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Resumo: 

 

A depressão maior (DM) é um transtorno de humor associado a alterações 

morfológicas, neuroquímicas e mudanças na sinalização intracelular no 

Sistema Nervoso Central. Doenças neurodegenerativas e 

neuropsiquiátricas compartilham a excitotoxicidade glutamatérgica como 

um evento precipitante ou agravante e, portanto, o estudo de fármacos que 

possam modular a transmissão glutamatérgica é de fundamental 

importância para o surgimento de novas estratégias terapêuticas. A 

atorvastatina é um fármaco hipocolesterolemiante que pertence à classe 

das estatinas, fármacos estes que atuam inibindo a enzima 3-hidróxi-3-

metilglutaril-coenzima-A (HMG-CoA) redutase. Pesquisas têm 

demonstrado que a atorvastatina apresenta efeitos pleotrópicos, como 

efeito neuroprotetor e tipo-antidepressivo os quais envolvem a modulação 

do sistema glutamatérgico, em especial, os receptores ionotrópicos N-

metil-D-aspartato (NMDAR).  Nesse estudo foi avaliado o efeito 

neuroprotetor da atorvastatina frente à toxicidade induzida por glutamato 

e a participação dos NMDAR, subunidades GluN2A e GluN2B, no seu 

efeito tipo-antidepressivo em testes comportamentais preditivos para 

atividade antidepressiva. Para avaliar a participação destas subunidades 

no seu efeito neuroprotetor, fatias de hipocampo foram incubadas com 

ifenprodil (5 – 20 µM - antagonista de GluN2B), D-serina (30 µM, co-

agonista de GluN2A) e glicina (10 µM, co-agonista de GluN2B) e 

glutamato 10 mM, para indução de excitotoxicidade. Ao final a 

viabilidade das fatias analisadas pelo método de redução do MTT. A 

incubação de ifenprodil 20 µM apresentou prevenção parcial frente à 

toxicidade glutamatérgica. Esta concentração foi selecionada como sendo 

a sub-ativa para neuroproteção. Animais tratados 7 dias com a dose sub-

ativa de atorvastatina (1 mg/kg, p.o.), em ex vivo, tiveram suas fatias 

hipocampais incubadas com ifenprodil na sua concentração sub-ativa in 

vitro. Esta co-incubação apresentou efeito somatório prevenindo a 

toxicidade induzida por glutamato. Adicionalmente, animais tratados por 

7 dias com a dose ativa da atorvastatina (10 mg/kg) tiveram suas fatias 

hipocampais incubadas com D-serina ou glicina. D-serina e glicina per se 

não apresentaram alterações na viabilidade celular e não foram capazes 

de prevenir a toxicidade glutamatérgica. O tratamento com atorvastatina 

previne a redução da viabilidade induzida por glutamato. No entanto as 

fatias pré-incubadas com D-serina mais glutamato apresentaram uma 

redução parcial do efeito neuroprotetor da atorvastatina. Em 

contrapartida, em fatias incubadas com glicina mais glutamato, o 



mantiveram o efeito neuroprotetor da atorvastatina. Para avaliar a 

participação da subunidade GluN2B no efeito tipo-antidepressivo os 

animais foram tratados com atorvastatina e ifenprodil (0,1-3 mg/kg). 

Observamos que a administração intraperitoneal de ifenprodil (3 mg/kg) 

apresentou redução no tempo de imobilidade no teste de suspensão pela 

cauda (TSC). Foi selecionada a dose 0,5 mg/kg como sendo a sub-ativa.  

Entretanto a coadministração das doses sub-ativas de atorvastatina (0,01 

mg/kg) e ifenprodil (0,5 mg/kg) não apresentou redução no tempo de 

imobilidade dos animais no TSC. Esses resultados indicam que o efeito 

neuroprotetor da atorvastatina ocorre por meio da redução na atividade de 

NMDAR, dependente da interação com a subunidade GluN2B. 

Contribuindo para a identificação do mecanismo de ação de um fármaco 

já utilizado clinicamente com outros fins e cuja ação neuroprotetora e 

antidepressiva vem sendo elucidada.  
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I. INTRODUÇÃO  

  

1.1 Depressão 
 

A depressão maior (DM) é um transtorno de humor grave e 

debilitante caracterizado por permanente tristeza, anedonia, culpa, baixa 

autoestima, distúrbios do sono, falta de concentração e pensamentos 

suicidas (MURRAY; LOPES, 1996; TIZABI, 2016). É uma síndrome 

psiquiátrica severa com alta prevalência e impacto socioeconômico, 

sendo ainda, o transtorno psiquiátrico com maior tempo de prevalência 

(SMITH, 2011; HASHIMOTO, 2009). Estima-se que a DM afete 350 

milhões de pessoas em todo o mundo (COLLINS et al., 2011). Apesar de 

afetar milhões de pessoas em todo o mundo, promover transtornos 

incalculáveis e altos custos financeiros, sua etiologia e neurofisiologia 

ainda não se encontram totalmente elucidadas (SHALTIEL et al., 2007). 

De acordo com Sanacora et al. (2008), os transtornos de humor são 

resultados de uma complexa interação de múltiplos genes e fatores 

ambientais, e sua expressão fenotípica não inclui apenas distúrbios de 

humor, mas também anormalidades cognitivas, motoras, endócrinas e do 

sistema autônomo.  

Diversas regiões do encéfalo como o córtex pré-frontal, o córtex 

cingulado anterior, o giro parahipocampal e o hipocampo estão 

envolvidas no processamento das emoções e sua integração com a 

cognição (FRANGOU, 2006). A DM está associada a alterações 

morfológicas da região hipocampal, como a atrofia, vulnerabilidade 

seletiva à morte celular de neurônios regionais, alterações neuroquímicas, 

mudanças na sinalização intracelular e na expressão gênica 

(TSANKOVA et al., 2007). Dentre as teorias que buscam elucidar a 

fisiopatologia desse transtorno, a mais bem aceita é a teoria 

monoaminérgica, a qual é baseada no fato de que a redução nos níveis de 

monoaminas como serotonina, noradrenalina e dopamina, é responsável 

pela fisiopatologia da DM (ELHWUEGI, 2004).  

Os principais antidepressivos utilizados atualmente na clínica 

induzem inicialmente o aumento extracelular de monoaminas, 

principalmente a nível sináptico. No entanto, tal achado torna discutível 

a teoria monoaminérgica, pois apesar dos antidepressivos causarem um 

aumento nos níveis sinápticos de monoaminas em um curto período de 

tempo que vai de minutos a horas, a redução dos sintomas depressivos só 

ocorre entre 3 a 4 semanas após o início do tratamento (SANACORA, 

2012; HASHIMOTO, 2009; TIZABI, 2016). Essa discrepância temporal 

entre o início do tratamento e a redução dos sintomas indica que outras 
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vias neurais também participam no efeito terapêutico dos antidepressivos 

(SANACORA et al., 2008). Sabe-se que antagonistas dos receptores 

glutamatérgicos podem modular o sistema monoaminérgico (WEDZONI 

et al., 1997). Já se demonstrou que a fluoxetina, inibidor seletivo de 

recaptação de serotonina, é capaz de bloquear os receptores 

glutamatérgicos do subtipo N-metil-D-aspartato (NMDAR) (VIZI, et al., 
2013). Desta mesma forma, os antidepressivos clássicos que modulam os 

níveis plasmáticos de monoaminas afetam a funcionalidade dos 

receptores glutamatérgicos (VIZI et al., 2012; PAUL et al., 1994). Desta 

forma diversas pesquisas têm sido desenvolvidas para investigar a 

possível participação de outros sistemas de neurotransmissores na 

fisiopatologia desse transtorno, dentre eles o sistema glutamatérgico 

(SANACORA et al., 2008; SKOLNICK, 2009). 

 

1.2 Sistema glutamatérgico 

 

O sistema glutamatérgico envolve receptores ativados pelo 

principal neurotransmissor excitatório do sistema nervoso central (SNC), 

o glutamato. Este neurotransmissor desempenha um importante papel no 

desenvolvimento do SNC, na migração, diferenciação e sobrevivência 

neural, bem como, na gênese de axônios (COYLE et al., 2002; HASSEL; 

DINGLEDINE, 2006). Os receptores ativados pelo glutamato são 

classificados em duas classes: ionotrópicos (iGluR) e metabotrópicos 

(mGluR). Os receptores ionotrópicos são formados por canais iônicos que 

ao serem ativados permitem a passagem de íons, desencadeando a 

despolarização do neurônio. Estes receptores são classificados em três 

grupos, caracterizados pela afinidade aos seus agonistas: N-metil-D-

aspartato (NMDA), α-amino–3–hidroxi–5–metil–4–ácido isoxazol 

propiônico (AMPA) e kainato (KA).  

Os receptores NMDA (NMDAR) são complexos heteroméricos 

compostos por quatro subunidades e os heterômeros, em sua maioria, são 

conjuntos formados por duas subunidades GluN1 e duas subunidades 

GluN2 (PAOLETTI, 2011). A composição das subunidades determina as 

propriedades funcionais dos NMDAR visto que cada subtipo está 

associado com diferentes vias intracelulares. Para sua ativação os 

NMDAR necessitam conjuntamente da ligação do seu agonista, 

glutamato, e da despolarização de membrana (WYLLIE et al., 2013). 

Adicionalmente estes receptores possuem um sítio de ligação no qual se 

ligam seus co-agonistas, os aminoácidos D-serina ou glicina. Diferentes 

composições das subunidades do NMDAR determinam a sua afinidade 

para os co-agonistas (HENNEBERGER et al., 2013). Estudos 
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demonstram que os NMDAR que contém subunidade GluN2A 

preferencialmente ativados pela D-serina como co-agonista, enquanto 

que os NMDAR que contém subunidade GluN2B são preferencialmente 

ativados pela glicina (PAPOUIN et al., 2012). 

O acúmulo extracelular de glutamato, pode resultar em uma 

ativação crônica de seus receptores e uma massiva liberação de cálcio nos 

neurônios aumentando a produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), que podem levar à morte celular através de um processo 

denominado de excitotoxicidade glutamatérgica. Os NMDAR são 

permeáveis a Ca2+, permitindo que ocorra um grande aumento das 

concentrações desse íon no interior da célula. Portanto, a hiperativação 

deste iGluR, devido ao excesso do seu agonista, tem sido considerada a 

principal responsável pela morte celular devido à excitotoxicidade 

(STONE & ADDAE, 2002), porém, sua ação não é sempre excitotóxica. 

Estes receptores apresentam um efeito dual, os quais podem promover a 

morte ou a sobrevivência neuronal. Esse efeito dual pode ser explicado 

através de dois modelos: modelo de localização sináptica e o modelo de 

composição de subunidades. Segundo o modelo de localização sináptica, 

de acordo com Hardingham & Bading (2010), demonstra que a ativação 

de NMDAR extra-sinápticos resulta em neurotoxicidade enquanto a 

ativação dos sinápticos é neuroprotetora. O modelo de composição de 

subunidades de acordo com Lai e colaboradores (2011), a ativação da 

subunidade GluN2A é neurotrófica enquanto a da subunidade GluN2B é 

excitotóxica (Fig.1). Estudos adicionais demonstraram que a inibição de 

receptores com a subunidade GluN2B previne a morte celular enquanto 

que o bloqueio das subunidades GluN2A prejudica a ativação das vias 

relacionada à neuroproteção (KISS et al., 2012). 
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Figura 1. Receptores NMDA e seu efeito dual: modelo de localização e de 

composição de subunidades. Modelo de localização: ativação de NMDAR 

localizados na região sináptica geram sobrevivência celular e crescimento, 

enquanto a ativação de NMDAR localizados na região extra-sináptica resultam 

em excitotoxicidade. Modelo de composição de subunidades: independentemente 

da localização a ativação da subunidade GluN2A resulta em sobrevivência e 

crescimento, enquanto a ativação de GluN2B resulta em excitotoxicidade 

(Adaptado de Zhou & Sheng, 2013). 

Diversas pesquisas têm demonstrado que alterações da 

neurotransmissão glutamatérgica têm sido implicadas à fisiopatologia da 

depressão e outros transtornos de humor (POPOLI et al., 2013). 

Diferentes processos celulares podem desencadear uma liberação 

excessiva de glutamato na fenda sináptica. Análises em pacientes 

diagnosticados com DM apresentam elevados níveis de glutamato no 

sangue e no líquido cefalorraquidiano em comparação ao grupo controle 

(MAURI, 1998; MITANI et al., 2006). Estudos adicionais sugerem que a 

excitotoxicidade glutamatérgica estaria associada a doenças 

neurodegenerativas e neuropsiquiátricas como o transtorno bipolar 

(GINSBERG et al., 2011), a esquizofrenia (MOGHADDAM; JAVITT, 

2012) e a depressão (SANACORA, 2008).  

Dados clínicos indicam que agentes moduladores do sistema 
glutamatérgico têm causado melhora aos pacientes depressivos 

(COVINGTON et al., 2010; MACHADO-VIEIRA et al., 2009; 

SANACORA et al., 2008). Estudos demonstraram efeito tipo-

antidepressivo de antagonistas competitivos e não-competitivos de 

NMDAR em animais (ROGOZ 2002) e em humanos (ZARATE, 2006). 
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Memantina, antagonista não competitivo de NMDAR apresentou efeito 

tipo-antidepressivo no teste do nado forçado em ratos (RÉUS et al., 

2010). Desta forma, diferentemente dos antidepressivos clássicos, a 

cetamina, um antagonista não competitivo de NMDAR, exerce um rápido 

efeito antidepressivo que se prolonga por vários dias (KRYSTAL et al., 

2013), indicando que a modulação dos NMDAR estaria diretamente 

relacionada à fisiopatologia desse transtorno. Adicionalmente, estes 

receptores desempenham um papel central nas mudanças da 

conectividade das sinapses, e em situações de estímulos crônicos e 

intensos podem causar morte celular (KUGAYA; SANACORA, 2005). 

Com base nesses indícios julgamos de essencial importância 

novos estudos para investigar a ação do sistema glutamatérgico na 

fisiopatologia da depressão e no mecanismo de ação de fármacos 

antidepressivos ou neuroprotetores e, possivelmente, aprimorar as 

terapias no seu tratamento. 

 

1.3 Estatinas 

 

As estatinas pertencem a uma classe de fármacos atualmente 

comercializados como hipocolesterolemiantes, por serem inibidores da 

enzima 3-hidróxi-3-metilglutaril-coenzima-A (HMG-CoA) redutase 

hepática, a qual realiza a conversão de 3-hidróxi-3-metilglutaril-

coenzima-A (HMG-CoA) a mevalonato, a etapa limitante da biossíntese 

do colesterol. Dentre as estatinas encontramos fármacos como 

lovastatina, simvastatina e atorvastatina, amplamente utilizados na clínica 

(Fig. 2). Tem sido demonstrado que as estatinas são capazes de 

desencadear efeitos benéficos independentes de sua capacidade de 

modular os níveis de colesterol, são estes denominados de efeitos 

pleiotrópicos. Dentre eles já foram relatados efeitos anti-inflamatórios 

(YOSHIDA et al., 2003), vasculares (RADER, 2003) e efeitos protetores 

sobre doenças neurodegenerativas (MIIDA et al., 2007). 

Ludka e colaboradores (2012) demonstraram que uma única 

administração de Atorvastatina possui efeito tipo-antidepressivo em 

testes comportamentais preditivos de fármacos com ação tipo-

antidepressiva. Estudos subsequentes demonstraram seu tratamento 

continuado por 7 dias apresentou efeito neuroprotetor em fatias de 

hipocampo (LUDKA et al., 2012; 2016). Adicionalmente, estudos 

relataram o efeito tipo-antidepressivo e ansiolítico da simvastina em 

análises comportamentais em ratos (Kilic et al. (2012). Estudos clínicos 

também já demonstraram uma relação entre a utilização de fármacos 

dessa classe com o bem-estar psicológico de pacientes com depressão 
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(LIAO; LAUFS, 2005) e ansiedade (YOUNG-XU et al., 2003). 

Adicionalmente, pacientes em teste clínico duplo-cego que receberam 

fluoxetina, antidepressivo clássico, em conjunto com lovastatina tiveram 

uma redução no quadro depressivo de acordo com a Escala de Depressão 

Hamilton em relação aos pacientes que receberam somente fluoxetina 

(GHANIZADEH & HEDAYATI, 2013).  

 

 
Figura 2. Estrutura química de estatinas utilizadas na clínica: simvastatina, 

lovastatina e atorvastatina em comparação com a HMG-CoA, substrato da 

HMG-CoA redutase (Adaptado de Shitara & Sugiyama, 2006). 

As estatinas podem apresentar diferentes seletividade e 

solubilidade. A atorvastatina, o medicamento mais vendido no mundo 

(FORBES, 2013), é uma estatina sintética e lipossolúvel, característica 

que possibilita sua passagem pela barreira hematocefálica. Estudos 

clínicos apresentaram alta tolerância a seus efeitos colaterais 

(SCHACHTER, 2004) e segurança em sua administração em altas doses 

(SCHWARTZ et al., 2001), justificando sua vasta utilização em 

diferentes estudos.  

 

1.4. Efeito neuroprotetor e tipo-antidepressivo da 

atorvastatina  

 

Pesquisas do nosso laboratório demonstraram que a 

administração de atorvastatina por 7 dias apresentou efeito neuroprotetor 

frente à toxicidade induzida por ácido quinolínico, um agonista dos 

NMDAR (PIERMARTIRI et al., 2009) e frente à neuroinflamação 

induzida pelo peptídeo beta-amilóide, um modelo animal da doença de 
Alzheimer (PIERMARTIRI et al., 2010). Posteriormente foi 

demonstrado que o tratamento com atorvastatina durante 7 dias 

apresentou efeito neuroprotetor frente à morte celular hipocampal 

induzida por glutamato (LUDKA et al., 2012; 2016). Ludka e 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shitara%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16714062
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colaboradores (2016) demonstraram que o tratamento contínuo de 

atorvastativa e fluoxetina previniu o aumento na produção de oxido 

nítrico (NO), de espécies reativas de oxigênio (EROs) e na liberação de 

aspartato induzidas pela excitotoxicidade glutamatérgica. Neste mesmo 

estudo foi demonstrado que a disfunção do potencial de membrana 

mitocondrial (ΔΨm) induzida pelo glutamato é revertida pelo tratamento 

sub-crônico de atorvastatina e fluoxetina. Estudos demonstraram também 

que a inibição da proteína fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) por 

LY294002 e a inibição da proteína alvo da rapamicina em mamíferos por 

rapamicina (mTOR) preveniram o efeito tipo-antidepressivo da 

atorvastatina. Adicionalmente, a união de doses sub-ativas de 

atorvastatina e lítio, inibidor não seletivo da proteína glicogênio sintetase 

cinase 3β (GSK3β), e AR A014418, antagonista seletivo de GSK3β, 

apresentaram efeito somatório no TSC reduzindo o tempo de imobilidade 

dos animais (LUDKA et al., 2016). Evidenciando, desta forma, o 

envolvimento da via PI3K/AKT/GSK3β/mTOR no efeito tipo-

antidepressivo da atorvastina no TSC.  

Adicionalmente, foi demonstrado que uma única administração 

de atorvastatina produz efeito tipo-antidepressivo em camundongos no 

TSC (LUDKA, et al., 2013). Outro estudo realizado em nosso laboratório 

evidenciou que a administração de atorvastina em sua dose sub-ativa em 

conjunto com doses sub-ativas de fluoxetina, paroxetina, sertralina e 

imipramina produziu um efeito tipo-antidepressivo no teste de suspensão 

pela cauda (TSC) em camundongos, sugerindo a participação do sistema 

monoaminérgico neste efeito. Ainda, estudos adicionais demonstraram 

que o efeito tipo antidepressivo dessa estatina atua através da via L-

arginina-oxido nítrico-guanosina monofosfato cíclico, via amplamente 

correlacionada a antidepressivos, e elevação dos níveis do Fator 

Neurotrófico Derivado do Encéfalo (BDNF) (LUDKA et al., 2013). 

Ainda, Ludka et al., (2013) observou que o efeito tipo-antidepressivo da 

atorvastatina é bloqueado pela administração de NMDA enquanto a 

coadministração de doses sub-ativas de MK-801 (antagonista não 

competitivo de NMDAR) e de atorvastatina produziu efeito tipo-

antidepressivo no TSC, sugerindo a possível modulação dos NMDAR no 

efeito tipo antidepressivo dessa estatina. Além disso, Vizi e colaboradores 

(2012) demonstraram efeito neuroprotetor da fluoxetina, um 

antidepressivo clássico amplamente utilizado na clínica, através da 

modulação da subunidade GluN2B. Apesar dessas evidências de 

interação entre o sistema glutamatérgico e a atorvastatina, a constatação 

da interação entre os NMDAR e os mecanismos envolvidos no efeito tipo-
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antidepressivo e neuroprotetor da atorvastatina não foram ainda 

elucidados.  

 

1.5. Justificativa 
 

A depressão maior é um transtorno de humor que impõe grandes 

problemas para a sociedade, sendo classificada, pela Organização 

Mundial da Saúde, como a terceira maior causa de incapacidades (WHO, 

2009) e acredita-se que até 2020 este transtorno de humor seja o segundo 

causador de incapacidades em todo o mundo (MURRAY; LOPEZ, 1996). 

Apesar de sua alta prevalência, os fármacos atualmente disponíveis para 

tratamento desse transtorno apresentam variados efeitos colaterais, 

elevado tempo de espera para melhora sintomatológica e somente 50 a 

60% dos pacientes apresentam remissão total dos sintomas (TRIVEDI et 
al., 2006; RACAGNI; POPOLI, 2008; LANNI et al., 2009). 

Desta forma é necessária a busca de novas terapias 

antidepressivas ou de novas substâncias que possam aprimorar o 

funcionamento dos fármacos já utilizados na clínica. A atorvastatina é um 

fármaco utilizado no tratamento da hipercolesterolemia, porém diversos 

trabalhos já demonstraram seus efeitos pleiotrópicos. Além disso, é um 

fármaco lipossolúvel, seguro em altas doses e que apresenta poucos 

efeitos colaterais (SCHACHTER, 2004; SCHWARTZ et al., 2001). Já foi 

demonstrado que sua administração sub-crônica produz efeito 

neuroprotetor frente à neurotoxicidade relacionada à exacerbação da 

transmissão glutamatérgica induzida por ácido quinolínico 

(PIERMARTIRI et al., 2009), MPTP (CASTRO et al., 2013), pelo 

peptídeo beta amiloide (MARTINS et al., 2015). Bem como, em estudos 

comportamentais, foi demonstrado seu efeito tipo-antidepressivo em 

camundongos, sendo este diretamente correlacionado à modulação do 

sistema serotoninérgico (LUDKA et al., 2014) e sistema glutamatérgico 

(LUDKA et al., 2013).  

Sendo assim, uma possível associação da atividade 

neuroprotetora e/ou antidepressiva da atorvastatina com uma determinada 

subunidade dos NMDAR ajudará na compreensão da fisiopatologia da 

depressão e no mecanismo de ação deste fármaco.  
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II. OBJETIVOS 

 

       2.1. Objetivo geral: 

 

Avaliar o efeito neuroprotetor e tipo-antidepressivo da atorvastatina 

em camundongos e identificar a dependência da composição de 

subunidade no receptor NMDA sobre esses efeitos. 

  

2.2. Objetivos Específicos: 

 

 

1. Avaliar a participação das subunidades GluN2A e GluN2B no 

efeito neuroprotetor da atorvastatina em fatias de hipocampo de 

camundongos submetidas à toxicidade do glutamato ex vivo; 

 

2. Avaliar a participação dos receptores NMDA sinápticos e extra-

sinápticos através da sua ativação com co-agonistas seletivos (D-

serina e glicina) no efeito neuroprotetor da atorvastatina. 

 

3. Avaliar a participação das subunidades GluN2A e GluN2B no 

efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina em camundongos; 
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III. MATERIAS E MÉTODOS 

 

3.1. Animais 
 

Para a realização dos experimentos foram utilizados 

camundongos albinos Swiss machos adultos (35-45 g) mantidos em 

temperatura de 22 ±1° C em um ciclo de 12 horas claro/escuro (a partir 

das 7 horas), em caixas plásticas (15 animais por caixa) com água e ração 

ad libitum. Os protocolos para experimentos com animais foram 

projetados de forma que o animal tenha o mínimo de sofrimento possível 

e reduzindo ao máximo o número de animais sacrificados (protocolo 

PP955CEUA/UFSC). 

 

3.2.  Fármacos  
 

Os animais receberam administrações de atorvastatina (0,01 e 1 

mg/kg - Lipitor Atorvastatina, Pfizer®) por via oral (p.o.) e de ifenprodil 

(0,1; 0,5; 1 e 3 mg/kg – Sigma Aldrich®; GHASEMI et al., 2010) por via 

intraperitonial (i.p.). Os animais submetidos a análise comportamental 

receberam uma única dose de atorvastatina (0,01 mg/kg, dose sub-ativa 

para o efeito tipo-antidepressivo, segundo Ludka et al., 2013) 60 minutos 

antes das análises comportamentais, enquanto os animais utilizados em 

experimentos ex vivo receberam uma dose diária por 7 dias consecutivos 

(1 e 10 mg/kg, doses sub-ativa e ativa, respectivamente para o efeito 

neuroprotetor, segundo Ludka et al., 2013).  

Os animais controles receberam água filtrada (p.o.) e solução 

salina (NaCl 0,9% i.p.) durante o mesmo período. Os tratamentos, tanto 

para as soluções de fármacos e solução de salina, foram administrados na 

dose de 10µL/g de peso do animal. Nos experimentos ex vivo na 

incubação de fatias hipocampais foram utilizados: ifenprodil (5, 10 e 20 

µM- Sigma Aldrich®), glicina (10µM -Sigma Aldrich®; Constantino et 

al., 2014), D-serina (30 µM - Sigma Aldrich®; Constantino et al., 2014) 

e glutamato (10mM - USB®) todos dissolvidos em tampão Krebs-Ringer 

bicarbonato.  

 

3.3. Avaliação ex vivo da atividade neuroprotetora da 

atorvastatina frente à toxicidade glutamatérgica 
 

Atorvastatina, dose-subativa, (1 mg/kg) foi administrada via oral, 

durante 7 dias consecutivos e no oitavo dia os animais foram sacrificados 

por decapitação e seus hipocampos rapidamente removidos e mantidos 
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em tampão Krebs-Ringer bicarbonato (KRB) constituído de NaCl 122 

mM; KCl 3 mM; CaCl2 1,3 mM; MgSO4 1,2 mM; KH2PO4 0,4 mM; 

NaHCO3 25 mM; D-glicose 10 mM, gelado e gaseificado com carbogênio 

(95% O2 - 5% CO2) para a preparação de fatias hipocampais. As fatias 

(0,4 mm de espessura) foram obtidas utilizando um fatiador de tecidos 

McIlwain e pré-incubadas em tampão KRB por 30 min a 37 oC. Com o 

intuito de avaliar a participação da subunidade GluN2B as fatias foram 

pré-incubadas com ifenprodil (5, 10 ou 20µM) pelo período de 15 

minutos. 

O dano celular excitotóxico foi induzido através da incubação 

das fatias de hipocampo por 1 hora com glutamato (10 mM) (LUDKA et 
al., 2012) em tampão KRB. Após este período, o meio foi substituído por 

meio de incubação composto de 50% de KRB, 50% meio de cultura de 

células DMEM (meio de Eagle modificado por Dulbecco), 20 mM de 

HEPES (pH 7.4) e 100 µg/mL de gentamicina (meio KRB/DMEM) e as 

fatias incubadas por 4 horas adicionais, para avaliação de redução da 

viabilidade celular induzida por glutamato (LUDKA et al., 2012).  

 

3.4. Avaliação de viabilidade celular 

 

Ao final dos experimentos de indução de toxicidade 

glutamatérgica, a viabilidade celular foi avaliada pela redução de MTT 

(3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio brometo = Thiazolyl 

blue). O MTT é um sal tetrazlio solúvel em água, que é convertido a um 

formazam púrpura insolúvel após clivagem do anel de tetrazólio por 

desidrogenases mitocondriais (JOCOBSSON & FOWLER, 1999). Após 

o período de exposição à toxicidade glutamatérgica, as fatias hipocampais 

foram incubadas com MTT a 37 oC pelo período de 20 minutos. A 

solubilização do formazam reduzido foi realizada pela adição de dimetil-

sulfóxido (DMSO) e mantido sob agitação por 30 minutos. A viabilidade 

celular é proporcional à leitura da absorbância medida em leitor de ELISA 

(550 nm). 

 

3.5. Avaliações comportamentais 

3.5.1. Teste de Suspensão pela Cauda (TSC) 

 

Uma hora após administração da atorvastatina (0,01 mg/kg) e 15 

minutos após a administração do ifenprodil (0,5 mg/kg, dose sub-ativa 

identificada neste estudo) os animais foram submetidos ao TSC (STERU 

et al., 1985). Os camundongos isolados acústica e visualmente, foram 
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suspensos 50 cm acima do chão por uma fita adesiva e o seu tempo de 

imobilidade registrado durante 6 minutos (MANTOVANI et al., 2003). 

 

3.5.2. Teste do Campo Aberto (TCA) 

 

Com a finalidade de excluir a possibilidade de um eventual efeito 

falso positivo, ou seja, uma redução no tempo de imobilidade causado 

pelo aumento da atividade locomotora no TSC, foi realizado um segundo 

teste comportamental, o Teste do Campo Aberto.  O TCA foi realizado 

em uma caixa de madeira medindo 40 x 60 x 50 cm altura, com o chão 

dividido em 12 quadrados iguais. O número de quadrados cruzados com 

as quatro patas foi registrado durante período de 6 minutos 

(RODRIGUES et al., 1996). 

 

3.6. Análise estatística  

 
A análise estatística foi realizada através da Análise de variância 

de uma via e duas vias (ANOVA), seguida dos testes Duncan ou 

Newman-Keuls. Os dados foram expressos como erro padrão da média. 

Foram considerados significativos valores com p < 0,05. 
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IV. RESULTADOS 

 

4.1. Ensaio de viabilidade celular 

 

 Excitotoxicidade neural se refere aos danos celulares e à morte de 

neurônios devido a uma prolongada exposição ao glutamato e seu 

associado influxo de íons na célula e é um dos mecanismos fundamentais 

envolvidos em degeneração neuronal (DONG et al. 2009). Estudos 

prévios realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram que o 

tratamento contínuo por 7 dias da atorvastatina (10 mg/kg) em 

camundongos é capaz de prevenir a excitotoxicidade glutamatérgica 

(LUDKA et al., 2012). Para investigar a participação da subunidade 

GluN2B no efeito neuroprotetor da atorvastatina, fatias de hipocampo 

foram incubadas com o antagonista do NMDAR seletivo para a 

subunidade GluN2B, ifenprodil. Foi realizada uma curva de concentração 

em busca das concentrações efetivas e sub-ativas do ifenprodil frente à 

excitotoxicidade gerada por 10 mM de glutamato.  As fatias de 

hipocampo foram pré-incubadas por 15 minutos com ifenprodil (5, 10 ou 

20 µM) e após esse período foi adicionado glutamato (10 mM) por uma 

hora, para indução de excitotoxicidade. 

 Conforme previamente demonstrado, glutamato 10 mM promoveu 

redução da viabilidade das fatias hipocampais. O ifenprodil per se não 

alterou significativamente a viabilidade celular, quando comparado ao 

grupo controle. Na presença de glutamato o ifenprodil preveniu 

parcialmente a redução da viabilidade celular causada pelo glutamato 

(Fig. 3). A concentração de ifenprodil 20 µM foi utilizada para realização 

dos experimentos subsequentes. 
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Figura 3.  Avaliação do efeito de diferentes concentrações de ifenprodil sobre 

a viabilidade celular frente à toxicidade de glutamato em fatias de 

hipocampo (in vitro). O efeito neuroprotetor de diferentes concentrações de 

ifenprodil (5, 10 ou 20 µM) incubadas por 15 minutos antes da adição de 

glutamato, incubado por 1 hora, foi analisado pelo método de redução do MTT. 

O grupo controle está representado pela linha pontilhada (100 %). Valores 

expressos como média + erro padrão (n= 3) * indica grupo significativamente 

diferente do controle. # indica grupo não diferente dos grupos Controle e 

Glutamato  p<0,05 (ANOVA de uma via seguida do teste de Duncan). 

 Estudo anterior de Ludka et al. (2016), identificou que o efeito 

neuroprotetor de atorvastatina só é obtido com o tratamento de 7 dias na 

dose de 10 mg/kg (p.o.), sendo que a dose de 1 mg/kg não promove efeito 

protetor. Com o objetivo de identificar um possível efeito somatório entre 

a atorvastatina e o ifenprodil (antagonista seletivo da subunidade 

GluN2B). Os animais foram tratados durante 7 dias consecutivos com a 

dose sub-ativa para neuroproteção da atorvastatina (1 mg/kg, p.o.), os 

animais controle receberam veículo durante este mesmo período. No 

oitavo dia os animais foram sacrificados e os hipocampos foram 

dissecados, fatiados e incubados com ifenprodil 20 µM e glutamato 10 

mM.  

Os grupos atorvastatina e ifenprodil per se não apresentaram 

nenhuma alteração da viabilidade celular em relação ao grupo controle. 

A dose sub-ativa de atorvastatina e a concentração sub-ativa de ifenprodil 

per se não foram capazes de prevenir a morte celular induzida pelo 

glutamato. No entanto, o grupo que foi tratado in vivo com a dose sub-

ativa de atorvastatina e in vitro com a concentração sub-ativa de 
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ifenprodil, apresentou um efeito somatório dos fármacos prevenindo a 

redução da viabilidade celular causada pela excitotoxicidade induzida 

pela glutamato (Fig. 4). 
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Figura 4.  Envolvimento da subunidade GluN2B do receptor NMDA no 

efeito neuroprotetor do tratamento sub-crônico da atorvastatina em 

camundongos.  Análise ex vivo da viabilidade celular em fatias de hipocampo 

incubadas com glutamato. Água filtrada ou atorvastatina (1 mg/kg) foram 

administradas por gavagem uma vez ao dia por 7 dias. Em fatias de hipocampo, 

ifenprodil (20µM) foi pré-incubado por 15 minutos antes da co-incubação com 

glutamato (10 mM) por 1 hora. O grupo controle foi considerado 100%. Valores 

expressos como média + erro padrão (n=8) * indica grupo significativamente 

diferente do controle, #indica grupo significativamente diferente do Glutamato 

p<0,05. (ANOVA de uma via seguida do teste de Duncan). 

 Já foi demonstrado que a ativação de NMDAR que apresentam a 

subunidade GluN2A induz aumento da expressão de BDNF produzindo 

condições ideais pra neuroplasticidade. No entanto, ativação da 

subunidade GluN2B bloqueia a expressão de BDNF resultado em morte 

celular (DUMAN, 2004). Sendo assim, foi avaliada a participação de 

receptores GluN2A e GluN2B no efeito neuroprotetor do tratamento da 

atorvastatina, através da utilização dos co-agonistas preferenciais destas 

subunidades, na avaliação de viabilidade das fatias hipocampais, ex vivo. 

Os animais foram tratados 7 dias com atorvastatina (10 mg/kg) e os 

animais controle receberam veículo nesse mesmo período. Para avaliação 

da participação da subunidade GluN2A fatias foram incubadas com seu 

co-agonista preferencial, D-serina. As fatias de hipocampo foram pré-

incubadas por 15 minutos com D-serina (30 µM – Constantino, 2014) e 

após esse período foi adicionado glutamato (10 mM) por uma hora.  
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 Os animais tratados com veículo e que tiveram suas fatias incubadas 

com D-serina não apresentaram nenhuma alteração na viabilidade celular. 

No entanto, quando incubadas com glutamato e glutamato/D-serina 

apresentaram uma redução significativa na viabilidade celular (p<0,05). 

Os animais tratados com atorvastatina não apresentaram alteração na 

viabilidade celular em comparação com o grupo controle. Quando 

tiveram suas fatias incubadas com glutamato apresentaram 

neuroproteção, prevenindo a redução da viabilidade celular causada pela 

toxicidade glutamatérgica. No entanto, nas fatias hipocampais 

provenientes de animais tratados com atorvastatina e sendo estas as fatias 

incubadas com glutamato e D-serina, observou-se que o efeito protetor 

frente à toxicidade do glutamato foi parcial (Fig. 5). 

 

 

V
ia

b
il

id
a

d
e

 c
e

lu
la

r 
(%

 c
o

n
tr

o
le

)

Veículo Atorvastatina
0

50

100

150
Controle

D-serina

Glutamato

D-serina + Glutamato* *

#

 
Figura 5. Envolvimento da subunidade GluN2A no efeito neuroprotetor do 

tratamento sub-crônico de atorvastatina em camundongos. Análise ex vivo 

da viabilidade celular em fatias de hipocampo incubadas com glutamato. Água 

filtrada ou atorvastatina (10 mg/kg) foram administradas por gavagem uma vez 

ao dia por 7 dias. Nas fatias de hipocampo, D-serina (10 µM) foi pré-incubada 

por 15 minutos antes da co-incubação com glutamato (10 mM) por 1 hora. O 

grupo controle (linha pontilhada) foi considerado 100%. Valores expressos como 

média + erro padrão (n=7) * indica grupo estatisticamente diferente dos controles. 

# indica grupo estatisticamente diferente do grupo Glutamato, p<0,05. (ANOVA 

de uma via seguida do teste de Duncan). 

 

 Da mesma forma, para avaliar a participação da subunidade GluN2B 
as fatias de hipocampo foram incubadas com seu co-agonista preferencial, 

Glicina. As fatias de hipocampo foram pré-incubadas por 15 minutos com 

Glicina (10 µM – Constantino, 2014) e após esse período o glutamato (10 

mM) foi incubado por uma hora. Os animais tratados com veículo e suas 
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fatias incubadas com glicina não apresentaram nenhuma alteração na 

viabilidade celular. No entanto, quando incubadas com glutamato ou 

glutamato/glicina, apresentaram uma redução significativa na viabilidade 

celular (p<0,05). Os animais tratados com atorvastatina não apresentaram 

alteração na viabilidade celular em comparação com o grupo controle. 

Estes animais quando tiveram suas fatias incubadas com glutamato 

apresentaram neuroproteção, prevenindo a redução da viabilidade celular 

causada pela toxicidade glutamatérgica. No entanto, contrariamente ao 

observado com a D-serina (Fig. 5), nos animais tratados com atorvastatina 

e fatias incubadas com glicina e glutamato, foi observada completa 

proteção frente à toxicidade glutamatérgica (Fig. 6). 
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Figura 6. Envolvimento da subunidade GluN2B no efeito neuroprotetor do 

tratamento sub-crônico de atorvastatina em camundongos. Análise ex vivo 

da viabilidade celular em fatias de hipocampo incubadas com glutamato. Água 

filtrada ou atorvastatina (10 mg/kg) foram administradas por gavagem uma vez 

ao dia por 7 dias. As fatias de hipocampo foram pré-incubadas com Glicina 

(10µM) 15min antes da co-incubação com glutamato (10 mM) por 1 hora. O 

grupo controle foi considerado 100%. Valores expressos como média + erro 

padrão *indica grupo estatisticamente diferente do controle, # indica grupo 

estatisticamente diferente do grupo Glutamato, p<0,05. (n=7) (ANOVA de uma 

via seguida do teste de Duncan). 

 

4.2. Avaliações comportamentais 

 
Resultados anteriores do nosso grupo demonstraram o efeito 

tipo-antidepressivo da administração aguda da atorvastatina (0,1 – 30 

mg/kg, p.o.) no TSC e a participação de interação com os receptores 

NMDA neste efeito (Ludka et al., 2012). Com o intuito de investigar qual 

subunidade dos NMDAR estariam envolvidas nesse efeito, foi 
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previamente realizada uma curva dose-resposta com tratamentos de 

ifenprodil (i.p.) 15 minutos antes da realização do teste de suspensão pela 

cauda.  

O tratamento de ifenprodil com doses superiores a 3 mg/kg (10 e 

20 mg/kg – POLESZAK et al., 2013) apresentaram efeito sedativo nos 

animais, resultando num aumento excessivo do tempo de imobilidade e 

inviabilizando a análise comportamental (dados não mostrados).  

O tratamento com ifenprodil nas doses 0,1, 0,5 e 1 mg/kg 

(GHASEMI et al., 2010) não apresentou redução no tempo de 

imobilidade dos camundongos no TSC, sendo consideradas doses sub-

ativas, enquanto que a dose de 3 mg/kg apresentou redução significativa 

(p<0,05) no tempo de imobilidade (Fig. 7). Nenhuma das doses 

apresentou alteração na atividade locomotora no TCA (p<0,05). A dose 

de ifenprodil 0,5 mg/kg foi escolhida como a dose sub-ativa para a 

realização dos experimentos subsequentes.  
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Figura 7. Efeito comportamental do tratamento agudo de diferentes doses 

de ifenprodil em camundongos no TSC. O efeito da administração de diferentes 

doses de ifenprodil (0,1, 0,5, 1 e 3 mg/kg, i.p.) no tempo de imobilidade no TSC 

(A) e no número de cruzamentos no TCA (B) em camundongos foi analisado. 

Valores expressos como média ± erro padrão (n=8). *indica grupo 

significativamente diferentes do grupo controle. (F (4,32) =4,089 p< 0,05) B. (F 

(3,29) =76,65) (ANOVA de uma via seguida do teste de Newman-Keuls). 

 

 Para identificação da participação da subunidade GluN2B no 

efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina, os animais receberam uma 

administração aguda das doses sub-ativas de atorvastatina (0,01 mg/kg, 
p.o.), conforme os estudos de Ludka et al. (2012) e ifenprodil (0,5 mg/kg). 

A atorvastatina foi administrada 1 hora antes das avaliações 

comportamentais, seguida do ifenprodil que foi administrado 15 minutos 

antes das análises. Não foi observado efeito somatório entre as doses sub-
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ativas destes fármacos sobre o tempo de imobilidade no TSC, bem como 

na atividade locomotora dos animais no TCA (Fig. 8).  
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Figura 8.  Envolvimento da subunidade GluN2B do receptor NMDA no 

efeito tipo-antidepressivo em camundongos no TSC. O efeito da 

coadministração aguda das doses sub-ativas de atorvastatina (0,01 mg/kg, p.o.) e 

ifenprodil (0,5 mg/kg, i.p. - antagonistas GluN2B) no tempo de imobilidade no 

TSC (A) e no número de cruzamentos no TCA (B) em camundongos. Valores 

expressos como média ± erro padrão (n=7) A. (F 4,24) = p>0,05) B. (F (3,29) = 

142,76) (ANOVA de duas vias seguida do teste de Newman-Keuls). 
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V. DISCUSSÃO 

 

Distúrbios no sistema de aminoácidos excitatórios, como o 

glutamato e agonistas glutamatérgicos endógenos podem contribuir para 

a patologia da depressão e outras síndromes neuropsiquiátricas, além de 

doenças neurodegenerativas (JAVITT et al., 1990; DONG et al., 2009). 

Estudos desde a década de 1990 tem apontado a relação entre glutamato 

e sua participação na fisiopatologia da depressão (TRULLAS & 

SKOLNICK, 1990).  De acordo com Sanacora e colaboradores (2008) 

fármacos antidepressivos modulando o sistema glutamatérgico, elevaram 

as especulações sobre a participação deste sistema na fisiopatologia dos 

transtornos de humor. De acordo com McCarthy e colegas a ativação 

excessiva do sistema glutamatérgico seria uma das causas da depressão, 

levantando a hipótese de uma depressão dependente de glutamato. Sua 

hipótese se baseia, entre tantas outras, nas evidências de que alterações na 

homeostase e neurotransmissão glutamatérgica estão presentes 

fisiopatologia da depressão (HASHIMOTO et al., 2009; PITTENGER et 

al., 2007).  

Estudo demonstrou a modulação do sistema glutamatérgico a 

partir do estímulo crônico por antidepressivos inibidores seletivos de 

receptação de serotonina (ISRS) em astrócitos (HERTZ et al. 2015). 

Além disto, foi demonstrada a participação da subunidade GluN2B no 

efeito antidepressivo da Fluoxetina, também um ISRS (VIZI et al. 2012). 

Desta forma, tem sido sugerido que a transmissão glutamatérgica 

contribui para a manutenção do tônus monoaminérgico. Estudos da última 

década têm apontado que fármacos que modulam a transmissão 

glutamatérgica são considerados como potenciais agentes antidepressivos 

(SANACORA et al., 2008; DUMAN, 2014). Neste sentido, estudos em 

nosso grupo de pesquisa demonstraram o efeito tipo-antidepressivo da 

atorvastatina (Ludka et al., 2013; 2014; 2016), um fármaco que além do 

seu efeito hipolipemiante, apresenta vários efeitos pleiotrópicos, que 

parecem depender da interação com receptores glutamatérgicos 

(GHANIZADEH & HEDAYATI, 2013). Também foi demonstrado que 

o efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina depende da participação do 

sistema serotoninérgico, visto que animais tratados com atorvastatina e 

para-clorofenilalanina (PCPA), inibidor da triptofano hidroxilase (enzima 

marca-passo na via de síntese da serotonina, 5-HT), tiveram seu efeito 

tipo-antidepressivo bloqueado. Ainda, o pré-tratamento com antagonistas 

de receptores 5-HT1A e 5-HT2A, WAY100635 e cetanserina, 

respectivamente, preveniram o efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina 

no TSC (LUDKA et al., 2014).  
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 Além de demonstrar que atorvastatina apresenta efeito tipo-

antidepressivo em modelos animais preditivos de atividade antidepressiva 

de fármacos, Ludka e colaboradores (2016) demonstraram um efeito 

neuroprotetor da atorvastatina frente ao estresse oxidativo e à disfunção 

mitocondrial causados pela excitotoxicidade glutamatérgica. Este mesmo 

efeito foi observado nos animais tratados com fluoxetina, que foi utilizada 

como um controle positivo por ser um antidepressivo clássico utilizado 

na clínica. Vizi e colaboradores (2012) demonstraram a relação do efeito 

antidepressivo da fluoxetina, com seu efeito neuroprotetor através da 

modulação de NMDAR, mais especificamente a subunidade GluN2B.  Da 

mesma forma, nosso grupo demonstrou a importância dos NMDAR no 

efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina, visto que seu efeito foi 

prevenido pela administração de NMDA. Sendo assim, consideramos de 

grande importância a investigação da composição das subunidades dos 

NMDAR, principalmente da subunidade GluN2B no efeito tipo-

antidepressivo e neuroprotetor da atorvastatina.  

De acordo com Zhou & Sheng (2013), alterações na atividade 

dos NMDAR como alterações na atividade receptor-canal, expressão de 

subunidades e localização, podem contribuir para diversas condições 

neurológicas e psiquiátricas. O efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina 

está altamente correlacionado com sua atividade neuroprotetora, no 

entanto o efeito tipo-antidepressivo é observado agudamente (1 hora após 

a administração), ou com um tratamento sub-crônico de 7 dias (LUDKA 

et al., 2012; 2016), enquanto que o efeito neuroprotetor só é observado 

com o tratamento de 7 dias (LUDKA et al., 2012).  Nosso grupo já 

demonstrou que este efeito neuroprotetor se dá por meio da redução de 

NO, ERO e na manutenção do potencial de membrana mitocondrial 

(LUDKA et al., 2016), bem como do aumento na produção de BDNF e 

participação de receptores NMDA (LUDKA et al., 2013).  

 

Pesquisas demonstraram associação entre a sinalização de morte 

celular e a ativação da subunidade GluN2B (TERASAKI 2010; 

HARDINGHAM et al., 2002). Desta forma, o desenvolvimento de 

antagonistas seletivos para a subunidade GluN2B, mais seletivos e com 

menos efeitos colaterais que o ifenprodil, torna-se importante para o 

tratamento de doenças no SNC (CHAZOT, 2004). De acordo com Falck 

e colaboradores (2014), a interação do ifenprodil com NMDAR resulta na 

redução do influxo de cálcio, ocasionando efeito neuroprotetor e 

anticonvulsivante. Com o intuito de investigar a participação desta 

subunidade no efeito neuroprotetor da atorvastatina, foi realizada uma 

curva de concentração em busca das doses ativas e sub-ativas de 
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ifenprodil (5 – 20 µM), os resultados demonstraram apenas proteção 

parcial da excitotoxicidade induzida por glutamato. Provavelmente, a 

identificação deste efeito parcial se dá porque ifenprodil bloqueia a 

ativação somente dos receptores que contem a subunidade NGlu2B em 

sua composição e sabe-se que o hipocampo apresenta tanto a composição 

GluN1-GluN2B, quanto GluN1-GluN2A (ZHOU & SHENG, 2013). A 

associação de doses sub-ativas de atorvastatina (in vivo) e ifenprodil (ex 

vivo) preveniu a redução na viabilidade celular induzida pela 

excitotoxicidade do glutamato. Estudos demonstraram a participação da 

subunidade GluN2B no efeito neuroprotetor da atorvastina frente ao dano 

induzido por ácido quinolínico (agonista de GluN2B) (PIERMATIRI et 

al., 2009) e frente a isquemia focal-global em células corticais 

(GUTIERREZ-VARGAS et al., 2014). Corroborando com a literatura, 

nossos resultados evidenciam a participação da subunidade GluN2B no 

efeito neuroprotetor da atorvastatina frente à excitotoxicidade 

glutamatérgica. Segundo Kiss et al. (2012), o efeito terapêutico de um 

fármaco se dá através da contribuição de uma série de interações fármaco-

alvo, no entanto, devido ao seu papel fundamental em vias de morte 

celular, a inibição de subunidade GluN2B de NMDAR pode ser um 

importante mecanismo de neuroproteção e antidepressivo. 

Tem sido sugerido que elevados níveis extra-sinápticos de 

glutamato podem resultar em danos celulares devido à ativação dos 

receptores de glutamato extra-sinápticos resultando em perturbações nas 

funções celulares e neurodegeneração (HARDINGHAM & BADING, 

2010. A distribuição de NMDAR compostos pelas subunidades GluN2A 

e GluN2B não é similar, e em um cérebro adulto a subunidade GluN2A 

se concentra na região sináptica enquanto a GluN2B se concentra na 

região extra-sináptica (TRAYNELIS et al., 2010). Além da identificação 

da localização das subunidades do NMDAR, foi demonstrado que os 

NMDAR que expressam a subunidade GluN2B mostraram ter 10 vezes 

mais afinidade pela glicina do que os que expressam GluN2A, o qual 

apresenta maior afinidade pela D-serina (PAUL & DE BELLEROCHE, 

2014). 

Com o objetivo de avaliar a participação das subunidades 

GluN2A e GluN2B no efeito neuroprotetor da atorvastatina, fatias 

hipocampais foram incubadas com glutamato na presença de seus co-

agonistas, D-serina (30 µM) ou glicina (10µM), respectivamente. Com 

esta estratégia, objetivamos induzir uma maior ativação das subunidades 

do NMDAR, através do aumento da concentração de seus co-agonistas 

preferencias in vitro. Os animais foram tratados por 7 dias consecutivos 

com a dose ativa da atorvastatina (10 mg/ Kg – Ludka et al. 2013) e seus 
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hipocampos foram incubados com os co-agonistas e glutamato para 

análise de viabilidade celular. Resultados demonstraram que o efeito 

neuroprotetor da atorvastatina frente à excitotoxicidade glutamatérgica é 

parcialmente prevenido na presença co-agonista da subunidade GluN2A 

de receptores, principalmente sinápticos, a D-serina (Fig. 5). Enquanto 

que na presença do co-agonista da subunidade GluN2B de receptores, 

principalmente, extra-sinápticos, glicina, o efeito neuroprotetor da 

atorvastatina é completamente mantido (Fig. 6). Sendo assim, podemos 

sugerir que a atorvastatina interage com e bloqueia a ativação da 

subunidade GluN2B dos NMDAR, quando esta é ativada pela presença 

de seu co-agonista preferencial, glicina.  

Estudos têm sugerido que independente da sua localização, 

sináptica ou extra-sinaptica, os NMDAR que apresentam a subunidade 

GluN2A atuam na sinalização de sobrevivência celular enquanto que a 

ativação da subunidade GluN2B resulta em aumento de apoptose neural 

(ZHOU & BAUDRY, 2006; TERASAKI 2010). Em concordância, 

quando ativada a subunidade GluN2B através da glicina, a atorvastatina 

foi capaz de prevenir totalmente a redução da viabilidade celular.  

Modificações da transmissão sináptica, da neurogênese, da 

expressão gênica, e ainda a modulação de outros sistemas de 

neurotransmissores, exemplificam a extensa variedade de alvos 

farmacológicos dos antidepressivos (RACAGNI E POPOLI, 2008). 

Tizabi (2016) discute que grande maioria de antidepressivos atua por vias 

neuroprotetora, sendo seu efeito antidepressivo dependente da ação 

neuroprotetora. Estudos com cetamina, antagonista de NMDAR, 

demonstraram seu efeito antidepressivo, rápido e duradouro, de doses 

sub-anestésicas em pacientes depressivo, sendo este causado pelo 

aumento de BDNF plasmático (HAILE et al., 2014). Foi observado ainda, 

o efeito neuroprotetor da cetamina frente à privação de oxigênio e glicose 

(EMNETT et al., 2013). Estudos em nosso laboratório demonstraram o 

envolvimento do sistema serotoninérgico (LUDKA et al., 2014), da via 

PI3K/AKT/GSK/mTOR (LUDKA et al., 2016) e do sistema 

glutamatérgico (LUDKA et al., 2013) no efeito tipo-antidepressivo da 

atorvastatina. Além disto, estudo com antagonistas do sítio de união da 

glicina em NMDAR demonstrou efeito tipo-antidepressivo em ratos 

(ZHU et al., 2013) e que pacientes com depressão e transtorno bipolar 

apresentam uma diminuição significativa na densidade do sítio de união 

de glicina nos NMDAR (NUDMAMUD-THANOI & REYNOLDS, 

2004). Adicionalmente, Preskorn e colaboradores (2008) evidenciaram o 

efeito antidepressivo de CP-101606, um antagonista seletivo da 
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subunidade GluN2B, em pacientes depressivos, considerando esses dados 

uma prova do efeito antidepressivo de antagonistas de GluN2B.   

Para a avaliação da participação da subunidade GluN2B no efeito 

tipo-antidepressivo da atorvastatina, inicialmente foi realizada uma curva 

de dose-resposta para estabelecer a dose sub-ativa de ifenprodil, 

antagonista não competitivo da subunidade GluN2B. Foi selecionada a 

dose de 0,5 mg/kg (i.p.) como sub-ativa. Surpreendentemente, a 

coadministração de atorvastatina em dose sub-ativa (0,01 mg/kg, p.o., 

LUDKA et al, 2012) e de ifenprodil (0,5 mg/kg) avaliada no TSC não 

apresentou nenhuma alteração no tempo de imobilidade dos animais no 

TSC, bem como atividade locomotora no TCA.   

Apesar de apresentar alta afinidade com a subunidade GluN2B 

(CHAZOT, 2004) estudos demonstraram que durante sua 

biotransformação, o ifenprodil pode ser convertido a diversos metabolitos 

secundários, resultando em uma baixa biodisponibilidade (FALCK et al., 

2014). Adicionalmente, seu efeito inibitório máximo ocorre 60 minutos 

após sua administração oral (30 mg/kg), em camundongos (SAITOH et 

al.¸1988). Dentre as doses de ifenprodil analisadas na curva dose-resposta 

a de 1 mg/kg apresentou efeito parcial na redução do tempo de 

imobilidade, porém, para a realização dos experimentos com atorvastatina 

foi selecionada a dose sub-ativa (0,5 mg/kg). Considerado a baixa 

biodisponibilidade do ifenprodil, é possível que esta dose selecionada 

pode não ter sido suficiente para manter a biodisponibilidade necessária 

para co-bloquear o NMDAR na presença da dose sub-ativa da 

atorvastatina. Além disto, considerando os dados prévios de Ludka et al., 

(2014), demonstrando um bloqueio do efeito tipo-antidepressivo da 

atorvastatina por NMDA e um efeito somatório com o antagonista de 

canal NMDAR ativado, MK-801, fica claro que seu efeito depende da 

interação com receptores NMDA. Estudos adicionais, utilizando outros 

antagonistas sintéticos da subunidade GluN2B e avaliando os efeitos dos 

co-agonistas D-serina e glicina in vivo, contribuirão para identificar se o 

efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina também depende da interação 

com GluN2B. 

Este conjunto de resultados mostra claramente que o efeito 

neuroprotetor da atorvastatina depende de sua interação (e bloqueio) da 

subunidade GluN2B dos NMDAR. Se esta mesma interação também 

medeia o efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina, é um tema que ainda 

necessita comprovação experimental.  
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VI. CONCLUSÕES  

 

 Ifenprodil na concentração de 20µM previne parcialmente a 

redução na viabilidade celular de fatias hipocampais induzida 

pela excitotoxicidade glutamatérgica.  

 O tratamento sub-crônico de atorvastatina em sua dose sub-ativa 

(1 mg/kg, p.o.) apresentou efeito somatório com o tratamento de 

ifenprodil em sua concentração sub-ativa in vitro, prevenindo a 

excitotoxicidade induzida por glutamato.  

 A incubação com o co-agonista da subunidade GluN2A, D-

serina, aboliu parcialmente a neuroproteção induzida pelo 

tratamento como atorvastatina frente à toxicidade 

glutamatérgica. 

 A incubação com o co-agonista da subunidade GluN2B, glicina, 

não alterou a neuroproteção induzida pela atorvastatina frente à 

toxicidade glutamatérgica. 

 A administração de ifenprodil (3mg/kg, i.p.) apresentou redução 

no tempo de imobilidade de camundongos no TSC. 

 A co-administração de atorvastatina e ifenprodil em suas doses 

sub-ativas não apresentou redução no tempo de imobilidade de 

camundongos no TSC.  

  

VII. PERSPECTIVAS 
 

 Avaliar o efeito da co-administração de atorvastatina em sua 

dose sub-ativa em conjunto com ifenprodil (1 mg/kg, i.p.) em 

dose cujo o efeito no TSC foi parcial. 

 Avaliar o efeito da administração dos co-agonistas, D-serina e 

glicina, em conjunto com o tratamento da atorvastatina no TSC 

e TCA. 

 Identificar se o bloqueio (ou ativação) da subunidade GluN2B 

interfere com os mecanismos de neuroproteção induzidos pela 

atorvastatina, como a redução dos níveis de ROS e NO, alteração 

no potencial de mitocôndria e liberação de glutamato, eventos 

induzidos pela toxicidade glutamatérgica 
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