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Resumo:

A depressdao maior (DM) é um transtorno de humor associado a alteracdes
morfoldgicas, neuroquimicas e mudancas na sinalizacdo intracelular no
Sistema  Nervoso  Central. Doencas  neurodegenerativas e
neuropsiquiatricas compartilham a excitotoxicidade glutamatérgica como
um evento precipitante ou agravante e, portanto, o estudo de farmacos que
possam modular a transmissdo glutamatérgica € de fundamental
importancia para o surgimento de novas estratégias terapéuticas. A
atorvastatina € um farmaco hipocolesterolemiante que pertence a classe
das estatinas, fArmacos estes que atuam inibindo a enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima-A (HMG-CoA) redutase. Pesquisas tém
demonstrado que a atorvastatina apresenta efeitos pleotropicos, como
efeito neuroprotetor e tipo-antidepressivo os quais envolvem a modulagdo
do sistema glutamatérgico, em especial, os receptores ionotrépicos N-
metil-D-aspartato (NMDAR). Nesse estudo foi avaliado o efeito
neuroprotetor da atorvastatina frente a toxicidade induzida por glutamato
e a participacdo dos NMDAR, subunidades GIuN2A e GIuN2B, no seu
efeito tipo-antidepressivo em testes comportamentais preditivos para
atividade antidepressiva. Para avaliar a participacdo destas subunidades
no seu efeito neuroprotetor, fatias de hipocampo foram incubadas com
ifenprodil (5 — 20 uM - antagonista de GIuN2B), D-serina (30 uM, co-
agonista de GIuN2A) e glicina (10 uM, co-agonista de GIuN2B) e
glutamato 10 mM, para inducdo de excitotoxicidade. Ao final a
viabilidade das fatias analisadas pelo método de reducdo do MTT. A
incubacdo de ifenprodil 20 uM apresentou prevencdo parcial frente &
toxicidade glutamatérgica. Esta concentracéo foi selecionada como sendo
a sub-ativa para neuroprotecdo. Animais tratados 7 dias com a dose sub-
ativa de atorvastatina (1 mg/kg, p.0.), em ex vivo, tiveram suas fatias
hipocampais incubadas com ifenprodil na sua concentragdo sub-ativa in
vitro. Esta co-incubacdo apresentou efeito somatério 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
ndo apresentaram alteracdes na viabilidade celular e ndo foram capazes
de prevenir a toxicidade glutamatérgica. O tratamento com atorvastatina
previne a reducéo da viabilidade induzida por glutamato. No entanto as
fatias pré-incubadas com D-serina mais glutamato apresentaram uma
redugdo 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
participacdo da subunidade GIUN2B no efeito tipo-antidepressivo os
animais foram tratados com atorvastatina e ifenprodil (0,1-3 mg/kg).
Observamos que a administracdo intraperitoneal de ifenprodil (3 mg/kg)
apresentou reducdo no tempo de imobilidade no teste de suspenséo pela
cauda (TSC). Foi selecionada a dose 0,5 mg/kg como sendo a sub-ativa.
Entretanto a coadministragdo das doses sub-ativas de atorvastatina (0,01
mg/kg) e ifenprodil (0,5 mg/kg) ndo apresentou reducdo no tempo de
imobilidade dos animais no TSC. Esses resultados indicam que o efeito
neuroprotetor da atorvastatina ocorre por meio da reducdo na atividade de
NMDAR, dependente da interagdo com a subunidade GIuN2B.
Contribuindo para a identificacdo do mecanismo de a¢éo de um farmaco
ja utilizado clinicamente com outros fins e cuja acdo neuroprotetora e
antidepressiva vem sendo elucidada.
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I. INTRODUCAO
1.1 Depressao

A depressdo maior (DM) é um transtorno de humor grave e
debilitante caracterizado por permanente tristeza, anedonia, culpa, baixa
autoestima, distarbios do sono, falta de concentracdo e pensamentos
suicidas (MURRAY; LOPES, 1996; TIZABI, 2016). E uma sindrome
psiquiatrica severa com alta prevaléncia e impacto socioeconémico,
sendo ainda, o transtorno psiquiatrico com maior tempo de prevaléncia
(SMITH, 2011; HASHIMOTO, 2009). Estima-se que a DM afete 350
milhGes de pessoas em todo 0 mundo (COLLINS et al., 2011). Apesar de
afetar milhdes de pessoas em todo o mundo, promover transtornos
incalculaveis e altos custos financeiros, sua etiologia e neurofisiologia
ainda néo se encontram totalmente elucidadas (SHALTIEL et al., 2007).
De acordo com Sanacora et al. (2008), os transtornos de humor sdo
resultados de uma complexa interacdo de mudltiplos genes e fatores
ambientais, e sua expressdo fenotipica ndo inclui apenas distarbios de
humor, mas também anormalidades cognitivas, motoras, enddcrinas e do
sistema autbnomao.

Diversas regides do encéfalo como o cortex pré-frontal, o cortex
cingulado anterior, o giro parahipocampal e o hipocampo estéo
envolvidas no processamento das emocdes e sua integracdo com a
cognicdo (FRANGOU, 2006). A DM estd associada a alteragdes
morfoldgicas da regido hipocampal, como a atrofia, vulnerabilidade
seletiva a morte celular de neurdnios regionais, alteragdes neuroquimicas,
mudangas na sinalizagdo intracelular e na expressdo génica
(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 reducdo nos niveis de
monoaminas como serotonina, noradrenalina e dopamina, é responsavel
pela fisiopatologia da DM (ELHWUEGI, 2004).

Os principais antidepressivos utilizados atualmente na clinica
induzem inicialmente o aumento extracelular de monoaminas,
principalmente a nivel sinaptico. No entanto, tal achado torna discutivel
a teoria monoaminérgica, pois apesar dos antidepressivos causarem um
aumento nos niveis sinapticos de monoaminas em um curto periodo de
tempo que vai de minutos a horas, a redugéo dos sintomas depressivos s6
ocorre entre 3 a 4 semanas ap6s o inicio do tratamento (SANACORA,
2012; HASHIMOTO, 2009; TIZABI, 2016). Essa discrepancia temporal
entre o inicio do tratamento e a reducdo dos sintomas indica que outras
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vias neurais também participam no efeito terapéutico dos antidepressivos
(SANACORA et al., 2008). Sabe-se que antagonistas dos receptores
glutamatérgicos podem modular o sistema monoaminérgico (WEDZONI
et al., 1997). J& se demonstrou que a fluoxetina, inibidor seletivo de
recaptacdo de serotonina, € capaz de bloquear 0s receptores
glutamatérgicos do subtipo N-metil-D-aspartato (NMDAR) (VIZI, et al.,
2013). Desta mesma forma, os antidepressivos classicos que modulam os
niveis plasmaticos de monoaminas afetam a funcionalidade dos
receptores glutamatérgicos (VIZI et al., 2012; PAUL et al., 1994). Desta
forma diversas pesquisas tém sido desenvolvidas para investigar a
possivel participacdo 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 excitatdrio do sistema nervoso central (SNC),
o0 glutamato. Este neurotransmissor desempenha um importante papel no
desenvolvimento do SNC, na migracdo, diferenciacdo e sobrevivéncia
neural, bem como, na génese de axbnios (COYLE et al., 2002; HASSEL;
DINGLEDINE, 2006). Os receptores ativados pelo glutamato sdo
classificados em duas classes: ionotropicos (iGIUR) e metabotrépicos
(mGIuR). Os receptores ionotrdpicos sdo formados por canais ibnicos que
ao serem ativados permitem a passagem de ions, desencadeando a
despolarizacdo do neurdnio. Estes receptores sdo classificados em trés
grupos, caracterizados pela afinidade aos seus agonistas: N-metil-D-
aspartato  (NMDA), a-amino—3-hidroxi—5-metil-4-acido isoxazol
propiénico (AMPA) e kainato (KA).

Os receptores NMDA (NMDAR) sdo complexos heteroméricos
compostos por quatro subunidades e os heterdbmeros, em sua maioria, s&o
conjuntos formados por duas subunidades GIUN1 e duas subunidades
GIuN2 (PAOLETTI, 2011). A composicdo das subunidades determina as
propriedades funcionais dos NMDAR visto que cada subtipo est&
associado com diferentes vias intracelulares. Para sua ativacdo o0s
NMDAR necessitam conjuntamente da ligacdo do seu agonista,
glutamato, e da despolarizacdo de membrana (WYLLIE et al., 2013).
Adicionalmente estes receptores possuem um sitio de liga¢do no qual se
ligam seus co-agonistas, 0s aminoacidos D-serina ou glicina. Diferentes
composicOes das subunidades do NMDAR determinam a sua afinidade
para 0s co-agonistas (HENNEBERGER et al., 2013). Estudos
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demonstram que 0os NMDAR que contém subunidade GIuUN2A
preferencialmente ativados pela D-serina como co-agonista, enquanto
gue 0s NMDAR que contém subunidade GIuN2B séo preferencialmente
ativados pela glicina (PAPOUIN et al., 2012).

O actmulo extracelular de glutamato, pode resultar em uma
ativacdo cronica de seus receptores e uma massiva liberagdo de calcio nos
neurbnios aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que podem levar a morte celular através de um processo
denominado de excitotoxicidade glutamatérgica. Os NMDAR séo
permedveis a Ca?*, permitindo que ocorra um grande aumento das
concentracBes desse ion no interior da célula. Portanto, a hiperativacéo
deste iGIuR, devido ao excesso do seu agonista, tem sido considerada a
principal responsavel pela morte celular devido a excitotoxicidade
(STONE & ADDAE, 2002), porém, sua a¢do ndo é sempre excitotdxica.
Estes receptores apresentam um efeito dual, os quais podem promover a
morte ou a sobrevivéncia neuronal. Esse efeito dual pode ser explicado
através de dois modelos: modelo de localizacdo sinaptica e 0 modelo de
composicdo de subunidades. Segundo o modelo de localizagdo sinéptica,
de acordo com Hardingham & Bading (2010), demonstra que a ativacéo
de NMDAR extra-sindpticos resulta em neurotoxicidade enquanto a
ativacdo dos sinépticos é neuroprotetora. O modelo de composicdo de
subunidades de acordo com Lai e colaboradores (2011), a ativacdo da
subunidade GIuN2A é neurotréfica enquanto a da subunidade GIuUN2B é
excitotdxica (Fig.1). Estudos adicionais demonstraram que a inibi¢do de
receptores com a subunidade GIuN2B previne a morte celular enquanto
que o blogueio das subunidades GIUN2A prejudica a ativagdo das vias
relacionada & neuroprotecdo (KISS et al., 2012).
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Figura 1. Receptores NMDA e seu efeito dual: modelo de localizacdo e de
composicdo de subunidades. Modelo de localizagdo: ativacdo de NMDAR
localizados na regido sindptica geram sobrevivéncia celular e crescimento,
enquanto a ativagcdo de NMDAR localizados na regido extra-sinaptica resultam
em excitotoxicidade. Modelo de composigéo de subunidades: independentemente
da localizacéo a ativacdo da subunidade GIUN2A resulta em sobrevivéncia e
crescimento, enquanto a ativagdo de GIuN2B resulta em excitotoxicidade
(Adaptado de Zhou & Sheng, 2013).

Diversas pesquisas tém demonstrado que alteracbes da
neurotransmissao glutamatérgica tém sido implicadas a fisiopatologia da
depressdo e outros transtornos de humor (POPOLI et al., 2013).
Diferentes processos celulares podem desencadear uma liberagdo
excessiva de glutamato na fenda sinaptica. Analises em pacientes
diagnosticados com DM apresentam elevados niveis de glutamato no
sangue e no liquido cefalorraquidiano em comparacdo ao grupo controle
(MAURI, 1998; MITANI et al., 2006). Estudos adicionais sugerem que a
excitotoxicidade glutamatérgica estaria associada a doencas
neurodegenerativas e neuropsiquiatricas como 0 transtorno bipolar
(GINSBERG et al., 2011), a esquizofrenia (MOGHADDAM; JAVITT,
2012) e a depresséo (SANACORA, 2008).

Dados clinicos indicam que agentes moduladores do sistema
glutamatérgico tém 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 ndo-competitivos de
NMDAR em animais (ROGOZ 2002) e em humanos (ZARATE, 2006).
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Memantina, antagonista ndo competitivo de NMDAR apresentou efeito
tipo-antidepressivo no teste do nado forcado em ratos (REUS et al.,
2010). Desta forma, diferentemente dos antidepressivos classicos, a
cetamina, um antagonista ndo competitivo de NMDAR, exerce um rapido
efeito antidepressivo que se prolonga por varios dias (KRYSTAL et al.,
2013), indicando que a modulagdo dos NMDAR estaria diretamente
relacionada a fisiopatologia desse transtorno. Adicionalmente, estes
receptores desempenham um papel central nas mudangas da
conectividade das sinapses, e em situacfes de estimulos cronicos e
intensos podem causar morte celular (KUGAYA; SANACORA, 2005).

Com base nesses indicios julgamos de essencial importancia
novos estudos para investigar a acdo do sistema glutamatérgico na
fisiopatologia da depressdo e no mecanismo de acdo de farmacos
antidepressivos ou neuroprotetores e, possivelmente, aprimorar as
terapias no seu tratamento.

1.3 Estatinas

As estatinas pertencem a uma classe de farmacos atualmente
comercializados como hipocolesterolemiantes, por serem inibidores da
enzima 3-hidréxi-3-metilglutaril-coenzima-A (HMG-CoA) redutase
hepatica, a qual realiza a conversdo de 3-hidrdxi-3-metilglutaril-
coenzima-A (HMG-CoA) a mevalonato, a etapa limitante da biossintese
do colesterol. Dentre as estatinas encontramos farmacos como
lovastatina, simvastatina e atorvastatina, amplamente utilizados na clinica
(Fig. 2). Tem sido demonstrado que as estatinas sdo capazes de
desencadear efeitos benéficos independentes de sua capacidade de
modular os niveis de colesterol, sdo estes denominados de efeitos
pleiotropicos. Dentre eles ja foram relatados efeitos anti-inflamatorios
(YOSHIDA et al., 2003), vasculares (RADER, 2003) e efeitos protetores
sobre doencas neurodegenerativas (MIIDA et al., 2007).

Ludka e colaboradores (2012) demonstraram que uma Unica
administracdo de Atorvastatina possui efeito tipo-antidepressivo em
testes comportamentais preditivos de farmacos com acdo 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 ansiolitico da simvastina em
analises comportamentais em ratos (Kilic et al. (2012). Estudos clinicos
também ja demonstraram uma relacdo entre a utilizacdo de farmacos
dessa classe com o bem-estar psicoldgico de pacientes com depressdo
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(LIAO; LAUFS, 2005) e ansiedade (YOUNG-XU et al., 2003).
Adicionalmente, pacientes em teste clinico duplo-cego que receberam
fluoxetina, antidepressivo classico, em conjunto com lovastatina tiveram
uma reducdo no quadro depressivo de acordo com a Escala de Depresséo
Hamilton em relagdo aos pacientes que receberam somente fluoxetina
(GHANIZADEH & HEDAYATI, 2013).

H O

s}
HO, o : H Hi l
H G
M

5-CoA /’ o

H,C tr N/.\ .

HMG-Coh )
—,D

Simvastatina Lovastatina k‘>

Atorvastatina

Figura 2. Estrutura quimica de estatinas utilizadas na clinica: simvastatina,
lovastatina e atorvastatina em comparagio com a HMG-CoA, substrato da
HMG-CoA redutase (Adaptado de Shitara & Sugiyama, 2006).

As estatinas podem apresentar diferentes seletividade e
solubilidade. A atorvastatina, 0 medicamento mais vendido no mundo
(FORBES, 2013), é uma estatina sintética e lipossollvel, caracteristica
gue possibilita sua passagem pela barreira hematocefalica. Estudos
clinicos apresentaram alta tolerdncia a seus efeitos colaterais
(SCHACHTER, 2004) e seguranca em sua administracdo em altas doses
(SCHWARTZ et al.,, 2001), justificando sua vasta utilizacdo em
diferentes estudos.

1.4. Efeito neuroprotetor e tipo-antidepressivo da
atorvastatina

Pesquisas do nosso laboratério demonstraram que a
administragdo de atorvastatina por 7 dias apresentou efeito neuroprotetor
frente & toxicidade induzida por &cido quinolinico, um agonista dos
NMDAR (PIERMARTIRI et al., 2009) e frente a neuroinflamacdo
induzida pelo peptideo beta-amildide, um modelo animal da doenga de
Alzheimer (PIERMARTIRI et al, 2010). Posteriormente foi
demonstrado que o tratamento com atorvastatina durante 7 dias
apresentou efeito neuroprotetor frente a morte celular hipocampal
induzida por glutamato (LUDKA et al., 2012; 2016). Ludka e
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colaboradores (2016) demonstraram que o tratamento continuo de
atorvastativa e fluoxetina previniu 0 aumento na producdo de oxido
nitrico (NO), de espécies reativas de oxigénio (EROs) e na liberacdo de
aspartato induzidas pela excitotoxicidade glutamatérgica. Neste mesmo
estudo foi demonstrado que a disfuncdo do potencial de membrana
mitocondrial (A¥m) induzida pelo glutamato é revertida pelo tratamento
sub-crénico de atorvastatina e fluoxetina. Estudos demonstraram também
gue a inibicdo da proteina fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) por
LY294002 e a inibicdo da proteina alvo da rapamicina em mamiferos por
rapamicina (mMTOR) preveniram o efeito tipo-antidepressivo da
atorvastatina. Adicionalmente, a unido de doses sub-ativas de
atorvastatina e litio, inibidor ndo seletivo da proteina glicogénio sintetase
cinase 3B (GSK3pB), ¢ AR A014418, antagonista seletivo de GSK3p,
apresentaram efeito somatdrio no TSC reduzindo o tempo de imobilidade
dos animais (LUDKA et al., 2016). Evidenciando, desta forma, o
envolvimento da via PI3K/AKT/GSK3B/mTOR no efeito tipo-
antidepressivo da atorvastina no TSC.

Adicionalmente, foi demonstrado que uma Unica administracéo
de atorvastatina produz efeito tipo-antidepressivo em camundongos no
TSC (LUDKA, etal., 2013). Outro estudo realizado em nosso laboratoério
evidenciou que a administracdo 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 suspensdo
pela cauda (TSC) em camundongos, sugerindo a participacdo do sistema
monoaminérgico neste efeito. Ainda, estudos adicionais demonstraram
gue o efeito tipo antidepressivo dessa estatina atua através da via L-
arginina-oxido nitrico-guanosina monofosfato ciclico, via amplamente
correlacionada a antidepressivos, e elevagdo dos niveis do Fator
Neurotréfico Derivado do Encéfalo (BDNF) (LUDKA et al., 2013).
Ainda, Ludka et al., (2013) observou que o efeito tipo-antidepressivo da
atorvastatina é blogueado pela administracdo de NMDA enquanto a
coadministracdo de doses sub-ativas de MK-801 (antagonista néo
competitivo de NMDAR) e de atorvastatina produziu efeito tipo-
antidepressivo no TSC, sugerindo a possivel modulagdo dos NMDAR no
efeito tipo antidepressivo dessa estatina. Além disso, Vizi e colaboradores
(2012) demonstraram efeito neuroprotetor da fluoxetina, um
antidepressivo classico amplamente utilizado na clinica, através da
modulacdo da subunidade GIuN2B. Apesar dessas evidéncias de
interacdo entre o sistema glutamatérgico e a atorvastatina, a constatacéo
da interagdo entre 0s NMDAR e 0s mecanismos envolvidos no efeito tipo-
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antidepressivo e neuroprotetor da atorvastatina ndo foram ainda
elucidados.

1.5. Justificativa

A depressdo maior é um transtorno de humor que imp&e grandes
problemas para a sociedade, sendo classificada, pela Organizagédo
Mundial da Salude, 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 0 mundo (MURRAY; LOPEZ, 1996).
Apesar de sua alta prevaléncia, os farmacos atualmente disponiveis para
tratamento desse transtorno apresentam variados efeitos colaterais,
elevado tempo de espera para melhora sintomatoldgica e somente 50 a
60% dos pacientes apresentam remissdo total dos sintomas (TRIVEDI et
al., 2006; RACAGNI; POPOLI, 2008; LANNI et al., 2009).

Desta forma é necessaria a busca de novas terapias
antidepressivas ou de novas substancias que possam aprimorar 0
funcionamento dos farmacos ja utilizados na clinica. A atorvastatina é um
farmaco utilizado no tratamento da hipercolesterolemia, porém diversos
trabalhos ja demonstraram seus efeitos pleiotropicos. Além disso, é um
farmaco lipossolavel, seguro em altas doses e que apresenta poucos
efeitos colaterais (SCHACHTER, 2004; SCHWARTZ et al., 2001). J& foi
demonstrado que sua administracdo sub-cronica produz efeito
neuroprotetor frente & neurotoxicidade relacionada a exacerbagdo da
transmissdo  glutamatérgica induzida por 4cido quinolinico
(PIERMARTIRI et al., 2009), MPTP (CASTRO et al., 2013), pelo
peptideo beta amiloide (MARTINS et al., 2015). Bem como, em estudos
comportamentais, foi demonstrado seu efeito tipo-antidepressivo em
camundongos, sendo este diretamente correlacionado a modulagdo do
sistema serotoninérgico (LUDKA et al., 2014) e sistema glutamatérgico
(LUDKA et al., 2013).

Sendo assim, uma possivel associacdo da atividade
neuroprotetora e/ou antidepressiva da atorvastatina com uma determinada
subunidade dos NMDAR ajudara na compreensédo da fisiopatologia da
depressao e no mecanismo de agéo deste farmaco.
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Il. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral:

Avaliar o efeito neuroprotetor e tipo-antidepressivo da atorvastatina
em camundongos e identificar a dependéncia da composicdo de
subunidade no receptor NMDA sobre esses efeitos.

2.2. Objetivos Especificos:

1. Avaliar a participacdo das subunidades GIUN2A e GIuN2B no
efeito neuroprotetor da atorvastatina em fatias de hipocampo de
camundongos submetidas a toxicidade do glutamato ex vivo;

2. Avaliar a participacdo dos receptores NMDA sinapticos e extra-
sinapticos através da sua ativacdo com co-agonistas seletivos (D-
serina e glicina) no efeito neuroprotetor da atorvastatina.

3. Avaliar a participacdo das subunidades GIuUN2A e GIuN2B no
efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina em camundongos;
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111. MATERIAS E METODOS
3.1. Animais

Para a realizacdo 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 plasticas (15 animais por caixa) com agua e racao
ad libitum. Os protocolos para experimentos com animais foram
projetados de forma que o animal tenha o0 minimo de sofrimento possivel
e reduzindo ao maximo o numero de animais sacrificados (protocolo
PP955CEUA/UFSC).

3.2. Farmacos

Os animais receberam administracdes de atorvastatina (0,01 e 1
mg/kg - Lipitor Atorvastatina, Pfizer®) por via oral (p.0.) 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 analise comportamental
receberam uma Unica dose de atorvastatina (0,01 mg/kg, dose sub-ativa
para o efeito tipo-antidepressivo, segundo Ludka et al., 2013) 60 minutos
antes das analises comportamentais, enquanto os animais utilizados em
experimentos ex vivo receberam uma dose didria 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 agua filtrada (p.o.) e solucéo
salina (NaCl 0,9% i.p.) durante 0 mesmo periodo. Os tratamentos, tanto
para as solucgdes de fArmacos e solugdo de salina, foram administrados na
dose de 10upL/g de peso do animal. Nos experimentos ex vivo na
incubacdo de fatias hipocampais foram utilizados: ifenprodil (5, 10 e 20
M- Sigma Aldrich®), glicina (10puM -Sigma Aldrich®; Constantino et
al., 2014), D-serina (30 uM - Sigma Aldrich®; Constantino et al., 2014)
e glutamato (10mM - USB®) todos dissolvidos em tampéao Krebs-Ringer
bicarbonato.

3.3. Avaliagdo ex vivo da atividade neuroprotetora da
atorvastatina frente a 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 decapitacdo e seus hipocampos rapidamente removidos e mantidos
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em tampdo Krebs-Ringer bicarbonato (KRB) constituido de NaCl 122
mM; KCI 3 mM; CaCl; 1,3 mM; MgSO4 1,2 mM; KH.PO4 0,4 mM;
NaHCO3; 25 mM; D-glicose 10 mM, gelado e gaseificado com carbogénio
(95% O, - 5% COy) para a preparacdo de fatias hipocampais. As fatias
(0,4 mm de espessura) foram obtidas utilizando um fatiador de tecidos
Mcllwain e pré-incubadas em tampao KRB por 30 min a 37 °C. Com o
intuito de avaliar a participagdo da subunidade GIuN2B as fatias foram
pré-incubadas com ifenprodil (5, 10 ou 20uM) pelo periodo de 15
minutos.

O dano celular excitotoxico foi induzido através da incubacéo
das fatias de hipocampo por 1 hora com glutamato (10 mM) (LUDKA et
al., 2012) em tampao KRB. Apds este periodo, o meio foi substituido por
meio de incubacdo 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 pg/mL de gentamicina (meio KRB/DMEM) e as
fatias incubadas por 4 horas adicionais, para avaliagdo de redugéo da
viabilidade celular induzida por glutamato (LUDKA et al., 2012).

3.4. Avaliacdo de viabilidade celular

Ao final dos experimentos de inducdo de toxicidade
glutamatérgica, a viabilidade celular foi avaliada pela reducdo de MTT
(3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio brometo = Thiazolyl
blue). O MTT é um sal tetrazlio sollvel em agua, que é convertido a um
formazam parpura insollvel apos clivagem do anel de tetrazolio por
desidrogenases mitocondriais (JOCOBSSON & FOWLER, 1999). Apo6s
0 periodo de exposicao a toxicidade glutamatérgica, as fatias hipocampais
foram incubadas com MTT a 37 °C pelo periodo de 20 minutos. A
solubilizacéo do formazam reduzido foi realizada pela adigdo de dimetil-
sulféxido (DMSO) e mantido sob agitacdo por 30 minutos. A viabilidade
celular é proporcional & leitura da absorbancia medida em leitor de ELISA
(550 nm).

3.5. AvaliagGes comportamentais
3.5.1. Teste de Suspenséo pela Cauda (TSC)

Uma hora apds administragdo da atorvastatina (0,01 mg/kg) e 15
minutos apo6s a administracdo 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 acustica e visualmente, foram
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suspensos 50 cm acima do chdo por uma fita adesiva e 0 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 redugdo 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 chéo
dividido em 12 quadrados iguais. O nimero de quadrados cruzados com
as quatro patas foi registrado durante periodo de 6 minutos
(RODRIGUES et al., 1996).

3.6. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada através da Analise de variancia
de uma via e duas vias (ANOVA), seguida dos testes Duncan ou
Newman-Keuls. Os dados foram expressos como erro padrdo da média.
Foram considerados significativos valores com p < 0,05.
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1IV. RESULTADOS
4.1. Ensaio de viabilidade celular

Excitotoxicidade neural se refere aos danos celulares e & morte de
neurbnios devido a uma prolongada exposicdo ao glutamato e seu
associado influxo de ions na célula e ¢ um dos mecanismos fundamentais
envolvidos em degeneragdo neuronal (DONG et al. 2009). Estudos
prévios realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram que 0
tratamento continuo por 7 dias da atorvastatina (10 mg/kg) em
camundongos é capaz de prevenir a excitotoxicidade glutamatérgica
(LUDKA et al., 2012). Para investigar a participacdo da subunidade
GIuN2B no efeito neuroprotetor da atorvastatina, fatias de hipocampo
foram incubadas com o antagonista do NMDAR seletivo para a
subunidade GIUN2B, ifenprodil. Foi realizada uma curva de concentracéo
em busca das concentracdes efetivas e sub-ativas do ifenprodil frente a
excitotoxicidade gerada por 10 mM de glutamato. As fatias de
hipocampo foram pré-incubadas por 15 minutos com ifenprodil (5, 10 ou
20 UM) e apos esse periodo foi adicionado glutamato (10 mM) por uma
hora, para inducdo de excitotoxicidade.

Conforme previamente demonstrado, glutamato 10 mM promoveu
reducdo da viabilidade das fatias hipocampais. O ifenprodil per se ndo
alterou significativamente a viabilidade celular, quando comparado ao
grupo controle. Na presenca de glutamato o ifenprodil preveniu
parcialmente a redugdo da viabilidade celular causada pelo glutamato
(Fig. 3). A concentracdo de ifenprodil 20 uM foi utilizada para realizacdo
dos experimentos subsequentes.
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Figura 3. Avaliacao do efeito de diferentes concentracdes de ifenprodil sobre
a viabilidade celular frente a toxicidade de glutamato em fatias de
hipocampo (in vitro). O efeito neuroprotetor de diferentes concentra¢des de
ifenprodil (5, 10 ou 20 pM) incubadas por 15 minutos antes da adicdo de
glutamato, incubado por 1 hora, foi analisado pelo método de reducéo do MTT.
O grupo controle esta representado pela linha pontilhada (100 %). Valores
expressos como média + erro padrdo (n= 3) * indica grupo significativamente
diferente do controle. # indica grupo ndo 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 so € obtido com o tratamento de 7 dias na
dose de 10 mg/kg (p.o.), sendo que a dose de 1 mg/kg ndo promove efeito
protetor. Com o objetivo de identificar um possivel efeito somatorio entre
a atorvastatina e o ifenprodil (antagonista seletivo da subunidade
GIuN2B). Os animais foram tratados durante 7 dias consecutivos com a
dose sub-ativa para neuroprotecdo da atorvastatina (1 mg/kg, p.o.), 0s
animais controle receberam veiculo durante este mesmo periodo. No
oitavo dia os animais foram sacrificados e os hipocampos foram
dissecados, fatiados e incubados com ifenprodil 20 uM e glutamato 10
mM.

Os grupos atorvastatina e ifenprodil per se ndo apresentaram
nenhuma alteracdo da viabilidade celular em relagdo ao grupo controle.
A dose sub-ativa de atorvastatina e a concentragdo sub-ativa de ifenprodil
per se ndo 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 concentragcdo sub-ativa de
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ifenprodil, apresentou um efeito somatdrio dos farmacos prevenindo a
reducdo da viabilidade celular causada pela excitotoxicidade induzida
pela glutamato (Fig. 4).
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Figura 4. Envolvimento da subunidade GIuN2B do receptor NMDA no
efeito neuroprotetor do tratamento sub-cronico da atorvastatina em
camundongos. Analise ex vivo da viabilidade celular em fatias de hipocampo
incubadas com glutamato. Agua filtrada ou atorvastatina (1 mg/kg) foram
administradas por gavagem uma vez ao dia por 7 dias. Em fatias de hipocampo,
ifenprodil (20puM) foi pré-incubado por 15 minutos antes da co-incubacdo com
glutamato (10 mM) por 1 hora. O grupo controle foi considerado 100%. Valores
expressos como média + erro padrdo (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).

Ja foi demonstrado que a ativacdo de NMDAR que apresentam a
subunidade GIUN2A induz aumento da expressdo de BDNF produzindo
condi¢des ideais pra neuroplasticidade. No entanto, ativagdo da
subunidade GIuUN2B bloqueia a expressdo de BDNF resultado em morte
celular (DUMAN, 2004). Sendo assim, foi avaliada a participacdo de
receptores GIUN2A e GIuN2B no efeito neuroprotetor do tratamento da
atorvastatina, através da utilizacdo dos co-agonistas preferenciais destas
subunidades, na avaliacdo de viabilidade das fatias hipocampais, ex vivo.
Os animais foram tratados 7 dias com atorvastatina (10 mg/kg) e os
animais controle receberam veiculo nesse mesmo periodo. Para avalia¢do
da participacdo da subunidade GIUN2A fatias foram incubadas com seu
co-agonista preferencial, D-serina. As fatias de hipocampo foram pré-
incubadas por 15 minutos com D-serina (30 UM — Constantino, 2014) e
apos esse periodo foi adicionado glutamato (10 mM) por uma hora.
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Os animais tratados com veiculo e que tiveram suas fatias incubadas
com D-serina ndo apresentaram nenhuma alteracdo na viabilidade celular.
No entanto, quando incubadas com glutamato e glutamato/D-serina
apresentaram uma reducdo significativa na viabilidade celular (p<0,05).
Os animais tratados com atorvastatina ndo apresentaram alteracdo na
viabilidade celular em comparagdo com o grupo controle. Quando
tiveram suas fatias incubadas com glutamato apresentaram
neuroprotecdo, prevenindo a reducdo 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 a toxicidade do glutamato foi parcial (Fig. 5).
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Figura 5. Envolvimento da subunidade GIUN2A no efeito neuroprotetor do
tratamento sub-cronico de atorvastatina em camundongos. Anélise ex vivo
da viabilidade celular em fatias de hipocampo incubadas com glutamato. Agua
filtrada ou atorvastatina (10 mg/kg) foram administradas por gavagem uma vez
ao dia por 7 dias. Nas fatias de hipocampo, D-serina (10 uM) foi pré-incubada
por 15 minutos antes da co-incubagdo com glutamato (10 mM) por 1 hora. O
grupo controle (linha pontilhada) foi considerado 100%. VValores expressos como
média + erro padrdo (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 participagdo da subunidade GIuUN2B
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 uM — Constantino, 2014) e ap6s esse periodo o glutamato (10
mM) foi incubado por uma hora. Os animais tratados com veiculo e suas
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fatias incubadas com glicina ndo apresentaram nenhuma alteracdo na
viabilidade celular. No entanto, quando incubadas com glutamato ou
glutamato/glicina, apresentaram uma reducéo significativa na viabilidade
celular (p<0,05). Os animais tratados com atorvastatina ndo apresentaram
alteracdo na viabilidade celular em comparagdo com o grupo controle.
Estes animais quando tiveram suas fatias incubadas com glutamato
apresentaram neuroprotecgéo, prevenindo a redugéo 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
protecdo frente a toxicidade glutamatérgica (Fig. 6).
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Figura 6. Envolvimento da subunidade GIuN2B no efeito neuroprotetor do
tratamento sub-crénico de atorvastatina em camundongos. Andlise ex vivo
da viabilidade celular em fatias de hipocampo incubadas com glutamato. Agua
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
(10uM) 15min antes da co-incubagdo com glutamato (10 mM) por 1 hora. O
grupo controle foi considerado 100%. Valores expressos como meédia + erro
padrdo *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. AvaliagBes comportamentais

Resultados anteriores do nosso grupo demonstraram o efeito
tipo-antidepressivo da administracdo aguda da atorvastatina (0,1 — 30
mg/kg, p.0.) no TSC e a participacdo de interacdo 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 realizac¢do do teste de suspensdo 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 analise comportamental (dados ndo mostrados).

O tratamento com ifenprodil nas doses 0,1, 0,5 e 1 mg/kg
(GHASEMI et al.,, 2010) ndo apresentou reducdo no tempo de
imobilidade dos camundongos no TSC, sendo consideradas doses sub-
ativas, enquanto que a dose de 3 mg/kg apresentou reducao significativa
(p<0,05) no tempo de imobilidade (Fig. 7). Nenhuma das doses
apresentou alteracdo 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
realizacdo 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 administragdo 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 nimero de cruzamentos no TCA (B) em camundongos foi analisado.
Valores expressos como média + erro padrdo (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 identificacdo da participacdo da subunidade GIuUN2B no
efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina, os animais receberam uma
administracdo 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 avaliacGes
comportamentais, seguida do ifenprodil que foi administrado 15 minutos
antes das analises. N&o foi observado efeito somatério entre as doses sub-
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ativas destes farmacos 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 GIuN2B do receptor NMDA no
efeito tipo-antidepressivo em camundongos no TSC. O efeito da
coadministra¢do aguda das doses sub-ativas de atorvastatina (0,01 mg/kg, p.o.) e
ifenprodil (0,5 mg/kg, i.p. - antagonistas GIuN2B) no tempo de imobilidade no
TSC (A) e no nimero de cruzamentos no TCA (B) em camundongos. Valores
expressos como média * erro padrdo (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. DISCUSSAO

Distdrbios no sistema de aminoécidos excitatorios, como o
glutamato e agonistas glutamatérgicos enddgenos podem contribuir para
a patologia da depressao e outras sindromes neuropsiquiatricas, além de
doencas neurodegenerativas (JAVITT et al., 1990; DONG et al., 2009).
Estudos desde a década de 1990 tem apontado a relagéo entre glutamato
e sua participacdo na fisiopatologia da depressdo (TRULLAS &
SKOLNICK, 1990). De acordo com Sanacora e colaboradores (2008)
farmacos antidepressivos modulando o sistema glutamatérgico, elevaram
as especulagdes sobre a participacdo deste sistema na fisiopatologia dos
transtornos de humor. De acordo com McCarthy e colegas a ativacéo
excessiva do sistema glutamatérgico seria uma das causas da depresséo,
levantando a hipdtese de uma depressdo dependente de glutamato. Sua
hipotese se baseia, entre tantas outras, nas evidéncias de que alteragdes na
homeostase e neurotransmissdo glutamatérgica estdo presentes
fisiopatologia da depressdo (HASHIMOTO et al., 2009; PITTENGER et
al., 2007).

Estudo demonstrou a modulacdo do sistema glutamatérgico a
partir do estimulo crénico por antidepressivos inibidores seletivos de
receptacdo de serotonina (ISRS) em astrocitos (HERTZ et al. 2015).
Além disto, foi demonstrada a participacdo da subunidade GIUN2B no
efeito antidepressivo da Fluoxetina, também um ISRS (VIZI et al. 2012).
Desta forma, tem sido sugerido que a transmissdo glutamatérgica
contribui para a manutencéo do tdnus monoaminérgico. Estudos da Gltima
década tém apontado que farmacos que modulam a transmissdo
glutamatérgica sdo 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 farmaco que além do
seu efeito hipolipemiante, apresenta varios efeitos pleiotrépicos, que
parecem depender da interacdo com receptores glutamatérgicos
(GHANIZADEH & HEDAYATI, 2013). Também foi demonstrado que
o efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina depende da participacéo do
sistema serotoninérgico, visto que animais tratados com atorvastatina e
para-clorofenilalanina (PCPA), inibidor da triptofano hidroxilase (enzima
marca-passo na via de sintese da serotonina, 5-HT), tiveram seu efeito
tipo-antidepressivo bloqueado. Ainda, o pré-tratamento com antagonistas
de receptores 5-HTia 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 farmacos, Ludka e colaboradores (2016) demonstraram um efeito
neuroprotetor da atorvastatina frente ao estresse oxidativo e a disfuncéo
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 classico utilizado
na clinica. Vizi e colaboradores (2012) demonstraram a relacdo do efeito
antidepressivo da fluoxetina, com seu efeito neuroprotetor através da
modulacdo de NMDAR, mais especificamente a subunidade GIuN2B. Da
mesma forma, nosso grupo demonstrou a importancia dos NMDAR no
efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina, visto que seu efeito foi
prevenido pela administracdo de NMDA. Sendo assim, consideramos de
grande importancia a investigacdo da composicdo das subunidades dos
NMDAR, principalmente da subunidade GIuN2B no efeito tipo-
antidepressivo e neuroprotetor da atorvastatina.

De acordo com Zhou & Sheng (2013), alteracGes na atividade
dos NMDAR como alteracfes na atividade receptor-canal, expresséo de
subunidades e localizacdo, podem contribuir para diversas condi¢Ges
neurolégicas e psiquiatricas. O efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina
esta altamente correlacionado com sua atividade neuroprotetora, no
entanto o efeito tipo-antidepressivo é observado agudamente (1 hora apos
a administracao), ou com um tratamento sub-crénico de 7 dias (LUDKA
et al., 2012; 2016), enquanto que o efeito neuroprotetor s é observado
com o tratamento de 7 dias (LUDKA et al., 2012). Nosso grupo ja
demonstrou que este efeito neuroprotetor se da por meio da reducdo de
NO, ERO e na manutencdo do potencial de membrana mitocondrial
(LUDKA et al., 2016), bem como do aumento na producdo de BDNF e
participacdo de receptores NMDA (LUDKA et al., 2013).

Pesquisas demonstraram associagao entre a sinalizagdo de morte
celular e a ativacdo da subunidade GIuN2B (TERASAKI 2010;
HARDINGHAM et al., 2002). Desta forma, o desenvolvimento de
antagonistas seletivos para a subunidade GIuN2B, mais seletivos e com
menos efeitos colaterais que o ifenprodil, torna-se importante para o
tratamento de doencas no SNC (CHAZOT, 2004). De acordo com Falck
e colaboradores (2014), a interacdo do ifenprodil com NMDAR resulta na
reducdo do influxo de célcio, ocasionando efeito neuroprotetor e
anticonvulsivante. Com o intuito de investigar a participacdo desta
subunidade no efeito neuroprotetor da atorvastatina, foi realizada uma
curva de concentragdo em busca das doses ativas e sub-ativas de
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ifenprodil (5 — 20 pM), os resultados demonstraram apenas protecdo
parcial da excitotoxicidade induzida por glutamato. Provavelmente, a
identificacdo deste efeito parcial se da porque ifenprodil bloqueia a
ativacdo somente dos receptores que contem a subunidade NGIlu2B em
sua composicdo e sabe-se que o0 hipocampo apresenta tanto a composicao
GIuN1-GIluN2B, quanto GIUN1-GIuN2A (ZHOU & SHENG, 2013). A
associacdo de doses sub-ativas de atorvastatina (in vivo) e ifenprodil (ex
vivo) preveniu a reducdo na viabilidade celular induzida pela
excitotoxicidade do glutamato. Estudos demonstraram a participagdo da
subunidade GIuN2B no efeito neuroprotetor da atorvastina frente ao dano
induzido por &cido quinolinico (agonista de GIuN2B) (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 participacdo da subunidade GIuUN2B no
efeito neuroprotetor da atorvastatina frente a excitotoxicidade
glutamatérgica. Segundo Kiss et al. (2012), o efeito terapéutico de um
farmaco se da através da contribuicdo de uma série de interagdes farmaco-
alvo, no entanto, devido ao seu papel fundamental em vias de morte
celular, a inibicdo de subunidade GIuUN2B de NMDAR pode ser um
importante mecanismo de neuroprotecdo e antidepressivo.

Tem sido sugerido que elevados niveis extra-sinapticos de
glutamato podem resultar em danos celulares devido a ativacdo dos
receptores de glutamato extra-sinapticos resultando em perturbagdes nas
fungdes celulares e neurodegeneracdo (HARDINGHAM & BADING,
2010. A distribuicdo de NMDAR compostos pelas subunidades GIUN2A
e GIuN2B néo é similar, e em um cérebro adulto a subunidade GIUN2A
se concentra na regido sinaptica enquanto a GIuN2B se concentra na
regido extra-sinaptica (TRAYNELIS et al., 2010). Além da identificacdo
da localizagdo das subunidades do NMDAR, foi demonstrado que 0s
NMDAR que expressam a subunidade GIuN2B mostraram ter 10 vezes
mais afinidade pela glicina do que os que expressam GIuUN2A, o qual
apresenta maior afinidade pela D-serina (PAUL & DE BELLEROCHE,
2014).

Com o objetivo de avaliar a participacdo das subunidades
GIuN2A e GIuN2B no efeito neuroprotetor da atorvastatina, fatias
hipocampais foram incubadas com glutamato na presenca de seus co-
agonistas, D-serina (30 uM) ou glicina (10uM), respectivamente. Com
esta estratégia, objetivamos induzir uma maior ativacao das subunidades
do NMDAR, através do aumento da concentracdo 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 0s co-agonistas e glutamato para
analise de viabilidade celular. Resultados demonstraram que o efeito
neuroprotetor da atorvastatina frente a excitotoxicidade glutamatérgica é
parcialmente prevenido na presencga co-agonista da subunidade GIuN2A
de receptores, principalmente sindpticos, a D-serina (Fig. 5). Enquanto
gue na presenca do co-agonista da subunidade GIUN2B de receptores,
principalmente, extra-sinapticos, glicina, o efeito neuroprotetor da
atorvastatina € completamente mantido (Fig. 6). Sendo assim, podemos
sugerir que a atorvastatina interage com e bloqueia a ativacdo da
subunidade GIuN2B dos NMDAR, quando esta é ativada pela presenca
de seu co-agonista preferencial, glicina.

Estudos tém sugerido que independente da sua localizagdo,
sinaptica ou extra-sinaptica, 0s NMDAR que apresentam a subunidade
GIuN2A atuam na sinalizagdo de sobrevivéncia celular enquanto que a
ativacdo da subunidade GIuN2B resulta em aumento de apoptose neural
(ZHOU & BAUDRY, 2006; TERASAKI 2010). Em concordancia,
guando ativada a subunidade GIuN2B através da glicina, a atorvastatina
foi capaz de prevenir totalmente a reducgéo da viabilidade celular.

ModificacBes da transmissdo sinaptica, da neurogénese, da
expressdo génica, e ainda a modulagdo de outros sistemas de
neurotransmissores, exemplificam a extensa variedade de alvos
farmacol6gicos dos antidepressivos (RACAGNI E POPOLI, 2008).
Tizabi (2016) discute que grande maioria de antidepressivos atua por vias
neuroprotetora, sendo seu efeito antidepressivo dependente da acédo
neuroprotetora. Estudos com cetamina, antagonista de NMDAR,
demonstraram seu efeito antidepressivo, rapido e duradouro, de doses
sub-anestésicas em pacientes depressivo, sendo este causado pelo
aumento de BDNF plasmético (HAILE et al., 2014). Foi observado ainda,
o efeito neuroprotetor da cetamina frente a privacdo de oxigénio e glicose
(EMNETT et al., 2013). Estudos em nosso laboratério demonstraram o
envolvimento do sistema serotoninérgico (LUDKA et al., 2014), da via
PIBK/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 sitio de unido da
glicina em NMDAR demonstrou efeito tipo-antidepressivo em ratos
(ZHU et al., 2013) e que pacientes com depressao e transtorno bipolar
apresentam uma diminuig&o significativa na densidade do sitio de unido
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 GIuN2B, em pacientes depressivos, considerando esses dados
uma prova do efeito antidepressivo de antagonistas de GIuN2B.

Para a avaliagéo da participagdo da subunidade GIuN2B no efeito
tipo-antidepressivo da atorvastatina, inicialmente foi realizada uma curva
de dose-resposta para estabelecer a dose sub-ativa de ifenprodil,
antagonista ndo competitivo da subunidade GIuN2B. Foi selecionada a
dose de 0,5 mg/kg (i.p.) como sub-ativa. Surpreendentemente, a
coadministragcdo 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 néo
apresentou nenhuma alteragdo no tempo de imobilidade dos animais no
TSC, bem como atividade locomotora no TCA.

Apesar de apresentar alta afinidade com a subunidade GIuN2B
(CHAZOT, 2004) estudos demonstraram que durante sua
biotransformacéo, o ifenprodil pode ser convertido a diversos metabolitos
secundarios, resultando em uma baixa biodisponibilidade (FALCK et al.,
2014). Adicionalmente, seu efeito inibitério maximo ocorre 60 minutos
apos sua administragdo 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 reducdo do tempo de
imobilidade, porém, para a realizacdo dos experimentos com atorvastatina
foi selecionada a dose sub-ativa (0,5 mg/kg). Considerado a baixa
biodisponibilidade do ifenprodil, é possivel que esta dose selecionada
pode ndo ter sido suficiente para manter a biodisponibilidade necessaria
para co-bloqguear o NMDAR na presenca 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 somatdrio com o antagonista de
canal NMDAR ativado, MK-801, fica claro que seu efeito depende da
interacdo com receptores NMDA. Estudos adicionais, utilizando outros
antagonistas sintéticos da subunidade GIuN2B e avaliando os efeitos dos
co-agonistas D-serina e glicina in vivo, contribuirdo para identificar se o
efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina também depende da interacéo
com GIuN2B.

Este conjunto de resultados mostra claramente que o efeito
neuroprotetor da atorvastatina depende de sua interagdo (e bloqueio) da
subunidade GIuN2B dos NMDAR. Se esta mesma interacdo também
medeia o efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina, € um tema que ainda
necessita comprovagdo experimental.
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V1. CONCLUSOES

e Ifenprodil na concentracdo de 20uM previne parcialmente a
reducdo na viabilidade celular de fatias hipocampais induzida
pela excitotoxicidade glutamatérgica.

e O tratamento sub-crénico de atorvastatina em sua dose sub-ativa
(1 mg/kg, p.o.) apresentou efeito somatdrio com o tratamento de
ifenprodil em sua concentragdo sub-ativa in vitro, prevenindo a
excitotoxicidade induzida por glutamato.

e A incubacdo com o co-agonista da subunidade GIuN2A, D-
serina, aboliu parcialmente a neuroprotecdo induzida pelo
tratamento como  atorvastatina frente a  toxicidade
glutamatérgica.

e Aincubacdo com o co-agonista da subunidade GIuN2B, glicina,
ndo alterou a neuroprotecdo induzida pela atorvastatina frente a
toxicidade glutamatérgica.

e A administragdo de ifenprodil (3mg/Kkg, i.p.) apresentou reducdo
no tempo de imobilidade de camundongos no TSC.

e A co-administracdo de atorvastatina e ifenprodil em suas doses
sub-ativas ndo apresentou reducdo no tempo de imobilidade de
camundongos no TSC.

VII. PERSPECTIVAS

e Auvaliar o efeito da co-administracdo 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.

e Auvaliar o efeito da administracdo dos co-agonistas, D-serina e
glicina, em conjunto com o tratamento da atorvastatina no TSC
e TCA.

e Identificar se o bloqueio (ou ativacdo) da subunidade GIuN2B
interfere com os mecanismos de neuroprotecdo induzidos pela
atorvastatina, como a reducéo dos niveis de ROS e NO, alteracdo
no potencial de mitocondria e liberagdo de glutamato, eventos
induzidos pela toxicidade glutamatérgica
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