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RESUMO 
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CREATINA AUMENTA A ATIVIDADE DA Na+,K+-ATPase E PREVINE O 
APARECIMENTO DAS CONVULSÕES INDUZIDAS POR 
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Autor: Leonardo Magno Rambo 
Orientador: Prof. Dr. Luiz Fernando Freire Royes 
Co-orientador: Prof. Dr. Mauro Schneider Oliveira 

Local e Data da Defesa: Santa Maria, 26 de fevereiro de 2010. 
 

A creatina, um composto guanidínico endógeno, sintetizado pelos rins, 
fígado, pâncreas, testículos e cérebro, tem sido alvo de diversos estudos ao 
longo dos últimos anos. Apesar da grande maioria dos estudos atribuírem os 
efeitos da creatina ao seu papel de tamponamento de energia, recentes 
achados têm proposto ações não relacionadas ao metabolismo energético. 
Estudos têm demonstrado que este composto pode agir como neuromodulador 
no Sistema Nervoso Central (SNC). Dentre estas ações neuromodulatórias, 
demonstrou-se que a creatina pode modular os receptores do subtipo N-metil-
D-aspartato (NMDA) em fatias de hipocampo de ratos. É bem descrito na 
literatura que a estimulação destes receptores ativa a enzima Na+,K+-ATPase. 
Além disso, pouco se sabe sobre o papel agudo deste composto no SNC. 
Desta forma, o objetivo do capítulo I deste estudo foi verificar o efeito da 
creatina sobre a atividade da enzima Na+,K+-ATPase, bem como sua  provável 
via de sinalização intracelular. Os resultados demonstraram que a incubação 
de fatias de hipocampo de ratos, com creatina, aumentou a atividade da 
enzima Na+,K+-ATPase α2/3 in vitro e, que a injeção intracerebroventrical (i.c.v) 
deste composto, aumentou a atividade da enzima ex vivo. Verificou-se também 
que o tratamento das fatias hipocampais com fosfocreatina e creatinina não 
alterou a atividade enzimática, sugerindo que o mecanismo de ação da creatina 
é independente do metabolismo energético. Além disso, foi evidenciada a 
participação dos receptores NMDA-NR2B, bem como a ativação da enzima 
calcineurina. Nós constatamos também o envolvimento das enzimas proteína 
quinase dependente de AMPc (PKA) e da proteína quinase C (PKC) no efeito 
da creatina sobre a atividade da enzima Na+,K+-ATPase. No segundo capítulo 
deste estudo, decidimos verificar o efeito da administração aguda de creatina 
sobre as convulsões induzidas por pentilenotetrazol (PTZ), uma vez que este 
agente quimioconvulsivante inibe a enzima Na+,K+-ATPase sem alterar o status 
bioenergético celular. Constatamos que a creatina protegeu contra as 
convulsões comportamentais e eletroencefalográficas induzidas por PTZ. Além 
disso, o tratamento agudo com creatina preveniu a inibição da atividade da 
enzima Na+,K+-ATPase induzida por PTZ. Com base nestas evidências, 
sugerimos que este composto guanidínico pode estar atuando através de um 
mecanismo alternativo, não dependente do metabolismo energético, através da 
modulação da atividade da enzima Na+,K+-ATPase.  

Palavras-chave: creatina, Na+,K+-ATPase, PTZ, NMDA 

 



 8 

ABSTRACT 
 

Dissertation of Master Degree 
Post-Graduating Program in Pharmacology 

Federal University of Santa Maria 
 

CREATINE INCREASES Na+,K+-ATPase ACTIVITY AND PREVENTS 
SEIZURES INDUCED BY PENTYLENETETRAZOLE IN RATS 

 
Author: Leonardo Magno Rambo 

Advisor: Prof. Dr. Luiz Fernando Freire Royes 
Co-advisor: Prof. Dr. Mauro Schneider Oliveira 

Date and Place: Santa Maria, February, 26th, 2010. 
 
 

Creatine, an endogenous guanidino compound produced on liver, 
kidneys, pancreas, testes and brain, has been aim of several studies over the 
last years. Although most studies attribute the effects of creatine to their 
energetic buffer role, recent findings have suggested actions non-related to 
energy metabolism. Researches have shown that this compound may act as a 
neuromodulator in the central nervous system (CNS). Among these 
neuromodulatory actions, was demonstrated that creatine modulates NMDA 
receptors in rat hippocampal slices. It is well know that stimulation of these 
receptors activates Na+,K+-ATPase. Moreover, little is known about the acute 
role of this compound on CNS. Thus, the objective of the chapter I of this paper 
was to investigate the effect of creatine on Na+,K+-ATPase activity and the 
intracellular signaling pathway involved. The results showed that creatine 
treatment of rat hippocampal slices increased Na+,K+-ATPase α2/3 activity in 
vitro. The intracerebroventricular administration of this compound also 
increased the enzyme activity, ex vivo. Furthermore, creatinine and 
phosphocreatine treatment of hippocampal slices did not alter the enzyme 
activity, suggesting that the creatine mechanism of action is independent of 
energy metabolism. Additionally, we showed the involvement of NMDA-NR2B 
and calcineurin. We found also the involvement of the PKA and PKC in the 
effect of creatine on Na+,K+-ATPase activity. In the second chapter of this study, 
we decide to verify the effect of acute creatine administration on PTZ-induced 
seizures, since this convulsant agent inhibits Na+,K+-ATPase activity without 
alter bioenergetic cellular state. We found that creatine treatment protected 
against behavioral and electroencephalographic seizures induced by PTZ. 
Moreover, creatine acute treatment prevented PTZ-induced inhibition of Na+,K+-
ATPase activity. Based on present findings, we suggest that creatine may act 
through an alternative mechanism, independent of energetic metabolism, by 
modulation of Na+,K+-ATPase activity. 
 
 

 

Key-words: Creatine, Na+,K+-ATPase, PTZ, NMDA 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 A creatina é um composto guanidínico sintetizado endogenamente nos 

rins, fígado, pâncreas, testículos e cérebro, a partir dos aminoácidos glicina, 

arginina e metionina, através da ação das enzimas L-arginina:glicina amidino 

transferase (AGAT) e S-adenosil-L-metionina:N-guanidinoacetato metil 

transferase (GAMT) (BRAISSANT et al., 2001; PERSKY & BRAZEAU, 2001). 

Além disso, este composto guanidínico pode ser obtido através da dieta, 

principalmente pelo consumo de carne vermelha e peixe (WYSS & 

KADDURAH-DAOUK, 2000). Após seu consumo ou síntese endógena, a 

creatina é transportada para os tecidos, através de transporte ativo dependente 

de Na+ e Cl- (MAK et al., 2009). Uma vez nos tecidos, a creatina pode ser 

convertida a fosfocreatina, reação catalisada pela enzima creatina quinase, ou 

sofrer metabolismo espontâneo não enzimático, formando creatinina (WYSS & 

KADDURAH-DAOUK, 2000). 

Devido a sua importância fisiológica como mecanismo de reserva e 

tampão energético (WYSS & KADDURAH-DAOUK, 2000; PAN & TAKAHASHI, 

2007), a creatina tem sido utilizada por atletas como suplemento ergogênico, 

para melhorar o desempenho em exercícios de alta intensidade e curta 

duração. Devido a estas propriedades, a creatina se tornou um dos 

suplementos nutricionais mais populares no mundo (PERSKY & BRAZEAU, 

2001). Cabe salientar, contudo, que os benefícios da suplementação com 

creatina vão além dos obtidos pelos atletas, na medida em que apresenta 

propriedades antioxidantes diretas (LAWLER et al., 2002; SESTILI et al., 2006), 

bem como neuroprotetoras, em uma variedade de doenças neurológicas, tais 

como, hipóxia, esclerose lateral amiotrófica, acidente vascular encefálico, 

doença de Parkinson e acidemias orgânicas (HOLTZMAN et al., 1998a; WICK 

et al., 1999; MALCON et al., 2000; ROYES et al., 2003; 2006; KLIVENYI et al., 

2004). Além de seu efeito neuroprotetor, alguns estudos têm sugerido que a 

creatina pode ser sintetizada nos astrócitos, captada pelos neurônios 

(BRAISSANT et al., 2001) e liberada por exocitose, dependente de 

despolarização (ALMEIDA et al., 2006). Estes dados sugerem que a creatina 
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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).  

Recentemente, dados experimentais do nosso grupo têm sugerido que a 

combinação entre a suplementação com creatina e exercício físico pode ser 

uma estratégia útil no tratamento de distúrbios convulsivos, na medida em que 

protegem das convulsões, bem como do dano oxidativo a alvos específicos da 

célula, como a Na+,K+-ATPase, após a administração de PTZ (RAMBO et al., 

2009). Por outro lado, embora seja aceito, de modo geral, que a 

suplementação com creatina possa exercer efeitos neuroprotetores em 

diversas doenças neurológicas, como a epilepsia (WYSS & KADDURAH-

DAOUK, 2000), se torna importante o entendimento dos processos 

neuroquímicos envolvidos nesta proteção, visto que a suplementação crônica 

com creatina tem efeitos deletérios em um modelo de epilepsia do lobo 

temporal, induzida por pilocarpina (VIELHABER et al., 2003) e nenhum efeito 

nas convulsões recorrentes espontâneas induzidas por ácido caínico (MIKATI 

et al., 2004). 

  A epilepsia é uma síndrome caracterizada por crises espontâneas e 

recorrentes e é o resultado de descargas paroxísticas, excessivas e sincrônicas 

de uma população neural (ENGEL, 1996). A epilepsia, contudo, não é uma 

doença específica, ou uma única síndrome, mas compreende uma ampla 

categoria de sintomas complexos, decorrentes de disfunções cerebrais, que 

podem ser secundárias a um grande número de processos patológicos 

(GUERREIRO et al., 2000). Estudos em modelos experimentais têm 

contribuído para um melhor entendimento da fisiopatologia desta síndrome, na 

medida em que reproduzem, pelo menos em parte, as manifestações que 

ocorrem em humanos (LOTHMAN et al., 1995). Neste sentido, experimentos 

realizados in vitro, com tecidos de animais, têm demonstrado a existência de 

atividade epileptiforme evocada e alterações dos mecanismos inibitórios e 

excitatórios. Neste contexto, o PTZ tem sido utilizado para induzir convulsões 

em camundongos, ratos, gatos e primatas, por despolarização neuronal através 

do bloqueio do canal de cloreto associado ao receptor GABAA. Além disso, o 

PTZ é um convulsivante com alto valor preditivo para o desenvolvimento de 

novos agentes anticonvulsivantes e um dos modelos mais utilizados para o 

Introdução 
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estudo da excitabilidade cerebral em ratos, na medida em que a crise 

convulsiva induzida por este quimioconvulsivante reproduz diversos tipos de 

convulsões evidenciados em seres humanos, como a crise parcial complexa 

com generalização secundária e a crise do tipo ausência (KUPFERBERG, 

2001).  

Recentemente, um considerável número de estudos tem evidenciado 

que a depleção energética induzida por alguns ácidos orgânicos, como o 

metilmalonato (MMA) e o ácido glutárico (GA), desencadeia despolarização 

neuronal e convulsões, por redução na atividade de ATPases de membranas 

(McLAUGHLIN et al., 1998; SILVA et al., 2000; MALFATTI et al., 2003). De 

fato, a estabilização do potencial de repouso da membrana, pela Na+,K+-

ATPase é essencial para a manutenção do bloqueio de magnésio dependente 

de voltagem do receptor NMDA, para a função de canais iônicos dependentes 

de voltagem e também aos transportadores de glutamato dependente de Na+. 

Assim, a perda da atividade da Na+,K+-ATPase pode diminuir o limiar para uma 

hiperexcitabilidade neuronal (GEGELASHVILI & SCHOUSBOE, 1997). Neste 

contexto, tem sido evidenciado que mutações nos genes que codificam a 

subunidade α da Na+,K+-ATPase estão relacionadas com a epilepsia em 

humanos (JURKAT-ROTT et al., 2004) e que cérebros post-mortem de 

pacientes com epilepsia apresentam a atividade da Na+,K+-ATPase  diminuída. 

(GRISAR et al., 1992). Além disso, estudos com modelos experimentais têm 

demonstrado que o inibidor da Na+,K+-ATPase, ouabaína, aumenta o influxo de 

cálcio em fatias de cérebro de ratos (FUJISAWA et al., 1965), causa  

convulsões em camundongos (JAMME et al., 1995), liberação de glutamato por 

reversão do transportador dependente de Na+ (LI & STYS, 2001) e morte 

celular no hipocampo de ratos (LEES et al., 1990). 

A enzima Na+,K+-ATPase é uma proteína integral da membrana 

plasmática que transporta Na+ para fora e K+ para dentro da célula, utilizando a 

energia fornecida pela hidrólise do ATP. No cérebro, a atividade desta enzima 

é essencial para a manutenção do gradiente eletroquímico, modulação dos 

potenciais de repouso e liberação de neurotransmissores (STAHL & HARRIS, 

1986). Desta forma, a Na+,K+-ATPase pode ser alvo de neurotransmissores, 

hormônios e outras substâncias que, agindo diretamente na enzima ou através 

de suas vias de sinalização intracelulares específicas, podem regular a 
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atividade da Na+,K+-ATPase, através da fosforilação de resíduos específicos 

nesta enzima, principalmente na subunidade α (THERIEN & BLOSTEIN, 2000). 

Dentre um dos mecanismos regulatórios da Na+,K+-ATPase se destaca a 

calcineurina, uma fosfatase dependente de cálcio, também conhecida como 

PP2B, que estimula a atividade da Na+,K+-ATPase por desfosforilar o resíduo 

serina-23 na subunidade α. Neste sentido, sabe-se que a estimulação do 

receptor NMDA ativa a calcineurina em diferentes estruturas cerebrais, 

incluindo o hipocampo e fatias de estriado de ratos (HALPAIN et al., 1990, 

HALPAIN & GREENGARD, 1990). Além disso, tem sido evidenciado que o 

tratamento de fatias hipocampais, com creatina, aumenta as respostas 

eletrofisiológicas neste tecido e, este efeito, é revertido pelo co-tratamento com 

AP-5, um antagonista de receptores do subtipo NMDA (ROYES et al., 2008). A 

creatina também aumenta a ligação de [3H]MK-801, indicando que este 

composto guanidínico pode estar facilitando a transmissão sináptica por ativar 

receptores NMDA (ROYES et al., 2008).  

Na medida em que diversos estudos descrevem ações independentes 

do mecanismo energético para a creatina (PERSKY & BRAZEAU, 2001; 

LAWLER et al, 2002; SESTILI et al., 2006; ANDRES et al., 2008), é plausível 

propor que parte dos efeitos protetores exercidos pela creatina, no SNC, seja 

devido ao seu papel neuromodulador. Todavia, a compreensão deste 

fenômeno neuromodulador passa pelo conhecimento dos mecanismos 

biológicos específicos subjacentes da creatina no SNC. Cabe salientar ainda, 

que a epilepsia é compreendida como um fenômeno biológico multifacetado 

que, por conseqüência, causa um grau de dificuldade de manejo tanto para o 

reconhecimento, diagnóstico, tratamento e manutenção de sua terapêutica ao 

longo de sua evolução (BLUME, 1997; UDANI, 2000; FONG & FONG, 2001). 

Desta forma, uma vez que existem várias lacunas no entendimento do 

processo de desenvolvimento da epilepsia (SHNEKER & FOUNTAIN, 2003), 

bem como no papel neuroprotetor da creatina, o objetivo deste estudo foi 

avaliar o papel da enzima Na+,K+-ATPase no desenvolvimento das convulsões 

induzidas pela injeção de PTZ,  bem como no possível efeito neuromodulador 

exercido pela creatina. 

 

Introdução 



 19

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 

 

  

 



 20

2. OBJETIVOS 

 

 

2.1. Objetivo geral 

 

 

O objetivo geral deste estudo consiste em investigar o efeito da creatina 

sobre a atividade da enzima Na+,K+-ATPase, bem como avaliar o papel desta 

enzima no desenvolvimento das atividades convulsivas induzidas pelo PTZ  e 

no possível efeito neuroprotetor exercido pela creatina em ratos.   

 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 

Para um melhor entendimento dos experimentos realizados, convém 

dividi-los: 

 

 

2.2.1. Capitulo I  

 

 

1. Verificar se a creatina altera a atividade hipocampal da enzima 

Na+,K+-ATPase in vitro e ex-vivo; 

 

2. Avaliar a participação dos receptores NMDA e sua via de sinalização 

intracelular na ativação da enzima Na+,K+-ATPase hipocampal, induzida por 

creatina, in vitro, em; 

 

3. Investigar o envolvimento da creatinina e da fosfocreatina na atividade 

da enzima Na+,K+-ATPase hipocampal, in vitro; 
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4. Verificar se o efeito da creatina sobre a atividade da enzima Na+,K+-

ATPase hipocampal é específico para alguma subunidade α desta enzima, in 

vitro. 

 

 

2.2.2. Capitulo II 

 

 

1. Verificar o efeito da administração aguda de creatina sobre as 

convulsões comportamentais e eletroencefalográficas induzidas por doses 

crescentes de PTZ.  

 

2. Investigar o papel da enzima Na+,K+-ATPase nas alterações 

comportamentais e eletrográficas induzidas pelas doses crescentes de PTZ e 

no possível papel neuroprotetor da creatina.  
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

3.1. Creatina 

 

 

3.1.1. História 

 

 

Em 1835, o cientista francês Michel Eugene Chevreul descobriu, em um 

extrato de carne, uma nova substância orgânica até então não identificada, a 

qual batizou de creatina, derivada da palavra grega kreas, que significa carne 

(CHEVREUL, 1835).  

Na Alemanha, em 1847, Justus von Liebig descreveu a creatina como 

um componente essencial para a manutenção da atividade muscular, após 

observar que a carne de raposas selvagens apresentava cerca de 10 vezes 

mais creatina que as mesmas espécimes criadas em cativeiro. Alguns anos 

mais tarde, em 1885, Max von Pettenkofer e Wilhelm Heinrich Heintz 

identificaram, na urina, uma substância do metabolismo da creatina, a qual foi 

nomeada, por Liebig, de creatinina (THOMAS, 1934). 

Posteriormente, em 1927, Cyrus Fiske e Yellapragada Subbarow 

descobriram, em músculo relaxado de gato, outra substância relacionada à 

creatina, um composto fosforilado, o qual chamaram de fosfocreatina. Os 

mesmos autores relataram que, após o músculo ser estimulado eletricamente, 

as concentrações de fosfocreatina encontravam-se reduzidas, mas após um 

período, retornavam aos níveis iniciais. Estes estudos levaram os cientistas a 

concluir que a fosfocreatina estava envolvida com o gasto energético para a 

contração muscular (FISKE & SUBBAROW, 1927). 

Em 1932, o cientista alemão Karl Lohmann foi o primeiro a detectar a 

atividade muscular da enzima creatina quinase. Esta enzima catalisa a reação 

reversível de transferência do fosfato γ do ATP para a creatina, formando 

fosfocreatina e ADP (Figura 1). Apenas em 1934 Lohmann confirmou 
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experimentalmente esta importante reação que, posteriormente, foi chamada 

de reação de Lohmann (WYSS & SCHULZE, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Representação esquemática do metabolismo da creatina dietética e endógena no 

corpo humano. Cr - creatina; PCr - fosfocreatina; CK - creatina quinase; GAMT - S-adenosil-L-

metionina:N-guanidinoacetato metil transferase; AGAT - L-arginina:glicina amidino transferase; 

Crn - creatinina; GAA - guanidino acetato; Arg - arginina; Gly - glicina ; AdoMet - S-adenosil-L-

metionina; AdoHcy - S-adenosil-L-homocisteína; CrT - transportador de creatina (adaptado de 

WYSS & KADDURAH-DAOUK, 2000). 
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3.1.2. Síntese 

 

 

 A creatina pode ser obtida tanto da dieta quanto sintetizada 

endogenamente, sendo que as principais fontes dietéticas são a carne 

vermelha e o peixe fresco (WYSS & KADDURAH-DAOUK, 2000). 

Aproximadamente metade da necessidade diária dos humanos é obtida através 

da síntese endógena, por uma reação de 2 passos, envolvendo as enzimas L-

arginina:glicina amidino transferase (AGAT) e S-adenosil-L-metionina:N-

guanidinoacetato metil transferase (GAMT) (Figura 1). Esta reação pode 

ocorrer nos rins, fígado, pâncreas, testículos e cérebro (PERSKY & BRAZEAU, 

2001). No cérebro, as enzimas responsáveis pela biossíntese de creatina são 

expressas nos neurônios, oligodendrócitos e astrócitos, indicando que a 

creatina utilizada pelas células neuronais é sintetizada in situ, uma vez que a 

densidade de transportadores específicos para a creatina na barreira hemato-

encefálica é baixa (BRAISSANT et al., 2001). 

 

 

3.1.3. Transporte e metabolismo 

 

 

Uma vez obtida pela dieta ou sintetizada endogenamente, a creatina 

entra na circulação por difusão e pode ser transportada para o interior dos 

tecidos, contra um gradiente de concentração, por um transportador específico 

(CrT) dependente de Na+ e Cl-, cuja estequiometria é de 2 Na+/Cl-/creatina 

(MAK et al., 2009). Este transportador é o membro A8 da família de 

transportadores carreadores de soluto 6 (SLC6A8), que inclui transportadores 

de neurotransmissores como GABA, dopamina, norepinefrina e 5-HT 

(CHRISTIE, 2007). A captação de creatina pelos CrTs pode ser regulada por 

insulina, IGF-1, β- e α-agonistas e atividade física, através de modulação do 

estado de fosforilação e/ou glicosilação dos transportadores (PERSKY & 

BRAZEAU, 2001). 

 Após o transporte para o meio intracelular a creatina pode ser 

armazenada, sob as formas de creatina ou fosfocreatina. Tanto a creatina 
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quanto a fosfocreatina, juntamente com a enzima creatina quinase, constituem 

uma importante parte da rede energética de células com grande demanda 

energética, como as células musculares esqueléticas, cardíacas e neuronais. 

Nestes tecidos, a creatina é o substrato para a enzima creatina quinase que 

transfere o fosfato γ do ATP para a creatina, produzindo fosfocreatina, nos 

sítios de produção de energia (mitocôndria). Através de transportadores 

específicos na membrana mitocondrial, a fosfocreatina é transportada para os 

sítios de alta demanda e consumo de energia, onde restaura o ATP a partir do 

ADP, pelo consumo da fosfocreatina (SPEER et al., 2004). Além disso, a 

creatina pode ser eliminada pela filtração glomerular, na forma de creatinina, 

que é o produto final da degradação da creatina, formada por uma reação 

espontânea, não-enzimática e irreversível em meio aquoso (GREENHAFF, 

1996). 

 

 

3.1.4. Erros inatos do metabolismo da creatina 

 

 

 Uma deficiência cerebral de creatina pode estar envolvida na 

patogênese de diversas doenças neurológicas. Estas doenças relacionadas ao 

metabolismo da creatina fazem parte de um grupo de erros inatos chamados 

de síndrome de deficiência de creatina. Estas síndromes podem ser devido ao 

comprometimento da síntese endógena, ou seja, nas enzimas AGAT ou GAMT, 

ou ainda, um déficit nos mecanismos de transporte de creatina (ANDRES et al., 

2008). 

 Estas síndromes são doenças relativamente novas, uma vez que o 

primeiro relato foi feito por Stöckler e colaboradores em 1994, que identificaram 

um comprometimento na enzima GAMT. Esta síndrome é uma doença 

recessiva autossômica e geralmente se manifesta nos primeiros meses de 

vida, apresentando atrasos, ou mesmo regressão no desenvolvimento. Os 

sintomas clínicos são heterogêneos e incluem retardo mental, movimentos 

extrapiramidais involuntários, problemas na fala, epilepsia, hipotonia muscular, 

fraqueza e, em pacientes idosos, autismo com comportamento autodestrutivo 

(WYSS & SCHULZE, 2002). 
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 A deficiência na AGAT foi descrita pela primeira vez em 2001, 

identificada como uma doença autossômica recessiva. Os pacientes sofrem 

retardo mental e grave atraso na linguagem. Da mesma maneira, a primeira 

deficiência no transportador de creatina foi identificada em 2001. É 

caracterizada por ser uma doença progressiva ligada ao cromossomo X. Os 

pacientes com deficiência no transporte de creatina apresentam retardo mental 

e grave atraso na fala e linguagem expressiva. Além disso, manifestam grave 

hipotonia central, apesar de as funções motoras grossas e finas serem normais 

(WYSS & SCHULZE, 2002). Os últimos relatos científicos acerca da deficiência 

no transportador de creatina têm relatado o desenvolvimento de epilepsia por 

parte dos pacientes que sofrem desta síndrome (FONS et al., 2008; FONS et 

al., 2009; PUUSEPP et al., 2009; SEMPERE et al., 2009). 

 

 

3.1.5. Papel em doenças neurológicas 

 

 

 Devido ao seu importante papel fisiológico como tampão energético, 

através do transporte de ATP dos sítios de produção (mitocôndria) para os 

sítios de consumo, em processos dependentes de ATP (citosol, citoesqueleto e 

organelas), a creatina tem sido amplamente utilizada por atletas na tentativa de 

melhorar o desempenho físico, graças a sua característica de rápido 

fornecimento de energia (WILLIAMS & BRANCH, 1998). Neste sentido, a 

creatina vem sendo alvo de diversos estudos, nos quais são testadas as 

possíveis ações frente a estudos clínicos e modelos experimentais de doenças 

neurológicas (WYSS & KADDURAH-DAOUK, 2000; SAKELLARIS et al., 2006; 

PRASS et al., 2007). 

 Apesar de diversas doenças neurológicas serem causadas por distintos 

fatores primários, elas tendem a convergir para uma conseqüência secundária 

semelhante, caracterizada por um déficit no metabolismo energético celular. 

Resumidamente, os níveis celulares de ATP encontram-se reduzidos, o que 

resulta em acúmulo citosólico de Ca2+ e formação de radicais livres. Tanto o 

Ca2+ quanto as espécies reativas podem ativar vias de morte celular necróticas 
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ou apoptóticas (WYSS & KADDURAH-DAOUK, 2000; WYSS & SCHULZE, 

2002).  

Dentre os estudos clínicos e experimentais, a creatina já foi testada com 

resultados positivos em doenças como Alzheimer (BÜRKLEN et al., 2006), 

Parkinson (BENDER et al., 2006, 2008), Huntington (FERRANTE et al., 2000, 

RYU et al., 2005, HERSCH et al., 2006), esclerose lateral amiotrófica (ELLIS & 

ROSENFELD, 2004, SHEFNER et al., 2004, ROSENFELD et al., 2008), 

traumatismo crânio-encefálico (RABCHEVSKY et al., 2003, SCHEFF & 

DHILLON, 2004, SAKELLARIS et al., 2006), isquemia (ZHU et al., 2004, 

PRASS et al., 2007) e convulsões induzidas por PTZ (RAMBO et al., 2009), 

metilmalonato (ROYES et al., 2003, 2006) e ácido glutárico (MAGNI et al., 

2007). 

 

 

3.1.6. Ações independentes do metabolismo energético 

 

 

 Embora a maioria dos estudos conceda os benefícios da creatina ao seu 

conhecido papel fisiológico de tamponamento energético, recentes trabalhos 

têm descrito diversas ações não relacionadas ao metabolismo energético. 

 Neste ponto de vista, alguns trabalhos têm descrito uma ação 

antioxidante direta para a creatina (LAWLER et al., 2002; SESTILI et al., 2006). 

Tem sido proposto também que a creatina pode estimular a síntese protéica 

por ser um agente osmolítico (PERSKY & BRAZEAU, 2001), uma vez que a 

hiperidratação celular poderia agir como um sinalizador anabólico e estimular a 

síntese protéica (HAUSSINGER et al., 1994). Além disso, Alfieri e 

colaboradores (2006) demonstraram que a creatina pode agir como um agente 

osmolítico compensatório, visto que protege células musculares expostas ao 

estresse hipertônico. Neste contexto, tem sido relatado que a creatina pode ser 

um dos principais osmólitos do cérebro (BOTHWELL et al., 2001; 2002). Prass 

e colaboradores (2007) demonstraram também que a creatina previne contra o 

declínio do fluxo sangüíneo cerebral após um evento isquêmico, 

independentemente de alterações no status bioenergético do tecido cerebral. 

Estudos têm relatado que a creatina pode ter ação antiapoptótica direta, por 
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reduzir a permeabilidade dos poros de transição mitocondrial, no cérebro 

(O’GORMAN et al., 1997; DOLDER et al., 2003).  

No SNC, Braissant e colaboradores (2001) demonstraram que a creatina 

pode ser sintetizada nos astrócitos e captada pelos neurônios. 

Complementando esta ideia, em 2006, Almeida e colaboradores apresentaram 

evidências de que a creatina pode ser liberada de maneira exocitótica no SNC, 

dependente de potencial de ação, propondo uma possível ação 

neuromodulatória. De acordo com este ponto de vista, foi evidenciado que o 

tratamento de fatias hipocampais com creatina aumentou as respostas 

eletrofisiológicas neste tecido e, este efeito, foi revertido pelo co-tratamento 

com AP-5, um antagonista de receptores do subtipo NMDA (ROYES et al., 

2008). Além disso, os mesmos autores verificaram que o tratamento com 

creatina aumentou a ligação de [3H]MK-801, indicando que a creatina pode 

estar facilitando a transmissão sináptica por ativar receptores NMDA (ROYES 

et al., 2008), sendo esta mais uma forte evidência para seu possível papel 

como modulador no SNC. 

 

 

3.2. Na+,K+-ATPase 

 

 

3.2.1. Aspectos gerais 

 

 

A enzima Na+,K+-ATPase (EC 3.6.3.9), também conhecida como bomba 

de sódio, é uma enzima integral de membrana, responsável pela manutenção 

do gradiente eletroquímico celular através do transporte ativo de 3 Na+ para o 

meio extracelular e 2 K+ para o meio intracelular, com o gasto de 1 ATP 

(HORISBERGER, 2004). Esta enzima foi descrita pela primeira vez em 1957, 

por Jens Christian Skou que, em seu estudo, demonstrou pela primeira vez a 

existência de uma enzima transportadora de íons através da membrana 

plasmática. Posteriormente, em 1997, Skou foi laureado com o prêmio Nobel 

de química, graças a sua descoberta (THERIEN & BLOSTEIN, 2000).  
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A Na+,K+-ATPase tem um importante papel na regulação do volume, pH 

e níveis de Ca2+ celulares, além do transporte de glicose dependente de Na+ e 

regulação da liberação de neurotransmissores no SNC (LINGREL, 1992). Dada 

a importância desta enzima na regulação celular, sabe-se que, em repouso, a 

Na+,K+-ATPase é responsável pelo consumo de aproximadamente 30% de 

todo ATP utilizado pelos mamíferos (CLAUSEN et al., 1991). 

 

 

3.2.2. Estrutura 

 

 

A Na+,K+-ATPase pode ser encontrada em eucariotos superiores, como 

a drosophila, mas não nos eucariotos inferiores, como a levedura. É membro 

da família de bombas do tipo P, compartilhando algumas características 

comuns, como a função de hidrólise do ATP (LINGREL, 1992). Esta enzima é 

composta por 3 subunidades polipeptídicas (α, β e γ), sendo a unidade 

funcional mínima um heterodímero, composto por uma subunidade α e uma 

subunidade β, e este dímero pode ainda estar co-localizado com uma proteína 

da família FXYD (subunidade γ) (KAPLAN, 2002; JORGENSEN et al., 2003). 

Pelo menos 4 isoformas distintas da subunidade α (α1-4) foram identificadas 

até o momento. Da subunidade β, pelo menos 3  isoformas (β1-3) foram 

identificadas, sendo que estas subunidades podem interagir e formar uma série 

de combinações que serão expressas de maneira dependente do tecido e 

espécie em estudo (MOBASHERI et al., 2000, THERIEN & BLOSTEIN, 2000). 

A subunidade α da Na+,K+-ATPase é composta por aproximadamente 

1000 aminoácidos, tem um peso molecular aproximado de 110 kDa e sua 

estrutura tridimensional tem 10 domínios transmembrana  (Figura 2) 

(HORISBERGER, 2004). A subunidade α contém os sítios de ligação para Na+ 

e K+, ATP e também para o inibidor específico ouabaína (KAPLAN, 2002; 

JORGENSEN et al., 2003). As diferenças na seqüência primária de 

aminoácidos entre as 4 subunidades α encontradas até o momento, em 

mamíferos, são mínimas, mas resultam em diferenças cruciais, principalmente 

no que diz respeito à sensibilidade a inibidores, como a ouabaína. De fato, 

enquanto as isoformas contendo subunidades α2 ou α3 possuem um IC50 para 
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ouabaína de 28,4 nM, as isoformas contendo subunidades α1 possuem um 

IC50 de 89,4 µM, para este mesmo inibidor (NISHI et al., 1999b). Além disso, é 

importante mencionar que as subunidades catalíticas α são substratos para a 

fosforilação, pela proteína quinase dependente de AMPc (PKA) e pela proteína 

quinase C (PKC), ou desfosforilação, por uma série de proteínas fosfatases, 

como a proteína fosfatase 1, proteína fosfatase 2A e a PP2B, importantes para 

a regulação da atividade e expressão na membrana plasmática da Na+,K+-

ATPase (BERTORELLO et al., 1991; APERIA et al., 1992; FISONE et al., 1994; 

LOGVINENKO et al., 1996; BLANCO & MERCER, 1997; CHENG et al., 1997b). 

A subunidade β da Na+,K+-ATPase é composta de aproximadamente 

370 aminoácidos e um peso molecular aproximado de 55 kDa (KAPLAN, 2002; 

JORGENSEN et al., 2003). Esta proteína possui apenas um domínio 

transmembrana e a porção aminoterminal está exposta ao citosol (Figura 2). A 

função exata da subunidade β ainda não está completamente entendida, mas 

foi demonstrado que a subunidades α não exibe atividade ATPásica quando 

dissociada da subunidade β. Nesse contexto, tem sido sugerido que as 

principais funções da subunidade β da Na+,K+-ATPase estão relacionadas à 

estabilização da conformação ótima da subunidade α na membrana plasmática, 

além de uma participação direta no ciclo reacional acoplado ao transporte 

iônico (KAPLAN, 2002; JORGENSEN et al., 2003). 

A subunidade γ da Na+,K+-ATPase é composta por aproximadamente 58 

aminoácidos e um peso molecular aproximado de 6,5 kDa (Figura 2) (THERIEN 

& BLOSTEIN, 2000). Esta proteína parece estar presente em quantidades 

equimolares se comparada às subunidades α e β. A função desta subunidade 

parece ser controversa na literatura, pois alguns estudos demonstram que a 

dissociação da subunidade γ do dímero αβ, com detergente não iônico, não 

altera a atividade da Na+,K+-ATPase, nem mesmo a afinidade por ouabaína ou 

a expressão funcional da enzima. Em contrapartida, outros estudos 

demonstraram que a redução da subunidade γ pela utilização de antisense 

altera a afinidade por ouabaína, Na+ e K+. Entretanto, os estudos atuais ainda 

não são claros, de fato, sobre a função exata desta subunidade para a Na+,K+-

ATPase (THERIEN & BLOSTEIN, 2000). 
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Figura 2: Representação esquemática da estrutura da enzima Na+,K+-ATPase, com suas 3 

subunidades (α, β e γ). A subunidade α apresenta 10 domínios transmembrana, com 3 

importantes domínios: A - domínio atuador: controla a movimentação tridimensional da enzima, 

responsável pelas interações entre os aminoácidos que “abrem” ou “fecham” os canais para a 

entrada e saída dos cátions. N - domínio de ligação do nucleotídeo: local onde ocorre a ligação 

do ATP na subunidade α. P - domínio de fosforilação: sítio que recebe a fosforilação transitória 

do fosfato vindo da hidrólise do ATP. Subunidade β, uma glicoproteína. A proteína FXYD, 

também conhecida como subunidade γ (adaptado de HORISBERGER, 2004). 

 

 

3.2.3. Regulação 

 

 

A Na+,K+-ATPase é alvo de diversos mecanismos regulatórios, ativados 

por alterações nas necessidades celulares. Neste sentido, tem se demonstrado 

que a atividade da Na+,K+-ATPase é controlada por diversos hormônios, 

atividade contrátil, treinamento físico, nutrição e estado eletrolítico (CLAUSEN, 

1998). Dentre estes fatores regulatórios, a variação na concentração dos 

substratos Na+, K+ e ATP é um dos mais simples e determinantes. A Na+,K+-

ATPase é ativada por Na+ e ATP em sítios intracelulares e por K+ em um sítio 
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extracelular (THERIEN & BLOSTEIN, 2000). O Km da Na+,K+-ATPase para Na+ 

está na faixa de 10-40 mM, que na maioria dos tecidos é um valor mais alto 

que a concentração intracelular de Na+ no equilíbrio (THERIEN & BLOSTEIN, 

2000). Assim, pequenas variações na concentração intracelular de Na+ afetam 

profundamente a atividade da Na+,K+-ATPase na maioria dos tecidos. No caso 

do K+, a concentração extracelular de K+ tem menos efeito sobre a atividade da 

Na+,K+-ATPase do que variações na concentração intracelular de Na+, 

provavelmente devido à alta afinidade deste íon por seus sítios de ligação na 

enzima e porque a concentração extracelular de íons K+ é saturante para os 

sítios de ligação deste íon na Na+,K+-ATPase. Por outro lado, tem sido 

mostrado que o K+ pode agir como um antagonista competitivo da ligação do 

Na+ em seus sítios de ligação na Na+,K+-ATPase (THERIEN & BLOSTEIN, 

2000). Assim, variações na concentração intracelular de K+ poderiam alterar a 

atividade da enzima através de uma modificação na afinidade da mesma por 

íons Na+. No que diz respeito ao ATP, a Na+,K+-ATPase apresenta uma 

cinética linear e um Km de 300-800 µM para este substrato (THERIEN & 

BLOSTEIN, 2000). 

Outro importante mecanismo de regulação da Na+,K+-ATPase é a 

fosforilação de resíduos específicos na enzima, principalmente na subunidade 

α. Neste sentido, neurotransmissores, hormônios e outras substâncias agem 

diretamente na enzima ou em seus receptores de membrana específicos, 

podendo ativar vias de sinalização que regulam a atividade da Na+,K+-ATPase. 

Dentre estas vias de sinalização, se destacam a via das quinases PKA e PKC e 

das fosfatases, principalmente a PP2B (calcineurina). Neste contexto, tem sido 

demonstrado que ativadores da PKA, tais como forskolina e Sp-5,6-DCI-

cBIMPS, assim como o ativador da PKC forbol 12,13-dibutirato 

significantemente reduzem a atividade da enzima Na+,K+-ATPase em 

neurônios e células COS (linha celular derivada dos rins do macaco verde 

africano) (CHENG et al., 1997a, 1999, NISHI et al., 1999a). Outro estudo 

demonstrou que a ativação de receptores α-adrenérgicos induzem aumento na 

atividade da enzima Na+,K+-ATPase via Ca2+ e posterior ativação de 

calcineurina (APERIA et al., 1992). Além disso, estudos experimentais em 

cultura de neurônios cerebelares mostraram que a ativação de calcineurina, 

induzida por glutamato, desfosforila a Na+,K+-ATPase e leva a ativação desta 

Revisão Bibliográfica 



 34

enzima (MARCAIDA, 1996). De fato, a literatura descreve o efeito estimulatório 

da ativação da calcineurina, via receptores NMDA, sobre a atividade da Na+,K+-

ATPase em diversas estruturas cerebrais, incluindo hipocampo e fatias do 

estriado (HALPAIN et al., 1990, HALPAIN & GREENGARD, 1990). 

 

 

3.2.4. Aspectos patológicos da Na+,K+-ATPase no cérebro 

 

 

No cérebro, a atividade da Na+,K+-ATPase contribui de maneira crucial 

para a manutenção do gradiente eletroquímico responsável pelos potencias de 

repouso e ação e captação e liberação de neurotransmissores (STAHL & 

HARRIS, 1986). Consequentemente, mudanças na atividade da Na+,K+-

ATPase afetam diretamente a sinalização celular via neurotransmissores e a 

atividade neuronal, assim como o comportamento do animal (MOSELEY et al., 

2007). Neste contexto, um prejuízo ao funcionamento da Na+,K+-ATPase 

ocasiona aumento ou diminuição da excitabilidade neuronal, dependendo do 

grau de inibição induzido e do tipo neuronal afetado (GRISAR et al., 1992). De 

acordo, o inibidor da Na+,K+-ATPase, ouabaína, aumenta o influxo de cálcio em 

fatias de cérebro de ratos (FUJISAWA et al., 1965), causa  convulsões em 

camundongos (JAMME et al., 1995), liberação de glutamato por reversão do 

transportador dependente de Na+ (LI & STYS, 2001) e morte celular no 

hipocampo de ratos (LEES et al., 1990). Além disso, a supressão genética da 

Na+,K+-ATPase causa prejuízo ao aprendizado espacial e aumento no 

comportamento típico de ansiedade em camundongos (MOSELEY et al., 2007). 

Também é importante mencionar que a atividade da Na+,K+-ATPase está 

diminuída no cérebro post-mortem de  pacientes com epilepsia (GRISAR et al., 

1992) e que mutações nos genes que codificam a subunidade α estão 

associadas com epilepsia em humanos (JURKAT-ROTT et al., 2004). Além 

disso, o grau de inibição da atividade da Na+,K+-ATPase induzido pela 

administração intracerebral de ácido metilmalônico, de ácido glutárico ou 

injeção intraperitoneal de PTZ se correlaciona positivamente com a duração 

das convulsões induzidas por estes agentes (FIGHERA et al., 2006; FURIAN et 

al., 2007; SOUZA et al., 2009), reforçando o papel importante da inibição da 
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atividade Na+,K+-ATPase nas convulsões induzidas por diversos agentes. 

Especialmente no que diz respeito ao ácido metilmalônico, tal correlação atinge 

valores impressionantes, próximos a 1 (0,994) (FURIAN et al., 2007). 

 

 

3.3. Epilepsia e convulsões 

 

 

Na Babilônia antiga, acreditava-se que a epilepsia era uma doença de 

natureza sobrenatural e, portanto, tratada como um assunto espiritual. Os 

diferentes tipos de epilepsia eram associados a nomes de espíritos ou deuses, 

geralmente do mal (MOREIRA, 2004). Em 400 a.C., Hipócrates já havia escrito 

um texto médico desmistificando o tema, propondo que a epilepsia não era 

sagrada nem divina, e sim, uma doença relacionada ao cérebro, com possível 

origem hereditária (MOREIRA, 2004). Atualmente, a epilepsia é um assunto 

desmistificado, porém, ainda é alvo de preconceito, devido a ideias 

controversas sobre o assunto, levando o paciente epiléptico a ser discriminado, 

muitas vezes, pela sociedade (CAVALHEIRO, 1988). A epilepsia é o mais 

comum transtorno neurológico grave, atingindo cerca de 1% da população 

mundial, sendo que 0.8% se encontram nos países em desenvolvimento. 

Pessoas de todas as raças, sexos, condições socioeconômicas e regiões são 

acometidas. Elas podem sofrer conseqüências profundas, incluindo morte 

súbita, ferimentos, problemas psicológicos e transtornos mentais. Também à 

epilepsia se associam problemas sociais e econômicos (NETO & MARCHETTI, 

2005). 

 

 

3.3.1. Aspectos gerais 

 

 

A epilepsia pode ser considerada um problema significativo de saúde 

pública. A presença de epilepsia é definida pela recorrência de crises 

epilépticas (pelo menos duas) espontâneas, não provocadas por febre, insultos 

agudos do SNC ou desequilíbrios tóxico-metabólicos graves (NETO & 
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MARCHETTI, 2005). Recentemente, novas definições para os termos crise 

epiléptica e epilepsia foram propostas, visando expressar o significado e as 

características essenciais desses dois termos. De acordo com a nova 

proposição, crise epiléptica é uma ocorrência transitória de sinais e/ou 

sintomas devido à atividade neuronal anormal e excessiva ou sincrônica no 

cérebro. Ao passo que, o termo epilepsia refere-se a um distúrbio do cérebro, 

caracterizado por predispor crises epilépticas causadoras de condições 

neurobiológicas, cognitivas, fisiológicas e sociais que interferem negativamente 

na qualidade de vida (FISHER et al., 2005). 

A classificação das crises epilépticas se baseia na sua descrição clínica 

e nos achados eletroencefalográficos: são divididas em crises parciais ou 

crises generalizadas. As crises parciais apresentam evidências clínicas e ou 

eletroencefalográficas de um início local (foco), enquanto as crises 

generalizadas não apresentam qualquer evidência neste sentido 

(manifestações clínicas e eletroencefalográficas indicam envolvimento inicial 

simultâneo e generalizado de ambos os hemisférios). As crises parciais são 

subdivididas em crises parciais simples, sem alteração da consciência, e crises 

parciais complexas, com alteração da consciência. As diferentes condições 

neurológicas que têm em comum a recorrência de crises epilépticas são 

organizadas e classificadas em síndromes epilépticas. Na classificação das 

síndromes, separam-se epilepsias generalizadas (com crises generalizadas) de 

epilepsias parciais ou focais (com crises parciais), que são classificadas pela 

topografia, por exemplo, epilepsia do lobo temporal. Em seguida, separam-se 

epilepsias sintomáticas ou “secundárias” (etiologia conhecida) das idiopáticas 

(suposta causa hereditária) e das criptogênicas (supostamente sintomáticas, 

mas sem etiologia conhecida) (ILAE, 1981; 1989). Os diagnósticos de crises e 

síndrome são necessários para a realização de tratamentos bem sucedidos. No 

entanto, a maioria dos estudos epidemiológicos ainda não é expressa em 

termos sindrômicos. 
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3.3.2. Epidemiologia 

 

 

As taxas de incidência anual de epilepsia na maioria dos estudos 

oscilam entre 40 e 70/100.000, se elevando para 122 a 190/100.000 nos países 

em desenvolvimento. Estas altas taxas, nos países em desenvolvimento, são, 

em grande medida, atribuíveis a causas parasitárias (principalmente 

neurocisticercose), infecções intracranianas virais ou bacterianas, 

tocotraumatismo, traumatismo crânio-encefálico e doenças cerebrovasculares 

(CARPIO & HAUSER, 2009). Na maioria dos estudos internacionais, as taxas 

de prevalência pontual de epilepsia ativa, na população geral, ficam entre 0,4% 

e 1%, e as de prevalência de vida, entre 1,5% e 5% (NETO & MARCHETTI, 

2005). Estudos epidemiológicos relatam também que pelo menos 10% de toda 

a população terão uma ou mais convulsões ao longo da vida (HAUSER et al., 

1996). 

A incidência da epilepsia varia com a idade, com as maiores taxas 

ocorrendo na infância, caindo na vida adulta e aumentando novamente por 

volta dos 65 anos (KRÄMER, 2001). A duração da epilepsia é freqüentemente 

determinada pela causa fundamental da doença, podendo ocorrer morte súbita 

em 1-5 pacientes por mil/ano, particularmente nos casos onde não se faz 

controle das crises (SURGES et al., 2009). Dentre os diferentes tipos de 

epilepsias, a forma mais prevalente em adultos é a do lobo temporal, ocorrendo 

em cerca de 40% de todos os casos de epilepsia, apresentando geralmente 

história de convulsão febril (WALCZAK, 1995). Neste contexto, a alta incidência 

e prevalência das epilepsias provocam repercussões socioeconômicas 

importantes, na medida em que aumentam os custos econômicos diretos, 

provenientes dos gastos médicos com drogas, hospitalizações e indiretos pela 

perda de capacidade produtiva, produção econômica por desemprego, ou 

morte prematura (VANCINI et al., 2008).  

Após o diagnóstico clínico, os pacientes são tratados com a droga 

antiepiléptica ideal, de primeira escolha, de acordo com a crise convulsiva ou a 

síndrome epiléptica apresentada. No caso de o tratamento com a droga 

antiepiléptica de primeira escolha não ser efetivo, o médico ainda tem a 

escolha de alterar as doses ou o intervalo de administração da droga. Ainda 
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assim, no caso de insucesso no tratamento, existe a possibilidade da utilização 

de drogas alternativas, para os determinados tipos de manifestação. Se, 

mesmo após o tratamento medicamentoso o paciente não responder e as 

crises epilépticas continuarem não controladas, ele é classificado como 

paciente com epilepsia refratária. O sucesso com a terapia das drogas 

antiepilépticas se aproxima de 70% dos pacientes. Entretanto, cerca de 30% 

dos pacientes são classificados como refratários e, muitas vezes, não 

responsivos em mais de 3 tentativas terapêuticas, com drogas antiepilépticas 

diferentes. Neste caso, terapias alternativas podem ser adotadas, como a 

cirurgia do foco epiléptico, dieta cetogênica, estimulação do nervo vago, ou 

outras terapias menos convencionais (SHNEKER & FOUNTAIN, 2003). Uma 

vez que um grande número de pacientes com epilepsia permanece refratário e 

não responsivo ao tratamento medicamentoso, surge a importância do estudo e 

do compreendimento da fisiopatologia dos diferentes tipos de crises 

convulsivas e de síndromes epilépticas, para assim, sugerir novas terapias, ou 

mesmo testar novas drogas com potencial anticonvulsivante. Neste sentido, os 

modelos experimentais são de grande valia para a o estudo da fisiopatologia 

envolvida nestas manifestações, assim como para a identificação de novas 

drogas com valor preditivo antiepiléptico. 

 

 

3.3.3. Modelos experimentais 

 

 

Os modelos experimentais são essenciais para o compreendimento dos 

processos fisiopatológicos envolvidos nos diferentes tipos de manifestações 

epiléticas e convulsivas, uma vez que conseguem reproduzir, pelo menos em 

parte, as manifestações humanas. Além disso, os modelos experimentais são 

essenciais para a identificação de novas drogas com potencial antiepiléptico. 

Para um melhor compreendimento dos modelos experimentais, cabe 

dividi-los em modelos in vivo e in vitro. Os modelos experimentais são 

conhecidos, também, pelo tipo de síndrome ou crise epiléptica que produzem, 

sendo classificados em focais e generalizados. Dentre os modelos in vivo, de 

convulsão generalizada, destaca-se o modelo de convulsão induzido por PTZ, 
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um antagonista de receptores GABAA que, por inibir as correntes de cloreto 

associadas a este mesmo canal, potencializa a neurotransmissão excitatória e 

desencadeia convulsões. É amplamente utilizado em testes para identificação 

de novas drogas com valor preditivo antiepiléptico, juntamente com outros 

testes, como o teste do eletrochoque máximo (KUPFERBERG, 2001). Um 

modelo clássico de convulsão focal é o da injeção de penicilina em áreas 

específicas do cérebro de animais, o que permite o estudo das convulsões de 

natureza focal (MATSUMOTO, 1964). Outro modelo de epilepsia de natureza 

focal que merece destaque são os modelos de epilepsia do lobo temporal 

mesial, com foco em regiões límbicas, principalmente no hipocampo 

(LOTHMAN et al., 1995). Destacam-se, entre os modelos focais (parciais), o 

modelo do abrasamento (kindling) elétrico, o da pilocarpina e o do ácido 

caínico. Para os modelos in vitro são utilizadas as técnicas de exposição a 

altas concentrações de K+ (DUDEK et al., 1994), aplicação de antagonistas 

GABAérgicos (TASKER & DUDDEK, 1991) e redução nas concentrações de 

Mg2+ (MODY et al., 1987). 
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Abstract: Achievements made over the last years have demonstrated the 

important role of creatine (Cr) and Phosphocreatine (PCr) system in the 

buffering and transport of high-energy phosphates in the brain, however, 

growing evidences indicate that this guanidine compound may act as a 

neuromodulator as well, particularly by increasing the glutamatergic function. N-

methyl-D-aspartate (NMDA) glutamate receptor activation modulates neuronal 

Na+,K+-ATPase activity by a complex and not completely understood cascade 

of regulatory proteins. In the present study, we revealed that incubation of rat 

hippocampal slices with creatine (10 mM) for 30 min increased α2/3 Na+,K+-

ATPase activity and that hippocampal slices incubated with PCr and Creatinine 

(0.1 to 10 mM) had no effect on Na+,K+-ATPase activity. Statistical analysis also 

revealed that the intrahippocampal injection of Cr (5nmol/site) increased 

Na+,K+-ATPase activity confirming the results in vitro. However, Cr did not alter 

Na+,K+-ATPase activity in hippocampal homogenates suggesting the 

requirement of an intact cellular system. The incubation of hippocampal slices 

with NMDA (MK-801, 10 µM) and NR2B (ifenprodil, 3 µM) antagonists, but not 

with the NOS inhibitor (L-NAME, 100 µM), reverted the effect of creatine on 

Na+,K+-ATPase activity. The calcineurin inhibitor (cyclosporine A, 200 nM) as 

well as the PKC (PMA, 100 nM) and PKA (8-Br-cAMP, 30 µM) activators 

attenuated the creatine-induced increase of Na+,K+-ATPase activity. These data 

suggest that Cr may modulate neuronal Na+,K+-ATPase enzyme by the 

stimulation  of NMDA/NR2B receptors, which activate calcineurin. This 

phosphatase, in turn, counteracts the PKC- and PKA-mediated phosphorylation 

of Na+,K+-ATPase leading to the stimulation of α2/3 Na+,K+-ATPase activity. 

 

Key words: Creatine, sodium pump, calcineurin, NMDA receptors. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Artigo Científico 



 45

1. Introduction 

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

compound synthesized in the kidneys, liver, pancreas, and brain or obtained 

from alimentary sources like meat and fresh fish (Wyss and Kaddurah-Daouk, 

2000). Experimental and clinical findings indicate that creatine-induced  

phosphate maintenance protects against ATP depletion in a number of 

pathological conditions including Alzheimer (Burklen et al., 2006), Parkinson 

(Bender et al., 2006, 2008) and Huntington’s diseases (Ferrante et al., 2000, 

Ryu et al., 2005, Hersch et al., 2006), Amyotrophic Lateral Sclerosis (Ellis and 

Rosenfeld, 2004, Shefner et al., 2004, Rosenfeld et al., 2008), and  Traumatic 

Brain Injury (Rabchevsky et al., 2003, Scheff and Dhillon, 2004, Sakellaris et al., 

2006.  

Although it is believed that the mechanisms of neuronal function 

improvement and neuroprotection exerted by Cr include enhanced energy 

buffering, a direct neuromodulatory role for creatine has also been proposed 

(Persky and Brazeau, 2001). It has been showed that Cr is not only synthesized 

and taken up by neurons, but also released in an action potential-dependent 

manner (Almeida et al., 2006). The bath application of creatine increased the 

population spike amplitude and number in the stratum radiatum of the 

hippocampal CA1 subfield, an effect reverted by the selective NMDA receptor 

antagonist 2-amino-5-phosphonopentanoic acid (AP5) (Royes et al., 2008). In 

line with this view, Cr increases [3H]MK-801 binding to hippocampal 

membranes by 55% (Royes et al., 2008) and leads to spatial learning 

improvement possibly by modulating polyamine binding site at the NMDA 

receptor (Oliveira et al., 2008). However, the downstream effectors of the 

creatine-induced modulation of the NMDA receptor are still unknown. 

NMDA receptor stimulation leads to the activation of Na+,K+-ATPase, a 

key enzyme involved in the transmembrane  transport of sodium and potassium 

which plays a pivotal role in the cellular ionic gradient maintenance (Skou and 

Esmann, 1992) and may be modulated by a complex and not completely 

understood phosphorylation cascade of regulatory proteins. PKA activators, 

such as forskolin and Sp-5,6-DCI-cBIMPS as well as the PKC activator phorbol 

12,13-dibutyrate significantly reduce Na+,K+-ATPase activity in neurons or COS 

cells (Cheng et al., 1997a, 1999, Nishi et al., 1999a). On the other hand, the α-
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adrenergic receptor activation increases Na+,K+-ATPase activity through the 

activation of the calcium-dependent protein phosphatase 2B and calcineurin 

(Aperia et al., 1992). The glutamate-induced calcineurin activation counteracts 

the PKC-mediated phosphorylation of Na+,K+-ATPase leading to an increased 

pump activity (Marcaida et al., 1996). Therefore, since Cr may play a putative 

role as a neuromodulator in the brain (Almeida et al., 2006; Royes et al., 2008; 

Oliveira et al., 2008) and glutamatergic agonists, such as NMDA increase 

Na+,K+-ATPase activity in cultured neurons (Inoue et al., 1999), we investigated 

whether creatine alters Na+,K+-ATPase activity in rat hippocampal slices. 

Furthermore, given that PKA and PKC are major downstream kinases involved 

in the Na+,K+-ATPase activity regulation (Nishi et al., 1999, Cheng et al., 1999), 

we also investigated whether they are involved in the effect exerted by Cr .  

 

 

2. Materials and methods  

 

 

2.1 Animals and reagents 

Adult male Wistar rats (250–300 g) maintained under controlled light and 

environment (12 h light/dark cycle, 24±1 °C, 55% relative humidity) with free 

access to food and water were used. Animal utilization reported in this study 

was conducted in accordance with the policies of the National Institutes of 

Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publications No. 

80-23) revised in 1996 and with the Institutional and National regulations for 

animal research. All efforts were made to reduce the number of animals used, 

as well as minimize their suffering. 

 Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) was dissolved in 100% ethanol 

and then diluted with aCSF (artificial cerebrospinal fluid) in such a way that 

ethanol concentration did not exceed 0.006 %. Creatine, creatinine, 

phosphocreatine, N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), (5R,10S)-(+)5-

Methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine hydrogen maleate 

(MK-801), ifenprodil, PMA, 8-Bromoadenosine-3',5'-cyclic monophosphate (8-

Br-cAMP), cyclosporin A and all other reagents were purchased from Sigma (St. 

Louis, MO, USA) and solutions were prepared in aCSF. 
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2.2 In situ experiments 

Animals were sacrificed by decapitation and the hippocampus was 

immediately dissected and used for the preparation of slices (400 µm thick) with 

a McIlwain tissue chopper. Slices were suspended in a pregassed (carbogen) 

aCSF containing (in mM): 1.25 NaH2PO4; 22 NaH2CO3; 1.8 MgSO4; 129.0 

NaCl; 1.8 CaCl2; 3.5 KCl; and 10 D-glucose. pH was adjusted to 7.4 with 

carbogen. The viability of hippocampal slices was assessed at 0, 30, 60 and 90 

min after preparation by measuring lactate dehydrogenase (LDH) activity with a 

standard commercial kit (Labtest, Porto Alegre, RS, Brasil). Considering that the 

hippocampal slices were viable for more than 60 min after preparation, all 

experiments were performed within this time window (data not shown). 

The effect of Cr on hippocampal Na+,K+-ATPase activity was investigated 

by incubating 10-12 slices for 30 min at 37°C with increasing concentrations of 

Cr (0, 0.1, 1 or 10 mM). The concentrations of Cr used in the current study were 

chosen based on previous studies that have demonstrated an excitatory action 

of creatine on hippocampal slices (Royes et al., 2008) as well as because they 

are comparable to creatine doses used in previous in vivo studies (Oliveira et 

al., 2008). To test the effect of PCr or creatinine on Na+,K+-ATPase activity, 

hippocampal slices were incubated with increasing concentrations (0, 0.1, 1 or 

10 mM) of either phosphocreatine or creatinine. The role of NMDA receptors in 

the increase of the Cr-induced Na+,K+-ATPase activity was studied by 

incubating hippocampal slices with MK-801 (10 µM) or ifenprodil (3 µM). The 

effect of nitric oxide synthase (NOS) on the Cr-induced increase of Na+,K+-

ATPase activity was tested by incubating hippocampal slices with L-NAME (100 

µM). To investigate the role of PKA/PKC and calcineurin in the Cr-induced 

increase of Na+,K+-ATPase activity, we incubated hippocampal slices with PMA 

(100 nM), 8-Br-cAMP (30 µM) or cyclosporin A (200 nM).  

After the incubation period, the medium was discarded and slices were 

gently homogenized (7-10 strokes) in ice-cold 10 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4, 

for determination of Na+,K+-ATPase activity. In a separate set of experiments, 

designed to determine whether Cr increased Na+,K+-ATPase activity by directly 

interacting with the enzyme, Cr (10 mM) was added directly to the reaction 

medium containing hippocampal homogenates. 
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2.3 Na+,K+-ATPase activity measurements  

Na+,K+-ATPase activity was measured according to Wyse et al. (2000). 

Briefly, the assay medium consisted of 30 mM Tris–HCl buffer, pH 7.4; 0.1 mM 

EDTA, 50 mM NaCl, 5 mM KCl, 6 mM MgCl2 and 50 µg of protein in the 

presence or absence of ouabain (1 mM), in a final volume of 350 µL. The 

reaction was started by the addition of adenosine triphosphate to a final 

concentration of 5 mM. After 30 min at 37 °C, the reaction was stopped by the 

addition of 70 µL of 50 % (w/v) trichloroacetic acid. Saturating substrate 

concentrations were used and the reaction was linear with protein and time. 

Appropriate controls were included in the assays for non-enzymatic hydrolysis 

of ATP. The amount of inorganic phosphate (Pi) released was quantified by the 

colorimetric method described by Fiske and Subbarow (1925), using KH2PO4 as 

reference standard. Specific Na+,K+-ATPase activity was calculated by 

subtracting the ouabain-insensitive activity from the overall activity (in the 

absence of ouabain) and expressed in nmol Pi/mg protein/min.  

In a separate set of experiments, we investigated whether some Na+,K+-

ATPase α isoforms are selectively modulated by Cr. For this purpose, we used 

a classical pharmacological approach based on the isoform-specific sensitivity 

to ouabain (Nishi et al., 1999a). We determined whether Cr increased ouabain-

sensitive ATPase activity using 3 µM (that inhibits Na+,K+-ATPase isoforms 

containing α2 and α3 subunits) or 4 mM ouabain (that inhibits all isoforms).  

 

 

2.4 In vivo experiments 

 To determine whether the Cr-induced increase on Na+,K+-ATPase 

activity also occurred in vivo, animals were anesthetized with Equithesin (1% 

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

glycol, and 11% ethanol, 3 ml/kg, i.p.) and placed in a rodent stereotaxic 

apparatus. Two cannula were inserted  1 mm above the CA1 region of the 

dorsal hippocampus, bilaterally (coordinates relative to bregma: AP 4 mm, ML 3 

mm, V 2 mm from the dura) under stereotaxic guidance (Paxinos and Watson, 

1986). Chloramphenicol (200 mg/kg, i.p.) was administered immediately before 

the surgical procedure. Three days after the surgical procedure, animals were 

transferred to a round open field (54.7 cm in diameter) and habituated for 20 
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min before Cr administration. After the habituation period, the animals were 

injected with Cr (5 nmol/0.5 µL, i.c.v.) or vehicle and 30 min thereafter animals 

were sacrificed. The hippocampi were rapidly removed and gently homogenized 

(7-10 strokes) in ice-cold 10 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4 and Na+,K+-ATPase 

activity measured as described above. Doses of Cr used in this set of 

experiments were chosen based on previous studies (Oliveira et al., 2008) and 

are comparable to the concentrations of Cr used in the in situ experiments. 

 

 

2.5 Protein determination 

 The protein content was colorimetrically determined by the method of 

Bradford (1976) using bovine serum albumin (1 mg/ml) as standard. 

 

 

2.6 Statistical analyses 

Data were analyzed by a one- or two-way ANOVA and post hoc analyses 

were carried out by the Student-Newman-Keuls test, when appropriate. A 

probability of P<0.05 was considered significant. All data are expressed as 

mean + S.E.M.  

 

 

3. Results 

Figure 1A shows the effect of Cr (0, 0.1, 1 or 10 mM) on Na+,K+-ATPase 

activity in rat hippocampal slices. Statistical analysis revealed that the 

incubation with Cr (10 mM) increased Na+,K+-ATPase activity in rat 

hippocampal slices [F(3,32)=2.99; p<0.05]. To determine the effect of Cr in a 

cell free system, we added creatine directly to hippocampal homogenates. In 

this experimental condition, Cr (10 mM) did not alter Na+,K+-ATPase activity 

[F(1,8)=0.47; P>0.05] (Figure 1B), suggesting that Cr-induced increase of 

Na+,K+-ATPase activity requires an intact cellular system. We also investigated 

whether some α isoforms are selectively activated by Cr, by using a classical 

pharmacological approach based on the isoform-specific sensitivity to ouabain 

concentration (Nishi et al., 1999a). We found that the stimulatory effect of Cr on 

Na+,K+-ATPase activity is specific for α2/3 isoform, since the effect of Cr on the 
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enzyme activity was not observed in the presence of 3 µM ouabain (it inhibits 

α2/3, but not α1 isoforms) [F(2,20)=138.77; P<0.05] (Figure 1C). In order to 

determine whether the Cr-induced increase in Na+,K+-ATPase activity occurred 

in vivo, animals were injected with Cr (5 nmol/site, intrahippocampal) and 

Na+,K+-ATPase activity was determined in the hippocampus. Statistical analysis 

revealed that the intrahippocampal injection of Cr (5 nmol/site) increased 

Na+,K+-ATPase activity by 21% in the hippocampus [F(1,18)=7.03; P<0.05] 

(Figure 1D), confirming the results obtained in situ. No effects of creatine on the 

animal behavior were observed. 

To test whether the Cr-induced increase in Na+,K+-ATPase activity was 

due to its conversion to its phosphorylated form (PCr) or to its main metabolite 

(creatinine), hippocampal slices were incubated with increasing concentrations 

of PCr (0, 0.1, 1 or 10 mM) or creatinine (0, 0.1, 1 or 10 mM). In our 

experimental conditions, both PCr [F(3,20)=0.81; P>0.05] and creatinine 

[F(3,20)=0.74; P>0.05] (Figure 2A and 2B, respectively) had no effect on 

Na+,K+-ATPase activity. 

NMDA receptors appear to be involved in the Cr-induced learning 

facilitation (Oliveira et al., 2008), as well as in the population spike amplitude 

and number increase induced by this compound (Royes et al., 2008). NMDA 

receptors regulate Na+,K+-ATPase activity (Marcaida et al., 1996). The role of 

NMDA receptors in the Cr-induced increase in Na+,K+-ATPase activity was 

investigated by incubating hippocampal slices with Cr (10 mM) and the selective 

NMDA receptor antagonist MK-801 (10 µM). We found that Cr (10 mM) 

increases Na+,K+-ATPase activity and that the co-incubation of Cr plus MK-801 

prevented such increase [F(3,20)=5.75; P<0.05] (Figure 3A). In addition, the 

role of NR2B subunit of NMDA receptor in the Cr-induced increase in Na+,K+-

ATPase activity was investigated by incubating hippocampal slices with Cr (10 

mM) and the selective antagonist for NR2B subunit ifenprodil (3 µM). Statistical 

analysis revealed that ifenprodil blunted the effect of Cr on Na+,K+-ATPase 

activity [F(3,28)=6.42; P<0.05] (Figure 3B). Considering the functional coupling 

between NR2B subunit and nitric oxide synthases (NOS) (Loftis and Janowsky, 

2003) and that NMDA-NOS pathway may regulate Na+,K+-ATPase activity 

(Munhoz et al., 2005), we decided to investigate whether nitric oxide (NO) plays 

a role on Cr-induced increase in Na+,K+-ATPase activity. For this purpose, 

Artigo Científico 



 51

hippocampal slices were incubated with Cr (10 mM) in the absence or presence 

of the isoform inespecific NOS inhibitor L-NAME (100 µM). In our experimental 

conditions, L-NAME did not alter Cr-induced increase in Na+,K+-ATPase activity 

[F(3,24)=0.82; P>0.05] (Figure 3C). 

Since NMDA receptors activate PKA and PKC pathways and these 

protein kinases are involved in the regulation of Na+,K+-ATPase activity 

(Bertorello et al., 1991, Aperia et al., 1992, Marcaida et al., 1996, Blanco and 

Mercer, 1997, Cheng et al., 1999, Nishi et al., 1999a), we have also 

investigated the role of these protein kinases in the Cr-induced increase in 

Na+,K+-ATPase activity. We found that incubation with a PKC activator (PMA; 

100 nM) attenuated  the Cr-induced increase in Na+,K+-ATPase activity 

[F(3,32)=4.79; P<0.05] (Figure 4A). In addition, the PKA activator (8-Br-cAMP; 

30 µM) also attenuated the effect of Cr on the Na+,K+-ATPase activity 

[F(3,20)=4.47; P<0.05]  (Figure 4B). Considering that calcineurin-dependent 

Na+-K+-ATPase dephosphorylation is also a critical event in the Na+,K+-ATPase 

activity regulation (Bertuccio et al., 2003, 2007), we decided to test the effect of 

a calcineurin inhibitor (cyclosporin A; 200 nM) in the Cr-induced increase in 

Na+,K+-ATPase activity. Statistical analysis revealed that cyclosporin A 

attenuated the stimulatory effect of Cr on Na+,K+-ATPase activity [F(3,20)=7.08; 

P<0.05] (Figure 4C). 

 

 

4. Discussion 

In the current study we showed that the incubation with Cr increases 

Na+,K+-ATPase activity in rat hippocampal slices and that this effect is α2/3 

isoform-specific. The stimulatory effect of this guanidine compound was not 

observed in hippocampal homogenates, indicating that it requires an intact 

cellular system. Regarding this point, it is also possible that tissue 

homogenizing disrupts critical anchoring protein linkages between NMDA 

receptors, kinases, and Na+,K+-ATPase, resulting in the uncoupling of enzyme 

modulatory components. On the other hand, NMDA receptors, more specifically 

NR2B subunit and subsequent calcineurin, but not NOS activation, are involved 

in the Cr-induced increase in Na+,K+-ATPase activity in rat hippocampal slices. 

Our results also evidenced that the Cr-induced increase in Na+,K+-ATPase 
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activity, independently of changes in the bioenergetic status of the 

hyppocampus, since its conversion to phosphorylated form (PCr) or its  

metabolite (creatinine) showed no effect on Na+,K+-ATPase activity. In addition, 

PKA and PKC activators attenuated the effect of Cr on Na+,K+-ATPase activity. 

Importantly, we also showed that Cr increases Na+,K+-ATPase activity in vivo. 

There are many studies showing the beneficial effects of Cr in a variety 

of experimental models of neurological diseases. Besides, its role as an 

energetic buffer has been claimed as a major underlying mechanism to explain 

such neuroprotective effects (Royes et al., 2003, 2006, Sakellaris et al., 2006, 

Klein and Ferrante, 2007, Magni et al., 2007, Adhihetty and Beal, 2008). 

Regarding this assumption, a growing number of reports have proposed 

alternative non-energetic effects of Cr. Prass and co-workers (2007) showed 

that creatine augmented cerebral blood flow after stroke, independently of 

changes in the bioenergetic status of the brain tissue. In addition, it has been 

shown that Cr reduces inhibitory GABA and glycine responses in mouse 

neurons in cell culture (De Deyn and Macdonald, 1990) and that this compound 

is not only synthesized by central neurons, but also released in an action-

potential dependent (exocytotic) manner (Almeida et al., 2006). These 

experimental findings suggest that Cr interacts with a variety of neurotransmitter 

systems in the brain and could act as a neuromodulator in this tissue. 

 Accordingly, there is also evidence that at least some of its effect may 

be mediated by an increase in glutamatergic function, since Cr-induced 

increase in population spike number and amplitude in hippocampal slices is 

blunted by the NMDA antagonist AP5 (Royes et al., 2008). In line with this view, 

recent experimental findings from our group have shown the participation of the 

polyamine binding site at NMDA receptors on Cr-elicited learning and memory 

improvement, since the Cr-induced spatial learning enhancement was reverted 

by co-administration of arcaine and intensified by spermidine (Oliveira et al., 

2008). In agreement with a modulatory effect of Cr on the NMDA receptors, our 

data revealed that incubating hippocampal slices with MK-801, a selective 

NMDA receptor antagonist, attenuated the Cr-induced increase in Na+,K+-

ATPase activity in rat hippocampal slices. Furthermore, incubation with 

ifenprodil, a selective antagonist of NMDA receptors containing the NR2B 

subunit, also reverted the effect of Cr on Na+,K+-ATPase activity. These data 
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suggest that the stimulatory effect of creatine on Na+,K+-ATPase activity is 

dependent of NMDA/NR2B activation. However, further studies are necessary 

to determine the exact mechanisms involved in this activation. 

 An intracellular pathway proposed to be involved in such effect is the 

glutamate-NMDA-NOS-cGMP-PKG pathway, which, in turn, stimulates α2/3 

Na+,K+-ATPase activity (Munhoz et al., 2005). To test whether the creatine-

induced increase in Na+,K+-ATPase activity occurred through NOS activation, 

we tested the possibility of L-NAME, a nonspecific NOS inhibitor, block the 

effect of creatine on Na+,K+-ATPase activity in rat hippocampal slices. We found 

that L-NAME did not blunt the creatine-induced increase of Na+,K+-ATPase, 

indicating that another intracellular pathway activated by NMDA receptors could 

be responsible for the stimulatory effect of creatine on Na+,K+-ATPase activity. 

In order to test whether creatine would affect any α isoform in particular, 

we used a classical pharmacological approach based on the isoform-specific 

sensitivity to ouabain (Nishi et al., 1999a). Our results suggest that Cr induces 

an increase of Na+,K+-ATPase activity by α2/3 isoform-specific activation. In the 

brain, α2 and α3 isoforms are found in glial and neuronal cells, respectively, 

contributing to membrane potential generation control, K+ re-uptake after 

depolarization and therefore maintaining neuronal excitability (Lecuona et al., 

1996, Peng et al., 1997, Mobasheri et al., 2000). As a consequence, a decrease 

of Na+,K+-ATPase activity directly affects neurotransmitter signaling, neural 

activity, as well as animal behavior. Accordingly, the Na+,K+-ATPase inhibitor 

ouabain increases Ca2+ entry into brain slices (Fujisawa et al., 1965), causes 

electrographically recorded seizures in mice (Jamme et al., 1995), glutamate 

release by reversal of Na+-dependent transporter in the rat spinal cord (Li and 

Stys, 2001), and cell death in rat hippocampus (Lees et al., 1990). Moreover, 

genetic suppression of Na+,K+-ATPase activity impairs spatial learning (Moseley 

et al., 2007). Thus, creatine-induced stimulation of α2/3 Na+,K+-ATPase activity 

may be a possible alternative non-energetic mechanism for neuroprotective 

effects of this compound in neurological diseases.  

Many intracellular pathways may regulate Na+,K+-ATPase activity, 

including calcineurin activation. In fact, it has been proposed that α-adrenergic 

receptor stimulation activates calcineurin leading to increased Na+,K+-ATPase 

activity in renal tubular cells (Aperia et al., 1992). In the same way, calcineurin-
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induced dephosphorylation of Na+,K+-ATPase is the mechanism for the 

stimulatory effect of norepinephrine on Na+,K+-ATPase activity in rat brain 

(Mallick et al., 2000). Accordingly, it is well known that NMDA stimulation 

activates calcineurin in different brain structures including rat hippocampal and 

striatal slices (Halpain et al., 1990, Halpain and Greengard, 1990). Furthermore, 

NMDA and calcineurin activation by glutamate in cerebellar neuron culture 

leads to stimulation of Na+,K+-ATPase (Marcaida et al., 1996).  

In agreement with these results, we showed that Cr-induced increase in 

Na+,K+-ATPase activity was attenuated by incubation with cyclosporin A, a 

calcineurin inhibitor. Calcineurin-induced increase in Na+,K+-ATPase activity 

can occur in two ways: directly, by counteracting the PKC-mediated 

phosphorylation of Na+,K+-ATPase through dephosphorylation of the Ser-23 in 

the α subunit (Bertuccio et al., 2003, 2007) or indirectly, by dephosphorylation of 

the phosphorylation site for PKA (Thr-34) in the dopamine and cyclic AMP-

regulated phosphoprotein (DARPP-32) (Nishi et al., 1999b). We found that the 

incubation with the PKC activator PMA or the PKA activator 8-Br-cAMP 

prevented the Cr-induced increase in Na+,K+-ATPase activity, indicating that 

both PKC and PKA are involved in the effect of creatine on Na+,K+-ATPase 

activity. These results suggest that the major underlying mechanism for the Cr-

induced increase in Na+,K+-ATPase activity in rat hippocampal slices is the 

activation NMDA/NR2B receptors, which activate calcineurin. In addition, this 

phosphatase, in turn, counteracts the PKC- and PKA-mediated phosphorylation 

of Na+,K+-ATPase leading to the stimulation of α2/3 Na+,K+-ATPase activity. 

In summary, in this study we showed that incubation with Cr increases 

α2/3 Na+,K+-ATPase activity in rat hippocampal slices and that the i.c.v. injection 

of this compound increases Na+,K+-ATPase activity in vivo. The mechanisms 

involve NMDA-NR2B receptors and calcineurin activation. We also found that 

PKC and PKA are involved in the effect of Cr. Considering the fundamental 

importance of Na+,K+-ATPase in the brain, Cr-induced increase in Na+,K+-

ATPase activity suggests a possible alternative non-energetic mechanism by 

which creatine promotes neuroprotection in several neurological diseases.  
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Figures legends 

 

Figure 1 

 

 

 

Figure 1: Effect of creatine (0, 0.1, 1 or 10 mM) on Na+,K+-ATPase activity of rat 

hippocampal slices (A) and homogenates (B). It is also shown the effect of 

creatine (10 mM) on the activity of different Na+,K+-ATPase isoforms (C) and 

the effect of intracerebroventricular injection of creatine (5 nmol/site) on Na+,K+-

ATPase activity in rat hippocampus in vivo (D). Data are mean + S.E.M for n=5-

10 in each group. *Indicates a significant difference compared with aCSF group. 
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Figure 2 

 

 

 

Figure 2: Effect of phosphocreatine (0, 0.1, 1 or 10 mM, A) and creatinine (0, 

0.1, 1 or 10 mM, B) on Na+,K+-ATPase activity of rat hippocampal slices. Data 

are mean + S.E.M for n=6 in each group. 

 

 

Figure 3 

 

 

 

Figure 3: Effect of MK-801 (10 µM, A), ifenprodil (3 µM, B) and L-NAME (100 

µM, C) on the creatine-induced (10 mM) increase in Na+,K+-ATPase activity of 

rat hippocampal slices. Data are mean + S.E.M for n=6-8 in each group. 

*Indicates a significant difference compared with aCSF group. 
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Figure 4 

 

 

 

Figure 4: Effect of PMA (100 nM, A), 8-Br-cAMP (30 µM, B) and cyclosporin A 

(200 nM, C) on the creatine-induced (10 mM) increase in Na+,K+-ATPase 

activity of rat hippocampal slices. Data are mean + S.E.M for n=6-9 in each 

group. *Indicates a significant difference compared with all other groups. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

5.1. Animais e Reagentes 

 

 

Para realização desta segunda parte do estudo, foram utilizados ratos 

adultos machos Wistar, pesando entre 250-300g, mantidos sob condições 

ambientais controladas (ciclo claro-escuro de 12-12h, 24± °C, 55% de umidade 

relativa), com livre acesso à comida (Guabi, Santa Maria, Brasil) e água. O 

protocolo de utilização animal seguiu as Diretrizes Éticas Oficiais do Governo e 

do Comitê de Bem-Estar Animal (processo 23081.018516/2006-57). Todos os 

protocolos experimentais foram desenhados objetivando minimizar o número 

de animais utilizados, bem como seu sofrimento. Todos os reagentes foram 

comprados da Sigma (St. Louis, MO, EUA). 

 

 

5.2. Administração das drogas e avaliação comportamental 

 

 

Para avaliar o efeito da administração aguda de creatina nas convulsões 

induzidas pelo PTZ, primeiramente, os animais foram transferidos para um 

campo aberto (54,7 cm de diâmetro) e habituados por 20 minutos antes da 

administração de creatina e PTZ. Após o período de habituação os animais 

foram injetados com creatina (300 mg/kg, p.o.) ou veículo (0.2 % 

carbocimetilcelulose, CMC, p.o.) por gavagem intragástrica (administração 

única), 45 minutos antes da administração de PTZ (30, 45 ou 60 mg/kg, i.p.). 

Os animais foram observados para a aparição de convulsões clônicas, 

generalizadas tônico-clônicas e duração dos episódios convulsivos 

generalizados por 20 minutos após a injeção de PTZ. As doses de creatina e 

PTZ utilizadas neste estudo foram baseadas em experimentos prévios do 

nosso grupo (MAGNI et al., 2007; SOUZA et al., 2009; RAMBO et al., 2009). 

  

 

Materiais e métodos 



 68

5.3. Determinação da atividade da enzima Na+,K+-ATPase 

 

 

Imediatamente após o período de avaliação das convulsões os animais 

foram sacrificados por decapitação e tiveram o córtex cerebral removido e 

homogeneizado em 10 volumes de Tris-HCl 30 mM, pH 7.4. A análise da 

atividade da Na+-K+-ATPase foi realizada de acordo com Wyse et al. (2000). O 

meio de incubação consistiu de: Tampão Tris–HCl 30 mM, pH 7.4, 0.1 mM 

EDTA, 50 mM NaCl, 5 mM KCl, 6 mM MgCl2 e 50 µg de proteína, na presença 

ou ausência de ouabaína (1mM), em um volume final de 350 µL. A reação foi 

iniciada pela adição de ATP, em uma concentração final de 5 mM. Após 30 

minutos de incubação, a 37 °C, a reação foi terminada pela adição de 70 µL de 

ácido tricloroacético (TCA) 50%. Concentrações saturantes de substrato foram 

usadas e a reação foi linear com a quantidade de proteína e o tempo de 

incubação. Controles apropriados foram incluídos para a análise da hidrólise 

não enzimática do ATP. A quantidade de fosfato inorgânico (Pi) liberada foi 

quantificada pelo método colorimétrico descrito por Fiske e Subbarow (1925), 

usando KH2PO4 como padrão de referência. A atividade enzimática específica 

foi calculada pela subtração da atividade sensível à ouabaína da atividade total 

(na ausência de ouabaína) e expressa em nmol de Pi por mg de proteína por 

minuto.  

 

 

5.4. Determinação do conteúdo de proteína 

 

 

O conteúdo de proteína foi medido colorimetricamente pelo método de 

Bradford (1976) e a albumina sérica bovina (1 mg/mL) utilizada como padrão. 
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5.5. Procedimento cirúrgico 

 

 

 Para análise eletroencefalográfica das convulsões induzidas por PTZ, 

bem como de um possível efeito protetor da creatina, um subgrupo de animais 

sofreu um implante cirúrgico de eletrodos, sob orientação estereotáxica. 

Resumidamente, os animais foram anestesiados com equitesina (1% 

fenobarbital, 2% sulfato de magnésio, 4% hidrato de cloral, 42% propilenoglicol, 

11% etanol; 3 ml/kg, i.p.) e colocados em um equipamento estereotáxico para 

roedores. Sob orientação estereotáxica, dois eletrodos de parafuso foram 

colocados bilateralmente sob o córtex parietal, juntamente com um eletrodo 

terra de chumbo, fixado sob o sino nasal. As coordenadas a partir do bregma, 

para a implantação dos eletrodos foram (em mm): AP, −4.5; L, 2.5 (PAXINOS & 

WATSON, 1986). Os eletrodos foram ligados a um conector com múltiplos 

pinos e então fixados ao crânio do animal com cimento acrílico dentário. Os 

exames eletroencefalográficos foram feitos 7 dias após a cirurgia. 

 

 

5.6. Exame e análise eletroencefalográfica 

 

 

 As alterações eletroencefalográficas induzidas pela administração de 

creatina (300 mg/kg;p.o) e PTZ (30, 45 ou 60 mg/kg, i.p.) foram monitoradas, 

nos animais, através de registros eletrocorticográficos. Para a realização 

destas análises, os ratos foram colocados em uma caixa acrílica (25 x 25 x 60) 

para habituação por pelo menos 20 minutos e então ligados a um conector, 

dentro de uma gaiola de Faraday. Rotineiramente, 10 minutos de gravação da 

linha basal foi obtida para estabelecer um período de controle adequado. O 

efeito da administração oral de creatina sobre a atividade convulsiva induzida 

por PTZ foi investigado pela administração de creatina (300 mg/kg, p.o.) ou seu 

veículo (0,2% CMC, p.o.), 45 minutos antes da injeção de PTZ (30, 45 ou 60 

mg/kg, i.p.). O comportamento dos animais foi acompanhado e o registro 

eletroencefalográfico foi concomitantemente gravado, utilizando um 
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eletroencefalógrafo digital (Neuromap EQSA260, Neurotec LTDA, Brazil). Os 

sinais eletroencefalográficos foram amplificados, filtrados (passa-bandas 0.1-70 

Hz), digitalizados (taxa de amostragem de 256 Hz) e estocados em um 

computador pessoal para posterior análise off-line. Os registros foram 

analisados visualmente para a aparição de atividade convulsiva. As convulsões 

foram definidas pela manifestação de episódios que consistiam de alterações 

nos registros, conforme descrito por McColl et al. (2003). Os dados 

digitalizados dos períodos basais, administração de creatina ou veículo e 

período convulsivo foram divididos em segmentos de 30 segundos. Uma 

amostra de 4 segundos de cada segmento foi utilizada para medir a amplitude 

das ondas e convertidos pelo método de transformada rápida de Fourier (Fast 

Fourrier Transformation - FFT) (DRINGENBERG et al., 2003). Os valores do 

espectro resultante apresentados para cada freqüência foram agrupados em 4 

bandas representadas por delta (0–4 Hz), teta (> 4–8 Hz), alfa (> 8–13 Hz) e 

beta (> 13–30 Hz). 

 

 

5.7. Análises estatísticas 

 

 

Os dados comportamentais foram analisados pelo teste Mann-Whitney-

Wilcoxon e foram apresentados como medianas e intervalos interquartis. Os 

dados eletroencefalográficos e a atividade enzimática foram analisadas por 

ANOVA de uma via, seguida pelo post hoc Student-Newman-Keuls, quando 

apropriado e foram expressas em média + S.E.M.. Uma probabilidade de 

P<0.05 foi considerada significante e os valores de P, F e U foram mostrados 

somente se P<0.05. 
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6. RESULTADOS 

 

 

Considerando que existem várias lacunas no entendimento da epilepsia, 

bem como no efeito agudo da creatina no desenvolvimento e na propagação de 

eventos convulsivos, o presente estudo teve como objetivo investigar se a 

administração prévia de creatina (300 mg/kg, p.o.) protege contra as 

convulsões induzidas pela injeção de PTZ (30, 45 e 60 mg/kg, i.p.).    

A Figura 3 demonstra o efeito da administração aguda de creatina (300 

mg/kg, p.o.) sobre as alterações comportamentais e eletroencefalográficas 

induzidas pela injeção de uma dose subconvulsivante de PTZ (30 mg/kg, i.p.). 

A análise estatística revelou que administração desta dose de PTZ não induziu 

comportamento convulsivo, caracterizado pela latência para a primeira 

convulsão clônica (Fig. 3A), generalizada tônico-clônica (Fig. 3B) e a duração 

dos episódios convulsivos (Fig. 3C), na maioria dos animais. Entretanto, a 

administração de PTZ (30 mg/kg, i.p.) causou alterações eletroencefalográficas 

evidenciadas na figuras 3F e 3G. A analise eletroencefalográfica revelou que a 

presente dose de PTZ aumentou a amplitude dos registros 

eletroencefalográficos, quando comparado com grupo tratado com CMC (Fig. 

3L) e que o tratamento agudo com creatina, que não alterou a amplitude dos 

períodos basais e pós-tratamento, preveniu completamente o aumento da 

amplitude induzida por PTZ [F(2,28)=8.04; p<0.05, Fig. 3L]. O presente efeito 

também é representado nos registros eletroencefalográficos (Fig. 3G e 3K). 

Cabe salientar que o tratamento agudo com creatina e PTZ, nesta dose, não 

alterou os espectros de onda em nenhuma freqüência quando comprado com 

grupo controle (Fig. 3M). 

A Figura 4 demonstra o efeito da administração aguda de creatina (300 

mg/kg, p.o.) sobre as alterações comportamentais e eletroencefalográficas 

induzidas pela injeção de PTZ (45 mg/kg, i.p.). A análise estatística revelou que 

a administração prévia de creatina não alterou o comportamento convulsivo 

induzido pela injeção de uma dose intermediaria de PTZ (45 mg/kg, i.p.; Fig. 4 

A-C). A analise estatística também revelou que o tratamento agudo com 

creatina preveniu parcialmente o aumento da amplitude induzida por PTZ 

  

 

Resultados 



 73

[F(2,20)=36.40; p<0.05, Fig 4L]. O presente efeito também foi observado pelos 

registros eletroencefalográficos (Fig 4G e 4K). Os valores do espectro de cada 

onda apresentados na figura 4M revelaram que a administração de PTZ (45 

mg/kg, i.p.) e creatina (300 mg/kg, p.o.) não alteraram o padrão das ondas 

quando comparados com o grupo controle.   

O efeito agudo da creatina (300 mg/kg, p.o) sobre as convulsões 

comportamentais e eletroencefalográficas induzidas por PTZ (60 mg/kg,i.p) 

está demonstrada na figura 5. A análise estatística revelou que a administração 

aguda de creatina aumentou a latência para a primeira convulsão clônica 

[U=79.5; p<0.05, Fig. 5A], para a convulsão generalizada tônico-clônica 

[U=68.0; p<0.05, Fig. 5B] e reduziu a duração das convulsões generalizadas 

tônico-clônicas [U=76.0; p<0.05, Fig. 5C] induzidas por PTZ. A análise 

estatística também revelou que o tratamento agudo com creatina atenuou o 

aumento da amplitude induzido por PTZ [F(2,34)=136.39; p<0.05, Fig. 5L], 

conforme as alterações eletrográficas confirmadas nos registros 

representativos (Fig 5G e 5K). A análise dos registros eletroencefalográficos 

também revelou que a administração aguda de creatina reduziu os 

componentes de onda delta (δ) e aumentou os componentes nas freqüências 

teta (θ), alfa (α), e beta (β), após a injeção de PTZ (60 mg/kg; i.p.), quando 

comparado ao grupo tratado com CMC [F(7,72)=14.79; p<0.05, Fig. 5M]. 

Na medida em que a enzima Na+,K+-ATPase é essencial para a 

manutenção do gradiente eletroquímico celular e modulação dos potenciais de 

ação e repouso, um  prejuízo de sua atividade pode aumentar a excitabilidade 

neuronal (LI & STYS, 2001). Considerando este fato, o presente trabalho 

também estudou a relação da atividade desta enzima com o desenvolvimento 

dos processos convulsivos, induzidos por PTZ, bem como o possível efeito 

profilático exercido pela administração aguda de creatina.  

A análise estatística revelou que a injeção de subconvulsivante de PTZ 

(30 mg/kg;i.p) induziu uma inibição da atividade da enzima Na+,K+-ATPase, 

quando comparado com grupo controle. A análise post hoc (Student-Newman-

Keuls) revelou que a injeção de doses intermediária e convulsiva de PTZ (45 e 

60 mg/kg;i.p) diminuíram a atividade da presente enzima, quando comprado 

com grupo PTZ (30 mg/kg; i.p). A analise estatística também revelou que a 

administração prévia de creatina foi efetiva contra a inibição da atividade da 
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enzima Na+,K+-ATPase, induzida pela injeção de PTZ (30-60 mg/kg; i.p.) 

[F(7,48)=26.83; p<0.05, Fig 6]. 

 

 

6.1. Legenda das figuras 

 

 

Figura 3 
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6.1.1. Figura 3 

 

 

Efeito da creatina (300 mg/kg, p.o.) sobre o comportamento convulsivo 

(A, latência para a primeira convulsão clônica; B, latência para a primeira 

convulsão generalizada tônico-clônica; C, duração da convulsão generalizada 

tônico-clônica) induzido por PTZ (30 mg/kg, i.p.); D e H representam o registro 

eletrográfico basal de um animal tratado com CMC ou creatina, 

respectivamente; E e I, representa um registro eletrográfico após o tratamento 

de um animal com CMC ou creatina, respectivamente; F e J mostra o registro 

eletrográfico representativo de um animal tratado com CMC ou creatina, após a 

injeção de PTZ (30 mg/kg, i.p.); G e K  representa o registro eletrográfico 

ampliado dos períodos selecionados nas caixas em F e J, respectivamente. A 

quantificação da amplitude das ondas eletrográficas nos diferentes períodos 

(Basal, Pós tratamento com creatina ou CMC e Pós PTZ) analisados está 

representada pelo gráfico L; A figura M representa a quantificação dos 

espectros de ondas nas diferentes freqüências, após a injeção de PTZ (30 

mg/kg, i.p.).  As setas indicam o momento da injeção de PTZ; As cabeças de 

seta indicam o momento da primeira manifestação comportamental clônica. Em 

A, B e C os dados são expressos em medianas e intervalos interquartis, para 

um n=12 em cada grupo. Em L os dados são expressos em médias + S.E.M. 

para um n=8 por grupo e * indica diferença significante em comparação a todos 

os outros grupos; # indica diferença significante em comparação ao grupo 

tratado com CMC, no mesmo período. Em M os dados são expressos em 

médias ± S.E.M. para um n=9 por grupo. 
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Figura 4 
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6.1.2. Figura 4 

 

 

Efeito da creatina (300 mg/kg, p.o.) sobre o comportamento convulsivo 

(A, latência para a primeira convulsão clônica; B, latência para a primeira 

convulsão generalizada tônico-clônica; C, duração da convulsão generalizada 

tônico-clônica) induzido por PTZ (45 mg/kg, i.p.); D e H representam o registro 

eletrográfico basal de um animal tratado com CMC ou creatina, 

respectivamente; E e I, representa um registro eletrográfico após o tratamento 

de um animal com CMC ou creatina, respectivamente; F e J mostram o registro 

eletrográfico representativo de um animal tratado com CMC ou creatina, após a 

injeção de PTZ (45 mg/kg, i.p.); G e K  representa o registro eletrográfico 

ampliado dos períodos selecionados nas caixas em F e J, respectivamente. A 

quantificação da amplitude das ondas eletrográficas nos diferentes períodos 

(Basal, Pós tratamento com creatina ou CMC e Pós PTZ) analisados está 

representada pelo gráfico L; A figura M representa a quantificação dos 

espectros de ondas nas diferentes freqüências, após a injeção de PTZ (45 

mg/kg, i.p.).  As setas indicam o momento da injeção de PTZ; As cabeças de 

seta indicam o momento da primeira manifestação comportamental clônica. Em 

A, B e C os dados são expressos em medianas e intervalos interquartis, para 

um n=15-17 em cada grupo. Em L os dados são expressos em médias + 

S.E.M. para um n=6 por grupo e * indica diferença significante em comparação 

a todos os outros grupos; # indica diferença significante em comparação ao 

grupo tratado com CMC, no mesmo período. Em M os dados são expressos 

em médias ± S.E.M. para um n=6 por grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados 



 78

Figura 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados 



 79

6.1.3. Figura 5 

 

 

Efeito da creatina (300 mg/kg, p.o.) sobre o comportamento convulsivo 

(A, latência para a primeira convulsão clônica; B, latência para a primeira 

convulsão generalizada tônico-clônica; C, duração da convulsão generalizada 

tônico-clônica) induzido por PTZ (60 mg/kg, i.p.); D e H representam o registro 

eletrográfico basal de um animal tratado com CMC ou creatina, 

respectivamente; E e I, representa um registro eletrográfico após o tratamento 

de um animal com CMC ou creatina, respectivamente; F e J mostram o registro 

eletrográfico representativo de um animal tratado com CMC ou creatina, após a 

injeção de PTZ (60 mg/kg, i.p.); G e K  representa o registro eletrográfico 

ampliado dos períodos selecionados nas caixas em F e J, respectivamente. A 

quantificação da amplitude das ondas eletrográficas nos diferentes períodos 

(Basal, Pós tratamento com creatina ou CMC e Pós PTZ) analisados está 

representada pelo gráfico L; A figura M representa a quantificação dos 

espectros de ondas nas diferentes freqüências, após a injeção de PTZ (60 

mg/kg, i.p.).  As setas indicam o momento da injeção de PTZ; As cabeças de 

seta indicam o momento da primeira manifestação comportamental clônica.  

Em A, B e C os dados são expressos em medianas e intervalos interquartis, 

para um n=16-17 em cada grupo. Em L os dados são expressos em médias + 

S.E.M. para um n=9-10 por grupo e * indica diferença significante em 

comparação a todos os outros grupos; # indica diferença significante em 

comparação ao grupo tratado com CMC, no mesmo período. Em M os dados 

são expressos em médias ± S.E.M. para um n=10 por grupo e * indica 

diferença significante em comparação ao grupo tratado com CMC, na mesma 

freqüência de onda. 
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Figura 6 
 

 

 

 

 

6.1.4. Figura 6 

 

 

Efeito da administração aguda de creatina (300 mg/kg, p.o.) sobre a 

atividade da enzima Na+,K+-ATPase do córtex cerebral de ratos após a injeção 

de PTZ (30, 45 ou 60 mg/kg, i.p.). Os dados são expressos em médias + 

S.E.M. para um n=7 por grupo. * indica diferença significante em comparação 

ao grupo CMC-NaCl; ‡ indica diferença significante em comparação ao grupo 

tratado com creatina, na respectiva dose de PTZ; # indica diferença significante 

em comparação ao grupo tratado com CMC-PTZ30;  
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7. DISCUSSÃO 

 

 

No presente estudo, foi demonstrado que a incubação com creatina 

aumenta a atividade da enzima Na+,K+-ATPase em fatias hipocampais de 

ratos, efeito este, específico para as isoformas α2/3 da enzima. Entretanto, o 

efeito estimulatório deste composto guanidínico sobre a atividade da presente 

enzima não foi observado em homogeneizado hipocampal, sugerindo que seja 

necessário um sistema celular intacto para que ocorra o referido efeito, ou seja, 

um sistema no qual as vias de sinalização intracelulares não tenham sido 

rompidas pela homogeneização do tecido. De acordo com essa hipótese, a 

injeção i.c.v. de creatina aumentou a atividade da Na+,K+-ATPase ex vivo. Por 

outro lado, também é possível que a homogeneização do tecido tenha rompido 

ligações importantes entre proteínas ancoradouras, receptores NMDA, 

quinases e a enzima Na+,K+-ATPase, resultando em desacoplamento dos 

componentes modulatórios da enzima. 

 Os resultados obtidos no presente estudo também demonstraram que a 

incubação das fatias hipocampais com MK-801 (antagonista não competitivo 

dos receptores NMDA), ifenprodil (antagonista dos receptores NMDA que 

contém a subunidade NR2B) e ciclosporina A (inibidor da calcineurina) 

atenuaram os efeitos estimulatórios da creatina sobre a atividade da enzima 

Na+,K+-ATPase. Cabe salientar que incubação das fatias hipocampais com a 

forma fosforilada (fosfocreatina) ou seu metabólito (creatinina) não alteraram a 

atividade da enzima Na+,K+-ATPase, sugerindo que o aumento na atividade da 

Na+,K+-ATPase induzido por creatina seja independe de alterações no status 

bioenergético do hipocampo. Já, a incubação com ativadores da PKA (8-Br-

AMPc) e da PKC (PMA) atenuaram o aumento da atividade da enzima Na+,K+-

ATPase, induzido por creatina.  

 Na literatura, diversos estudos têm demonstrado que os benefícios da 

creatina vão além da melhora do desempenho obtidos pelos atletas, na medida 

em que a suplementação deste composto guanidinico também exerce um 

efeito neuroprotetor em diversos modelos experimentais de doenças 

neurológicas (HOLTZMAN et al., 1998a; KLIVENYI et al., 1999; WICK et al., 
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1999; MALCON et al., 2000; ROYES et al., 2003; MAGNI et al., 2007). Além 

disso, alguns estudos têm sugerido o envolvimento da creatina 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., 2007a; 

2007b). 

Apesar de seu efeito como tampão energético ter sido o principal 

mecanismo utilizado para explicar os efeitos exercidos pela creatina no SNC 

(ROYES et al., 2003, 2006, SAKELLARIS et al., 2006, KLEIN & FERRANTE, 

2007, MAGNI et al., 2007, ADHIHETTY & BEAL, 2008), um crescente número 

de estudos tem evidenciado efeitos não relacionados ao metabolismo 

energético para a creatina. Neste contexto, Prass e co-autores (2007) 

mostraram que a creatina previne contra a redução do fluxo sanguíneo 

cerebral, após isquemia, independentemente de alterações no status 

bioenergético do tecido celular. A creatina também reduz as respostas 

inibitórias do GABA e da glicina, em culturas celulares de neurônios de 

camundongos (DE DEYN & MACDONALD, 1990) e não é somente sintetizada 

pelos neurônios centrais, mas também liberada de maneira dependente de 

potencial de ação (exocitose) (ALMEIDA et al., 2006).  

Recentes achados eletrofisiológicos do nosso grupo tem evidenciado 

que a creatina aumenta a amplitude e o número de espículas em fatias 

hipocampais e que este efeito é revertido por AP5, um antagonista dos 

receptores NMDA (ROYES et al., 2008). Além disso, 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, sugerindo o envolvimento do sistema 

glutamatérgico no efeito induzido pela creatina (ROYES et al., 2008). Nesse 

contexto, os resultados apresentados neste estudo corroboram com a ideia de 

que a creatina exerce um efeito neuromodulador (ALMEIDA et al., 2006) e 

sugerem que efeito estimulatório exercido sobre a atividade da enzima Na+,K+-

ATPase  é dependente da ativação de receptores NMDA-NR2B.   

 Considerando que o efeito exercido pela creatina sobre a atividade da 

enzima Na+,K+-ATPase seja dependente da ativação de receptores NMDA-

NR2B e que a via glutamato-NMDA-NOS estimula a atividade da Na+,K+-

ATPase α2/3 (MUNHOZ et al., 2005), decidimos investigar se o efeito da 
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creatina sobre a Na+,K+-ATPase envolve a enzima NOS. A análise estatística 

revelou que incubação de fatias de hipocampo com L-NAME, um inibidor não 

específico da enzima oxido nítrico sintase, não bloqueou o efeito estimulatório 

exercido pela creatina sobre a atividade da enzima Na+,K+-ATPase, sugerindo 

que outra via intracelular ativada por receptores NMDA pode ser a responsável 

por tal efeito. 

Nas células gliais e neuronais, respectivamente, as isoformas α2 e α3 da 

enzima Na+,K+-ATPase são responsáveis pela manutenção da excitabilidade 

neuronal, na medida em que controlam o potencial de membrana e a 

recaptação de K+ após a despolarização (LECUONA et al., 1996, PENG et al., 

1997, MOBASHERI et al., 2000). Consequentemente, uma alteração 

conformacional e/ou funcional em alguma das isoformas da enzima pode 

alterar a atividade da mesma e afetar a atividade neuronal, bem como a 

sinalização celular (MOSELEY et al., 2007). Cabe salientar que um prejuízo no 

funcionamento da Na+,K+-ATPase ocasiona aumento ou diminuição da 

excitabilidade neuronal, dependendo do grau de inibição induzido e do tipo 

neuronal afetado (GRISAR et al., 1992). De fato, diversos estudos têm 

evidenciado que o inibidor da Na+,K+-ATPase, ouabaína, aumenta o influxo de 

cálcio em fatias de cérebro de ratos (FUJISAWA et al., 1965), causa  

convulsões em camundongos (JAMME et al., 1995), induz a uma liberação de 

glutamato por reversão do transportador dependente de Na+ (LI & STYS, 2001) 

e leva a morte celular no hipocampo de ratos (LEES et al., 1990). Uma 

supressão genética da Na+,K+-ATPase também causa prejuízo ao aprendizado 

espacial  e leva ao aparecimento de um  comportamento típico de ansiedade 

em camundongos (MOSELEY et al., 2007). 

No intuito de verificar o envolvimento das isoformas α da enzima Na+,K+-

ATPase sobre o efeito exercido pela creatina, foi utilizada uma técnica 

farmacológica clássica, baseada na sensibilidade de cada isoforma da enzima 

à ouabaína (NISHI et al., 1999a). Os resultados obtidos no presente estudo 

indicaram a participação das isoformas α2/3 no aumento da atividade da Na+,K+-

ATPase.  

Dentre as diversas vias intracelulares que regulam a atividade da enzima 

Na+,K+-ATPase, pode-se destacar a enzima calcineurina, uma proteína 

citoplasmática presente em diversas células, incluindo linfócitos e células 
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dendríticas (MALLINSON et al., 2009). Estudos em células do túbulo renal 

(APERIA et al., 1992) e do córtex cerebral de ratos (MALLICK et al., 2000) têm 

evidenciado que uma ativação da enzima calcineurina causada pela estimulação 

de receptores α-adrenérgicos desfosforila a enzima Na+,K+-ATPase, ativando-a. 

Cabe salientar que  uma estimulação de receptores NMDA ativa a calcineurina em 

diferentes estruturas cerebrais, incluindo fatias do estriado e do hipocampo de 

ratos (HALPAIN et al., 1990, HALPAIN & GREENGARD, 1990). Além disso, a 

ativação de NMDA e, subseqüente, calcineurina, por glutamato, em cultura de 

neurônios cerebelares, estimula a Na+,K+-ATPase (MARCAIDA et al., 1996). No 

presente estudo, foi demonstrado que o aumento na atividade da enzima Na+,K+-

ATPase induzido por creatina, foi atenuado pela incubação com ciclosporina A, um 

inibidor da calcineurina. Além disso, a incubação das fatias hipocampais com os 

ativadores da PKC (PMA) ou PKA (8-Br-AMPc), atenuaram o efeito da creatina 

sobre a atividade da Na+,K+-ATPase, indicando que tanto a PKA quanto a PKC 

também estão envolvidas no efeito exercido pela creatina na atividade da enzima 

Na+,K+-ATPase. Desta forma, é plausível propor que a estimulação da Na+,K+-

ATPase, exercida pela creatina, via calcineurina, pode ocorrer de duas maneiras: 

diretamente, por contrabalançar a fosforilação mediada pela PKC, na enzima 

Na+,K+-ATPase, através da desfosforilação do resíduo de serina 23 na subunidade 

α (BERTUCCIO et al., 2003; 2007) ou indiretamente, por desfosforilar o sítio de 

fosforilação para a PKA na fosfoproteína regulada por AMPc e dopamina (DARPP-

32) (NISHI et al., 1999b). Entretanto, estudos adicionais devem ser realizados para 

complementar esses resultados. 

Em resumo, no capítulo I deste estudo nós mostramos que a incubação 

de fatias de hipocampo de ratos, com creatina, aumenta a atividade da Na+,K+-

ATPase α2/3 e, que a injeção i.c.v. deste composto, também aumenta a 

atividade da Na+,K+-ATPase ex vivo. Mesmo sabendo que a creatina tem um 

conhecido papel como tampão energético (WYSS & KADDURAH-DAOUK, 

2000), os resultados deste primeiro capítulo sugerem que o mecanismo 

envolvido no efeito da creatina sobre a atividade da Na+,K+-ATPase envolve a 

participação dos receptores NDMA/NR2B e conseqüente ativação da enzima 

calcineurina. Cabe salientar que a ativação desta fosfatase contrabalança as 

fosforilações induzidas por PKA e PKC e induz a uma ativação das isoformas 

α2/3 da enzima Na+,K+-ATPase.  Estes mecanismos podem, pelo menos em 
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parte, serem responsáveis pelo papel protetor deste composto diante de certas 

doenças neurológicas, onde a atividade da Na+,K+-ATPase se encontra inibida, 

como na epilepsia (GRISAR et al., 1992; JURKAT-ROTT et al., 2004). 

 Neste sentido, visto que as convulsões induzidas pelo agente 

convulsivante (PTZ) não alteram o status bioenergético celular (HOLTZMAN et 

al., 1998b; BONAN et al., 2000) e inibem a atividade da Na+,K+-ATPase 

(RAMBO et al., 2009), e que a creatina modula a atividade desta enzima, por 

um mecanismo independente do metabolismo energético, decidimos verificar o 

efeito da administração aguda de creatina sobre as convulsões induzidas por 

PTZ. Os resultados do segundo capítulo demonstraram que o tratamento 

agudo com creatina (300 mg/kg) atenuou as alterações eletrográficas induzidas 

pela injeção de doses subconvulsivantes de PTZ (30 e 45 mg/kg, i.p) e 

preveniu o aparecimento das convulsões clônicas e generalizadas tônico-

clônicas, induzidas pela injeção de dose convulsivante de  PTZ (60 mg/kg,i.p).  

Cabe salientar que a administração de PTZ (30 mg/g, i.p), apesar de não ter 

provocado manifestações comportamentais, aumentou a amplitude do registro 

eletrocorticográfico e inibiu a atividade da enzima Na+,K+-ATPase.  Por outro 

lado, o tratamento com creatina preveniu completamente as alterações 

eletrográficas e a inibição da atividade da Na+,K+-ATPase, sugerindo que 

creatina pode estar influenciando na gênese das convulsões induzidas por este 

agente convulsivante, possivelmente por aumentar o limiar para as convulsões 

e modular a atividade da enzima Na+,K+-ATPase.  

 Dada a importância da Na+,K+-ATPase no cérebro, certas alterações na 

sua atividade podem influenciar a excitabilidade neuronal (MOSELEY et al., 

2007). Neste contexto, tem sido demonstrado que o inibidor da Na+,K+-ATPase, 

ouabaína, causa  convulsões em camundongos (JAMME et al., 1995), 

indicando que, de fato, déficits na atividade desta enzima podem estar 

intimamente relacionados com o aparecimento de convulsões. Recentes 

estudos têm demonstrado que o grau de inibição da Na+,K+-ATPase induzido 

pela injeção intraperitoneal de PTZ, se correlaciona positivamente com a 

duração das convulsões induzidas por este agente (FIGHERA et al., 2006; 

SOUZA et al., 2009). Estes achados experimentais reforçam a ideia de que a 

manutenção da atividade da enzima Na+,K+-ATPase é crucial para a 

homeostase neuronal e que pequenas alterações podem ser responsáveis por 
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desencadear processos patológicos, como a epilepsia. Além disso, a efetiva 

proteção exercida pela administração aguda de creatina sugere que o 

mecanismo envolvido nesta proteção contra as convulsões se deva pela 

manutenção da atividade da enzima Na+,K+-ATPase.  

 Constatamos também, que apenas a dose de 60 mg/kg de PTZ alterou 

o espectro de ondas do período convulsivo. Esta variação na atividade das 

freqüências no espectro esta associado com certas manifestações 

comportamentais, como o rastejamento, o freezing, a postura tônica dos 

membros ou ainda hiperatividade (THARP, 2002; PATRIZI et al., 2003). Além 

disso, os resultados mostraram que os animais tratados com creatina tiveram 

menor atividade oscilatória na freqüência delta (0.1-4 Hz) e maior oscilação nas 

freqüências teta (4-7 Hz), alfa (7-12) e beta (12-30 Hz), quando comparados 

aos animais tratados com CMC. Cabe salientar que a variação de freqüência 

no espectro pode ter relação com a atividade convulsiva, induzida pela injeção 

de uma dose convulsiva de PTZ (60 mg/Kg; i.p), e que a diferença evidenciada 

entre os grupos seja conseqüência das convulsões menos intensas induzidas 

pelo tratamento prévio com creatina. 

Em resumo, os resultados aqui apresentados fornecem evidências 

convincentes de que, em situações fisiológicas, a creatina estimula a atividade 

da enzima Na+,K+-ATPase por ativação de receptores do subtipo NMDA, 

contendo a subunidade NR2B. Além disso, uma subseqüente desfosforilação 

da enzima Na+,K+-ATPase, induzida pela ativação de calcineurina, em fatias de 

hipocampo de ratos, após a incubação com creatina, reforça a hipótese 

neuromodulatória exercida por este composto guanidínico nos processos de 

transmissão no sistema nervoso central (SNC). No presente estudo, também 

foi evidenciado que a administração aguda de creatina protege contra as 

convulsões comportamentais e eletroencefalográficas induzidas por diferentes 

doses de PTZ. Estes resultados sugerem que parte dos efeitos protetores 

exercido pela creatina, neste modelo de convulsão, se deva pela modulação na 

atividade de enzimas chave para o funcionamento neuronal, como a enzima 

Na+,K+-ATPase. Embora estudos adicionais devam ser realizados para 

complementar esses achados, o papel da creatina sobre a atividade da enzima 

Na+,K+-ATPase  pode ser de grande valia para o entendimento deste composto 
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guanidínico no SNC, bem como estabelecer novas condutas para o tratamento 

de doenças neurológicas, como a epilepsia.  
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8. CONCLUSÕES 

 

 

Considerando os objetivos do presente trabalho, pode-se concluir: 

 

 

8.1. Capítulo I 

 

 

1. A creatina aumenta a atividade da enzima Na+,K+-ATPase in vitro e ex 

vivo, em ratos, por mecanismos independentes do metabolismo energético, 

uma vez que os tratamentos com fosfocreatina e creatinina não alteraram a 

atividade da mesma.  

 

 2. O aumento na atividade da enzima Na+,K+-ATPase em fatiais de 

hipocampo de ratos parece depender da ativação de receptores NMDA, 

contendo a sub-unidade NR2B e, subseqüente, estimulação da proteína 

fosfatase 2B (calcineurina). 

 

 3. O efeito da creatina sobre a atividade da enzima Na+,K+-ATPase 

parece ser específicos para as subunidades α2/3. 
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Figura 7: Representação esquemática das conclusões do capítulo I (artigo científico).  

 

 

8.2. Capítulo II 

 

 

1. Alterações na atividade da enzima Na+,K+-ATPase parecem 

influenciar na excitabilidade neuronal, bem como no aparecimento de 

convulsões, induzidas por PTZ.  

 

2. A manutenção da atividade da enzima Na+,K+-ATPase, induzida pela 

administração aguda de creatina, previne do aparecimento, bem como do 

desenvolvimento de convulsões, induzidas por PTZ.  
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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