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A glicose é o substrato energético mais importante para as fungdes cerebrais, e
possui um efeito benéfico sobre a memoadria de ratos. Outro substrato energético
importante para as fungdes cerebrais é a creatina, produzida endogenamente é
convertida em fosfocreatina, uma fonte imediata e importante de fosfato de alta
energia, através da creatina quinase. Este suplemento é utilizado pelos atletas para
melhorar a performance em exercicios de alta intensidade e curta duragao, tém efeito
neuroprotetor contra convulsdes induzidas por acido metilmalénico e N-metil-D-
aspartato. Os objetivos do presente trabalho foram verificar os possiveis efeitos da
administracdo aguda de creatina sobre as fases de aquisicdo, consolidacdo e
evocacgao da memodria de ratos na tarefa de esquiva inibitéria; verificar se a creatina
altera a ansiedade, a atividade locomotora e a sensibilidade ao choque de ratos;
verificar se a creatina causa dependéncia de estado na tarefa de esquiva inibitéria em
ratos, verificar se os mecanismos glutamatergicos estao envolvidos no efeito deletério
da creatina sobre a memoaria dos ratos na tarefa de esquiva inibitéria. Os resultados
obtidos no presente trabalho mostram que a creatina, quando administrada 15 minutos
antes do treino (3,75 mg/kg, i.p.), imediatamente apds o treino (1,87 mg/kg, i.p.) e 15
minutos antes do teste (7,5 mg/kg, i.p.), prejudica a memoria dos ratos na tarefa de
esquiva inibitéria, e que este efeito ndo € devido a alteragdes na ansiedade, atividade
locomotora e na sensibilidade dos animais ao choque. Observou-se que a creatina
(1,87 mg/kg, i.p.) quando administrada imediatamente apds o ftreino, causa
dependéncia de estado na tarefa de esquiva inibitéria. Tendo em vista a falta de
estudos na literatura que mostram possiveis vias de acdo da creatina sobre a
memoria, decidiu-se inferir possiveis mecanismos de agdo para a creatina pela
manipulacdo dos efeitos observados com o glutamato e bloqueador NMDA. A
administracéo intra-hipocampal de glutamato, em uma dose que ndo apresenta efeito
per se, reverte o prejuizo da memdéria causado pela administragdo de creatina, e a
creatina em uma dose que nao apresenta efeito per se, reverte a melhora da meméoria
causada pela administracdo intra-hipocampal de glutamato na tarefa de esquiva
inibitéria. Verificou-se que a administracdo sistémica de MK-801 pds-treino causa
dependéncia de estado, e que a administracao de creatina causa dependéncia de
estado cruzada com o MK-801 na tarefa de esquiva inibitéria. Com base nos
resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que a creatina prejudica a
memoria dos ratos nas fases de aquisicdo, consolidacdo e evocacao. Tal déficit é
devido a uma dependéncia de estado na tarefa de esquiva inibitéria induzido pela
creatina que envolve a via glutamatérgica, uma vez que a manipulagédo deste sistema
pela injecao intra-hipocampal de glutamato reverte os efeitos da creatina e a creatina
causa dependéncia de estado cruzada com MK-801 na tarefa de esquiva inibitoria.
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Glucose is the most important energy substrate for the central nervous system.
Besides its energetic function, glucose facilitates memory in experimental animals, an
effect that has been related to its energy functions. Other important cerebral energy
substrate is creatine, which is endogenously synthesized and converted to
phosphocreatine, an immediate and important source of high-energy phosphates, in a
reaction catalysed by the enzyme creatine kinase. Athletes use this supplement to
improve high intensity exercise performance. In addition creatine protects against
convulsions induced by methylmalonic acid and N-methyl-D-aspartate. The aims of the
present work, were to verify the possible effects of the acute administration of creatine
on the acquisition, consolidation and evocation of the memory of the inhibitory
avoidance task in rats; to verify whether creatine alters anxiety, locomotor activity and
footshock sensitivity in rats; to determine whether creatine causes state dependence in
the inhibitory avoidance task and whether glutamate-mediated mechanisms are
involved in the deleterious effects of creatine on inhibitory avoidance memory. The
results obtained in the current work show that creatine, administered 15 minutes before
training (3.75 mg/kg, i.p.), immediately after training (1.87 mg/kg, i.p.) and 15 minutes
before testing (7.5 mg/kg, i.p.), impaired animal performance at testing, and that these
effects were not due to alterations in anxiety, locomotor activity or footshock sensitivity.
Creatine (1.87 mg/kg, i.p.) administration, immediately after training, caused state
dependence in the inhibitory avoidance task.

Since creatine protects against the glutamate-mediated neurotoxicity, we decided
to investigate whether glutamate receptors are involved in the deleterious effects of
creatine on memory. The intra-hippocampal administration of glutamate, at a dose that
had no effect on memory, prevented the amnestic effect of systemically administered
creatine. Accordingly, creatine at a dose that had no effect on memory per se, reverted
the facilitatory effects of glutamate on the memory of the inhibitory avoidance task.
Moreover, MK-801 and creatine caused cross-state dependence in the inhibitory
avoidance task, providing additional pharmacological basis for a putative action of
creatine on the glutamatergic system, particularly the NMDA receptor. Considering the
results obtained in the present work we conclude that creatine impairs the acquisition,
consolidation and evocation of inhibitory avoidance task. The effects of creatine on
memory seems to be due state dependence associated with NMDA receptor blockade.
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Introducao

1.1 Membéria

A memoria € a capacidade que temos de armazenar informacdes que
possam ser recuperadas e utilizadas posteriormente (Lent, 2004). O acervo de
nossas memoarias faz com que cada um de nds seja o que é, com que sejamos,
cada um, um individuo, um ser para o qual ndo existe outro idéntico (Izquierdo,
2002).

Nao somos aquilo que somos simplesmente porque pensamos. Somos
aquilo que somos porque podemos lembrar aquilo que pensamos. Cada
pensamento que temos, cada palavra que falamos, cada acdo na qual nos
engajamos, devemos a memoaria, a capacidade do nosso cérebro de registrar e
armazenar nossas experiéncias. A memoéria € o cimento que une nossa vida
mental, o arcabougo que mantém nossa histéria pessoal e torna possivel
crescermos e mudarmos ao longo da vida (Squire & Kandel, 2003).

A maior parte daquilo que sabemos sobre 0 mundo ndo estava em nosso
cérebro ao nascer, mas foi adquirida por meio da experiéncia e mantida pela
memoria. Cada um, ao longo da vida, vai acumulando informagdes — o nome e
o rosto de nossos amigos e das pessoas que amamos, algebra e geografia,
politica e esportes (Squire & Kandel, 2003; Lent, 2004) e, como resultado,
somos quem somos em grande parte porque lembramos; ndo podemos fazer
aquilo que nao sabemos como fazer, nem comunicar nada que
desconhegamos, isto é, nada que n&o esteja em nossa memoria (lzquierdo,
2002; Squire & Kandel, 2003).

A memoria pode ser classificada quanto a sua natureza em explicita ou
declarativa e implicita ou nao-declarativa. A memaria explicita reune tudo o
que podemos evocar (lembrar) por meio de palavras (dai o termo “declarativa”),
sendo esta feita de modo consciente. Enquanto que a memdaria implicita
refere-se aquelas memorias que ndo conseguimos verbalizar e ndo envolve
evocacgao consciente (Lees & Jones, 2000; Kandel, 2001; Bear et al., 2002;
Lent, 2004).
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Introducao

O aprendizado e a formacao desses dois tipos de memadria dependem de
estruturas cerebrais diferentes. As memorias explicitas requerem o lobo
temporal medial e o hipocampo, e as memoarias implicitas envolvem diferentes
estruturas como a amigdala, ganglio basal e o cerebelo (Albright et al., 2000;
Lees & Jones, 2000).

A memoéria também pode ser classificada quanto ao seu tempo de
retencdo em memoria de trabalho, memdria de curta e longa duragéo e
memoéria remota. A memoéria de trabalho € aquela que usamos para entender
a realidade que nos rodeia. Este tipo de memodria ndao forma "arquivos", e
parece depender da atividade elétrica de células de uma regiao cerebral
denominada cértex pré-frontal (Izquierdo, 2002; Izquierdo, 2004). As memorias
de curta duracdo duram poucos minutos ou horas enquanto a memoaria de
longa duracéo esta sendo formada, se estas memadrias durarem muitas meses
ou anos costumam ser denominadas de memarias remotas (McGaugh, 1968;
Mayford & Kandel, 1999; Lees & Jones, 2000; Izquierdo, 2002). As memorias
de curta e de longa duragédo requerem as mesmas estruturas nervosas, mas
envolvem mecanismos separados (Izquierdo et al., 1998), e formam “arquivos”.
O periodo em que ocorre a formagao da memoéria € chamado de periodo de
"consolidacao". Durante este periodo, a memdria € labil e sensivel a varios
tratamentos (farmacos e drogas de abuso, por exemplo) ou eventos, como um
traumatismo craniano (Carew & Sutton, 2001; Taubenfeld et al., 2001;
Izquierdo, 2002; Squire & Kandel, 2003).

1.2 Nocdes sobre a formacdo da memaoria

Codificar €, literalmente, converter informagdes em codigos. Podemos
dizer entdo, que o cérebro converte a realidade em cdodigos e a evoca por meio
de cdédigos. Durante a evocagéao, ao reverter essa informagéo para o meio que
nos rodeia, 0s neurdnios reconvertem sinais bioquimicos ou estruturais em

elétricos, de maneira que novamente nossos sentidos e nossa consciéncia
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possam interpreta-los como pertencendo a um mundo real (lzquierdo, 2002;
Squire & Kandel, 2004).

Ha evidéncias de que os mecanismos bioquimicos pelos quais formamos
a memoria sdo diferentes dos mecanismos pelos quais a evocamos (Abel &
Lattal, 2001; lzquierdo, 2004). Na formagao das memorias de longa duragao
participam a expressao génica, a sintese protéica, e varias vias metabdlicas
celulares vinculadas com esses processos. Na memoria de curta duragédo nao
ocorre expressao génica nem sintese protéica, pois sua formagéo ocorre em
poucos segundos ou minutos, a partir da memoédria de trabalho, e seus
mecanismos moleculares sdo mais simples que os da memoria de longa
duracgéo (Abel & Kandel, 1998; Mayford & Kandel, 1999; Albright, et al., 2000;
Cammarota et al., 2000; Kandel, 2001). Na evocag¢ao das memorias, participam
algumas das vias bioquimicas utilizadas na formacéo das memdrias de longa
duracdo, mas nao a ativagao génica e a sintese protéica (Izquierdo, 2004).

O processo de formacdo da memoria envolve uma miriade de eventos
moleculares, que ocorrem em lugares e estruturas diferentes no sistema
nervoso central (Wyse et al, 2004). Alteragbes na liberacdo de
neurotransmissores pelos neurbnios, e eficiéncia na comunicacado entre tais
neurbnios no hipocampo, coértex cerebral e outras estruturas encefalicas,
parecem ser eventos neuroquimicos primarios para a formagcdo da memoria
(McGaugh, 2000; McGaugh & Izquierdo, 2000).

Um dos principais neurotransmissores liberados pelos neurdnios
localizados nas estruturas cerebrais envolvidas na formacdo da memoria é o
glutamato. Este, quando liberado, se liga a receptores especificos: acido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico (AMPA), cainato, N-metil-D-
aspartato (NMDA) e receptores glutamatérgicos metabotrépicos (mMRGLU), que
estdo localizados no neurbnio que recebe a informagdo (neurbnio-alvo).
Quando o glutamato se liga a tais receptores, provoca alteragdes no neurdnio-
alvo, abrindo canais i6nicos, modificando segundos mensageiros, ativando
proteina quinase C (PKC), proteina quinase G (PKG), proteinas quinase calcio-
calmodulina dependente (CAMK Il), proteinas quinase A (PKA) e proteina

ligante do elemento responsivo ao AMPc (CREB), etc, que por sua vez ativam
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mecanismos intracelulares, culminando com a sintese protéica e no aumento
na efetividade da transmissao de informagdes entre estes e outros neurdnios,
com 0s quais o neurbnio-alvo se comunica. Todos esses processos estao
sujeitos a modulagao, inclusive por outros neurotransmissores diferentes do
glutamato, entre estes, dopamina, noradrenalina, serotonina, acetilcolina, acido
y-aminobutirico (GABA), que sao liberados por neurbénios presentes na propria
estrutura ou em estruturas adjacentes (Bliss & Collingridge, 1993; Izquierdo,
1993; Cahill & McGaugh, 1998, McGaugh, 2000, Abel & Lattal, 2001;
McGaugh, 2002).

A evocacao da memoéria nao € somente a "reativagao" da memoaria. No
momento da evocagao, o cérebro deve recriar, em instantes, memorias que
levaram horas para serem formadas. Frequentemente, quando evocamos uma
dada memoria, somente restituimos parte dela, ndo € como olhar um album de
fotografias ou assistir a uma fita de video do passado. Além disso, o processo
de evocagdao da memoria implica também em uma "reconsolidacao" da
memoria prévia, uma vez que a informacédo armazenada é modificada durante
a sua evocacgao (Taubenfeld et al., 2001; Izquierdo, 2002; Dalmaz & Netto,
2004).

Muitas vezes n&o conseguimos evocar algumas memodrias, e para
conseguirmos realizar sua evocagdo € necessario reproduzir o “estado”
neurohumoral, hormonal ou farmacoldgico, vigente no momento de sua
aquisicao, fendbmeno este chamado de dependéncia de estado (Jackson et al.,
1992; Slot & Colpaert, 1999; Shulz et al., 2000). As memoérias ficam
inacessiveis a evocagao, a menos que as vias de acesso a elas sejam ativadas
por alguma experiéncia que cause as mudangas neuroquimicas apropriadas
para esse determinado contexto, estas memorias requerem certos estimulos
que compreendam pelo menos parte da reproducdo do estado em que foram
originalmente adquiridas (Izquierdo, 2004).

Perder a memdria leva a perda de si mesmo, a perda da histéria de uma
vida e das interacbes duradouras com outros seres humanos. Quando a

memoria é perdida, perdemos a capacidade de recriar nosso passado e, em

17



Introducao

consequéncia, perdemos a conexao com nds mesmos € com 0s outros (Squire
& Kandel, 2003).

Das memdrias adquiridas nem todas serao preservadas, e mesmo estas
apresentarao diferentes niveis de detalhamento e intensidade. Existem alguns
compostos que podem prejudicar ou facilitar a formacdo da memoaria (Squire &
Kandel, 2003), como € o caso de antagonistas e agonistas do receptor NMDA,
um subtipo de receptor glutamatérgico que desempenha um papel fundamental
para os processos de aprendizagem e memoria, uma vez que a administracéo
sistémica ou intracerebral de antagonistas ou bloqueadores do receptor NMDA
altera o aprendizado e a memodria de ratos em diversas tarefas (Izquierdo &
Medina, 1995, 1997). Este é o caso do acido-D-2-amino-5-fosfonopentandico
(APS5), antagonista do receptor NMDA que, quando administrado intracerebro-
ventricular, causa prejuizo no desempenho dos ratos no labirinto aquatico de
Morris (Morris et al.,, 1986). Outro exemplo é o (+)-5-metil-10,11-dihidro-5H-
dibenzo{a,b}ciclohepteno-5,10-amino maleato (MK-801), um antagonista nao-
competitivo do receptor NMDA que, quando administrado sistemicamente,
causa prejuizo na memoria de ratos na tarefa de esquiva inibitéria, assim como
dependéncia de estado (Venable & Kelly, 1990; Harrod et al., 2001).

Por outro lado, agonistas do receptor NMDA, como o glutamato (Izquierdo
& Medina, 1995; Rubin et al., 1997) e o acido DL-beta-clorofenil glutdmico
(CPG) melhoram a performance dos ratos na tarefa de esquiva inibitéria e de
camundongos no labirinto em T, respectivamente (Flood et al., 1990).

Existem compostos que podem exercer efeito benéfico sobre a memodria,
como os substratos energéticos e outros, que facilitam a utilizacdo destes
substratos. A glicose € o principal substrato energético do sistema nervoso,
sendo utilizado tanto pelos neurdnios como pela glia. A administragao sistémica
de glicose melhora a memoria dos ratos na tarefa de esquiva inibitéria (Gold,
1986), melhora a memoria de ratos velhos no labirinto radial de 8 bracgos
(Winocur & Gagnon, 1998) e reverte o prejuizo causado pela idade, em tarefas
de alternancia espontanea, como o labirinto em T (Stone et al., 1992).

O vinpocetine exerce uma influéncia nos processos de aprendizado e

memoria, ele € capaz de aumentar o transporte e a captagédo de glicose pelos
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neurénios, e aumentar o fluxo sanguineo cerebral (McDaniel et al., 2003), e
melhora a evogdo da memodria dos ratos na tarefa de esquiva inibitoria
(DeNoble, 1987).

A acetil-L-carnitina, um éster de L-carnitina (acido gama trimetilamino-f3-
hidroxibutirico), € um composto enddégeno (Shug et al., 1982) que possui um
papel importante no metabolismo aerdbico. Sua funcao é de transportar acidos
graxos, sob a forma de ésteres de CoA, para o interior da mitocondria para a j3-
oxidagao (Fritz & Marquis, 1965). Tal transporte, acoplado a beta-oxidacéao,
permite aumentar a concentragao intramitocondrial acetil-CoA, ativando a
fosforilacdo oxidativa pelo maior fornecimento de substratos energéticos
(Dolezal & Tucek, 1981). Este suplemento melhora a utilizagdo do oxigénio
pela mitocdndria (Siliprandi et al., 1965) e aumenta a produgdo de energia
neural (McDaniel et al., 2003). A suplementacéo crénica com acetil-L-carnitina
melhora a fung&o cognitiva e aumenta a longevidade de ratos idosos, assim
como aumenta a performance de ratos em algumas tarefas de aprendizado e
memoria, como labirinto radial de 8 bragos e o labirinto em T (Angelucci et al.,
1986; Caprioli et al., 1989; Barnes et al., 1990).

1.3 Creatina

A creatina € um substrato energético produzido endogenamente (1-2 g/dia)
a partir dos aminoacidos glicina, arginina e metionina (Walker, 1979; Wyss &
Kaddurah-Daouk, 2000 - Figura 1). A glicina e arginina formam
guanidinoacetato e ornitina, em uma reagao catalisada pela L-arginina: glicina
amidino transferase (AGAT). O guanidinoacetato é formado no rim e transferido
via corrente sanguinea para o figado. No figado, o grupo metil da S-
adenosilmetionina € doado para o guanidinoacetato pela S-adenosilmetionina:
N-guanidinoacetato metiltransferase (GAMT), formando creatina (Persky &
Brazeau, 2001).
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Figura 1 — Sintese da creatina

Uma vez formada, a creatina entra na circulagcédo por difusdo e pode ser
eliminada pela filtragdo glomerular. A creatina pode, também, ser eliminada na
forma de creatinina, que é o produto final da degradacgéo da creatina, formada
por uma reagao nao-enzimatica e irreversivel (Greenhaff, 1997). Parte da
creatina plasmatica € transportada para o interior dos tecidos contra um
gradiente de concentragdo através de um transportador Na*/Cl” dependente
(Guerrero-Ontiveros & Wallimann, 1998). Nos tecidos com alta demanda de

energia (Dechent et al., 1999), a creatina pode ser armazenada tanto na forma
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livre (Cr), quanto na forma fosforilada (PCr). A enzima creatina quinase (EC
2.7.3.2) catalisa a transferéncia reversivel do grupo N-fosforil da adenosina
trifosfato (ATP) para a creatina, formando fosfocreatina (PCr) e adenosina
difosfato (ADP). Esta enzima é dependente de magnésio (Mg?*) (Wyss et al.,
1992):

Cr + MgATP > PCr + MgADP

A creatina quinase (CK) possui diferentes isoformas, sendo estas
citosolicas ou mitocondriais. Apesar de estar distribuida por todo o sistema
nervoso central (Matthews et al., 1999), estas isoformas s&o encontradas em
maiores quantidades nas regides do ceérebro mais ricas em conexdes
sinapticas (Kaldis et al., 1996).

As isoformas citosdlicas formam dimeros, e sdo compostas pelas
subunidades M (tipo muscular) e B (tipo cerebral). A isoforma MM-CK é
encontrada predominantemente em musculo esquelético; a isoforma BB-CK no
cérebro e musculo liso; e a isoforma MB-CK no musculo cardiaco (Wallimann
et al., 1992; Wyss et. al., 1992; Boehm et al., 1996).

As isoformas da creatina quinase mitocondrial (CK-Mi), devido a sua
localizagdo, sdo chamadas de ubiqua (CK-Mia) e sarcomérica (CK-Mib). A
isoforma sarcomérica €& expressa no musculo cardiaco e no musculo
esquelético, enquanto que a outra esta expressa no cérebro e no musculo liso
(Kanemitsu et al., 2003). As isoenzimas mitocondriais estdo localizadas no
espaco intermembrana, na forma livre, ou entdo ligadas a membrana
mitocondrial interna. Essas isoenzimas, distintamente das isoformas
citosdlicas, podem se apresentar tanto na forma dimérica quanto octamérica
(Wyss et al., 1992; Wallimann & Hemmer, 1994).

As diferentes isoenzimas da creatina quinase estido associadas com a
transferéncia de energia dos sitios de producdo de ATP para os sitios de
consumo (Wyss et al., 1992; O'Gorman et al., 1996). A CK-Mi, na forma
octamérica, interage simultaneamente com as membranas mitocondriais

interna e externa, que esta acoplada a translocase de nucleotideos da adenina

21



Introducao

(TNA), que transporta o ATP produzido pela fosforilagdo oxidativa. Dessa
forma, a energia produzida no interior da mitocondria, na forma de ATP, é
transferida para o citosol na forma de PCr, pela da unido cinética das trés
enzimas TNA, CK-Mi e porina (proteina poro-mitocondrial) formando um
importante microcompartimento para o transporte de energia mitocondrial e
metabolismo energético celular (Wallimann et al.,, 1992). A creatina é
considerada um excelente estimulador da respiragdo mitocondrial através da
geragao de PCr (O'Gorman et al., 1996; Kernec et al., 1996).

A CK também esta associada com a melhora da eficiéncia termodinémica
da hidrdlise do ATP (Wallimann et al., 1994), mantendo o equilibrio global das
razbes de ATP/ADP e PCr/Cr, como no musculo esquelético onde as
proporgdes destes metabdlitos sdo aproximadamente 3-5 mM/10-20 uM e 20-
40 mM/10-15 mM respectivamente (Wallimann et al., 1998).

Esta enzima também serve como tampao de energia, mantendo as
concentracdes de ATP e ADP estaveis, e tamponando H'. Essa fungéo
tamponante impede a rapida queda de ATP durante o trabalho celular e, ao
mesmo tempo, evita uma acidificagao intracelular esperada pela hidrélise do
ATP durante o trabalho (Wallimann et al., 1992).

A CK parece estar acoplada ao processo de energia requerida para a
homeostase do Ca** (Wallimann et al., 1992; Steeghs et al., 1997), uma vez
que a PCr que é essencial para a regulacdo normal do Ca’" pelo reticulo
endoplasmatico liso (de Groof et al., 2002; Yang & Steele, 2002).

Evidéncias substanciais suportam um acoplamento funcional direto da
creatina quinase com a Ca®*-ATPase e Na',K'-ATPase, bem como com a
manutencdo e restauragdo do gradiente ibnico antes e depois de uma
despolarizagédo (Dunant et al., 1988; Hemmer & Wllimann, 1993).

1.4 Suplementa¢cdo com creatina

A creatina (Cr), € um suplemento alimentar amplamente utilizado por

atletas, para melhorar a performance em exercicios de alta intensidade e curta
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duracao (Persky & Brazeau, 2001), diminuir a fadiga muscular, proporcionar
uma recuperagdo mais rapida apos o exercicio (Mujika & Padilla, 1997) e
aumentar a massa muscular (Feldan et al., 1999; Poortmans & Francaux,
2000).

Como consequiéncia do consumo continuo deste suplemento, ocorre um
aumento do conteudo de creatina total no musculo esquelético em ~20%,
levando a uma melhora da performance muscular (Harris et al., 1992; Balsom
et al., 1993) e diminuicdo do consumo de oxigénio durante o exercicio (Nelson
et al., 2000).

Os beneficios da suplementagao com creatina vao além destes obtidos
pelos atletas, pois ela exerce efeito neuroprotetor dose-dependente contra
deplecdo de dopamina induzida por MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina) (Matthews et al., 1999). Além disso, a creatina protege contra
as lesdes cerebrais induzidas por trauma cranio-encefalico (TCE), reduzindo a
extens&o do dano cortical em 36% nos camundongos e 50% nos ratos por um
mecanismo envolvendo a manutengdo da bioenergética mitocondrial e
preservacao dos niveis de ATP (Sullivan et al., 2000).

Durante a suplementacado de creatina, ocorre uma redugdo da produgao
endogena da mesma em humanos. Contudo, a produgdo endogena volta aos
niveis normais apos o término da suplementacao (Walker, 1979). O aumento
dos niveis de PCr no cérebro de ratos tratados com creatina tem sido apontado
como o provavel responsavel pelo o efeito neuroprotetor deste aminoacido
contra as convulsdes induzidas por acido metilmalénico (MMA) e NMDA (N-
metil-D-aspartato). Contudo, um possivel papel neuromodulador agudo, n&o-
metabdlico, deste composto sobre a transmissao glutamatérgica ndo pode ser
descartado (Royes et al., 2003).

Experimentos in vitro também mostram que a creatina pode prevenir o
cérebro de disfungbes mitocondriais, como a exposicdo ao acido 3-
nitropropidnico (3-NPA, um inibidor da sucinato desidrogenase), que diminui a
sintese do ATP e causa stress oxidativo em neurdnios (Brewer & Wallimann,
2000; Vis et al., 2004). Este suplemento é capaz de retardar a deplegédo de

ATP induzida por 3-NPA e prevenir a formacdo do poro de transicdao de
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permeabilidade mitocondrial (mPTP) e a apoptose induzida por 3-NPA
(Shiraishi et al., 2001).

A creatina pode manter a transmissao sinaptica e o potencial de agao via
Na'/K*-ATPase in vitro, durante situagcdes de anoxia (Lipton & Wittingham,
1982), e proteger contra a queda nos niveis de ATP mantendo a transmissao
sinaptica excitatoria e inibitoria, apds breves periodos de hipoxia (Luhmann &
Heinemann, 1992). A susceptibilidade de humanos recém nascidos e ratos
com até 2 dias de idade a hipdxia,esta relacionada com uma baixa
concentracdo de creatina e PCr no cérebro ainda em formacdo. Assim, a
administragao de creatina em filhotes de ratos por 3 dias, aumenta os niveis de
PCr, diminuindo as convulsdes e a morte induzida por hipéxia (Hotzman et al.,
1998). Sabe-se que a creatina passa a barreira placentaria de ratas gravidas
(Davis et al.,, 1995), podendo ser utilizada para prevenir possiveis danos
cerebrais em recém-nascidos, € também para o tratamento da deficiéncia
congénita de creatina cerebral, que esta associada a convulsdes e fraqueza
muscular (Stockler et al., 1994).

Estudos com camundongos transgénicos, em um modelo de esclerose
lateral amiotrofica, mostram que suplementacdo com creatina protege os
neurbnios motores contra o dano oxidativo (Klivenyi et al., 1999) e contra o
aumento de Ca®" intracelular e lipoperoxidagdo em modelos de doengas como
Huntington e Parkinson (Matthews et al., 1998).

E interessante que a creatina protege contra neurotoxicidade induzida
pelo MPTP em camundongos transgénicos deficientes de CK-Mi,, sugerindo
que o efeito neuroprotetor da creatina ndo depende da creatina quinase
mitocondrial. De fato, a creatina causa aumento significativo nas concentragdes
cerebrais de Cr e PCr, mantendo os niveis normais de ADP e ATP, mas reduz
os niveis de AMP, sugerindo, neste caso, que o aumento da atividade da
adenilato quinase possa contribuir para manutencdo dos niveis de ATP pela
creatina. A mitocéndria isolada do cérebro do camundongo mutante né&o
mostrou nenhuma anormalidade na captagdo do Ca®*, no potencial de
membrana ou alteragdo no volume da matriz mitocondrial, sugerindo que o

efeito neuroprotetor da creatina ndo seja mediado pela Mia-CK ou da inibigdo
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do mPTP (Klivenyi et al., 2004). Estes achados sao confirmados no trabalho in
vitro de Brustovetsky et al. (2001), no qual foi verificado que a creatina ndo tem
efeito significativo sobre a formacdo do mPTP de mitocéndrias isoladas de
cérebro de ratos. Estes resultados sugerem que a manutengédo dos niveis de
PCr e ATP, induzidos pela creatina, pode representar o primeiro € mais
importante evento para o efeito neuroprotetor deste composto. Portanto, a
administragdo de creatina € uma das estratégias promissoras para o
tratamento de doencas em que ocorre déficit energético, como as doengas
neurodegenerativas (Tarnopolsky & Beal, 2001).

Existem varios estudos mostrando os diferentes beneficios da
suplementacdo com creatina. Contudo, pouco se sabe sobre o efeito da

creatina no aprendizado e na memoaria de ratos.
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Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da administracdo aguda de creatina sobre a memdria de

ratos.

2.2 Objetivos Especificos

- Verificar o efeito da administracao de creatina nas fases de aquisicao,
consolidacdo e evocacdo da memodria em ratos na tarefa de esquiva
inibitoria;

- Verificar se a creatina causa ansiedade no labirinto em cruz elevado,
altera a atividade locomotora no teste de campo aberto e causa
sensibilidade ao choque.

- Verificar se a administragcao de creatina causa dependéncia de estado
em ratos, na tarefa de esquiva inibitéria;

- Inferir possiveis mecanismos de agao para a creatina pela manipulagao

dos efeitos observados com antagonista NMDA e glutamato.
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Materiais e Métodos

3.1 Reagentes

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizados os seguintes
reagentes:
- Cloreto de Sodio (NaCl), Ecibra;
- Creatina monoidratada, Dellaware;
- L-Glutamato foi adquirido, Sigma;
- MK-801, Sigma;
- Fosfato de sédio monobasico, Vetec.

- Fosfato de sodio dibasico, Vetec

3.2 Preparo das drogas e reagentes

A creatina foi preparada no mesmo dia da realizagdo do experimento. O

glutamato e o MK-801 foram preparados e congelados em aliquotas, e

descongelados momentos antes de serem utilizados.

3.3 Solucbes

3.3.1 Solugao de Creatina

A creatina foi solubilizada em agua ultrapurificada do tipo 1. O pH das

solucdes foi medido e ficou em torno de 7,4.

3.3.2 Solugao de glutamato

O glutamato foi solubilizado em tampéo fosfato 200 mM, pH 7,4.
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3.3.3 Solugéo de MK-801

O MK-801 foi solubilizado em cloreto de sddio 0,9%.

3.4 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (200 — 250 g), fornecidos
pelo Biotério Central da UFSM, mantidos em ciclo claro-escuro natural, em

temperatura de 22 + 1°C, com alimento e agua ad libitum.

3.4.1 Cirurgia

Os animais foram anestesiados com tionembutal (30 mg/kg, i.p.), e
colocados em um aparelho estereotaxico para a insercdo bilateral de uma
canula no hipocampo, nas coordenadas relativas ao bregma (A 4.0, L 3.0, V
2.0). Antes da anestesia os animais receberam uma inje¢do de cloranfenicol
(200 mg/kg, i.p.).

ApoOs quatro dias de recuperagdo, os animais foram utilizados para os

testes comportamentais.

3.5 Testes comportamentais

3.5.1 Esquiva inibitoria

Os animais foram submetidos a uma unica sessao de treino em uma
caixa de esquiva inibitoria, e foram testados 24 horas depois. O aparelho
consistiu de uma caixa de 30 X 25 X 25 cm com o assoalho formado por barras
de metal (3 mm didmetro, 1 cm entre elas) que conduzem corrente elétrica. A
caixa possuia uma plataforma de madeira no lado esquerdo (7 X 25 X 2.5 cm)

que isolava o animal das grades. Os animais foram colocados gentilmente
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sobre a plataforma com a face voltada para o canto esquerdo da caixa. No
momento que o rato descia da plataforma e colocava as quatro patas sobre as
grades, recebia um choque elétrico de 0,5 mA ou 0,7 mA , por 3 segundos. A
laténcia de descida da plataforma na sessao do teste foi tida como medida de
retencdo, e o tempo limite estabelecido para o teste foi de 360 ou 480

segundos, dependendo do experimento.

Efeito da administracido de creatina nas diferentes fases da memodria.

Os animais foram submetidos a uma unica sessao de treino em uma
caixa de esquiva inibitéria, e testados 24 horas depois. Para estes
experimentos o choque foi de 0,7 mA, e o tempo limite estabelecido para a
descida na sesséao de teste foi de 360 segundos.

No primeiro experimento, os animais receberam creatina (1,87; 3,75; 7,5
ou 15 mg/kg, i.p.) ou NaCl (0,9% - 10 ml/kg, i.p.), 15 minutos antes do treino ou
15 minutos antes do teste da esquiva inibitéria.

No segundo experimento, os animais receberam creatina (0,45; 0,9; 1,87;
3,75; 7,5 ou 15 mg/kg, i.p.) ou NaCl (0,9% - 10 ml/kg, i.p.) imediatamente apds

o treino da esquiva inibitoria.

3.5.2 Teste do labirinto em cruz elevado, campo aberto e sensibilidade ao

choque.

Os animais receberam creatina (0,45; 0,9; 1,87; 3,75; 7,5 ou 15 mg/kg,
i.p.) ou NaCl (0,9% - 10 ml/kg i.p.) 15 minutos antes dos testes, e foram
testados sequencialmente no labirinto em cruz elevado, campo aberto e
sensibilidade ao choque.

O aparelho para o teste do labirinto em cruz elevado consistiu em uma
estrutura de madeira elevada 50 cm do chao, incluindo dois bragos abertos
opostos, 50 x 10 cm, cruzados por dois bragcos fechados das mesmas

dimensdes, mas, com 40 cm de paredes. Os animais foram inicialmente
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colocados no centro do labirinto com a face voltada para o brago aberto (File et
al., 1996). Os comportamentos registrados foram: numero total de entradas e
tempo gasto em cada bragco e numero total de “mergulhos" (movimento
exploratdrio que o animal faz com a cabecga, olhando da borda do labirinto para
o chéo). O tempo de observacédo para cada animal foi de 5 minutos e, entre
cada sessao de comportamento, o aparelho era limpo com solucéo de etanol a
30%.

Imediatamente apds o teste no labirinto em cruz elevado, os animais
foram transferidos para a area central de um campo aberto (56 cm de
didmetro), com seu assoalho dividido em 11 areas iguais. Durante 5 minutos foi
avaliado o numero de areas cruzadas com as quatro patas (cruzamentos) e o
numero de vezes que o animal ficava sobre as duas patas traseiras (levantar).
Entre as sessdes o aparelho foi limpo com solugao de etanol 30%.

Imediatamente apds o teste no campo aberto os animais foram
transferidos para o mesmo aparelho utilizado para a tarefa de esquiva inibitéria,
exceto pela auséncia da plataforma, com a finalidade de realizar o teste de
sensibilidade ao choque. O protocolo utilizado foi adaptado de Roesler et al.
(1999), os animais eram colocados no aparelho e apdés 3 minutos de
habituagdo iniciava-se uma série de choques (1s) com 10 segundos de
intervalo entre cada um. Os comportamentos observados foram: quando o
animal tirava uma ou duas patas das grades (retirada da pata); quando o
animal vocalizava (vocalizacédo); e quando o animal retirava trés ou quatro
patas das grades (salto). A intensidade do choque variava de 0,1 em 0,1 mA
até no maximo 1,10 mA. O ajuste da intensidade do choque foi feito de acordo
com a resposta de cada animal. A intensidade do choque era elevada em uma
unidade quando nao obtinhamos nenhuma resposta, e diminuido uma unidade
de choque quando uma resposta era obtida. Realizou-se duas medidas de
cada comportamento, entdo foi feito uma médias entre as duas medidas. O

aparelho foi limpo com solugéo de etanol 30%.

Creatina e dependéncia de estado.
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Os animais foram submetidos a uma unica sessao de treino em uma
caixa de esquiva inibitéria, e foram testados 24 horas depois. Este experimento
foi realizado com choque 0,7 mA e o mesmo experimento também foi realizado
com choque 0,5 mA.

Para este experimento, os animais receberam creatina (1,87 mg/kg, i.p.)
ou NaCl (0,9% - 10 ml/kg, i.p.) imediatamente apds o treino e 15 minutos antes
do teste da esquiva inibitoria. O tempo limite estabelecido para o teste foi de
360 segundos.

Glutamato e creatina

Os animais foram submetidos a uma unica sessédo de treino em uma
caixa de esquiva inibitoria, e foram testados 24 horas depois. Para estes
experimentos o choque foi de 0,7 mA, e o tempo limite estabelecido para o
teste foi de 480 segundos.

No primeiro experimento, os animais receberam glutamato (3, 10 ou 30
nmol, 0,5 ul intra-hipocampal) ou veiculo (tampéao fosfato, 200 mM, 0,5 ul intra-
hipocampal), 15 minutos apds o treino da esquiva inibitoria.

No segundo experimento, os animais receberam creatina (1,87 mg/kg) ou
NaCl (0,9% - 10 ml/kg, i.p.), imediatamente apos o treino da esquiva inibitoria e
15 minutos depois, 0s mesmos animais receberam glutamato (3 nmol, 0,5 pnl
intra-hipocampal) ou veiculo (tampéo fosfato 200 mM, 0,5 ul intra-hipocampal).
Imediatamente apos o teste os animais foram submetidos ao teste do campo
aberto.

No terceiro experimento, os animais receberam creatina (0,45 mg/kg) ou
NaCl (0,9% - 10 ml/kg, i.p.) imediatamente apds o treino da esquiva inibitoria e,
15 minutos depois, os mesmos animais receberam glutamato (30 nmol, 0,5 pnl
intra-hipocampal) ou veiculo (tamp&o fosfato 200 mM, 0,5 ul intra-hipocampal).
Imediatamente apds o teste os animais foram submetidos ao teste do campo

aberto.
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MK-801 e dependéncia de estado

Os animais foram submetidos a uma unica sessédo de treino em uma
caixa de esquiva inibitéria, e foram testados 24 horas depois. Para este
experimento o choque foi de 0,5 mA.

Os animais receberam MK-801 (0,03 mg/kg, i.p.) ou veiculo (0,9% NaCl -
10 ml/kg, i.p.) imediatamente apos o treino e 30 minutos antes do teste da
esquiva inibitéria. O tempo limite estabelecido para o teste foi de 360
segundos. Imediatamente apds o teste os animais foram submetidos ao teste

do campo aberto.

Dependéncia de estado cruzada entre creatina e MK-801

Os animais foram submetidos a uma unica sessao de treino em uma
caixa de esquiva inibitéria, e foram testados 24 horas depois. Para estes
experimentos, o choque foi de 0,5 mA, e o tempo limite estabelecido para o
teste foi de 360 segundos.

Os animais foram injetados com creatina (1,87 mg/kg, i.p.) ou NaCl (0,9%
- 10 ml/kg, i.p.) ou MK-801 (0,03 mg/kg, i.p.) imediatamente apos o treino. 30
minutos antes do teste os animais receberam MK-801 (0,03 mg/kg, i.p.) ou
NaCl (0,9% - 10 ml/kg, i.p.) e, 15 minutos antes do teste da esquiva inibitéria,
0s animais receberam creatina (1,87 mg/kg, i.p.) ou NaCl (0,9% - 10 ml/kg, i.p.).
Imediatamente apos o teste os animais foram submetidos ao teste do campo

aberto.

3.5.3 Analise estatistica
Os dados do teste da tarefa de esquiva inibitéria foram analisados por

Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn. Os dados do teste do campo aberto,

labirinto em cruz elevado e de sensibilidade ao choque foram analisados por
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analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido do teste de Student-
Newman-Keuls (SNK).
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Resultados

4.1 Efeito da administracdo de creatina nas fases da memaria

A Figura 2 mostra o efeito da administragao pré-treino de creatina (1,87;
3,75; 7,5 ou 15 mg/kg i.p.) sobre a laténcia de descida da plataforma na sesséo
de teste na tarefa de esquiva inibitéria. A analise estatistica (teste de Kruskal-
Wallis) revelou um efeito significativo do tratamento (H=18,31; df=4; p<0,05).
Andlise de comparagbes multiplas (teste de Dunn) mostrou que a
administracdo de creatina (3,75 mg/kg) diminuiu a laténcia de descida da
plataforma na sessdo de teste na tarefa de esquiva inibitoria.
Interessantemente, as outras doses de creatina testadas, ndo tiveram efeito na

laténcia de descida da plataforma no teste.
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Figura 2 — Efeito da administragao pré-treino de creatina (1,87; 3,75; 7,5 ou 15
mg/kg i.p.) sobre a laténcia de descida da plataforma na sessdo de teste na
tarefa de esquiva inibitéria. Os dados sdo mostrados em mediana e intervalo
interquartil. n=14-15 para cada grupo. *Indica diferenga significativa (p<0,05)
comparado com o grupo controle (Teste de Dunn).

37



Resultados

A Figura 3 mostra o efeito da administragao pods-treino de creatina (0,45;
0,9; 1,87; 3,75; 7,5 ou 15 mg/kg i.p.) sobre a laténcia de descida da plataforma
na sessao de teste na tarefa de esquiva inibitéria. Analise estatistica (teste de
Kruskal-Wallis) revelou um efeito significativo do tratamento (H=23,92; df=6;
p<0,05). Analise de comparag¢des multiplas (teste de Dunn) mostrou que a
administragao de creatina (1,87 mg/kg) prejudicou a performance dos animais
na tarefa de esquiva inibitoria, sendo que altas doses de creatina (3,75-15

mg/kg) ndo tiveram efeito sobre a performance dos animais.
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Figura 3 — Efeito da administragcao pés-treino de creatina (0,45; 0,9; 1,87; 3,75;
7,50u 15 mg/kg i.p.) sobre a laténcia de descida da plataforma na sesséo de
teste na tarefa de esquiva inibitéria. Os dados sdao mostrados em mediana e
intervalo interquartil. O n=14-16 para cada grupo. *Indica diferenga significativa
(p<0,05) comparado com o grupo controle (Teste de Dunn).

A Figura 4 mostra o efeito da administragdo pré-teste de creatina (1,87;
3,75; 7,5 ou 15 mg/kg, i.p.) sobre a laténcia de descida da plataforma na
sessdo de teste na tarefa de esquiva inibitoria. Analise estatistica (teste de

Kruskal-Wallis) revelou um efeito significativo do tratamento (H=18,15; df=4;
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p<0,05). A analise de comparagdes multiplas (teste de Dunn) mostrou que a
creatina (7,5 mg/kg) diminuiu a laténcia de descida da plataforma na sessao de

teste na tarefa de esquiva inibitéria.
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Figura 4 — Efeito da administragao pré-teste de creatina (1,87; 3,75; 7,5 ou 15
mg/kg i.p.) sobre a laténcia de descida da plataforma na sesséo de teste na
tarefa de esquiva inibitéria. Os dados sao mostrados em mediana e intervalo
interquartil. O n=16 para cada grupo. *Indica diferenca significativa (p<0,05)
comparado com o grupo controle (Teste de Dunn).

4.2 Efeito da administracdo de creatina na atividade locomotora,

ansiedade e sensibilidade ao choque.

Uma preocupagdo importante em tarefas motivadas pelo choque,
particularmente naquelas em que se investigam o efeito de drogas na sua
aquisicao, é se o tratamento farmacoldgico afeta aspectos motivacionais do
aprendizado, como atividade locomotora, ansiedade e a sensibilidade ao

choque. Para avaliar se havia alguma alteragdo nestes possiveis fatores, uma
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série de experimentos foram realizados para avaliar se a creatina afeta a
atividade locomotora, ansiedade e a sensibilidade ao choque dos animais. A
Tabela 1 mostra que a administragdo de creatina (0.45; 0.9; 1.87; 3.75; 7.5 ou
15 mg/kg i.p.), ndo alterou a atividade locomotora dos animais no teste do
campo aberto, como foi visto através do numero de cruzamentos e o numero
das respostas de levantar. Além disso, administracdo de creatina nio alterou o
estado de ansiedade dos animais, como foi observado no teste do labirinto em
cruz elevado (Tabela 2). A Figura 5 mostra que a administracdo de creatina
nao alterou a sensibilidade ao choque, como foi demonstrado pelas médias
similares dos animais no parametro de retirada da pata da grade (ANOVA de
uma via: F(4,50)=0.480, p>0.05), salto (ANOVA de uma via: F(4,50)=0.305,
p>0.05), e vocalizagdo (ANOVA de uma via: F(4,50)=0991, p>0.05). Indicando
que qualquer diferenca que poderia aparecer na sessao do teste, ndo pode ser

atribuida a uma alteragao na ansiedade.

Tabela 1 — Efeito da administracdo de creatina (0,45; 0,9; 1,87; 3,75; 7,5 ou 15
mg/kg, i.p.) no comportamento de ratos no teste do campo aberto.

Droga Cruzamentos Levantar
NaCl 0.9% (10 ml/kg) 9,46 + 0,87 19,69 + 2,67
Creatina (0,45 mg/kg) 11,33+ 1,83 24,46 + 3,63
Creatina (0,9 mg/kg) 9,83 +1,52 23,53+ 3,15
Creatina (1,87 mg/kg) 7,00 £ 0,87 16,71 +£ 2,30
Creatina (3,75 mg/kg) 7,85+ 2,26 16,00 + 2,66
Creatina (7,5 mg/kg) 7,28+1,18 16,87 + 1,86
Creatina (15 mg/kg) 8,00 + 2,50 15,87 + 3,44
Analise Estatistica F6.92=0,8; p>0,05 F6.92=1,3; p>0,05

Os dados sdo mostrados como média * erro padrao para n=13-15 animais em
cada grupo.
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Tabela 2 — Efeito da administragao de creatina no comportamento de ratos no teste do labirinto em cruz elevado.

Porcentagem de Numero de Porcentagem de Numero de

Numero de
Droga tempo gasto nos entrada nos tempo gasto nos entrada nos
mergulhos
bracos abertos bracos abertos bracos fechados  bragos fechados

NaCl 0.9% (10ml/kg) 9,42 +£5,2 2,76 + 1,47 86,97 £ 5,75 3,23 £ 0,55 3,00 £ 1,20
Creatina (0,45 mg/kg) 9,20+ 2,23 2,13 +£0,52 85,86 + 2,46 4,80 £ 0,81 3,20 £ 0,89
Creatina (0,9 mg/kg) 13,97 + 3,45 293+0,70 80,02 + 3,85 4,73 +0,79 5,06 £1,12
Creatina (1,87 mg/kg) 10,47 £+ 2,73 2,00 £ 0,37 86,43 + 3,20 3,14 £ 0,73 3,28 £ 0,74
Creatina (3,75 mg/kg) 6,19+ 2,23 1,71 £ 0,68 89,81 + 2,95 3,14 £ 0,67 2,00+0,84
Creatina (7,5 mg/kg) 12,66 £ 2,49 2,42 + 0,36 84,80 + 2,54 3,71 £ 1,01 514 £1,20
Creatina (15 mg/kg) 6,41 + 3,48 1,50 £ 0,73 87,87 £ 5,53 2,50 + 0,56 1,50 + 1,00

Analise Estatistica

F6.88=0,5; p>0,05 Fss=0,3; p>0,05 F88=0,5; p>0,05 F88=1,3; p>0,05 Fsss8=1,4; p>0,05

Os dados sao mostrados como média + erro padrao para n=13-15 animais em cada grupo.
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Figura 5 — Efeito da administragao de creatina (0,45; 0,9; 1,87; 3,75; 7,5 ou 15
mg/kg, i.p.) no teste de sensibilidade ao choque. Os dados s&o mostrados
como média + erro padrdo; n=13-15 para cada grupo. Nao ha diferenca
significativa entre os grupos.

4.3 Administragdo de creatina e dependéncia de estado

Figura 6 mostra o efeito da administragdo de creatina (1,87 mg/kg, i.p.)
pos-treino e pré-teste na laténcia do teste da esquiva inibitéria quando foi
utilizado choque 0,7 mA no treino. Analise estatistica (teste de Kruskal-Wallis)
revelou um efeito significativo do tratamento (H=16,01; df=3; p<0.05). Analise
de comparagdes multiplas (teste de Dunn) mostrou qua a administragcdo de
creatina (1,87 mg/kg), imediatamente pds-treino, diminuiu a laténcia do teste da
esquiva inibitoria. A injecdo de creatina 15 minutos pré-teste reverteu o prejuizo
causado pela inje¢cado pos-treino, indicando que o efeito da creatina nestas

condicdes pode ser devido a dependéncia de estado.
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Figura 7 mostra o efeito da administracdo de creatina (1,87 mg/kg, i.p.)
poOs-treino e pré-teste na laténcia do teste da esquiva inibitéria quando foi
utilizado choque 0,5 mA no treino. Andlise estatistica (teste de Kruskal-Wallis)
revelou um efeito significativo do tratamento (H=12,97; df=3; p<0,05). Analise
de comparacgdes multiplas (teste de Dunn) mostrou qua a administragdo de
creatina (1,87 mg/kg) imediatamente pds-treino diminuiu a laténcia do teste da
esquiva inibitoria. A injecdo de creatina 15 minutos pré-teste reverteu o prejuizo
causado pela injegdo poés-treino, confirmando os achados do experimento
anterior com choque de 0,7 mA de que o efeito da creatina pode ser devido a
dependéncia de estado. A analise estatistica (ANOVA uma via) mostrou que
imediatamente apos o teste de esquiva inibitéria, o tratamento n&o alterou a

atividade locomotora dos animais no teste do campo aberto (Tabela 3).
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Figura 6 — Efeito da administracdo de creatina (1,87 mg/kg, i.p.) pés-treino e
pré-teste sobre a laténcia de descida da plataforma na sessdo de teste na
tarefa de esquiva inibitéria (choque 0,7 mA). Os dados sdo mostrados em
mediana e intervalo interquartil. O n=16 para cada grupo. *Indica diferenca
significativa (p<0,05) comparado com o grupo controle (Teste de Dunn).
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Figura 7 — Efeito da administragdo de creatina (1,87 mg/kg i.p.) pos-treino e
pré-teste sobre a laténcia de descida da plataforma na sessdo de teste na
tarefa de esquiva inibitéria (choque 0,5 mA). Os dados sdo mostrados em
média = intervalo interquarti O n=12 para cada grupo. *Indica diferenca
significativa (p<0,05) comparado com o grupo controle (Teste de Dunn).

Tabela 3 — Efeito da administracdo de creatina no comportamento de ratos no
teste do campo aberto.

Droga (mg/kg) Cruzamento Levantar
NaCl 0,9% (10ml/kg)/ NaCl 0,9% 29,66 + 3,67 16,83 + 2,63
NaCl 0,9% (10ml/kg)/Cr (1,87) 33,0+1,55 17,16 £ 1,89
Cr (1,87)/ NaCl 0,9% 28,08 + 4,03 13,58 + 1,61
Cr (1,87)/ Cr (1,87) 31,08 + 3,27 14,66 + 1,75
Analise Estatistica F(3,44=0,4; p>0,05 F(3,.44=0,7; p>0,05

Os dados sado mostrados como média * erro padrédo para n=12 animais em
cada grupo.
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4.4 Administragdo de creatina e glutamato

A Figura 8 mostra o efeito da administragdo de glutamato (3, 10 ou 30
nmol, 0,5 ul intra-hipocampal) 15 minutos pdés-treino sobre a laténcia de
descida da plataforma na sessdo de teste na tarefa de esquiva inibitéria.
Analise estatistica (teste de Kruskal-Wallis) revelou um efeito significativo do
tratamento (H=8,87; df=3; p<0,05). Analise de comparagdes multiplas (teste de
Dunn) mostrou que a maior dose de glutamato (30 nmol) melhorou a
performance dos animais na tarefa de esquiva inibitéria.

A Figura 9 mostra o efeito da administragéo de glutamato (30 nmol, 0,5 pl
intra-hipocampal) 15 minutos pds-treino ou creatina (0,45 mg/kg i.p.)
imediatamente pds-treino, sobre a laténcia de descida da plataforma na sessao
de teste na tarefa de esquiva inibitoria. Analise estatistica (teste de Kruskal-
Wallis seguido pelo teste de Dunn) mostrou que a creatina reverteu a melhora
da memoria causada pelo glutamato (H=9,59; df=3; p<0,05) na tarefa de
esquiva inibitéria. A anadlise estatistica (ANOVA uma via) mostrou que,
imediatamente apds o teste de esquiva inibitdria, os tratamentos nao alteraram
a atividade locomotora dos animais no teste do campo aberto (Tabela 4).

A Figura 10 mostra o efeito da administragdo de glutamato (3 nmol, 0,5 pl
intra-hipocampal) 15 minutos pds-treino ou creatina (1,87 mg/kg i.p.)
imediatamente pods-treino, na laténcia do teste da esquiva inibitéria. A analise
estatistica (teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn) mostrou que o
glutamato reverteu o prejuizo causado pela creatina (H=25,75; df=3; p<0,05) na
laténcia do teste da esquiva inibitoria. A analise estatistica (ANOVA uma via)
mostrou que imediatamente apds o teste de esquiva inibitoria, os tratamentos
nao alteraram a atividade locomotora dos animais no teste do campo aberto
(Tabela 5).
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Figura 8 — Efeito da administragao de glutamato (3; 10 ou 30 nmol; 0,5 pl, intra-
hipocampal) imediatamente pds-treino sobre a laténcia de descida da
plataforma na sessédo de teste na tarefa de esquiva inibitéria. Os dados sé&o
mostrados em mediana e intervalo interquartil;, n=9 para cada grupo. *Indica
diferenga significativa (p<0,05) comparado com o grupo controle (Teste de
Dunn).
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Figura 9 — Efeito da administracao poés-treino de creatina (0,45 mg/kg, i.p.)
sobre a melhora da memoéria causada pelo glutamato (30 nmol; 0,5 ul, intra-
hipocampal) sobre a laténcia de descida da plataforma na sessao de teste na
tarefa de esquiva inibitéria. Os dados sao mostrados em mediana e intervalo
interquartil; n=16-17 para cada grupo. *Indica diferenga significativa (p<0,05)
comparado com o grupo controle (Teste de Dunn).

Tabela 4 — Efeito da administragcado de creatina (0,45 mg/kg) ou glutamato (30
mmol) no comportamento de ratos no teste do campo aberto.

Droga Cruzamentos Levantar
NaCl 0,9% (10ml/kg)/PQO4 20,76 £ 2,63 9,29+2,12
NaCl 0,9% (10ml/kg)/Glu (30 nmol) 21,93 +£2,95 8,81+ 1,59
Cr (0,45 mg/kg)/POg4 22,43 + 2,63 8,00 + 1,21
Cr (0,45mg/kg)/Glu (30 nmol) 21,73 +2,58 10,26 + 2,01
Analise Estatistica F364=0,06; p>0,05 F(364=0,2; p>0,05

Os dados sdo mostrados como média £ erro padrdo para n=16-17 animais em
cada grupo.
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Figura 10 — Efeito da administragdo pés-treino de glutamato (3 nmol; 0,5 pul,
intra-hipocampal) sobre o prejuizo da memodria causado pela creatina (1,87
mg/kg, i.p.) no teste da esquiva inibitéria. Os dados sdo mostrados em
mediana e intervalo interquartil; n=15-16 para cada grupo. *Indica diferenca
significativa (p<0,05) comparado com o grupo controle (Teste de Dunn).

Tabela 5 — Efeito da administragdo de creatina (1,87mg/kg) ou glutamato (3
mM) no comportamento de ratos no teste do campo aberto.

Droga (mg/kg) Cruzamentos Levantar
NaCl 0,9% (10ml/kg)/PQO4 26,00 + 2,24 8,80+ 0,79
NaCl 0,9% (10ml/kg)/Glu (3 nM) 21,66 + 2,60 7,66 + 1,017
Cr (1,87 mg/kg)/PO4 20,93 + 1,64 9,60 + 1,34
Cr (1,87 mg/kg)/Glu (3 nM) 22,62 + 3,35 9,31 +1,44
Analise Estatistica F357=0,7; p>0,05 F@357=0,5; p>0,05

Os dados sdo mostrados como média £ erro padrdo para n=15-16 animais em
cada grupo.

4.5 Administragcdo de MK-801 e dependéncia de estado.
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A Figura 11 mostra o efeito da administracao de MK-801 (0,03 mg/kg, i.p.)
pos-treino e pré-teste na laténcia do teste da esquiva inibitéria. Analise
estatistica (teste de Kruskal-Wallis) revelou um efeito significativo do
tratamento (H=14,45; df=3; p<0,05). Analise de comparagdes multiplas (teste
de Dunn) mostrou qua a administracado de MK-801 (0,03 mg/kg, i.p.)
imediatamente pos-treino diminuiu a laténcia do teste da esquiva inibitoria. A
injecdo de MK-801 30 minutos pré-teste reverteu o prejuizo causado pela
injecdo pos-treino de MK-801, indicando que o efeito do MK-801 nestas
condicbes pode ser devido a dependéncia de estado. A analise estatistica
(ANOVA uma via) mostrou que, imediatamente apds o teste da esquiva
inibitéria, o tratamento ndo alterou a atividade locomotora dos animais no teste

do campo aberto (Tabela 6).

4.7 Dependéncia de estado cruzada entre creatina e MK-801.

A Figura 12 mostra o efeito da administracdo de MK-801 (0,03 mg/kg, i.p.)
e creatina (1,87 mg/kg i.p.) pos-treino e pré-teste sobre a laténcia de descida
da plataforma na sessao de teste na tarefa de esquiva inibitéria. Analise
estatistica (teste de Kruskal-Wallis) revelou um efeito significativo dos
tratamentos (H=31,55; df=6; p<0,05). Andlise de compara¢des multiplas (teste
de Dunn) mostrou qua a administragcdo de MK-801, ou creatina, imediatamente
pos-treino diminuiu a laténcia de descida da plataforma na sessao de teste.
Além disso, a administracdo de MK-801 pré-teste reverteu a piora da memoaria
induzida pela injecado pds-treino de creatina. Da mesma forma, a administragcao
de creatina pré-teste reverteu a piora da memoaria induzida pela injegao poés-
treino de MK-801, caracterizando o fenbmeno de dependéncia de estado
cruzada entre a creatina e o antagonista de receptores NMDA. A analise
estatistica (ANOVA uma via) mostrou que, imediatamente apdés o teste da
esquiva inibitoéria, os tratamentos ndo alteraram a atividade locomotora dos

animais no teste do campo aberto (Tabela 7).
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Figura 11 — Efeito da administragdo pés-treino e/ou pré-teste de MK-801 (0,03
mg/kg i.p.) sobre a laténcia de descida da plataforma na sessdo de teste na
tarefa de esquiva inibitéria. Os dados sao mostrados em mediana e intervalo
interquartil;, n=15 para cada grupo. *Indica diferenga significativa (p<0,05)
comparado com o grupo controle (Teste de Dunn).

Tabela 6 — Efeito da administragdo de MK-801 (0,03 mg/kg) no comportamento
de ratos no teste do campo aberto.

Droga (mg/kg) Cruzamento Levantar
NaCl 0,9% (10ml/kg)/ NaCl 0,9% 28,7 + 3,55 12,17 £ 1,39
NaCl 0,9%/MK- 801 (0,03) 32,06 + 3,84 11,68 + 1,51
MK-801 (0,03)/ NaCl 0,9% 26,07 £ 4,47 11,76 £ 2,06
MK-801 (0,03)/MK-801 (0,03) 26,57 £ 2,08 12,68 + 1,43
Analise Estatistica F56=0,8; p>0,05 F@,56=0,1; p>0,05

Os dados sao mostrados como média £ erro padrao para n=15 animais em
cada grupo.
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Figura 12 — Efeito da administracdo de MK-801 (0,03 mg/kg i.p.) ou creatina
(1,87 mg/kg i.p.) imediatamente pds-treino e 30 ou 15 minutos pré-teste sobre a
laténcia de descida da plataforma na sessdo de teste na tarefa de esquiva
inibitéria. Os dados sdo mostrados em mediana e intervalo interquartil; n=14
para cada grupo. *Indica diferenga significativa (p<0,05) comparado com o
respectivo grupo controle (Teste de Dunn).

Tabela 7 — Efeito da administracdo de creatina (1,87 mg/kg) ou MK-801 (0,03
mg/kg) no comportamento de ratos no teste do campo aberto.

Droga (mg/kg) Cruzamento Levantar
NaCl 0,9% (10ml/kg)/ NaCl 0,9% 26,62 + 6,67 15,12 + 3,79
MK- 801 (0,03)/ NaCl 0,9% 29,28 £ 5,44 12,71 £ 2,77
MK-801 (0,03)/ MK- 801 (0,03) 28,42 + 3,45 15,14 + 2,71
Cr (1,87)/ NaCl 0,9% 23,85+ 2,19 11,85+ 1,28
Cr (1,87)/ Cr (1,87) 31,00 £ 3,35 12,57 £+ 1,74
Cr (1,87)/MK-801 (0,03) 28,42 + 3,46 10,42 + 2,02
Mk-801 (0,03)/ Cr (1,87) 21,44 + 3,68 7,11+0,84
Analise Estatistica F.88=0,6; p>0,05  Fgs=1,2; p>0,05
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Os dados sao mostrados como média * erro padrao para n=14 animais em
cada grupo.
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No presente estudo, verificou-se que a administracdo sistémica de
creatina 15 minutos pré-treino (3,75 mg/kg), ou imediatamente pés-treino (1,87
mg/kg) ou 15 minutos pré-teste (7,5 mg/kg), prejudicou a performance dos
ratos na tarefa de esquiva inibitéria. Com base nestes resultados, pode-se
afirmar que a creatina, nestas doses, pode ter um efeito modulatério sobre as
fases de aquisi¢cdo, consolidagdo e evocagcao da memodria dos ratos nesta
tarefa. Interessantemente, para cada fase da memoria, a dose de creatina que
fez efeito foi diferente. Os resultados obtidos no teste do campo aberto,
labirinto em cruz elevado e sensibilidade ao choque, mostram que o prejuizo
causado na memoria dos ratos na tarefa de esquiva inibitéria, ndo pode ser
atribuido a alteracbes causadas pela administragdo de creatina sobre a
atividade locomotora, a ansiedade ou a sensibilidade ao choque, pois, como
pOde ser observada a administracdo de creatina ndo alterou nenhum destes
parametros comportamentais.

Com estes resultados, percebe-se que o tempo da administracido da
creatina, 15 minutos antes do treino ou do teste e imediatamente apés o treino,
da tarefa de esquiva inibitdria, foi suficiente para este composto exercer um
efeito significativo sobre a memoria dos animais. Corroborando o achado de
que 15 minutos apdés uma unica administracdo de creatina i.p., 0os niveis deste
composto no sangue atingem seu pico maximo (Perasso et al., 2003).

Ao contrario dos resultados obtidos no presente trabalho com a
administragdo aguda de creatina em ratos, a suplementagao oral crénica (18
semanas) deste composto em humanos, possui um efeito benéfico em tarefas
de memodria e inteligéncia (Rae et al., 2003).

Os resultados obtidos com a administracdo sistémica de creatina sao
similares aos resultados encontrados com a utilizagcdo de antagonistas do
receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), como APS5, que causa prejuizo na
memoria de ratos, quando administrado intra-hipocampal pré-treino ou
imediatamente pds-treino na tarefa de esquiva inibitéria (Izquierdo et al., 1992;

Jerusalinsky et al.,, 1992; Izquierdo & Medina, 1995), assim como, a
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administracao sistémica de fenciclidina, pré-treino causa prejuizo na memoria
de ratos na tarefa de esquiva inibitoria (Danysz et al., 1988).

A administragao sistémica de creatina (1,87 mg/kg) imediatamente apds o
treino causou prejuizo na fase de consolidagdo da memoaria de ratos na tarefa
de esquiva inibitdria, e este prejuizo foi revertido pela administragdo da mesma
droga 15 minutos antes do teste, indicando que o efeito da creatina, nestas
condicdes, pode ser devido a dependéncia de estado. Os resultados indicam
que os animais aprenderam a tarefa; porém, ndo conseguiam evoca-la no
momento do teste. Tal evocacéao foi facilitada pela segunda dose de creatina
antes do teste, indicando que teria ocorrido a formagao da meméaria.

O mecanismo de formagdo da memoria na tarefa de esquiva inibitoria no
hipocampo envolve, primeiramente, a ativagdo de receptores glutamatérgicos,
AMPA, NMDA e metabotropicos (Izquierdo & Medina, 1995; Cammarota et al.,
2004). Assim, antagonistas destes receptores sdao amnésicos (lzquierdo &
Medina, 1997), ao contrario dos agonistas, que melhoram a memoéria (Rubin et
al., 1996).

O glutamato é o agonista natural dos receptores NMDA e ndao-NMDA, e
melhora a performance dos ratos na tarefa de esquiva inibitéria (Rubin et al.,
1996). Os resultados deste trabalho confirmam este efeito, pois a
administragao intra-hipocampal de glutamato (30 nmol, 0,5 ul) 15 minutos apos
o treino melhorou a performance dos ratos na tarefa de esquiva inibitéria. Estes
dados confirman a importancia da ativacdo dos receptores glutamatérgicos na
formagao da memoaria.

Os resultados também mostraram que a administragdo intra-hipocampal
de glutamato (3 nmol, 0,5 ul), 15 minutos apds o treino, em uma dose que nao
apresentou efeito per se, reverteu a piora da memodria causada pela
administragdo de creatina (1,87 mg/kg, i.p.), imediatamente apds o treino, na
tarefa de esquiva inibitéria. Da mesma forma, a administracdo sistémica de
creatina (0,45 mg/kg), imediatamente apds o treino, em uma dose que nao
apresentou efeito per se, reverteu a melhora da memoria causada pela

administragao intra-hipocampal de glutamato (30 nmol, 0,5 pl), 15 apds o
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treino, na tarefa de esquiva inibitéria. Tais resultados indicam o sistema
glutamatérgico como alvo da ag&o da creatina como modulador da memoria.

O acido glutdmico pode se acumular na sinapse como resultado do
excesso da liberagédo do glutamato, e/ou por redugéo na captagao de glutamato
pelo neurdnio pre-sinaptico e astrocitos. A repetitiva excitagdo do neurdnio pos-
sinaptico pelo excesso de glutamato resulta numa deplecéo irreversivel de ATP
(Nijjar & Belgrave, 1997). A suplementacdo com creatina reduz os niveis de
glutamato cortical (Andreassen et al., 2001), e facilta a remocéo deste
aminoacido excitatério da fenda sinaptica, por um processo que necessita de
energia. A PCr poder servir como uma fonte de energia direta para estimular a
captacdo do glutamato da fenda sinaptica e assim, reduzir o glutamato
extracelular (Xu et al., 1996). Portanto, ndo podemos descartar a possibilidade
de que o antagonismo das agdes facilitadoras do glutamato pela creatina néo
seja devido a uma maior remogao deste aminoacido.

No presente trabalho verificou-se que a administracdo sistémica de MK-
801 (0,03 mg/kg, i.p.), imediatamente apds o treino, causou prejuizo na
consolidacdo da memodria de ratos na tarefa de esquiva inibitéria. Estes
achados confirmam trabalhos anteriores, que mostram que este antagonista
nao-competitivo do receptor NMDA causa prejuizo na memoéria dos ratos
(Jackson et al., 1992; Harrod et al., 2001).

Tal prejuizo pdde ser revertido pela administragdo da mesma droga 30
minutos antes do teste, indicando que, mesmo com o bloqueio do receptor
NMDA, o animal aprendeu a tarefa; porém, ndo conseguia evoca-la no
momento do teste. Estes resultados sdao muito parecidos com os obtidos com a
administracao sistémica de creatina mencionados acima, indicando que o efeito
do MK-801, nestas condi¢des, esta associado a dependéncia de estado.

Estes resultados comprovam a importancia do receptor glutamatérgico do
tipo NMDA para a formacdo de memorias, e que o bloqueio deste receptor
pode interferir com o processo de consolidagdao da memodria (Reidel et al.,
2003). Comprova, também, que antagonistas do receptor NMDA, MK-801 e
CGS 19755 causam dependéncia de estado, muito provavelmente mediada
pelo receptor NMDA (Jackson et al., 1992; Harrod et al., 2001).
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E interessante que, a dependéncia de estado causada pela administracéo
de MK-801 pdde ser mantida pela administracdo de creatina. Da mesma forma,
a dependéncia de estado causada pela administragcao de creatina péde ser
mantida pela administracao de MK-801. Estes achados indicam que o “estado
interno” promovido pela administragdo do MK-801 € mantido pela creatina,
assim como, o “estado interno” promovido pela administracido da creatina é
mantido pelo MK-801, se constituindo evidéncia farmacolégica de que estes
compostos (creatina e MK-801) tenham mecanismos similares.

De fato, evidéncias apontam que a creatina e o MK-801 possuem efeito
neuroprotetor sobre episddios convulsivos induzidos por MMA e NMDA, e de
que ha envolvimento de receptores NMDA nas convulsdes induzidas por MMA
(Royes et al., 2003; de Mello et al., 1996).

A administracdo oral de creatina produz um efeito neuroprotetor
significativo contra lesao estriatal induzida por NMDA, mas nao exerce efeito
nas lesdes induzida por AMPA ou acido cainico, dando indicios de que seu
efeito neuroprotetor seja mediado pelo receptor NMDA (Malcon et al., 2000), e
reforcando o achado de que a creatina possa ter algum papel sobre este
receptor.

A creatina também exerce efeito neuroprotetor em outros modelos
experimentais nos quais o MK-801 também tem efeito neuroprotetor, como as
alteracbes mitocondriais induzida pelo 3-NPA. De fato, o bloqueio do receptor
NMDA pelo MK-801 previne o aumento do Ca?* mitocondrial e morte neuronal
induzida pelo 3-NPA (Lee et al., 2002), efeito parecido com o obtido pelo pré-
tratamento com creatina, que previne a morte neuronal induzida por 3-NPA
(Shiraishi et al., 2001) e retarda o inicio do aumento do Ca®" intracelular em
astrécitos corticais e estriatais (Deshpande et al., 1997).

Ao contrario do que se propde como mecanismo de acdo neuroprotetor
para o MK-801, tem sido sugerido que a CK esta acoplada ao processo de
energia requerida para a homeostase do Ca?* intracelular (Wallimann et al.,
1992; Steeghs et al., 1997), assim como, na manutencdo da bioenergética
mitocondrial, preservagao dos niveis de ATP e aumento dos niveis da PCr

(Sullivan et al.,, 2000). Tem sido sugerido que a agao neuroprotetora da
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creatina é pela manutencdo da bioenergética mitocondrial, preservacao dos
niveis de ATP e aumento dos niveis da PCr (Sullivan et al.,, 2000). Existem
indicios de que a creatina pode exercer seu efeito sobre a memdéria também via
creatina quinase, pois, ratos transgénicos, deficiéncientes da BB-CK ou CK-
Mi,, mostraram uma diminuigdo da habituacdo no campo aberto e maior
dificuladade no aprendizado do labirinto aquatico de Morris (Jost et al., 2002;
Streijger et al., 2004). Ratos transgénicos deficientes de ambos, BB-CK e CK-
Mi,, apresentaram prejuizo no labirinto aquatico de Morris e area circular com
buracos na borda, diminuicido na resposta do reflexo de startle, em
contrapartida, nao tiveram prejuizo na atividade exploratéria no teste do campo
aberto (Streijger et al., 2005).

Entretanto, estudos mostram que a administracdo de creatina possui
efeito neuroprotetor contra neurotoxicidade induzida por MPTP, mesmo na
auséncia da CK-Mi,, sugerindo que o efeito neuroprotetor da creatina nao
depende da creatina quinase mitocondrial (Klivenyi et al., 2004).

Muitos mecanismos diferentes sao propostos para os possiveis efeitos da
creatina, porém, nossos resultados indicam que provavelmente ela atue por um
mecanismo diferente do proposto até agora, e que este mecanismo seja

analogo ao do MK-801.
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Com base nos resultados obtidos, conclui-se que:

« A administracido sistémica de creatina 15 minutos antes do treino,
imediatamente apds o treino e 15 minutos antes do teste da tarefa de esquiva
inibitoria, prejudica as fases de aquisi¢do, consolidagdo e evocagdo da

memoria dos ratos nesta tarefa.

% A administracao sistémica de creatina ndo altera a atividade locomotora, a
ansiedade e a sensibilidade ao choque dos animais, que foram avaliados no
teste do campo aberto, labirinto em cruz elevado e o teste de sensibilidade ao

choque, respectivamente.

« A administragdo sistémica de creatina causa dependéncia de estado em

animais na tarefa de esquiva inibitoria.

s A administracdo intra-hipocampal de glutamato, 15 minutos apds o treino,

melhora a consolidagdo da memoria dos animais na tarefa de esquiva inibitoria.

s A administragdo intra-hipocampal de glutamato, 15 minutos apds o treino,
em uma dose que nao apresenta efeito per se, reverte o prejuizo da meméria
causado pela administracdo sistémica de creatina, imediatamente apds o
treino, na tarefa de esquiva inibitoria. Estes compostos, ndo alteram a atividade

locomotora dos animais, no teste do campo aberto.

« A administracao sistémica de creatina, imediatamente apds o treino, em
uma dose que nao apresenta efeito per se, reverte a melhora da memoria
causada pela administragao intra-hipocampal de glutamato, 15 minutos apds o
treino, na tarefa de esquiva inibitoria. Estes compostos, nao alteram a atividade

locomotora dos animais, no teste do campo aberto.

60



Conclusoes

« A administracao sistémica de MK-801, imediatamente apds o treino, causa
dependéncia de estado nos animais na tarefa de esquiva inibitoria. Este
composto, ndo altera a atividade locomotora dos animais, no teste do campo

aberto.

s A administragdo sistémica de creatina causa dependéncia de estado
cruzado com o MK-801 nos animais na tarefa de esquiva inibitoria. Estes
compostos, ndo alteram a atividade locomotora dos animais, no teste do campo

aberto.
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