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REACH

“Some dreams live on in time forever
Those dreams, you want with all your heart
And I'll do whatever it takes
Follow through with the promise | made
Put it all on the line
What | hoped for at last would be mine
If I could reach higher
Just for one moment touch the sky
From that one moment in my life
I'm gonna be stronger
Know that I've tried my very best
I'd put my spirit to the test
If I could reach higher
Some days are meant to be remembered
Those days we rise above the stars
So I'll go the distance this time
Seeing more the higher | climb
That the more | believe
All the more that this dream will be mine...”

Gloria Estefan & Diane Warren

“Alguns sonhos vivem no tempo para sempre
Sonhos que vocé deseja de todo coragao
Eu farei o que for preciso,
Seguindo com a promessa que fiz
Coloquei tudo em ordem
Esperando que ele finalmente fosse meu
Se eu puder alcangar mais alto...

E por um instante tocar o céu
Neste momento da minha vida
Eu serei forte
Sei que fiz o meu melhor
Que coloquei meu espirito a prova
Se eu puder alcangar mais alto...
Alguns dias existem para serem lembrados
Aqueles dias em que nos elevamos acima das estrelas
Entao irei quao longe for preciso
Vendo melhor a medida que subo
E quanto mais eu acreditar
Mais este sonho sera meu...”



RESUMO

Esta pesquisa buscou investigar os efeitos da administragcao de L-arginina e creatina
sobre parametros comportamentais, bioquimicos, nutricionais e anatémicos de ratos
submetidos a um modelo de estresse crbnico variado. Foram utilizados 35 ratos
Wistar, machos, com aproximadamente 120 dias no inicio dos experimentos. Os
animais foram divididos igualmente e aleatoriamente em cinco grupos: controle (Ct);
estresse crbnico (Ec); estresse cronico + L-arginina (Ec/La); estresse cronico +
creatina (Ec/Cr) e estresse crénico + L-arginina e creatina (Ec/La+Cr). Os animais
foram expostos ao estresse por um periodo de 40 dias, e diariamente e
aleatoriamente escolheu-se um dos seguintes estressores: ambiente congestionado,
exposicao ao frio, imobilizagcdo, inclinagcdo da caixa-moradia, luz intermitente,
privagao de alimento e ruido. Um dia apés a ultima sessdo de estresse, os animais
foram submetidos as seguintes tarefas comportamentais: labirinto em cruz elevado,
campo aberto, tarefa de comportamento alimentar e labirinto aquatico de Morris. No
dia posterior a ultima sessao de teste comportamental, os animais foram sacrificados
mediante decapitagdo, o sangue troncular foi coletado para analise bioquimica
(glicose, colesterol, triglicerideos e corticosterona) e o coragao, figado, tecido
adiposo (gorduras mesentérica, retroperitoneal e periepididimal), rim e glandula
adrenal esquerda foram pesados. Os resultados mostraram que os animais do grupo
Ec, mesmo consumindo maior quantidade de ragéo e agua, tiveram menor ganho de
peso corporal e apresentaram outros marcadores bioldgicos importantes do estresse
cronico (por ex. menor volume hepatico e glicemia elevada), mostrando também
ansiedade no labirinto em cruz elevado e prejuizo locomotor na tarefa de campo
aberto. Nenhum tratamento foi capaz de reduzir os efeitos do estresse no consumo
de ragdo/agua e glicemia, porém todos minimizaram o prejuizo deste na atividade
locomotora e aumentaram o consumo de alimentos palataveis (Froot Loops®). O
tratamento com L-arginina provocou hipertrofia cardiaca. O tratamento com creatina
diminuiu o peso relativo da glandula adrenal esquerda, preveniu a perda de peso
corporal e hepatico e promoveu um desempenho superior em memoria espacial de
trabalho. A coadministragdo de L-arginina e creatina proporcionou uma redugao
significativa no peso relativo do tecido adiposo e da glandula adrenal esquerda,
bloqueou os efeitos hipertroficos cardiacos da L-arginina, reduziu a ansiedade no
labirinto em cruz elevado e habilitou a ocorréncia do aprendizado espacial em um
protocolo de treinamento que ndo promoveu aprendizagem nos animais do grupo Ct.
Concluindo, este estudo mostrou que a coadministracdo de L-arginina e creatina
proporciona melhora em todos os parametros comportamentais avaliados,
demonstrando superioridade em relacdo a administragao isolada destas substancias.

Palavras-chave: Estresse cronico; L-arginina; Creatina.



ABSTRACT

This research aimed to investigate the effects of administration of L-arginine and
creatine on behavioral, biochemical, nutritional and anatomical parameters in rats
submitted to a model of chronic variable stress. The study included 35 male Wistar
rats, having approximately 120 days at the beginning of the experiments. The
animals were divided equally and randomly into five groups: control (Ct), chronic
stress (Ec); chronic stress + L-arginine (Ec/La); chronic stress + creatine (Ec/Cr) and
chronic stress + L-arginine + creatine (Ec/La+Cr). The animals were exposed to
stress for a period of 40 days and daily and randomly one of the following stressors
were applied: crowded environment, exposure to cold, restraint, inclination of home
cage, flashing light, food deprivation and noise. One day after the last stress session,
the animals were subjected to the following behavioral tasks: elevated plus maze,
open field task, measurement of palatable food intake and the Morris water maze
test. The day after the last behavioral test session, the animals were sacrificed by
decapitation, trunk blood was collected for biochemical analysis (glucose, cholesterol,
triglycerides and corticosterone) and the heart, liver, adipose tissue (mesenteric,
retroperitoneal and periepididymal fat), left kidney and adrenal gland were weighed.
The results showed that the animals in group Ec, while consuming larger amounts of
food and water, had lower body weight gain and showed other important biological
markers of chronic stress (eg. lower liver weight and high blood glucose), also
showing anxiety in the elevated plus maze and locomotor impairment in open field
task. No treatment was able to reduce the effects of stress on feed/water intake and
glucose, but all minimized the damage in the locomotor activity and increased
consumption of palatable food (Froot Loops®). Treatment with L-arginine provoked
cardiac hypertrophy. Creatine alone decreased the relative weight of the left adrenal
gland, prevented body and liver loss weight and promoted a superior performance on
spatial working memory. Coadministration of L-arginine and creatine provided a
significant reduction in the relative weight of the adipose tissue and adrenal gland,
blocked the hypertrophic cardiac effects of L-arginine, reduced anxiety in the
elevated plus maze and has enable the occurrence of spatial learning in a training
protocol that did not promote learning in group Ct. In conclusion, this study showed
that coadministration of L-arginine and creatine provides improvement in all
behavioral parameters evaluated, demonstrating superiority over the separate
administration of these substances.

Keywords: Chronic stress, L-arginine, Creatine.
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1. INTRODUGAO

1.1 ESTRESSE

1.1.1 Consideragdes gerais

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) apontam que o estresse
psicologico afeta aproximadamente 90% da populagdo mundial, sendo considerado
uma epidemia global (BAUER, 2002). No inicio dos anos 90, a Organizagdo das
Nacgdes Unidas (ONU) classificou o estresse como a “doenga do século 20" (MASCI,
2001).

O estresse é um assunto que desperta interesse da comunidade cientifica,
sendo um objeto de estudo em pesquisas tanto nacionais quanto internacionais que
visam compreender melhor o conceito e suas implicacdes para a qualidade de vida
dos individuos. Estima-se que pelo menos 50% das pessoas doentes estejam
sofrendo de problemas relacionados ao estresse (LIPP; MALAGRIS, 2001).

Interessantemente, o estresse sequer pode ser considerado como uma
doenga em si, mas um mecanismo de adaptagdo e prote¢do do organismo contra
agentes internos e externos, denominados estressores (BAUER, 2002).

A resposta de estresse, nos mamiferos, integra componentes fisioldgicos e
psicoldgicos frente a adversidades reais ou percebidas como tais (HERMAN et al.,
2012). E considerado uma ‘reagdo do organismo” provocada por alteragdes
psicofisioldgicas que aparecem quando uma pessoa se confronta com uma situagao
que, de um modo ou de outro, a irrite, amedronte, excite ou confunda, ou mesmo
que a faca imensamente feliz (LIPP; MALAGRIS, 2001).

E um grande engano pensar que o estresse é uma reacgéo presente apenas
no homem e/ou na sociedade moderna. A resposta de estresse tem sido observada
na escala filogenética desde os invertebrados até os vertebrados mamiferos, porém
a maioria dos estudos concentra-se em mamiferos (FRANCI, 2005). O sistema
biologico responsavel pela reagdo de estresse tem sido altamente conservado
durante o processo evolutivo e aperfeicoado pela selegdo natural, estando
crucialmente envolvido em uma ampla gama de funcbes adaptativas nos seres
humanos e animais (GIUDICE; ELLIS; SHIRTCLIFF, 2011).

A espécie humana, ao longo do caminho evolutivo, foi exposta a diversos
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estressores ambientais que exerceram pressdes seletivas sobre seu genoma, e a
selecdo natural favoreceu ancestrais que foram eficientes em combater a fome,
desidratacdo e agentes prejudiciais, prevenindo assim o esforgo excessivo e danos
ao tecido. O estilo de vida da sociedade moderna mudou drasticamente do passado,
e 0 ambiente moderno e a extensao da expectativa de vida parecem permitir a
expressdao de males associados as disfungdes do sistema de estresse
(CHROUSOS, 2009).

Historicamente, o termo “stress” é derivado da fisica e, neste campo de
estudo, descreve uma forca aplicada a um material capaz de alterar sua estrutura
fisica (FRANCI, 2005). Nas ciéncias biologicas, o termo estresse € geralmente
definido como uma condi¢cao que perturba a homeostase fisiolégica e psicolégica de
um organismo (KIM; DIAMOND, 2002).

O conceito de homeostase foi criado pelo fisiologista americano Walter
Cannon no inicio do século XX, e pode ser caracterizado como um estado de
equilibrio dindmico constantemente desafiado por forgas internas ou externas,
denominadas estressores. A homeostase pode ser “ameagada” ou “quebrada”, mas
pode ser restabelecida por um complexo repertorio de respostas comportamentais e
fisioloégicas adaptativas do organismo (CHROUSQOS, 2009).

Apesar de ter criado o conceito de homeostase, Cannon nunca utilizou o
termo “stress” em suas observacdes (PACAK; PALKOVITS, 2001). No entanto, suas
descobertas influenciaram fortemente o trabalho do médico endocrinologista Hans
Selye (LIPP, 2003), que introduziu o termo e popularizou o conceito na literatura
médica e cientifica do século XX.

O marco inicial da teoria de Selye sobre o estresse consistiu na publicagéo de
um artigo na Revista Nature em 1936, intitulado "A syndrome produced by diverse
nocuous agents" (PACAK; PALKOVITS, 2001). Neste artigo, Selye descreveu uma
triade patolégica composta por alargamento das glandulas adrenais, atrofia de
estruturas linfaticas e ulceras gastricas em ratos expostos a varios agentes quimicos
e fisicos nocivos (SZABO; TACHE; SOMOGYI, 2012). Estas alteragbes foram
denominadas por Selye de Sindrome Geral da Adaptacao (SGA), que é composta
por trés fases: (1) fase de alarme: surge quando o organismo elicia uma resposta de
‘luta ou fuga”, (2) fase de resisténcia: inicia-se quando o organismo permanece
lutando contra o estressor e (3) fase de exaustdo: aparece quando o0 organismo nao

consegue mais se adaptar ao estressor, podendo ocasionar alteragoes estruturais e,
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em alguns casos, a morte do organismo (JACOBS, 2001).

Estressores sado definidos como estimulos que desafiam ou provocam a
quebra da homeostase. De maneira geral, podem ser divididos em quatro grupos: (1)
estressores fisicos e/ou quimicos (como frio, calor, radiagdo intensa, barulho,
vibragdo e substancias toxicas), (2) estressores psicologicos (respostas aprendidas
em experiéncias adversas), (3) estressores sociais refletem interagdes conturbadas
entre individuos (ex. inserir um animal em um territério dominado por outro animal) e
(4) estressores que desafiam a homeostase metabdlica e cardiovascular (exercicio
fisico, hipoglicemia, entre outros). Em termos de duragéo, os estressores podem ser
divididos em agudos e crénicos (PACAK; PALKOVITS, 2001; FRANCI, 2005;).

O sistema de estresse engloba um conjunto de elementos mobilizados para a
adaptacdo do organismo a situagdes estressantes induzidas por diferentes
estressores (FRANCI, 2005). A resposta de estresse é relativamente estereotipada e
inata, que evoluiu para coordenar a homeostase e proteger os organismos durante
estressores agudos. Sao respostas que acontecem ao nivel do SNC e em varios
orgaos e tecidos periféricos. No SNC, esta resposta inclui fungbes adaptativas
visando aumentar a excitagdo, alerta, vigilancia, cognigdo e inibir fungdes
vegetativas, por exemplo, reprodugéo, alimentagdo e crescimento. Entre as fungbes
periféricas, a resposta de estresse inclui 0 aumento da oxigenagao e nutricdo do
cérebro, coragdo e musculos esqueléticos, aumento do metabolismo e inibicdo de
algumas fungbes como crescimento e reprodugdo, respostas essenciais para a

preparagao do organismo para a “luta ou fuga” (CHROUSOS, 2009).

1.1.2 Mecanismos neurobiolégicos da resposta de estresse

Os “componentes centrais” do sistema de estresse que iniciam e mantém a
resposta de estresse estao localizados no hipotalamo e no tronco encefalico. Estes
incluem neurdnios do nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) que liberam CRH
(horménio liberador de corticotropina) e AVP (arginina-vasopressina) e também o
sistema Jlocus coeruleus/noradrenalina (LC/NA) (TSIGOS; CHROUSOS, 2002;
MASTORAKOS et al., 2005).

O sistema LC/NA inclui o locus coeruleus e outros grupos celulares
noradrenérgicos da medula e ponte. A noradrenalina cerebral contribui para

aumentar as respostas autondmicas e neuroenddcrinas do estresse, participando
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também da ativacéo do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA). Existem conexdes
neurais reciprocas entre os neurénios que secretam CRH e os neurdnios do sistema
LC/NA, sendo que o CRH e a noradrenalina estimulam a secrecdo um ao outro. A
secrecao de CRH é controlada por um ultracurto mecanismo de feedback negativo
exercido pelo proprio CRH, o mesmo acontece com o sistema LC/NA cuja fungao
também ¢é regulada por feedback negativo tanto pelo CRH quanto pela
noradrenalina. Existe outro mecanismo de regulagcdo em paralelo de ambos os
sistemas (CRH e LC/NA) por vias neurais estimulatorias (neurotransmissores como
serotonina e acetilcolina) e inibitérias que incluem os glicocorticéides (GCs), GABA,
corticotropina e varios peptideos opidides, que inibem tanto os neurbnios que
secretam CRH quanto o sistema LC/NA (TSIGOS; CHROUSOQOS, 2002).

Os principais efetores periféricos do sistema de estresse sdo representados
pela eferéncia simpatica do Sistema Nervoso Auténomo (SNA) e pelo eixo HPA,
pelas quais o cérebro influencia todo o corpo durante exposicao aos estimulos
ameacadores (TSIGOS; CHROUSOS, 2002; CHROUSOS, 2009). O cérebro ativa
ainda um subconjunto de eferéncias parassimpaticas vagais e sacrais que mediam
respostas viscerais ao estresse (TSIGOS; CHROUSOS, 2002).

O SNA ¢é submetido ao controle central do hipotalamo. Por meio de suas
eferéncias simpatica e parassimpatica, o SNA fornece a resposta mais imediata a
exposi¢cao ao estressor, provocando alteragdes rapidas nos estados fisioldgicos por
meio da inervacdo dos orgaos-alvo. A ativagdo simpatica representa a resposta
classica de “luta ou fuga” descrita por Walter Cannon e seus colegas. Esta resposta
caracteriza-se pelo aumento dos niveis de noradrenalina dos nervos simpaticos e
adrenalina e noradrenalina das glandulas adrenais, que rapidamente (em segundos)
aumentam a frequéncia cardiaca, pressdo arterial, vasoconstricido periférica,
vasodilatagdo muscular e mobilizagao de energia (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

As situacgbes interpretadas como “estressantes” também estimulam o eixo
HPA, e os neurdnios do nucleo PVN do hipotalamo liberam o neuropeptideo CRH
(LUPIEN et al.,, 2007). A interacdo deste neuropeptideo com seus receptores
especificos na hipofise anterior resulta na sintese e liberagdo do hormodnio
adrenocorticotrofico (ACTH) no sangue. O ACTH por sua vez estimula o cértex das
glandulas adrenais a liberar corticosterona (em roedores, passaros) ou cortisol (em
humanos, porcos) (KORTE, 2005). O hipotalamo também secreta o neuropeptideo

AVP, que age de maneira sinérgica com o CRH estimulando a secregao de ACTH.
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Parece existir uma interagdo mutua entre CRH e AVP no nivel do hipotalamo cada
um estimulando a secrecao do outro. Em situacdes estressantes a secregao de AVP
e CRH aumenta consideravelmente, resultando no aumento de episddios de
secrecdo de ACTH e GCs (TSIGOS; CHROUSOS, 2002). O eixo HPA e as
eferéncias simpatica e parassimpatica envolvidas na resposta do estresse podem
ser visualizados na Figura 1.

Os GCs sao assim denominados em fungéo de sua habilidade em promover a
conversdo de proteinas em carboidratos prontamente disponiveis para o organismo
(McEWEN, 2000). Estes horménios tém seus picos plasmaticos aumentados em
dezenas de minutos apds o inicio do estresse (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009), e
quando secretados transitoriamente, auxiliam na sobrevivéncia do organismo, pois
mobilizam energia, aumentam o tbnus cardiovascular e suprimem atividades
“‘desnecessarias”, como crescimento, reparacao de tecidos, reprodugao e imunidade
(SAPOLSKY, 2000). A acao fisiolégica principal dos GCs é a redistribuicdo de
energia, aumentando a disponibilidade de combustiveis energéticos, a fim de
promover a capacidade de sobrevivéncia frente a ameagas reais e percebidas
(HERMAN et al., 2012).

Figura 1 — O eixo HPA e o SNA simpatico e parassimpatico envolvidos com a resposta do estresse.
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Os GCs circulantes agem nos tecidos-alvo por meio de mecanismos
gendmicos e nao gendmicos. Por mecanismos gendmicos, estes hormonios regulam
a expressao génica nas células-alvo através da ativagdo de dois receptores: os
receptores de glicocorticoides (GR) e receptores de mineralocorticoides (MR). Os
mecanismos néo-gendmicos incluem respostas mais rapidas e envolvem acdes
diretamente na membrana da célula-alvo (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009; WALKER
et al.,, 2012).

Os GCs também interagem com GRs presentes no préprio eixo HPA, por isso
estes hormbnios sao responsaveis pela sua proépria inibicdo por feedback negativo
no hipotalamo (JURUENA; CLEARE; PARIANTE, 2004; WALKER et al., 2012).
Outras estruturas cerebrais também participam da regulagdo dos GCs por feedback
negativo, como a amigdala, cértex pré-frontal e hipocampo (CAMPEAU et al., 1998;
SWAAB; BAO; LUCASSEN, 2005), sendo que este ultimo apresenta elevada
concentracéo de receptores de GCs.

A persisténcia e/ou intensidade exagerada dos estimulos estressores somada
com a incapacidade do organismo em suprimir a resposta de estresse podem levar a
hiperativacdo do eixo HPA e a consequente hipercortisolemia (JOCA; PADOVAN;
GUIMARAES, 2003).

A hiperatividade do eixo HPA e a consequente hipercortisolemia estao
associados com a génese e evolugdo de diversas patologias fisicas e mentais.
Estudos mostram que o excesso de GCs aparece em doencas cardiovasculares e
autoimunes, infeccbes respiratérias superiores (COHEN et al., 2012), alcoolismo,
depressdo melancdlica, anorexia nervosa, transtorno obsessivo-compulsivo,
transtorno do panico, transtorno do estresse pods-traumatico, obesidade central e
hipertireoidismo (TSIGOS; CHROUSOS, 2002; CHROUSOS, 2009). O excesso de
GCs também pode aumentar os riscos de hipertensao arterial, ulceras, impoténcia
sexual (SAPOLSKY, 2000) e induzir a resisténcia a insulina (ANDREWS; WALKER
1999).

As ciéncias biomédicas e comportamentais tém particular interesse em
compreender os mecanismos do estresse em fungédo da hipétese de que individuos
expostos a situacdes estressantes em fases iniciais do desenvolvimento apresentam
maiores taxas de mortalidade e morbidade por doencas crénicas do envelhecimento.
Estudos mostram que criangas maltratadas pelos pais apresentam maior

vulnerabilidade a doengas vasculares, autoimunes e mortalidade precoce (MILLER;
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CHEN; PARKER, 2011). Ha estudos que associam o estresse crbnico com o
aumento da morbidade e mortalidade por uma gama de condi¢gdes, como cancer
(CHIDA et al., 2008).

1.1.3 Estresse crénico e o sistema nervoso central (SNC)

O SNC ¢é um dos principais alvos dos horménios do estresse. O excesso de
GCs pode prejudicar estruturas cerebrais que regulam a sua prépria secre¢gao, como
amigdala, cortex pré-frontal e hipocampo (SWAAB; BAO; LUCASSEN, 2005).
Contudo, estudos mostram que o hipocampo é a regido mais vulneravel aos efeitos
do excesso de GCs (SAPOLSKY, 2003), e os efeitos adversos destes hormonios na
referida estrutura parecem ser mediados pela grande quantidade de GRs ocupados
pelos GCs durante as situacdes de estresse. Estudos com ratos mostram que a
estimulacédo excessiva dos GRs pela corticosterona pode prejudicar o metabolismo
neuronal, sobrevivéncia celular, fungdes fisiolégicas e morfologia neuronal (KIM;
DIAMOND, 2002).

O estresse prolongado ou severo € altamente nocivo nas fases iniciais do
desenvolvimento. O excesso de GCs nestas fases provoca um decréscimo na
expressdo de GRs hipocampais, comprometendo a fungdo desta estrutura na
regulagao do eixo HPA por feedback negativo. Como resultado, animais submetidos
ao estresse crénico nas fases iniciais do desenvolvimento mostram niveis basais
elevados de ACTH e corticosterona, e intensas elevagdes de corticosterona podem
ocasionar atraso no retorno deste a niveis basais com a suspensdo do estressor
(SANDSTROM; HART, 2005).

O estresse cronico’ produz atrofia de neurdnios piramidais da regiao CA3
hipocampal (MAGARINOS; MCEWEN, 1995; VYAS; PILLAI; CHATTARJI, 2004) e
atrofia dendritica em neurénios piramidais da camada CA1 e do giro dentado (GD)
de ratos ou daqueles tratados com altas doses de corticosterona (SOUZA et al.,

2000). Os circuitos basicos do hipocampo podem ser visualizados na Figura 2.

'Estresse cronico: exposi¢ao continua ou repetida a um ou mais tipos de estressores ao longo de um
periodo que varia de dias a meses (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).
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Figura 2 — Circuitos basicos do hipocampo.
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Fonte: Adaptado de LENT, R. Cem bilhées de neurdnios? Conceitos fundamentais de
neurociéncia. 2.ed. Rio de Janeiro: Atheneu, 2010.

O estresse agudo ou cronico pode suprimir a neurogénese dos neurdnios
granulados do hipocampo (MCEWEN, 1999) e a produgao de neurdnios granulados
no GD, que estdo envolvidos nos processos de memoéria e aprendizagem (KIM,
DIAMOND, 2002).

As altas concentracbes de GCs podem ocasionar a morte de neurdnios
hipocampais da camada CA3, causando alteragcbes nos processos de plasticidade
sinaptica’® nesta estrutura (SAPOLSKY, 2000). Os processos de plasticidade
sinaptica hipocampal sdo importantes para a formagdo da memodria e uma
quantidade consideravel de estudos in vitro e in vivo demonstram que o estresse
crénico e seus hormdnios alteram negativamente os mecanismos de potenciacédo de
longa duragao (LTP) (KIM; DIAMOND, 2002). Em situacbes de estresse agudo ou
crbnico, a LTP nas sinapses hipocampais € praticamente anulado, porém a
intensidade das alteragcbes varia conforme a regido hipocampal analisada, bem
como a magnitude do estresse (KUMAR, 2011).

Uma expressdo completa dos efeitos dos horménios do estresse na
plasticidade sinaptica hipocampal necessita da coativagado da amigdala. Os sinais de
saida ou output da amigdala sdo fundamentais para a modulagdo da plasticidade
sinaptica hipocampal e formacdo da memoéria em situagbes de estresse. Em

manipulagdes experimentais em que os sinais da amigdala para o hipocampo estao

20 conceito plasticidade refere-se a capacidade do sistema nervoso de alterar a sua fungéo ou a sua
estrutura em resposta as influéncias ambientais que o atingem. A plasticidade sinaptica € uma forma
de plasticidade prevalente no cérebro adulto normal e esta intimamente relacionada com o
armazenamento de informacgdes (LENT, 2008).
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prejudicados, a plasticidade sinaptica hipocampal nao sofre influéncia do estresse,
porém naquelas em que os sinais da amigdala para o hipocampo estao
preservados, os efeitos nocivos do estresse na plasticidade sinaptica hipocampal é
mais pronunciado (KIM; DIAMOND, 2002).

O estresse cronico prejudica a atividade das enzimas Na®, K* - ATPases
hipocampais, provocando déficits de memdria espacial e sintomas depressivos em
ratos (VASCONCELLOS et al., 2005; GAMARO et al, 2003b). Mais recentemente,
Crema et al. (2010) descobriram que o estresse cronico também prejudica as
enzimas Na®, K* - ATPases amigdalares promovendo sintomas de ansiedade nestes

animais.

1.1.4 Estresse crénico e alteragdes neurocomportamentais

A aprendizagem e memoria sdo fung¢des bastante prejudicadas pelo estresse
cronico. De forma geral, pode-se conceituar aprendizagem como um processo pelo
qual os seres humanos e animais adquirem informagdes do ambiente (interno e
externo) e memoria como um processo pelo qual estas informagdes sao codificadas,
armazenadas e posteriormente recuperadas (KANDEL; SCHWARTZ; JESSEL,
1991).

De acordo com estas definicbes, pode-se classificar a memadria em varios
tipos e subtipos diferentes, os quais sdo operados por regides cerebrais distintas.
Algumas formas de memoria estdo prontamente disponiveis a consciéncia,
correspondem a fatos e eventos, e em conjunto sdo chamadas de declarativas.
Existem também formas de memodria que nao estdo prontamente disponiveis a
consciéncia, chamadas de memoria de procedimentos. Este tipo de memodria é
importante para habilidades aprendidas previamente que se tornam automaticas,
como andar de bicicleta, dirigir um carro, entre outras (SQUIRE; ZOLA, 1996;
OKANO; HIRANO; BALABAN, 2000). Os tipos, subtipos e caracteristicas das

memorias podem ser visualizadas no Quadro 1.
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Classificagdo das memoérias quanto ao tempo de retengao

Tempo de retengao

Caracteristicas

Ultrarrapida ou imediata

Dura fragdes de segundos a alguns segundos; memoria

sensorial.

Curta duragao

Dura minutos ou horas, garante o sentido de continuidade

do presente.

Longa duragao

Dura horas, dias ou anos, garante o registro do passado
autobiogréfico e dos conhecimentos do individuo.

Classificagdo das memorias quanto a sua natureza

. . e Regides
Tipos Subtipos Caracteristicas gloes
cerebrais
Explicita ou . .
declarativa Episédica Tem uma referéncia temporal:
(pode ser descrita memoria de fatos sequenciados. Lobo temporal
) medial
por meio de A . . . .
palavras e outros Semantica Envolve conceitos atemporais: Diencéfalo
simbolos) memoria cultural.
De . .
representacio Representa imagens sem significado Neocoriex
Eerceptugl conhecido: memoria pré-consciente.
De - . Estriado
procedimentos Habitos, habilidades e regras. Cerebelo
Implicita ou nao- Amigdala
declarativa . . . . (respostas
(ndo precisa ser Associa dois ou mais estimulos emocionais)
descrita por meio Associativa (condicionamento classico), ou um Cerebelo
de palavras) estimulo a uma certa resposta (respostas
(condicionamento operante). P
musculares
esqueléticas)
Atenua uma resposta (habituacdo) ou
N&o associativa aumenta-a (sensibilizacao) através Vias reflexas
da repeticdo de um mesmo estimulo.
Cortex pré-frontal
. o componente
Meméria operacional ou de trabalho Permite o raciocinio € o ( exegutivo)
planejamento do comportamento. . .
Cortex parieto-
occipital

Fonte: Adaptado de LENT, R. Cem bilhdes de neurdénios? Conceitos fundamentais de
neurociéncia. 2.ed. Rio de Janeiro: Atheneu, 2010.

Nota: as informacdes sobre as regides cerebrais foram capturadas de SQUIRE, L. R.; ZOLA, S. M.
Structure and function of declarative and nondeclarative memory systems. Proc Natl Acad Sci USA,
v. 93, n. 24, p. 13.515-22, Nov. 1996.

A memoria espacial, um subtipo de memdria declarativa, é importante para a
localizagdo espacial (NAKAZAWA et al., 2004). Este tipo de memdria permite a
formagdo de um mapa cognitivo, uma representacdo mental da disposi¢céo espacial
do ambiente, bem como dos itens presentes no mesmo (MANNS; EICHENBAUM,
2009).
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A representagao espacial oriunda de mapas cognitivos parece superior em
relacdo a representacao espacial pela formagao de rotas. O conhecimento obtido a
partir da formacao de rotas descreve uma sequéncia de passos que conduzem o
individuo de um ponto de partida, através de pontos de referéncia, para um destino
final. E um tipo de representacdo espacial inflexivel, e mudancas em pontos
ambientais ou desvios podem levar a desorientacdo. Em contrapartida, a
representacao espacial por meio de mapas cognitivos mostra-se mais flexivel e nao
depende de marcos ou pontos ambientais para se navegar de um local para outro
(MOSCOVITCH et al., 2005).

O hipocampo € classicamente destacado como a estrutura cerebral
responsavel pelo aprendizado e memoaria espacial em humanos e roedores, sendo
importante para a formagdo de mapas cognitivos (OKANO; HIRANO; BALABAN,
2000; MANNS; EICHENBAUM, 2009; KUMARAN; MAGUIRE, 2005). Contudo,
estudos mais recentes mostram que outras estruturas cerebrais também sao
igualmente importantes para o aprendizado e memoria espacial, entre elas o
estriado, que juntamente com o hipocampo desempenha um papel critico no
aprendizado espacial nas versdes com pistas visuais e espaciais do labirinto
aquatico de Morris (MIYOSHI et al., 2012).

Os estudos com humanos e animais conduzidos nas ultimas duas décadas
mostram que o estresse e seus hormbnios podem alterar a fungdo e morfologia
hipocampal, prejudicando formas de memdéria dependentes desta estrutura (KIM;
DIAMOND, 2002). Contudo, existem estudos em que as alteragbes morfolégicas no
hipocampo sdo menos pronunciadas em meétodos histoldgicos, por isso os testes
comportamentais podem ser uma estratégia metodolégica eficaz para avaliar o
funcionamento desta estrutura (VASCONCELLOS et al., 2003).

O estresse cronico por imobilizagao prejudica a memdéria espacial no labirinto
em Y (CONRAD et al.,, 1996), provocando retracdo dendritica na camada CA3
hipocampal, mas sem causar alteragdes na navegagao ou locomogao hipocampo-
independente, por exemplo, agilidade (KLEEN et al., 2006). Este modelo de estresse
também causa prejuizos na aquisicado da memoaria espacial no labirinto radial de oito
bracos, condicdo acompanhada da atrofia dos dendritos neurénios hipocampais da
camada CA3 (LUINE; VILLEGAS; McEWEN, 1994) e déficits de memdria espacial
de trabalho no labirinto aquatico radial de oito bragos (MIKA et al., 2012). O estresse

cronico variado prejudica a memoria espacial de referéncia e trabalho no labirinto
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aquatico de Morris (VASCONCELLOS et al., 2003, 2005; TAGLIARI, et al., 2011).

Os problemas comportamentais resultantes de danos nas células
hipocampais também sdo observados em humanos, por exemplo, alteracdes na
memoria explicita tém sido observadas em desordens neuropsiquiatricas como
Sindrome de Cushing, Depressao e Estresse Pds-Traumatico, patologias que tém
em comum a hiperativagdo do eixo HPA e hipercortisolemia (SAPOLSKY, 2000).
Inumeros estudos de neuroimagem tém mostrado que humanos com estresse pos-
traumatico apresentam reducdo do volume hipocampal e dificuldades em tarefas
dependentes desta estrutura (GOSWAMI et al., 2012). A administragdo de cortisol
em niveis semelhantes aos liberados em situagdes de estresse prejudica a memoria
declarativa verbal, mas nao afeta a memoaria nao verbal de procedimento (UDDO et
al., 1993).

A exposicdo aos hormdnios do estresse desempenha um papel importante no
desenvolvimento de transtornos depressivos, embora os mecanismos bioquimicos
envolvidos nesta relagdo ainda sejam pouco conhecidos (JOCA; PADOVAN;
GUIMARAES, 2003). Em depressées agudas existe a hipersecrecdo de CRH, ACTH
e cortisol, enquanto que em depressdes cronicas, em virtude da sensibilidade
melhorada das adrenais ao ACTH juntamente com o trabalho de feedback negativo
exercido pelos GCs, o ACTH apresenta-se reduzido enquanto que o cortisol
permanece elevado (PARKER; SCHATZBERG; LYONS, 2003).

A sinalizagcdo prejudicada dos GRs é fundamental na fisiopatologia dos
transtornos depressivos (JURUENA; CLEARE; PARIANTE, 2004). Estudos tém
mostrado que a funcao dos GRs aparece alterada na depressao maior, reduzindo o
processo de feedback negativo exercido pelos GCs no eixo HPA. Alguns sintomas
da depressdo podem ser produzidos em roedores pela administracao crbnica de
GCs, e pacientes com Sindrome de Cushing, que apresentam hipercortisolemia,
também mostram caracteristicas depressivas e atrofia hipocampal (NESTLER 2002;
KRISHNAN; NESTLER, 2008).

Algumas evidéncias sustentam a participacdo da formagdo hipocampal no
desenvolvimento da depressao: (1) drogas antidepressivas minimizam as alteragoes
morfoldgicas no hipocampo promovidas pelos GCs, (2) os antidepressivos facilitam a
neurotransmissdo serotoninérgica no hipocampo e atenuam as consequéncias
comportamentais do estresse (3) o antagonismo do glutamato (aumentado durante o

estresse) produz efeitos semelhantes, (4) o hipocampo parece estar mais
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“hiperativo” em humanos resistentes a antidepressivos e animais geneticamente
mais propensos a depressao e (5) o hipocampo juntamente com o complexo
amigdaldide parecem ter um papel fundamental na consolidacédo e evocagédo de
memorias aversivas, e a hiperatividade deste circuito pode facilitar o
desenvolvimento de desordens afetivas (JOCA; PADOVAN; GUIMARAES, 2003).

O contexto apresentado mostra que o estresse cronico pode produzir
comportamentos depressivos em ratos, porém somente em alguns casos produz
comportamentos ansiosos. Em um paradigma de estresse crdnico imprevisivel,
Bondi et al. (2008) observaram sinais de ansiedade em ratos testados no labirinto
em cruz elevado, evidenciada pela aversdao aos bragos abertos do aparelho.
Matuszewich et al. (2007), ao contrario, ndo perceberam alteragdes importantes no
comportamento de ratos submetidos ao estresse crénico variado e avaliados no
mesmo equipamento. Esses resultados contraditérios podem ser atribuidos a fatores
como diferengas no tipo de estressor, tempo entre aplicagdo dos estressores e
avaliacdo da ansiedade, bem como questdes referentes ao sexo dos animais
(VENHEIM, 2010).

O estresse cronico influencia o comportamento alimentar de roedores,
provocando aumento ou diminui¢gado da preferéncia de alimentos doces, conforme o
modelo de estresse utilizado. O estresse cronico por imobilizagdo aumenta o
consumo de alimentos doces, e esse efeito pode ser revertido pela administracédo de
diazepam (ELY et al., 1997) midazolam (SILVEIRA et al., 2000) e cafeina
(PETTENUZZO et al.,, 2008). Torres et al. (2002) verificaram os possiveis
mecanismos bioquimicos subjacentes a esse comportamento e identificaram
alteragdes serotoninérgicas e dopaminérgicas corticais, hipocampais, hipotalamicas
e amigdalares. O estresse cronico variado, ao contrario, parece promover a
diminuicdo da preferéncia por alimentos doces, uma expressdo da anedonia®. Este
comportamento esta bioquimicamente relacionado a alteragbes no sistema
serotoninérgico, dopaminérgico (cortical, hipocampal e hipotaléamico), bem como a
prejuizos na atividade das enzimas Na®, K*, ATPases hipocampais (GAMARO et al.,
2003a, 2003b).

*Anedonia: incapacidade de sentir prazer em varias esferas da vida (DALGALARRONDO, 2000)
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1.1.5 Paradigma do estresse cronico variado

O primeiro modelo de estresse crénico variado utilizado como modelo animal
de depressdo foi desenvolvido por Katz (1981). Originalmente este modelo
apresentava alguns estressores considerados severos, como choque elétrico,
exposicao a altas temperaturas, nado forcado em baixas temperaturas, entre outros.
Os animais eram expostos aos estressores de maneira imprevisivel por um periodo
de 21 dias, e os poucos que sobreviviam, apresentavam menor consumo de
solugdes agucaradas, decréscimo na atividade locomotora e altos niveis plasmaticos
de corticosterona.

O modelo de estresse de Katz serviu de base para o desenvolvimento de
outros modelos animais de estresse e depressdo, especialmente o modelo de
estresse crénico moderado (chronic mild stress) desenvolvido por Willner et al.
(1987), uma versédo mais “amena” do modelo desenvolvido por Katz.

O modelo de estresse crénico moderado (ECM) também leva em
consideracao a aplicagcao de estressores diferentes, pois a aplicagdo de somente um
unico estressor de maneira repetida fatalmente levaria a habituagdo. Neste modelo,
ratos ou camundongos sao expostos sequencialmente, por um periodo de semanas,
a uma variedade de estressores considerados amenos (inclinacdo das caixas-
moradias, periodos de privagdo de agua e alimento, entre outros), e entre a primeira
e terceira semana de estresse, exibem um decréscimo na sensibilidade a
recompensas, geralmente acompanhada por uma redugao no consumo de solugdes
acucaradas (WILLNER; MUSCAT; PAPP, 1992; WILLNER, 1997), que é considerado
um estado de anedonia, um sintoma chave da depressdo em humanos
(SCHWEIZER; HENNIGER; SILLABER, 2009).

O modelo de estresse crbnico variado utilizado neste trabalho é uma
adaptacdo do modelo utilizado por Gamaro et al. (2003a, 2003b) e Vasconcellos et
al. (2003, 2005), os quais também sao uma adaptacdo de modelos pré-existentes de
estresse e depresséo, incluindo o ECM de Willner et al. (1987) e outros consagrados
como Konarska; Stewart e McCarty (1990), Papp; Willner e Muscat (1991), entre
outros.

Neste modelo de estresse crénico, 0s animais sdo expostos por um periodo
de 40 dias a estressores de natureza variada (privacdo de agua e alimento, nado

forgado, imobilizagéo, isolamento, ruido, luz intermitente, entre outros), um estressor
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escolhido aleatoriamente a cada dia e aplicados em diferentes horarios para
minimizar a previsibilidade do animal (VASCONCELLOS et al., 2005). A partir deste
modelo de estresse, pesquisadores observaram varias alteragdes bioquimicas e
comportamentais em ratos, como diminuicdo da atividade das enzimas Na®, K'-
ATPases na amigdala (CREMA et al.,, 2010) e no hipocampo (GAMARO et al.,
2003b; VASCONCELLOS, et al., 2005), -condicdbes acompanhadas de
comportamentos ansiosos (CREMA et al., 2010), déficits de memdria espacial
(VASCONCELLOS et al.,, 2003, 2005) e diminuicdo do consumo de alimentos
palataveis (Froot Loops®) (GAMARO et al., 2003a, 2003b).

A diminuicdo no consumo de alimentos palataveis a partir deste modelo de
estresse também €& acompanhada de alteragdes dopaminérgicas e serotoninérgicas
em regides cerebrais relacionadas com o comportamento alimentar, tais como o
hipotalamo (GAMARO et al., 2003a).

1.2 L-ARGININA
1.2.1 Descricéo geral e sintese

Houve uma rica histéria de estudos sobre a L-arginina e seu metabolismo nos
ultimos 100 anos (WU; MORRIS, 1998). A ocorréncia deste aminoacido em
proteinas de mamiferos foi descoberta por Hedin em 1895, porém sua existéncia
como molécula natural ja era bem conhecida desde 1886, quando foi isolada pela
primeira vez em sementes de lupulus (BOGER; BODE-BOGER, 2001).

Em 1897, Schulze e Winterstein estabeleceram sua estrutura pelo método de
hidrélise alcalina, que levou a liberagao de ornitina e ureia, e a sintese a partir de
benzilornitina em 1910, por Sorensen. A descoberta do ciclo da ornitina (ciclo da
uréia) por Krebs e Henseleit em 1932, levou a elucidagao dos papéis proeminentes
da L-arginina nas vias metabdlicas e fisiologicas (WU; MORRIS, 1998).

A L-arginina ou acido(L)-2-amino-5-guanidinovalérico € tradicionalmente
classificado como um aminoacido semiessencial ou condicionalmente essencial
(WIESINGER, 2000). A sintese enddégena de L-arginina em adultos saudaveis é
suficientemente grande, por isso ela ndo é considerada um aminoacido essencial na
dieta destes. No entanto, a sintese enddégena pode nao satisfazer plenamente as

necessidades de bebés, criangas em desenvolvimento ou mesmo adultos em
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estresse catabolico ou com disfungbes renais ou no intestino delgado, assim a L-
arginina € um aminoacido semiessencial ou condicionalmente essencial (MORRIS
JUNIOR, 2006).

O organismo obtém L-arginina através de fontes exdgenas (proteinas da
dieta), sintese enddgena e quebra de proteinas corporais (MORRIS JUNIOR, 2006).
Uma dieta tipica ocidental contém em torno de 3 a 6g de L-arginina, sendo a maioria
derivada das proteinas das plantas, como a soja (PADDON-JONES; BORSHEIM;
WOLFE, 2004). Pode-se também encontrar L-arginina no chocolate, gérmen de
trigo, granola, derivados do leite, castanhas, sementes, carnes e frutos do mar
(NOVAES; BEAL, 2004). No entanto, aproximadamente 40% da L-arginina da dieta
€ catabolizada pelo intestino antes de entrar na circulagdo. Durante estado de jejum,
aproximadamente 80% da L-arginina que atinge a circulagao € derivada do turnover
de proteina, sendo o restante originario da sintese endogena (MORRIS JUNIOR,
2006).

Uma das principais fungées da L-arginina € sua participagdo na sintese de
proteinas. Contudo, este aminoacido também participa da detoxificagdo da aménia
formada no ciclo da ureia, pode ser convertida em glicose (por isso é classificada em
aminoacido gliconeogénico), pode ser catabolizada para produzir energia e esta
envolvida em diversas vias metabdlicas que produzem uma variedade de compostos
biologicamente ativos, como 6xido nitrico (NO), creatina, agmatina, glutamato,
poliaminas, ornitina e citrulina (CAMPBELL; BOUNTY; ROBERTS, 2004). A L-
arginina também apresenta funcdo secretagoga, induzindo a liberagdo de
somatotrofina e prolactina pela hipofise, a liberacdo pancreatica de insulina,
estimulando a producédo de fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) e a
liberagdo de hormodnios anti-insulinémicos como glucagon, somatostatina e
catecolaminas (SUCHNER; HEYLAND; PETER, 2002).

1.2.2 L-arginina: destinos metabdlicos

A L-arginina pode agir como substrato por quatro conjuntos de enzimas:
arginina descarboxilase, arginina: glicina amidinotransferase, arginases e Oxido
nitrico sintases (NOS). Com excec&o da arginina descarboxilase, todas as enzimas
atuam no grupo guanidino da L-arginina (MORRIS JUNIOR, 2006).
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A enzima arginina-descarboxilase realiza a descarboxilagdo da L-arginina
formando agmatina e CO,. A agmatina é hidrolisada pela enzima agamatinase a
putrescina (REGUNATHAN, 2006).

As arginases apresentam duas isoformas: tipo | (citosolica) e tipo |l
(mitocondrial). Essas enzimas catalisam a desintegragao da L-arginina em L-ornitina
e ureia, por isso diz-se que a L-arginina participa como um intermediario no ciclo da
ureia.

A L-ornitina € uma molécula precursora da sintese de poliaminas, moléculas
essenciais para a proliferacéo e diferenciacdo celular (BOGER; BODE-BORGER,
2001). As poliaminas também apresentam relagdo com a formacdo da memaoria em
funcdo da sua capacidade de interagir com sitios especificos em receptores
glutamatérgicos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). Pesquisadores descobriram
que a facilitacdo do aprendizado e memdria pela espermidina envolve a produgao de
oxido nitrico (NO) (GUERRA et al., 2006).

A enzima arginina: glicina amidinotransferase (AGAT) catalisa a primeira
reacao no processo de sintese de creatina, que sera discutida com maiores detalhes
adiante (WYSS; KADDURAH-DAOUK, 2000; DERAVE et al., 2004).

A sintese de L-arginina pode acontecer no figado via ciclo da ureia, porém
nenhuma producao biodisponivel de L-arginina acontece por essa via, em fung¢ao da
elevada atividade de arginases que rapidamente hidrolisam a L-arginina em ureia e
ornitina (WU et al., 2009). Consequentemente, a maioria da L-arginina em humanos
e na maioria dos mamiferos (incluindo porcos, ovelhas e ratos) provem de sua
sintese principalmente via eixo intestinal-renal. As células do intestino delgado
produzem citrulina principalmente a partir da glutamina e glutamato, e a citrulina
circulante é extraida da circulacéo pelos tubulos renais proximais e convertida em L-
arginina, em uma reagao mediada pelas enzimas argininosuccinato sintetase e
argininosuccinato liase (WU; MORRIS, 1998). Em neonatos, a maioria da citrulina
sintetizada nos enterdcitos € convertida localmente em L-arginina (WU et al., 2009).

E provavel que o destino metabdlico mais estudado da L-arginina seja sua
conversdao em NO, em que a L-arginina serve como substrato para uma familia de
enzimas denominadas 6xido nitrico sintases (NOS) (BOGER, 2007). Os principais

destinos metabdlicos da L-arginina podem ser visualizados na Figura 3.
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Figura 3 — Destinos metabdlicos da L-arginina nos mamiferos.
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Fonte: Adaptado de WU, G.; MORRIS, S. M. Arginine metabolism: nitric oxide and beyond. Biochem
J, v. 336, p. 1-17, Nov. 1998.

1.2.3 Oxido nitrico

O NO é uma é molécula gasosa incolor, inorgénica, encontrada no ar
atmosférico em pequenas quantidades, sendo altamente reativa em funcdo de um
elétron desemparelhado na camada de valéncia (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN,
2000). E uma molécula com meia vida curta, sendo rapidamente oxidado a nitrato
(NO3) e nitrito (NO") e peroxinitrito (ONOO") (BECKMAN, 1996).

No processo de sintese de NO, a L-arginina na presenca de nicotinamida-
adeninadinucleotideo-fosfato-hidrogénio (NADPH) e oxigénio (O;) & oxidada a uma
molécula intermediaria, a Ng-hidroxi-L-arginina, que na presenca de NADPH e Oy, é
reoxidada para L-citrulina, formando também NO. A sintese de NO pode ser

visualizada na Figura 4.
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Figura 4 — Sintese de NO catalisada pela NOS.
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Fonte: Adaptado de GUIX, F. X. et al. The physiology and pathophysiology of nitric oxide in the brain.
Prog Neurobiol, v. 76, n. 2, p. 126-152, Jun. 2005.

Existem trés isoformas reconhecidas da NOS: NOS neuronal (hnNOS ou NOS
1), NOS induzivel (iNOS ou NOS II), NOS endotelial (eNOS ou NOS IIl) (LUIKING;
ENGELEN; DEUTZ, 2010). As isoformas nNOS s&o expressas principalmente em
neurdnios maduros e em desenvolvimento, as eNOS em células endoteliais e as
INOS em macrofagos e outros tecidos em resposta a mediadores inflamatorios
(GUIX et al., 2005; LUIKING; ENGELEN; DEUTZ, 2010). A presenga de uma quarta
isoforma, a NOS mitocondrial (mtNOS), ainda esta em discussao entre os cientistas
(LUIKING; ENGELEN; DEUTZ, 2010).

O papel do NO no SNC é conhecido mesmo antes da sua natureza quimica
ser revelada. Esta molécula tem sido associada com a percepgéo da dor, controle do
sono, apetite, termorregulacdo, desenvolvimento neural e plasticidade sinaptica
(GUIX et al., 2005).

Os neurdnios sintetizam NO em resposta a ativagao de receptores NMDA pelo
aminoacido excitatério glutamato (PAUL; EKAMBARAM, 2011). Mais
especificamente, quando o glutamato é liberado do terminal pré-sinaptico, difunde
através da fenda sinaptica e interage com receptores do tipo AMPA e NMDA
presentes na membrana das espinhas dendriticas do neurbnio pds-sinaptico. Isto
promove inicialmente a abertura de canais AMPA, promovendo o deslocamento
transmembrana de ions Na* e K e a consequente despolarizagdo da membrana. As
baixas concentragdes de glutamato ndo despolarizam suficientemente a membrana
pos-sinaptica para permitir a liberagao dos ions de Mg+2 que blogueiam os canais
dos receptores NMDA, que permanecem inativos. Entretanto, altas concentraces
de glutamato conduzem a despolarizagdo a um limiar significativo, e os receptores

NMDA mudam sua conformagao e liberam os fons Mg*?, aumentando a troca de ions
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Na* e K* e permitindo a entrada de grande quantidade de ions de Ca*? no meio
intracelular do neurdnio pds-sinaptico (COOKE; BLISS, 2006).

Existem mecanismos que prolongam a liberagdo de glutamato, mantendo
esse fendmeno por horas, muitas vezes dias. Os ions de Ca*? ao entrarem no
neurdnio pos-sinaptico ativam mecanismos de sinalizagao calcio-sensiveis, como as
vias dependentes de adenosina ciclica monofosfato (CAMP) e formam os complexos
Ca*?/calmodulina, e estes Ultimos podem ativar proteinas cinases dependentes de
Ca*?/calmodulina Il (CaMK II), que ativam as enzimas NOS (COOKE; BLISS, 2006).
Estas, por sua vez, catalisam a reacao de sintese de NO descrita anteriormente
(Figura 4). O NO é liberado do neurbnio pds-sinaptico e age como um mensageiro
retrogrado, aumentando a liberagao de glutamato pelo neurdnio pré-sinaptico (Figura
5B) (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

Figura 5 — Mecanismos moleculares envolvidos na LTP. Imagens A e B: fase precoce da LTP. Imagens
C e D: fase tardia da LTP.
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Fonte: Adaptado de LAMPRECHT, R.; LEDOUX, J. Structural plasticity and memory. Nature, v. 5, n.
1, p. 45-54, Jan. 2004.

Portanto, o NO tem um papel critico na expresséao da LTP, que pode ser
definida como uma forma de plasticidade sinaptica caracterizada pelo aumento da
transmissdo ou magnitude sinaptica em resposta a estimulagcdo repetitiva dos
terminais pré-sinapticos (HUANG, 1997). A LTP & um fen6meno tipico das sinapses
glutamatérgicas e um correlato sinaptico de processos de aprendizagem e memoria,
bastante pronunciado em centros cerebrais envolvidos em fungbes cognitivas,

especialmente o coértex cerebral e hipocampo (ESPLUGUES, 2002).
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A agdo dos mensageiros retrogrados como o NO explica apenas a fase
precoce da LTP (Figura 5B), que dura somente algumas horas (2-3 horas),
independe da expressédo génica e sintese de proteinas e caracteriza o substrato
molecular da memoria de curto prazo. A fase tardia da LTP caracteriza o substrato
molecular da memoria de longo prazo, dura varias horas in vitro e meses in vivo,
requer expressao génica, sintese de proteinas e a formagdo de novas conexdes
sinapticas (LYNCH, 2004). Nesta fase, observam-se mudangas morfolégicas, como
aumento do numero de receptores glutamatérgicos e vesiculas sinapticas, além do
crescimento de novas espinhas dendriticas e divisdo de uma espinha pré-existente
em dois terminais pré-sinapticos funcionais (Figura 5C e 5D) (LAMPRECHT,;
LEDOUX, 2004).

O NO também esta vinculado com a liberagéo de outros neurotransmissores,
como acetilcolina, noradrenalina, dopamina e serotonina, além de contribuir para a
sobrevivéncia neuronal (ESPLUGUES et al., 2002; GUIX et al., 2005).

Em quantidades fisiologicas o NO age como neuroprotetor (CALABRESE et
al., 2007; LEONELLI; TORRAO; BRITTO, 2009), porém em altas concentracdes
pode funcionar como um potente agente neurotdxico, especialmente devido a
producdo de espécies reativas de oxigénio, como o peroxinitrito, que esta
relacionado a génese e evolucdo de doencas neurodegenerativas (GUIX et al.,
2005; CALABRESE et al., 2007), problemas de memoria (REIS et al., 2002), altos
niveis de ansiedade (BOUAYED; RAMMAL; SOULIMANI, 2009), entre outros.

Dados farmacolégicos e bioquimicos mostram que a via L-arginina-NO
apresenta um importante papel na regulacdo da susceptibilidade e adaptacdo ao
estresse. Ratos submetidos ao estresse agudo por imobilizagdo apresentam
aumento da ansiedade no labirinto em cruz elevado (LCE), niveis plasmaticos
elevados de corticosterona e NOx (nitrito e nitrato) reduzidos no cérebro. Estes
efeitos podem ser minimizados pela administragcao prévia de L-arginina (MASSOD et
al., 2003, 2004; GULATI; MASSOD; VIJAYAN, 2006; GULATI; CHAKRABORTI; RAY,
2009; ANAND; KAVITA; RAY, 2012) e agravados pela administracdo de L-NAME,
um inibidor da atividade da enzima NOS (MASSOD et al., 2003, 2004; GULATI;
MASSOD; VIJAYAN, 2006).

Por outro lado, ratos induzidos ao estresse cronico por imobilizagdo nao
demonstram prejuizos comportamentais significativos no LCE, apresentam niveis

baixos de corticosterona e uma reversao quase total dos niveis de NOx cerebral em
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comparagao aos animais submetidos ao estresse agudo. Estes animais mostram
assim uma adaptacao ou tolerancia ao estresse, que pode ser potencializada pela
administragdo prévia de L-arginina (GULATI; MASSOD; VIJAYAN, 2006; ANAND;
KAVITA; RAY, 2012) ou prejudicada pelo pré-tratamento com L-NAME (ANAND;
KAVITA; RAY, 2012).

Existem contradigdes importantes nos estudos que abordam os efeitos do
ECM na atividade da nNOS hipocampal. Um estudo mostrou que o ECM provoca
alteragdes na morfologia hipocampal, aumento das espécies reativas de oxigénio e
prejudica a atividade da enzima nNOS do hipocampo de camundongos. Estas
alteragdes contribuem para os déficits de aprendizagem e memdria apresentados
por estes animais em testes como esquiva inibitéria e campo aberto, que também
podem ser provocadas por inibidores da nNOS (PALUMBO et al., 2007). Outros
estudos, ao contrario, mostram que o ECM provoca a super-expressao da enzima
NNOS, e a produgdo excessiva de NO esta vinculada com a patogénese da
depressao, na medida em que suprime a neurogénese hipocampal (ZHOU et al.,
2007; HUA et al., 2008). O comportamento de desespero e prejuizo da neurogénese
hipocampal pode ser prevenido ou suprimido por knockout do gene que codifica a
NNOs ou por inibidores desta enzima, e estratégicas terapéuticas que visem inibir a
atividade da nNOs podem ser interessantes para o tratamento da depressao (ZHOU
et al., 2007).

1.3 CREATINA

1.3.1 Descrigéo geral

A creatina (do grego kreas, que significa carne) foi descoberta em 1835 pelo
cientista francés Michel Eugene Chevreul, que relatou ter encontrado um novo
constituinte organico da carne e nomeou. Em 1847, Justus von Liebig observou a
presenca da creatina como um constituinte regular da carne animal, verificando que
a mesma apresentava-se em maior quantidade em animais selvagens, que sao
fisicamente mais ativos do que animais vivendo em cativeiro. Em 1880, os
pesquisadores Max von Pettenkofer e Wilhelm Heinrich Heintz, descobriram uma
substancia na urina, produto do metabolismo da creatina, nomeada por Liebig de

creatinina. Estes pesquisadores mensuraram a concentracdo de creatinina e
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descobriram que a mesma estava diretamente relacionada com a quantidade de
massa muscular. A fosfocreatina foi descoberta por Cyrus Fiske e Yallapragada
Subbarow em 1927. Em 1934, Lohmann descobriu a reagcao da creatina quinase
descrita adiante (DEMANT; RHODES, 1999; WILLIAMS; KREIDER; BRANCH,
2000).

A creatina (acido alfa-metil guanidino acético) € uma amina nitrogenada
distribuida por todo o corpo, sendo 95% armazenada no musculo esquelético e o
restante no cérebro, figado, rins e testiculos (PERSKY; BRAZEAU, 2001). Em torno
de 1/3 do total de creatina corporal aparece na forma livre e 2/3 na forma fosforilada,
chamada de fosfocreatina (PADDON-JONES; BORSHEIM; WOLFE, 2004).

Cerca de 1g/dia da creatina corporal € obtida pela dieta onivora,
especialmente envolvendo carnes e peixes, e o0 restante ¢é sintetizada
endogenamente na taxa de 1g/dia em érgados como rins, figado, pancreas e cérebro
(WYSS; KADDURAH-DAOUK, 2000; ANDRES et al., 2008). A degradagao da
creatina ocorre mediante uma reacdo ndo enzimatica e irreversivel, formando a
creatinina, que uma vez formada, entra na circulagao por difuséo e é eliminada do
corpo pela filtragdo glomerular (DEMANT; RHODES, 1999; PERSKY; BRAZEAU,
2001).

1.3.2 Sintese de creatina

A sintese de creatina (Cr) ocorre a partir dos aminoacidos arginina, glicina e
metionina. O primeiro passo da reagao ocorre mediante a transferéncia do grupo
amino da arginina para a glicina, formando o guanidinoacetato (GAA) e a ornitina,
em uma reagao catalisada pela enzima arginina: glicina amidino-transferase (AGAT)
(WYSS; KADDURAH-DAOUK, 2000; DERAVE et al., 2004). O segundo passo
caracteriza-se pela transferéncia do grupo metil da metionina, encontrado na forma
de S-adenosilmetionina, para o guanidinoacetato, em uma reacéo catalisada pela
enzima S-adenosilmetionina: guanidinoacetato N-metiltransferase (GAMT), formando
assim a creatina (PERSKY; BRAZEAU 2001). As etapas da sintese e degradacao da

creatina podem ser visualizadas na Figura 6.



Figura 6 — Etapas do metabolismo da creatina.
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1.3.3 Transporte e metabolismo da creatina

Como a creatina é produzida em determinados 6rgaos e utilizada por outros,
ela precisa ser transportada dos seus locais de sintese para as regides de
armazenamento e utilizagdo. A creatina entra na circulagao por difusdo e é captada
pelos tecidos mediante um processo ativo realizado por transportadores Na*/Cl
dependentes que trabalham contra gradiente de concentragdo (PERSKY;
BRAZEAU, 2001; PADDON-JONES; BORSHEIM; WOLFE, 2004).

Em uma reacédo reversivel catalisada pela creatina quinase (CK), creatina e
ATP reagem e formam a fosfocreatina (PCr) e ADP (WYSS; KADDURAH-DAOUK,
2000). As

visualizadas na Figura 7.

reacbes quimicas catalisadas pela creatina quinase podem ser
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Figura 7 — Reagdes quimicas catalisadas pela creatina quinase.
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A CK apresenta isoformas citosolicas e mitocondriais. As isoformas citosolicas
apresentam as subunidades M-CK (M para musculo) e B-CK (B para cérebro). Estas
subunidades formam moléculas diméricas, dando origem as isoformas MM-CK,
encontradas predominantemente na musculatura esquelética, as isoformas BB-CK,
presentes principalmente no cérebro e musculo liso e as isoformas MB-CK,
encontradas predominantemente na musculatura cardiaca. As isoformas
mitocondriais podem ser uMt-CK (ubiquas) e sMt-CK (sarcoméricas), e localizam-se
no espacgo intermembrana mitocondrial. Estas formam moléculas homo-diméricas e
homo-octaméricas, as quais sao rapidamente intermutaveis (WALLIMANN et al.,
1992; WYSS; KADDURAH-DAOUK, 2000).

A maioria dos tecidos dos vertebrados expressam duas combinacbdes de
isoformas. As isoformas MM-CK e sMt-CK sdo expressas diferencialmente no
musculo sarcomérico, cardiaco e esquelético, enquanto que a combinacdo BB-CK
com uMit-CK sao proeminentemente expressas no tecido nervoso, células
fotorreceptoras da retina, células ciliadas do ouvido interno, musculo liso, rins,
células endoteliais, espermatozdides e pele. A isoforma MB-CK hibrida é expressa
somente durante a diferenciacdo muscular e persiste em niveis baixos no tecido
muscular cardiaco adulto (ANDRES et al., 2008).

O sistema Cr/PCr/CK desempenha um importante papel no metabolismo
energético. Quando a demanda energética aumenta, por exemplo, durante o
exercicio intenso, as enzimas CK catalisam a transferéncia do fosfato da PCr para o
ADP, produzindo ATP e Cr. Este mecanismo pode fornecer energia em altas taxas,

porém por um curto periodo de tempo (10-15 segundos) até o esvaziamento do
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estoque de PCr (PERSKY; BRAZEAU, 2001; PADDON-JONES; BORSHEIM;
WOLFE, 2004). Desta forma, o sistema Cr/PCr/CK funciona como um tampao de
energia® e pH, atuando também na regulagdo da glicdlise (DEMANT; RHODES,
1999, PERSKY; BRAZEAU, 2001; PADDON-JONES; BORSHEIM; WOLFE, 2004).

A suplementagédo com creatina tem sido largamente utilizada como um auxilio
ergogénico por individuos que buscam melhorar o desempenho em exercicios de
curta duracgao e alta intensidade (MENDES; TIRAPEGUI, 2002; KREIDER, 2003). Ha
evidéncias de que a suplementacdo com esta substancia promove ganhos em forga,
poténcia e massa muscular (LAWLER et al., 2002; KREIDER; JUNG, 2011).

Os beneficios da suplementacdo com creatina no sistema muscular estdo
bem documentados pela literatura. Entretanto, a suplementacdo com esta
substancia também vem mostrando importantes atividades antioxidantes (LAWLER
et al., 2002), e esta propriedade pode prevenir o sistema nervoso contra danos
oxidativos causados pelos radicais livres (SESTILI et al., 2006; YOUNG et al., 2010).

1.3.4 Creatina e doengas neuroldgicas

As doengas neurologicas compartiiham um grande numero de similaridades
em termos de mecanismos bioquimicos envolvidos em sua génese e fenétipo clinico,
e estes incluem deplecdo energética, estresse oxidativo, excitotoxicidade e
disfungdes mitocondriais (ADHIHETTY; BEAL, 2008). Embora estes processos
possam estar diretamente ou indiretamente envolvidos na patogénese destas
doencas, eles convergem em um produto final que pode ser a necrose ou apoptose
celular (ANDRES et al., 2008).

A creatina tem mostrado efeitos neuroprotetores em uma variedade de
modelos de doengas neurodegenerativas, como nas Doengas de Alzheimer (DA),
Parkinson (DP), Huntington (DH) e Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA). Nas fases
iniciais da DA, a suplementacdo com creatina mostrou-se capaz de prevenir ou
atrasar o curso da degeneracdo neuronal (BURKLEN et al., 2006), proteger os
neurdnios de insultos neurotdxicos induzidos pela excitotoxicidade glutamatérgica ou
pela exposi¢ao as proteinas B-amildide (BREWER; WALLIMANN, 2000), melhorar a

*0 sistema Cr/PCr/CK funciona como um tampao energético temporario em tecidos com significante e
flutuante demanda energética, como o tecido muscular e nervoso, em que o consumo de ATP excede
a sua sintese (WILLIAMS; KREIDER; BRANCH, 2000).
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atividade mitocondrial e com isso aumentar a densidade de espinhas dendriticas e
sinapses em neurénios cultivados in vitro (LI et al., 2004).

A deplecdo de dopamina caracteristica da DP pode ser induzida pela
administragao sistémica de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), que é
convertida em MPP (1-metil-4-fenil-piridina), e esta por sua vez inibe o Complexo |
da cadeia transportadora de elétrons, prejudicando a fosforizagdo oxidativa e a
subsequente producao de ATP (PERSKY; BRAZEAU, 2001). A suplementagcdo com
creatina mostrou-se capaz de proteger neurénios dopaminérgicos de camundongos
contra a reducdo de dopamina induzida por MPTP, bem como a perda de
corpusculos de Nissl e neurénios imunorreativos a tirosina hidroxilase da substancia
negra (MATTHEWS et al.,, 1999). Em um estudo clinico, a suplementagdo com
creatina provocou uma melhora no humor dos pacientes e auxiliou na redugao da
dose de medicamentos anti-parkisonianos, porém nenhum efeito significativo na
Escala Unificada de Avaliagdo da Doenca de Parkinson (UPDRS) e SPECT foi
verificado (BENDER et al., 2006).

A Doenca de Huntington (DH) é uma doenga neurodegenerativa que envolve
disfungdes mitocondriais, danos oxidativos e alteragdes transcricionais deletérias
(HERSCH et al., 2006). A suplementacado com creatina pode oferecer um meio viavel
para tratar o déficit no metabolismo enérgico em funcdo das disfuncdes
mitocondriais, reduzindo assim a deterioracdo neuronal (ANDRES et al., 2008). Esta
propriedade foi mostrada em estudos, em que a administracdo de creatina melhorou
o desempenho motor, atenuou a perda de peso corporal e cerebral, reduziu a atrofia
neuronal e estendeu a sobrevivéncia em modelos de camundongos transgénicos
com DH (FERRANTE et al., 2000; ANDREASSEN, et al., 2001; DEDEOGLU et al.,
2003). A creatina pode ser uma estratégia terapéutica relativamente segura e
imediatamente disponivel para pacientes com DH, servindo assim de base para um
tratamento combinado para atrasar a progressao da DH (RYU et al., 2005). Em um
estudo clinico, a suplementacdo com creatina mostrou-se segura, toleravel e
biodisponivel em nivel cerebral, mostrando agao antioxidante por diminuir os niveis
séricos do biomarcador 8-hidroxi-2-deoxiguanosina em pacientes com DH (HERSCH
et al., 2006).

Na Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA), disfungdes mitocondriais e a
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consequente reducdo dos niveis de ATP contribuem para a morte de neurdnios
motores que é caracteristica da doenga. A suplementacdo com creatina pode agir
como neuroprotetora nessa alteragdo bioenergética, fornecendo um paradigma de
tratamento eficaz para pacientes com ELA (ADHIHETTY; BEAL, 2008). Em ratos
transgénicos com ELA, a suplementagdo com creatina promoveu melhora no
desempenho motor, reduziu o dano oxidativo e protegeu contra a perda de
neurdnios da sustancia negra e cortex motor, aumentando a expectativa de vida dos
animais (KLIVENYI et al., 1999; ZHANG; NARAYANAN; FRIEDLANDER, 2003).

E importante ressaltar que nenhuma eficacia da suplementacdo com creatina
foi observada na progressao da doencga e sobrevivéncia de pacientes com ELA, por
isso algumas questbes precisam ser ajustadas, entre elas, a dose administrada
(GROENEVELD et al., 2003; SHEFNER et al., 2004; LI et al., 2004).

A suplementacdo com creatina também pode oferecer neuroprotecdo em
doengas neuroloégicas agudas, como isquemia e traumatismo cranio-encefalico, as
quais envolvem insultos que comprometem a bioenergética mitocondrial.
Pesquisadores mostraram que camundongos com isquemia cerebral focal transitoria
tratados com creatina apresentaram reducdo da lesdo cerebral sem alteracdes
significativas dos niveis de Cr, PCr e ATP cerebrais (PRASS et al., 2007). Em outro
estudo, pesquisadores observaram que ratos com isquemia cerebral focal que
receberam PCr apresentaram melhor pontuagcdo em testes neurocomportamentais,
menor volume do infarto e diminuicdo do inchago cerebral (LI; WANG; ZHAO, 2012).

Em casos de lesdo cerebral traumatica, os resultados mostraram que a
administracao crénica de creatina diminui a extensdo da lesao cortical em mais de
36% em camundongos e 50% em ratos, sendo observado também uma melhora na
atividade mitocondrial vinculada a producéo de ATP (SULLIVAN et al., 2000). Em um
estudo clinico, Sakellaris et al. (2006), observaram que a administragao crénica de
creatina em criangas e adolescentes com traumatismo cranio-encefalico promoveu
melhora em varios parédmetros, como cogni¢do, locomogao, sociabilidade,
personalidade, cuidados pessoais e comunicagao.

A suplementagdo com creatina também mostrou beneficios em problemas
vinculados a erros congénitos do metabolismo, como encefalopatias mitocondriais,

sindrome de deficiéncia de creatina e hiperamonemia (ANDRES et al., 2008).
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1.3.5 Creatina e doengas psiquiatricas

A maioria das doencgas psiquiatricas apresentam disfungdes bioenergéticas,
as quais parecem estar vinculadas com a génese de muitas destas condigbes
(REZIN et al., 2008, SHAO et al., 2008; ALLEN, 2012). Segundo Allen (2012),
pacientes, pesquisadores e clinicos vém mostrando um crescente interesse em
conhecer os possiveis efeitos positivos da suplementagdo com creatina em doencas
psiquiatricas.

Em modelos animais de depressdo, a suplementacao oral com creatina
mostrou-se eficaz, e seus efeitos antidepressivos sao provavelmente mediados pela
ativacao de receptores dopaminérgicos D4 e D, (CUNHA et al., 2012). Entretanto,
evidéncias mostram que a suplementacdo com creatina em roedores parece ser
sexo-dependente, pois a mesma mostrou-se antidepressiva apenas em ratas
(ALLEN et al., 2010).

Em um recente estudo clinico, pesquisadores agregaram creatina a um
inibidor seletivo da recaptagado de serotonina (ISRS) e perceberam que mulheres
diagnosticadas com transtorno depressivo maior que receberam creatina,
apresentaram uma significativa melhora nos sintomas da depressao, um fator
observado a partir da 22 semana de tratamento e mantido até o final. Estes
pesquisadores concluiram que a creatina associada ao tratamento convencional com
antidepressivos pode ser uma estratégia terapéutica promissora para uma
recuperacao mais rapida (LYOO et al., 2012).

Trés questdes importantes precisam ser consideradas quanto a génese e
tratamento dos sintomas da esquizofrenia: (a) problemas no metabolismo energético
podem prejudicar os processos de sinalizagdo neuronal e contribuir para o
aparecimento de sintomas negativos e positivos da doenca; (b) prejuizos no sistema
Cr/PCr/CK foram observados em regides cerebrais relacionadas com as emogdes e
funcdes executivas de pacientes esquizofrénicos e (c) estudos tém encontrado uma
associagao entre metabolismo de creatina e fungbes cognitivas de pacientes
esquizofrénicos (ALLEN, 2012).

A suplementacao crénica com creatina nao mostrou resultados superiores ao
placebo para amenizar os sintomas de pacientes com esquizofrenia (KAPTSAN et
al., 2007). Contudo, a esquizofrenia € uma doencga bastante heterogénea em termos

de sintomas neuropsicologicos e formas de tratamento, por isso muitos fatores
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precisam ser reavaliados, por exemplo, o periodo da doenga em que a
suplementagcédo deve ser realizada. A creatina pode auxiliar durante o primeiro
episddio psicotico ou durante o periodo critico do desenvolvimento, levando em
consideragcdo que a esquizofrenia € uma patologia relacionada a problemas no
neurodesenvolvimento (ALLEN, 2012).

Evidéncias de disfungbes mitocondriais vém sendo relatadas em pacientes
com transtorno bipolar (YOUNG, 2007; KATO, 2008), porém existem poucos estudos
envolvendo a suplementagdo com creatina em pacientes bipolares (ALLEN, 2012).
Roitman et al. (2007) verificaram que pacientes bipolares suplementados com
creatina tiveram precipitagcao no aparecimento do episdédio maniaco ou hipomaniaco.

Segundo Allen (2012) estudos mostram beneficios terapéuticos da
suplementagédo com creatina em pacientes com transtorno do estresse pos-
traumatico (TEPT), porém em outros transtornos de ansiedade, os efeitos desta
substancia ainda precisam ser avaliados. A suplementagdo com creatina em
pacientes com TEPT e resistentes ao tratamento farmacolégico resultou em melhora
dos sintomas da ansiedade e depressao (AMITAL et al., 2006b). Efeitos positivos da
suplementagcdo com esta substancia também foram observados em uma mulher de
56 anos sofrendo de TEPT, depresséo e fibromialgia (AMITAL et al., 2006a).

1.3.6 Creatina e fungdes cognitivas

Estudos mostram uma intima relagdo entre o sistema Cr/PCr/CK com as
fungdes cognitivas em humanos e roedores. Pesquisadores observaram que
camundongos com knockout de um gene que codifica as isoformas CK-BB cerebrais
apresentaram dificuldades na habituagdo no campo aberto e aprendizagem
prejudicada no labirinto aquatico de Morris. Este déficit pode ser mantido até
aproximadamente 24 meses de idade e esta neurobiologicamente relacionado a
perda de conexdes das fibras musgosas do hipocampo (JOST et al., 2002). Ja
camundongos com knockout das isoformas BB-CK e uMt-CK cerebrais demonstram
um prejuizo acentuado na aprendizagem espacial, redugdo no peso corporal e
cerebral e diminuigdo no tamanho hipocampal. Estas alteragbes sugerem que a
perda das referidas isoformas diminui a eficiéncia do cérebro em lidar com atividades
cognitivas e sensoriais (STREIJGER et al., 2005).

Poucos estudos avaliam os efeitos da suplementacdo com creatina no
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desempenho cognitivo de humanos e os dados disponiveis sugerem que a
suplementagcdo com esta substancia promove efeitos significativos somente em
individuos com prejuizos cognitivos e psicomotores (OWEN; SUNRAM-LEA, 2011).

Pesquisadores mostraram que jovens saudaveis que receberam a
suplementacao cronica com creatina ndo apresentaram melhora em fungbes como
tempo de reagdo, processamento de informacéo, raciocinio e memédria (RAWSON,
et al. 2008). Entretanto, individuos vegetarianos saudaveis, os quais obtém creatina
somente de forma enddgena, sdo beneficiados pela suplementacdo, melhorando
seu desempenho em testes de memoaria de trabalho e inteligéncia, os quais exigem
velocidade de processamento (RAE et al., 2003).

Idosos que receberam creatina tiveram desempenho superior ao grupo
controle em tarefas de memoria espacial de trabalho e memdéria de longo prazo
(McMORRIS et al., 2007b). Esta populacao € beneficiada com a suplementagdo com
creatina em funcéo do prejuizo metabdlico e deficiéncia nutricional vinculado com a
idade (OWEN; SUNRAM-LEA, 2011).

1.3.7 Relagdes entre creatina e estresse psicolodgico

O estresse também esta associado a prejuizos no metabolismo energético
cerebral. Os hormdnios do estresse podem inibir a atividade da cadeia respiratoria
mitocondrial, producdo energética e consumo de oxigénio, aumentando a
susceptibilidade de neurdnios aos efeitos de espécies reativas de oxigénio, que
inclui peroxidagao lipidica, carboxilagcdo de proteinas, danos ao DNA e apoptose
(MADRIGAL et al. 2001; SEIFRIED, 2007).

Os efeitos do estresse no metabolismo de creatina ndo foram diretamente
abordados em humanos, mas os prejuizos desta condicdo na concentragao de
metabdlitos cerebrais foi alvo de estudo em modelos animais de estresse (ALLEN,
2012). Usando imagens de Espectroscopia por Ressonancia Magnética (ERM) e
técnicas de histologia, pesquisadores demonstraram que a exposicdo ao estresse
cronico nao provoca somente a redugao do volume hipocampal e alteragbes
negativas na neurogénese, mas altera significativamente as concentragbes de
metabdlitos cerebrais, como a creatina e fosfocreatina, as quais decrescem em
aproximadamente 15% (CZEH et al., 2001; VAN DER HART et al., 2002). O

decréscimo nas concentragcdes de creatina também foi observado no cértex pré-
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frontal medial (KNOX et al., 2010).

Em um estudo com pintos submetidos ao estresse de separagao social, o
tratamento agudo com creatina foi capaz de atenuar as respostas do estresse, como
vocalizagdes, atividade espontanea e concentracdes elevadas de corticosterona.
Estes efeitos foram atribuidos a ativagcéo de receptores GABA-A cerebrais (KOGA et
al., 2005).

A creatina também mostrou efeitos benéficos em humanos submetidos a
condicdes estressantes. A suplementagdo com esta substancia melhorou o humor,
desempenho psicomotor e cognitivo de adultos submetidos a exercicios associados
a 24 horas de privagdo de sono (McMORRIS et al., 2006). Em humanos sob 36
horas de privagao de sono, a suplementagao com creatina melhorou o desempenho
em tarefas de memoria espacial (McMORRIS et al., 2007a). A privagcao de sono é
considerada um estressor que induz a elevagdo de cortisol (humanos) ou
corticosterona (roedores) (PALMA et al., 2007).

Considerando o impacto negativo do estresse crénico na qualidade de vida
das pessoas, torna-se fundamental o desenvolvimento de pesquisas que possam
futuramente se tornarem estratégias terapéuticas que visem proteger os individuos
dos males oriundos desta condi¢cdo. O contexto apresentado mostrou importantes
relacbes do sistema Cr/PCr/CK e da via L-arginina-NO em condicoes
fisiologicamente normais e fisiopatolégicas do SNC, inclusive em alteragbes
provocadas pelo estresse. Levando em conta estas questdes, essa pesquisa busca
responder a seguinte problematizagdo: Quais os efeitos da administracédo de L-
arginina e creatina sobre parametros comportamentais, bioquimicos, nutricionais e

anatdmicos de ratos submetidos a um modelo de estresse crénico variado?
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da administracdo de L-arginina e creatina sobre
parametros comportamentais, bioquimicos, nutricionais e anatdmicos de ratos

submetidos a um modelo de estresse cronico variado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Analisar os efeitos da administracdo de L-arginina e creatina sobre a atividade
locomotora e ansiedade de ratos submetidos a um modelo de estresse
cronico variado.

* Avaliar os efeitos da administragdo de L-arginina e creatina sobre o
comportamento alimentar de ratos submetidos a um modelo de estresse
cronico variado.

» Verificar os efeitos da administragao de L-arginina e creatina sobre a memoria
espacial de referéncia e de trabalho de ratos submetidos a um modelo de
estresse crénico variado.

« Examinar os efeitos da administracdo de L-arginina e creatina sobre
parametros bioquimicos, nutricionais e anatdmicos de ratos submetidos a um

modelo de estresse crénico variado.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 35 ratos machos albinos da linhagem Wistar (Rattus
novergicus albinus) com 120 dias, pensando entre 342-415g provenientes do
biotério do Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR). Com excecao as atividades
de estresse e tarefas comportamentais, os animais foram mantidos em suas caixas-
moradias em base de polipropileno, autoclavavel nas medidas de 41 x 34 x 16 cm,
com assoalho recoberto com maravalha. Admitiu-se no maximo 3-4 animais por
caixa.

Os animais foram alojados em um local com temperatura controlada (26°£1),
ciclo claro-escuro de 12 horas, tratados com racdo para roedores da marca
PURINA®. A agua e racao foram fornecidas ad libitum durante todo o experimento
(exceto para os animais dos grupos submetidos ao estresse crénico durante o
periodo em que o estressor aplicado foi a privagao de alimento).

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratério de
Bioquimica do Exercicio (LABE) da Universidade Estadual do Centro-Oeste —
UNICENTRO, campus de Irati - PR.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
UNICENTRO (protocolo 015/2011).

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

De maneira aleat6ria, os animais foram divididos em 5 grupos experimentais,
constituidos da seguinte maneira:

e Controle total (Ct): 7 animais sem receber o modelo de estresse crbnico
variado (ECV) e tratamento.

e Estresse cronico (Ec): 7 animais recebendo o modelo de ECV e tratados com
uma solucéo veiculo.

e Estresse cronico + L-arginina (Ec/La): 7 animais recebendo o modelo de ECV
e tratados com L-arginina.

e Estresse cronico + creatina (Ec/Cr): 7 animais recebendo o modelo de ECV e

tratados com creatina.
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e Estresse cronico + L-arginina + creatina (Ec/La+Cr): 7° animais recebendo o
modelo de ECV e tratados com L-arginina e creatina.

O tratamento ocorreu durante todo o experimento (40 dias de estresse +
tarefas comportamentais), por meio da técnica de gavagem, uma vez por dia,
sempre no mesmo horario (12 horas). Buscou-se evitar qualquer forma de estresse
nos animais do grupo Ct, por isso optou-se por nao utilizar o procedimento de
gavagem nestes animais. Os animais dos demais grupos foram submetidos aos
tratamentos nas seguintes dosagens:

e Grupo Ec: solugéo veiculo de 1ml contendo 0,5% de carboximetilcelulose

(CMC) + agua purificada q.s.p.

e Grupo Ec/La: solugdo de 1ml composta por 500mg/Kg de L-arginina + agua

purificada q.s.p.

e Grupo Ec/Cr: solugao de 1ml contendo 300mg/Kg de creatina monohidratada

+ 0,5% de CMC e agua purificada q.s.p.

e Grupo Ec/La+Cr: solugcdo de 1,5ml contendo 500mg/Kg de L-Arginina +

300mg/Kg de creatina monohidratada+ 0,5% de CMC e agua purificada q.s.p.

A escolha da dosagem de L-arginina levou em consideragcdo dois aspectos
principais: neurotoxicidade e saturagdo. O excesso de NO pode aumentar os niveis
de radicais livres, e como mostrado anteriormente, estas moléculas estdo envolvidas
na génese e evolugao de disturbios neuroldgicos (GUIX et al., 2005; CALABRESE et
al., 2007). Os radicais livres também prejudicam a atividade das enzimas Na™, K* -
ATPases e promovem déficits de memdria em ratos (WYSE et al., 2001; REIS et al.,
2002).

Pesquisadores mostraram que a L-arginina administrada via intravenosa nas
doses de 250mg/Kg, 500mg/Kg e 1000mg/Kg aumenta em aproximadamente 33, 48
e 50% os niveis de NO hipocampal, respectivamente. Isto mostra claramente que a
captacao de L-arginina pelo cérebro é limitada (GUPTA et al., 2005).

A administracdo oral de L-arginina (500mg/Kg) mostrou-se eficaz no processo
de adaptagdo de ratos ao estresse agudo por frio-hipoxia-imobilizagdo (GUPTA et
al., 2005). Esta mesma dosagem, quando administrada via intraperitoneal melhorou
parametros bioquimicos e comportamentais vinculados a ansiedade de ratos

submetidos ao estresse agudo e cronico por imobilizagdo (MASSOD et al., 2003,

°1 animal morreu durante o processo de gavagem.
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2004; GULATI; MASSOD; VIJAYAN, 2006; GULATI; CHAKRABORTI; RAY, 2009).

A escolha da dosagem de creatina (300mg/Kg via oral) levou em
consideracao a efetividade desta em estudos envolvendo modelos experimentais de
doengas neurologicas. Esta dosagem foi capaz de minimizar episédios convulsivos
(comportamentais e eletrograficos), niveis da proteina carbonil e prejuizos na
atividade das enzimas Na’, K* - ATPases induzidas pelo acido glutarico em ratos
(MAGNI et al., 2007) e também decresceu marcadores do estresse oxidativo
(proteina carbonil e TBARS) em um modelo experimental de traumatismo cranio-
encefalico severo (SARAIVA et al., 2012).

3.3 MODELO DE ESTRESSE CRONICO VARIADO

O modelo de estresse crénico variado utilizado neste trabalho é uma
adaptacdo dos modelos de Gamaro et al. (2003a, 2003b) e Vasconcellos et al.
(2003, 2005). Somente os animais do grupo Ct permaneceram em suas caixas-
moradias durante todo o experimento, recebendo somente cuidados diarios comuns,
como troca de maravalha, agua e ragéo.

Os estressores utilizados foram:
) Ambiente congestionado (7 animais por caixa-moradia durante 24 horas)
) Exposic¢ao ao frio (1 hora)
c) Imobilizagéo (1-2 horas)
) Inclinagdo da caixa-moradia em um angulo aproximado de 45° (2-4 horas)
) Luz intermitente (1-2 horas)
f) Privagao de alimento (24 horas)
g) Ruido (15-40 minutos)

Aplicou-se diariamente e de forma aleatoria, 1 entre os 7 estressores acima,
em periodos e horarios diferentes na tentativa de minimizar a previsibilidade do
animal em relagao ao estressor (VASCONCELLOQOS et al., 2005).

O estresse por inclinagdo da caixa-moradia ocorreu através da insercéo de
um tijolo abaixo da mesma. Para a realizacdo da exposi¢géo ao frio, utilizou-se uma
caixa de isopor de 80 litros ventilada com a temperatura aproximada de 5 a 7°C

controlada por dois termémetros da marca INCOTERM® (Figura 8).
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Figura 8 — Caixa térmica ventilada.

Fonte: o autor.

Na atividade de imobilizagdo, os animais foram inseridos no interior de
garrafas Pet de Coca Cola® de 600 ml, ficando impossibilitados de se locomover,
porém livres para a realizagdo dos movimentos respiratérios necessarios (Figura 9).
O ruido foi realizado por meio de 3 alarmes magnéticos de 90db cada, fixados nas

paredes do ambiente em que os animais eram mantidos.

Figura 9 — Estresse por imobilizagédo

Fonte: o autor.

Para a exposicdo ao estressor “luz intermitente” as caixas-moradias foram
agrupadas em um ambiente ausente de iluminagdo contendo 4 lampadas “pisca-
pisca” de 15 watts cada.

A exposigao ao estresse aconteceu durante 40 dias, periodo necessario para
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que os déficits de memoaria espacial se manifestem e que niveis de corticosterona se

elevem em torno de 90% (VASCONCELLOS et al., 2005).

Quadro 2 — Calendario geral, natureza e duragéo dos estressores aplicados.

Dia Estressor aplicado Duragcao
1 Ruido 15 minutos
2 Privagao de alimento 24 horas
3 Luz intermitente 1 hora
4 Inclinagdo da caixa-moradia 2 horas
5 Ambiente congestionado 24 horas
6 Privacao de alimento 24 horas
7 Imobilizagédo 1 hora
8 Exposig¢ao ao frio 1 hora
9 Ruido 20 minutos
10 Luz intermitente 2 horas
1" Inclinagédo da caixa-moradia 2 horas
12 Imobilizagao 1 hora
13 Nenhum estressor aplicado -

14 Privacao de alimento 24 horas
15 Ambiente congestionado 24 horas
16 Ruido 30 minutos
17 Luz intermitente 2 horas
18 Inclinagdo da caixa-moradia 2 horas
19 Privacao de alimento 24 horas

20 Ambiente congestionado 24 horas
21 Luz intermitente 2 horas
22 Imobilizagao 1 hora
23 Ruido 25 minutos
24 Luz intermitente 2 horas
25 Privacao de alimento 24 horas
26 Ambiente congestionado 24 horas
27 Inclinagéo da caixa-moradia 3 horas
28 Exposig¢ao ao frio 1 hora
29 Imobilizagao 1,5 horas
30 Ruido 30 minutos
31 Inclinagéo da caixa-moradia 4 horas
32 Privacao de alimento 24h
33 Nenhum estressor aplicado
34 Ambiente congestionado 24 horas
35 Exposicao ao frio 1 hora
36 Imobilizagao 2 horas
37 Ruido 40 minutos
38 Luz intermitente 2 horas
39 Inclinagéo da caixa-moradia 4 horas
40 Ambiente congestionado 24 horas

Fonte: o autor

3.4 PARAMETROS COMPORTAMENTAIS

Em torno de 24 horas apds a ultima sessédo de estresse, 0os animais foram

submetidos aos testes comportamentais, conforme a sequéncia abaixo:
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3.4.1 Labirinto em cruz elevado

E um equipamento desenvolvido por Pellow et al. (1985) para avaliar a
ansiedade em roedores (Figura 10). Neste estudo, utilizou-se um equipamento
constituido de madeira, mantido a 50 cm do chao e composto por 4 bracos, sendo 2
abertos (BAs) e 2 fechados (BFs), medindo 50 x 10 cm cada e uma arena central de
10 x 10 cm no cruzamento entre os bracos. No 41° dia de experimento, cada animal
foi colocado na arena central com a cabega voltada para um dos BFs e deixado
explorar o equipamento por um periodo de 5 minutos. Os seguintes parametros
foram mensurados: (a) numero de entradas e tempo de permanéncia nos BAs (b)
nuamero de entradas e tempo de permanéncia nos BFs (c) porcentagem (%) de
entradas nos BAs (entradas nos BAs/ [entradas nos BAs + entradas nos BFs] x 100)
e (d) porcentagem (%) de tempo transcorrido nos BAs (tempo no BAs / [tempo nos
BAs + tempo no BFs] x 100) (MASOOQOD et al., 2003).

Figura 10 — Labirinto em cruz elevado.

Fonte: o autor

3.4.2 Campo aberto

A analise da atividade locomotora foi realizada por meio da tarefa de campo
aberto. Esta tarefa consiste de uma caixa de madeira medindo 50 x 40 x 60 cm, com
frente de vidro que permite a visualizacdo do comportamento do animal. O assoalho
desta caixa é dividido em 12 quadrantes iguais medindo 15 x 13,3 cm cada (Figura
11). No 42° dia de experimento, cada animal foi gentiimente colocado neste

equipamento, com a face virada para um dos vértices do piso e deixado explorar por
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um periodo de 5 minutos. O numero de quadrantes percorridos foi utilizado como

medida da atividade locomotora do animal.

Figura 11 — Campo aberto.

Fonte: o autor

3.4.3 Tarefa de Comportamento Alimentar

E um procedimento utilizado por Gamaro et al. (2003a) e baseia-se no
principio de que animais cronicamente estressados demonstram uma diminuigdo no
consumo de alimentos agucarados, uma expressao da anedonia, sintoma classico
da depressao maior em humanos (BANERJEE et al., 2012).

Esta tarefa iniciou-se no 43° dia de experimento. Inicialmente os animais
foram habituados em um novo ambiente contendo alimentos doces, isto €, foram
colocados na extremidade de uma caixa de madeira retangular com vidro no teto,
nas medidas de 40 x 15 x 20 cm, contendo 10 pellets do cereal Froot Loops® (roscas
de trigo, amido e sacarose) da marca Kellongs®. Os animais passaram por uma
sessdo diaria de 3 minutos cada durante 5 dias consecutivos (43°, 44°, 45°, 46°, 47°
dias de experimento) para habituagdo ao equipamento, sob restricao alimentar todos
os dias (aproximadamente 80% da racgao ingerida no 42° dia de experimento). No
48° dia de experimento, realizou-se a sessao de teste, também por um periodo de 3
minutos, porém com os animais alimentados ad libitum. Tanto nas sessdes de
habituacdo, quanto na sessao de teste, avaliaram-se os seguintes parametros: (a)
laténcia para iniciar o consumo de Froot Loops® (b) quantidade de Froot Loops®
consumido. Para evitar o viés da observagao, a contagem foi realizada sempre pela

mesma pessoa.
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3.4.4 Labirinto aquatico de Morris

A avaliagdo da memoria espacial iniciou-se no 45° dia de experimento. Neste
estudo foi utilizado uma versédo adaptada do labirinto aquatico de Morris (MORRIS,
1984), um tanque circular preto medindo 135 cm de didmetro preenchido com agua
em uma a temperatura controlada de 21+1°C, contendo em seu interior uma
plataforma de escape confeccionada em acrilico nas dimensées de 10x10 cm,
localizada 1,5 cm abaixo da superficie da agua.

O equipamento ficou localizado em uma sala com aproximadamente 7,5m?
cujas paredes eram ricas em pistas visuais, por exemplo, objetos coloridos
confeccionados com etileno acetato de vinila (EVA), bem como o experimentador
localizado sempre na mesma posicao (aproximadamente 1,5m do tanque) para
facilitar a orientagcdo do animal. Foi adicionado 300g de amido de milho para tornar a
agua turva e dificultar a visualizagdo da plataforma pelo animal. Na superficie da
circunferéncia do tanque, também foram inseridos objetos confeccionados com EVA
indicando quatro pontos cardeais (norte, sul, leste, oeste), que delimitavam o tanque
em quatro quadrantes imaginarios, numerados em sentido horario (1° quadrante, 2°
quadrante, 3° quadrante e 4° quadrante) (Figuras 12 e 13). Os pontos cardeais

também denotavam as posicdes de largada dos animais.

Figura 12 — Labirinto Aquatico de Morris: Divisdo em quadrantes e pontos cardeais.

D Experimentador

Fonte: o autor
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Figura 13 — Labirinto Aquatico de Morris.

Fonte: o autor.

Em cada sessao de nado, os animais foram inseridos pelo experimentador no
tanque com o focinho voltado para um dos pontos cardeais e nadavam livremente
até encontrar a plataforma, e uma vez nesta, permaneciam por 10 segundos. Caso
atingissem o tempo maximo de 60 segundos sem encontrar a plataforma, os animais
eram gentilmente conduzidos pelo experimentador até a mesma. Depois de cada
sessao de nado, os animais eram secados com auxilio de uma toalha e aquecedor,
e posteriormente retornavam as suas caixas-moradias.

Para avaliar a memdria espacial de referéncia foram 5 dias consecutivos de
treinamento ou aquisicdo da memoria (45°, 46°, 47°, 48° e 49° dias de experimento)
(VASCONCELLOS et al., 2003, 2005; ROSSATO et al., 2006, 2007). O objetivo
principal desta atividade foi encontrar a plataforma fixada sempre no mesmo local
(centro do 2° quadrante). Cada animal foi submetido a 4 sessdes de nado diarias por
um periodo maximo de 60 segundos (VASCONCELLOQOS et al., 2003, 2005), partindo
de posigoes diferentes (Quadro 3). Estabeleceu-se um intervalo de 10 minutos entre

cada tentativa.

Quadro 3 — Posigbes de largada dos animais nos dias de aquisicdo da memaria de referéncia.

Dia Posigoes de largada
1 N-S-L-

2 O-L-S-N

3 S-O-N-L

4 L-N-O-S

5 N-L-S-0

Fonte: o autor
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Em torno de vinte e quatro horas apds a ultima sessdo de treinamento,
realizou-se a fase de retengdo ou teste (50° dia de experimento). Esta fase foi
realizada mediante uma unica sessao de nado para cada animal, com duracao de
60s na auséncia da plataforma de escape. Foram avaliados os seguintes parametros
vinculados a meméria espacial de referéncia: (a) laténcia para encontrar o local onde
estava a plataforma nas sessdes de treinamento (b) % tempo de permanéncia no
quadrante alvo (MELLO et al., 2008).

A avaliagdo da memoria espacial de trabalho iniciou-se no 52° dia de
experimento, aproximadamente quarenta e oito horas apds a sessao de retencio da
memoria espacial de referéncia. Esta tarefa utilizou o mesmo equipamento e
principios da tarefa anterior, porém foram quatro dias consecutivos de teste (52°,
53°, 54° e 55° dias de experimento), com a plataforma localizada em posicoes
diferentes a cada dia (Quadro 4). Nas primeiras tentativas de cada dia (fase de
aquisicdo) os animais tiveram que encontrar a plataforma em uma posicao diferente,
enquanto que nas trés tentativas subsequentes (fase de retengado), a plataforma
permaneceu sempre na mesma posi¢ao, porém 0s animais iniciavam a sessao a
partir de pontos cardeais diferentes (VASCONCELLOS et al., 2003). Estabeleceu-se

um intervalo de 5 minutos entre cada tentativa.

Quadro 4 — Localizagdo da plataforma e posi¢gées de largada dos animais nos dias de teste da
memoria de trabalho

Dia Localizagao da plataforma Posigoes de largada
1 1° Quadrante N-S-L-0
2 2° Quadrante O-L-S-N
3 3° Quadrante S-O0-N-L
4 4° Quadrante L-N-O-S

Fonte: o autor

O desempenho em memoria espacial de trabalho foi avaliado mediante o
calculo da laténcia para encontrar a plataforma nas sessoées 1, 2, 3 e 4 durante os 4
dias de teste (NETTO et al., 1993).

3.5 CONSUMO DE RACAO, INGESTAO DE AGUA E PESO CORPORAL
Durante o periodo de estresse, o consumo de ragdo e a ingestdo de agua

foram mensurados e expressos em g/100g e ml/100g, respectivamente. As medidas

foram realizadas diariamente, sempre no mesmo horario (14 horas). Optou-se por
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desconsiderar os dados referentes aos dias em que o estressor “privagdo de
alimento” foi aplicado, bem como aqueles do dia imediatamente posterior (GAMARO
et al., 2003a). Para o calculo do consumo semanal de agua ou ragéo por animal,
realizou-se a média semanal do consumo por caixa-moradia e dividiu-se pelo
numero de animais presentes na mesma. Em seguida, a medida obtida foi dividida
pelo peso do animal.

O peso corporal foi aferido semanalmente durante todo o periodo de estresse.
No final dos experimentos (estresse + tarefas comportamentais), obteve-se o peso

corporal dos animais para determinar o indice de Lee através da seguinte féormula:

Figura 14 — Férmula para o calculo do indice de Lee.

3\."r massa corporal (g)

comprimento naso-anal {cm)

Fonte: Adaptado de MOURA et al. Capacidade aerdbia de ratos alimentados com dieta rica em
frutose. Rev Bras Med Esporte, v.14, n.5, 2008.

3.6 PARAMETROS ANATOMICOS E BIOQUIMICOS

No dia posterior a ultima sessao de teste comportamental, com 12 horas de
jejum, os animais foram sacrificados mediante decapitacdo, o sangue troncular foi
coletado para centrifugacdo em tubos plasticos a 1000 rpm e o soro retirado para
posterior analise bioquimica dos niveis plasmaticos de glicose, colesterol total,
triglicerideos e corticosterona.

Os niveis de glicose, colesterol total e triglicerideos foram determinados pelo
método enzimatico e calorimetro (reacdo de Trinder), utilizando o Kit comercial
LABTEST®, e os resultados foram expressos em mg/dl. A corticosterona foi
determinada por quimioluminiscéncia, e os resultados foram expressos em pg/dl.

Apo6s o sacrificio, mensurou-se também o peso relativo do tecido adiposo
(gordura das regides mesentérica, retroperitoneal e periepididimal), figado, coragéao,
rim e adrenal esquerda. Os dados foram expressos em g de tecido por 100 g de
peso corporal (g/100g).

O peso do coracao foi utilizado para o calculo do indice de hipertrofia cardiaca
(IHC), expresso pela seguinte relagcédo: peso do coragcado (mg) / peso do animal (g).
(WALLEN et al., 2000).
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Quadro 5 — Esquema geral das atividades desenvolvidas

Ordem Atividade Duragao
1 Exposigao aos estressores 40 dias
2 Labirinto em cruz elevado 1 dia
3 Campo aberto 1 dia
4 Tarefa de comportamento alimentar 6 dias
5 Labirinto aquatico de Morris — memoria espacial de referéncia 6 dias
6 Labirinto aquatico de Morris — memaria espacial de trabalho 4 dias
7 Sacrificio, coleta de sangue e 6rgédos 1 dia

Fonte: o autor

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos em média £+ Erro Padrdao da Média (EPM),
com a utilizagdo do programa Graphpad Prism versao 5.0. Utilizou-se ANOVA de
medidas repetidas para o calculo do ganho de peso, consumo de ragao e ingestéo
de agua. Optou-se por ANOVA de uma via para os demais parametros. Ambos os
testes foram seguidos do post hoc de Student-Newman-Keuls (SNK). Em todos os

casos os dados foram considerados significativamente diferentes quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

Os resultados deste estudo estdo organizados em dois capitulos

correspondentes aos seguintes artigos cientificos:

Capitulo | — Efeitos da administragcdo de L-arginina e creatina sobre parametros

comportamentais de ratos submetidos a um modelo de estresse crénico variado.

Capitulo Il — Efeitos da administragdo de L-arginina e creatina sobre a memoaria

espacial de ratos submetidos a um modelo de estresse cronico variado.
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4.1 Capitulo | — Efeitos da administracdo de L-arginina e creatina sobre parametros

comportamentais de ratos submetidos a um modelo de estresse crbnico variado.

RESUMO

Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar os efeitos da administragcéo
de L-arginina e creatina sobre parametros comportamentais, bioquimicos,
nutricionais e anatémicos de ratos submetidos a um modelo de estresse crbnico
variado. Foram utilizados 34 ratos Wistar com aproximadamente 120 dias no inicio
dos experimentos. Os animais foram igualmente e aleatoriamente divididos em cinco
grupos experimentais: controle (Ct), estresse crbnico (Ec), estresse crbnico + L-
arginina (Ec/La), estresse crénico + creatina (Ec/Cr) e estresse crénico + L-arginina
+ creatina (Ec/La+Cr). Submeteu-se os animais ao estresse por um periodo de 40
dias, aplicando diariamente e de maneira aleatéria um dos seguintes estressores:
ambiente congestionado, exposicao ao frio, imobilizagcdo, inclinacdo da caixa-
moradia, luz intermitente, privagdo de alimento e ruido. Em torno de vinte e quatro
horas apds a ultima sessao de estresse, 0os animais foram submetidos as seguintes
tarefas comportamentais: labirinto em cruz elevado, campo aberto e tarefa de
comportamento alimentar. No dia posterior a ultima sessao de teste comportamental,
os animais foram sacrificados mediante decapitagdo, o sangue troncular foi coletado
para analise bioquimica (glicose, colesterol e triglicerideos) e o figado, tecido
adiposo (gorduras mesentérica, retroperitoneal e periepididimal) e rim esquerdo
foram pesados. Os resultados mostraram que os animais do grupo Ec, mesmo
consumindo maior quantidade de ragdo e agua, tiveram menor ganho de peso
corporal e apresentaram outros marcadores biolégicos importantes do estresse
cronico (por ex. menor volume hepatico e glicemia elevada), mostrando também
ansiedade no labirinto em cruz elevado e prejuizo locomotor no campo aberto. Os
tratamentos ndo foram capazes de reduzir os efeitos do estresse no consumo de
ragao/agua e glicemia, porém minimizaram o prejuizo deste na atividade locomotora
e aumentaram o consumo de alimentos palataveis (Froot Loops®). O tratamento com
creatina bloqueou a perda de peso corporal e hepatico induzido pelo estresse. A
coadministragdo de L-arginina e creatina reverteu os efeitos do estresse na perda do
tecido adiposo e bloqueou potencialmente os efeitos ansioliticos do estresse no
labirinto em cruz elevado. Concluindo, este estudo mostrou que a coadministragao
de L-arginina e creatina proporciona melhora em todos os parametros
comportamentais avaliados, por isso demonstra superioridade em relacdo a
administracao isolada destas substancias.

Palavras-chave: estresse cronico; L-arginina; creatina.
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Chapter | — Effects of administration of L-arginine and creatine on behavioral

parameters in rats submitted to a model of chronic stress varied.

ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the effects of administration of L-arginine and
creatine on behavioral, biochemical, nutritional and anatomical parameters in rats
submitted to a model of chronic variable stress. The study included 34 Wistar rats
having approximately 120 days at the beginning of the experiments. The animals
were equally and randomly divided into five groups: control (Ct), chronic stress (Ec),
chronic stress + L-arginine (Ec/La), chronic stress + creatine (Ec/Cr) and chronic
stress + L- Arginine + creatine (Ec/La + Cr). The animals were exposed to stress for
a period of 40 days and daily and randomly one of the following stressors were
applied: crowded environment, exposure to cold, restraint, inclination of home cage,
flashing light, food deprivation and noise. About twenty-four hours after the last
session of stress, the animals were subjected to the following behavioral tasks:
elevated plus-maze, open field task and measurement of palatable food intake. The
day after the last test session, the animals were sacrificed by decapitation, trunk
blood was collected for biochemical analysis (glucose, cholesterol and triglycerides)
and the liver, adipose tissue (mesenteric, retroperitoneal and periepididimal fat) and
left kidney were weighed. The results showed that the animals in group Ec, while
consuming larger amounts of food and water, had lower body weight gain and
showed other important biological markers of chronic stress (eg. lower liver weight
and high blood glucose), also showing anxiety in the elevated plus maze and
locomotor impairment in open field task. No treatment was able to reduce the effects
of stress on lab chow/water intake and glucose, all but minimized the damage in this
locomotor activity and increased consumption of palatable food (Froot Loops®). The
treatment with creatine blocked the liver and body loss weight induced by stress.
Coadministration of L-arginine and creatine significantly reversed the effects of stress
in the loss of adipose tissue and potentially blocked the anxiolytic effects of stress on
the elevated plus maze. In conclusion, this study showed that coadministration of L-
arginine and creatine provides improvement in all behavioral parameters evaluated,
so it demonstrates superiority over the separate administration of these substances.

Keywords: chronic stress, L-arginine, creatine.
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INTRODUGAO

O estresse crbnico pode ser definido como uma condigdo resultante da
exposi¢cao continua ou repetida a um ou mais estressores ao longo de um periodo
que varia de dias a meses (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009). Em termos fisioldgicos,
ocorre a hiperativacdo da eferéncia simpatica do Sistema Nervoso Autbnomo e do
eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal, responsaveis pela liberagdo de catecolaminas e
glicocorticéides (GCs), respectivamente. Os GCs, por exemplo, quando secretados
transitoriamente, contribuem para a sobrevivéncia do organismo, porém em
quantidades excessivas podem levar a consequéncias deletérias, aumentando os
riscos de hipertensdo, diabetes mellitus insulino-dependente, amenorreia,
impoténcia, ulceras e supressao imunoldgica (SAPOLSKY, 2000).

Estudos mostram que o estresse cronico produz ansiedade em ratos,
condicdo acompanhada pelo decréscimo na atividade das enzimas Na®, K' -
ATP/ases e superoxido dismutases na amigdala (BONDI et al., 2008; CREMA et al.,
2010). O estresse cronico também provoca prejuizos na atividade locomotora
(KATZ; ROTH; CARROL, 1981; D’AQUILA et al, 2000) e alteragdes no
comportamento alimentar de ratos, aumentando ou diminuindo a preferéncia destes
por alimentos doces, conforme o modelo de estresse utilizado. Pesquisadores
observaram que o estresse crénico por imobilizacgdo aumenta o consumo de
alimentos doces (ELY et al., 1997; SILVEIRA et al.,, 2000; PETTENUZZO et al.,
2008) e provoca alteragbes serotoninérgicas e dopaminérgicas corticais,
hipocampais, hipotalamicas e amigdalares (TORRES et al., 2002) enquanto que o
estresse crénico variado promove diminuicdo da preferéncia por alimentos doces
(GAMARO et al., 2003a, 2003b), uma expressao da anedonia, sintoma classico da
depressao maior em humanos (BANERJEE et al., 2012). A diminuigdo no consumo
de alimentos doces é acompanhada por alteragcbes no sistema dopaminérgico
hipotalamico, cortical e hipocampal (GAMARO et al., 2003a) e pela redugdo na
atividade das enzimas Na*, K - ATPases hipocampais (GAMARO et al., 2003b).

A L-arginina € um aminoacido cujas fungcbes vao além da sintese de
proteinas. Esta molécula também esta envolvida em diversas vias metabdlicas que
produzem uma variedade de compostos biologicamente ativos, como agmatina,
glutamato, poliaminas, ornitina e citrulina (CAMPBELL; BOUNTY; ROBERTS, 2004)

e na secrecdo de horménios (somatrotrofina, prolactina, insulina, glucagon,
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somatostatina e catecolaminas) (SUCHNER; HEYLAND; PETER, 2002). Contudo,
parece provavel que o destino metabdlico mais estudado da L-arginina seja a
produgdo do gas oxido nitrico (NO) (BOGER et al., 2007), que apresenta diversas
fungcbes ao nivel do sistema nervoso, participando da formagcdao da memoria,
percepcao da dor, controle do sono, apetite, termorregulagdo, liberagcdo de
neurotransmissores, desenvolvimento e sobrevivéncia neuronal (GUIX et al., 2005),
comportamento alimentar (MORLEY, et al., 1991; STRICKER-KRONGRAD; BECK;
BURLET, 1996), adaptacdo e susceptibilidade ao estresse psicolégico (GULATI;
MASSOD; VIJAYAN, 2006) e aos problemas relacionados com esta condigdo, como
depressao (ZHOU et al., 2007; HUA et al., 2008) e ansiedade (MASSOD et al., 2003;
GULATI; MASSOD; VIJAYAN, 2006).

A L-arginina também participa da sintese de creatina, um composto
guanidinico particularmente envolvido no metabolismo energético que também
possui propriedades antioxidantes (LAWLER et al., 2002; SESTILI et al., 2006;
YOUNG et al., 2010). Estudos mostram que a creatina também pode funcionar como
neuroprotetora em diversos modelos de disturbios neuroldgicos, especialmente
aqueles que envolvem prejuizos no metabolismo energético e estresse oxidativo,
como as doengas neurodegenerativas (MATTHEWS et al., 1999; FERRANTE et al.,
2000; BURKLEN et al., 2006), doencas neuroldgicas agudas (SULLIVAN et al.,
2000; PRASS et al., 2007), doengas neuromusculares e neurometabdlicas
(TARNOPOLSKY, 2007), doencas vinculadas a erros inatos do metabolismo
(ANDRES et al., 2008), disturbios psiquiatricos (AMITAL et al., 2006a; AMITAL et al.,
2006b; CUNHA et al., 2012) e alteragdes cognitivo-comportamentais vinculadas ao
estresse psicologico (KOGA et al. 2005, McMORRIS et al., 2006, 2007a). Ha fortes
evidéncias de que a suplementacdo com creatina pode desempenhar um papel
critico em uma gama de fungdes cognitivas, incluindo memoria, atengao, linguagem
e emocgdes (ALLEN, 2012), e estudos recentes vém apontando relacbes desta
substancia com o comportamento alimentar de ratos (GALBRAITH; FURUKAWA,; LI,
2006).

Levando em consideragao o contexto apresentado, o presente estudo teve
como objetivo verificar o efeito da administracdo de L-arginina e creatina sobre
parametros comportamentais, bioquimicos, nutricionais e anatdbmicos de ratos

submetidos a um modelo de estresse crénico.
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MATERIAIS E METODOS
ANIMAIS EXPERIMENTAIS E DESENHO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 34 ratos Wistar adultos (~120 dias no inicio dos
experimentos) com peso médio de aproximadamente 374 gramas. Com excegao as
atividades de estresse e tarefas comportamentais, os animais permaneceram em
suas caixas-moradias em um ambiente com condi¢des controladas de temperatura
(26°£1°C), ciclo claro-escuro de 12/12 horas, com acesso a agua e ragao da marca
PURINA® ad libitum (exceto os animais sob estresse no periodo em que o estressor
aplicado foi privagcdo de alimento). Os animais foram divididos em cinco grupos
experimentais constituidos de 7 animais cada um: controle (Ct), estresse crbnico
(Ec), estresse crbnico + L-arginina, (Ec/La), estresse cronico + creatina (Ec/Cr)
estresse crbnico + L-arginina + creatina (Ec/La+Cr).

O tratamento ocorreu por meio da técnica de gavagem, durante todo o
experimento (estresse + tarefas comportamentais). Buscou-se evitar qualquer forma
de estresse nos animais do grupo Ct, por isso optou-se por nado utilizar o
procedimento de gavagem nestes animais. Os reagentes foram administrados nas
seguintes dosagens:

e Grupo Ec: solugédo de 1ml contendo 0,5% de carboximetilcelulose (CMC) +

agua purificada q.s.p.

e Grupo Ec/La: solugdo de 1ml composta por 500mg/Kg de L-arginina + agua

purificada q.s.p.

e Grupo Ec/Cr: solugdo de 1ml contendo 300mg/Kg de creatina monohidratada

+ 0,5% de CMC e agua purificada q.s.p.

e Grupo Ec/La+Cr: solucdo de 1,5ml contendo 500mg/Kg de L-arginina +

300mg/Kg de creatina monohidratada + 0,5% de CMC e agua purificada q.s.p.

MODELO DE ESTRESSE CRONICO VARIADO

Utilizou-se um modelo de estresse crénico variado adaptado de Gamaro et al.
(2003a, 2003b) e Vasconcellos et al. (2003, 2005). A exposi¢cdao ao estresse
aconteceu durante 40 dias, periodo necessario para que os niveis de corticosterona
se elevem em aproximadamente 90% (VASCONCELLOS et al., 2005). Os animais
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do grupo Ct permaneceram em suas caixas-moradias durante todo o periodo de
estresse, recebendo somente cuidados diarios comuns, como troca de maravalha,
agua e ragao.

Os estressores utilizados foram: ambiente congestionado (7 animais por
caixa-moradia durante 24h), exposigcao ao frio (1h), imobilizagdo (1-2h), inclinagéo
das caixas-moradias em um angulo aproximado de 45° (2-4h), luz intermitente (1—
2h), privacado de alimento (24h) e ruido (15-40min). Aplicou-se diariamente e
aleatoriamente 1 entre estes 7 estressores, em periodos e horarios diferentes na
tentativa de minimizar a previsibilidade do animal em relacdo ao estressor
(VASCONCELLOS et al., 2005).

O estresse por inclinagdo da caixa-moradia ocorreu através da insercao de
um tijolo abaixo da mesma. Para a realizacdo da exposi¢cao ao frio, utilizou-se uma
caixa de isopor de 80 litros ventilada com a temperatura aproximada de 5-7°C
controlada por dois termdmetros da marca INCOTERM®. Na atividade de
imobilizacdo, os animais foram inseridos no interior de garrafas Pet de Coca Cola®
de 600 ml, ficando impossibilitados de se locomover, porém livres para a realizagao
dos movimentos respiratérios necessarios. O ruido foi realizado por meio de 3
alarmes magnéticos de 90db cada, fixados nas paredes do ambiente em que os
animais eram mantidos. Para a exposi¢céo ao estressor “luz intermitente” as caixas-
moradias foram agrupadas em um ambiente ausente de iluminagdo contendo 4

lampadas “pisca-pisca” de 15 watts cada.
CONSUMO DE RACAO, INGESTAO DE AGUA E PESO CORPORAL

Durante o periodo de estresse, o consumo de ragédo e a ingestdo de agua
foram mensurados e expressos em g/100g e ml/100g, respectivamente. As medidas
foram realizadas diariamente, sempre no mesmo horario (14 horas). Optou-se por
desconsiderar os dados referentes aos dias em que o estressor “privagdo de
alimento” foi aplicado, bem como aqueles do dia imediatamente posterior (GAMARO
et al.,, 2003a). Para calcular o consumo semanal de agua e ragao por animal,
realizou-se a média semanal do consumo por caixa e dividiu-se pelo numero de
animais presentes na mesma. Em seguida, a medida obtida foi dividida pelo peso do

animal.



69

O peso corporal foi aferido semanalmente durante todo o periodo de estresse.
No final dos experimentos (estresse + tarefas comportamentais), obteve-se o peso

corporal dos animais para determinar o indice de Lee por meio da seguinte formula:

Figura 1 — Férmula para o calculo do indice de Lee.

3\."r massa corporal (g)

comprimento naso-anal {cm)

Fonte: Adaptado de MOURA, R. F. et al. Capacidade aerdbia de ratos alimentados com dieta rica em
frutose. Rev Bras Med Esporte, v.14, n.5, 2008.

PARAMETROS COMPORTAMENTAIS

Labirinto em cruz elevado

E um equipamento desenvolvido por Pellow et al. (1985) para avaliar a
ansiedade em roedores. Neste estudo, utilizou-se um equipamento constituido de
madeira, mantido a 50 cm do chao e composto por 4 bragos, sendo 2 abertos (BAs)
e 2 fechados (BFs), medindo 50 x 10 cm cada e uma arena central de 10 x 10 cm no
cruzamento entre os bracos. No 41° dia de experimento, cada animal foi colocado na
arena central com a cabeca voltada para um dos BFs e deixado explorar o
equipamento por um periodo de 5 minutos. Os seguintes parametros foram
mensurados: (a) numero de entradas e tempo de permanéncia em BAs (b) numero
de entradas e tempo de permanéncia em BFs (c) porcentagem (%) de entradas em
BAs (entradas nos BAs/ [entradas nos BAs + entradas nos BFs] x 100) e (d)
porcentagem (%) de tempo transcorrido nos BAs (tempo no BAs / [tempo no BAs +
tempo no BFs] x 100) (MASOOQD et al., 2003).

Campo aberto

A analise da atividade locomotora foi realizada por meio da tarefa de campo
aberto. Consiste de uma caixa de madeira medindo 50 x 40 x 60 cm, com frente de
vidro que permite a visualizagdo do comportamento do animal. O assoalho desta
caixa é dividido em 12 quadrantes iguais medindo 15 x 13,3 cm cada. No 42° dia de

experimento, cada animal foi gentilmente colocado neste equipamento, com a face
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virada para um dos vértices do piso e deixado explorar por um periodo de 5 minutos.
O numero de quadrantes percorridos foi utilizado como medida da atividade

locomotora do animal.
Tarefa de comportamento alimentar

E um procedimento utilizado por Gamaro et al. (2003a) e baseia-se no
principio de os animais cronicamente estressados demonstram uma diminui¢gdo na
preferéncia por alimentos agucarados, uma expressao da anedonia, sintoma de
classico da depressao maior em humanos (BANERJEE et al., 2012).

Esta tarefa iniciou-se no 43° dia de experimento. Inicialmente os animais
foram habituados em um novo ambiente contendo alimentos doces, isto &, foram
colocados na extremidade de uma caixa de madeira retangular com vidro no teto,
nas medidas de 40 x 15 x 20 cm, contendo 10 pellets do cereal Froot Loops® (roscas
de trigo, amido e sacarose) da marca Kellongs®. Os animais passaram por uma
sessdo diaria de 3 minutos durante 5 dias consecutivos (43°, 44°, 45°, 46° e 47° dias
de experimento) para habituagdo ao equipamento, sob restricdo alimentar todos os
dias (80% da racao ingerida no 42° dia de experimento). No 48° dia de experimento,
realizou-se uma sessao de teste, também por um periodo de 3 minutos, porém com
0s animais alimentados ad libitum. Tanto nas sessbes de habituacdo quanto na
sessdo de teste avaliaram-se os seguintes parametros: (a) laténcia para iniciar o
consumo de Froot Loops® (b) quantidade de Froot Loops® consumido. Para evitar o

viés da observacao, a contagem foi realizada sempre pela mesma pessoa.
PARAMETROS ANATOMICOS E BIOQUIMICOS

No dia posterior a ultima sessao de teste comportamental, os animais foram
sacrificados mediante decapitagcdo, o sangue troncular foi coletado para a analise
dos niveis plasmaticos de glicose, colesterol total e triglicerideos, que foram
determinados pelo método enzimatico e calorimetro (reagao de Trinder), utilizando o
Kit comercial LABTEST®. Os resultados foram expressos em mg/dl.

Mensurou-se também o peso do tecido adiposo (gordura das regides
mesentérica, retroperitoneal e periepididimal), figado e rim esquerdo. Os dados

foram expressos em g de tecido por 100 g de peso corporal (g/100g).



71

ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos em meédia + Erro Padrdo da Média (EPM).
Utilizou-se ANOVA de medidas repetidas para o calculo do ganho de peso, consumo
de ragao e ingestdo de agua durante o periodo de estresse. Optou-se por ANOVA
de uma via para os demais parametros. Ambos os testes foram seguidos do post
hoc de Student-Newman-Keuls (SNK). Em todos os casos os dados foram

considerados significativamente diferentes quando p<0,05.

RESULTADOS

Nao houve diferencga estatisticamente significativa entre os grupos quanto ao
peso inicial dos animais (Ct: 368,1+4,07; Ec: 374+7,3; Ec/La: 376,0+9,128; Ec/Cr:
381,1+7,15; Ec/La+Cr: 371,1£7,43 - ANOVA de uma via/SNK, F(4,30) = 0,47, P =
0,75, n=7). Em relacdo ao ganho de peso semanal, observou-se que apenas na
segunda semana de estresse os animais mostraram diferencas significativas. Os
animais do grupo Ct apresentaram mais de 8% de peso comparado aos animais dos
demais grupos (Ct: 396,0+4,9; Ec: 362,6+7,03; Ec/La: 363,0+8,61; Ec/Cr:
371,7+9,19; Ec/La+Cr: 358,0+£7,13 - ANOVA de uma via/SNK, F(4,29) = 4,07, P <
0,05, n=7-6) (Gréfico 1).

Grafico 1 — Ganho de peso semanal durante o periodo de estresse.

4504
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semanas

Os dados estdo expressos em média + E.P.M. Estes valores representam o peso semanal dos
animais em g desde o inicio do periodo de estresse até o final (40 dias). O simbolo acima da barra
indica as diferencas estatisticas de p<0,05, usando ANOVA de uma via/SNK, n=7-6 animais/grupo.
a=Ct; b=Ec; c=Ec/La; d=Ec/Cr; e=Ec/La+Cr.
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Em relagcdo ao ganho de peso durante todo o periodo de estresse, percebeu-
se que os animais do grupo Ct ganharam aproximadamente 4% de peso corporal em
relacdo aos grupos Ec, Ec/La e Ec/La+Cr (Ct: 398,6+7,24; Ec: 384,0+5,86; Ec/La:
382,945,89; Ec/Cr: 391,945,27; Ec/La+Cr: 382,0+6,59 - ANOVA de medidas
repetidas/SNK, F(4,24) = 8,04, P < 0,05, n=7-6).

iINDICE DE LEE E PESO RELATIVO DO TECIDO ADIPOSO

O Indice de Lee ndo se alterou entre os grupos (F(4,29) = 1,25, P = 0,30).
Contudo, percebeu-se que os grupos Ec, Ec/La e Ec/Cr apresentaram redugéo
significativa no peso relativo do tecido adiposo em relagdao ao grupo Ec/La+Cr, nas

propor¢oes de 25%, 30% e 25%, respectivamente (F(4,27) = 3,65, P <0,05) (Tabela
1).

Tabela 1 — indice de Lee (Lee) e peso relativo do tecido adiposo (PTA)

Parametro Ct Ec Ec/La Ec/Cr Ec/La+Cr
Lee 0,31+0,00 0,30+0,00 0,31+0,00 0,29+0,01 0,31+0,00
PTA 3,71+0,33 3,2440,24° 3,0040,22° 3,23+0,21° 4,30+0,33

Os dados estdo expressos em média + E.P.M. O indice de Lee foi calculado mediante a féormula
apresentada na sessdo de materiais e métodos. O peso relativo do tecido adiposo esta representado
em g de tecido por 100 g de peso corporal (g/100g). Os simbolos acima dos numeros indicam as
diferencas estatisticas de p<0,05, usando ANOVA de uma via/SNK, n=7-6 animais/grupo. a=Ct; b=Ec;
c=Ec/La; d=Ec/Cr; e=Ec/La+Cr.

CONSUMO DE RACAO

O consumo de ragao foi mensurado diariamente durante todo o periodo de
estresse. A Tabela 2 mostra que a partir da 22 semana de estresse os animais de

todos os grupos consumiram maior quantidade de ragao que os animais do grupo Ct.

Tabela 2 — Consumo semanal de ragdo durante o periodo de estresse (g/100g)

Semana Ct Ec Ec/La Ec/Cr Ec/La+Cr
1 5,75+0,05 6,13+0,12 6,00+0,14 6,00+0,13 6,00+0,21
2 6,18+0,10 7,42+0,15% 7,04+0,18°% 7,31+0,17°2 7,21+0,24°2
3 5,72+0,06 7,04+0,14° 6,95+0,21°% 6,64+0,22° 7,13+0,24°
4 5,78+0,08 6,59+0,13° 6,66+0,19% 6,57+0,15° 7,070,142
5 5,77+0,08 6,18+0,10° 6,42+0,17° 6,41+0,16° 6,70+0,16%
6 5,28+0,09 6,77+0,07° 6,49+0,22° 6,26+0,13% 6,70+0,15%

Os dados estao expressos em média + E.P.M. Estes valores referem-se ao consumo semanal de
ragao durante o periodo de estresse, e estédo representados em g de ragao por 100g de peso corporal
(g/100g), conforme informagbes contidas na sessdo de materiais € métodos. Os simbolos acima dos
numeros indicam as diferencas estatisticas de p<0,05, usando ANOVA de uma via/SNK, n=7-6
animais/grupo a=Ct; b=Ec; c=Ec/La; d=Ec/Cr; e=Ec/La+Cr.
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Considerando os dados referentes ao consumo de racdo durante todo o
periodo de estresse, percebeu-se que os animais do grupo Ct apresentaram um
consumo em torno de 16% menor que os demais grupos (Ct: 5,75+0,12; Ec:
6,70+0,21; Ec/La: 6,60+0,15; Ec/Cr: 6,51+0,19; Ec/La+Cr: 6,83+£0,18 - ANOVA de
medidas repetidas/SNK, F(4,20) = 18,98, P < 0,05, n=7-6).

INGESTAO DE AGUA

A ingestdo de agua também foi mensurada diariamente durante todo o
periodo de estresse. Neste parametro, verificaram-se diferengas significativas entre
0s grupos desde a primeira semana de estresse. De forma geral, todos os grupos

ingeriram mais agua que os animais do grupo Ct (Tabela 3).

Tabela 3 — Ingestdo semanal de agua durante o periodo de estresse (ml/100g)

Semana Ct Ec Ec/La Ec/Cr Ec/La+Cr
1 13,27+0,14 16,15+0,51*° 14,41+0,34° 16,67+0,32*° 17,07+0,43%*°
2 13,74+0,23 15,93+0,64° 16,55+0,36° 17,32+0,63° 16,06+0,74°
3 13,04+0,39 14,11+£0,34 15,25+0,36° 15,35+0,78° 15,69+0,30°
4 13,41+0,34 14,63+0,56 16,02+0,37° 15,67+0,382 17,67+0,65%"¢
5 12,95+0,31 14,43+0,27° 15,23+0,37° 14,93+0,35°2 16,81+0,33%"°¢
6 11,51+0,26 15,72+0,26° 17,14+0,702 17,54+0,39*° 16,71+0,50°

Os dados estédo expressos em média + E.P.M. Estes valores referem-se a ingestao semanal de agua
durante o periodo de estresse, e estdo representados em ml de agua por 100g de peso corporal
(ml/100g), conforme informagdes contidas na sessao de materiais e métodos. Os simbolos acima dos
numeros indicam as diferencas estatisticas de p<0,05, usando ANOVA de uma via/SNK, n=7-6
animais/grupo a=Ct; b=Ec; c=Ec/La; d=Ec/Cr; e=Ec/La+Cr.

Considerando os dados da ingestdo de agua durante todo o periodo de
estresse, os resultados mostraram que os animais do grupo Ct ingeriram
significativamente menor quantidade de agua que os demais grupos, em torno de
17% em relagao ao grupo Ec, 21% comparado ao grupo Ec/La, 25% em relagéo ao
grupo Ec/Cr e 28% comparado ao grupo Ec/La+Cr (Ct: 12,9940,32; Ec: 15,16+0,35;
Ec/La: 15,77+0,41; Ec/Cr: 16,25+0,44; Ec/La+Cr: 16,67+0,29 — ANOVA de medidas
repetidas/SNK, (F(4,20) = 17,54, P < 0,05, n=7-6).

PESO RELATIVO DO FiGADO E DO RIM ESQUERDO

N&o foram encontradas diferengas significativas referentes ao peso relativo do

rim esquerdo dos animais (F(4,29) = 1,91, P = 0,13). Contudo, verificou-se que os
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animais do grupo Ct apresentaram o peso relativo do figado em torno de 7% maior
que os animais dos grupos Ec, Ec/La e Ec/La+Cr (F(4,24) = 3,79, P < 0,05) (Tabela
4).

Tabela 4 — Peso relativo do figado e rim esquerdo (g/100g)

Orgao Ct Ec Ec/La Ec/Cr Ec/La+Cr
Figado 2,54+0,02 2,38+0,04° 2,36+0,05° 2,45+0,05 2,32+0,04°
Rim 0,29+0,00 0,30+0,01 0,27+0,00 0,29+0,00 0,27+0,00

Os dados estdo expressos em meédia + E.P.M. O peso relativo do figado e rim esquerdo estdo
representados em g de tecido por 100g de peso corporal (g/100g). Os simbolos acima dos niumeros
indicam as diferengas estatisticas de p<0,05, usando ANOVA de uma via/SNK, n=7-6 animais/grupo.
a=Ct; b=Ec; c=Ec/La; d=Ec/Cr; e=Ec/La+Cr.

PARAMETROS BIOQUIMICOS

Foram avaliados os seguintes parédmetros bioquimicos: glicose (GLI),
colesterol total (COL) e triglicerideos (TRI). Os niveis de colesterol (F(4,24) = 1,72, P
= 0,17) e triglicerideos (F(4,24) = 0,69, P = 0,60) ndo se alteraram entre os grupos.
Em relagcdo aos niveis de glicose, observou-se que os animais do grupo Ct
apresentaram niveis plasmaticos desta significativamente menores que os demais
grupos, aproximadamente 15% em relacdo ao grupo Ec e 21% comparado aos
demais grupos (F(4,24) = 3,65, P < 0,05) (Tabela 5).

Tabela 5 — Pardmetros bioquimicos: GLI (glicose), COL (colesterol total) e TRI (triglicerideos).

Parametro Ct Ec Ec/La Ec/Cr Ec/La+Cr
GLI 76,5045,7 88,17+3,5° 94,67+2,7° 91,67+2,3° 92,20+3,4°
COoL 89,00+2,4 101,7+3,7 100,3+4,5 93,67+4,9 98,20+4,0
TRI 97,504 4 102,545,5 103,343,1 102,0+2,8 107,2+3,6

Os dados estdo expressos em média + E.P.M. Os niveis plasmaticos destas substancias estdo
representados em mg/dl. Os simbolos acima dos numeros indicam as diferengas estatisticas de
p<0,05, usando ANOVA de uma via/SNK, n=7-6 animais/grupo. a=Ct; b=Ec; c=Ec/La; d=Ec/Cr;
e=Ec/La+Cr.

PARAMETROS COMPORTAMENTAIS

Campo aberto

Os animais do grupo Ec tiveram uma redugédo significativa na atividade
locomotora, apresentando o numero de cruzamentos entre os quadrantes
aproximadamente 80% menor que os animais do grupo Ct (F(4,24) = 3,13, P < 0,05)
(Grafico 2).
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Grafico 2 — Numero de cruzamentos entre os quadrantes
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Os dados estdo expressos como meédia + E.P.M. Estes valores representam o numero de
cruzamentos entre os quadrantes na tarefa de campo aberto. Os simbolos acima das barras indicam
as diferencas estatisticas de p<0,05, usando ANOVA de uma via/SNK, n=7-6 animais/grupo. a=Ct;
b=Ec; c=Ec/La; d=Ec/Cr; e=Ec/La+Cr.

Labirinto em cruz elevado

O estresse cronico provocou uma diminuigdo significativa no numero de
entradas nos BAs. Este efeito foi revertido pela coadministracdo de L-arginina e
creatina (F(4,29) = 3,21, P < 0,05). Observou-se uma forte tendéncia de diferenca
entre os grupos quanto ao numero de entradas nos BFs (F(4,29) = 0,58, P = 0,68)
(Gréafico 3).

Grafico 3 — Numero de entradas nos BAs (A) e nos BFs (B).
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Os dados estao expressos como média + E.P.M. Estes valores representam o niumero de entradas
nos BAs e BFs do labirinto em cruz elevado. Os simbolos acima das barras indicam as diferencas
estatisticas de p<0,05, usando ANOVA de uma via/SNK, n=7-6 animais/grupo. a=Ct; b=Ec; c=Ec/La;
d=Ec/Cr; e=Ec/La+Cr.

Verificou-se também que o estresse crénico provocou uma redugao do tempo
transcorrido nos BAs. Este efeito também foi revertido somente pela coadministragao

de L-arginina e creatina (F(4,29) = 3,29, P < 0,05). Nao foram observados efeitos do
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estresse e dos tratamentos quanto ao tempo transcorrido nos BFs (F(4,29) = 1,71, P
=0,17) (Grafico 4).

Grafico 4 — Tempo transcorrido nos BAs (A) e nos BFs (B).
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Os dados estao expressos como média + E.P.M. Estes valores representam o (A) tempo transcorrido
nos BAs e (B) BFs do labirinto em cruz elevado. Os simbolos acima das barras indicam as diferencas
estatisticas de p<0,05, usando ANOVA de uma via/SNK, n=7-6 animais/grupo. a=Ct; b=Ec; c=Ec/La;
d=Ec/Cr; e=Ec/La+Cr.

O estresse crénico também diminuiu a porcentagem (%) de tempo e
porcentagem (%) de entradas nos BAs. Os resultados mostraram que ambos os
efeitos do estresse foram revertidos pela coadministracdo de L-arginina e creatina
(F(4,29) = 3,13, P < 0,05) (Gréfico 5A) e (F(4,29) = 6,98, P < 0,05) (Grafico 5B).

Grafico 5 — Porcentagem de tempo transcorrido nos BAs (A) e porcentagem de entradas nos BAs (B).
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Os dados estéo expressos como média + E.P.M. Estes valores representam (A) % tempo transcorrido
nos BAs e (B) % entradas nos BAs, calculados a partir da férmula indicada na sessdo de materiais e
métodos. Os simbolos acima das barras indicam as diferencas estatisticas de p<0,05, usando
ANOVA de uma via/SNK, n=7-6 animais/grupo. a=Ct; b=Ec; c=Ec/La; d=Ec/Cr; e=Ec/La+Cr.

Tarefa de comportamento alimentar
Nos 1° e 2° dias de treinamento (habituagdo) ndo foram observadas

diferencas estatisticas entre os grupos quanto ao consumo de Froot Loops®.

Entretanto, a partir do 3° dia, diferengas estatisticas foram observadas (Grafico 6).
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Grafico 6 — Consumo de Froot Loops® durante as sessdes de treinamento.
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Os dados estdo expressos como média + E.P.M. Estes valores representam o consumo de Froot
Loops® durante as cinco sessdes de treinamento (habituagdo). Os simbolos (#, &, *) indicam que
foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos, usando ANOVA de uma via/SNK, p<0,05,
n=7-6 animais/grupo. [#Ec/Cr e Ec/La/Cr > Ct e Ec (F(4,29) = 4,57, P < 0,05); &Ec/Cr > Ec (F(4,33) =
2,83, P < 0,05); *Ec/La e Ec/Cr > Ec (F(4,35) = 4,05, P < 0,05)].

Os grupos também nao apresentaram diferengcas em relagdo a laténcia para
iniciar o consumo de Froot Loops® nos 1° e 2° dia de treinamento. Entretanto, a partir

do 3° dia, diferengas estatisticas foram observadas (Grafico 7).

Grafico 7 — Laténcia para iniciar o consumo de Froot Loops® durante as sessdes de treinamento.
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Os dados estédo expressos como média + E.P.M. Estes valores representam a laténcia para iniciar o
consumo de Froot Loops® durante as cinco sessodes de treinamento (habituagéo). Os simbolos (#, &,
*) indicam que foram observadas diferengas estatisticas entre os grupos conforme ANOVA de uma
via/SNK, p<0,05, n=7-6 animais/grupo. [#Ct >Ec/Cr e Ec/La+Cr, (F(4,29) = 4,35, P < 0,05); &Ct, Ec e
Ec/La >Ec/Cr e Ec/LalCr, (F(4,29) = 5,54, P < 0,05); *Ec > Ec/La, Ec/Cr e Ec/La/Cr, (F(4,29) = 3,75, P
< 0,05)].
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No dia de teste, os resultados mostraram diferengas significativas entre os
grupos quanto ao numero de Froot Loops® consumido e laténcia para iniciar o
consumo destes. Os animais dos grupos Ec/La, Ec/Cr e Ec/La+Cr consumiram maior
quantidade de Froot Loops® (F(4,29) = 5,27, P < 0,05) (Grafico 8A) e apresentaram
menores laténcias para iniciar o consumo destes (F(4,29) = 4,93, P < 0,05) (Grafico
8B) em comparagao aos animais dos grupos Ct e Ec.

Grafico 8 — (A) Numero de Froot Loops® consumido (B) laténcia para iniciar o consumo (sesséo de
teste).
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Os dados estdo expressos como média + E.P.M. Estes valores representam (A) o numero de Froot
Loops® consumido (B) laténcia para iniciar o consumo destes na sess&o de teste. Os simbolos acima
das barras indicam as diferengas estatisticas de p<0,05, usando ANOVA de uma via/SNK, n=7-6
animais/grupo (a=Ct; b=Ec; c=Ec/La; d=Ec/Cr; e=Ec/La+Cr).

DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que os animais do grupo Ec
ganharam menos peso corporal que os animais do grupo Ct. O menor ganho de
peso corporal pode estar vinculado com a privagao de agua e alimento que compde
o modelo de estresse cronico (WILLNER, 1997). No entanto, estudos mostram que
0s animais submetidos ao estresse crénico ganham menos peso corporal mesmo
sem a inclusdo da privagdo agua e alimento no modelo de estresse (LUCCA et al.,
2008; BANERJEE et al., 2012) ou com a utilizagao destes estressores (GAMARO et
al., 2003a, 2003b; PETTENUZZO et al., 2008). Desta forma, neste estudo, parece
provavel que o menor ganho de peso corporal esteja relacionado com a combinagao
de estimulos aversivos e a privagao intermitente de agua e alimento que compde o
modelo de estresse (CARDOSO e BANACO, 2009). O menor ganho de peso

corporal em animais estressados também tem sido relacionado a acdo de
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glicocorticéides, que mobilizam estoques de energia e aumentam gliconeogénese
hepatica (TORRES et al., 2007; PETTENUZZO et al., 2008).

Mesmo perdendo peso relativo do tecido adiposo, os animais do grupo Ec/Cr
foram os unicos a apresentar o peso corporal estatisticamente semelhante aos
animais do grupo Ct. Estudos mostram que a suplementagdo com creatina aumenta
0 peso corporal, e este fator pode estar relacionado com o poder desta substancia
em aumentar a retencdo de agua no interior das células (ALLEN, 2012). A
suplementacdo com creatina também pode aumentar o peso corporal sem afetar a
ingestdo caldrica e o percentual de gordura (KUTZ; GUNTER, 2003) e pode
aumentar o percentual de proteina muscular independente do treinamento (FRANCO
et al., 2007).

Por outro lado, percebeu-se que os animais que receberam creatina e L-
arginina (grupo Ec/La+Cr), mesmo apresentando o maior percentual de gordura
entre os grupos, ndo ganharam peso corporal de maneira semelhante aos tratados
isoladamente com creatina (grupo Ec/Cr). E provavel que a L-arginina tenha atuado
como um elemento bloqueador para o ganho de peso nestes animais.

A L-arginina aumenta a secrecdo do hormdnio do crescimento (GH) pela
hipofise anterior (CAMPBELL; LA BOUNTY; ROBERTS, 2004), e este horménio
apresenta fungdes lipoliticas, estimulando a lipdlise por meio da oxidacédo de acidos
graxos do tecido adiposo durante restricdo calorica e exercicio fisico, promovendo
assim alteragdes no peso corporal (CHIYODA et al., 2009). Entretanto, neste estudo,
€ mais provavel que os animais tratados com L-arginina e creatina (grupo Ec/La+Cr)
perderam proteina muscular devido a agdo do NO. Estudos mostram que doadores
de NO podem acelerar a protedlise em musculos esqueléticos em até 80% (TAWA,;
WARREN, 1997).

Os resultados mostraram que os animais dos grupos Ec, Ec/La e Ec/Cr
apresentaram o peso relativo do tecido adiposo estatisticamente inferior aos animais
do grupo Ec/La+Cr, os quais apresentaram este parametro semelhante aos animais
do grupo Ct. As catecolaminas, o horménio do crescimento e os glicocorticoides sao
0s principais responsaveis por estimular a lipolise, enquanto que a insulina estimula
a lipogénese (PRESTES et al., 2006). Entretanto, o efeito “lipolitico” dos GCs sao
anulados nas situacdes em que seus niveis plasmaticos estdo muito elevados, como
no estresse cronico, em que os glicocorticoides contribuem para o aumento da
adiposidade visceral (PECKETT; WRIGHT; RIDDELL, 2011).
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Pesquisas envolvendo a coadministracdo de L-arginina e creatina sao
bastante raras, porém algumas questdes importantes precisam ser consideradas em
relagdo a suplementacao com estas substancias. A literatura aponta que a formacao
de NO reflete apenas a minoria do fluxo da L-arginina (~1%), sendo que a grande
proporgcao deste aminoacido participa da biossintese de creatina (JAHANDIR et al.,
2009). Contudo, estudos mostram que a sintese de guanidinoacetato (GAA)
catalisada pela enzima arginina: glicina amidinotransferase (AGAT), € um passo
limitante na biossintese de creatina a partir da L-arginina. Existe um mecanismo de
regulagao por feedback negativo exercido pela prépria creatina na AGAT, permitindo
assim o aumento da disponibilidade da L-arginina para outras vias metabdlicas,
como para a sintese de NO (JAHANGIR et al., 2009; HAINES; PENDLETON;
EICHLER, 2011).

Levando em consideracdo as informacdes acima, neste estudo, parece
plausivel supor que a coadministragdo de L-arginina e creatina aumentou a
biodisponibilidade tanto de creatina quanto de NO. Assim, é possivel que a maior
quantidade de NO tenha contribuido para prevenir os efeitos dos glicocorticéides e
catecolaminas na diminuicdo do peso relativo do tecido adiposo nos animais do
grupo Ec/La+Cr. O NO é uma molécula capaz de reduzir a atividade simpatica
adrenal (LECHIN et al., 2006) e a sintese e concentragdo plasmatica de
corticosterona (GIORDDANO et al, 1996; CYMERYNG; DADA; PODESTA, 1998,
CYMERYNG et al., 1999).

Os niveis plasmaticos de glicose mostraram-se significativamente
aumentados em todos os grupos de animais submetidos ao modelo de estresse
cronico. A elevacdo dos niveis de glicose pode ser considerado um marcador
metabdlico fidedigno do estado de estresse e ansiedade (MELLO et al., 2007). Em
situacdes de estresse, pode ocorrer um aumento do suplemento energético gragas a
liberacdo de catecolaminas e glicocorticbides que, em geral, aumentam a
gliconeogénese e glicogendlise e inibem a captacdo de glicose (PACAK;
PALKOVITS, 2001), agbes responsaveis pelo aumento da glicemia.

Neste estudo, percebeu-se que os animais dos grupos Ec, Ec/La e Ec/La+Cr
apresentaram o peso do figado estatisticamente inferior aos animais do grupo Ct,
evidenciando um aspecto importante da efetividade do modelo de estresse,
conforme os achados de Hans Selye (SEMENOFF-SEGUNDO et al., 2012). Em

estado de estresse crénico, os glicocorticoides produzem uma marcante redugéo do



81

volume hepatico (SELYE; FORTIER, 1950). Somente a administracdo isolada com
creatina preveniu a perda de peso do figado dos animais, porém o0s mecanismos
fisiologicos envolvidos neste fenbmeno ainda precisam ser elucidados.

Os animais estressados de todos os grupos consumiram significativamente
mais ragao e agua que os animais controle. Vale ressaltar que neste estudo, para o
célculo do consumo de ragdo e ingestdo de agua, desconsiderou-se os dados
referentes ao dia em que o estressor “privagdo de alimento” foi administrado, bem
como os dados do dia imediatamente posterior (GAMARO et al., 2003a). Esta
conduta teve por objetivo evitar os possiveis efeitos do “comportamento compulsivo
alimentar” ou binge, pois quando os animais sao expostos a um estressor intenso
ap6s um periodo de privacdo de alimento, apresentam um aumento significativo no
consumo de ragao (BOGGIANO et al., 2007).

A relagcdo entre estresse e consumo alimentar € bastante complexa e
controvertida. Os horménios do estresse desempenham um papel importante no
apetite, podendo aumentar ou diminuir a ingestao de alimentos, contribuindo para a
obesidade ou anorexia (GEORGE et al., 2010). Estudos com humanos e animais
demonstraram que o aumento ou diminuicdo do consumo de alimentos em resposta
ao estresse depende das caracteristicas do estressor (espécie, intensidade e
duracéao), aspectos individuais do organismo, assim como o estado metabdlico ou
restricdo dietética (GREENO; WING, 1994). Levando em consideracdo as
caracteristicas dos estressores, investigacbes apontam que estressores severos
parecem levar a um decréscimo no consumo de ragdo, enquanto que estressores
moderados, em alguns casos, promovem 0 aumento ou n&o representam nenhum
efeito (TORRES; NOWSON, 2007).

A infusdo do neuropeptideo CRH e o consequente aumento dos niveis de
cortisol estimulam o consumo de alimento em humanos (GEORGE et al., 2010). Em
situacbes de estresse, os glicocorticoides além de estimularem o consumo de
alimentos, podem levar humanos e roedores a preferéncia de alimentos de alto valor
calorico. As catecolaminas também aumentam o consumo alimentar quando
injetadas no cérebro de roedores (PECKETT; WRIGHT; RIDDELL, 2011).

Os (dlicocorticéides também podem afetar o apetite de maneira indireta
através de outros hormdnios e neurotransmissores, como o0 neuropeptideo
orexigeno Y (NPY). O NPY contribui para aumentar o apetite (TORRES; NOWSON,
2007; PECKETT; WRIGHT; RIDDELL, 2011). Em estado de estresse intenso e/ou
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prolongado, o NPY é liberado preferencialmente dos nervos simpaticos e pode
exercer efeitos sinérgicos com a noradrenalina ou efeitos singulares, atuando
principalmente como estimulador das estruturas centrais vinculadas ao apetite (KUO
et al., 2008).

Em situagbes de estresse agudo, os glicocorticéides sao antagonizados pela
acao da insulina e leptina, porém no estresse crénico, este sistema de equilibrio é
desregulado, possivelmente contribuindo para um aumento no consumo de alimento
e acumulo de gordura visceral (ADAM; EPEL, 2007).

Interessantemente, percebeu-se que o0s animais estressados de todos os
grupos consumiram maior quantidade de ragdo que os controles, porém ganharam
menos peso que os mesmos. Este fator pode estar relacionado as alteragdes
tireoidianas provocadas pelo estresse. Estudos mostram que pequenas alteragdes
nos niveis de glicocorticoides podem alterar o funcionamento da tiredide (KELLY,
2000).

O estresse pode levar ao decréscimo dos hormbnios T3, T4 e TSH
circulantes, porém nao exerce efeitos importantes nos T3 reversos (HELMREICH,;
TYLEE, 2011). Contrariamente, pesquisadores mostraram que diversas formas de
estresse (fisioloégico, quimico ou psicolégico) podem induzir o aumento dos
horménios T3 e T4 e o decréscimo de TSH (KALE; BHUSARI; UMATHE, 2011).
Estas alteragbes estdo presentes no hipertireoidismo, uma condigdo patoldgica
caracterizada pela hipersecrecao dos hormoénios tireoidianos que provoca aumento
da taxa metabdlica e elevagdo da producédo de calor, e sintomas como ingestao
alimentar elevada acompanhada da perda de peso corporal (TORTORA,;
GRABOWSKI, 2006).

O aumento da ingestdo de agua por ratos e camundongos em estresse
crénico tem sido mostrada em estudos anteriores. Pesquisadores acreditam que isto
pode estar associado a um quadro de polidipsia (sede excessiva) induzida pelo
estresse, aumento das necessidades metabdlicas, diabetes mellitus e secregao
hormonal alterada no hipotalamo e hipdfise (STREKALOVA et al. 2011).

O estado de anedonia provocado pelo estresse crénico esta associado ao
consumo elevado de agua. A administragao cronica de antidepressivos (citalopram e
imipramina) durante ou apos o periodo de estresse mostrou-se eficaz para reduzir o
consumo excessivo de agua (STREKALOVA et al., 2006).
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E importante ressaltar que o estresse crénico pode ocasionar disfuncdes no
sistema renina-angiotensina-aldosterona (PHILLIPS, 1987), e diversos estudos
mostram que o peptideo angiotensina Il atua em centros hipotalamicos promovendo
aumento da sede (FITZSIMONS, 1998; SKQATT, 2003).

O labirinto em cruz elevado (LCE) e a tarefa de campo aberto (CA) tém sido
amplamente utilizados para avaliar o neurocomportamento de animais sobre a
influéncia de agentes ansiogénicos e ansioliticos (MASSOD et al., 2003). No campo
aberto, percebeu-se que os animais do grupo Ec apresentaram atividade locomotora
reduzida em relagdo aos animais do grupo Ct, resultados compativeis com estudos
anteriores (KATZ; ROTH; CARROL, 1981; D’AQUILA, 2000; RYGULA et al., 2005).
A reducdo na atividade locomotora representa a perda de interesse a situagdes
novas, caracterizando um déficit de motivacdo (RYGULA et al., 2005)

Todos os tratamentos foram eficazes para reverter os efeitos negativos do
estresse na atividade locomotora. Pesquisadores demonstraram que o tratamento
com L-arginina aumenta a atividade locomotora dos animais no CA, enquanto que o
L-NAME diminuiu (JACHIMOWICZ; HOLY; WISNIEWSKI, 1998). Segundo estes
pesquisadores, a via L-arginina-NO pode estimular a liberagdo de glutamato,
acetilcolina e dopamina em diferentes regides do sistema nervoso central. O
decréscimo na atividade locomotora induzida por L-NAME pode estar associada a
uma redugao na liberagdo de dopamina no estriado. Yamada et al. (1995) mostraram
que inibidores da atividade das NOS alteram significativamente a liberagdo deste
neurotransmissor na referida regiao cerebral.

A L-arginina também reverte o prejuizo locomotor no CA induzido pelo
estresse, um efeito bloqueado/agravado por L-NAME, o que evidencia o
envolvimento da via L-arginina-NO nestas altera¢cdes (MASSOD et al., 2003).

Estudos mostram que a administracdo de creatina também ¢é eficaz para
melhorar a atividade locomotora dos animais no CA. A injecao intracerebral do acido
metilmalénico provoca disfungées no metabolismo energético, caracterizado pela
reducdo dos niveis de fosfocreatina cerebral (ROYES et al., 2003) e inibicdo das
enzimas creatina quinase mitocondriais (SCHUCK et al., 2004). Estas alteragbes
bioquimicas estao associadas ao prejuizo locomotor no CA e podem ser prevenidas
pela administragao de creatina (VASQUES et al., 2006).

Os resultados mostraram que os animais do grupo Ec apresentaram

comportamentos ansiosos no LCE, evidenciados pela averséo pelos bracos abertos
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do equipamento. A exploragcdo dos bragos abertos € inversamente relacionada a
ansiedade, e quanto maior a porcentagem de entradas e tempo gasto nos bragos
abertos, menor a ansiedade do animal (PADOVAN; GUIMARAES, 2000).

A coadministracdo de L-arginina e creatina reverteu potencialmente os efeitos
ansioliticos provocados pelo estresse. Estudos envolvendo a administracao
concomitante destas substancias em situagbes ansiogénicas s&o raros ou
inexistentes. Contudo, investigacdes anteriores mostraram o envolvimento tanto do
sistema Cr/PCr/CK quanto da via L-arginina-NO nas alteragbes bioquimicas e
comportamentais vinculadas a ansiedade. Conforme informacdes anteriores deste
artigo, € provavel que a coadministracdo de L-arginina e creatina promoveu o
aumento da biodisponibilidade tanto de creatina quanto de NO.

Recentemente pesquisadores mostraram que alteragcbes nos niveis de
creatina no cértex pré-frontal dorsolateral indica prejuizos bioenergéticos, os quais
estdo correlacionados com a severidade dos sintomas de ansiedade social em
adultos (YUE et al.,, 2012). Observou-se também que a ansiedade em ratos
submetidos ao estresse crénico é acompanhada de prejuizos na atividade das
enzimas Na’, K* - ATPases e das enzimas superdxido dismutases na amigdala
(CREMA et al., 2010).

Em humanos, estudos mostram beneficios terapéuticos da suplementacéo
com creatina em pacientes com transtorno do estresse pds-traumatico, porém em
outros transtornos de ansiedade, os resultados ainda sdo inconclusivos (ALLEN,
2012).

Em ratos, a suplementagcdo com creatina mostrou-se capaz de reverter os
prejuizos causados pelo &cido isovalérico na atividade das enzimas Na®, K -
ATPases na membrana de neurbénios do cértex cerebral (RIBEIRO et al., 2007;
2009). Mais recentemente, pesquisadores mostraram que a administracdo de
creatina no hipocampo de ratos aumenta a atividade das enzimas Na*, K' -
ATPases, e estes efeitos envolvem a neuromodulagdo de receptores
glutamatérgicos NMDA e ativacao de calcineurinas (RAMBO et al., 2012).

O estresse agudo por imobilizagdo provoca comportamentos ansiosos no
LCE, niveis reduzidos de NOy (nitrito e nitrato) no cérebro e aumento da
corticosterona plasmatica. Estas alteragdes sdo revertidas pela administragao prévia
de L-arginina e agravadas pela administracao de L-NAME (MASSOD et al., 2003,
2004; GULATI; MASSOD; VIJAYAN, 2006; GULATI; CHAKRABORTI; RAY, 2009;
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ANAND; KAVITA; RAY, 2012). Por outro lado, ratos induzidos ao estresse cronico
por imobilizacdo ndo demonstram comportamentos ansiosos no LCE, apresentam
niveis baixos de corticosterona e uma reversao quase total dos niveis de NOx
cerebral em comparagao aos animais submetidos ao estresse agudo. Isto evidencia
uma adaptagdo ou tolerancia ao estresse, que pode ser significativamente
melhorada pela administragdo prévia de L-arginina (GULATI; MASSOD; VIJAYAN,
2006; ANAND; KAVITA; RAY, 2012). O pré-tratamento com L-NAME prejudica a
adaptacéao ao estresse cronico por imobilizagao (ANAND; KAVITA; RAY, 2012).

Contrariamente, pesquisas mostram que o excesso de NO pode ativar
mecanismos intracelulares e gerar radicais livres que prejudicam a atividade das
enzimas Na*, K, ATPases (LIANG; KNOX, 1999; WYSE et al., 2001). Existem fortes
evidéncias mostrando as relagdes entre o estresse oxidativo e altos niveis de
ansiedade (BOUAYED; RAMMAL; SOULIMANI, 2009).

Os animais do grupo Ct apresentaram pouca preferéncia pelos alimentos
palataveis (Froot Loops®). Isto pode estar vinculado a hipotese de que estes animais
também estavam estressados durante a realizagdo do teste, o qual foi realizado
concomitantemente com outras tarefas aversivas que provocam estresse nos
animais, ou seja, o teste do nado forgado e labirinto aquatico de Morris (dados nao
apresentados neste artigo).

Quando a fase de teste da tarefa de comportamento alimentar foi realizada,
0s animais controle tinham sido expostos a cinco dias de nado forcado. A literatura
aponta que mesmo o estresse agudo pode alterar a ingestdo alimentar em roedores.
O estresse agudo por imobilizacdo e nado forcado diminuem a ingestao alimentar
em ratos, ocasionando um estado de saciedade em fungdo da estimulagdo de
neurénios hipotalamicos que sintetizam o neuropeptideo anorexigeno pré-6épio-
melanocortina (POMC) (CALVEZ et al., 2011). Ndo menos importante, o estresse
agudo (15 minutos de nado forgado por trés dias consecutivos), além de elevar os
niveis de corticosterona, pode alterar a quantidade e a qualidade de alimentos
consumidos por ratos machos e fémeas (DIANE et al., 2008).

Um estudo recente mostrou que o aumento dos niveis plasmaticos de leptina
durante o estresse agudo pode ser um dos fatores que modulam a baixa ingestédo de
comfort food (alimentos com alto teor de agucar e gordura) (TOMIYAMA et al.,
2012).
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O estresse crbnico variado também diminui significativamente a preferéncia
dos animais por alimentos doces (GAMARO et al., 2003a, 2003b; RYGULA et al.,
2005; BANERJEE et al., 2012). Esta condicdo € acompanhada do decréscimo da
atividade dopaminérgica hipotalémica, cortical e hipocampal (GAMARO et al.,
2003a), reducdo na atividade das enzimas Na®, K- ATPases hipocampais
(GAMARO et al., 2003b) e reflete um estado de anedonia, um dos sintomas-chave
para o diagnostico de depressdo maior em humanos (RYGULA et al.,, 2005;
BANERJEE et al., 2012).

Os resultados mostraram que os animais que receberam L-arginina e creatina
isoladamente ou em conjunto, aumentaram significativamente o consumo de
alimentos palataveis (Froot Loops®) em relagdo aos animais dos grupos Ct e Ec.
Estudos mostram que o NO esta intimamente relacionado com o aumento da
ingestdo de alimentos e agua (MORLEY, et al., 1991; CALAPAI et al., 1992).
Inibidores da atividade das enzimas NOS produzem efeitos anoréticos e reduzem o
ganho de peso corporal de ratos magros e obesos (SQUADRITO et al., 1993).

A leptina inibe a atividade da NOS diencéfalica e aumenta o metabolismo da
serotonina em ratos, sugerindo que os efeitos anoréxicos da leptina também estéo
vinculados as alteragdes no metabolismo da serotonina. O efeito anoréxico da
leptina pode ser revertido pela coadministragdo de L-arginina, um indicativo de que a
via L-arginina-NO esta envolvida na mediagcdo dos efeitos da leptina no
comportamento alimentar (CALAPAI et al., 1999).

Estudos recentes mostram que o NO também parece ser o mensageiro final
da acdo de alguns neuropeptideos orexigenos. A  administracao
intracerebroventricular (i.c.v.) de grelina e/ou orexina A aumenta significativamente o
consumo de alimento por camundongos em estado de saciedade, um efeito
bloqueado pela administragdo concomitante de L-NAME. Estes resultados
sustentam a evidéncia de que os efeitos orexigenos da grelina e orexina A estao
relacionados com a produc¢do de NO na regido hipotalamica (GASKIN et al., 2003;
FARR et al., 2005).

Embora menos evidente na literatura, a creatina também desempenha um
papel importante na ingestdo de alimentos, porém o0s possiveis mecanismos
bioquimicos subjacentes estdo longe de serem suficientemente esclarecidos.
Pesquisadores perceberam que a infusao i.c.v. de cobalto protoporfirina IX (CoPP)

(substancia anorexigena) promove um decréscimo significativo nas concentragdes
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de fosfocreatina e creatina no hipotalamo de ratos, em torno de 20 e 40%,
respectivamente. Os pesquisadores notaram também que a infusdo i.c.v. do acido B-
guanidinopropridnico  (B-GPA) (substancia que diminuiu as concentragbes
intracelulares de creatina) promove um decréscimo na ingestdo alimentar e peso
corporal dos animais, fatores acompanhados pelo aumento da expressdo da
proteina Fos hipotalamica. O aumento da expressdo da proteina Fos pode ser um
indicativo da ativacao celular em resposta a deplecao de creatina, e sua localizagao
dentro do hipotalamo, talvez seja uma evidéncia do seu envolvimento na mediagéo
dos efeitos hipofagicos do B-GPA (GALBRAITH; FURUKAWA,; LI, 2006).

Como mencionado anteriormente, o estresse cronico variado promove a
diminuicdo da ingestédo de alimentos doces e prejuizo da atividade das enzimas Na”,
K*, - ATPases hipocampais (Gamaro et al., 2003b). Desta forma, acredita-se que a
creatina também contribuiu para a maior ingestdo de alimentos palataveis em fungéo
do seu reconhecido papel protetor e neuromodulador da atividade desta enzima
(RIBEIRO et al., 2009; RAMBO et al., 2012).

Em resumo, os resultados deste estudo mostraram que o modelo de estresse
cronico empregado provoca comportamentos ansiosos e prejudica a atividade
locomotora dos animais. Todos os tratamentos foram capazes de melhorar a
atividade locomotora e aumentaram a ingestdo de alimentos palataveis (Froot
Loops®). Efeitos ansioliticos foram observados apenas nos animais tratados
concomitantemente com L-arginina e creatina. Concluindo, este estudo mostrou que
a coadministracdo de L-arginina e creatina proporciona melhora em todos os
parametros comportamentais avaliados, por isso demostra superioridade em relagao
a administracao isolada destas substancias. Levando em consideragao os aspectos
bioquimicos, é provavel que a coadministragdo de L-arginina e creatina aumentou
tanto os niveis de creatina quanto de NO, os quais mostram intima relagcdo com

todos os parametros comportamentais avaliados.
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4.2 Capitulo Il: Efeitos da administracdo de L-arginina e creatina sobre a memoria

espacial de ratos submetidos a um modelo de estresse cronico variado.

RESUMO

Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar os efeitos da administragcéo
de L-arginina e creatina sobre a memoria espacial de ratos submetidos a um modelo
de estresse cronico variado. Foram utilizados 34 ratos Wistar com aproximadamente
120 dias no inicio dos experimentos. Os animais foram aleatoriamente e igualmente
divididos em cinco grupos experimentais: controle (Ct), estresse crénico (Ec),
estresse cronico + L-arginina (Ec/La), estresse cronico + creatina (Ec/Cr) e estresse
cronico + L-arginina + creatina (Ec/La+Cr). Os animais foram expostos ao estresse
por um periodo de 40 dias, e diariamente e aleatoriamente escolheu-se um dos
seguintes estressores: ambiente congestionado, exposicdo ao frio, imobilizagao,
inclinagao da caixa-moradia, luz intermitente, privagao de alimento e ruido. Em torno
de quatro dias apds a ultima sessdo de estresse, os animais foram submetidos a
avaliacao da memodria espacial (referéncia e trabalho) no labirinto aquatico de Morris.
No dia posterior a ultima sessédo de teste, os animais foram sacrificados mediante
decapitagdo, o sangue troncular foi coletado para analise dos niveis de
corticosterona e o coragdo e glandula adrenal esquerda foram pesados. Os
resultados mostraram que a administragao isolada de L-arginina provocou hipertrofia
cardiaca. A administragdo isolada de creatina melhorou significativamente a memoria
espacial de trabalho e reduziu o peso relativo da glandula adrenal esquerda. A
coadministracdo de L-arginina e creatina proporcionou uma redugao significativa no
peso relativo da glandula adrenal esquerda, bloqueou os efeitos hipertréficos
cardiacos da L-arginina e habiltou a ocorréncia do aprendizado espacial.
Concluindo, este estudo mostrou que a administragdo isolada de creatina melhora
significativamente a memoria espacial de trabalho, e quando administrada em
conjunto com a L-arginina, habilita a ocorréncia do aprendizado espacial em um
protocolo de treinamento que ndo promove aprendizagem nos animais do grupo Ct.

Palavras-chave: estresse cronico; L-arginina; creatina; memoria espacial
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Chapter II: Effects of administration of L-arginine and creatine on spatial memory in

rats submitted to a model of chronic variable stress.

ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the effects of administration of L-arginine and
creatine on spatial memory in rats submitted to a model of chronic variable stress.
The study included 34 male Wistar rats, approximately 120 days at the beginning of
the experiments. The animals were divided equally and randomly into five groups:
control (Ct), chronic stress (Ec); chronic stress + L-arginine (Ec/La); chronic stress +
creatine (Ec/Cr) and chronic stress + L-arginine + creatine (Ec/La + Cr). The animals
were exposed to stress for a period of 40 days and daily and randomly one of the
following stressors were applied: crowded environment, exposure to cold, restraint,
inclination of home cage, flashing light, food deprivation and noise. Approximately
four days after the last session of stress, the animals were subjected to evaluation of
spatial memory (working and reference) in the Morris water maze. The day after the
last test session, the animals were sacrificed by decapitation, trunk blood was
collected for analysis of corticosterone levels and heart and left adrenal gland were
weighed. The results showed that the administration of I-arginine alone provoked
cardiac hypertrophy. A single administration of creatine significantly improved spatial
working memory and reduced the relative weight of the left adrenal gland. The
coadministration of L-arginine and creatine provided a significant reduction in the
relative weight of the left adrenal gland, blocked the hypertrophic cardiac effects of L-
arginine and enabled the occurrence of spatial learning. In conclusion, this study
showed that administration of creatine alone provided significant improvement in
spatial working memory, and when administered in combination with L-arginine, has
enable the occurrence of spatial learning in a training protocol that did not promote
learning in group Ct.

Keywords: chronic stress; L-arginine; creatine; spatial memory
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INTRODUGAO

A resposta de estresse, nos mamiferos, integra componentes fisiologicos e
psicoldgicos frente a adversidades reais ou percebidas como tais (HERMAN et al.,
2012). E uma resposta relativamente estereotipada e inata, que evoluiu para
coordenar a homeostase e proteger os organismos durante estressores agudos
(CHROUSOS, 2009).

Ha duas principais classes de hormdnios do estresse: os glicocorticéides
(corticosterona em animais e cortisol em humanos) e as catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina). Os glicocorticoides (GCs), quando secretados transitoriamente,
contribuem para a sobrevivéncia, porém em quantidades excessivas sdo altamente
nocivos para diversos 6rgaos e sistemas, aumentando os riscos de hipertensao,
diabetes mellitus insulino-dependente, amenorreia, impoténcia, ulceras e supressao
imunologica (SAPOLSKY, 2000).

O SNC é um dos principais alvos do excesso de GCs. Estudos mostram que
concentragdes elevadas destes horménios podem prejudicar estruturas cerebrais
como amigdala, cortex pré-frontal e hipocampo (SWAAB; BAO; LUCASSEN, 2005),
sendo esta ultima provavelmente a mais vulneravel aos efeitos dos GCs em fungao
da quantidade elevada de receptores para esse horménio (SAPOLSKY, 2003). O
excesso de GCs pode causar atrofia de neurdnios hipocampais (MAGARINOS;
MCEWEN, 1995; SOUZA et al., 2000), inibir a neurogénese e provocar morte de
neurénios hipocampais (McEWEN, 1999, SAPOLSKY, 2000), influenciando também
a estrutura e funcionamento dos neurénios pré-frontais (YUEN et al., 2009). Estas
alteracdes estdo vinculadas a prejuizos de memoria espacial no labirinto aquatico de
Morris (VASCONCELLOS et al., 2003; MIKA et al., 2012), labirinto em Y (KLEEN et
al., 2006) labirinto radial de 8 bracos (LUINE; VILLEGAS; McEWEN, 1994) e labirinto
de Barnes (McLAY; FREEMAN; ZADINA, 1998).

A L-arginina é um aminoacido que participa da sintese de proteinas e esta
envolvido em diversas vias metabdlicas que produzem uma variedade de compostos
biologicamente ativos (agmatina, glutamato, poliaminas, ornitina, citrulina)
(CAMPBELL; BOUNTY; ROBERTS, 2004) e com a secregao de hormdnios
(somatrotrofina, prolactina, insulina, glucagon, somatostatina e catecolaminas)
(SUCHNER; HEYLAND; PETER, 2002). Contudo, parece provavel que o destino

metabdlico mais estudado da L-arginina seja a producao do gas oxido nitrico (NO)
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(BOGER et al., 2007), que apresenta diversas fungdes ao nivel do SNC, como
percepcao da dor, controle do sono, termorregulagdo, apetite, liberagcdo de
neurotransmissores, desenvolvimento e sobrevivéncia neural (GUIX et al., 2005),
com participagao importante no processo de aprendizagem e memoria em fungéo de
sua capacidade de fortalecer mecanismos intracelulares envolvidos em formas de
plasticidade sinaptica no hipocampo (ESPLUGUES, 2002).

A L-arginina também participa da sintese de creatina, um composto
guanidinico particularmente envolvido no metabolismo energético e que também
possui propriedades antioxidantes (LAWLER et al.,, 2002; SESTILI et al., 2006;
YOUNG et al., 2010). A creatina pode funcionar como neuroprotetora em diversos
modelos de disturbios neuroldgicos, especialmente aqueles que envolvem prejuizos
no metabolismo energético e estresse oxidativo, como as doengas
neurodegenerativas (MATTHEWS et al., 1999; FERRANTE et al., 2000; BURKLEN
et al., 2006), doengas neurologicas agudas (SULLIVAN et al., 2000; PRASS et al.,
2007), doencas neuromusculares e neurometabdlicas (TARNOPOLSKY, 2007),
doencas vinculadas a erros inatos do metabolismo (ANDRES et al., 2008), disturbios
psiquiatricos (CUNHA et al.,, 2012) e alteragdes cognitivo-comportamentais
vinculadas ao estresse psicologico (KOGA et al. 2005, McMORRIS et al., 2006,
2007a). A literatura aponta fortes evidéncias de que a suplementagdo com creatina
pode desempenhar um papel critico em uma gama de fungdes cognitivas, incluindo
memoria, atengao, linguagem, emogdes (ALLEN, 2012).

Considerando o envolvimento das substancias apresentadas com o SNC e
cognicao, este artigo teve por objetivo verificar os efeitos da administracdo de L-
arginina e creatina sobre a memoria espacial de ratos submetidos a um modelo de

estresse crbnico variado.
MATERIAIS E METODOS
ANIMAIS EXPERIMENTAIS E DESENHO EXPERIMENTAL
Foram utilizados 34 ratos Wistar adultos (~120 dias no inicio dos
experimentos) com peso médio de aproximadamente 374 gramas. Com excegéo as

atividades de estresse e tarefas comportamentais, os animais permaneceram em

suas caixas-moradias em um ambiente com condi¢cbes controladas de temperatura
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(26°+1°C), ciclo claro-escuro de 12/12 horas, com acesso a agua e ragao da marca
PURINA® ad libitum (exceto os animais sob estresse no periodo em que o estressor
aplicado foi privagdo de alimento). Os animais foram divididos em cinco grupos
experimentais constituidos de 7 animais cada um: (Ct) controle, (Ec) estresse
cronico, (Ec/La) estresse cronico + L-arginina, (Ec/Cr) estresse crbnico + creatina e
(Ec/La+Cr) estresse cronico + L-arginina + creatina.

O tratamento ocorreu por meio da técnica de gavagem, durante todo o
experimento (estresse + tarefas comportamentais). Buscou-se evitar qualquer forma
de estresse nos animais do grupo Ct, por isso optou-se por nao utilizar o
procedimento de gavagem nestes animais. Os reagentes foram administrados nas
seguintes dosagens:

e Grupo Ec: solugédo de 1ml contendo 0,5% de carboximetilcelulose (CMC) +

agua purificada q.s.p.

e Grupo Ec/La: solugdo de 1ml composta por 500mg/Kg de L-arginina + agua

purificada q.s.p.

e Grupo Ec/Cr: solugdo de 1ml contendo 300mg/Kg de creatina monohidratada

+ 0,5% de CMC e agua purificada q.s.p.

e Grupo Ec/La+Cr: solugdo de 1,5ml contendo 500mg/Kg de L-arginina +

300mg/Kg de creatina monohidratada + 0,5% de CMC e agua purificada q.s.p.

MODELO DE ESTRESSE CRONICO VARIADO

Utilizou-se um modelo de estresse crénico variado adaptado de Gamaro et al.
(2003a, 2003b) e Vasconcellos et al. (2003, 2005). A exposicao ao estresse
aconteceu durante 40 dias, periodo necessario para que os niveis de corticosterona
se elevem em aproximadamente 90% (VASCONCELLOS et al., 2005). Os animais
do grupo Ct permaneceram em suas caixas-moradias durante todo o periodo de
estresse, recebendo somente cuidados diarios comuns, como troca de maravalha,
agua e ragao.

Os estressores utilizados foram: ambiente congestionado (7 animais por
caixa-moradia durante 24h), exposi¢&o ao frio (1h), imobilizagdo (1-2h), inclinagao da
caixa-moradia em um angulo aproximado de 45° (2-4h), luz intermitente (1-2h),
privagdo de alimento (24h) e ruido (15-40min). Aplicou-se diariamente e de forma

aleatdria, 1 entre os 7 estressores, em periodos e horarios diferentes na tentativa de
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minimizar a previsibilidade do animal em relagdo ao estressor (VASCONCELLOS et
al., 2005).

O estresse por inclinagdo da caixa-moradia ocorreu mediante a insergao de
um tijolo abaixo da mesma. Para a realizacdo da exposi¢g&o ao frio, utilizou-se uma
caixa de isopor de 80 litros ventilada com a temperatura aproximada de 5 a 7°C
controlada por dois termdmetros da marca INCOTERM®. Na atividade de
imobilizacdo, os animais foram inseridos no interior de garrafas Pet de Coca Cola®
de 600 ml, ficando impossibilitados de se locomover, porém livres para a realizagao
dos movimentos respiratérios necessarios. O ruido foi realizado por meio de 3
alarmes magnéticos de 90db cada, fixados nas paredes do ambiente em que os
animais eram mantidos. Para a exposi¢cao ao estressor “luz intermitente” as caixas-
moradias foram agrupadas em um ambiente ausente de iluminagdo contendo 4

lampadas “pisca-pisca” de 15 watts cada.
AVALIACAO DA MEMORIA ESPACIAL

A avaliacdo da memoria espacial iniciou-se no 45° dia de experimento. Para
este estudo foi utilizado uma versdo adaptada do labirinto aquatico de Morris
(MORRIS, 1984), um tanque circular preto medindo 135 cm de didmetro preenchido
com agua em uma a temperatura controlada de 21+1°C, contendo em seu interior
uma plataforma de escape confeccionada em acrilico nas dimensdes de 10x10 cm,
localizada 1,5 cm abaixo da superficie da agua.

O equipamento ficou localizado em uma sala com aproximadamente 7,5m?
cujas paredes eram ricas em pistas visuais, por exemplo, objetos coloridos
confeccionados com etileno acetato de vinila EVA, bem como o experimentador
localizado sempre na mesma posicdo (aproximadamente 1,5m do tanque) para
facilitar a orientacéo do animal. Foi adicionado 300g de amido de milho para tornar a
agua turva e dificultar a visualizagdo da plataforma pelo animal. Na superficie da
circunferéncia do tanque, também foram inseridos objetos confeccionados com EVA
indicando quatro pontos cardeais (norte, sul, leste, oeste), que delimitavam o tanque
em quatro quadrantes imaginarios, numerados em sentido horario (1° quadrante, 2°
quadrante, 3° quadrante e 4° quadrante). Os pontos cardeais também denotam as

posi¢cdes de largada dos animais.
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Em cada sessao de nado, os animais foram inseridos pelo experimentador no
tanque com o focinho voltado para um dos pontos cardeais € nadavam livremente
até encontrar a plataforma, e uma vez nesta, permaneciam por 10 segundos. Caso
atingissem o tempo maximo de 60 segundos sem encontrar a plataforma, os animais
eram gentilmente conduzidos pelo experimentador até a mesma. Depois de cada
sessao de nado, os animais eram secados com auxilio de uma toalha e aquecedor e
posteriormente retornavam as suas caixas-moradias.

Para avaliar a memoria espacial de referéncia foram 5 dias consecutivos de
treinamento ou aquisicdo da memoria (VASCONCELLOS et al.,, 2003, 2005;
ROSSATO et al., 2006, 2007). O objetivo principal desta atividade foi encontrar a
plataforma fixada sempre no mesmo local (centro do 2° quadrante). Cada animal foi
submetido a 4 sessbes de nado diarias por um periodo maximo de 60 segundos
(VASCONCELLOS et al., 2003, 2005), partindo de posigdes diferentes, conforme
apresentado no Quadro 1. Estabeleceu-se um intervalo de 10 minutos entre cada

tentativa.

Quadro 1 — Posi¢bes de largada dos animais nos dias de aquisicdo da memaria de referéncia.

Dia Posigoes de largada
1 N-S-L-

2 O-L-S-N

3 S-O-N-L

4 L-N-O-S8

5 N-L-S-0

Fonte: o autor

Em torno de vinte e quatro horas apds a ultima sessdo de treinamento,
realizou-se a fase de retencdo ou teste (50° dia de experimento). Esta fase foi
realizada mediante uma uUnica sessao de nado para cada animal, com duracao de
60s na auséncia da plataforma de escape. Foram avaliados os seguintes parametros
vinculados a memaria espacial de referéncia: (a) laténcia para encontrar o local onde
estava a plataforma nas sessdes de treinamento (b) % tempo de permanéncia no
quadrante alvo (MELLO et al., 2008).

A avaliacdo da memoéria espacial de trabalho iniciou-se no 52° de
experimento, em torno de quarenta e oito horas apds a sessdo de retencdo da
memoria espacial de referéncia. Esta tarefa utilizou o mesmo equipamento e
principios da tarefa anterior, porém foram quatro dias consecutivos de teste (52°,

53°, 54° e 55° dias de experimento), com a plataforma localizada em posicées
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diferentes a cada dia, conforme apresentado no Quadro 2. Desta forma, nas
primeiras tentativas de cada dia (fase de aquisicdo) os animais tiveram que
encontrar a plataforma em uma posicao diferente, porém nas trés tentativas
subsequentes (fase de retencdo), a plataforma permaneceu na mesma posicéo,
contudo os animais iniciavam a sessao a partir de pontos cardeais diferentes
(VASCONCELLOS et al., 2003).

Quadro 2 — Localizagdo da plataforma e posi¢cées de largada dos animais nos dias de teste da
memoria de trabalho

Dia Localizacido da plataforma Posicoes de largada
1 1° Quadrante N-S-L-0
2 2° Quadrante O-L-S-N
3 3° Quadrante S-O0O-N-L
4 4° Quadrante L-N-O-S8

Fonte: o autor

O desempenho em memodria espacial de trabalho foi avaliado mediante o
calculo da laténcia para encontrar a plataforma nas sessées 1, 2, 3 e 4 durante os 4
dias de teste (NETTO et al., 1993).

NIVEIS PLASMATICOS DE CORTICOSTERONA

Em torno de vinte e quatro horas apds a Uultima sessdao de teste
comportamental, os animais foram sacrificados mediante decapitacdo e o sangue
troncular foi coletado para analise bioquimica dos niveis plasmaticos de
corticosterona, determinados pelo método de quimioluminescéncia. Os resultados

foram expressos em ug/ml.

PESO RELATIVO DA ADRENAL ESQUERDA, CORACAO E INDICE DE
HIPERTROFIA CARDIACA

O coragdao e a glandula adrenal esquerda foram pesados em balanga
eletrénica. Os dados foram expressos em g de tecido por 100 g de peso corporal
(9/100g).

O peso do coracao também foi utilizado para o calculo do indice de hipertrofia
cardiaca (IHC), expresso pela seguinte relagdo: peso do coragdo (mg) / peso do
animal (g). (WALLEN et al., 2000).



96

ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos em meédia + Erro Padrédo da Média (EPM).
Utilizou-se ANOVA de uma via para todos os parametros, seguido do post hoc de
Student-Newman-Keuls (SNK). Os dados foram considerados significativamente

diferentes quando p<0,05.

RESULTADOS

PESO RELATIVO DA GLANDULA ADRENAL ESQUERDA E NIiVEIS
PLASMATICOS DE CORTICOSTERONA

Os resultados mostraram que os animais dos grupos Ec/Cr e Ec/La+Cr
apresentaram o peso relativo da glandula adrenal esquerda em torno de 29 e 41%
maior que os animais do grupo Ec (F(4,29) = 4,14, P < 0,05) (Gréfico 1A). Observou-
se também uma forte tendéncia de diferenga entre os grupos quanto aos niveis
plasmaticos de corticosterona (F(4,28) = 2,33, P = 0,08) (Grafico 1B).

Grafico 1 — (A) Peso relativo da glandula adrenal esquerda e (B) niveis plasmaticos de corticosterona.
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Os dados estdo expressos como meédia + E.P.M. O peso da gléndula adrenal esquerda esta
representado em g de tecido corporal por 100g de peso corporal (g/100g). O simbolo acima da barra
indica as diferencas estatisticas de p<0,05, usando ANOVA de uma via/SNK, n=7-6 animais/grupo.
a=Ct; b=Ec; c=Ec/La; d=Ec/Cr; e=Ec/La+Cr.

PESO RELATIVO DO CORACAO E INDICE DE HIPERTROFIA CARDIACA
Em relagdo ao peso relativo do coragao e indice de hipertrofia cardiaca (IHC),

os resultados mostraram diferencas significativas entre os grupos. Os animais do
grupo Ec/La apresentaram peso relativo do coragao (F(4,29) = 3,99, P < 0,05) e IHC
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(F(4,29) = 0,35, P < 0,05) aproximadamente 28% maior que os animais do grupo Ct
(Tabela 1).

Tabela 1 — Peso relativo do coragéo (g/100g) e indice de hipertrofia cardiaca (IHC)

Parametro Ct Ec Ec/La Ec/Cr Ec/La+Cr
Peso 0,35+0,02 0,34+0,01 0,45+0,03*° 0,38+0,01 0,39+0,03
g/100g
FLFS';/:Q 3.5240.23 3404012 4.53+0,30%° 3.82+0,16 3.9440,27

Os dados estdo expressos em média + E.P.M. O peso do coragao esta representado em g de tecido
por 100g de peso corporal (g/100g). O indice de hipertrofia cardiaca foi calculado mediante a féormula
indicada na sessédo de materiais e métodos. Os simbolos acima dos numeros indicam as diferengas
estatisticas de p<0,05 usando ANOVA de uma via/SNK, n=7-6 animais/grupo. a=Ct; b=Ec; c=Ec/La;
d=Ec/Cr; e=Ec/La+Cr.

AVALIACAO DA MEMORIA ESPACIAL

Os resultados mostraram que os animais de todos os grupos diminuiram a
laténcia para encontrar a plataforma no decorrer dos cinco dias de treinamento
(ANOVA de uma via/SNK, P < 0,05). N&o foram observadas diferengas estatisticas
entre os grupos durante os cinco dias de treinamento (ANOVA de uma via/SNK, P >
0,05) (Grafico 2).

Grafico 2 — Desempenho dos grupos na fase de aquisicdo da memoéria
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Os dados estao expressos como média + E.P.M. Estes valores representam a mediana da laténcia
para encontrar a plataforma durante os cinco dias de treinamento (fase de aquisicdo da memodria).
Nenhuma diferenca estatistica foi observada entre os grupos (ANOVA de uma via/SNK, p > 0,05,
n=7-6 animais/grupo).

No dia de teste de retengcdo da meméaria de referéncia, ndo foram encontradas
diferengas estatisticas entre os grupos quanto a laténcia para encontrar o local onde
estava a plataforma nos dias de treinamento (F(4,29) = 0,56, P = 0,69) (Grafico 3A).
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Contudo, verificou-se que os animais do grupo Ec/La+Cr permaneceram mais tempo
no quadrante-alvo em comparagao aos animais Ct, Ec e Ec/La, nas proporgdes de
38, 31 e 41%, respectivamente (F(4,29) = 3,96, P < 0,05) (Grafico 3B).

Gréfico 3 — Fase de retengdo da memoria: (A) Laténcia para encontrar a plataforma e (B) % de tempo
no quadrante alvo (Q.A.)
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Os dados estdo expressos como média + E.P.M. Estes valores representam a (A) laténcia para
encontrar a plataforma e (B) % de tempo transcorrido no quadrante onde se localizava a plataforma
nas sessoes de treinamento. Os simbolos acima da barra indica as diferencas estatisticas de p<0,05,
usando ANOVA de uma via/SNK, n=7-animais/grupo. a: Ct; b: Ec; c: Ec/La; d: Ec/Cr; e: Ec/La+Cr.

Na memoria espacial de trabalho, percebeu-se que os animais de todos os
grupos diminuiram o tempo para encontrar a plataforma ao longo das tentativas
(ANOVA de uma via/SNK, P < 0,05). Todos os grupos reduziram o tempo para
encontrar a plataforma da 12 para 3% e da 12 para 4?2 tentativa (ANOVA de uma
via/SNK, P < 0,05). Os animais do grupo Ct, Ec e Ec/La+Cr reduziram também o
tempo para encontrar a plataforma da 22 para 3% e da 22 para 42 tentativa (ANOVA
de uma via/SNK, P < 0,05).

Comparando o desempenho dos grupos entre si, observou-se que nas
segundas tentativas, os animais do grupo Ec/Cr tiveram desempenho superior a
todos os grupos (F(4,29) = 4,50, P<0,05). Nas quartas tentativas, verificou-se que os
animais do grupo Ct, Ec/Cr e Ec/La+Cr tiveram melhor desempenho que os animais
dos grupos Ct e Ec/La (F(4,29) = 7,19, P<0,05). Observou-se uma forte tendéncia de
diferenca entre os grupos nas primeiras tentativas (F(4,29) = 2,47, P = 0,06). O
grafico 4 mostra com detalhes estas questdes.
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Grafico 4 — Laténcia para encontrar a plataforma no teste de meméria espacial de trabalho.
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Os dados estdo expressos como média + E.P.M. Estes valores representam a média de cada uma
das quatro tentativas durante os quatro dias de teste de memdéria espacial de trabalho. Os simbolos
(# e *) acima das barras indicam as diferengas estatisticas de p<0,05, usando ANOVA de uma
via/SNK, n=7-6 animais/grupo. #Diferenga estatistica entre o grupo Ec/Cr em relagdo aos demais
grupos na 22 tentativa. *Diferenca estatistica entre os grupos Ct e Ec/La em comparagdo aos grupos
Ec, Ec/Cr e Ec/La+Cr na 42 tentativa.

DISCUSSAO

Os animais do grupo Ec apresentaram o peso relativo da glandula adrenal
esquerda significativamente maior que os animais dos grupos Ec/Cr e Ec/La+Cr.
Estudos mostram que o aumento da liberagcédo de corticosterona esta associado com
o crescimento das glandulas adrenais e envolve processos de hiperplasia e
hipertrofia celular em sub-regides adrenais especificas (ULRICH-LAI et al., 2006).

Neste estudo, os niveis plasmaticos de corticosterona ndo mostraram
diferencas estatisticas entre os grupos e os niveis de ACTH nao foram avaliados.
Estudos anteriores usando diferentes modelos de estresse mostraram que durante o
estresse agudo os niveis plasmaticos de corticosterona aumentam significativamente
nos animais estressados enquanto que no estresse cronico os animais estressados
apresentam os niveis deste horménio similares aos animais controle, evidenciando
uma possivel adaptagdo do eixo HPA ao estresse (AZPIROZ et al., 1999; GULATI;
MASSOD; VIJAYAN, 2006; SASSE et al., 2008).

A suplementagdo com creatina diminuiu os niveis de corticosterona e outras
respostas do estresse em pintos submetidos ao estresse por separagdo social
(KOGA et al., 2005). Pesquisadores verificaram também que a administragao de L-
arginina pode decrescer significativamente a produgdo de corticosterona basal ou

induzida pelo ACTH em células da zona fasciculada do cértex adrenal, efeitos
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vinculados a sintese de NO, os quais sdo anulados pela administracédo de L-NAME
(GIORDDANO et al, 1996; CYMERYNG; DADA; PODESTA, 1998, CYMERYNG et
al., 1999).

Smriga et al. (2007) observaram que a administracdo concomitante de L-
arginina e L-lisina reduz a ansiedade, os niveis de cortisol e cromogranina A em
humanos em estado de estresse. E importante ressaltar que a L-arginina também
diminui a secrecado de adrenalina pela medula adrenal, diminui a atividade simpatica
e aumenta a parassimpatica (LECHIN et al., 2006).

Notou-se também que os animais do grupo Ec/La+Cr mostraram
comportamentos ansioliticos em todos os parametros do labirinto em cruz elevado
(dados apresentados no artigo anterior). Estudos apontam que altos niveis de
ansiedade e depressao estao relacionados com a hipertrofia adrenal, pois estas sdo
condigbes associadas a hiperativagdo do eixo HPA (JURUENA; CLEARE;
PARIANTE, 2004).

O estresse cronico pode gerar hipertrofia cardiaca em camundongos e ratos
(COSTOLI et al.,, 2004; BRUDER-NASCIMENTO et al.,, 2012), porém os
mecanismos fisioldgicos responsaveis pela remodelagdo cardiaca ainda sdo pouco
conhecidos (BRUDER-NASCIMENTO, et al., 2012).

A hiperatividade simpatica e a consequente liberagdo de catecolaminas sao
apontadas como um dos principais fatores responsaveis pelo remodelamento
cardiaco. Existem fortes evidéncias experimentais e clinicas que sustentam um
paralelismo entre a hiperativagdo do SNA simpatico e hipertrofia do miocardio,
porém a exata contribuicdo deste sistema ainda parece indeterminada e outras
causas hemodinamicas além da elevacao da pressao arterial nao foram totalmente
excluidas como determinantes do crescimento hipertréfico (FRANCHINI, 2001).

Neste estudo, observou-se que os animais do grupo Ec/La apresentaram o
peso do coragao e indice de hipertrofia cardiaca significativamente aumentados em
comparagao aos animais dos grupos Ct e Ec. A maioria dos estudos mostra que a L-
arginina atenua a hipertrofia cardiaca em roedores hipertensos (MATSUOKA et al.,
1996; FENNING et al., 2005). Contrariando estes resultados e colaborando com os
dados obtidos no presente estudo, Rose’Meyer et al. (2008) observaram que a
administracao crénica de L-arginina pode aumentar o peso do coragédo de ratos em
aproximadamente 17,6%, uma condicdo acompanhada pela redu¢do na expressao
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de todos os receptores de adenosina (A1, A2A, A2B e A3) e das enzimas iNOS e
eNOS cardiacas.

O estresse oxidativo também tem sido apontado como um dos maiores
fatores para o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca. Uma das fontes mais
conhecidas de radicais livres € o NO cujo aumento da produgcdo reage com
peréxidos e formam o anion peroxinitrito (MAULIK; KUMAR, 2011). A produgéo
exagerada deste radical esta associado a fibrose, hipertrofia e dilatacdo cardiaca
(MUNGRUE et al., 2002).

A coadministragdo de L-arginina e creatina ndo provocou hipertrofia cardiaca
nos animais, indicando assim um possivel efeito cardioprotetor da creatina em
relagdo a L-arginina. A disponibilidade reduzida de creatina tem sido associada com
quadros de insuficiéncia cardiaca, prevaléncia aumentada de arritmias ventriculares,
isquemia e instabilidade de membranas das células do miocardio durante a isquemia
(CONWAY; CLARK, 1996; ANDREWS et al., 1998; NAGAI et al.,, 2004). A
suplementagcado com fosfocreatina mostrou-se eficaz para a manutengao dos niveis
de fosfatos de alta energia e integridade estrutural do sarcolema, prevenindo danos
peroxidativos e melhorando a microcirculagdo cardiaca (CLARK, 1998). As
alteragdes hipertroficas cardiacas de equinos treinados em esteira rolante podem ser
reduzidas com a suplementagao crénica de creatina (PEREIRA, 2006).

Embora os efeitos benéficos da creatina no metabolismo energético sejam os
mais pronunciados pela literatura, é importante mencionar sua propriedade
antioxidante (LAWLER et al.; 2002), que teoricamente pode estar vinculada com o
bloqueio da hipertrofia cardiaca nos animas do grupo Ec/La+Cr mediada pelo
excesso de peroxinitrito induzido pelas altas concentragdes de NO.

Na fase de teste da memodria espacial de referéncia (fase de retencao da
memoria), percebeu-se que os animais do grupo Ct permaneceram menos de 25%
do tempo no quadrante onde se localizava a plataforma nas sessdes de treinamento
(fase de aquisicdo da memoria). Este fator € um indicativo de deficiéncia no
processo de aprendizagem espacial. Os animais que aprendem o local da
plataforma geralmente permanecem mais de 25% do tempo no quadrante onde esta
se localizava nas sessbes de treinamento (STEWART; MORRIS, 1993). Neste
estudo, € possivel que determinadas particularidades do protocolo de treinamento,
fatores motivacionais dos animais e as caracteristicas fisicas do equipamento

utilizado tenham dificultado a aquisicdo da memadria espacial.
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Na fase de treinamento da memodria espacial de referéncia, os animais
controle e cronicamente estressados nao apresentaram diferencas de desempenho,
resultados similares aos obtidos por Vasconcellos et al. (2003). Contudo, a maioria
dos estudos mostra que o estresse crénico prejudica a aquisicdo da memoria
espacial no labirinto aquatico de Morris (LAM), porém algumas questdes importantes
precisam ser consideradas, por exemplo, os fatores motivacionais (CONRAD, 2010).

Os fatores motivacionais exercem grande influéncia no processo de aquisicao
da memodria espacial. O grau de severidade de um protocolo de treinamento pode
influenciar profundamente a motivacdo dos animais para aprender a localizagdo da
plataforma (CONRAD, 2010). Um estudo mostrou que ratos cronicamente
estressados testados no labirinto em Y com &agua fria (19°C) apresentam
dificuldades no processo de aquisicao da aprendizagem espacial, diferente daqueles
testados em agua quente (24°C) que nao sofrem nenhum efeito (WRIGHT,;
CONRAD, 2008). Neste estudo, utilizou-se um equipamento com agua a uma
temperatura de 21+1°C. Estudos anteriores utilizando o mesmo protocolo de
aprendizagem e um modelo de estresse crénico bastante similar mostraram que os
animais controle sdo capazes de aprender a localizagcdo da plataforma em labirintos
preenchidos com agua a uma temperatura de 24+1°C (VASCONCELLOS et al.,
2003, 2005) e constante de 23°C (TAGLIARI et al., 2011).

O diametro reduzido do labirinto aquatico também pode ter influenciado o
desempenho dos animais nas sessdes de treinamento. Neste estudo, utilizou-se um
labirinto com didametro de 135cm, aproximadamente 32,5% menor que o
equipamento utilizado por Tagliari et al. (2011). Estes pesquisadores observaram
uma superioridade no desempenho dos animais controle em relacdo aos
cronicamente estressados nos trés ultimos dias de treinamento. Segundo Conrad
(2010), quando o estresse cronico prejudica o desempenho dos animais nas ultimas
sessdes de treinamento, estes déficits também podem aparecer na sessao de teste
subsequente.

Neste estudo, permitiu-se que cada animal permanecesse por 10 segundos
quando localizava a plataforma durante as sessbes de treinamento
(VASCONCELLOS et al., 2003, 2005), ao invés de 20 (MIYOSHI et al., 2012) ou 30
segundos (ROSSATO et al., 2006, 2007; SILVA et al., 2008). O tempo reduzido na
plataforma de escape pode ter dificultado o estabelecimento da relacdo entre as
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pistas espaciais do ambiente e a posi¢cao da plataforma, prejudicando o processo de
aprendizagem espacial.

A exposigao ao estresse agudo certamente influenciou o desempenho dos
animais do grupo Ct durante o processo de aquisicdo da memdria espacial. Estes
animais passaram pelo teste de nado forg:ado6 imediatamente antes de iniciar a fase
de treinamento no LAM, o que pode ter levado a aprendizagem equivoca da
inexisténcia da plataforma ou qualquer meio de escape do LAM.

O nado forgado é um estressor e pode elevar os niveis de corticosterona
mesmo quando usado em protocolos de estresse agudo (DIANE et al., 2008). O
estresse agudo pode interferir profundamente nos substratos neurais responsaveis
pela formacao da memdria em humanos (HENCKENS et al., 2009), sendo capaz de
interromper a recuperagdo da memoria espacial dependente do hipocampo em
roedores por meio da facilitacdo de processos de depresséo de longa duragao (LTD)
hipocampais, que sdo necessarios e suficientes para a expressao dos efeitos
negativos do estresse na memoria espacial avaliada no labirinto aquatico de Morris
(WONG et al., 2007). Contudo, contrariamente, ha estudos demonstrando que o
estresse agudo pode melhorar a aprendizagem e memodria, em que niveis leves e
moderados de glicocorticéides podem facilitar os processos de LTP no hipocampo
(SAPOLSKY, 2004; JOELS et al., 2006).

Vale lembrar que outros estudos também relataram efeitos diferenciais nas
fases de aquisicdo e retencdo da memoria espacial de referéncia. Estas
discrepancias podem ser correlacionadas as caracteristicas diferentes destas fases
(VASCONCELLOS et al., 2003). Na fase de aquisicao da memoéria sdo sessdes de
nado repetitivas cujo objetivo principal € diminuir a laténcia para encontrar a
plataforma, enquanto que na fase de retencdo, uma das consequéncias do
aprendizado espacial é permanecer o maior tempo possivel no quadrante onde se
localizava a plataforma nas sessdes de treinamento.

A coadministragdo de L-arginina e creatina habilitou o aprendizado espacial

nos animais. Estudos envolvendo a coadministracdo de L-arginina e creatina sao

®0 Teste do Nado Forgado (TNF) é um instrumento desenvolvido por Porsolt; Bertin; Jalfre (1977)
destinado a avaliar comportamentos depressivos em camundongos e ratos. Os animais que
apresentam niveis elevados de imobilidade no TNF sédo considerados desmotivados ou demonstram
“desespero comportamental”, caracteristica importante da depressao em humanos. O protocolo de
aplicacdo do TNF consiste em uma sessdo de habituacdo com a duragdo de 15 minutos e uma
sessao de teste realizada 24 horas depois e com a duragdo de 5 minutos (PORSOLT; BERTIN;
JALFRE, 1977, PORSOLT et al., 1978).
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bastante raros, porém algumas questdes importantes precisam ser consideradas em
relacdo a suplementagao com estas substancias. A literatura mostra que a formacéao
de NO reflete apenas a minoria do fluxo da L-arginina (~1%), e a grande proporgao
deste aminoacido participa da biossintese de creatina (JAHANDIR et al., 2009).

O primeiro passo da sintese endégena de creatina nos mamiferos consiste na
formagado de guanidinoacetato (GAA) a partir dos aminoacidos L-arginina e glicina,
uma reacao catalisada pela enzima arginina: glicina amidinotransferase (AGAT)
(WYSS; KADDURAH-DAOUK, 2000; DERAVE et al., 2004). Contudo, a sintese de
guanidinoacetato (GAA) € um passo limitante na biossintese de creatina. Existe um
mecanismo de regulagao por feedback negativo exercido pela propria creatina na
AGAT, provavelmente ao nivel da expressdao desta enzima. A supressao da
atividade da AGAT permite o aumento da disponibilidade da L-arginina para outras
vias metabdlicas, como para a sintese de NO (DERAVE et al., 2004; JAHANGIR et
al., 2009; HAINES; PENDLETON; EICHLER, 2011).

Levando em consideragao os dados acima, € provavel que a administragcédo
concomitante de creatina e L-arginina promoveu o0 aumento da biodisponibilidade de
creatina e NO. Desta forma, pode-se supor que tanto o aumento de creatina quanto
de NO cerebral contribuiram no desempenho destes animais.

Estudos vém mostrando o envolvimento do sistema Cr/PCr/CK em processos
cognitivos como memoéria e aprendizado em humanos e roedores. Camundongos
que apresentam knockout das isoformas BB-CK citosélicas cerebrais apresentam
dificuldades de aprendizagem no LAM (JOST et al., 2002) e aqueles com knockout
das isoformas BB-CK e uMt-CK mostram prejuizos severos de aprendizagem
espacial acompanhados de reducdo do peso corporal e cerebral e diminuicdo do
tamanho hipocampal (STREIJGER et al., 2005).

A estimulacdo da memoria de idosos aumenta os sinais de creatina e
fosfocreatina no hipocampo (VALENZUELA et al.,, 2003). A suplementagdo com
creatina promoveu reducdo da fadiga mental em sujeitos submetidos a calculos
matematicos sucessivos simples (WATANABE; KATO; KATO, 2002) e melhorou a
memoria de sujeitos vegetarianos (BENTON; DONOHOE, 2011).

Além da participagcdo no metabolismo energético cerebral, dados recentes
mostram que a creatina também pode ser liberada via exocitose dependente de
potencial de acao, agindo assim como um neuromodulador no cérebro (ALMEIDA et

al., 2006). Estudos mostram que a creatina modula sitios de poliaminas em
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receptores NMDA, promovendo melhora da meméria espacial de ratos (OLIVEIRA et
al., 2008; ROYES et al., 2008). Mais recentemente pesquisadores descobriram que
a facilitacdo do aprendizado espacial mediada pela creatina envolve a via de
sinalizagado intracelular CaMKII/CREB (proteinas cinases dependentes de
Ca*?/calmodulina 1l) / (proteina ligante do elemento responsivo ao AMPc)
hipocampais (SOUZA et al., 2012).

As enzimas Na’, K' - ATPases hipocampais estdo envolvidas com o
aprendizado e memoria espacial, e condicbes que levam a alteragdes na estrutura
ou funcionamento destas enzimas comprometem o desempenho de roedores no
labirinto aquatico de Morris (ZHAN et al., 2004; VASCONCELLOS et al., 2005;
MOSELEY et al., 2007). A administragdo intrahipocampal de creatina aumenta a
atividade das enzimas Na®, K' - ATPases em ratos, e envolve um mecanismo
vinculado a neuromodulacdo de receptores glutamatérgicos NMDA e ativagao
intracelular de calcineurinas (RAMBO et al., 2012).

A via L-arginina-NO também esta envolvida com a memoaria espacial (PAUL;
EKAMBARAM, 2011). E extensivamente reconhecido que a ativacdo de receptores
glutamatérgicos pos-sinapticos do tipo NMDA promove uma cascata de eventos
intercelulares que resulta na formagao de NO, que atua como mensageiro retrégrado
coordenando o reforcamento de mecanismos moleculares envolvidos em formas de
plasticidade sinaptica, como o LTP, um correlato molecular de processos de
aprendizagem e memoria, bastante evidente em regides cerebrais como cortex
cerebral e hipocampo (ESPLUGUES, 2002).

A aplicacdo de L-arginina neutraliza os prejuizos ocasionados por 7-
nitroindazole (7-NI) na memoéria espacial de ratos (YILDIZ et al., 2009).
Contrariamente, pesquisas revelaram que o excesso de NO produzido em
decorréncia da administracdo aguda de L-arginina pode gerar radicais livres que
prejudicam a atividade das enzimas Na®, K* - ATPases hipocampais, promovendo
déficits de memoria espacial em ratos (WYSE et al., 2001; REIS et al., 2002).

O modelo de estresse cronico utilizado n&o provocou alteragdes na memoria
espacial de trabalho nos animais, contrariando estudos anteriores como o de Tagliari
et al. (2011). Os hormdnios do estresse podem prejudicar processos cognitivos
dependentes do cortex pré-frontal, como a memoria de trabalho (YUEN et al., 2009;
DEVILBISS; JENISON; BERRIDGE, 2012). No presente estudo, & possivel que o
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modelo de estresse utilizado tenha sido menos intenso que o utilizado por Tagliari et
al. (2011).

Pesquisadores afirmam que a real acdo dos horménios do estresse sobre as
fungdes sinapticas do cortex pré-frontal ainda precisa ser elucidado. Dados tém
mostrado que o estresse leve a moderado pode melhorar a aprendizagem e
memaria, particularmente em fungdo dos glicocorticoides (SAPOLSKY, 2004; JOELS
et al., 2006). O estresse agudo pode melhorar a transmissao glutamatérgica no
cortex pré-frontal melhorando a memoaria espacial de trabalho em ratos (YUEN et al.,
2009).

Existem estudos que mostram os efeitos negativos do estresse cronico na
memoria de trabalho. Entretanto, os déficits neste parametro podem ser transitorios
e mais dificeis de detectar em comparagao aos déficits causados pelo estresse
cronico na memoria de referéncia (CONRAD, 2010).

A administragdo de creatina melhorou significativamente a memoria espacial
de trabalho dos animais. Estudos clinicos mostram que a suplementagdo com
creatina melhora a memoria de trabalho e inteligéncia de individuos vegetarianos
saudaveis (RAE et al.,, 2003). Idosos com aproximadamente 76 anos de idade
apresentaram melhora em tarefas de memoaria espacial de trabalho em funcéo da
suplementacao diaria com esta substancia por uma semana (McMORRIS et al.,
2007b).

Em condicbes de estresse, a creatina também se mostrou efetiva para
melhorar o funcionamento cognitivo (ANDRES et al., 2008). McMorris et al. (2006)
observaram que a suplementagdo com creatina melhora as fungdes executivas e a
memoria de trabalho de sujeitos submetidos a estados de privagcdo de sono e
exercicios fisicos moderados.

A coadministracdo de L-arginina e creatina também mostrou um efeito
positivo na memoria de trabalho, evidenciado nas 42s tentativas do teste. Assim
como o sistema Cr/PCr/CK, a via L-arginina-NO também apresenta relagdo com a
memoria espacial de trabalho. Em ratos, os processos que envolvem a inibicdo da
NOS hipocampal estdo correlacionados com prejuizos de memoéria espacial de
trabalho (OHNO; YAMAMOTO; WATANABE, 1993). Em um estudo recente,
Zoubovsky et al. (2011) reportaram pela primeira vez que os déficits de memoria
espacial de trabalho em camundongos vinculam-se a delecdo do gene que codifica a

isoenzima NNOS no cortex pré-frontal.
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Pesquisadores observaram que ratos adultos induzidos a isquemia cerebral
transitoria apresentam prejuizos de memoria espacial de trabalho no labirinto de
Barnes em funcéo da perda acentuada de neurdnios da camada CA1 do hipocampo
dorsal. Estes animais apresentam melhora cognitiva quando recebem injegao unica
de darbepoetina alfa, a qual também aumenta os niveis de NOx no hipocampo
ventral, efeitos anulados pela administracdo de L-NAME. Desta forma, € provavel
que a melhora induzida pela darbepoetina esteja vinculada ao aumento da atividade
das NOS hipocampais, as quais estdo implicadas com a plasticidade sinaptica
(SAMSON; KAJITANI; ROBERTSON, 2010).

Considerando os resultados desta pesquisa, pode-se concluir que o protocolo
de treinamento (aquisicdo da memdria) nao proporcionou aprendizado espacial nos
animais do grupo Ct. Contudo, verificou-se que a coadministragcdo de L-arginina e
creatina foi capaz de habilitar a ocorréncia do aprendizado espacial, um efeito
possivelmente associado com a maior producdo de creatina e NO. A memoria
espacial de trabalho foi significativamente melhorada com a administragao isolada

de creatina.

Referéncias

As referéncias citadas neste capitulo encontram-se ao final da dissertagdo na

sessao de Referéncias Bibliograficas.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

O objetivo geral deste estudo foi investigar os efeitos da administragdo de L-

arginina e creatina sobre parédmetros comportamentais, bioquimicos, nutricionais e

anatdmicos de ratos submetidos a um modelo de estresse crénico variado. A partir

da analise dos resultados, obteve-se as seguintes conclusdes:

O modelo de estresse crénico empregado foi eficaz, pois 0os animais do grupo
Ec, mesmo consumindo maior quantidade de ragdo e agua, tiveram menor
ganho de peso corporal e hepatico e apresentaram outros marcadores
biolégicos importantes do estresse crénico, como niveis plasmaticos de
glicose elevados.

Os animais do grupo Ec também apresentaram ansiedade no LCE e atividade
locomotora reduzida no CA.

Nenhum dos tratamentos foi capaz de reduzir o impacto do estresse no
consumo de ragado/agua e glicemia, porém todos foram eficazes para
melhorar a atividade locomotora no CA e aumentar o consumo de alimentos
palataveis (Froot Loops®).

O tratamento com L-arginina promoveu hipertrofia cardiaca nos animais.

O tratamento com creatina diminuiu o peso relativo da glandula adrenal
esquerda, preveniu a perda de peso corporal e hepatico e melhorou o
desempenho dos animais no teste de memoaria espacial de trabalho.

A coadministragdo de L-arginina e creatina mostrou-se eficaz em bloquear os
efeitos do estresse na perda de tecido adiposo, diminuiu o peso da glandula
adrenal e bloqueou a hipertrofia cardiaca vinculada a administragcao de L-
arginina.

A coadministragcdo de L-arginina e creatina reduziu potencialmente a
ansiedade induzida pelo estresse no LCE e habilitou a ocorréncia do
aprendizado espacial em um protocolo de treinamento que nao proporcionou
aprendizado nos animais Ct.

Em sintese, pode-se afirmar que a coadministragdo de L-arginina e creatina é

o tratamento mais eficaz, pois proporcionou resultados positivos em todos os

parametros comportamentais avaliados.
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