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RESUMO 
 

Dissertação de Mestrado 
Programa de Pós-Graduação em Farmacologia 
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil 

 
O envolvimento de proteínas quinases na facilitação do aprendizado espacial 

induzido por creatina  
 

Autor: Mauren Assis de Souza 
Orientador: Michele Rechia Fighera 

Local e Data da Defesa: Santa Maria, 20 de novembro de 2009. 
 

O declínio cognitivo associado a doenças neurodegenerativas é um sintoma 
cada vez mais comum encontrado em pacientes, provavelmente devido ao aumento 
da expectativa de vida da população. Dada a escassez de medidas terapêuticas 
efetivas para o déficit de memória apresentado por pacientes, evidencia-se a 
importância da busca de novos compostos e do estudo de seus mecanismos de 
ação. Nesse contexto, recentes estudos mostraram a eficácia de algumas 
substâncias com ação neuroprotetora, como a creatina (Cr), na terapia de pacientes 
com déficit de memória e em modelos experimentais. A Cr é um composto 
guanidínico sintetizado endogenamente nos rins, fígado, pâncreas e cérebro, que 
apresenta ação neuroprotetora e neuromoduladora no sistema nervoso central. 
Estudos mostram que a administração de compostos guanidínicos, como a Cr, 
podem estar relacionados com a melhora da memória devido à interação com o sítio 
das poliaminas no receptor N-metil-D-Aspartato (NMDA) e por atuar como tampão 
energético intracelular. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi investigar o 
envolvimento do transportador de Cr (CreaT), das proteínas quinases dependente 
de AMPc (PKA) e dependente de Ca2+/calmodulina II (CaMKII) na melhora do 
aprendizado espacial induzido por Cr no hipocampo de ratos. Após o treino no 
labirinto de Barnes, os ratos foram injetados no hipocampo, bilateralmente, com Cr 
e/ou 3-ácido guanidinico propiônico (3-GPA, um inibidor do transportador de 
creatina); Cr e/ou [N-[2-(p-Bromocinnamylamino)ethyl]-5-isoquinoline sulfonamide, 
Di-HCl Salt] (H-89, um inibidor da PKA); Cr e/ou 1,8-Naphthoylene benzimidazole-3-
carboxylic acid  (STO-609, um inibidor da CaMKII). A administração de 3-GPA, H-89 
e STO-609 diminuiu o efeito facilitatório da Cr na memória espacial de ratos, 
observado no teste do labirinto de Barnes. De acordo com esses resultados, 
decidimos investigar o envolvimento da ativação do elemento de ligação responsivo 
ao AMPc (pCREB), PKA (pPKA) e CaMKII (pCaMKII) após a administração de Cr no 
hipocampo de animais treinados no labirinto de Barnes. Trinta minutos após a 
injeção de Cr, foi observado um aumento nos níveis de pCREB e pCaMKII, mas não 
nos níveis de pPKA no hipocampo de ratos. Estes achados sugerem que a 
facilitação do aprendizado espacial induzido pela Cr depende do seu transporte para 
o meio intracelular, assim como, envolve a via de sinalização celular da 
CaMKII/CREB no hipocampo de ratos.  

 
 
 

Palavras-chaves: Memória espacial, Labirinto de Barnes, creatina, proteínas 
quinases. 
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ABSTRACT 
 

Dissertation of Master Degree 
Graduating Program in Pharmacology 

Federal University of Santa Maria 
  

The involvement of protein kinases on spatial learning enhancement induced 
by creatine 

 
Author: Mauren Assis de Souza 
Advisor: Michele Rechia Fighera 

Date and place: Santa Maria, November, 20th, 2009. 
 

Decline cognitive related to neurodegenerative diseases are very commom 
in patients, probably in function of aging. Since there are few effectives therapeutics 
approaches to loss memory treatment, but studies about new therapeutics 
approaches are necessary regarding neuroprotective drugs. Thus, recent works have 
been showing the efficacy of some neuroprotective compounds like creatine (Cr) in 
treatment of patients and experimental models with memory defcit. Creatine is a 
guanidine compound synthesized from glycine, arginine and S-adenosylmethionine 
in the kidneys, liver and brain that have been presented neuroprotective and 
neuromodulatory effect in the central nervous systems. Some works suggest that 
guanidine compounds like Cr could enhance learning by modulation polyamines 
binding sites at the N-methyl-D-Aspartate (NMDA) receptor and act as energetic 
buffer intracellular. In these context, the propose of this work was investigate the 
involvement of Cr transporter (CreaT), cAMP-dependent protein kinase A (PKA) and 
Ca2+/ calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII) signaling pathway in the 
spatial learning after intrahippocampal injection of Cr. After training on Barnes Maze, 
Cr and/or 3-GPA (inhibitor CreaT), Cr and/or H-89 (PKA inhibitor), Cr and/or STO-
609, (inhibitor of CaMKII) bilateral intrahipocappus administration was performed. 
The results showed that intrahippocampal administration of 3-GPA, H-89 and STO-
609  attenuated the facilitatory effect of Cr on spatial learnig performed on barnes 
Maze. Therefore, we decide investigate the involvement of the PKA (pPKA), CaMKII 
(pCaMKII) and CREB (pCREB) activation after intrahippocampus creatine 
administration in rats trained on Barnes Maze. The results showed that Cr enhanced 
pCREB levels and pCaMKII levels. Thirty minutes after creatine administration was 
observed pCREB an pCaMKII levels enhancement, on the other hand, pPKA levels 
enhancement was not observed. These data suggest that spatial learning 
enhancement elicited by Cr may be mediated by trans-cellular creatine transports, as 
well, CaMKII/CREB intracellular pathway in rat hippocampus 

  
 
 

Keywords: Spatial learning, Barnes Maze, creatine, protein kinase 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A memória é a capacidade que temos de armazenar informações que possam 

ser recuperadas e utilizadas posteriormente (LENT, 2004). As memórias podem ser 

classificadas de acordo com o tempo que duram e com seu conteúdo, existindo uma 

correlação entre estas memórias e as zonas cerebrais que intervêm em sua 

formação e talvez em seu armazenamento (SQUIRE & ZOLA, 1996; IZQUIERDO & 

MACGAUGH 2000; SQUIRE & KANDEL, 2003). Quanto ao tempo podem ser 

classificadas como memória imediata, de curta e de longa duração e quanto ao 

conteúdo podem ser classificadas como explícita ou declarativa e implícita ou não-

declarativa (LEES & JONES, 2000; KANDEL, 2001; BEAR et al., 2002; LENT, 2004).  

O processo de formação da memória envolve eventos moleculares, que 

ocorrem em lugares e estruturas diferentes no sistema nervoso central (IZQUIERDO 

et al., 2006). Alterações na liberação de neurotransmissores pelos neurônios, e 

eficiência na comunicação entre tais neurônios no hipocampo, córtex cerebral e 

outras estruturas encefálicas, parecem ser eventos neuroquímicos primários para a 

formação da memória (McGAUGH, 2000; McGAUGH & IZQUIERDO, 2000). A 

habilidade para armazenar, codificar e recuperar informações sobre localizações 

espaciais, configurações ou rotas é característica da memória espacial que permite 

lembrar a localização de objetos ou encontrar o caminho dentro do meio ambiente 

(KESSELS et al., 2001). Neste contexto, estudos com roedores (EICHENBAUM, 

2002) e com primatas (BRASTED et al., 2003) revelam que o hipocampo exerce um 

papel importante na memória espacial. 

O hipocampo é de grande importância para a formação da memória, tanto na 

fase de aquisição/consolidação quanto na fase de evocação (IZQUIERDO & 

MEDINA, 1995). Acredita-se que um aumento na liberação de neurotransmissores, 

principalmente o glutamato, seja o primeiro passo para a formação da memória 

(McGAUGH, 2000; McGAUGH & IZQUIERDO, 2000). Quando o glutamato se liga a 

seus receptores, provoca alterações no neurônio-alvo, abrindo canais iônicos, 

modificando segundos mensageiros, ativando proteína quinase C (PKC), proteína 

quinase G (PKG), CaMKII, PKA e proteína ligante do elemento responsivo ao AMPc 

(CREB), entre outras. Estas proteínas ativam mecanismos intracelulares que 
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resultam no aumento da síntese protéica e da efetividade da transmissão de 

informações entre os neurônios, com os quais o neurônio-alvo se comunica. Tais 

alterações entre os neurônios têm sido denominadas "plasticidade sináptica" 

(McGAUGH, 2000; 2002; & IZQUIERDO, 2000). Todos os processos de formação de 

memória e sinalização celular estão sujeitos à modulação, inclusive por outros 

neurotransmissores diferentes do glutamato que são liberados por neurônios 

presentes na própria estrutura ou em estruturas adjacentes (BLISS & 

COLLINGRIDGE, 1993; IZQUIERDO, 1993; CAHILL & MCGAUGH, 1998, 

MCGAUGH, 2000, ABEL & LATTAL, 2001; MCGAUGH, 2002).  

Dada a escassez de medidas terapêuticas efetivas para o déficit de memória 

apresentado por pacientes, evidencia-se a importância da busca de novos 

compostos e do estudo do seu mecanismo de ação (BRUNBECH & SABERS, 2002). 

Uma das principais tendências das investigações é a pesquisa de novas drogas com 

propriedades neuroprotetoras (ELINOS-CALDERÓN et al., 2009; WILDBURGER et 

al., 2009). Nesse contexto, recentes estudos mostraram a eficácia de algumas 

substâncias com ação neuroprotetora, como a Cr, na terapia de pacientes com 

déficit de memória (WATANABE et al. 2002; RAE et al. 2003; VALENZUELA et al. 

2003) e em modelos experimentais (BENDER et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008).  

A Cr é um composto guanidínico sintetizado endogenamente nos rins, fígado, 

pâncreas (PERSKY & BRAZEAU) e cérebro (BRAISSANT et al., 2001), é 

transportada para o músculo e cérebro por um processo de transporte ativo de alta 

afinidade (WICK et al., 1999). Já o derivado fosforilado da Cr, a fosfocreatina (PCr), 

é um composto de alta energia que pode doar reversivelmente um grupo fosfato ao 

ADP para formar ATP, reação esta catalisada pela enzima creatina quinase 

(WALLIMANN et al, 1998). Devido a sua importância fisiológica como mecanismo de 

reserva energética, principalmente no músculo (WYSS & KADDURAH-DAOUK, 

2000), como transportador de ATP dos sítios de produção (mitocôndria) para os 

sítios de consumo (citosol) (WALLIMANN et al., 1998) e como tampão energético 

(PAN & TAKAHASHI, 2007), a Cr tem sido utilizada por atletas como suplemento 

alimentar, para melhorar a performance em exercícios de alta intensidade e curta 

duração (PERSKY & BRAZEAU, 2001).  

Os benefícios da suplementação com Cr vão além destes obtidos pelos 

atletas, pois ela apresenta propriedades antioxidantes diretas (LAWLER et al., 2002; 

SESTILI et al., 2006) e também neuroprotetoras em uma variedade de modelos de 
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doenças neurológicas tais como, hipóxia, esclerose lateral amiotrófica, acidente 

vascular encefálico, doença de Parkinson e acidemias orgânicas (HOLTZMAN et al., 

1998; KLIVENYI et al., 2004; WICK et al., 1999; MALCON et al., 2000; ROYES et al., 

2003; 2006).  

Além de seu efeito neuroprotetor, alguns estudos têm sugerido que a Cr pode 

ser sintetizada nos astrócitos, captada pelos neurônios (BRAISSANT et al., 2001) e 

liberada após estimulação elétrica de forma exocitótica (ALMEIDA et al., 2006). 

Estes dados sugerem que Cr não é somente sintetizada e captada por neurônios, 

mas também liberada de uma maneira dependente de potencial de ação, sugerindo 

fortes evidências para seu papel como neuromodulador no cérebro (ALMEIDA et al., 

2006).  

Estudos têm sugerido que a Cr além de exercer ação neuroprotetora e 

neuromoduladora tem envolvimento em processos fisiológicos importantes como o 

aprendizado e a memória. Recentes estudos têm mostrado que a suplementação 

oral de Cr aumenta os escores em testes de inteligência e reduz a fadiga mental em 

sujeitos submetidos a sucessivos testes de cálculos (WATANABE et al. 2002; RAE 

et al. 2003; VALENZUELA et al. 2003). Nesse sentido, há relatos na literatura de que 

a administração de compostos guanidínicos, como a Cr, podem estar relacionados 

com a melhora da memória devido à interação com o sítio das poliaminas no 

receptor NMDA (GIBSON et al. 2002; BERGER et al. 2006). De fato, vários estudos 

têm mostrado que o receptor NMDA está diretamente envolvido na formação de 

memórias aversivas (IZQUIERDO et al., 1992; ROESLER et al., 1998) e espaciais 

(MORRIS et al., 1989; SHAPIRO & EICHENBAUM, 1999).  

Neste contexto Oliveira e colaboradores (2008) verificaram que a 

administração intrahipocampal de creatina resulta em melhora no aprendizado 

espacial, provavelmente por modular o sítio das poliaminas no receptor NMDA, 

entretanto ainda não é conhecido o mecanismo pelo qual a creatina pode contribuir 

com a melhora do aprendizado e da memória em ratos. 

 

 

 

 

 

 



 

 

17

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

2. OBJETIVOS 

 
 

 

  

 



 

 

18

2. OBJETIVOS 

 
 
2.1. Objetivo geral 
 
 
 Verificar farmacologicamente e bioquimicamente o mecanismo de ação pelo 

qual a creatina melhora a memória espacial em ratos. 

 
 
2.2. Objetivos Específicos 
 

 Para um melhor entendimento dos experimentos realizados, convém dividi-los 

em: 

 
Capítulo I 
 

1. Verificar a participação do transportador de Cr (CreaT) na melhora da 

memória espacial induzida pela administração intra-hipocampal de 

Creatina. 

 

2. Verificar a participação da PKA, e da CaMKII na melhora da memória 

espacial induzida pela administração intra-hipocampal de Cr. 

 
 

 
Capítulo II 
 

1. Verificar se a administração intra-hipocampal de Cr induz a ativação de 

CREB no hipocampo de ratos após o teste do Labirinto de Barnes. 

 

2. Verificar se a administração intra-hipocampal de Cr induz a ativação da 

PKA e CaMKII no hipocampo de ratos, após o teste do Labirinto de 

Barnes. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

3.1. Memória 
 
 

A memória envolve um complexo mecanismo que abrange armazenar 

informações que possam ser recuperadas e utilizadas posteriormente (LENT et al., 

2004). 

A memória não é considerada como uma simples entidade, mas sim, diversas 

entidades separadas que dependem de diferentes sistemas cerebrais que podem 

interagir entre si (SQUIRE & ZOLA-MORGAN, 1996). De acordo com esta visão, 

foram estabelecidas classificações para os diversos tipos memórias, que levam em 

conta diferentes critérios, tais como origem, tempo de retenção e função (Figura 1). 

É válido ressaltar que essas classificações foram feitas a partir de estudos com 

humanos, sendo estendidas para estudos com outros animais. 

 
Figura 1. Classificação das memórias e regiões do SNC associadas. Adaptado de SQUIRE & ZOLA-

MORGAN, 1996. 
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3.1.1 Classificação da Memória  

 
 

As memórias podem ser classificadas de acordo com o tempo que duram e 

com seu conteúdo, existindo uma correlação entre estas memórias e as zonas 

cerebrais que intervêm em sua formação e talvez em seu armazenamento (SQUIRE 

& ZOLA, 1996; IZQUIERDO & MACGAUGH 2000; SQUIRE & KANDEL, 2003). 

Do ponto de vista da duração as memórias podem ser classificadas em 

memória de trabalho, de curta e de longa duração (SQUIRE & ZOLA, 1996; 

IZQUIERDO & MACGAUGH 2000; SQUIRE & KANDEL, 2003). 

A memória de trabalho é breve e fugaz, gerencia a realidade mantendo a 

informação de alguns segundos a, no máximo, alguns minutos, até que esta seja 

processada. Ela é processada fundamentalmente no córtex pré-frontal, dependendo 

apenas da atividade elétrica dos neurônios (CURTIS & D’ESPOSITO, 2003).  

A memória de curta duração (minutos ou poucas horas) permite suprir os 

processos mnemônicos enquanto a memória definitiva não foi ainda construída. As 

memórias não são adquiridas imediatamente na sua forma final, durante os 

primeiros minutos ou horas após sua aquisição, elas são suscetíveis à interferência 

por outras memórias, por drogas ou por outros tratamentos. A fase em que só temos 

completa a memória de curta duração e a de longa duração ainda não está fixada, é 

uma fase lábil e sensível a fármacos, traumatismos e até mesmo a outras memórias.  

As memórias de longa duração são aquelas que podem ser recordadas 

durante dias, meses ou anos após terem sido consolidadas (armazenadas) 

(RANGANATH & BLUMENFELD, 2005). A formação de uma memória de longa 

duração envolve uma série de processos metabólicos no hipocampo e em outras 

regiões cerebrais (IZQUIERDO & MEDINA, 1997). O conjunto destes processos e 

seu resultado final denominam-se consolidação. Há consenso entre diversos 

pesquisadores, que as memórias consistem na modificação de determinadas 

sinapses de distintas vias (IZQUIERDO, 2002). 

Quanto ao conteúdo as memórias podem ser divididas em declarativa, não-

declarativa e operacional.  

As memórias declarativas são aquelas acessíveis à consciência adquiridas de 

forma explícita (SQUIRE & ZOLA, 1996). Elas são fáceis de formar, mas também 
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facilmente esquecidas. As estruturas do lobo temporal medial, especialmente o 

hipocampo são importantes para a formação destas memórias (EICHENBAUM, 

1999). A memória declarativa ou explícita corresponde a memórias que podem ser 

descritas por meio de palavras, no caso dos seres humanos. Subdivide-se em 

memória declarativa episódica, que abrange aquelas memórias que possuem uma 

referência temporal (autobiográfica), e em memória declarativa semântica, que 

envolve conceitos atemporais (conhecimentos, cultura). Um exemplo de memória 

declarativa episódica é a lembrança de uma data de aniversário ou de óbito (fatos 

referendados no tempo), e de memória declarativa semântica é a lembrança que as 

pessoas nascem, crescem, desenvolvem-se, envelhecem e morrem (fatos 

independentes da época em que estejam ocorrendo, logo atemporais).  

Memória não-declarativa ou implícita corresponde àquelas memórias que não 

podem ser descritas por meio de palavras. Subdivide-se em: memória não 

declarativa de representação perceptual; de procedimentos; associativa e não-

associativa. A memória não declarativa de representação perceptual lida com 

representações sem significado aparente conhecido (imagens, sons), mas úteis 

como dicas facilitatórias da evocação (fenômeno descrito na literatura inglesa como 

priming) de informações inerentes. A de procedimentos lida com hábitos, habilidades 

e regras (andar de bicicleta, uso gramatical da língua materna). A memória não-

declarativa associativa lida com a associação de dois ou mais estímulos 

(condicionamento pavloviano ou clássico), ou de um estímulo a uma resposta 

(condicionamento operante) (IZQUIERDO & MACGAUCH, 2000). Já a não-

associativa lida com a atenuação ou intensificação de uma resposta (habituação ou 

sensibilização, respectivamente), através da repetição de um mesmo estímulo (por 

exemplo, sonoro ou doloroso, respectivamente). 

Memória operacional: corresponde ao processamento contínuo das 

informações recém adquiridas e/ou recém evocadas, permitindo o raciocínio e o 

planejamento do comportamento (SQUIRE & KANDEL, 2003; SQUIRE & ZOLA, 

1996). Corresponde à memória de trabalho descrita acima, e diferencia-se das 

demais por não armazenar arquivos (GOLDMAN-RAKIC, 1996). 

As memórias declarativas requerem o lobo temporal medial e o hipocampo 

enquanto as memórias não-declarativas envolvem estruturas diferentes como a 

amígdala, gânglios da base e cerebelo (ALBRIGHT et al., 2000; LEES & JONES, 

2000).  
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3.1.2 Noções Sobre a Formação da Memória  

 

 

 Os mecanismos de consolidação da memória começaram a ser desvendados 

após uma seqüência de estudos. Primeiro Cajal, em 1894, propôs que a 

estabilização das memórias era devido a modificações entre as conecções 

neuronais. Após em 1949, Hebb postulou que as sinapses são amplificadas quando 

ambos os neurônios são simultaneamente ativados, melhorando esta sinapse 

(DITYATEV & BOLSHAKOV, 2005). Estes estudos culminaram com a descoberta do 

fenômeno da potencialização de longa duração (LTP) no hipocampo de mamíferos 

(BLISS & LOMO, 1973). Assim, a princípio a LTP, uma forma de plasticidade 

sináptica cuja duração pode ser medida durante horas, semanas ou meses, foi 

proposta como sendo a “base” para a consolidação das memórias. Entretanto, já é 

sabido que o mecanismo molecular da formação de memórias possui semelhanças 

e diferenças aos mecanismos da LTP (IZQUIERDO  et al.,  1992;  IZQUIERDO & 

MEDINA, 1995; IZQUIERDO, 2002).  

Acredita-se que um aumento na liberação de neurotransmissores, 

principalmente o glutamato, seja o primeiro passo para a formação da memória 

(MCGAUGH, 2000; MCGAUGH & IZQUIERDO, 2000). Uma vez liberado, o 

glutamato une-se aos receptores glutamatérgicos denominados: ácido α-amino-3-

hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiônico (AMPA), no neurônio pós-sináptico, permitindo 

a entrada de íons Na2+ na célula produzindo despolarização. Como conseqüência da 

despolarização o íon Mg2+ desobstrui o canal do receptor NMDA, que passa a 

responder ao glutamato, permitindo a entrada de íons Ca2+ na célula. Os receptores 

glutamatérgicos metabotrópicos (mGlu-R) também podem ser ativados e induzir a 

liberação de Ca2+ das reservas intracelulares (IZQUIERDO & MEDINA,1995; ABEL 

& LATTAL, 2001). Como conseqüência disso, são ativadas proteínas como a PKC, a 

CaMKII,  e PKA, que por sua vez ativam mecanismos intracelulares  que  culminam  

com  a  síntese  protéica,  e  no  aumento  da transmissão  de  informações  entre  

neurônios (Figura 2).  Tais alterações entre os neurônios têm sido denominada 

"plasticidade sináptica" (MCGAUGH & IZQUIERDO, 2000; MCGAUGH, 2000; 2002). 

Todos esses processos estão sujeitos à modulação, inclusive por outros 

neurotransmissores diferentes do glutamato entre estes, dopamina, noradrenalina, 
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serotonina, acetilcolina, ácido δ-aminobutírico (GABA), poliaminas. Estes compostos 

são liberados por neurônios presentes na própria estrutura (no caso, hipocampo) ou 

em estruturas adjacentes, como a amígdala (uma estrutura do cérebro envolvida na 

percepção e modulação do medo, e de outras emoções) (CAHILL & MCGAUGH, 

1998, MCGAUGH, 2000, ABEL & LATTAL, 2001; MCGAUGH, 2002). 

 

 
Figura 2. Esquema da seqüência de modificações de um terminal sináptico glutamatérgico envolvido 

na formação da memória. RyR: retículo endoplasmático; mGLU:receptores glutamatérgicos 

metabotrópicos; PLC: fosfolipase C ;DAG: diacilglicerol;  MAPK: proteína quinase ativada por 

mitógeno; VSCC: canal de cálcio voltagem-dependente (adaptado de GILBERT & LASLEY, 2002). 

 

 

De fato, a memória é extremamente dinâmica, e conforme afirmam Dalmaz e 

Netto "lembrar implica num processo ativo de reconstrução e não se assemelha a 

assistir a uma fita de vídeo do passado". Enfim, tão dinâmica quanto à própria 

memória, é a plasticidade cerebral que a acompanha, a qual parece ser o 

mecanismo pelo qual aprendemos e lembramos (DALMAZ & NETTO, 2004). Nesse 

contexto, uma das principais estruturas cerebrais envolvidas no processo de 

formação da memória é o hipocampo. 
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3.1.3 Hipocampo 

 

 

O hipocampo é a estrutura central para a formação de memórias declarativas, 

sendo que várias regiões corticais como a pré-frontal, a entorrinal e a parietal 

participam do processo (IZQUIERDO, 2002). 

O hipocampo (do grego “cavalo- marinho”) é uma região do córtex cerebral, 

situada medialmente ao ventrículo lateral. Ventralmente ao hipocampo estão três 

importantes regiões corticais que cercam o sulco rinal; o córtex entorrinal; que ocupa 

a margem medial do sulco rinal, o córtex perirrinal; na margem lateral, e o córtex 

para-hipocampal, que situa-se lateralmente e posteriormente ao sulco rinal.  

Todos os principais componentes do hipocampo podem ser vistos 

simultaneamente em cortes horizontais (PAXINOS & WATSON, 1986). 

Prosseguindo da fissura rinal para a borda medial do córtex, encontram-se seis 

estruturas distintas: córtex entorrinal, parassubículo, pré-subículo, subículo 

propriamente dito, os campos CA1-CA3 no corno de Ammon e o giro denteado. O 

hipocampo (corno de Ammon e giro denteado) estende-se anteriormente abaixo do 

corpo caloso para o nível posterior do septo (PAXINOS & WATSON, 1986).  

A grande via de entrada de informações no hipocampo é o córtex entorrinal. O 

córtex entorrinal envia informações ao hipocampo por meio de um feixe de axônios 

chamado via perforante. Estes axônios estabelecem sinapses em neurônios do giro 

denteado (PAXINOS & WATSON, 1986). 

Os neurônios do giro denteado projetam axônios (chamados de fibras 

musgosas) que estabelecem sinapses em células de CA3, que por sua vez, 

projetam axônios, que se ramificam. Um ramo deixa o hipocampo pelo fórnix, que 

circunda o tálamo antes de terminar no hipotálamo, e o outro ramo, chamado 

colateral de Schaffer, forma sinapses excitatórias em neurônios da CA1 (LORENTE 

DE NÓ, 1934). A informação neural é transmitida a partir da região CA1 ao subículo, 

assim, como outras áreas, constituindo uma saída da informação pré-processada no 

hipocampo (PAXINOS & WATSON, 1986) (Figura 3).  

O hipocampo e suas conexões parecem ser de grande importância para a 

aquisição, consolidação e evocação da memória, uma vez que manipulações 

farmacológicas e bioquímicas nestas áreas alteram a retenção de memória em 
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diferentes tarefas (Figura 3) (MORRIS, 1989; CHOU & LEE, 1995; IZQUIERDO & 

MEDINA, 1995; BERNABEU  et al., 1996; RUBIN  et al., 2000). 

 

 
Figure 3. Representação esquemática do hipocampo e seus microcircuitos.  (Adaptado de: The 

University of British Columbia, 2006. Disponível em: http://www.psych.ubc.ca).    

 

 

3.1.4 Memória Espacial 

 

 

 A habilidade para armazenar, codificar e recuperar informações sobre 

localizações espaciais, configurações ou rotas é característica da memória espacial 

que permite lembrar a localização de objetos ou encontrar o caminho dentro do meio 

ambiente (KESSELS et al., 2001). Neste contexto, estudos com roedores 

(EICHENBAUM, 2002) e com primatas (BRASTED et al., 2003) revelam que o 

hipocampo exerce um papel importante na memória espacial. 

 Existem três teorias que tentam explicar a formação de uma representação 

mental da memória espacial, as quais consideram a noção de um sistema com 

componentes múltiplos. 
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3.1.4.1 Teoria do Mapeamento Cognitivo  

 

 

 De acordo com O’keefe & Nadel, (1978) o hipocampo possui a capacidade de 

codificar relações espaciais na forma de um mapa cognitivo. Esses mapas envolvem 

uma organização na memória de dicas ambientais de acordo com a relevância das 

relações espaciais entre essas dicas (EICHENBAUM, 1999). A literatura em geral 

descreve essa memória com relação a dois tipos de referências, a referência 

alocêntrica (centrado no mundo) significando uma representação formada com base 

em informações sobre a localização absoluta em nosso ambiente (distância e 

direção) independente do observador e a referência egocêntrica, a qual especifica a 

localização e orientação com respeito ao observador propriamente dito, que utiliza 

do posicionamento do próprio corpo para traçar coordenadas, como 

direita/esquerda, acima/abaixo e na frente/atrás (POTÌ, 2000;  2005). 

 

 

 3.1.4.2 Teoria da Memória Operacional  

 
 

 De uma maneira diferente, a teoria de Olton (1979) considera que o 

hipocampo não é especializado na memória espacial, mas em um processo que 

consiste em manter e manipular informações ao presente momento ou contexto 

(ABRAHAMMS et al., 1997) e que o déficit de memória ocorreria porque a 

localização espacial seria codificada como um evento ou contexto. 

 

 

3.1.4.3 Teoria das Estratégias de Ligação  

 
 

 De acordo com Eichenbaum (2002), o hipocampo direito forma estratégias de 

ligação, captando características individuais diferentes da informação em nosso 

ambiente. As distintas características de uma cena ou de um objeto seriam 

processadas por meio de vias diferentes do cérebro, mas conectadas quando 
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necessário. O autor também sugere que o hipocampo relaciona memórias que 

apresentam duas características principais: a capacidade de comparar e contrastar 

informações e capacidade de fazer uso da memória em novas situações. Ainda 

segundo o pesquisador, além de estar associado à memória, o hipocampo também 

estaria ligado à capacidade de conectar informações. 

 

 

3.1.5 Hipocampo e Memória Espacial   

 
 

Estudos neuroanatômicos indicam que a memória espacial parece ser 

processada principalmente no Lobo Temporal Mesial, que consiste do hipocampo 

(incluindo o giro denteado e o complexo subicular) e áreas corticais adjacentes que 

são anatomicamente relacionadas ao hipocampo, como os córtices entorrinal, 

perirrinal e parahipocampal (ZOLA-MORGAN & SQUIRE, 1993; SQUIRE et al., 

2004). Dentre as estruturas acima descritas, o hipocampo vem sendo descrito como 

essencial para a modulação da memória espacial. Segundo O’Keefe e Nadel (1978), 

o hipocampo é dedicado à criação e ao uso do espaço ou dos mapas cognitivos.  

Existem evidências experimentais que fundamentam esse argumento:  

1) Trabalhos realizados com animais mostram que danos no hipocampo ou 

nas suas conexões resultam em um profundo déficit na memória espacial, 

freqüentemente sem nenhum efeito em outra memória não-espacial (EICHENBAUM, 

1999; BEST et al., 2001; BROADBENT et al., 2004). Nesse contexto, estudos 

mostraram que administração de lidocaína após treino em tarefa espacial não 

prejudica a retenção do aprendizado quando injetada no córtex perirrinal, mas afeta 

negativamente quando injetada no hipocampo de ratos (RIEDEL et al., 2003; 

ROSSATO et al., 2004). De forma complementar, Pothuizen et al. (2005) 

demonstraram que lesões na porção dorsal, e não na porção ventral do hipocampo, 

acarretaram déficit significativo no desempenho de testes de memórias espacial. 

2) Estudos neurofisiológicos têm demonstrado que a ativação das células do 

hipocampo, “place cells” (células de localização) estão associadas com a localização 

do animal no espaço, sugerindo um papel central do hipocampo na codificação 

desse tipo de informação (EICHENBAUM, 1999). As células de localização são 
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neurônios piramidais do hipocampo que disparam seletivamente em situações de 

localização em um ambiente particular (O’KEEFE & DOSTROVSKY, 1971; O’KEEFE 

& NADEL, 1978). De fato, a exposição a um ambiente desconhecido ou já explorado 

no passado aumenta a ativação das células de localização da região CA1 em 

camundongos (WILSON & McNAUGHTON, 1993, 1994; LEUTGEB  et al., 2005; 

CACUCCI et al., 2007).  

 

 

3.1.6 Participação da PKA, CaMKII, CREB na Memória Espacial 

 
 

Durante o processo de formação da memória ocorre a ativação de receptores 

e a liberação de Ca2+ das reservas intracelulares (IZQUIERDO & MEDINA,1995; 

ABEL & LATTAL, 2001). Como conseqüência disso, são ativadas várias enzimas 

como a PKA, CaMKII e CREB, que por sua vez ativam mecanismos intracelulares  

que  culminam  com  a  síntese  protéica,  e  no  aumento  da transmissão  de  

informações  entre  neurônios (MCGAUGH & IZQUIERDO, 2000; MCGAUGH, 2000; 

2002). 

As proteinas quinases modulam um amplo espectro de processos importantes 

incluindo plasticidade sináptica, aprendizado e memória. Múltiplos 

neurotransmissores, hormônios e outras substâncias sinalizadoras usam 3’, 5’ -

adenosina monofosfato cíclico (AMPc) como segundo mensageiro intracelular. O 

principal alvo para o AMPc é a PKA, a qual medeia transdução de sinal intracelular.  

Em 1965, Earl Sutherland identificou o AMPc como sendo o primeiro segundo 

mensageiro intracelular  (SUTHERLAND & RALL, 1957; SUTHERLAND et al., 1965). 

Mais tarde Edwin Krebs, Paul Greengard, e colaboradores purificaram a PKA de 

músculo esquelético de coelhos (WALSH et al., 1968; REIMANN et al., 1971), e 

mostraram que a atividade desta proteína quinase era estimulada por AMPc 

(MIYAMOTO et al., 1968, 1969; WALSH et al., 1968; BEAVO et al., 1974). Outros 

avanços foram possíveis através de manipulações genéticas e técnicas de biologia 

molecular, caracterizando a funcionalidade da enzima (McKNIGHT et al., 1988; 

BEEBE, 1994; SKALHEGG & TASKEN, 2000).  
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A família da PKA possui quatro subunidades regulatórias (RIα,RIβ, RIIα, RIIβ) 

e três subunidades catalíticas (Cα,Cβ,Cγ). Cada subunidade é codificada por um 

único gene (McKNIGHT et al., 1988; DOSKELAND et al., 1993) e todos eles são 

expressos no cérebro de mamíferos (CADD & MCKNIGHT, 1989). Duas isoenzimas 

da PKA, chamadas tipo I (com dímeros RIα e RIβ) e tipo II (com dímeros RIIα e 

RIIβ), têm sido caracterizadas e foram inicialmente identificadas (TASKEN et al., 

1993; FRANCIS & CORBIN, 1999; SKALHEGG & TASKEN, 2000).  Na ausência de 

AMPc, PKA é uma holoenzima tetramérica inativa, composta por duas subunidades 

R ligadas a duas subunidades C, cada subunidade R possui dois sítios de ligação 

para o AMPc, um sítio de alta afinidade e um sítio de baixa afinidade (TAYLOR et 

al., 1990). A ligação sequencial e cooperativa de AMPc a estes dois sítios de ligação 

liberam as subunidades C monoméricas. Estas subunidades dissociadas podem 

então fosforilar resíduos de serina e treonina de inúmeras proteínas (TAYLOR et al., 

1990; GIBBS et al., 1992).  

 
Figura 4. Cascata de sinalização AMPc/PKA (NGUYEN & WOO, 2003). 
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A cascata de sinalização AMPc/PKA hipocampal é principalmente ativada por 

dois mecanismos (Figura 4). A primeira envolve Ca2+/CaM (cálcio/calmodulina), o 

influxo de cálcio estimula a adenilato ciclase I (AC I) sensível a Ca2+/CaM, a qual 

sintetiza AMPc (ELIOT et al., 1989). Uma via de influxo de cálcio é através do 

receptor NMDA, a ativação destes receptores pode aumentar níveis de AMPc no 

hipocampo (CHETKOVICH et al., 1991). Além disso, a adição de calmodulina 

aumenta ativação da AC sensível a Ca2+/CaM (CHETKOVICH & SWEATT, 1993); 

por outro lado, inibidores de calmodulina bloqueiam a produção de AMPc  associada 

a ativação do receptor NMDA (CHETKOVICH & SWEATT, 1993).  

O segundo mecanismo de ativação para sinalização de AMPc/PKA é a 

ligação de neurotransmissores e hormônios a receptores acoplados a proteínas G 

estimulatória (TANG & GILMAN, 1991). Estas proteínas G interagem com AC na 

superfície interna da membrana ativando a produção de AMPc. Muitos 

neurotransmissores podem ativar PKA através do acoplamento a proteínas 

(MONSMA et al., 1990). 

É bem estabelecido que a PKA regula muitos processos através de 

fosforilação de proteínas. Além disso, fosfatases tais como proteina fosfatase 1 e 

fosfatase regulada por cálcio podem defosforilar proteínas fosforiladas por PKA, 

tornando este evento reversível.  

A primeira demonstração do papel do AMPc na memória espacial vem de 

1995, quando Daniel Storm e colaboradores examinaram os efeitos de mutações no 

gene que codifica AC I no comportamento (WU et al., 1995). Eles encontraram que 

camundongos mutantes para AC I tinham reduções na síntese de AMPc estimulado 

por cálcio e exibiram déficits de memória (WU et al., 1995). 

Para definir o papel da PKA no aprendizado e memória em roedores, Abel e 

colaboradores (1997) criaram camundongos transgênicos R(AB), uma forma 

dominante negativa da subunidade regulatória da PKA. Poucos estudos têm 

comprovado os efeitos farmacológicos de inibidores da PKA no aprendizado 

espacial, talvez porque seja necessário inibir a enzima durante cada sessão de 

treino. Surpreendentemente uma única infusão de H-89, um inibidor da proteína 

PKA, na região CA1 do hipocampo prejudicou a memória espacial em ratos 

(SHARIFZADEH et al., 2005).  

Estudos bioquímicos sobre a ativação da PKA revelam que o aprendizado 

espacial está relacionado com ativação da PKA no hipocampo e que este processo 
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induz a uma cascata de ativação que leva a consolidação da memória, esta cascata 

pode envolver a ativação de CREB (VAZQUEZ et al., 2000; MIZUNO et al., 2002).  

Nesse contexto, outra quinase relacionada com o aumento das concentrações 

de Ca2+ intracelular e a formação da memória é a CaMKII, (LISMAN et al., 2002; 

SILVA, 2003). A CaMKII é uma enzima multifuncional que consiste de 6-12 

subunidades chamadas α, β, γ e δ, é a quinase mais abundante no cérebro, 

compreendendo 2% das proteínas hipocampais (ERONDU & KENNEDY, 1985; 

BRAUNS & SCHULMAN, 1995), as subunidades  α e β são as formas 

predominantes em cérebro (LISMAN et al., 2002), além disso é o principal alvo para 

a sinalização de Ca2+ e participante chave nos processos de transdução de sinal 

(GHOSH & GREENBERG, 1995; MALENKA & NICOLL, 1999). A ativação de 

CaMKII especialmente, α-CaMKII no hipocampo, tem um papel central na formação 

da sinapse, modificação estrutural do citoesqueleto, síntese e liberação de 

neurotransmissores, funcionamento de receptores e canais iônicos, expressão 

gênica e neuroplasticidade, aprendizado e memória (KANDEL & HAWKINS, 1992; 

SODERLING, 1993; GIESE et al., 1998). 

A CaMKII é uma quinase específica Ser/Thr que consiste de um domínio 

catalítico N-terminal, um domínio de regulação, e um domínio de  associação (Figura 

5). Na sua forma inativa, o domínio regulatório da enzima, que possui sítio de 

ligação para Ca2+/CaM, está ligado ao sítio catalítico da enzima funcionando como 

pseudosubstrato. Na presença de Ca2+/CaM a subunidade regulatória desliga da 

subunidade catalítica, caracterizando o estado ativo da enzima. Uma vez ativada, a 

CaMKII não somente fosforila outras proteínas, mas também desenvolve uma 

atividade de autofosforilação no resíduo Thr 286. (MILLER & KENNEDY, 1986; 

MAYFORD et al., 1996; LISMAN et al., 2002).  
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Figura 5. Esquema representativo da ativação da CaMKII (FUKUNAGA & MYAMOTO, 1999). 

 

 

A ativação da CaMKII apresenta dois efeitos: 

1. Um aumento da afinidade para o complexo Ca2+/CaM, 

prolongando o tempo da quinase ativa. (MAMMEN et al., 1997) 

2. Atividade autonômica do complexo cinase fosforilada, mesmo 

após o complexo Ca2+/CaM ter se dissociado do complexo quinase, o que 

prolonga o estado ativo (MORRIS et al., 1986; SILVA et al., 1992). 

Em camundongos, a expressão de uma forma constitutiva ativa independente 

prejudica aprendizado em tarefas espaciais e medo condicionado (MAYFORD et al., 

1996). Mutações na CaMKII prejudica o aprendizado espacial em camundongos 

(SILVA et al., 1992) e tem sido evidenciado que embora camundongos 

heterozigotos, para CaMKII, apresentam retenção normal em testes de medo 

condicionado e labirinto aquático de Morris 1-3 dias pós-treino, estes animais são 

amnésicos quando testados  10-50 dias pós-treino (FRANKLAND et al., 2001). 
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A α-CaMKII desenvolve importante papel na plasticidade nas sinapses 

glutamatérgicas no hipocampo e em formação de memória espacial (ELGERSMA et 

al., 2004). O camundongo mutante para o gene da α-CaMKII (T286A), o qual tem um 

ponto alvo de mutação que inativa a autofosforilação da α-CaMKII, não apresenta 

LTP dependente de receptor NMDA na região CA1 do hipocampo (GIESE et al., 

1998; COOKE et al., 2006) e mostra profundo déficit comportamental em 

aprendizado espacial (MORRIS et al., 1982; BACH et al., 1995; GIESE et al., 1998; 

NEED & GIESE, 2003). Interessantemente, a super expressão da α-CaMKII melhora 

a performance de ratos no Labirinto Aquático de Morris (POULSEN et al., 2007). 

Alguns estudos tem indicado a importância da α-CaMKII para a funcionalidade 

das células de localização no hipocampo  (CHO et al., 1988; CACUCCI et al., 2007).  

CREB é uma proteína nuclear que modula a transcrição de proteínas como o 

fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF), a tirosina hidroxilase e 

neuropeptídeos (MONTMINY, 1997; LONZE & GINTY, 2002; CHANG & HUANG, 

2006). As proteínas quinases como a PKA e a CaMKII são conhecidas por fosforilar 

CREB no resíduo de Ser133 (LONZE & GINTY, 2002), esta fosforilação pode iniciar a 

transcrição de genes necessária para a formação de memórias de longa duração 

(YAMAMOTO et al., 1988; GONZALEZ & MONTMINY, 1989; SHENG et al., 1991).  

Neste contexto, o papel de CREB no aprendizado dependente do hipocampo foi 

elucidado por estudos com oligonucleotídeo anti-sentido e camundongos 

transgênicos, estes estudos mostraram que a supressão da função de CREB em 

neurônios hipocampais prejudica a consolidação do aprendizado espacial de longa 

duração, mas não afeta aprendizado de curta duração (GUZOWSKI & MCGAUGH 

1997; ZHANG et al., 2003; FLORIAN et al., 2006). Além disso, camundongos 

mutantes para CREB desenvolveram prejuízo no aprendizado espacial 

(BOURTCHULADZE et al., 1994; HUMMLER et al., 1994). 

Diversos estudos têm evidenciado que a formação da memória espacial está 

associada com aumento de fosforilação de CREB (pCREB) no hipocampo (MIZUNO 

et al., 2002; COLOMBO et al., 2003; MONCADA & VIOLA 2006; PORTE et al., 

2008), e que a falta de aumento na fosforilação de CREB após tarefas de 

aprendizado caracteriza déficits de memória espacial (BRIGHTWELL et al., 2004; 

KUDO et al., 2005; PORTE et al., 2008). 

Nesse contexto, existem alguns compostos que podem prejudicar ou facilitar 

a formação da memória (SQUIRE & KANDEL, 2003), por inibir ou aumentar a 
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ativação de CREB. Além disso, existem compostos que também podem exercer 

efeito benéfico sobre a memória, entre eles estão os substratos energéticos, como a 

creatina.  

 

 

3.2 Creatina 
 

 

A Cr (N-[aminoiminometil]-N-metilglicina) é um composto guanidínico 

endógeno que foi primeiramente isolado em 1835 por Chevreul em um extrato de 

carne. Quase cem anos mais tarde, Fiske e Subbarow (1927) juntamente com 

Eggleton & Eggleton descobriram a PCr, que devido a sua natureza  lábil  foi 

chamada de “fosfosgen”.   

Em 1930, Lundsgaard demonstrou que a contração muscular era 

acompanhada por uma maior quebra de PCr do que de uma produção de lactato, e 

propôs  que  a PCr  apresentava  um  envolvimento  central  no  suporte  energético  

para  a contração muscular.   

Em 1934, Lohmann descobriu a reação da enzima Creatina Kinase (CK), na 

qual o grupo γ-fosfato do ATP é transferido a Cr para formar ADP e PCr. A 

identificação das isoenzimas mitocondrial e citosólisa da CK nas décadas de 1960 e 

1970 levou Saks e colaboradores (1978) e também Bessman & Geiger (1981) a 

propor a “lançadeira da  PCr”.  De acordo com essa hipótese, as isoenzimas 

mitocondrial e citosólisa da CK trabalham em direções opostas.  Enquanto a 

isoenzima mitocondrial da CK catalisa a síntese de PCr a partir do ATP produzido 

pela  fosforilação  oxidativa  na  matriz  mitocondrial,  a  isoenzima  citosólisa catalisa 

a regeneração do ATP a partir da PCr nos sítios de consumo (Esquema 1). Dessa 

maneira o sistema CK/PCr/Cr aumenta consideravelmente a capacidade total para o 

transporte intracelular do fosfato de alta energia.  

 

 

 
Esquema 1. Esquema representativo da reação da enzima creatina quinase 
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A síntese de Cr se dá a partir da glicina, arginina e S-adenosilmetionina nos 

rins, fígado, pâncreas, testículos (PERSKY & BRAZEAU, 2001) e cérebro 

(BRAISSANT et al., 2001). O primeiro passo na síntese é nos rins, e envolve a 

transferência reversível de um grupo amino da arginina formando guanidinoacetato e 

ornitina na reação catalisada pela enzima L-arginina: glicina amidinotransferase 

(AGAT). No fígado, ocorre a segunda etapa, onde a transferência irreversível do 

grupo metil da S-adenosilmetionina é doado para o guanidinoacetato pela S-

adenosilmetionina: N-guanidinoacetato metiltransferase (GAMT), formando Cr 

(PERSKY & BRAZEAU, 2001) (Figura 6).  

A Cr é também obtida exogenamente pela dieta no consumo de carnes e 

peixes (BALSOM et al., 1994). São necessários aproximadamente dois gramas de 

creatina diariamente, obtidos tanto da dieta quanto da síntese endógena (CASEY & 

GREENHAFF, 2000).  

Uma vez formada, a Cr entra na circulação por difusão e pode ser 

transportada para o interior dos tecidos contra um gradiente de concentração por um 

transportador Na+/Cl- dependente (GUERRERO-ONTIVEROS & WALLIMANN, 

1998), podendo ser armazenada tanto na forma livre (Cr), quanto na forma 

fosforilada (PCr). Cerca de 90% da Cr está armazenada na forma de PCr no 

músculo e o restante no cérebro e outros órgãos (WALKER, 1979; WYSS & 

KADDURAH-DAOUK, 2000). Além disso, a Cr pode ser eliminada pela filtração 

glomerular na forma de creatinina, que é o produto final da degradação da Cr 

formado por uma reação não-enzimática e irreversível (GREENHAFF, 1997). 
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Figura 6. Biossíntese da creatina. (adaptado de WYSS & KADDURAH-DAOUK, 2000). 

 

 

Devido a sua importância fisiológica como mecanismo de reserva energética 

(ATP), principalmente no músculo (WYSS & KADDURAH-DAOUK, 2000), como 

transportador de ATP dos sítios de produção (mitocôndria) para os sítios de 

consumo (citosol) (WALLIMANN et al., 1998) e como tampão energético (PAN & 

TAKAHASHI, 2007), a Cr tem sido utilizada por atletas como suplemento alimentar, 

para melhorar a performance em exercícios de alta intensidade e curta duração 

(PERSKY & BRAZEAU, 2001), diminuir a fadiga muscular, proporcionar uma rápida 

recuperação pós exercício (MUJIKA & PADILLA, 1997) e aumentar a massa 

muscular (FELDMAN et al., 1999; POORTMANS & FRANCAUX, 2000). 

Os benefícios da Cr vão além destes obtidos pelos atletas, pois ela apresenta 

propriedades antioxidantes diretas per se (LAWLER et al., 2002; SESTILI et al., 

2006) e também neuroprotetoras em alguns modelos de doenças neurológicas 

(ANDRES et al., 2008; YANG et al., 2009).  
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3.2.1 Efeito Neuroprotetor da Creatina 

 

 

A Cr apresenta efeitos protetores em várias alterações neurológicas que 

possuem semelhantes mecanismos bioquímicos. A depleção energética, estresse 

oxidativo por espécies reativas de oxigênio e espécies reativas de nitrogênio, 

excitotoxicidade e disfunção mitocondrial tem sido implicado nestas alterações 

neurológicas (BROWNE & BEAL, 1994; BEAL, 1996). Embora estes processos 

possam estar diretamente ou indiretamente envolvidos na patogênese destas 

doenças, eles convergem em uma via comum final que resulta em necrose e 

apoptose celular (ANDRES et al., 2008).  

Dentre as patologias com semelhantes processos bioquímicos, encontram-se 

as alterações neurológicas agudas (traumatismo crânio-encefálico (TCE), acidente 

vascular encefálico (AVE); as doenças neurodegenerativas crônicas (doença de 

Parkinson (DP), Alzheimer) e os erros inatos do metabolismo. (ANDRES et al., 

2008). 

 
 
3.2.1.1 Creatina e Doenças Neurológicas Agudas 

 

 

O AVE isquêmico pode rapidamente levar a morte celular devido a um 

comprometimento no metabolismo (LIPTON & WHITTINGHAM, 1982), 

freqüentemente resultando em seqüelas neurológicas. O efeito neuroprotetor da 

administração de Cr foi observado em modelos experimentais de isquemia cerebral, 

onde o tratamento prévio com Cr atenuou a lesão isquêmica e aumentou os níveis 

de PCr cerebrais  (ADCOCK et al., 2002; LENSMAN et al.,  2006). Estudos recentes 

mostraram que camundongos com isquemia cerebral transitória focal tratados com 

Cr obtiveram uma redução no volume da lesão sem alterações significativas nos 

níveis de Cr, PCr e ATP no cérebro (PRASS et al., 2007).  

O traumatismo crânio-encefálico – lesão cerebral ou concussão (TCE) 

representa a maior causa mundial de mortalidade em indivíduos com até 45 anos 

(WERNER & ENGELHARD, 2007). O TCE e a lesão na medula espinhal são 
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conhecidos por iniciar uma série de eventos excitotóxicos que ocorrem em minutos a 

dias nas regiões próximas ao dano (PALMER et al., 1993; POTTS, 2006; 

SAKELLARIS et al., 2006). Este dano secundário é parcialmente devido à isquemia 

e comprometimento da bioenergética celular. A Cr mediando neuroproteção tem sido 

demonstrada em modelos experimentais de TCE, onde suplementação de Cr 

proporciona redução na extensão do dano e manutenção da homeostase 

mitocondrial após o TCE (SULLIVAN et al., 2000;  RABCHEVSKY et al., 2003) 

Em investigações clínicas a suplementação de Cr, por um período de 6 

meses em crianças e adolescentes que sofreram TCE,  resultou em uma melhor 

recuperação cognitiva, comportamental e social (SAKELLARIS et al., 2006). Nesse 

contexto, Rebaudo e colaboradores (2000) sugerem que pacientes que sofreram 

TCE ou dano a medula espinhal podem ter efeito benéfico imediatamente após 

administração de Cr, pois esta pode ser entregue diretamente aos sítios de injúria 

por perfusão da região afetada ou administração intracerebroventricular, o qual leva 

a um rápido aumento nos níveis de Cr no cérebro.  A suplementação de Cr também 

mostrou ser protetora após lesão na medula espinhal de ratos (HAUSMANN et al., 

2002; RABCHEVSKY et al.,  2003). 

 

 

3.2.1.2 Creatina e Doenças Neurodegenerativas 

 

 

A Doença de Parkinson (DP) é uma doença neurodegenerativa comum que 

afeta mais que 1% dos indivíduos acima de 50 anos (MARTTILA & RINNE, 1987), 

cujos sintomas clínicos incluem tremor em repouso, bradicinesia, rigidez e 

instabilidade postural (LANG & LOZANO, 1998). A DP é caracterizada por uma 

progressiva deterioração de neurônios dopaminérgicos na substância negra, levando 

a redução ou perda da função dopaminérgica no estriado. Além disso, ocorre 

prejuízo da função do sistema de transporte de elétrons mitocondrial, em particular 

do complexo I (SCHAPIRA et al., 1990;  ALAM & SCHMIDT, 2002), sugerindo um 

envolvimento mitocondrial na patogênese da doença.  

O efeito benéfico da Cr tem sido demonstrado em modelo animal de DP, onde 

a suplementação de Cr diminuiu a toxicidade de 1-metil-4-fenil piridina (MPTP) 
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atenuando a perda de tirosina hidroxilase e dopamina em neurônios (MATTHEWS et 

al., 1999; YANG et al., 2009). Em estudos clínicos pilotos, a suplementação de Cr 

resultou em melhora do humor e em pequenas doses aumentou os efeitos da terapia 

dopaminérgica (BENDER et al., 2006) e reduziu a progressão da doença (NINDS-

NET-PD-Investigators 2006). 

 Na Doença de Alzheimer (DA) ocorrem mutações na proteína precursora 

amilóide (APP), resultando em clivagem anormal de APP e acúmulo do peptídeo  β-

amilóide, o principal constituinte da placa amilóide no cérebro (BLENNOW et al., 

2006). Além disso, em pacientes com DA tem sido registrado alterações na 

produção e concentração de ATP (AKSENOV et al., 2000) e redução de 80% na 

atividade da isoenzima cerebral da CK (AKSENOV et al., 2000). Entretanto, em 

homogeneizados de cérebros de pacientes com DA, a análise espectrofotométrica 

não revelou disfunção nos complexos da cadeia respiratória mitocondrial 

(CASADEMONT et al., 2005).  

 Alguns estudos têm evidenciado o efeito neuroprotetor da Cr em cultura de 

neurônios submetidos a insultos por excitotoxicidade de glutamato ou por exposição 

ao peptídeo β-amilóide (BREWER & WALLIMANN, 2000). Especula-se que a 

suplementação de Cr no começo da doença possa prevenir ou retardar a 

neurodegeneração relacionada à doença por aumentar o aporte energético e 

proporcionar manutenção da homeostase mitocondrial (BURKLEN et al., 2006). 

Além desses efeitos neuroprotetores da Cr em modelos de doenças 

neurodegenerativas, há relatos na literatura sobre a ação desse composto 

ergogênico na neurotoxicidade induzida por metabólitos que acumulam em alguns 

erros inatos do metabolismo (KÖLKER et al., 2001; DAS et al., 2003; ROYES et 

al.,2003; 2006; VASQUES et al., 2006). Entre esses EIM, podemos citar a síndrome 

da deficiência de creatina (SDCr), uma doença caracterizada clinicamente por um 

atraso cognitivo importante. 

A SDCr se apresenta por um déficit na atividade de uma ou duas enzimas 

envolvidas na síntese de Cr, a AGAT ou a GAMT (SYKUT-CEGIELSKA et al., 2004), 

ou ainda no transportador de Cr (CreaT) (deGRAUNW et al., 2002). No cérebro, esta 

deficiência está envolvida na patogênese de alguns fenótipos neurológicos 

hereditários graves (LEUZZI et al., 2000; VAN DER KNAAP et al., 2000) e sintomas 

como: convulsões, autismo e graus variados de retardo mental. Devido aos efeitos 

neurotóxicos do guanidino acetato (GAA) (ZUGNO et al., 2006), o qual se acumula 
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na substância cinzenta, pacientes com deficiência na GAMT apresentam 

movimentos hipercinéticos distônicos (SIJENS et al., 2005). Pacientes com 

deficiência no CreaT apresentam uma elevada razão Cr:Creatinina na urina. 

Deficiências nas enzimas GAMT e AGAT podem ser tratadas com suplementação 

oral de Cr (SCHULZE et al., 2003), enquanto pacientes com deficiência no CreaT 

não respondem a este tipo de tratamento (STOCKLER et al., 1996; MERCIMEK-

MAHMUTOGLU et al., 2006). Mais uma vez estas observações enfatizam a 

importância do sistema Cr-PCr para o funcionamento normal do cérebro. 

 

 

3.2.2 Efeito Neuromodulador da Creatina 

 
 

Além de seu efeito neuroprotetor alguns estudos têm sugerido que a Cr pode 

ser sintetizada nos astrócitos, captada pelos neurônios (BRAISSANT et al., 2001) e 

liberada após estimulação elétrica (ALMEIDA et al., 2006). Esta liberação exocitótica 

pode ser prevenida pela adição de quelante de cálcio ou bloqueador de canais de 

sódio (ALMEIDA et al., 2006). Estes dados indicam que Cr não é somente 

sintetizada e captada por neurônios, mas também liberada de uma maneira 

dependente de potencial de ação, suportando fortes evidências para seu papel como 

neuromodulador no cérebro (Figura 7).   

De acordo com esses dados, Royes e colaboradores (2008), verificaram que 

Cr aumenta o binding de [3H] MK-801 e facilita a transmissão sináptica hipocampal 

e, este efeito é atenuado pelo antagonista do receptor NMDA (AP5). Além de sua 

ação neuroprotetora e neuromoduladora, alguns estudos têm sugerido o 

envolvimento da Cr em processos fisiológicos importantes como aprendizado e 

memória (WATANABE et al. 2002; RAE et al., 2003; VALENZUELA et al. 2003). 
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Figura 7.  Transporte, síntese e liberação de creatina no sistema nervoso central. CRT: transportador 

de creatina; AGAT: L-arginina: glicina amidinotransferase; SAM: S-adenosilmetionina 

guanidinoacetato; GAMT: S-adenosilmetionina: N-guanidinoacetato metiltransferase (ANDRES et al. 

2008).  

 

 

Nesse contexto, Oliveira e colaboradores (2008) verificaram que a administração de 

Cr no hipocampo melhorou o aprendizado espacial em ratos, devido a modulação do 

sítio de ligação das poliaminas no receptor NMDA. As poliaminas são um grupo de 

aminas alifáticas que atuam como moduladores endógenos do canal NMDA e 

exercem um importante papel na modulação da memória (IZQUIERDO & MEDINA 

1997; RUBIN et al. 2000, 2004). Embora diversos estudos tenham apontado para o 

efeito neuroprotetor da Cr e seus efeitos na melhora da cognição, pouco se sabe 

sobre o mecanismo de ação pelo qual a Cr exerce seu efeito no aprendizado e 

memória. Dessa forma, é objetivo deste trabalho investigar o envolvimento da 
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administração intra-hipocampal da Cr na fisiopatologia do processo de formação da 

memória espacial em ratos. 
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4. CAPÍTULOS 

 

 Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados neste 

item, o qual apresenta-se dividido sob forma de artigos científicos (capítulos I e II). 

Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos resultados e Bibliografia, 

encontram-se nos mesmos. 
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4.1 Capítulo I – O envolvimento das proteínas quinase dependente de AMPc 
(PKA) e proteína quinase dependente de cálcio/calmodulina (CaMKII) 
hipocampais, na facilitação do aprendizado espacial induzido por creatina 
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Abstract 
  

Although Creatine (Cr) and Phosphocreatine (PCr) system plays a key role in 

cellular energy and energy transport in cells with fluctuating energy requirements like 

neurons, its implications for learning and memory are still controversial. Thus, we 

decide to investigate the involvement of trans-cellular Cr transport and intracellular 

trafficking in spatial learning improvement elicited by Cr in rats. For this propose, we 

investigated involvement of Cr transporter (CreaT), cAMP-dependent protein kinase 

A (PKA) and Ca2+/ calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII) signaling 

pathway in the spatial learning after intrahippocampal injection of Cr. Statistical 

analysis revealed that intrahippocampal administration of Cr (2.5 nmol/side) post-

training decreased the latency for scape and mean number of errors in Barnes-Maze 

test. Besides, we showed that intrahippocampal administration of 3- 

guanidinopropionic acid (3-GPA (an inhibitor of Cr transporter); 0.5 to 5 nmol/side) 

post training had no effect on spatial learning. However, post-training co-

administration of 3-GPA (5 nmol/side) attenuated the facilitatory effect of Cr (2.5 

nmol/side) characterized by latency for escape and mean number errors increase. 

The effect of PKA activity inhibitor (H-89) on Cr-induced spatial improvement was 

also evaluated.  Statistical analysis showed that intrahippocampal injection of H-89 

(0.25; 2.5 and 25 mol/side) did not alter the latency and number of error in Barnes 

maze test, however, the post-training co-administration H-89 (25 pmol/side) 

decreased the facilitatory effect of Cr on latency for escape and the mean number 

errors. In addition, we showed that intrahippocampal injection of STO-609, an 

inhibitor of CaMKII, (0.5-5nmol/side) did not have effect in this model of spatial 

learning, however, statistical analysis revealed that post-training co-administration of 

STO-609 (5nmol/side) decreased the effect of Cr on latency for escape and  the 

mean number errors. These data suggest that spatial learning enhancement elicited 

by Cr may be mediated by trans-cellular creatine transports and intracellular PKA 

and CaMKII pathway.  

 

Key words: Creatine, spatial memory, Cr transporter (CreaT); protein kinases; 

hippocampus.  
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Introduction  

Creatine (N-[aminoiminomethyl]-N-methyl glycine) is a guanidine compound 

synthesized from glycine, arginine and S-adenosylmethionine in kidneys, liver, 

pancreas and brain (Wyss and Kaddurah-Daouk 2000). Initially, Cr was confined to 

athletes involved in sports that required high-intensity intermittent exercise 

performance by increase intracellular stores of Cr and its phosphorylated form, PCr 

(Persky and Brazeau 2001). Recently, it has been demonstrated that 

supplementation of this nutrient may improve the cognitive function by increase the 

brain Cr (9%) and PCr (4%) levels (Dechent et al. 1999; Mille et al. 2007). 

Furthermore, Cr enhances intelligent test scores, reduces mental fatigue and 

protects against decrease in cerebral oxygenated hemoglobin when subjects 

repeatedly perform a mathematical calculation (Watanabe et al. 2002; Rae et al. 

2003; Valenzuela et al. 2003). 

Nevertheless, the view that Cr exerts its functions exclusively via effects in 

intracellular cellular energy metabolism (Wyss and Kaddurah-Daouk 2000) canot 

explain a number of recently reported findings that suggest a direct modulatory role 

in the central transmission processes (Andres et al. 2008). In this context, 

experimental findings in vitro have demonstrated that Cr is release from neocortex, 

caudate putamen and hippocampus slices, an effect dependent of Ca2+ influx and of 

Na+ channel stimulation (Almeida et al. 2006). Accordingly, results from our group 

have demonstrated that intrahippocampal administration of Cr leads to spatial 

learning improvement by mechanism that depends partially of its interaction with the 

extracellular polyamine binding site at the N-methyl-D-aspartic acid (NMDA) receptor 

(Oliveira et al. 2008). Nonetheless, the full mechanism by which Cr benefits 

cognition, as well as the neuronal conditions in which this guanidine compound could 

be effective in spatial learning, remains to be elucidated.    

The memory can be divided into at least two forms according to its temporal 

and biochemical properties: short term memory (STM), which last no longer than few 

hours, and long-term memory (LTM), which last from several hours to days or even 

longer (McGaugh 1966; Matthies 1989; Bozon et al. 2003). Most findings argue that 

Ca2+ and cAMP-mediated pathway activation is a necessary step for the 

establishment of LTM through the coincident activation of several protein kinases 

including PKA (McGaugh 1966; Izquierdo and Medina 1997; Nguyen and Woo 2003). 
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Experimental findings in rodents have provided evidence that PKA is activated in the 

course of spatial learning in the hippocampus (Mizuno et al. 2002). In addition, 

pharmacological inhibition of both the catalytic and regulatory subunits of PKA blocks 

LTM when inhibitors were administrated immediately after training session in the 

hippocampus (Vianna et al. 1999; Vianna et al. 2000). Consistent with the view that 

the activation of the PKA signaling pathway in the hippocampus plays an important 

role in spatial memory formation, several lines of evidences indicate that Ca2+/ 

calmodulin-stimulated isoforms of adenylyl cyclase (AC) are involved in long-term 

potentiation (LTP) and certain forms of learning (Alberini 2009). It is known that entry 

of Ca2+ through NMDA channel during LTP induction in the CA1 region of the 

hippocampus stimulates the activation and persistent autophosphorylation of CaMKII, 

while inhibition of CaMKII abolishes the induction of synaptic potentiation (Malenka et 

al. 1989; Fukunaga et al. 1993; Otmakhov et al. 1997).    

Therefore, considering that Cr may exert its action in Central Nervous System 

(CNS) through extracellular (such as interacting with NMDA receptor) or intracellular 

(such as, acting as an energy buffer) the propose of this work was to investigate the 

role of trans-cellular Cr transport and intracellular trafficking in spatial learning 

improvement elicited by Cr in rats. For this propose, we investigated involvement of 

Cr transporter (CreaT), PKA and CaMKII signaling pathway in the spatial learning 

after intrahippocampal injection of Cr.  

 
Materials and Method 
 
Animals 

In the present study adult male Wistar rats (270–300 g) were used, housed 

five to a cage on controlled light and environment (12-h light/dark cycle, 24±1 ◦C, 

55% relative humidity) with free access to food (Guabi, Santa Maria, Brazil) and 

water. All experimental protocols were designed aiming to keep the number of 

animals used to a minimum, as well as their suffering. All experimental protocols 

were conducted in accordance with national and international legislation (guidelines 

of Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and of U.S. Public Health 

Service’s Policy on Human Care and Use of Laboratory Animals-PHS Policy), and 

with the approval of the Ethics Committee for animal research of the Federal 

University of Santa Maria.  
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 Surgery 

The rats were bilaterally implanted under Equithesin anesthesia (1% 

phenobarbital, 2% magnesium sulfate, 4% chloral hydrate, 42% propylene glycol, 

11% ethanol; 3 ml/kg, i.p.) with 27-gauge guide cannula, which were aimed 1mm 

above the CA1 region of the dorsal hippocampus. Stereotaxic coordinates were 

according to the atlas of Paxinos and Watson (1986):  AP 4 mm, ML 3 mm, V 2mm 

from the dura.  

 

Barnes Maze 

One week after surgery, animals were trained to solve the Barnes maze. The 

Barnes maze is a validated test often used for the assessment of spatial learning and 

memory in rodents (Barnes 1979). The Barnes maze paradigm exploits the natural 

inclination of small rodents to seek escape to a darkly lit, sheltered environment 

when placed in an open arena under bright, aversive illumination. Our maze consists 

of a 120 cm diameter circular wooden table, 3.5 cm-thick and elevated 90 cm above 

the floor. 

Twenty holes, 6 cm diameter, were equidistantly located around the perimeter 

and centered 5 cm from it. The apparatus was located in a 4m×4m test room where 

four visuospatial cues made of rigid black paper (rectangle, circle, cross, triangle) 

were affixed to the walls but not directly over any one maze hole; this increases the 

spatial component of the Barnes maze during training (Bach et al. 1995). A black 

wooden escape tunnel (15cm×10cm×30cm) was placed beneath one hole, selected 

randomly for each rat but remained constant throughout the training sessions for a 

given rat. The remaining 19 holes led only to a false escape box (15cm×10cm×10cm) 

which, from the platform, appeared indistinguishable from an escape box but was too 

small to be entered; false boxes removed visual cues that might be observed through 

an open hole. Above the platform (height 45cm) there is an incandescent lamp 

(200W), which gave bright illumination of the maze as the aversive stimuli. 

On the first day of the experiment, the rats were moved to testing room and 

left undisturbed for 60 min. Following this habituation period, the rats were trained to 

find the escape hole; they were placed in the escape box for 1 min, then into a 

cylindrical opaque chamber (start box) in the center of the maze. With light on, the 

start box was removed and the rat allowed exploring freely and finding the escape 

box. A maximum latency of 180 s to find it was allowed. Each rat was given three 
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trials per day, over four consecutive days. In each trial, we scored the time to reach 

the escape tunnel and the number of wrong holes visited. The arena as well boxes 

were wiped clean using distillated water both between each training session for a 

given rat and between each rat. 

  

Drugs and Microinjections 

          N-[2-bromocinnamylamino) ethyl]-5-isoquinoline sulfonamide (H-89), a 

selective inhibitor of PKA; 7H-Benzimidazo[2,1-a]benz[de]isoquinoline-7-one-3-

carboxylic acid (STO-609) a selective inhibitor of CaMKII and 3- guanidinopropionic 

acid (3-GPA) a inhibitor of CreaT transporter  were obtained from Sigma Saint Louis, 

MO. STO—609 was dissolved in vehicle 15% dimethyl sulfoxide (DMSO), creatine 

monohidratate, H-89 and 3-GPA was dissolved in sterile phosphate-buffered saline, 

(PBS) pH 7.4.  

The effect of the intrahippocampal administration of Cr was investigated by 

injecting the animals with Cr monohydrate (2.5 nmol/side) or its vehicle, immediately 

after the end of the first day on Barnes Maze. The involvement of the Cr transporter, 

PKA and CaMKII pathway in the effect exerted by Cr in this model of spatial learning 

was tested by injecting the animals with inhibitor of Cr transporting (3-GPA 0.5, 2 and 

5 nmol/side); inhibitor of PKA (H-89; 0.25; 2.5 and 25 mol/side) and inhibitor of 

CaMKII (STO 609; 0.5 and 5nmol/side) immediately at the end of the first day of 

training. The doses of 3-GPA, H-89; STO-609 were based on pilot studies, creatine 

was selected based on previous studies (Oliveira et al. 2008).  The injections were 

performed using a 10 l Hamilton syringe and a 30-gauge needle that fitted into the 

guide cannula, with the tip of the infusion needle protruding 1.0 mm beyond that of 

the guide cannula and, therefore, aimed at CA1 in the dorsal hippocampus. The 

infusions (0.5 l/side) were carried out over 60 s and the infusion cannulae were left 

in place for 60 additional seconds to minimize backflow. 

  

Statistical analysis  
Data were analyzed by one or two-way analysis of variance (ANOVA), 

depending on the experimental design. Post-hoc analyses were carried out by the F 

test for simple effect or the Student–Newman–Keuls test, when appropriate. All data 

were expressed as mean±S.E.M. Statistical analyses were performed utilizing the 

SPSS software in a PC-compatible computer. P < 0.05 was considered significant. 
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Results  

The effect of post-training intrahippocampal administration of Cr (2.5 nmol/side) 

on Barnes maze is shown in Fig. 1. These data agree with previous findings from our 

group (Oliveira et al. 2008) since intrahippocampal injection of this compound 

decreased the latency for escape [F(3,63)=3.13; P<0.05;  Fig. 1A] and the mean 

number of errors [F(3,63)=3; P<0.05; Fig. 1B]. Considering that Cr presented effect 

just in the second day of spatial memory test, the next experiments were only for two 

days. The involvement of CreaT in the effect exerted by Cr in this model of spatial 

learning is shown in Figure 2. Statistical analysis revealed that intrahippocampal 

administration of 3-GPA (all doses) had not effect per se on the spatial memory test 

(Figures 2A and B). On the other hand, the post-training co-administration of 3-GPA 

(5 nmol/side) decreased the facilitatory effect of Cr on latency for escape 

[F(1,34)=4.6 P<0.05; Fig. 3A] and the mean number of errors [F(1,34)=5.03; P<0.05; 

Fig. 3B] suggesting  that  spatial learning enhancement elicited by Cr may be 

mediated by trans-cellular Cr transports.  

The effect of PKA inhibitor (H-89) on Cr-induced spatial improvement was also 

evaluated.  Statistical analysis showed that intrahippocampal injection of H-89 (0.25; 2.5 

and 25 mol/side) did not alter the latency and number of error in Barnes maze test 

(Figs. 4A;B), however, the post-training co-administration H-89 (25 pmol/side) 

decreased the facilitatory effect of Cr on latency for escape [F(1,43)=1.43; P<0.05; Fig. 

5A) and the mean number errors [F(1,43)=4.16 P<0.05; Fig. 5B]. In addition, we showed 

that intrahippocampal injection of STO-609 (all doses) had not effect in this model of 

spatial learning (Fig. 6A and B), however, statistical analysis revealed that post-training 

co-administration of STO-609 (5nmol/side) decreased the effect of Cr on latency for 

escape [F(1,36)=5.40; P<0.05; Fig. 7A] and  the mean number errors [F(1,36)=4.11; P 

<0.05; Fig. 7B]. Locomotor activity was performed after second day of experiments. 

Statistical analyses  showed  no diffence between groups (data not shown).   
 
Discussion  
In this study, we showed that post-training bilateral microinjection of Cr into 

hippocampus caused spatial learning improvement and that co-administration of 3-GPA 

(inhibitor of CreaT transporter), H-89 (PKA inhibitor) and STO-609 (CaMKII inhibitor) 

attenuated the facilitatory effect of Cr. The spatial learning enhancement induced by Cr, 

at least in part, is in agreement with recent studies that demonstrated that administration 
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of Cr leads to an improvement in intelligence test scores (Rae et al. 2003) and reduces 

mental fatigue when subjects repeatedly perform a simple mathematical calculation 

(Watanabe et al. 2002). Furthermore, it has been demonstrated that administration of Cr 

in health subjected submitted to sleep deprivation, a condition that is associated with 

reduced brain Cr, attenuates the cognition impairment elicited by this stress situation 

(McMorris et al. 2007) suggesting that high-energy phosphate utilized as energy buffer 

as well as energy transport molecules elicited by Cr (Wallimann et al. 1992), may 

explain the reduced mental fatigue.  

Since creatine/phosphocreatine/creatine kinase system is connected to different 

synaptic processes and fundamental for normal energy homeostasis (Wallimann et al. 

1992; Schlattner et al. 2006), the results presented in this report suggest that this 

system modulates the firing speed of action potentials and/or strength of intracellular 

communication needed for learning and memory formation by acting as energy buffer 

(Jost et al. 2002). Furthermore, it is plausible to propose that maintenance of energy 

homeostasis in the brain requires a distinct molecular circuitry which provides tight 

coupling between energy consumption and production during the performance of 

sensory, motor and cognitive tasks (Fox et al. 1988; Belliveau et al. 1991; Beal 1992; 

Erecinska and Silver 1994; Ikonomidou and Turski 1996; Barinaga 1997).  

Besides its action as energy buffer, it has been recently evidenced that Cr 

accumulates in neocortex slices in a Na+-dependent manner, consistent with the 

involvement of the Na+-dependent SLC6A8 Cr transporter. In addition, Cr is electrically 

released from neocortex, caudate putamen and hippocampus slices, an effect 

dependent of Ca2+ influx and of Na+ channel stimulation suggesting that this compound 

is not only synthesized and taken up by central neurons, but also released in exocytotic 

manner (Almeida et al. 2006). Experimental findings from our group have demonstrated 

that Cr facilitates hippocampal synaptic transmission, an effect which is attenuated by 

AP5, an NMDA receptor antagonist, and increases the binding of [3H]MK-801 to 

membranes, supporting a functional modulatory role for this guanidine compound 

(Royes et al. 2008). Accordingly, it has been demonstrated that Cr leads to spatial 

learning improvement by modulate of polyamine biding site at NMDA receptor (Oliveira 

et al. 2008).  

The NMDA receptor plays a pivotal role in the generation of various forms of 

synaptic plasticity (Izquierdo and Medina 1997; Herin and Aizenman 2004). In this 

context, it has been demonstrated that selectivity knockout of the gene that encodes for 
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the NMDA receptor subunit in mouse CA1 lead to disrupt both place cell ensemble 

activity and spatial memory (Wilson and Tonegawa 1997). However, a number of 

important questions, concerning details of Cr metabolism, like regulation of trans-cellular 

Cr transports and intracellular trafficking have still to be clarified in more detail. In this 

context, several studies have suggested that entry of Ca2+ through NMDA channel 

during LTP induction in the CA1 region of the hippocampus stimulates the activation and 

persistent autophosphorylation of CaMKII and PKA (Nguyen and Woo 2003; Bevilaqua 

et al. 2005; Sharifzadeh et al. 2005). The CaMKII and PKA enzymes also mediate the 

phosphorylation of a variety of protein of importance in synaptic plasticity, including the 

ionotropic glutamate receptors (AMPA and NMDA) and cAMP response element-binding 

(CREB) (Izquierdo and Medina 1997).   

Considering that CaMKII and PKA enzymes modulate NMDA receptor and 

that Cr leads to spatial learning improvement by modulating of polyamine binding site 

at NMDA receptor (Oliveira et al. 2008), we decide to investigate if the involvement of 

CaMKII and PKA pathway activation in spatial learning improvement induced by Cr. 

The results presented in this report suggest that Cr induces spatial learning 

improvement and that, at least some of its effects, may be mediated by CaMKII and 

PKA pathway activation. Furthermore, is plausible to propose that changes in the 

phosphorilation levels of NMDA mediated by CaMKII and PKA pathway activation 

(Izquierdo and Medina 1997) after intrahippocampal injection of Cr may play an 

important role in spatial memory formation. In line of this view, since Cr and PCr 

system is essential for the buffering of high-energy phosphates and intracellular ATP 

concentrations are clearly sufficient to support basal autophosphorylation of CaMKII 

in cells that maintain resting basal concentrations of Ca2+ for extended periods of 

time, we suggest that Cr-modulated ATP metabolism may be a molecular marker of 

memory processing in the hippocampus for spatial learning.  (Colban 1992). 

However, additional studies are necessary to clarify this point.  

In summary, the current study reports for the first time the regulation of trans-

cellular Cr transports and intracellular PKA and CaMK II pathway play a key role in the 

Cr-induced spatial learning enhancement. Although a number of important questions, 

concerning details of Cr metabolism, like regulation intracellular trafficking have still to 

be clarified in more detail, the results presented suggest that the enhancements the 

cellular energy status elicited by Cr enhances intelligent test scores do not necessary 

imply a cause–effect relationship but mechanism mediated by uptake of Cr into the 
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neuronal cell and intracellular communication. Besides, this report showed that none  of  

the  drugs  studieds  altered  the  locomotor  activity  of  the  animals. These results 

suggest  that  the  facilitatory  effect  of creatine-induced on memory are not attributed to 

possible unspecific motor effect.  
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 Figures and Legends 

 

Figure 1 

 
Figure 1. Effect of the intrahippocampal administration of creatine (2.5 nmol/side) 

immediately after the end of first session on the escape latency (A) and number of 

errors (B) in the Barnes maze. PBS represent vehicle treatment. *P < 0.05 compared 
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with PBS treated group by the Student–Newman–Keuls test. Data are the 

means±S.E.M. n = 11–12 animals in each group. 

Figure 2 
 
 

 
 

 

Figure 2. Effect of the intrahippocampal administration of 3-GPA (0.5 - 5nmol/side) 

immediately after the end of first session on the escape latency (A) and number of 

errors (B) in the Barnes maze. PBS represent vehicle treatment. Statistical analyses 
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did not show difference between groups. Data are the means±S.E.M. n = 7–9 

animals in each group.  
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 Figure 3 
 

 
Fig. 3. Effect of the intrahippocampal co-administration of creatine (2.5 nmol/side) 

and 3-GPA (5 nmol/side) immediately after the end of first session on the escape 

latency (A) and number of errors (B) in the Barnes maze. PBS represent vehicle 

treatment. *P < 0.05 compared with vehicle treated group by the Student–Newman–

Keuls test. Data are the means±S.E.M. n = 8–10 animals in each group.  
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Figure 4  
 

 
Figure 4. Effect of the intrahippocampal administration of H-89 (0.25 - 25nmol/side) 

immediately after the end of first session on the escape latency (A) and number of 

errors (B) in the Barnes maze. PBS represent vehicle treatment. Statistical analyses 

did not show difference between groups. Data are the means±S.E.M. n = 11–14 

animals in each group.  
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Figure 5 
 

  
Figure 5. Effect of the intrahippocampal co-administration of creatine (2.5 nmol/side) 

and H-89 (25 nmol/side) immediately after the end of first session on the escape 

latency (A) and number of errors (B) in the Barnes maze. PBS represent vehicle 

treatment. *P < 0.05 compared with vehicle treated group by the Student–Newman–

Keuls test. Data are the means±S.E.M. n = 10–13 animals in each group.
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Figure 6 
 

 
 
 
 
 
Figure 6. (A) Effect of the intrahippocampal administration of STO-609 (0.5 - 

5nmol/side) immediately after the end of first session on the escape latency (A) and 

number of errors (B) in the Barnes maze. PBS and DMSO represent vehicle 

treatment. Statistical analyses did not show difference between groups. Data are the 

means±S.E.M. n = 12–13 animals in each group.  
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Figure 7 
 
 
 

 
 

Figure 7. Effect of the intrahippocampal co-administration of creatine (2.5 nmol/side) 

and STO-609 (5 nmol/side) immediately after the end of first session on the escape 

latency (A) and number of errors (B) in the Barnes maze. DMSO represent vehicle 

treatment. *P < 0.05 compared with vehicle treated group by the Student–Newman–

Keuls test. Data are the means±S.E.M. n = 9–11 animals in each group.  
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4.2 Capítulo II – O envolvimento da ativação de CREB na facilitação do 
aprendizado espacial induzido por creatina. 
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Summary:  

 

Although a considerable body of evidence has demonstrated that cellular energy 

status increase elicited by creatine (Cr) enhances intelligent test scores, its 

implications for learning and memory are not clear. In this context, we decide to 

investigate the involvement intracellular trafficking in spatial learning improvement 

elicited by Cr in rats. For this propose, we investigated the levels of phosphorylated 

CREB (pCREB) and activation of cAMP-dependent protein kinase A (PKA) and Ca2+/ 

calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII) signaling pathway in the spatial 

learning after intrahippocampal injection of Cr. Statistical analysis revealed that, 

when administrated post-training, Cr (2.5 nmol/hippocampus) decreased the latency 

for escape and mean number of errors in Barnes-Maze test. Intrahippocampal 

injection of Cr also increased the levels of pCREB in hippocampus after 30 minutes 

but not 3 hours, suggesting that pCREB was expressed in the hippocampus during 

the process of spatial memory formation.  In addition, we demonstrated that post-

training administration of Cr was able to increase pCaMKII but not PKA levels 

suggesting that intracellular CaMKII/CREB pathway play a key role in the Cr-induced 

spatial learning. Therefore, these data suggest that this guanidino compound may 

also play a putative role as a neuromodulator in the brain, and that at least some of 

its effects may be mediated by intracellular CaMKII/CREB pathway. 

 

 

 

Key words: Creatine, spatial memory, CREB, PKA, CaMKII. 
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INTRODUCTION 
 
Creatine (N-[aminoiminomethyl]-N-methyl glycine) is a guanidino compound 

endogenously synthesized from glycine, arginine and S-adenosylmethionine in the 

kidneys, liver and pancreas or ingested in small quantities (the amount can vary from 

0 to 7 g of more, depending on the diet), especially with fresh fish (up to 10 g/kg) and 

meat (approximately 5 g/kg) (Wyss and Kaddurah-Daouk, 2000). This high-energy 

phosphate is utilized as an energy buffer, as well as an energy transport molecule 

(Wallimann et al., 1992), preventing ATP depletion caused by several conditions and 

agents, such as 3-hydroxyglutaric (Das et al., 2003) and methylmalonic acid (Royes 

et al., 2003; 2006) exposure, brain trauma, Parkinson and Huntington diseases, 

anoxia, hypoxia and ischemia (Ferrante et al., 2000,Sullivan et al., 2000, Balestrino 

et al., 2002; Bender et al., 2005, Baker-Fulco et al., 2006; Sakellaris et al., 2006, 

Hass et al., 2007). Furthermore, it has been demonstrated that long-term creatine 

supplementation leads to an increase in health life span in mice accompanied by 

favorable effects on neurobehavioral functioning, especially memory skills (Bender et 

al., 2007). In agreement with this view, recent studies from our group have evidenced 

that the intrahippocampal administration of creatine leads to spatial memory 

improvement (Oliveira et al., 2008) and increases of extracellular field potential in the 

stratum pyramidale of the CA1 region of the hippocampus (Royes et al., 2007)  

Although it is believed that mechanisms underlying creatine-induced neuronal 

function improvement and neuroprotection involve enhanced energy storage (Brewer 

and Wallimann, 2000), a direct neuromodulatory role for creatine has also been 

proposed (Persky and Brazeau, 2001). In this context, it has been shown that 

creatine is not only synthesized and taken up by neurons, but also released in an 

action potential-dependent manner, suggesting a neuromodulatory role for this 

guanidino compound in the brain (Almeida et al., 2006). Nonetheless, the full 

mechanism by which Cr benefits cognition, as well as the neuronal conditions in 

which this guanidine compound could be effective in spatial learning, remains to be 

elucidated.    

The memory can be divided into at least two forms according to its temporal 

and biochemical properties: short term memory (STM), which last o longer than few 

hours, and long-term memory (LTM), which last from several hours to days or even 

longer (McGaugh 1966; Matthies 1989; Bozon et al. 2003). Recent work in both 
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vertebrates and invertebrates has clearly demonstrated that transcription, mediated 

by the CREB (cAMP responsive element binding protein) family of proteins, is a 

crucial step for the establishment of LTM (Bourtchuladze et al., 1994; Bernabeu et 

al., 1997; Gusowski and McGaugh, 1997). 

In this context, several studies have demonstrated that consolidation of many 

types of LTM in rodents requires phosphorylation/activation of the transcription factor 

CREB (cAMP response element-binding protein) on Ser133 by cAMP or Ca2+ 

dependent protein kinase (Silva and Giese, 1994; Bernabeu et al., 1997; Silva et al., 

1998; Zhang et al., 2003; Trifilieff et al., 2006; Brightwell et al., 2007; Porte et al., 

2008). Consistent with the view that the activation of the PKA/CREB signaling 

pathway in the hippocampus plays an important role in spatial memory formation, 

oligonucleotide antisense and transgenic mice studies shown that a selective 

suppression of CREB function in hippocampal neurons disrupts consolidation of 

spatial LTM in a Morris water maze task (Guzowski and McGaug, 1997; Zhang et al., 

2003; Florian et al., 2006). In addition, it was reported that mice knockouts for 

αCaMKII could exhibit impaired spatial learning, but non-spatial learning remained 

unaffected (Silva et al., 1992). Some studies also have showed that the increase in 

the autophosphorylated (active) form of αCaMKII is a key molecular event for 

learning and memory (Tan & Liang, 1996; Rodrigues et al., 2004).  

Considering that the activation of the PKA, CaMKII and CREB signaling in the 

hippocampus is an important pathway for spatial memory formation (Mizuno et al., 

2002; Wang et al., 2007) and the effective participation of creatine in cognitive 

function is insufficiently known, we decided to investigate the involvement of the 

PKA, CaMKII and CREB activation on the effect exerted by creatine in the model of 

spatial learning in Barnes-Maze test. 

.  

MATERIALS AND METHODS 

 

Animals 

 

In the present study were used adult male Wistar rats (270–300 g), housed 

five to a cage on controlled light and environment (12-h light/dark cycle, 24±1 ◦C, 

55% relative humidity) with free access to food (Guabi, Santa Maria, Brazil) and 
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water. All experimental protocols were designed aiming to keep the number of 

animals used to a minimum, as well as their suffering. All experimental protocols 

were conducted in accordance with national and international legislation (guidelines 

of Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and of U.S. Public Health 

Service’s Policy on Human Care and Use of Laboratory Animals-PHS Policy), and 

with the approval of the Ethics Committee for animal research of the Federal 

University of Santa Maria.  

Surgery 

Rats were bilaterally implanted under Equithesin anesthesia (1% 

phenobarbital, 2% magnesium sulfate, 4% chloral hydrate, 42% propylene glycol, 

11% ethanol; 3 ml/kg, i.p.) with 27-gauge guide cannula, which were aimed 1mm 

above the CA1 region of the dorsal hippocampus. Stereotaxic coordinates were 

according to the atlas of Paxinos and Watson, 1986:  AP 4 mm, ML 3 mm, V 2mm 

from the dura.  

Barnes Maze 

One week after surgery, animals were trained to solve the Barnes maze. The 

Barnes maze is a validated test often used for the assessment of spatial learning and 

memory in rodents (Barnes, 1979). The Barnes maze paradigm exploits the natural 

inclination of small rodents to seek escape to a darkly lit, sheltered environment 

when placed in an open arena under bright, aversive illumination. Our maze consists 

of a 120cm diameter circular wooden table, 3.5 cm-thick and elevated 90 cm above 

the floor. 

Twenty holes, 6cm diameter, were equidistantly located around the perimeter and 

centered 5cm from it. The apparatus was located in a 4m×4m test room where four 

visuospatial cues made of rigid black paper (rectangle, circle, cross, triangle) were 

affixed to the walls but not directly over any one maze hole; this increases the spatial 

component of the Barnes maze during training (Bach et al, 1995). A black wooden 

escape tunnel (15cm×10cm×30cm) was placed beneath one hole, selected randomly 

for each rat but remained constant throughout the training sessions for a given rat. 

The remaining 19 holes led only to a false escape box (15cm×10cm×10cm) which, 

from the platform, appeared indistinguishable from an escape box but was too small 

to be entered; false boxes removed visual cues that might be observed through an 

open hole. Above the platform (height 45cm) there is an incandescent lamp (200W), 

which gave bright illumination of the maze as the aversive stimuli. 
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On the first day of the experiment, the rats were moved to testing room and left 

undisturbed for 60 min. Following this habituation period, the rats were trained to find 

the escape hole; they were placed in the escape box for 1 min, then into a cylindrical 

opaque chamber (start box) in the center of the maze. With light on, the start box was 

removed and the rat allowed exploring freely and finding the escape box. A maximum 

latency of 180 s to find it was allowed. Each rat was given three trials per day, over 

four consecutive days. In each trial, we scored the time to reach the escape tunnel 

and the number of wrong holes visited. The arena as well boxes were wiped clean 

using distillated water both between each training session for a given rat and 

between each rat. 

 

Drugs and Microinjections 

Creatine monohidatate was obtained from Sigma Saint Louis, MO and 

dissolved in sterile phosphate-buffered saline, (PBS) pH 7.4. 

The animals were not previously adapted to the microinjection procedure. The 

injections were performed using a 10 l Hamilton syringe and a 30-gauge needle that 

fitted into the guide cannula, with the tip of the infusion needle protruding 1.0 mm 

beyond that of the guide cannula and, therefore, aimed at CA1 in the dorsal 

hippocampus. The infusions (0.5 l/side) were carried out over 60 s and the infusion 

cannulae were left in place for 60 additional seconds to minimize backflow. Cannulae 

placement was verified postmortem, as described elsewhere (Rubin et al. 1997). 

Only data from the animals with correct cannula placement were analyzed. 

Preparation of Tissues for Western Blot Studies 

The animals received, immediately after training in the Barnes maze, a single 

bilateral injection of PBS or creatine. The experimental protocol used was the same 

described in experiments above, except that, the animals were killed 30 minutes or 

180 minutes after the injections (Izquierdo et al. 2006). Rats were decapitated, the 

hippocampus rapidly removed, dissected and homogenized in an ice-cold buffer A 

(10 mM HEPES, pH 7.9; 10 mM KCl; 2 mM MgCl2; 1 mM EDTA; 1 mM NaF; 10 g/ml 

aprotinin; 1 mM DTT; 10 mM -glycerolphosphate; 1 mM phenylmethanesulphonyl 

fluoride and 2 mM of sodium orthovanadate). After 15 min. of incubation on ice, the 

homogenate was centrifuged at 13 000 rpm for 45 min at 4oC. The supernatant was 

saved and used as cytosolic fraction and the pellet was re-suspended in the ice-cold 
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buffer A plus 1% triton X-100 and homogenized. After 15 min. of incubation on ice, 

samples were centrifuged at   13 000 rpm for 45 min. at 4oC and the resulting pellet 

was re-suspended again in the ice-cold buffer B (20 mM HEPES, pH 7.9; 50 mM KCl; 

2 mM MgCl2; 420 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM NaF; 25% glycerol; 10 g/ml 

aprotinin; 1 mM DTT; 10 mM -glycerolphosphate; 1 mM phenylmethanesulphonyl 

fluoride and 2 mM of sodium orthovanadate). After 15 min. of incubation on ice, the 

homogenate was centrifuged at 13 000 rpm for 45 min at 4oC. The supernatant was 

saved and used as nuclear fraction. The protein concentration was determined 

according method of Bradford with bovine serum albumin as the standard.        

Western Blot Analysis  

To analyses CREB, PKA and CaMKII activation, western blot analysis was 

carried out as previously described (Ferreira et al., 2005) with minor modifications. 

Equivalent amounts of proteins (50 and 20 g for cytosolic- and nuclear fractions, 

respectively) were mixed in buffer (200 mM Tris, 10% glycerol, 2% SDS, 2.75 mM -

mercaptoethanol and 0.04% bromophenol blue) and boiled for 5 min. Proteins were 

resolved in 12% sodium dodecyl sulfate-polyacrilamide gel by electrophoresis (SDS-

PAGE) and transferred on to polyvinilidene difluoride membranes, according to the 

manufacturer’s instructions (Millipore).The membranes were saturated by incubation 

overnight with 7.5% non-fat dry milk solution and then incubated with specific 

antibodies: for cytosolic fraction , anti-phosphorylated forms of protein kinase A 

regulatory subunit II (PKA RII) (phospho-PKA RII) antibodies and anti-

phosphorylated α-CAMKII antibodies,  for nuclear fraction, a monoclonal antibody 

against pCREB (Santa Cruz Biotechnology, USA). Following washing, the 

membranes were incubated with alcaline phosphatase secondary antibodies. The 

immunocomplexes were visualised using the chemiluminescence detection system 

(Amersham Biosciences, UK). Membranes were then incubated for 10 min in 

stripping buffer at room temperature and reincubated with anti-actin, which served as 

a loading control. 

 

Statistical analysis  

Statistical analysis was carried out by one- or two-way analysis of variance 

(ANOVA) and only F- values of P<0.05 are presented. Post-hoc analysis was carried 

out, when appropriate, by the Student-Newman-Keuls test. All data were expressed 
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as mean±S.E.M. Statistical analyses were performed utilizing the SPSS software in 

a PC-compatible computer.  

 

RESULTS 
 

The effect of post-training intrahippocampal administration of creatine (2.5 

nmol/side) on Barnes-Maze test is shown in Fig. 1. Statistical analysis revealed that 

intrahippocampal injection of Cr decreased the latency for escape [F(3,75)=4.16; 

P<0.01] and number of erros [F(3,75)=3.10; P<0.05] indicating that Cr induces spatial 

learning enhancement.  

Since CREB has been shown to possess an essential role in memory formation 

(Mizuno et al. 2002), we decide to analyze the levels of pCREB in hippocampus at 30 

minutes and 180 minutes after Cr administration in first day of experiments (Izquierdo et 

al., 2006). In this context, statistical analyses showed significant difference on 

pCREB/CREB at 30minutes [F(1,10)=6.89; P<0.05; Fig. 2C], but not at 180 minutes 

[F(1,7)=0.50; P>0.05; Fig. 2C], suggesting the participation of p-CREB was expressed in 

the hippocampus during the process of spatial memory formation after intrahippocampal 

injection of Cr.  

In the present study, we also analyzed whether pCREB increase after Barnes 

maze is associated with an activation of PKA. Statistical analysis revealed no 

significative difference between PBS and Cr on pPKA  [F(1,6)=0.105; P>0.05; Fig. 3A], 

on total PKA [F(1,6)=0.738; P>0.05; Fig. 3B] and pPKA/PKA  [F(1,6)=0.12; P>0.05; 

Fig.3C] thirty minutes after Cr administration. On the other hand, statistical analysis 

revealed that intrahippocampal injection of Cr induces a significant difference on 

pCaMKII/CaMKII  [F(1,12)= 5.15; P<0.05; Fig.4C]. These results sugest that CaMKII 

/CREB signaling in the hippocampus is an important pathway for spatial memory 

formation spatial memory formation after intrahippocampal injection of Cr.  

 

Discussion 
 

In this study, we showed that bilateral microinjection of Cr into hippocampus 

caused spatial learning improvement and CREB activation thirty minutes after Cr 

administration. In addition, we demonstrated that post-training administration of Cr 

induced CaMKII enhancement levels in hippocampus of rats. 
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 The spatial learning enhancement induced by creatine, at least in part, is in 

agreement with recent studies that demonstrated that Cr supplementation can also have 

beneficial effect on cognitive performance (Watanabe et al., 2002, Rae et al., 2003) This 

is is probably because creatine/phosphocreatine/creatine kinase system is connected to 

different synaptic processes and fundamental for normal energy homeostasis 

(Schlattner et al., 2006 Wallimann,1992). In addition, it has been proposed that this 

system modulates the firing speed of action potentials and/or strength of intracellular 

communication needed for learning and memory formation by acting as energy buffer 

(Jost et al., 2002). 

Besides its action as energy buffer, it has been recently suggested that Cr could 

be a neuromodulator (Almeida et al., 2006). Accordingly, Cr was accumulated in 

neocortex slices in a Na+-dependent manner, consistent with the involvement of the Na+-

dependent SLC6A8 creatine transporter. Moreover, Cr was electrically released from 

neocortex, caudate putamen and hippocampus slices, an effect dependent of Ca2+ influx 

and of Na+ channel stimulation. These in vitro data indicate that Cr is not only 

synthesized and taken up by central neurons, but also released in exocytotic manner 

(Almeida et al., 2006). Cr also facilitates hippocampal synaptic transmission, an effect 

which is attenuated by AP5, NMDA receptor antagonist, and increases the binding of 

[3H]MK-801 to membranes, supporting a functional modulatory role for this guanidine 

coumpound (Royes et al. 2008). These two lines give evidence for the involvement of 

polyamine site at the NMDA receptor to Cr-induced spatial learning enhancement 

(Oliveira et al., 2008). Thus, the spatial learning enhancement induced by Cr has 

interesting implications, since it could be a physiologically relevant phenomenon. 

In this context, pharmacological and genetics studies have demonstrated that 

glutamate neurotransmitter and NMDA receptor are responsible by formation of spatial 

memories (Ahlander et al., 1999; Morris et al., 1986; Shapiro e Eichenbaum, 1999). In 

line of this view, a considerable body of evidence has suggested that the process of 

consolidation of LTM requires gene transcription, which is mediated by activation of 

CREB through of proteins like PKA and CaMKII, by phosphorylating Serine 133 (Silva 

and Giese, 1994; Silva et al. 1998). In fact, studies in rodents have demonstrated that 

activation of CREB in the dorsal hippocampus is involved in memory processing of 

spatial learning (Bourtchuladze et al., 1994; Guzowski and McGaugh, 1997; Mizuno et 

al., 2002; Colombo et al., 2003; Florian et al., 2006). Furthermore, CREB-knockout mice 

are selectively impaired in a hippocampus-dependent spatial memory in the Morris water 
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maze (Bourtchouladze et al., 1994). Recently, Mouravlev et al. (2006) reported that 

elevation of hippocampal CREB levels achieved by somatic gene transfer can prevent 

memory loss in aging rats subjected to different Barnes behavioral tasks.  

To try elucidating if mechanisms by which Cr improve spatial learning involve 

downstream cascade of NMDA receptor we decide investigate the increase of pCREB 

levels at thirty minutes and three hours after intrahippocampal Cr administration. We 

choose these time points because there several studies suggesting that CREB 

activation reaches at two maximal pics, first at 0–60min and at 3–5 hours 

(Bourtchuladze et al., 1994; Bernabeu et al., 1997; Colombo et al., 2003; Izquierdo et 

al., 2006). The experimental findings revealed an increase of pCREB levels at thirty 

minutes, but not at 3 hours, after Cr administration. These results can explain why 

creatine had effect just at second day of test on Barnes Maze and not at all days testing. 

In agreement of this view, some studies have been suggest that hippocampal-learning 

specificity of CREB may be reflected best by duration, than amplitude of CREB 

phosphorylation (Porte et al., 2008; 2009). Furthermore, we showed that 

intrahippocampal Cr administration did not increase pPKA levels but induced 

hippocampal pCaMKII increases suggesting that the increase of pCREB levels induced 

by Cr do not require PKA activation, but CaMKII activation.  

Although it is believed that the mechanisms underlying neural function 
enhancement by Cr include improved energy storage and supply, this compound 
seems also play a direct modulatory role in the central transmission processes. In 
addition, it has long been known that NMDA receptor plays a pivotal role in the 
generation of various forms of synaptic plasticity. However, many questions remain 
unanswered regarding NMDA composition and molecular mechanisms of gating and 
modulation. In this context, downstream cascade of NMDA involve Ca2+ influx and 
complex calcium/calmodulin (Ca2+/CaM) activation (Izquierdo and Medina, 1995; 
Abel and Lattal, 2001) can active CaMKII, both protein can phosphorilate CREB 
mediated transcription in neurons (Impey et al., 1996; West et al., 2001; Mons et al., 
2003).Given this premise, we hypothesized that Cr could act at this site and thus 
modulate spatial learning in hippocampus of rats. In agree with this view, recent 
study from our group demonstrated the participation of NMDA receptor on Cr-
induced spatial learning improvement. 

In conclusion our data showing that creatine facilitates spatial learning are in 

agreement with recent studies (Watanabe et al., 2002, Rae et al., 2003, Oliveira et al., 
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2008). In addition, CaMKII activation and CREB activation support the neuromodulator 

role of creatine suggested previously (Almeida et al., 2006; Royes et al., 2008; Oliveira 

et al., 2008). Therefore, if the effects detected in this study also occur in patients with 

memory deficit is tempting to propose that the administration of Cr should be considered 

as an adjuvant therapy for these patients. However, further in-depth studies are 

necessary to establish a definitive mechanism for Cr action on the spatial learning 

facilitation. 
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Figures and Legends  
 

Figure 1 

 
 
 
Fig. 1. Effect of the intrahippocampal administration of creatine (2.5 nmol/side) 
immediately after the end of first training session on the escape latency (A) and 
number of errors (B) in the Barnes maze. PBS represent vehicle treatment. *P < 0.05 
compared with PBS treated group by the Student–Newman–Keuls test. Data are the 
means±S.E.M. n = 13–14 animals in each group.  
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Figure 2 

 
 

Fig. 2. (A) Effect of the intrahippocampal creatine (2.5 nmol/side) administration after 
30 or 180 minutes on pCREB, (B) total CREB, (C) pCREB/CREB. *P < 0.05 
compared with PBS treated group by the Student–Newman–Keuls test. Data are the 
means±S.E.M. N= 4-7 animals in each group. 
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Figure 3 
 

 
Fig. 3. (A) Effect of the intrahippocampal creatine (2.5 nmol/side) administration after 
30 on pPKA, (B) total PKA, (C) pPKA/PKA. PBS represent vehicle treatment. Data 
are the means±S.E.M. n-4 animals in each group. 
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Fig. 4. (A) Effect of the intrahippocampal creatine (2.5 nmol/side) administration after 
30 on pCaMKII, (B) total CaMKII, (C) pCaMKII/CaMKII. *P < 0.05 compared with 
PBS treated group by the Student–Newman–Keuls test. Data are the means±S.E.M. 
n= 6-8. 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1 Discussão Geral 

 

 

Uma das principais conseqüências do aumento da expectativa de vida é o 

declínio cognitivo decorrente dos processos fisiológicos do envelhecimento ou ainda, 

o declínio cognitivo relacionado às doenças neurodegenerativas (SCAZUFCA et al., 

2002; PRINCE et al., 2003). Dada a escassez de medidas terapêuticas efetivas para 

o déficit de memória apresentado por pacientes, evidencia-se a importância da 

busca de novos compostos e do estudo do seu mecanismo de ação (BRUNBECH & 

SABERS, 2002). Uma das principais tendências das investigações é a pesquisa de 

novas drogas com propriedades neuroprotetoras (ELINOS-CALDERÓN et al., 2009; 

WILDBURGER et al., 2009). 

Nesse contexto, estudos têm evidenciado o efeito neuroprotetor da creatina 

em uma variedade de modelos de doenças neurológicas tais como, hipóxia cerebral, 

ELA, AVC isquêmico, doenças neurodegenerativas e acidemia orgânicas 

(HOLTZMAN et al., 1998; KLIVENYI et al., 1999; WICK et al., 1999; MALCON et al., 

2000; ROYES et al., 2003; MAGNI et al., 2007). Além disso, alguns estudos têm 

sugerido o envolvimento da Cr em processos fisiológicos importantes como o 

aprendizado e a memória (WATANABE et al. 2002; RAE et al., 2003; VALENZUELA 

et al. 2003; McMORRIS et al., 2006; 2007). Recentes estudos têm mostrado que a 

suplementação oral de creatina aumenta os escores em testes de inteligência e 

reduz a fadiga mental em sujeitos submetidos a sucessivos testes de cálculos 

(WATANABE et al. 2002; RAE et al. 2003; VALENZUELA et al. 2003). Entretanto, 

são poucos os estudos que verificaram o mecanismo pelo qual a Cr pode contribuir 

com a melhora do aprendizado e da memória até o momento.  

No presente estudo, nós verificamos que a administração bilateral intra-

hipocampal da Cr, imediatamente após o treino no teste do labirinto de Barnes, 

apresenta efeito facilitatório no aprendizado espacial, e que este efeito foi revertido 

pela co-administração intra-hipocampal do inibidor competitivo do transportador de 

Cr (3-GPA) e pelos inibidores da PKA (H-89) e da CaMKII (STO-609).  
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A administração intra-hipocampal de Cr foi realizada imediatamente pós-treino 

no Labirinto de Barnes, e seus efeitos foram significativos somente após vinte e 

quatro horas, sugerindo que a creatina tem uma janela de tempo para agir (entre 0 e 

24 horas) e que o processo de degradação da creatina pode diminuir seu tempo de 

ação (WISS & KADDURAH, 2000).  

A melhora do aprendizado espacial induzida pela Cr está, pelo menos em parte, 

de acordo com estudos que demonstraram que este composto induz uma melhora nos 

escores de testes de inteligência (RAE et al., 2003) e reduz a fadiga mental em sujeitos 

submetidos a sucessivos testes matemáticos (WATANABE et al., 2002). Além disso, a 

suplementação de Cr em pessoas idosas, e em indivíduos submetidos à privação de 

sono, uma condição associada com níveis reduzidos de Cr cerebrais, atenua o déficit 

cognitivo dos pacientes induzido por aquela situação de estresse (McMORRIS et al., 

2007). Esses resultados sugerem que a Cr pode aumentar os níveis dos fosfatos de alta 

energia, utilizados como tampão energético e como transporte de moléculas 

energéticas (WALLIMANN et al. 1998), e que este fato pode explicar a redução da 

fadiga mental naqueles pacientes.  

Nessa linha de pensamento, estudos mostram que o sistema Cr/PCr/CK está 

conectado a diferentes processos sinápticos e é fundamental para a homeostase 

energética (WALLIMANN 1998; SCHLATTNER et al., 2006). De acordo, Jost e 

colaboradores (2002) têm proposto que o sistema Cr/PCr/CK modula a velocidade de 

disparo do potencial de ação e/ou efetividade da comunicação intracelular necessária 

para a formação do aprendizado e memória por atuar como tampão energético. Além 

disso, é plausível propor que a manutenção da homeostase energética no cérebro 

requer uma distinta circuitária que promova um equilíbrio entre o consumo e a produção 

energética durante a performance de tarefas motoras e cognitivas (FOX et al., 1988; 

BELLIVEAU et al., 1991; BEAL 1992; BARINAGA 1997). 

Além disso, vários estudos têm apontado algumas questões sobre o 

metabolismo da Cr, entre elas estão a regulação do transporte e captação desse 

composto pelo cérebro. Estudos in vitro têm indicado que a regulação da atividade 

do transportador de Cr pode ocorrer principalmente de duas formas: aguda ou a 

longo prazo (LOIKE et al. 1988; ODOOM et al. 1996). Em relação à regulação aguda 

da atividade do transportador (minutos a horas), esta pode envolver alterações nas 

concentrações intracelulares de Na+ e Cr (LOIKE et al., 1988), e a regulação a longo 

prazo (dias ou semanas), pode ocorrer devido as alterações do número de 
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transportadores expressos pela célula e ou pela mudança no número de proteínas 

no plasma (GUERRERO-ONTIVEROS 1998). Além dessas alterações, pode ser 

observado que o aumento inicial na atividade do transportador, em resposta a 

elevados níveis de creatina extracelular, pode inibir, por retroalimentação negativa 

(“feedback”), a captação de Cr em células musculares (WYSS & KADDURAH- 

DAOUK 2000). 

Neste sentido, nós decidimos verificar se a melhora da memória espacial 

observada após a administração intra-hipocampal de Cr é devido ao aumento no seu 

transporte para o meio intracelular. Para isso nós utilizamos 3-GPA, um análogo da 

Cr, que compete pela ligação no transportador de Cr (LUNARDI et al., 2006). 

Os resultados demonstraram que a co-administração intra-hipocampal de 3-

GPA e Cr preveniram o efeito facilitatório da Cr no aprendizado espacial no teste do 

labirinto de Barnes. Sendo o 3-GPA um análogo da Cr, ele pode estar inibindo as 

ações da creatina tanto a nível intracelular quanto a nível extracelular (SNOW & 

MURPHY, 2001). 

A idéia que a Cr exerce seus efeitos exclusivamente via metabolismo 

energético intracelular (WYSS & KADDURAH- DAOUK 2000), não explica os 

achados de alguns estudos recentes que sugerem que esse composto pode estar 

desenvolvendo um papel modulatório nos processos de transmissão no sistema 

nervoso central (ANDRES et al., 2008). Nesse contexto, Almeida e colaboradores 

(2006) sugerem que a creatina pode agir como neuromodulador. Neste estudo, os 

autores mostram que a Cr acumula em fatias de neocórtex de maneira Na+-

dependente, por meio do transportador SLC6A8, além disso, é liberada após 

estimulação elétrica, sendo este efeito dependente de estimulação de canal de Na+ 

e de influxo de Ca2+. Estes dados indicam que a Cr não é somente sintetizada e 

captada por neurônios (BRAISSANT et al., 2001), mas também liberada de uma 

maneira dependente de potencial de ação. Dessa forma, Royes e colaboradores 

(2008) verificaram que a Cr facilita a transmissão sináptica hipocampal e este efeito 

é atenuado pelo antagonista do receptor NMDA (AP5), além de, aumentar o binding 

de [3H] MK-801 em membranas hipocampais, sugerindo um papel modulatório para 

este composto guanidínico. (ROYES et al. 2008).  

Trabalhos com manipulações genéticas e farmacológicas tem evidenciado a 

importância do receptor NMDA para a formação de memória espacial (MORRIS et al., 

1986; WATSON & STANTON 2009). De acordo, foi mostrado que a arcaína 
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(antagonista do sítio das poliaminas no receptor NMDA) diminui o efeito facilitatório da 

Cr no aprendizado espacial, e que a espermidina (agonista do sítio das poliaminas no 

receptor NMDA) potencializa o efeito da creatina na memória espacial (OLIVEIRA et al., 

2008). Estes dados sugerem que a Cr melhora a memória espacial por modular os sítio 

das poliaminas no receptor NMDA.  

Além da ativação do receptor NMDA, foi observado que os processos de 

consolidação da memória requerem a participação de proteínas quinases como a 

PKA e a CaMKII (SILVA & GIESE, 1994; SILVA et al. 1998). Nesse sentido, nós 

decidimos verificar se a melhora da memória espacial, observada após a 

administração intra-hipocampal de Cr, pode envolver a ativação dessas enzimas. 

Alguns estudos têm mostrado que a ativação do receptor NMDA envolve o influxo de 

Ca2+ durante a indução do LTP no hipocampo e conseqüente ativação do complexo 

Ca2+/CaM (IZQUIERDO & MEDINA, 1995; ABEL & LATTAL, 2001). Várias 

evidências suportam que a ativação do complexo Ca2+/CaM estimula a enzima 

adenilato ciclase tipo I (AC I), a qual aumenta os níveis intracelulares de AMPc, 

ativando a PKA (IMPEY et al., 1998; WEST et al., 2001; MONS et al., 2003). Além 

da PKA, o complexo Ca2+/CaM estimula a ativação e persistente autofosforilação da 

CaMKII (GHOSH & GREENBERG, 1995; MALENKA & NICOLL, 1999). Sabe-se que 

estas quinases fosforilam uma variedade de proteínas que desempenham uma 

participação importante na plasticidade das sinapses glutamatérgicas no hipocampo 

e na formação da memória espacial (ELGERSMA et al., 2004; NGUYEN et al., 

2008).  

Neste estudo nós verificamos que a co-administração dos inibidores da PKA 

(H-89) e da CaMKII (STO-609) atenuaram o efeito facilitatório da Cr no labirinto de 

Barnes, sugerindo a participação destas vias de ativação nos efeitos exercidos pela 

Cr.  

Dessa forma, é possível propor que as alterações na fosforilação do receptor 

NMDA, mediado pela ativação das enzimas CaMKII e PKA (IZQUIERDO & MEDINA 

1997) depois da administração intra-hipocampal de Cr, tenha uma função fundamental 

na formação da memória espacial. Além disso, desde que o sistema Cr/PCr é essencial 

como tampão energético e as concentrações de ATP intracelulares são suficientes para 

induzir a autofosforilação da CaMKII nas células que regulam as concentrações 

celulares de Ca2+ por períodos prolongados (COLBAN 1993), nós sugerimos que o 

metabolismo dos fosfatos de alta energia, modulados pela Cr, podem ser um marcador 
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molecular do processo de formação da memória espacial no hipocampo de ratos.  Além 

disso, nossos resultados mostraram que nenhum dos compostos utilizados neste 

trabalho alteraram a atividade locomotora dos animais. Estes dados sugerem que a 

melhora da memória espacial induzida pela Cr não é devido a um efeito motor 

inespecífico, neste modelo experimental.  

Dessa forma, os dados desta primeira parte do trabalho sugerem que a Cr 

pode exercer seus efeitos intracelulares na cascata de eventos de formação da 

memória espacial em ratos por agir: 1) como tampão energético (JOST et al., 2002); 

2) como modulador de  receptores glutamatérgicos, ativando a via de sinalização 

das proteínas quinases com a PKA e a CAMKII. Entretanto, estudos adicionais são 

necessários para esclarecer estas observações. 

Sabendo que os processos de formação de memória requerem a transcrição 

de genes mediados pela fosforilação de CREB no resíduo de Ser133 e que este 

processo requer a participação de proteínas quinases como a PKA e a CaMKII 

(SILVA & GIESE, 1994; SILVA et al. 1998), o objetivo da segunda parte deste 

trabalho foi verificar se a administração de Cr aumenta os níveis de pCREB, pPKA e 

pCaMKII no hipocampo de ratos. 

Muitos estudos em roedores têm demonstrado que ativação de CREB no 

hipocampo está envolvida no processo de aprendizado espacial 

(BOURTCHULADZE et al., 1994; GUZOWSKI & MCGAUGH, 1997; MIZUNO et al., 

2002; COLOMBO et al., 2003; MONCADA & VIOLA, 2006; FLORIAN et al., 2007). 

Nesse contexto, estudos bioquímicos revelam que o aprendizado espacial está 

relacionado com a ativação da PKA no hipocampo e que este processo envolve uma 

cascata de eventos que causam a consolidação da memória, devido à ativação de 

CREB (VAZQUEZ et al., 2000; MIZUNO et al., 2002). 

Nesse contexto, foi analisado os níveis hipocampais de pCREB, em 30 minutos e 

180 minutos após a administração de Cr, baseados em estudos prévios 

(BOURTCHULADZE et al., 1994; BERNABEU et al., 1996; COLOMBO et al., 2003; 

IZQUIERDO et al., 2006; TRIFILIEFF et al., 2006). A administração intra-hipocampal de 

Cr aumentou os níveis de pCREB em 30 minutos, mas não em três horas após a 

administração do composto energético. Além disso, alguns estudos têm sugerido que a 

ativação de CREB e a melhora da memória estão relacionadas mais com o tempo de 

ativação do que com a magnitude da fosforilação da enzima (PORTE et al., 2008).  
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Além disso, a administração de Cr não foi capaz de aumentar os níveis de pPKA 

no hipocampo de ratos, sugerindo que esta quinase não está envolvida na fosforilação 

de CREB nos tempos testados (30 minutos e 3 horas). De certa forma, estes achados 

estão de acordo com estudos que reportam que a ativação da PKA não está envolvida 

na fosforilação do transportador de Cr e na sua captação intracelular (NASH et al., 

1994; DAI et al., 1999). Entretanto, a administração hipocampal do inibidor da PKA (H-

89) atenuou o efeito facilitatório da Cr no aprendizado espacial observado no teste do 

labirinto de Barnes. Uma hipótese para esses resultados é que o H-89, na dose 

utilizada, pode não ter um efeito específico somente para a atividade da PKA, mas pode 

estar atuando na atividade de outras proteínas quinases como a CaMKII e a PKC 

(PIERCE et al., 1998). Além disso, o tempo em 30 minutos pode não ser o ideal para 

analisar a atividade da PKA neste modelo experimental, pois alguns estudos mostram 

que a ativação desta enzima pode ocorre em dois picos diferentes, o primeiro entre 0 e 

60 minutos e o segundo entre 3 e 5 horas (COLOMBO et al., 2003; STANCIU et al., 

2001; TAUBENFELD et al., 2001; IZQUIERDO et al., 2006; TRIFILIEFF et al., 2006). 

Dessa forma, estudos adicionais devem ser realizados para complementar esses 

resultados. 

Por outro lado, a administração intra-hipocampal de Cr foi capaz de aumentar 

os níveis de pCaMKII no hipocampo de ratos. Sabendo que a ativação do receptor 

NMDA envolve o influxo de Ca2+ e conseqüente ativação do complexo Ca2+/CaM e 

CaMKII (IZQUIERDO & MEDINA, 1995; ABEL & LATTAL, 2001), estes resultados 

sugerem que a Cr parece estar modulando o receptor NMDA e ativando a CaMKII e 

CREB, proteínas envolvidas no processo de formação da memória. Estes resultados 

de certa forma complementam os dados anteriores, que verificaram que a adição de 

Cr, no meio de incubação, facilita a transmissão sináptica hipocampal e que este 

efeito foi atenuado por antagonista do receptor NMDA (ROYES et al., 2008). Além 

disso, a administração intra-hipocampal desse composto guanidínico também induz 

uma melhora no aprendizado espacial por modular o sítio das poliaminas naquele 

receptor glutamatérgico (OLIVEIRA et al., 2008).   

Dessa forma, a partir dos resultados obtidos até o momento, pode-se sugerir 

que o efeito da Cr, na melhora da memória espacial, pode envolver a ação do 

transportador de Cr e a ativação da via de sinalização intracelular da CaMKII. O 

transportador de Cr requer 1Cl- e 2Na+ para cada molécula de Cr transportada 

(SNOW & MURPHY, 2001), esse aumento no influxo de Na+ pode facilitar a 
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despolarização e aumentar o influxo de Ca2+ celular via receptores de membrana. 

Esse processo pode induzir a ativação da CaMKII e conseqüente a fosforilação de 

CREB, facilitando o aprendizado espacial no teste do labirinto de Barnes.  

Em resumo, este trabalho mostrou, pela primeira vez, a regulação do 

transporte trans-celular da Cr e o envolvimento da via de sinalização intracelular da 

CaMKII na melhora da memória espacial causada pela Cr no teste do labirinto de 

Barnes. Estes achados concordam com estudos que evidenciam que a Cr exerce 

neuroproteção e melhora da memória por atuar dentro da célula como tampão 

energético, assim como, concorda com achados que sugerem que a Cr pode 

exercer efeito neuromodulador.  

Embora os pacientes com declínio cognitivo apresentam melhora desta alteração 

após a suplementação com a Cr, é difícil afirmar que essa melhora tenha relação 

com os resultados obtidos nesse estudo. Contudo, o papel da Cr no efeito 

facilitatório do aprendizado espacial evidenciado aqui, pode ser de grande valia para 

o entendimento da fisiopatologia do processo de formação da memória espacial bem 

como o estabelecimento de novas condutas para o tratamento do déficit cognitivo.  
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6. CONCLUSÕES 

 

 

 Tendo em vista os objetivos do presente trabalho, pode-se concluir que: 

 
 
6.1 Capítulo I 
 

 

1. A melhora da memória espacial induzida pela Cr parece depender de transporte 

para o meio intracelular. 

 

 

2. A melhora da memória causada por Cr parece depender das vias de sinalização 

da PKA e CaMKII. 

 

 

6.2 Capítulo II 
 

 

1. A melhora da memória espacial induzida por creatina parece depender  da 

ativação de CaMKII e  CREB 

 

 

2. A melhora da memória induzida por creatina parece não envolver a participação 

da PKA.  
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