunocontelido e a expressdo génica de neurotrofinas (BDNF, VEGF e
FGF-2)
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Drogas e Compostos utilizados

Neste trabalho foram utilizadas creatina monohidratada
(Amerifit, USA) e cloridrato de fluoxetina (Teuto/Pfizer, Brasil),
administradas por via oral (p.0.). Agua foi o veiculo utilizado em todos
0s protocolos.

4.2 Animais

Camundongos Swiss adultos (60 dias) machos (40-50 g), foram
mantidos em condic6es padrdo de laboratdrio com livre acesso a agua e
comida, em ciclo claro/escuro 12:12 h. Os animais foram fornecidos
pelo Biotério Central da UFSC e mantidos no Biotério Setorial do
Departamento de Biogquimica. Os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA — PP00795).

4.2.1 Tratamento com creatina ou fluoxetina

Com o objetivo de obter uma curva dose-resposta de creatina ou
fluoxetina, os animais foram tratados diariamente com fluoxetina (doses
de 0,1, 1 ou 10 mg/kg), com creatina (doses de 0,01, 0,1 ou 1 mg/kg), ou
veiculo durante 14 dias. Decorridas 24 horas do ultimo tratamento, 0s
animais foram submetidos aos testes comportamentais, para avaliacao
de comportamento tipo-antidepressivo e da atividade locomotora. As
doses de creatina tiveram como base os dados prévios de nosso grupo
(CUNHA et al., 2012).

4.2.2 Exercicio fisico

Para a realizacdo destes experimentos, foi utilizada uma esteira
apropriada para camundongos (adquirida da Insight, modelo EP 132).
Uma semana antes do inicio dos tratamentos, os camundongos foram
ambientados na esteira. Depois, 0s animais foram distribuidos de forma
aleatoria em grupos experimentais: “exercitados”, com a esteira em
funcionamento, e “‘sedentérios”, com a esteira desligada. Os animais
“exercitados” foram submetidos ao exercicio fisico (forcado) na esteira
por 40 minutos/dia durante 14, 21 ou 28 dias, com uma velocidade
inicial de 6 metros/minuto, aumentando 2 metros/minuto por semana.
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Os animais “sedentarios” foram manuseados e tratados pelo mesmo
periodo de tempo.

4.2.3 Terapia combinada de exercicio fisico com creatina ou
fluoxetina

Os animais foram previamente ambientados a esteira por uma
semana e depois exercitados durante 14 dias por 40 minutos/dia, numa
velocidade de 6 metros/minuto na primeira semana e 8 metros/minuto na
segunda semana. Os animais sedentarios foram colocados na esteira
desligada pelo mesmo periodo de tempo. Concomitantemente ao
exercicio fisico, foram administradas diariamente doses subativas de
creatina, fluoxetina ou veiculo por via oral. Apds 24 horas do Ultimo
tratamento os animais foram submetidos aos testes comportamentais.

4.3 Testes comportamentais
4.3.1 Teste do Nado Forcado (TNF)

Os animais foram colocados em um cilindro plastico de 10 cm
de diametro e 24 cm de altura contendo 19 cm de altura de agua, trocada
a cada animal, a temperatura de 24°C + 1°C. Os camundongos foram
considerados imoéveis quando flutuavam ou faziam apenas movimentos
necessarios para manter sua cabeca acima da 4gua. O tempo de
imobilidade (em segundos) foi cronometrado durante 6 minutos.

4.3.2 Teste do Campo Aberto (TCA)

O teste foi realizado de acordo com Hall (1936), onde os
animais sdo colocados dentro de uma caixa de dimensdes 40x60x50 cm,
com 12 quadrantes iguais riscados na base. O nimero de quadrantes
cruzados com as 4 patas pelos animais foi registrado durante 6 minutos.
Drogas que estimulam a atividade locomotora aumentam o nimero de
cruzamentos, enquanto drogas com potencial sedativo diminuem o
nimero de cruzamentos. A limpeza do aparato foi realizada com alcool
10% entre as sessdes.
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4.4 Analise da expresséo de neurotrofinas

Imediatamente ap0ds os testes comportamentais, 0s animais foram
decapitados e os hipocampos dissecados e armazenados em freezer -
80°C para posterior analise bioquimica.

4.4.1 Imunodetecc¢do de proteinas

Os hipocampos dos animais foram homogeneizados em
tampdo de lise e as amostras analisadas por Western Blott, de acordo
com protocolo descrito em trabalho realizado pelo nosso grupo
(MORETTI et al., 2013). As proteinas foram submetidas a uma
eletroforese em SDS-PAGE e transferidas para membranas de
nitrocelulose. As proteinas foram identificadas através de anticorpos
especificos (Santa Cruz): anti-BDNF (1:1000), VEGF (1:500) e FGF-2
(1:500). As bandas de proteinas foram reveladas atraves de reagente de
ECL (anticorpos secundarios ligado a peroxidase) ou pela coloracdo
NBT/BCIP (anticorpo secundario ligado a fosfatase alcalina). As bandas
de proteinas foram quantificadas por densitometria utilizando B-actina
(Abcam, 1:1000) como controle padrdo da aplicacdo de proteinas. O
anti-BDNF detecta a forma madura da proteina BDNF. Os resultados
foram expressos como porcentagem da razdo proteina/ B-actina em
relagdo ao grupo controle.

4.4.2 Avaliacao da expressdo génica (RNAm)

A expressdo génica (RNA mensageiro) de BDNF, VEGF e
FGF-2, foi determinada através de “real-time” PCR quantitativo (QRT-
PCR) como descrito por Engel e colaboradores (2013). Os hipocampos
dos animais foram homogeneizados em tampdo de lise e 0 RNA total foi
extraido com o kit “SV Total RNA Isolation” da marca Promega
(Madison, WI, USA). Cerca de 400 a 500 ng de RNA total foi utilizado
na sintese de cDNA, utilizando o kit “Tagman Reverse Transcriptase*
(Applied Biosystems) e a enzima Transcriptase Reversa (Multiscribe I1).
A reacdo foi realizada num Termociclador (Eppendorf), de acordo com
0 seguinte protocolo: 25°C por 10 minutos para 0 “primer annealing”,
48°C durante 1 hora para sintese e 95°C por 5 minutos para inativacdo
da enzima, seguindo as instrugdes do manual do produto. O qRT-PCR
foi realizado num equipamento ABI PRISM série 7900 da Applied
Biosystems (no Laboratério Multiusuarios do CCB), utilizando cerca de
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10-100 ng de cDNA e o kit “Power SYBR Green PCR Master Mix” da
Applied Biosystems, na presenga de 0,5 pM de primers “forward” (F)
ou “reverse” (R). Os “primers” foram desenhados utilizando o programa
PrimerExpress (da Applied Biosystems). A reacdo de RT-PCR foi
realizada com o seguinte protocolo: 50°C por 2 minutos (incubacéo),
95°C por 10 minutos (ativacdo da Taq polimerase), seguido de 40 ciclos
de 95°C por 10 segundos e 60°C por 1 minuto. Para cada amostra, a
expressdo dos genes foi quantificada utilizando uma curva-padrdo de
cDNA de lisado celular total. Os resultados foram normalizados pela
expressdo de genes ‘“padrdes” (housekeeping genes) de [-actina
(ACTB).

45 Analise estatistica

Os resultados foram analisados por analise de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias, conforme o protocolo experimental,
seguidos de teste post hoc de Duncan. Os valores de P < 0,05 foram
considerados significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 Estudo do efeito tipo-antidepressivo da administracdo crénica
de creatina e fluoxetina

5.1.1  Curvas dose-resposta do tratamento com creatina por 14 dias
no TNF e no TCA

Como mostrado na Figura 6 (A), os tratamentos com creatina
nas doses de 0,1 e 1 mg/kg (p.o.), mas ndo na de 0,01 mg/kg, reduziram
0 tempo de imobilidade no TNF, demonstrando um efeito tipo-
antidepressivo. Estas doses ndo provocaram alteracbes na atividade
locomotora, quando avaliadas pelo TCA (B).

Para avaliar o efeito sinérgico da terapia combinada de exercicio
fisico com creatina, foi utilizada a dose subativa de 0,01 mg/kg.
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Figura 6. Efeito do tratamento com creatina por 14 dias nas doses de 0,01, 0,1 e
1 mg/kg (p.o.) no TNF (A) e no TCA (B). Os valores estdo expressos com
média + E.P.M. (N = 7). Resultados avaliados por ANOVA de uma via seguida
pelo post-hoc de Duncan. *P < 0,05; **P < 0,01 quando comparado ao grupo
tratado com veiculo.

A) F(3,24)=5,024, p<0,01

B) F(3,24)=0,3591, p=0,783
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5.1.2 Curvas dose-resposta do tratamento com fluoxetina por
14 dias no TNF e no TCA

A Figura 7 (A) mostra que o tratamento com fluoxetina nas
doses de 1 e 10 mg/kg (p.0.), mas ndo a de 0,1 mg/kg, diminuiram o
tempo de imobilidade dos animais no TNF. Estas doses ndo alteraram a
atividade locomotora dos animais, analisadas pelo TCA (B).
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Figura 7. Efeito do tratamento com fluoxetina por 14 dias nas doses de 0,1, 1 e
10 mg/kg (p.o.) no TNF (A) e no TCA (B). Os valores estdo expressos com
média + E.P.M. (N = 7). Resultados avaliados por ANOVA de uma via seguida
pelo post-hoc de Duncan. *P < 0,05 em relacdo ao grupo tratado com veiculo.
A) F(3,24)=6,719, p<0,01
B) F(3,24)=0,7516, p=0,532

Para avaliar o efeito sinérgico da terapia combinada de
exercicio fisico com fluoxetina, foi utilizada a dose subativa de 0,1
mg/Kkg.
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513 Comparagdo entre o tratamento cronico com creatina ou
com fluoxetina

A Figura 8 (A) mostra que os tratamentos com fluoxetina (10
mg/kg) ou creatina (1 mg/kg) por 14 dias, reduziram o tempo de
imobilidade dos animais no TNF. Além disso, os dados mostram que a
creatina numa dose 10 vezes menor apresentou um melhor efeito do que
0 tratamento com fluoxetina. As doses ndo alteraram a atividade

locomotora dos animais (B). A
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Figura 8. Efeito do tratamento com fluoxetina (10mg/kg) ou creatina (1mg/kg)
por 14 dias (p.0.) no TNF (A) e no TCA (
B). Os valores estdo expressos com média + E.P.M. (N = 8-10). Resultados
avaliados por ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Duncan. *P < 0,01
quando comparado ao grupo tratado com veiculo; ##P < 0,01 em relagdo ao
grupo tratado com fluoxetina.

A) F(2,23)=15,175 p<0,01

B) F(2,23)=0,946 p=0,4028
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5.2 Efeito do tratamento crénico com fluoxetina ou creatina sobre o
imunocontetdo de neurotrofinas no hipocampo

5.2.1 BDNF
Os resultados apresentados na Figura 9 mostram que ambos 0s
tratamentos com fluoxetina (10 mg/kg) e com creatina (1 mg/kg)

aumentaram o imunoconteldo de BDNF hipocampal com relacdo ao
grupo tratado somente com veiculo.
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Figura 9. Efeito do tratamento crénico por 14 dias com fluoxetina, creatina ou
veiculo (p.0.) no imunoconteido de BDNF no hipocampo de camundongos. Os
valores estdo expressos como média + E.P.M (N = 5-6). *P < 0,05 quando
comparado aos animais controle. Resultados avaliados por ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Duncan. F(2,13)=5,071 p<0,05.
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5.2.2 VEGF

Com relacdo ao imunoconteudo de VEGF hipocampal, a Figura
10 mostra que os tratamentos com fluoxetina ou creatina por 14 dias nao
promoveram alteracdes no imunoconteldo desta neurotrofina.
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Figura 10. Efeito do tratamento crénico por 14 dias com fluoxetina, creatina ou
veiculo (p.0.) ho imunocontetdo de VEGF no hipocampo de camundongos. Os
valores estdo expressos como média + E.P.M (N = 7-8). Resultados avaliados
por ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Duncan. F(2,19)=0,569
p=0,575
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5.2.3 FGF-2

A Figura 11 mostra que os tratamentos cronicos com fluoxetina
ou com creatina ndo alteraram o imunoconteddo de FGF-2 no

hipocampo.
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Figura 11. Efeito do tratamento crénico por 14 dias com fluoxetina, creatina ou
veiculo (p.0.) no imunocontetdo de FGF-2 no hipocampo de camundongos. Os
valores estdo expressos como média + E.P.M (N = 6). Resultados avaliados por
ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Duncan. F(2,15)=0,3386

p=0,718
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5.3 Efeito do tratamento crénico com fluoxetina ou creatina sobre a
expressao génica de neurotrofinas no hipocampo

5.3.1 BDNF

A anélise por gRT-PCR demonstrou que o tratamento com
fluoxetina, mas ndo com creatina, foi capaz de aumentar
significativamente a expressao génica (RNAmM) de BDNF no hipocampo
(Figura 12).
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Figura 12. Efeito do tratamento crénico por 14 dias com fluoxetina, creatina ou
veiculo (p.0.) na expressdo génica (RNAm) de BDNF no hipocampo de
camundongos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M (N = 4). **P <
0,01 quando comparado aos animais controle. Resultados avaliados por
ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Duncan. F(2,9)=10,599
p<0,01
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5.3.2 VEGF

Os resultados da Figura 13 mostram que os tratamentos por 14
dias com fluoxetina ou creatina ndo alteraram a expressdo génica
hipocampal de VEGF em relacdo aos animais submetidos somente ao
exercicio fisico.

150§

-

o

o
1

Expressio de RNAmM
{% do Controle)
g

0 T

Veiculo Fluoxetina Creatina
10 mg/kg 1 mg/kg

Figura 13. Efeito do tratamento crénico por 14 dias com fluoxetina, creatina ou
veiculo (p.0.) na expressdo génica (RNAm) de VEGF no hipocampo de
camundongos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M (N = 4-6).
Resultados avaliados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de
Duncan. F(2,12)=1,343 p=0,297



50
Resultados

5.3.3 FGF-2

Como mostra a Figura 14, o tratamento com fluoxetina ou
creatina por 14 dias, ndo alterou a expressdo génica de FGF-2.
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Figura 14. Efeito do tratamento cronico por 14 dias com fluoxetina, creatina ou
veiculo (p.0.) na expressdao génica (RNAm) de FGF-2 no hipocampo de
camundongos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M (N = 4-6).
Resultados avaliados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de
Duncan. F(2,11)=0,934 p=0,422
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5.4 Estudo da terapia combinada de exercicio fisico com creatina ou
fluoxetina: efeito tipo-antidepressivo e expressdo de neurotrofinas

54.1 Curva tempo-resposta do efeito tipo-antidepressivo do
exercicio fisico

Os resultados mostram que o exercicio fisico realizado por
camundongos durante 21 e 28 dias produziu uma reducdo significativa
no tempo de imobilidade no TNF, em relacdo aos animais sedentarios
de cada periodo (Figura 15, A). Os tratamentos por esses periodos ndo
alterou a atividade locomotora dos animais testados no TCA (Figura 15,
B). Os dados indicam que o exercicio fisico por 14 dias nao foi
suficiente para produzir uma acdo tipo-antidepressiva. Para avaliar o
efeito sinérgico da terapia combinada de exercicio fisico com creatina
ou fluoxetina, o presente trabalho utilizou o periodo subativo de 14 dias.
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Figura 15. Efeito do exercicio fisico por 14, 21 ou 28 dias no TNF (A), e no
TCA (B), em camundongos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M
(N = 7-8). *P < 0,05; **P < 0,01 quando comparado aos animais sedentarios.
Resultados avaliados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de
Duncan.

A) F(3,27)=5,609, p<0,01

B) F(3,27)=1,335, p=0,284

5.4.2 Efeito  tipo-antidepressivo  sinérgico da terapia
combinada de exercicio fisico com fluoxetina ou creatina

A Figura 16 (A) mostra que os tratamentos com fluoxetina ou
creatina (em doses subativas) em combinacdo com exercicio fisico, por
um periodo de tempo que ndo apresenta efeito tipo-antidepressivo,
reduziram significativamente o tempo de imobilidade dos camundongos
no TNF, em comparacdo com o0s animais sedentarios. A figura 16 B
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mostra que os tratamentos ndo afetaram a atividade locomotora dos
animais.
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Figura 16. Efeito do exercicio fisico combinado por 14 dias com fluoxetina ou
creatina (p.0) no TNF (A) e no TCA (B), em camundogos. Os valores estéo
expressos como média + E.P.M (N = 8-10). **P < 0,01 quando comparado aos
animais sedentérios/veiculo; #P<0,05 e ##P<0,01 quando comparados aos
animais exercitados/veiculo. Resultados avaliados por ANOVA de duas vias
seguida pelo teste post-hoc de Duncan.
A) Exercicio Fisico: F(1,48) = 49,308; p<0,01
Tratamento: F(2,48) = 1,727; p=0,189
Interacdo: F(2,48) = 4,332; p<0,05
B) Exercicio Fisico: F(1,48) = 0,1712; p=0,681
Tratamento: F(2,48) = 0,5238; p=0,596
Interacdo: F(2,48) = 1,8283; p=0,172
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5.5 Efeito do tratamento combinado de exercicio fisico e fluoxetina
ou creatina sobre o imunocontetdo de neurotrofinas no hipocampo

5.5.1 BDNF

Os resultados representados na Figura 17 mostram que a terapia
combinada de exercicio fisico com creatina durante 14 dias promoveu
um aumento significativo no imunocontetdo de BDNF no hipocampo

de camundongos. A terapia combinada de exercicio fisico com
fluoxetina ndo alterou a expressdo de BDNF.
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Figura 17. Efeito do tratamento combinado por 14 dias de exercicio fisico com
fluoxetina ou creatina (p.0.) no imunocontetido de BDNF no hipocampo de
camundongos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M (N = 5). *P <
0,05 quando comparado aos animais submetidos somente ao exercicio fisico.
Resultados avaliados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de
Duncan. F(2,12)=5,011 p<0,05
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5.5.2 VEGF

A Figura 18 mostra o imunocontetdo de VEGF hipocampal em
camundongos submetidos ao exercicio fisico combinado com fluoxetina
ou creatina durante 14 dias. Os tratamentos ndo alteraram o
imunocontelido de VEGF.
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Figura 18. Efeito do tratamento combinado por 14 dias de exercicio fisico com
fluoxetina ou creatina (p.0.) no imunoconteido de VEGF no hipocampo de
camundongos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M (N = 6).
Resultados avaliados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de
Duncan. F(2,15)=2,1350, p=0,153
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5.5.3 FGF-2
Os dados apresentados na Figura 19, mostram que ambos 0s

tratamentos combinados de exercicio fisico com fluoxetina ou creatina
ndo promoveram alteracGes no imunoconteddo de FGF-2 no hipocampo

de camundongos.
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Figura 19. Efeito do tratamento combinado por 14 dias de exercicio fisico com
fluoxetina ou creatina (p.0.) no imunocontetdo de FGF-2 no hipocampo de
camundongos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M (N = 5-6).
Resultados avaliados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de
Duncan. F(2,14)=1,7913, p=0,203
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5.6 Efeito do tratamento combinado de exercicio fisico e fluoxetina
ou creatina sobre a expressdo génica de neurotrofinas no
hipocampo

5.6.1 BDNF

Como ilustrado na Figura 20, a terapia combinada de exercicio
fisico e creatina por 14 dias induziu um efeito sinérgico aumentando a
expressao génica (RNAm) hipocampal de BDNF, quando comparado
com o grupo de animais submetidos somente ao exercicio fisico.
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Figura 20. Efeito do tratamento combinado por 14 dias de exercicio fisico com
fluoxetina ou creatina (p.0.) na expressdao génica (RNAm) de BDNF no
hipocampo de camundongos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M
(N = 6). **P < 0,01 quando comparado aos animais submetidos somente ao
exercicio fisico. Resultados avaliados por ANOVA de uma via seguida pelo
teste post-hoc de Duncan. F(2,15)=7,604 p<0,01
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5.6.2 VEGF

Excepcionalmente, houve uma diferenca entre a expressao
génica de VEGF hipocampal dos animais sedentarios em relacdo aos
animais submetidos somente ao exercicio fisico subativo (dados nao
mostrados, F(1,9)=12,4180 p<0,01), o que n&o foi observado em outras
neurotrofinas (dados ndo mostrados).

A Figura 21 mostra os dados referentes a expressao génica de
VEGF hipocampal dos grupos submetidos a terapia combinada de
exercicio fisico com fluoxetina ou creatina em doses subativas.
Nenhuma das terapias foi eficaz em alterar a expressao génica dessa
neurotrofina em relacdo aos animais submetidos somente ao exercicio
fisico.
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Figura 21. Efeito do tratamento combinado por 14 dias de exercicio fisico com
fluoxetina ou creatina (p.0.) na expressdo génica (RNAm) de VEGF no
hipocampo de camundongos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M
(N = 4). Resultados avaliados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post-
hoc de Duncan. F(2,9)=0,8905 p=0,444
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5.6.3 FGF-2

A Figura 22 mostra que as terapias combinadas de exercicio
fisico com fluoxetina ou com creatina por 14 dias ndo alteraram a
expressdo génica hipocampal de VEGF, em relagdo ao grupo controle,
submetido somente ao exercicio fisico.
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Figura 22. Efeito do tratamento combinado por 14 dias de exercicio fisico com
fluoxetina ou creatina (p.0.) na expressdo génica (RNAm) de FGF-2 no
hipocampo de camundongos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M
(N = 4-6). Resultados avaliados por ANOVA de uma via seguida pelo teste
post-hoc de Duncan. F(2,11)=0,879 p=0,442
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6. DISCUSSAO

Numa primeira etapa, este trabalho avaliou o efeito tipo-
antidepressivo do tratamento cronico de camundongos com creatina
durante 14 dias, em comparacdo com 0 mesmo periodo de tratamento
com fluoxetina. Assim, foi demonstrado que: a) o tratamento crénico
com creatina por 14 dias apresenta efeito tipo-antidepressivo no TNF
nas doses de 0,1 e 1 mg/kg, mas ndo na dose de 0,01 mg/kg; b) o
tratamento com creatina por 14 dias na dose de 1 mg/kg apresenta
efeito tipo-antidepressivo aparentemente mais efetivo do que a
fluoxetina, na dose de 10 mg/kg. Para investigar um dos possiveis
fatores envolvidos no efeito tipo-antidepressivo da creatina, a expressao
proteica (imunocontetdo) e génica (RNAm) de neurotrofinas foram
avaliados no hipocampo de camundongos. Os dados deste trabalho
mostraram que: a) o tratamento com creatina por 14 dias induziu um
aumento no imunocontetdo de BDNF; b) o tratamento com fluoxetina
aumentou o imunoconteldo e a expressdao génica de BDNF; c¢) os
tratamentos ndo afetaram o imunoconteldo ou a expressdo génica de
VEGF e FGF-2.

Considerando que o exercicio fisico apresenta um efeito tipo-
antidepressivo e que os efeitos adversos observados pelo tratamento
prolongado com alguns antidepressivos sdo dependentes da dose, num
segundo momento este trabalho avaliou se o tratamento crénico com
doses subativas de fluoxetina ou creatina apresenta efeito quando
combinado com o exercicio fisico (forcado) em um periodo subativo. Os
resultados revelaram que: a) o exercicio fisico por 21 e 28 dias, mas ndo
por 14 dias, apresenta efeito tipo-antidepressivo; b) a terapia combinada
de exercicio fisico com fluoxetina ou creatina (ambas em doses
subativas) por 14 dias induziu um efeito tipo-antidepressivo sinérgico;
c) a terapia combinada de exercicio fisico com creatina foi capaz de
aumentar o imunocontetdo e a expressdo génica de BDNF hipocampal,
mas ndo de VEGF e FGF-2; d) a terapia combinada de exercicio fisico
com fluoxetina ndo afetou a expressao dessas neurotrofinas.

Para avaliar o potencial antidepressivo de diferentes compostos,
0 Teste do Nado Forcado (TNF) e o Teste de Suspensdo pela Cauda
(TSC) sdo amplamente utilizados. Esses testes se baseiam no fato de
que antidepressivos classicos sdo capazes de diminuir o tempo de
imobilidade dos animais submetidos a uma situacdo inescapavel
(MCARTHUR e BORSINI, 2006). O TNF, apesar de possuir validade
somente preditiva, é muito utilizado por ser de facil execucdo, bem
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reprodutivel e sensivel a diferentes antidepressivos, como os ISRS, os
triciclicos, os inibidores da enzima monoamina oxidase e os atipicos
(CRYAN e LUCKI, 2000; PETIT-DEMOULIERE, CHENU e
BOURIN, 2005). Apesar disso, compostos que possuem atividade
psicoestimulante podem resultar em uma diminuicdo do tempo de
imobilidade no TNF e assim gerar um resultado falso positivo. Para
descartar essa possibilidade, os animais passam pelo TCA onde a sua
atividade locomotora é avaliada e é possivel confirmar se o efeito
observado no TNF é tipo-antidepressivo (BORSINI e MELI, 1988).

Estudos clinicos e pré-clinicos envolvendo a depressdo sdo de
grande importancia, uma vez que esse transtorno é uma doenga que
afeta milhdes de pessoas no mundo. Os tratamentos consistem na
reducdo dos sintomas e consequente melhora na qualidade de vida dos
pacientes (TIERNEY, 2007). Mesmo os farmacos mais seletivos
apresentam um elevado nimero de efeitos colaterais dependentes da
dose, que pode acarretar a interrupcdo do tratamento (TRINDADE et
al., 1998). Pacientes depressivos em tratamento com fluoxetina
apresentam variados efeitos colaterais. Esses individuos podem
apresentam comportamento agressivo, disfuncdo erétil, anorgasmia e
diminuicdo da libido, além de outros efeitos adversos mais brandos
como dor de cabeca, ndusea, tremores, diarreia, insbnia, agitagdo,
fotossensibilidade, boca seca e perda de peso. Além disso, a
descontinuidade do tratamento pode acarretar sindrome de abstinéncia e
aumento do risco de suicidio (WENTHUR, BENNETT e LINDSLEY,
2013; ZOU et al., 2013). Assim, estudos sdo constantemente
conduzidos na tentativa de se desenvolver terapias alternativas mais
eficazes, seguras, rapidas e de custo reduzido.

Estudos prévios do nosso grupo mostraram que a administragdo
aguda de creatina foi capaz de diminuir o tempo de imobilidade dos
camundongos no teste de suspensdo pela cauda (CUNHA et al., 2012;
CUNHA et al.,, 2013c; CUNHA et al., 2013d). Para avaliar se a
creatina poderia ser um tratamento alternativo viavel aos tratamentos
atuais, se torna necessario verificar os seus efeitos cronicos e investigar
alteragdes bioquimicas causadas por esse tratamento no encéfalo. A
fluoxetina, um antidepressivo que tem seu mecanismo de agdo bem
conhecido e que é largamente utilizado na terapéutica e na pesquisa, foi
testado nos mesmos protocolos deste trabalho, como descrito em nossos
estudos prévios (MACHADO et al., 2012a; MACHADO et al., 2012b;
FREITAS et al., 2013). Os dados mostraram que o tratamento crénico
de camundongos com creatina apresentou atividade tipo-antidepressiva,
confirmando que o composto per se possui um efeito no TNF. Além
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disso, os efeitos da creatina podem ser observados em uma dose 10
vezes menor do que aquela com fluoxetina. Ao contrario dos
antidepressivos e apesar de atuar em diferentes sistemas, poucos efeitos
adversos sdo observados com a suplementacdo diaria com creatina.
Distarbios gastrointestinais leves a moderados como diarreia, vomito e
nausea, além de aumento ou diminuicdo do apetite, ganho de peso e
desconforto estomacal foram observados clinicamente (JUHN, O'KANE
e VINCI, 1999; TARNOPOLSKY, 2000; CHRUSCH et al., 2001,
COX et al., 2002; GROENEVELD et al., 2003; ASTORINO et al.,
2005). Os efeitos da creatina na funcdo renal ¢ um tépico confuso.
Pacientes que fazem uso de creatina apresentam niveis elevados da
creatinina no sangue, parametro usado como marcador de disfuncéo
renal. Porém o aumento desse composto pode ser devido ao aumento do
metabolismo da creatina (GUALANO et al.,, 2008; WILLIS et al.,
2010). Allen e colaboradores (2012) mostraram que suplementacéo
durante 5 semanas com 4% de creatina na racao de ratos potencializou o
efeito tipo-antidepressivo do tratamento cronico com fluoxetina em
doses ativas ou subativas no TNF. Esses autores sugerem que a creatina,
ao menos em parte, compartilha mecanismos de acdo com a fluoxetina
(ALLEN et al., 2012).

De modo geral, os antidepressivos atuam aumentando a
presenga de monoaminas na fenda sinaptica e estas se ligam a diferentes
receptores ativando cascatas de sinalizacdo intracelular. A sinalizacéo
celular ativa fatores de transcricdo no ndcleo, aumentando a expressao
génica para que ocorra a sintese de proteinas, dentre as quais, as
neurotrofinas. As neurotrofinas atuam, por exemplo, na diviséo celular,
diferenciacdo, migracdo e na sobrevivéncia celular. A principal
neurotrofina presente no SNC é o BDNF, que tem um papel
fundamental na efetividade de alguns antidepressivos. Assim,
considerando os efeitos comportamentais da creatina, a etapa seguinte
deste trabalho foi verificar o efeito desse composto na expressdo das
neurotrofinas BDNF, VEGF e FGF-2.

Corroborando com a literatura, 0s nossos dados mostraram que
0 tratamento de camundongos com fluoxetina por 14 dias induziu um
aumento no imunocontelido e na expressdo génica (RNAm) de BDNF
no hipocampo. E bem conhecido que o tratamento cronico com
fluoxetina aumenta o imunocontetido de BDNF no hipocampo e cortex
de ratos e camundongos (ENGESSER-CESAR, ANDERSON e
COTMAN, 2007; HODES, HILL-SMITH e LUCKI, 2010; HODES et
al., 2010; JINDAL, MAHESH e BHATT, 2013). A fluoxetina também
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aumentou os niveis de RNAm para BDNF em astrécitos em cultura
(MOLTENI et al., 2006; ALLAMAN et al., 2011). De modo contrério,
Balu e colaboradores (2008) mostraram que o tratamento cronico com
fluoxetina aumentou os niveis de BDNF no cdrtex de ratos, mas ndo no
hipocampo. Também, Larsen e colaboradores (2008) ndo encontraram
diferencas na expressdo génica dessa neurotrofina no hipocampo. As
diferencas nos resultados podem ser devido a diferentes protocolos
experimentais (p. ex., tempos e doses de fluoxetina). Além disso, a
fluoxetina também foi capaz de reverter a diminuicio de BDNF
hipocampal e sua expressdo génica em ratos e camundongos submetidos
a protocolos de estresse (ZHANG et al., 2010; REUS et al., 2012;
GUMUSLU et al., 2013; Yl et al., 2013). Um estudo de Musazzi e
colaboradores (2009) demonstrou que o0 tratamento crénico com
fluoxetina induz um aumento do imunocontetdo de BDNF hipocampal
apos 1 semana de tratamento, mais rapidamente que sua expressao
génica que demandou 2 semanas para ocorrer. Isto sugere que a
fluoxetina poderia estar atuando primeiramente na traducdo e clivagem
de pro-BDNF em BDNF, efou em sua liberagdo nos terminais
sinapticos. Em um modelo de estresse em ratos, a fluoxetina apresentou
um efeito tipo-antidepressivo dependente da via serotoninérgica,
ativacdo da PKA e fosforilagdo do CREB, levando a um aumento da
transcricdo e sintese de BDNF (WANG et al., 2006).

Os nossos resultados, pela primeira vez, mostram que o
tratamento por 14 dias com creatina induz um aumento do
imunocontetdo de BDNF no hipocampo sem alterar a expressdo génica
de BDNF. Esses dados sugerem que, no periodo de 14 dias de
tratamento, o aumento de BDNF “maduro” induzido pela creatina seja
decorrente de um evento pds-transcricional, onde o RNAm de BDNF ja
disponivel possa estar sendo intensamente traduzido em pr6-BDNF.
Além disso, a creatina poderia estar atuando no aumento da atividade de
enzimas proteoliticas responsaveis pela clivagem de pr6-BDNF em
BDNF maduro, por exemplo, na enzima ativadora de plasminogénio
tecidual (tPA), etapa essencial para que 0 BDNF “maduro” interaja com
seus receptores TrkB (LU, PANG e WQOO, 2005).

O tratamento com fluoxetina aumentou a expressdo de VEGF
hipocampal em ratos (WARNER-SCHMIDT e DUMAN, 2007).
Entretanto, nossos dados mostraram que nem creatina ou fluoxetina
afetaram a expressdo de VEGF. Corroborando com os nossos dados, o
tratamento durante 10 dias com fluoxetina ndo alterou a expressdo de
VEGF. Foram necessarios 28 dias de tratamento para que o0 aumento de
VEGF pudesse ser observado (LESEMANN et al., 2012). Os autores
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sugerem que o tratamento com fluoxetina por 10 dias induziu um
aumento de VEGF apenas nos nichos de células progenitoras neurais
(LESEMANN et al., 2012). Em nosso trabalho as analises foram
realizadas no lisado de hipocampo total, mas pode ter ocorrido um
aumento em sub-regides especificas do hipocampo onde ocorre
neurogénese e angiogénese. Duman e Monteggia (2006) sugerem que 0
declinio de BDNF e de VEGF observado em transtornos de humor
como 0 estresse poderia causar atrofia de certas estruturas limbicas
relacionadas com a depressdo, e que antidepressivos reverteriam essa
atrofia. Sendo assim, seria interessante avaliar a expressdo de VEGF em
animais submetidos a um modelo de estresse e tratados com fluoxetina
ou creatina, para observar se esses compostos ndo seriam capazes de
reestabelecer os niveis basais dessa neurotrofina.

O envolvimento do FGF-2 na depressdo ndo esta bem
esclarecido. O tratamento agudo de ratos com fluoxetina ndo aumenta o
imunoconteddo efou a expressdao génica de FGF-2 hipocampal
(MALLEI, SHI e MOCCHETTI, 2002; MARAGNOLI et al., 2004).
Entretanto, o tratamento crénico de ratos por 21 dias na dose de 10
mg/kg, provocou um aumento na expressdo génica hipocampal dessa
neurotrofina (MALLEI, SHI e MOCCHETTI, 2002). Dessa forma, é
possivel que, para observar os efeitos da creatina ou da fluoxetina na
expressdo de FGF-2, seja necessario aumentar o periodo de tratamento.

Os nossos resultados mostram que camundongos submetidos ao
exercicio fisico (forcado) durante 21 e 28 dias apresentam um efeito
tipo-antidepressivo per se. Estes dados sdo similares aos resultados
prévios do nosso grupo, mostrando que a atividade fisica (voluntaria)
por 21 dias, mas ndo por 14 dias, apresenta efeito tipo-antidepressivo no
TSC dependente dos sistemas serotoninérgico e dopaminérgico
(CUNHA et al., 2013b). Apesar de ainda ndo haver um consenso sobre
a duracdo, intensidade e frequéncia adequada para a terapia
antidepressiva com exercicio fisico, recomenda-se que os individuos
submetidos ao tratamento adotem 30 minutos de exercicio fisico
moderado por dia, na maioria dos dias da semana (AAN HET ROT,
COLLINS e FITTERLING, 2009). Estudos clinicos também mostram
que o exercicio fisico periddico contribui para a melhora dos sintomas
depressivos em pacientes com o transtorno, resistentes ou ndo ao
tratamento, idosos e pacientes com comorbidade depressao e Alzheimer
(BABYAK et al., 2000; DIMEOQ et al., 2001; MATHER et al., 2002;
TERI et al., 2003; PILU et al., 2007; MOTA-PEREIRA et al., 2011).
De modo geral se observa também que individuos praticantes de
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exercicio fisico sdo menos predispostos ao desenvolvimento da
depressdo (CAMACHO et al., 1991; LETT et al., 2004).

Varios compostos sdo estudados para verificar se possuem um
efeito antidepressivo per se ou se possuem efeito sinérgico com
compostos ou terapias ja existentes. Considerando os efeitos adversos
dose-dependentes da fluoxetina, um dos objetivos deste trabalho foi
avaliar se o tratamento com fluoxetina em uma dose subativa, portanto
gue apresentaria menos efeitos colaterais, em combinacdo com outra
terapia comprovadamente antidepressiva, o exercicio-fisico, formam
juntos uma alternativa eficaz para o tratamento da depressdo com efeitos
adversos minimizados. Para investigar um possivel efeito sinérgico
entre compostos e terapias antidepressivas, foram escolhidas doses
subativas de fluoxetina ou creatina combinadas com um periodo de
exercicio fisico que ndo apresentou efeito tipo-antidepressivo per se. A
terapia combinada de exercicio fisico com fluoxetina numa dose
subativa por 14 dias apresentou um efeito tipo-antidepressivo. Isto
sugere que o tratamento com fluoxetina em doses menores do que
aquelas que sdo efetivas no tratamento da depressdo, e que
possivelmente causaria menos efeitos adversos em humanos, poderia ser
indicada em combinacdo com exercicio fisico para substituir os
tratamentos existentes. Inclusive, para minimizar alguns efeitos
colaterais dos ISRS, a préatica de exercicio fisico é indicada clinicamente
(CORDIOLI, 2001; PULCINELLI e BARROS, 2010).

Outro objetivo deste trabalho foi mostrar que a terapia
combinada de exercicio fisico com creatina também induziu um efeito
tipo-antidepressivo e talvez este protocolo pudesse ser uma alternativa
potencial para os atuais tratamentos. Considerando que a pratica de
exercicio fisico e a ingestdo de creatina compartilham a modulagéo dos
sistemas monoaminérgicos de serotonina, noradrenalina e dopamina,
que desempenham um grande papel na fisiopatologia da depressédo, as
terapias em conjunto podem estar promovendo uma intervengao
sinérgica eficaz através da modulacdo desses sistemas (CHAOULOFF,
1989; MEEUSEN e DE MEIRLEIR, 1995; CUNHA et al., 2012;
CUNHA et al., 2013c; CUNHA et al., 2013d; LIN e KUO, 2013).

A terapia combinada de exercicio fisico com fluoxetina néo
aumentou o imunocontetdo de BDNF maduro e a expressdo génica de
BDNF no hipocampo. De fato, o tratamento com fluoxetina por 21 dias
na dose de 25 mg/kg foi capaz de aumentar o imunocontetdo de BDNF,
mas ndo foi observado um efeito aditivo desse tratamento em
combinagdo com a atividade fisica (ENGESSER-CESAR, ANDERSON
e COTMAN, 2007). Além disso, o tratamento por 21 dias com
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fluoxetina na dose de 10 mg/kg per se ou em combinagdo com exercicio
fisico também ndo alterou o imunoconteddo de BDNF hipocampal
(ENGESSER-CESAR, ANDERSON e COTMAN, 2007). Esses dados
sugerem que, embora os tratamentos per se possam afetar a expressdo
de BDNF, os mecanismos pelos quais eles atuam nessa alteracdo podem
ndo ser compartilnados. Considerando o resultado sinérgico no teste
comportamental, pode ser sugerido que a fluoxetina compartilhe outras
alteragdes bioquimicas com o exercicio fisico que resultam nesse efeito.
Dessa forma, estudos sdo necessarios para determinar por quais
mecanismos ocorre o0 efeito sinérgico do antidepressivo com o exercicio
fisico.

Por outro lado, a terapia combinada de exercicio fisico com
creatina parece apresentar uma relacéo entre o efeito tipo-antidepressivo
e 0 aumento da expressao génica e do imunocontelldo de BDNF maduro
no hipocampo. O exercicio fisico por 7 dias aumenta a expressao génica
de BDNF hipocampal, especialmente nas regifes CA1l e CA4, e no
cortex caudal (NEEPER et al., 1996; RUSSO-NEUSTADT, A. A. et
al., 2000; VAYNMAN, YING e GOMEZ-PINILLA, 2003). Além
disso, 0 aumento da expressdo génica de BDNF pelo exercicio fisico
depende dos sistemas dopaminérgico e serotoninérgico (IVY et al.,
2003; GERECKE et al., 2012). Assim, os resultados sugerem que esse
efeito sobre 0 aumento de BDNF possivelmente ocorra por mecanismos
de acdo semelhantes a inducdo dessa neurotrofina pelo exercicio fisico,
uma vez que essas terapias combinadas apresentaram um efeito
sinérgico.

Os sistemas monoaminérgicos exercem um papel importante no
aumento da plasticidade neuronal pelo exercicio fisico (MACRAE et
al., 1987; CHENNAOUI et al., 2000; SUTOO e AKIYAMA, 2003;
MATTSON, MAUDSLEY e MARTIN, 2004; SARBADHIKARI e
SAHA, 2006; CHEN, H. I. et al., 2008; EBRAHIMI et al., 2010).
Assim, o tratamento combinado de creatina e exercicio fisico pode estar
atuando, dentre outros mecanismos, pela ativagdo de receptores 5-HT1a,
acoplados a proteina G (Figura 23). Dessa forma, a modulacdo dos
sistemas serotoninérgico, dopaminérgico e noradrenérgico ocasionada
pelo exercicio fisico em conjunto com a creatina, possivelmente induz a
ativacdo de vias de sinalizacéo intracelular que culminam na transcricao
e sintese de BDNF.

As terapias combinadas ndo afetaram a expressdo de VEGF ou
de FGF-2 em relagdo aos animais submetidos somente ao exercicio
fisico. Entretanto, quando comparados com animais sedentarios, o
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exercicio fisico per se foi capaz de promover um aumento na expressao
génica de VEGF. Corroborando com nossos dados, Tang e
colaboradores (2010) mostraram que o exercicio fisico agudo é capaz de
aumentar a expressdo génica de VEGF no hipocampo de ratos. Em
humanos, individuos depressivos submetidos ao exercicio fisico ndo
apresentaram alteracbes no VEGF sérico e dados pré-clinicos
mostraram que o exercicio fisico ndo induz essa alteracdo em
camundongos estressados (KIUCHI, LEE e MIKAMI, 2012; VOSS et
al., 2013). Apesar desses resultados, esses mesmos autores mostraram
que o bloqueio de FIk-1 (receptor de VEGF), previne o efeito tipo-
antidepressivo do exercicio fisico. Eles sugerem que a modulacdo da
angiogénese basal exercida por essa neurotrofina é necessaria para a
irrigacdo e sobrevivéncia de novos neurbnios (KIUCHI, LEE e
MIKAMI, 2012).

O exercicio fisico por 2 dias induz o aumento da expressao
génica de FGF-2 no hipocampo de ratos, mas esse efeito desaparece
depois de 7 dias de exercicio fisico (GOMEZ-PINILLA, DAO e SO,
1997; GOMEZ-PINILLA, SO e KESSLAK, 1998). Além disso, ndo ha
dados na literatura que abordem o efeito dessa intervengdo no
imunocontetdo dessa neurotrofina. Os dados deste trabalho sugerem
gue a creatina e a fluoxetina per se, nas doses e no periodo de
tratamento utilizados, ndo modulam a expressdo génica e o
imunocontetdo de VEGF e FGF-2, logo o fato destes compostos em
doses subativas ndo ocasionarem alteragGes nessas neurotrofinas quando
em combinagdo com outra terapia reforga os resultados do primeiro
protocolo realizado.
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Figura 23. Possivel mecanismo de agdo da terapia combinada de creatina e
exercicio fisico sobre a modulacdo de BDNF. A ativacdo de receptores 5-HT1a,
acoplados a proteina G induz a formagdo de AMPc pela adenilil ciclase (AC). O
AMPc se liga na subunidade reguladora da PKA ativando-a. A PKA fosforila
CREB no nucleo, que recruta co-fatores de transcrigdo que estimulam a
transcricdo de BDNF. A modulacdo de BDNF também pode ocorrer devido a
ativacdo dos receptores de dopamina e noradrenalina.

Concluindo, os dados deste trabalho indicam que a creatina é
um composto com propriedades antidepressivas promissoras, agindo e
modulando, pelo menos em parte, a tradugéo e processamento do BDNF
no hipocampo. Além disso, a terapia combinada de creatina com
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exercicio fisico, apresenta um efeito sinérgico também na sintese dessa
neurotrofina. Adicionalmente, uma menor dose de fluoxetina que
apresentaria menos efeitos adversos, em combina¢do com o exercicio
fisico, poderia ser uma alternativa viavel de tratamento de pacientes
depressivos. Vale ressaltar que as terapias demonstradas neste trabalho
sdo de facil acesso, menor custo e podem ser utilizadas por humanos.
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7. CONCLUSOES

< O tratamento crénico de camundongos por 14 dias com fluoxetina (1 e
10 mg/kg, p.o) e com creatina (0,1 e 1 mg/kg, p.o.) apresentou um efeito
tipo-antidepressivo, sem alterar a atividade locomotora;

V' O tratamento cronico por 14 dias com creatina na dose de 1 mg/kg
produziu um efeito tipo-antidepressivo mais efetivo do que a fluoxetina
na dose de 10 mg/kg;

O tratamento cronico com creatina por 14 dias na dose de 1 mg/kg
aumentou o imunocontetdo de BDNF no hipocampo;

\ O tratamento cronico com fluoxetina por 14 dias na dose de 10 mg/kg
induziu um aumento no imunoconteldo e na expressao génica de BDNF
hipocampal,

\ O exercicio fisico por 21 e 28 dias apresentou um efeito tipo-
antidepressivo, sem alterar a atividade locomotora;

\ O tratamento cronico por 14 dias com doses subativas de creatina ou
fluoxetina combinado com exercicio fisico induziu um efeito tipo-
antidepressivo;

\ A terapia combinada de exercicio fisico e dose subativa de creatina
mostrou um efeito sinérgico aumentando o imunoconteldo e a
expressdo génica de BDNF hipocampal,;

\ A terapia combinada de exercicio fisico e dose subativa de fluoxetina
ndo alterou a expressdo de neurotrofinas.
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PERSPECTIVAS

* Investigar o envolvimento da enzima de clivagem de pr6-BDNF, tPA,
no efeito tipo-antidepressivo da creatina.

« Verificar o efeito do tratamento com creatina por diferentes periodos
na expressdo de diferentes neurotrofinas;

« Avaliar 0 efeito do tratamento com creatina na expressao de BDNF e
de outras neurotrofinas em diferentes estruturas encefélicas;

« Investigar os efeitos comportamentais e bioquimicos da terapia
combinada de creatina e exercicio fisico em um modelo animal de
estresse.

« Investigar o efeito aditivo comportamental e bioquimico da terapia
combinada de creatina e exercicio fisico em doses e periodos que
possuem efeito per se.
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