Fabiana Kalyne Ludka

ESTUDO DOS MECANISMOS ENVOLVIDOS NO EFEITO
NEUROPROTETOR E TIPO-ANTIDEPRESSIVO DA
ATORVASTATINA

Tese submetida ao Programa de POs-
graduacdo em  Bioquimica da
Universidade  Federal de Santa
Catarina para a obtengdo do Grau de
doutor em Bioquimica.

Orientadora: Prof* Dr®. Carla Inés
Tasca

Florian6polis
2016



Ficha de identificacéo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geracé&o Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Ludka, Fabiana Kalyne

ESTUDO DOS MECANISMOS ENVOLVIDOS NO EFEITO
NEURCOPROTETOR E TIPO-ANTIDEPRESSIVO DA ATORVASTATINA /
Fabiana Kalyne Ludka ; orientadora, Carla Inés Tasca -
Florianépolis, SC, 2016.

206 p.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Biolégicas. Programa de Pés
Graduagio em Bioguimica.

Inclui referé&ncias

1. Bioguimica. 2. Atorvastatina. 3. Efeito tipo
antidepressivo. 4. Efeito neuroprotetor. 5. Neuroprotecgdo.
I. Tasca, Carla Iné&s. II. Universidade Federal de Santa
Catarina. Programa de P&s-Graduagio em Bioguimica. III. Titulo.




“Estudo dos mecanismos envolvidos no efeito neuroprotetor e tipo-
antidepressivo da atorvastatina”

Por
Fabiana Kalyne Ludka
Tese julgada e aprovada em sua forma final pelos membros titulares da Banca

Examinadora (007/PPGBQA/2016) do Programa de Pds-Graduagdo em Bioquimica -
UFSC.

Y =R

Prof(a). Dr(a). Carlos pere¥ Sfiva
Coordenadér(a) do Programa de Pds-Graduagdo em Bioquimica

\
Dr(a) Carla Ines:Tasc (Univérsidade Federal de Santa Catarina)
Orfentador(a)

Sim erw )1l >

Dr(a) Simone Molz (Universidade éo/Contestado)

d;w'lm/ 2/(,“/7/}’1,{\

Dr(a) Josiane Budnv(Universidade do Extremo Sul Catarinense)

Dr(a) Rodrigo Bainy LeaI\MrMade Federal de Santa Catarina)

} e MZ@ )LQU/ 6%/@’"7*/(’{@'

Dr(a) Patricia deiijardo niversidade Federal de Santa Catarina)

Dr(a) Tetsadé Camboim Eilzerra Piermartiri (Unlver5|dade Federal de Santa
Catarina)

Floriandpolis, 26 de fevereiro de 2016.






AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a professora orientadora, Dra Carla I.
Tasca, pela oportunidade, por todos os ensinamentos e experiéncia
repassada,pela paciéncia, dedicagdo e confianca;

Aos professores do colegiado do PPG/BQA UFSC, em especial
a professora Dra Ana Lucia Severo Rodrigues, pelos ensinamentos, pelo
incentivo, pela paciéncia e principalmente por toda discusséo cientifica
gue auxiliou na execucao deste trabalho;

A minha primeira orientadora e incentivadora prof® Dr® Simone
Molz. Obrigada por abrir as portas desse mundo tdo instigante e por ser
0 exemplo de pesquisadora que me fez almejar seguir avidamente por
este caminho;

A minha familial Minha mae, Salete Adur Ludka pela
disposicdo, pela companhia e pelo amor inesgotavel. Sem vocé eu ndo
teria conseguido! Ao meu pai Orestes Silvio Ludka que sempre
acreditou no meu sucesso e sabiamente soube me guiar e incentivar a
tomar decisdes certas; e a minha irmd Flavia Rafaela Ludka, pela
companhia agradavel, por ser cimplice da minha jornada e acima de
tudo por me apoiar, ajudar e ser minha amiga. Ao meu noivo Roberto
Fernando Olsen pela paciéncia, compreensao e apoio;

A todos os pesquisadores do Laboratério de Neuroquimica 4,
em especial aqueles que auxiliaram diretamente na execucdo deste
trabalho. A minha amiga Leandra Celso Constantino. Muitos foram os
experimentos, as conversas, 0s seminarios, e as experiéncias trocadas.
Muito, muito obrigada pela tua companhia e tua amizade! A Tharine
Dal-Cim, pela amizade, pela ajuda e pelos ensinamentos repassados.
Obrigada por acreditar que no final tudo daria certo! A Luisa Binder e
ao Caio Massari pela disponibilidade para auxiliar na realizacdo dos
experimentos;

Aos pesquisadores do Laboratério de Neurobiologia da
depressdo, em especial ao Dr. Mauricio P. Cunha, pela disponibilidade
em ajudar na execucdo deste trabalho, pelos grandes momentos de
convivio e por todos 0s ensinamentos repassados;

As minhas amigas e companheiras de apartamento Gislaine
Kuminek e Gislaine Olescowicz. Obrigada pela companhia, por toda a
ajuda, pelo incentivo, pelas horas de conversas intermindveis e por
compartilharem comigo as dlvidas e angustias dessa vida académica!

A Universidade do Contestado, especialmente ao colegiado do
curso de Farmécia pelo incentivo e pela torcida;



A Fundacdo de Amparo & Pesquisa e Inovacdo do Estado de
Santa Catarina (FAPESC) pelo financiamento da pesquisa com bolsa
auxilio (Chamada Publica FAPESC n.01/2012. Projeto: “Estudo dos
mecanismos celulares e moleculares envolvidos no efeito neuroprotetor
e antidepressivo da atorvastatina”;

Ao0s animais experimentais. Obrigada por terem sido a
ferramenta para 0 meu aperfeicoamento;

A todos aqueles que direta ou indiretamente contribuiram para a
execucdo deste trabalho.



“O importante € ndo parar de questionar”
(Albert Einstein)






RESUMO

A atorvastatina é um farmaco da classe das estatinas, utilizado na clinica
médica h& algumas décadas para o tratamento dos altos niveis de
colesterol sérico. Estudos tém demonstrado que além deste efeito
primario, a atorvastatina desencadeia efeitos pleiotropicos. Os efeitos
neuroprotetor e tipo-antidepressivo da atorvastatina tém sido
demonstrados, no entanto, os mecanismos celulares e moleculares, a
participacdo de vias de sinalizacdo e neurotransmissores, bem como a
associacdo entre esses eventos ainda precisam ser elucidados. Desta
forma, investigou-se: i) o envolvimento dos sistemas adenosinérgico,
serotonérgico e da via de sinalizacdo PI3K/Akt/GSK-3B/mTOR no
efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina e i) o efeito tipo-
antidepressivo e neuroprotetor do tratamento repetido com atorvastatina
frente as alteragdes induzidas pelo peptideo APi4o, bem como pela
toxicidade induzida por glutamato. Os resultados demonstraram que a
atorvastatina desencadeia efeito tipo-antidepressivo que depende da
modulagdo dos receptores A; de adenosina, mas ndo dos receptores Aza
ou dos niveis de adenosina. O efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina
também depende da modulacéo dos receptores de serotonina (5-HT) dos
subtipos 5-HT;n e 5-HT,ac € dos niveis encefalicos de 5-HT.
Demonstrou-se que a via de sinalizacdo PI3K/AKt/GSK-33/mTOR ¢é
crucial para o efeito tipo-antidepressivo da atorvastina, através de testes
comportamentais e pelo aumento da fosforilagdo hipocampal das
proteinas  Akt, GSK-3 ¢ mTOR. O efeito tipo-antidepressivo e
neuroprotetor da atorvastatina frente as alteracdes comportamentais e
neurotoxicas induzidas pelo peptideo APi.40 dependem do aumento da
razdo mBDNF/pro-BDNF ocasionado pela clivagem induzida pelas
proteases tPA e pll. A atorvastatina previne ainda o aumento
hipocampal de dxido nitrico, de espécies reativas de oxigénio, bem
como a alteracdo do potencial de membrana mitocondrial e a perda de
viabilidade celular ocasionada pela toxicidade induzida por glutamato in
vitro. Resultado similar foi observado para o tratamento com fluoxetina.
A associacdo entre o efeito tipo-antidepressivo e neuroprotetor do
tratamento repetido com atorvastatina foi evidenciado, e demonstrou-se
que o tratamento agudo com atorvastatina ndo exerce efeito
neuroprotetor frente a toxicidade glutamatérgica. Desta forma, esta tese
contribui para demonstrar os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos no efeito tipo-antidepressivo e neuroprotetor da
atorvastatina.






ABSTRACT

Atorvastatin is a drug that belongs to statins group and that is largely
used in clinical medicine for the treatment of high serum cholesterol
levels. Studies have shown that in addition to this primary effect,
atorvastatin also triggers pleiotropic effects. The neuroprotective and
antidepressant-like effects of atorvastatin have been demonstrated,
however cellular and molecular mechanisms, the involvement of
signaling pathways and neurotransmitters, as well as the association
between these events remain to be elucidated. Thus we investigated: i)
the involvement of adenosinergic and serotonergic systems and the
PI3K/Akt/GSK-3B/mTOR signaling pathway in the antidepressant-like
effect of atorvastatin, and ii) the neuroprotective and antidepressant-like
effect provided by repeated atorvastatin treatment against APi.go-
induced alterations or glutamate-induced toxicity. Atorvastatin exerts
antidepressant-like effect that depends on the adenosine A; receptors,
but not on adenosine levels or A,n receptors. The atorvastatin
antidepressant-like effect also depends on serotonin (5-HT) levels and 5-
HT.;a and 5-HT,ac receptors subtypes. We also demonstrated that
PI3K/AKt/GSK-3B/mTOR signaling pathway is critical for atorvastatin
antidepressant-like  effect, by behavioral tests and increased
phosphorylation of Akt, GSK-3B and mTOR in mice hippocampus. The
neuroprotective and antidepressant-like effect of atorvastatin against
ApP1.40-induced toxicity depends on the increase in mBDNF/pro-BDNF
ratio promoted by tPA and pll proteases. Atorvastatin also prevents
hippocampal increase of nitric oxide, reactive oxygen species and the
alteration of mitochondrial membrane potential and cell viability
induced by in vitro glutamate challenge. Similar results were observed
for fluoxetine treatment. The association between the antidepressant-like
and neuroprotective effect of atorvastatin-repeated treatment was shown
and acute atorvastatin treatment showed no effect on glutamate-induced
toxicity. This study contributed to unravel the cellular and molecular
mechanisms involved in the neuroprotective and antidepressant-like
effects of atorvastatin.
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1 INTRODUCAO
1.1 Depressédo: Consideracdes Gerais

A depressdo é um transtorno mental crénico e recorrente
associado a diminuicdo da qualidade de vida e ao aumento da morbidade
e mortalidade (Spijker et al., 2004; Ustin et al., 2000), de forma que
promove sofrimento incalculavel, prejuizos funcionais que limitam a
vida social do paciente e acarretam altos custos financeiros (Mclntyre et
al., 2006; Picchini et al., 2004; Prince et al., 2007). E caracterizada por
humor deprimido, anedonia, irritabilidade, sentimento de desvalia ou
culpa, dificuldade de concentracdo e anormalidades do apetite e sono,
fadiga e pensamentos recorrentes de morte e suicidio (Nestler et al.,
2002).

O diagndstico de depressdao maior pode ser realizado de acordo
com o Manual diagndstico e estatistico dos transtornos mentais (DSM-
V), que propde como principais critérios: i) a presenca de humor
deprimido ou anedonia por um periodo superior a duas semanas; ii)
prejuizo das fungdes sociais, ocupacionais e educacionais; iii) presenca
de sintomas especificos como humor deprimido e irritacdo; diminuicdo
do interesse e prazer pela maioria das atividades; mudancas
significativas de peso corpdreo, apetite e sono; fadiga e sentimentos de
inutilidade; culpa excessiva, diminuicdo da concentracdo e tentativa de
suicidio (Compare et al., 2014).

A Organizacdo Mundial da Salde apontou a depressdo como a
quarta causa de incapacidade em 1990 e acredita que em 2020, este
transtorno de humor venha a ser o segundo causador de incapacidades
em todo o0 mundo (Murray e Lopez, 1996). O transtorno acomete duas
vezes mais mulheres do que homens (Van de Velde; Bracke; Levecque,
2010), e estima-se que um a cada seis individuos nos Estados Unidos da
Ameérica ird desenvolver depressdo durante a vida, com o primeiro
episodio na infancia ou adolescéncia (Kessler et al., 2005). No Brasil a
prevaléncia de depressdo ao longo da vida é de 18,4 %, uma das mais
altas do mundo (Bromet et al., 2011).

Apesar da alta incidéncia mundial, ndo existe um claro consenso
acerca da neuropatologia da depressdo (Krishnan e Nestler, 2010). Ja se
sabe que fatores genéticos e ambientais contribuem para a
vulnerabilidade de um individuo ao desenvolvimento desta doenga
(Ansorge et al., 2007), e varias teorias tem sido propostas para tentar
explicar a etiologia e a neurobiologia deste transtorno (Shaltiel; Chen;
Maniji, 2007).
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1.1.1  Bases hioldgicas da depressdo

Uma das mais antigas e bem aceitas teorias propostas para
explicar as bases bioldgicas e neuroanatdmicas da depressdo é a teoria
monoaminérgica (Hirschfeld, 2000). Proposta h4d mais de 40 anos atras,
esta teoria baseou-se na observacdo de que os sintomas clinicos dos
pacientes com depressdo sdo influenciados pela manipulagédo
farmacoldgica do sistema monoaminérgico. Desta forma, a teoria
monoaminérgica da depressao postula que uma deficiéncia funcional ou
quantitativa das monoaminas, em especial da 5-hidroxitriptamina ou
serotonina (5-HT) e/ou da noradrenalina (NA) em regides cerebrais
(Coppen, 1967; Schildkraut, 1965), seria o fator responsavel pelas
alteragdes encefalicas e pela sintomatologia clinica dos pacientes com
depressao.

Alteracfes na neurotransmissao serotonérgica tém sido apontadas
como um fator comum nas doencas psiquiatricas, em especial na
depressdo. A 5-HT é um neurotransmissor sintetizado a partir do
aminodcido triptofano (TRYP) por acdo das enzimas triptofano
hidroxilase (TH) e L-aminoacido aromatico descarboxilase (AADC). A
5-HT atua por interagir com multiplos receptores divididos em 7
subtipos (5-HT:R — 5-HT;R) (Figura 1) (Kriegebaum et al., 2010;
Owens e Nemeroff, 1994). Dentre os subtipos de receptores, 0s 5-
HT1aR e 5-HTR,acR encontram-se entre 0s mais bem estudados e
parecem estar envolvidos na etiologia da depressdo e no mecanismo de
acdo dos antidepressivos respectivamente (Artigas, 2012; Blier e Abbott,
2001). Apesar de ambos serem receptores acoplados a proteinas-G
(Kriegebaum et al., 2010) e estarem localizados nos terminais pos-
sinapticos, os 5-HT;AR podem também estar localizados nos terminais
pré-sindpticos e atuar como auto-receptores inibitérios, sendo que o
aumento da expressdo desses auto-receptores ja foi demonstrado em
pacientes com depressdo (Boldrini et al., 2008; Parsey et al., 2002;
Stockmeier et al., 1998).
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Figura 1. Esquema da neurotransmissdo serotonérgica. a) Triptofano
hidroxilase (TH) cataliza a conversdo do triptofano (TRYP) a 5-
hidroxitriptofano (5-HTP). b) Aminoacido aromatico descarboxilase (AADC)
catalisa a conversao de 5-HTP a 5-hidroxitriptamina ou serotonina (5-HT). ¢) 5-
HT é estocado em vesiculas e d) liberado para a fenda sinaptica. €) 5-HT pode
ativar subtipos de receptores da familia 5-HT (1-7) e ativar ou inibir vias de
transducéo de sinal no neurdnio pés-sinaptico. f) 5-HT é captada no neurdnio
pré-sindptico pelos transportadores de 5-HT. g/h) nos terminais pré-sinapticos
5-HT pode ser estocado em vesiculas ou degradado pela monoamina-oxidase
(MAO). i) 5-HT ativa o auto-receptor pré-sinaptico 5-HT,,, que pode ser
blogueado por antagonistas seletivos de receptor de 5-HTya. j) Inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), como a fluoxetina inibem o
transporte de 5-HT. 5-HIAA, &cido 5-hidroxi-indol-acético; AC, adenilato
ciclase; DAG, diacilglicerol; IP5 inositol-1,4,5 trifosfato; PIP,, fosfatidilinositol-
4,5-bifosfato (Adaptado de Wong; Perry; Bymaster, 2005).

Uma das mais convincentes evidéncias da participacao do sistema
serotonérgico na etiologia da depressdo envolve o alivio dos sintomas
depressivos por antidepressivos Inibidores Seletivos da Recaptacéo de
Serotonina (ISRS) (Elhwuegi, 2004). Além disso, o fato de que uma
concentracdo reduzida de 5-HT, bem como de seu principal metabdlito,
0 &cido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) ter sido encontrada no tecido
encefalico de pacientes com depressdo (em analises postmortem)
(Asberg et al., 1976; Roy et al., 1989) reforcam a importancia da
participacdo do sistema serotonérgico na etiologia desta doenga. Desta
forma, os tratamentos baseados na teoria monoaminérgica resultaram
em importantes descobertas clinicas e impulsionaram o entendimento
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acerca dos mecanismos fisiopatoldgicos deste transtorno do humor,
melhorando as opgdes de tratamento (Niciu; Kelmendi; Sanacora, 2012).

Classicamente os antidepressivos podem ser divididos em: i)
inibidores da monoamina oxidase (iIMAO); ii) triciclicos (TCA); iii)
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS); iv)
inibidores da recaptacdo de 5-HT e noradrenalina (IRSN), V)
inibidores da recaptacdo de noradrenalina (IRN), dentre outros
antidepressivos com mecanismos de acdo diferenciados (Racagni e
Popoli, 2008). Dentre os antidepressivos classicos, 0s ISRS estdo
entre 0s medicamentos mais receitados em todo o mundo para o
tratamento da depressdo, transtorno obsessivo compulsivo, bulimia e
panico (Kroeze; Zhou; Homberg, 2012), por apresentarem melhor
tolerancia e menores indices de abandono de tratamento do que
observado com o uso de outras classes de antidepressivos (Anderson,
2000; Montgomery e Kasper, 1995).

A fluoxetina foi o primeiro medicamento da classe dos ISRS
aprovado para uso pelas autoridades reguladoras na Europa e nos
Estados Unidos da América, sendo considerado o medicamento de
escolha para o tratamento da depressdo (Brambilla et al., 2005;
Sghendo e Mifsud, 2011). Apesar do mecanismo de acdo inicial
deste farmaco ja estar elucidado, avangos acerca dos mecanismos
celulares envolvidos na fisiopatologia e tratamento da depressdo
apontam para o0 envolvimento de outros sistemas de
neurotransmissores e outras moléculas no mecanismo de acdo ndo
apenas da fluoxetina, mas dos antidepressivos em geral (Duman,
2014; Maletic et al., 2007).

Desta forma, a teoria monoaminérgica por si sO torna-se
incompleta quando se tenta explicar a neuropsicofarmacologia da
depressdo e/ou o mecanismo de acdo dos antidepressivos cléssicos
(Sanacora; Treccani; Popoli, 2012), e algumas inconsisténcias nesta
teoria tém sido apontadas. Os antidepressivos utilizados na clinica
aumentam os niveis das monoaminas em minutos ou horas, enquanto o
efeito terapéutico s6 é observado depois de algumas semanas de
tratamento (Racagni e Popoli, 2008). Em concordancia, apenas cerca de
50-60% dos pacientes com depressao atingem a remissdo completa dos
sintomas clinicos com o primeiro antidepressivo classico utilizado
(Trivedi et al., 2006). Ainda, o fato de que nem todas as drogas que
aumentam os niveis de monoaminas sdo necessariamente efetivas no
tratamento da depressdo da consisténcia a ideia da participacéo de outros
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sistemas de neurotransmissores na neurobiologia da depressdo e no
mecanismo de a¢do dos antidepressivos (Lanni et al., 2009).

Neste contexto, na década de 90, a observacdo de que 0s
antagonistas dos receptores de glutamato do subtipo N-metil-D-
aspartato  (NMDA) possuem efeito tipo-antidepressivo trouxe a
“hipotese glutamatérgica da depressao” (Trullas e Skolnick, 1990). Esta
teoria vem sendo reforgcada por estudos clinicos que trazem evidéncias
de anormalidades na transmissdo glutamatérgica em areas limbicas e
corticais do encéfalo de pacientes com depressdo (Lan et al., 2009;
Sanacora e Saricicek, 2007). Além disso, o rapido efeito farmacoldgico
de substancias como a cetamina, um antagonista dos receptores NMDA
gue, em baixas doses, apresenta efeito antidepressivo rapido e
sustentado, corrobora a existéncia da relagdo entre disfuncédo
glutamatérgica e depressdo (Berman et al., 2000; Zarate et al., 2006).
Este efeito rapido, ocasionado por uma droga com mecanismo de acdo
completamente diferente dos cléssicos inibidores da recaptagdo de
monoaminas, representa um dos mais importantes achados para o
tratamento da depressdo nos Ultimos 60 anos (Duman, 2014).

1.1.2 Sistema glutamatérgico

O aminoacido L-glutamato (Glu) é um neurotransmissor
excitatorio presente na vasta maioria dos neurdnios, sendo a transmisséo
glutamatérgica envolvida na cognicdo e emocao, duas fungbes cerebrais
gue parecem estar intimamente relacionadas (Danbolt, 2001; Pessoa,
2008). O Glu é armazenado em vesiculas nos neurdnios pré-sinapticos e
em resposta a0 aumento da concentragdo de ions calcio a vesicula
funde-se a membrana neuronal liberando o Glu para a fenda sinaptica,
gue pode por sua vez interagir com receptores pré ou pds-sinapticos
(Figura 2) (Kew e Kemp, 2005; Takamori, 2006).

Existem basicamente dois tipos de receptores glutamatéricos: i)
metabotropicos (mMGIUR), representados por 8 diferentes subtipos de
receptores protéicos com sete dominios transmembrana acoplados as
proteinas-G e ii) ionotropicos (iGIUuR), que s&o canais i6nicos,
representados pelos receptores NMDA, receptor do &cido a-amino—3—
hidréxi-5-metil-4—isoxazol propidnico (AMPA) e kainato (KA) (Kenny
e Markou, 2004; Kew e Kemp, 2005). Enquanto a informacao rapida no
Sistema Nervoso Central (SNC) é mediada por receptores AMPA, 0s
receptores NMDA tendem a manterem-se abertos por um periodo de
tempo maior do que os receptores AMPA e KA, permitindo uma intensa
entrada de fons célcio (Ca®*) que inicia uma cascata de sinalizacéo
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intracelular calcio-dependente que leva a alteragdes na expressao génica
e na forca sinaptica (Whitlock et al., 2006).

Dentre os iGIluRs, o subtipo NMDAR possui a maior afinidade
pelo Glu (Niciu, Kelmendi, Sanacora, 2012) e é constituido de
complexos heteroméricos compostos por quatro subunidades, cada uma
contendo uma isoforma diferente: GIuN1, GIuN2 e GIuN3 (Paoletti;
Bellone; Zhou, 2013). Os receptores NMDA sdo predominantemente
formados pela subunidade GIuN1, que é essencial para funcionalidade
do receptor, em combinacdo com pelo menos um tipo da subunidade
GIuN2 (Cull-Candy; Brickley; Farrant, 2001; Hardingham, 2009). A
diferente composi¢éo das subunidades dos receptores NMDA apresenta
distribuicdo, caracteristicas funcionais e farmacoldgicas distintas
(Gonda, 2012).

« glutamato

Neurdnio

. D-serinalglicina pré-sinaptico

Glicose

Neurdnio

pos-sinaptico
Figura 2. Transmissdo glutamatérgica. O aminodcido L-glutamato (Glu),
sintetizado a partir do ciclo do acido citrico (TCAnR) € encontrado em vesiculas
no neurdnio pré-sinaptico. A fusdo das vesiculas e a liberagdo de glutamato em
resposta a um potencial de acdo € um mecanismo célcio-dependente que
envolve o complexo de proteinas SNARE. Uma vez na fenda sinéptica, o Glu
liga-se aos receptores pds-sindpticos modulando vias de sinalizacdo
intracelulares. O Glu difunde-se da fenda sinaptica e é captado por
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transportadores de aminodcidos excitatorios (EAAT) presentes na célula da glia.
Grande parte do Glu captado pelas células da glia é convertido a glutamina
(GIn), que sofre difusdo passiva novamente para 0s neurdnios, onde é
convertida a Glu pela enzima glutaminase (Adaptado de Pittenger; Bloch;
Williams 2011).

Uma vez que pouca ou nenhuma conversdo do Glu é realizada a
nivel extracelular, este interage com seus receptores até que seja
difundido ou captado da fenda sinaptica por acéo dos transportadores de
aminoacidos excitatorios (EAAT), que sdo dependentes de sddio e
mantém os niveis fisiolégicos desse aminoacido excitatério (Danbolt,
2001; Featherstone, 2010). A maior parte dos EAAT esta presente nos
astrocitos préximos as sinapses glutamatérgicas, 0 que sugere que uma
vez captado, o Glu € convertido & glutamina (GIn) por a¢do da enzima
glutamina sintetase (GS). A GIn é entdo liberada para o espago
extracelular e é captada por transportadores neuronais. Por acdo das
glutaminases, a GIn é novamente convertida a Glu, mantendo a
funcionalidade do “ciclo glutamato-glutamina” (Danbolt, 2001; Tani et
al., 2014).

A retirada do Glu da fenda sinaptica é um importante mecanismo
de prevencdo da toxicidade glutamatérgica (Phillis e O’regan, 2002). A
excitotoxicidade é o termo utilizado para referir-se aos eventos toxicos
decorrentes da ativacdo prolongada ou excessiva de receptores de
aminodacidos excitatérios (Lipton, 2007) (Figura 3). Apesar dos
mecanismos intracelulares responsaveis pela injaria neuronal da
toxicidade glutamatérgica ndo estarem ainda totalmente elucidados,
alguns pontos ja estdo bem estabelecidos (Lau e Tymianski, 2010).

A toxicidade induzida por Glu é dependente da interagdo deste
com os receptores AMPA ou KA, que ao induzirem despolarizagdo da
membrana, liberam o bloqueio por magnésio dos receptores NMDA.
Estes receptores permeiam uma intensa entrada de Ca®" capaz de
interagir com calmodulina e formar o complexo Ca**-calmodulina, que
por sua vez ativa a 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) promovendo o
aumento de Oxido nitrico (NO) (Esplugues, 2002; Siegel et al., 2006).
Uma vez formado, o NO pode formar peroxinitrito por interacdo com as
espécies reativas de oxigénio (ROS) como o radical superoxido, que
pode levar a nitragdo e a oxidacdo de proteinas, além de acarretar em
peroxidacdo lipidica e danos ao DNA (Radi et al., 2001; Stamler;
Lamas; Fang, 2001) culminando em morte celular (Brown e Borutaite,
2004). A estimulacdo excessiva dos receptores NMDA bem como o
influxo macico de Ca®* pode acarretar em alteracdes do potencial de
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membrana mitocondrial o que ocasiona modifica¢es da funcionalidade
desta organela (Abramov e Duchen, 2008; Keelan; Vergun; Duchen,
1999) e producédo exacerbada de ROS (Nicholls e Ward, 2000; Wang e
Qin, 2010).

Desta forma, o0s mecanismos celulares envolvidos na
excitotoxicidade sdo pelo menos em parte responsaveis pelo
desenvolvimento de diversas patologias neurodegenerativas
(Maragakis e Rothstein, 2006). Além disto, a excitotoxicidade tem
sido proposta como um mecanismo importante no desenvolvimento
de depressdo e de morte celular encefélica (Hashimoto; Sawa; lyo,
2007; Lanni et al., 2009). A atrofia neuronal e a morte celular em
regides encefélicas responsaveis pelo controle do humor e emogéo
resultam em perda da funcéo cerebral (Duman e Monteggia, 2006;
Krishnan e Nestler, 2008), de forma gque em pacientes com depressao
outras doencas em nivel de SNC sdo comumente relatadas.

Neurdnio
pré-sinaptico

Figura 2. Eventos celulares |ndu2|dos por excitotoxicidade. Na
excitotoxicidade o glutamato (Glu) acumula na fenda sinaptica e promove a
super estimulacéo de receptores do subtipo NMDA (NMDAR). Uma vez super
ativados NMDAR permitem um influxo intenso de Na* e Ca®" o que por sua vez
estimula a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) como o superoxido
(0,) e perdxido de hidrogénio (H,0,) bem como espécies reativas de nitrogénio
(RNS) como 6xido nitrico (NO) e peroxinitrito (ONOQ"). Altas concentragdes
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intracelulares de Ca**, ROS e RNS induzem morte celular em decorréncia: da
ativacéo de proteases, peroxidacdo lipidica, producéo de fatores citotdxicos pela
microglia, alteracdo da funcdo mitocondrial e condensacgdo da cromatina. NOS,
6xido nitrico sintase.

1.1.3 Comorbidade depressdo e doenca de Alzheimer

A depressdo é uma doenca associada com o aumento do risco de
declinio cognitivo e deméncia (Barnes et al., 2006), e apesar dos
mecanismos envolvidos ndo estarem completamente elucidados, ja foi
demonstrado que o desenvolvimento de depressao esta relacionado com
0 aumento de placas amiloides e emaranhados neurofibrilares, dois
achados patolégicos da doenca de Alzheimer (DA) (Rapp et al., 2006;
Sun et al., 2009).

A prevaléncia de depressdo varia entre 20 a 50% nos pacientes
com DA de forma que a depressdo parece preceder o prejuizo cognitivo
caracteristico da DA (Enache; Winblad; Aarsland, 2011). De fato, os
sintomas neuropsiquidtricos ndo sdo apenas uma reacdo emocional
frente & percepgdo da DA, sendo ocasionados por mudangas
neurobioldgicas em regibes encefalicas especificas (Andersen et al.,
2005).

Interessante é o fato de que depressdao e DA compartilham ndo
apenas o acumulo de placas amiloides e emaranhados neurofibrilares
(Metti et al., 2013; Rapp et al., 2006), mas também aumento da morte
neuronal e glial (Goedert e Spillantini, 2006; Smialowska et al., 2013)
alteracdo na homeostase da neurotransmissdo glutamatérgica (Lan et
al.2009; Paula-Lima; Brito-Moreira; Ferreira, 2013; Sanacora e
Saricicek, 2007) e diminuicdo na expressdo do fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BDNF) (Duman, 2002; Gonul et al., 2005; Karege
et al.,, 2002; Peng et al., 2005), um dos mecanismos envolvidos na
diminuicdo do volume hipocampal e na perda de neur6nios em pacientes
com depressdo e DA.

O BDNF é uma neurotrofina largamente distribuida no SNC de
mamiferos cuja expressdo e liberagdo € afetada por estimulos
provenientes da neurotransmissdo glutamatérgica (Aid et al., 2007,
Balaratnasingam and Janca, 2012). Esta neurotrofina é sintetizada como
uma proteina precursora (pro-BDNF) que é proteoliticamente clivada
para gerar a proteina madura (mMBDNF). Enquanto o pr6-BDNF ativa
preferencialmente o receptor p75NT mediando apoptose, a forma
mBDNF ativa seletivamente o0s receptores tropomiosina-cinase B
(TrkB) promovendo sobrevivéncia celular (Chao; Rajagopal; Lee,
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2006). Uma vez que os niveis de BDNF sdo importantes para a
sobrevivéncia, funcdo e plasticidade neuronal (Lu, 2003; Mufson et al,
2007) alteragBes funcionais desta proteina podem contribuir para o
desenvolvimento de diversas doencas mentais (Balaratnasingam e Janca,
2012).

O actmulo de fibrilas e agregados amorfos do peptideo beta-
amiloide (AP) ¢ um achado comum em pacientes com DA. Um maior
acumulo do peptideo AP também ocorre no hipocampo de pacientes de
DA com histérico de depressdo quando comparado com sujeitos
controles (Rapp et al., 2006). O AP é um fragmento proteolitico formado
a partir da clivagem da proteina precursora amildide (APP), uma
glicoproteina transmembrénica, através de enzimas proteoliticas
chamadas a-secretase, B-secretase e y-secretase (Haass, 2007). Quando
essa clivagem ¢ feita pela a-secretase, a resultante é uma proteina com
cerca de 654 a 670 aminoAcidos, que pode exercer neuroprotecdo e
neuroplasticidade. Por outro lado, quando a clivagem da APP pode
ocorrer pela P-secretase e em seguida pela y-Secretase, Quando a
clivagem por uma secretase do subtipo gama acontece no reticulo
endoplasmatico, ocorre a producdo de AP;.4p, enquanto a producdo de
AP1.40 OCOrre na rede trans-Golgi (Tang e Liou, 2007). AB1.40 € AB142
sdo os peptideos amiloidogénicos, predominantemente encontrados no
encéfalo de pacientes com DA, uma vez que sofrem agregacdo e
deposicdo nos neurénios.

Neste sentido, estudos tém demonstrado que um comportamento
tipo-depressivo pode ser observado em roedores submetidos a infusdo
intra-cerebro-ventricular (i.c.v.) de oligbmeros de peptideo AP (Ledo et
al., 2012) tanto em relagdo aos peptideos AP;.4, (Colaianna et al., 2010)
quanto ao A4 (dos Santos et al., 2013). Além de promover um
comportamento tipo-depressivo em roedores, os peptideos AP estdo
também associados a morte celular e neurotoxicidade (Piermartiri et al.,
2010; Xu et al., 2014), de forma que a infusdo i.c.v. do peptideo pode
ser utilizada para estudar alteracdes comportamentais e bioquimicas,
bem como o efeito de drogas com potencial acdo neuroprotetora e
antidepressiva. Além disso, a infusdo i.c.v. do peptideo AP pode ser
utilizado para o estudo da comorbidade entre depressdo e DA, uma vez
que desencadeia alterag6es comportamentais comuns as duas doengas.

O tratamento da depressao fica ainda menos efetivo quando existe
uma comorbidade associada e é agravada com a idade em fungdo do
progndstico menos positivo (Beekman et al., 2002). Comumente, o
tratamento da depressdo se dé& pelo uso de antidepressivos de uso oral,
porém evidéncias apontam para o fato de que os antidepressivos
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classicos sdo ineficazes no tratamento de depressdo em pacientes com
DA (Banerjee et al., 2013; Rosenberg et al., 2010). Desta forma, a busca
por novas substancias que possam ser utilizadas como adjuvantes no
tratamento dessas patologias, bem como o entendimento do mecanismo
de acdo dos antidepressivos tém sido impulsionado e representa uma
importante estratégia na busca de tratamentos efetivos para estas
enfermidades.

1.1.4  Farmacos antidepressivos e neuroprote¢ao

As doengas neuropsiquiatricas e neurodegenerativas séo
problemas médicos extremamente complexos e limitados pelo
tratamento  farmacolégico pouco efetivo. Alguns transtornos
neuropsiquiatricos, como a depressdo, podem preceder uma doenca
neurodegenerativa, como a DA e compartilhar mecanismos
neuropatolégicos (Tizabi, 2015).

Individuos com doencas neuropsiquiatricas como depressao,
transtorno  bipolar e esquizofrenia apresentam caracteristicas
consistentes com neurodegeneracdo. Essas caracteristicas incluem
alteracdes morfoldgicas em estruturas encefalicas, alteracGes na
plasticidade celular e diminuicdo de neurotrofinas que podem estar
relacionados ao aparecimento de declinio cognitivo, bem como a baixa
responsividade ao tratamento farmacolégico e aumento da
vulnerabilidade a episddios recorrentes (Dodd et al., 2013). Esses
processos neurotdxicos que originam alteragdes morfologicas comuns a
doencas do SNC podem ter inicio antes do aparecimento da
sintomatologia clinica e continuar gerando a progressdo da doenga
(Sanches et al., 2008).

Para o tratamento da depressdo, antidepressivos classicos,
disponiveis na clinica a cerca de 50 anos, tem sido utilizados, enquanto
que para o tratamento das doencas neurodegenerativas, a utilizacéo de
farmacos neuroprotetores tem sido proposta. Uma vez que doencas
neuropsiquiatricas e neurodegenerativas compartilham mecanismos
comuns, a utilizacdo de farmacos antidepressivos tem sido proposta para
o0 tratamento de doencgas neurodegenerativas e vice-versa (Dodd et al.,
2013; Jamwal e Kumar, 2015; Tizabi, 2015).

Estudos tém demonstrado que as substéncias que apresentam
efeito antidepressivo podem desencadea-lo através de diferentes
mecanismos. Apesar dos antidepressivos classicos exercem seu efeito,
pelo menos em parte, via modula¢do do sistema monoaminérgico, esta
ndo é mais a explicacdo definitiva. A modificacdo da transmissdo
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sindptica (plasticidade sinaptica), a neurogénese, a modificacdo da
expressdo Qénica, e ainda a modulagdo de outros sistemas
neurotransmissores, exemplificam a extensa variedade de alvos
farmacoldgicos dos antidepressivos (Racagni e Popoli, 2008). Desta
forma, alguns antidepressivos apresentam além de efeito na melhora do
humor e bem estar, um efeito neuroprotetor (Lin et al., 2012; Paulzen;
Veselinovic; Grunder, 2014; Taler et al., 2013).

Por definigdo, a neuroprotecdo pode ser entendida como um
efeito que resulta em prevencdo, recuperacdo ou regeneracdo da
estrutura ou funcdo celular no sistema nervoso (Vajda, 2002).
Estudos utilizando fluoxetina, exemplificam que antidepressivos
podem desencadear efeito neuroprotetor frente a modelos animais de
isquemia cerebral (Lim et al., 2009), de dano oxidativo induzido pelo
estresse cronico (Moretti et al., 2012) ou por administracdo de
lipopolissacarideo (Chung et al., 2010). Vale também ressaltar que o
efeito neuroprotetor desencadeado pela fluoxetina é dependente do
antagonismo da subunidade GIuN2B do receptor NMDA (Kiss et.,
2012), e que a modulacdo deste sistema parece ser um importante
mecanismo no efeito farmacolégico de outros antidepressivos
(Duman, 2014; Sanacora; Treccani; Popoli, 2012).

Um dos antidepressivos mais promissores para o tratamento da
depressdo ndo responsiva a antidepressivos classicos € a cetamina.
Este farmaco, antagonista de receptores NMDA, apresenta efeito
antidepressivo rapido e sustentado, sendo tratamento bastante
interessante para pacientes com ideacdo suicida. A cetamina atua
aumentando a sinaptogénse dos neurdnios piramidais do cortex pré-
frontal de roedores, bem como, a nivel molecular, estimula
rapidamente a via de sinalizagéo de fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K)
e proteina cinase B (PKB ou Akt). Essas proteinas ativam a via
relacionada a proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR),
levando a producdo de proteinas sinapticas, que estdo em parte,
relacionadas com o aumento do nimero e da maturidade de espinhas
dendriticas (Figura 3) (Li et al., 2010). Além disso, ja foi
demonstrado que a inibicdo da proteina GSK-3p, bem como a rapida
inducdo de BDNF hipocampal, estdo envolvidas no efeito rapido da
cetamina (Autry et al.,, 2011). Desta forma, hipotetiza-se que
farmacos que atuem modulando diretamente o receptor NMDA
possam desencadear efeito antidepressivo rapido e sustentado
(Hashimoto, 2011; Sanacora et al., 2008, 2012).
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Figura 4. Esquema representativo do mecanismo de agdo rapido da
cetamina. Inicialmente a cetamina antagoniza o receptor NMDA, promovendo
a desinibicdo de interneurbnios GABAérgicos e ativando receptors AMPA. Esta
estimulagdo regula a fungdo sinptica, uma vez que ativa canais de célcio
dependentes de voltagem (CCVD), levando a liberagdo de BDNF. O BDNF
interage com receptor TrkB, levando a ativacdo da via de sinalizacdo de Akt que
leva a estimulacdo de mTOR e a sintese de proteinas sinapticas. 4E-BP: poteina
ligante de 4E; PI3K: fosfatidilinositol-3-cinase; PDK1: fosfoinositideo-cinase 1-
dependente; eEF2: fator de enlongamento eucariético 2; PSD95: proteina de
densidade p6s-sinaptica (Adaptado de Duman et al., 2012).

Além do efeito antidepressivo, evidéncias recentes demonstraram
o efeito neuroprotetor da cetamina frente: i) ao dano induzido pela
privagdo de glicose e oxigénio (Emnett et al., 2013), ii) aos danos
gerados pelo modelo de oclusdo da artéria cerebral média (Shu et al.,
2012) e iii) frente ao estado epilético induzido por organofosforados
(Dhote et al., 2012), ou frente a outros protocolos de inducdo de
epilepsia (Dorandeu et al., 2013).

E de grande importancia ressaltar que os antidepressivos que
agem por antagonizar o receptor NMDA, como a cetamina,
compartilham vias de sinalizacdo que podem ser também moduladas por
antidepressivos classicos. A diferenca recai sobre o tempo necessario de
tratamento para que ambos atinjam o mesmo resultado final. Enquanto
0s antidepressivos classicos requerem uso crbnico para que possam
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regular a plasticidade sinptica, bem como a expressdo génica,
antidepressivos como a cetamina requerem apenas horas. Desta forma,
parece existir um mecanismo de comunicagdo entre 0s sistemas
serotonérgico e glutamatérgico, e esta parece ser a via final de
modulacdo utilizada por antidepressivos classicos (Duman e Voleti,
2012).

Considerando que o exato mecanismo de interacdo entre 0s
sistemas serotonérgico e glutamatérgico néo esta elucidado e que ambos
podem ser modulados por acdo do nucleosideo adenosina, muitos
estudos tém focado no papel do sistema adenosinérgico frente a
patofisiologia da depresséo e ao mecanismo de agéo dos antidepressivos.
A adenosina é um produto do metabolismo da adenosina-5"-trifosfato
(ATP) que exerce efeito neuromodulador, além de manter a homeostase
dos circuitos encefalicos (Fredholm et al., 2005 a,b). A adenosina pode
afetar a eficiéncia da transmissdo sindptica e da liberacdo de
neurotransmissores (Cunha et al., 2008a) através da interacdo com seus
receptores. Existem quatro receptores de adenosina (AiR, AzaR, AxR e
A3zR), porém estudos tém demonstrado que os receptores dos subtipos
A; e Asa S80 0s que se apresentam em maior densidade no encéfalo
(Ortiz et al., 2015) e aqueles que apresentam maior potencial de
modulagdo por drogas antidepressivas (EI Yacoubi et al., 2003,
Zlomuzica et al., 2013). Antidepressivos classicos como o citalopram e
os triciclicos em geral, bem como antidepressivos atipicos como a
cetamina parecem modular o sistema adenosinérgico, fato este que
reforca a ideia da importancia desse sistema no entendimento do
mecanismo de acdo de farmacos para o tratamento de doencas
neurodegenerativas (Blardi et al., 2005; Cunha et al., 2015a; Deckert e
Gleiter, 1989).

Diante do exposto, apesar da lacuna existente entre o
desenvolvimento dos primeiros antidepressivos e a proposta de novas
drogas para uso em psiquiatria (Racagni e Popoli, 2008), sugere-se que
substancias que apresentem tanto efeito antidepressivo como efeito
neuroprotetor possam ser promissoras candidatas ao uso no tratamento
da depresséo.

1.2 Estatinas

As estatinas constituem um grupo de farmacos, naturais ou
sintéticos, utilizados no tratamento das dislipidemias e na prevencéo de
doencas cardiovasculares (Liao e Laufs, 2005). Foram originalmente
identificadas como metabdlitos secundarios de fungos, sendo a
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mevastatina a primeira estatina a ser descoberta, e a lovastatina, a
primeira a ser aprovada para uso em humanos. Desde entdo, um numero
significativo de estatinas, tornou-se comercialmente disponivel,
incluindo: pravastatina, simvastatina, fluvastatina, atorvastatina,
cerivastatina, pitavastatina e rosuvastatina (Figura 4), tornando essa
classe de farmacos, uma das mais efetivas e utilizadas para a reducéo
dos niveis séricos de colesterol (Shitara e Sugiyama, 2006).
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Figura 5. Estrutura quimica das estatinas. Dentre as estatinas, simvastatina,
lovastatina e pravastatina sdo derivados de fungos, enquanto as demais séo
completamente sintéticas. Simvastatina e lovastatina sdo administradas como
pré-farmacos, em virtude da presenga do anel lactona em sua estrutura, j& as
demais estatinas sdo administradas como farmacos e possuem uma fragdo
hidroxi-metil-glutaril “(HMG)-like” (Adaptado de Shitara e Sugiyama, 2006)

O mecanismo de acdo das estatinas baseia-se na inibicdo
reversivel da atividade da enzima marcapasso da via de biossintese do
colesterol: a hidroxi-metil-glutaril (HMG)-CoA redutase (Kannel et al.,
1971), que catalisa a conversdao de HMG-CoA a mevalonato (Figura 6).
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Figura 6. Diagrama da via de biossintese do colesterol mostrando a inibi¢&o da
HMG-CoA redutase pelas estatinas (Adaptado de Liao e Laufs, 2005).

Além disso, as estatinas diminuem a circulagcdo sanguinea de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c), uma vez que aumentam a
atividade dos receptores de LDL-c. Também apresentam efeitos
benéficos em outros parametros lipidicos, como: aumento da
concentracdo sérica de lipoproteina de alta densidade (HDL-c) e
diminuicéo de triglicérides (Schachter, 2005).

Em geral, as estatinas sdo bem toleradas, e o efeito adverso mais
sério associado ao uso dessa classe de farmacos € a miopatia, que pode
progredir para a rabdomidlise. A incidéncia de miopatia é baixa (1 para
cada 1000 usuarios), dependente de dose e aumenta quando as estatinas
sdo administradas juntamante com medicamentos que compartilham a
mesma via de metabolizacdo das estatinas (Ballantyne e Davidson
2003).

Além do efeito farmacolégico priméario, as estatinas
desencadeiam efeitos independentes da sua capacidade em diminuir os
altos niveis de colesterol, efeitos estes, ditos pleiotrépicos (Liao e Laufs,
2005). Diferengas nos grupamentos laterais da estrutura quimica das
estatinas conferem maior ou menor lipofilicidade e mudancas na
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permeabilidade destas aos tecidos, de forma que as estatinas podem ser
classificadas em lipofilicas ou hidrofilicas (Gaw e Packard, 2000;
Germershausen et al., 1989). Estatinas lipofilicas como a lovastatina,
simvastatina, fluvastatina e atorvastatina, atravessam a barreira hemato-
encefélica de forma mais eficiente do que as estatinas hidrossollveis
(Wang et al., 2011), tornando-se teoricamente mais interessantes quando
doencas do SNC sdo consideradas. Diante dessa propriedade, as
estatinas lipofilicas tém sido apontadas como farmacos que podem atuar
no manejo de doencas neurodegenerativas (Hernadndez-Romero et al.,
2008; Li et al., 2007; Ovbiagele et al., 2007; Wang et al., 2011).

Dentre as estatinas lipofilicas, a atorvastatina € uma estatina
sintética cujos efeitos colaterais sdo bem tolerados (Schachter, 2004).
Além disso, dados clinicos tem demonstrado a seguranca da utilizacao
de altas doses dessa estatina (Koren e Hunninghake, 2004; Schwartz et
al., 2001), tornando-a foco de estudo deste trabalho.

A atorvastatina € um membro das estatinas sintéticas de
terceira geracao, que apresenta poténcia de inibicdo enzimatica maior
do que os derivados da mevastatina. Demonstra grande efetividade
na diminuigdo dos niveis séricos de colesterol, o que se deve em
partes ao fato de possuir elevada afinidade pela enzima HMG-CoA
redutase, 0 que a torna a estatina mais prescrita para o tratamento da
hipercolesterolemia (Gu et al., 2014; Liao e Laufs, 2005).

Entre os anos de 2011-2012, um em cada quatro adultos norte-
americanos fizeram uso de estatinas, sendo que destes, 20,2%
fizeram uso exclusivo de atorvastatina (Gu et al., 2014) no combate a
hipercolesterolemia. No Brasil a distribuicdo do farmaco na rede
publica para prevencao de doencas cardiovasculares e tratamento de
dislipidemias ¢é preconizada pelo Ministério da Satde (Ministério da
Saulde, 2015).

A farmacocinética da atorvastatina ja foi bem estabelecida, de
forma que apds administracdo por via oral, atinge concentracdo
plasmatica méaxima em 1-2h. E metabolizada a derivados
hidroxilados e produtos de beta-oxidagdo ativos por acdo do
citocromo P (CYP) dos subtipos 3A4 e 3A5. Apresenta tempo de
meia-vida de cerca de 14h que pode ser aumentado a 20-30 h em
funcdo dos metabdlitos ativos. Sua eliminacdo é quase que
exclusivamente biliar, sendo apenas cerca de 2% da eliminagdo por
via renal (Drug Bank, 2015).

Além dos dados acerca do efeito hipocolesterolemiante da
atorvastatina, diversos estudos ja demonstraram os efeitos pleiotropicos
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desta estatina (Birnbaum et al., 2012; Citraro et al., 2014; Liao e Laufs,
2005; Van der Most et al., 2009). O efeito neuroprotetor da atorvastatina
frente a modelos animais de isquemia cerebral (Hong et al., 2006;
Vandresen-Filho et al., 2013), de DA (Barone et al., 2014; Kurata et al.,
2012; Piermartiri et al., 2010; Zhang et al., 2013) e da Doenca de
Parkinson (Castro et al., 2013; Kumar et al., 2012), ja foram
demonstrados. Além disso, evidéncias de melhora no bem-estar
psicoldgico de pacientes com depressdo (Liao e Laufs, 2005) e
ansiedade (Young-Xu et al., 2003) pelo uso de estatinas ja foram
relatadas. Neste trabalho os efeitos neuroprotetor e antidepressivo da
atorvastatina sdo de interesse e serdo relatados com maiores detalhes na
Sessdo que segue.

1.2.1 Efeito antidepressivo e neuroprotetor

O efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina foi demonstrado pela
primeira vez por nosso grupo de pesquisa, utilizando os testes preditivos
de suspensdo pela cauda (TSC) e nado forcado (TNF) (Ludka et al.,
2013). Neste estudo foi demonstrado que o efeito tipo-antidepressivo
decorrente da administracdo aguda desta estatina depende do
antagonismo do receptor NMDA e da modulacdo da via de sinalizacéo
de L-arginina-NO - guanosina monofosfato ciclica (GMPc). O efeito
tipo-antidepressivo foi confirmado em estudo subsequente, que
utilizando o TNF demonstrou a participacdo dos receptores ativados por
proliferadores peroxissomais (PPAR-gama) e reforcou o papel da via do
NO (Shahsavarian et al., 2014).

Nosso grupo de pesquisa também demonstrou que a
administragdo de atorvastatina (10 mg/kg, p.0.) durante 7 dias
consecutivos foi capaz de prevenir o comportamento tipo-depressivo em
um modelo animal de doenca de Parkinson (Castro et al., 2013). Outro
grupo de pesquisa, demonstrou que o tratamento crbénico com
atorvastatina (10 mg/kg, p.o.) por 17 dias consecutivos também foi
capaz de reverter 0 comportamento tipo-depressivo de ratos
geneticamente modificados para expressar a comorbidade epilepsia e
depressdao moderada (Citraro et al., 2014).

Este efeito tipo-antidepressivo em animais, ndo parece ser um
efeito peculiar da atorvastatina, mas comum a outras estatinas. Ratos
mantidos em dieta erriquecida com lovastatina (2.0 mg/ dia) durante 30
dias, tornaram-se mais sensiveis a baixas doses de fluoxetina (Renshaw
et al., 2009). Ainda, o tratamento de ratos diabéticos com simvastatina,
foi capaz de diminuir o comportamento tipo-depressivo dos animais no
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TNF (ElBatsh, 2015). O comportamento depressivo e aneddnico em
ratos submetidos ao estresse crénico moderado de 4 semanas foram
revertidos pelo tratamento com simvastatina (5 ou 10 mg/kg/dia)
durante 14 dias, de forma semelhante ao observado utilizando
imipramina pelo mesmo periodo de tempo (Lin; Chang; Lin, 2014).

Apesar do nimero de estudos publicados demonstrando a relagéo
entre estatinas e efeito tipo-depressivo ser relativamente pequeno, a
primeira evidéncia de que o uso prolongado de estatinas em geral
poderia diminuir o risco de depressdo em humanos foi descrita por
Young-Xu e colaboradores no ano de 2004. Os pesquisadores
demonstraram que 0 uso de estatinas (atorvastatina, cerivstatina,
fluvastatina, lovastatina, pravastatina ou simvastatina) diminui em 30-
40% o risco de desenvolvimento de depressdo. Apesar do exato
mecanismo pelo qual as estatinas desencadeiam este efeito ainda nédo
estar elucidado sugeriu-se que esta poderia estar relacionada ao efeito
anti-inflamatorio ou ainda a capacidade das estatinas em aumentar as
concentracdes de triptofano (aminoacido precursor da serotonina)
(Wirleitner; Sperner-Unterweger; Fuchs, 2004).

Este estudo impulsionou diversos ensaios clinicos subsequentes.
Um ensaio clinico controlado demonstrou aumento da resposta clinica
ao citalopram (40 mg/dia), quando este foi administrado juntamente com
atorvastatina (20 mg/dia), sugerindo a utilizacdo desta estatina como
adjuvante no tratamento desta doenga (Haghighi et al., 2014). O efeito
adjuvante da lovastatina (30 mg/dia) no tratamento da depressdao
também foi demonstrado, uma vez que seu uso melhorou a resposta
clinica de pacientes a fluoxetina (40 mg/dia) (Ghanizadeh e Hedayati,
2013), sem nenhum efeito colateral importante. O mesmo efeito
adjuvante foi observado com o uso de simvastatina (20 mg/dia por duas
semanas consecutivas, seguido de 40 mg/dia por mais duas semanas
consecutivas) e fluoxetina no mesmo esquema de tratamento (Gougol et
al., 2015). Apesar de algumas intera¢es medicamentosas entre estatinas
e outros farmacos indutores de CYP3A4/5 levarem ao aparecimento de
miopatias, em teoria, 0 uso combinado de ISRS e estatinas parece ser
seguro (Andrade, 2014).

Ja um estudo realizado em pacientes com depressdo e doenga
coronariana aguda, demonstrou que o uso de estatinas lipofilicas em
geral foi capaz de diminuir a severidade da depressdo usando a escala
Hamilton de avaliagdo (Kim et al., 2015), sugerindo que as estatinas
lipofilicas podem ser efetivas no tratamento da depressdo
independentemente da associagdo com antidepressivos classicos.
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Apesar dessas evidéncias, um numero consideravel de
publicacfes aponta para uma possivel associacdo entre o uso de estatinas
e 0 aumento da probabilidade de desenvolvimento de depressdo (Kang
et al., 2015; Kasller-Taub; Woodward; Markowitz, 1993; Mansi et al.,
2013; Tuccori et al., 2008; You et al., 2013,). Vale ressaltar que muitas
vezes essas evidéncias sdo baseadas em informacbes fragmentadas e
estudos de pequena escala com amostras selecionadas (Pae, 2013). Em
concordancia, um trabalho recente que realizou a avaliagcdo de 59 artigos
cientificos e 7 estudos de meta-andlise cujo objetivo era relacionar o uso
de estatinas e depressdo, demonstrou que usudrios de estatinas sdo cerca
de 32% menos propensos a desenvolver depressdo quando comparados
com ndo usudrios (Parsaik et al., 2014).

Mais evidente do que os estudos relacionando o uso de estatinas e
0 bem-estar psicoldgico de pacientes com depressdo, sdo 0s estudos que
relatam os efeitos neuroprotetores deste grupo de farmacos (Van der
Most et al., 2009; Wang et al., 2011).

Estudos in vitro, j& demonstraram que a atorvastatina pode
desencadear efeito neuroprotetor frente a diversos indutores de danos
celulares, tais como NMDA e Glu (Bosel et al., 2005; Zacco et al.,
2003), proteina B-amildide (Barone et al., 2014; Hosaka et al., 2013;
Roensch et al., 2007), e privacao de glicose e oxigénio (Vandresen-Filho
et al., 2013). Estudos in vivo, reforcam estes achados utilizando modelos
animais de isquemia cerebral (Fang et al., 2015; Gutierrez-Vargas et al.,
2014; Song et al., 2014), de DA (Kurata et al., 2013; Martins et al.,
2015; Piermartiri et al., 2009, 2010; Zhang et al., 2013;), e Parkinson
(Castro et al., 2013; Kumar et al., 2012).

Diversos mecanismos ja foram descritos para explicar o efeito
neuroprotetor desencadeado por uso de atorvastatina frente a diferentes
situacBes neurotdxicas. Dentre estes mecanismos, vale ressaltar o
envolvimento de interleucinas e o efeito anti-inflamatério (Berger et al.,
2008; Cui et al., 2009; Mayanagi et al., 2008), antioxidante (Koladiya et
al., 2008; Piermartiri et al., 2010), modulador da producédo de NO (Gong
et al., 2014; de Oliveira et al., 2013) e do sistema glutamatérgico (Bosel
et al., 2005; Piermartiri et al., 2009 e 2010; Vandresen-Filho et al.,
2013). Além disso, utilizando um protocolo de oclusdo das artérias
cerebral média, Chen e colaboradores apontaram o papel do BDNF no
efeito neuroprotetor da atorvastatina frente a isquemia cerebral (Chen et
al., 2005).

Estudos clinicos corroboram o0s estudos em animais,
demonstrando o efeito neuroprotetor das estatinas em geral. Ensaios tém
evidenciado o beneficio do uso de estatinas frente a isquemia cerebral,
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bem como hemorragia intracerebral e subaracnéide (Amarenco et al.,
2006; Goldstein, 2011; Hackam et al., 2011; Kotlega et al., 2015; Leker
et al., 2009). A reducdo da isquemia cerebral em ensaios clinicos com
20.000 participantes em uso de estatinas mostrou uma reducdo do dano
isquémico em 28% dos casos (Collins et al., 2004; Crouse; Byington;
Furberg, 1998). Uma alta dose de atorvastatina (80 mg/dia) reduziu
completamente a re-incidéncia de evento isquemico em pacientes com
histérico recente de isquemia sem doenca cardiovascular conhecida
(Amarenco et al., 2006).

Efeito positivo proveniente do tratamento com atorvastatina por
12 meses, também foi observado em pacientes com DA de baixa ou
moderada severidade (Sparks et al., 2006). A administracdo de
atorvastatina parece diminuir os niveis séricos de colesterol total, bem
como desacelerar a progressdo da DA (Sparks et al., 2005). Estudo
randomizado com 1.000.000 de adultos com idade superior a 65 anos
iniciaram tratamento com estatinas e apresentaram redugdo no
diagndstico de deméncia. Neste estudo a atorvastatina e a rosuvastatina
foram as estatinas mais potentes, mostrando-se particularmente efetivas
na prevencao de deméncia (Wu et al., 2015).

De forma semelhante ao que acontece com o efeito
antidepressivo da atorvastatina, o efeito da mesma frente a DA ou
deméncia é bastante controverso e diversos estudos demonstram dados
inconclusivos ou negativos (Daneschvar; Aronson; Smetana, 2015;
Liang; Li; Cheng, 2015; McGuinness et al., 2016; Opie, 2014)
impulsionando novos estudos frente a esta tematica.
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2 JUSTIFICATIVA

As doencas neurodegenerativas e neuropsiquiatricas vem
crescendo com o0 aumento da expectativa de vida da populagdo.
Estratégias neuroprotetoras que previnam, retardem ou tratem o0s
mecanismos envolvidos no aparecimento dessas neuropatologias sdo de
urgente e importante desenvolvimento.

Uma das doencas neuropsiquiatricas mais frequentes no mundo é
a depressdo (Olesen e Leonardi 2003) com prevaléncia de 17% na
populacgdo ao longo da vida (Nestler et al., 2002). No Brasil 5,5 milhdes
de pessoas apresentam risco de desenvolvimento de depressdo, sendo a
prevaléncia de 18,4% (Bromet et al., 2011). Na populacdo brasileira, a
depressdo € mais comum em mulheres com idade entre 40-59 anos,
vivendo em areas urbanas e com baixo nivel educacional (Munhoz et al.,
2016). A depressdo é uma doenga altamente incapacitante com grandes
implicacBes sociais, uma vez que limita as atividades diarias dos
pacientes e leva a maior utilizagéo de servicos de salde, aumentando os
gastos publicos (Nemeroff, 2007). Além disso, a depressdo é um fator de
risco para o desenvolvimento de outras doencas neurodegenerativas,
trazendo quadros de comorbidade de dificil tratamento.

A farmacoterapia disponivel para o tratamento da depressao
muitas vezes ndo é capaz de reverter o quadro clinico do paciente,
podendo ainda desencadear baixa tolerabilidade e efeitos colaterais
consideraveis. Neste contexto, compostos com atividade antidepressiva
gue possam ser utilizados como adjuvantes no tratamento da depressao
sdo de grande interesse. Além disso, o entendimento dos mecanismos
envolvidos no efeito dos antidepressivos disponiveis na clinica é de
grande importancia a fim de estabelecer vias cruciais na remissdo da
sintomatologia clinica.

A atorvastatina, € um farmaco hipocolesterolémico que apresenta
seguranca de utilizacdo quando em altas doses, é bem tolerada,
apresenta efeitos colaterais conhecidos e ja estd no mercado ha alguns
anos, 0 que sustenta a sua utilizacdo e viabiliza o estudo da mesma.
Além do efeito priméario em diminuir os altos niveis de colesterol, a
atorvastatina apresenta efeitos pleiotrépicos bastante distintos, dentre
eles o efeito antidepressivo e neuroprotetor. Uma vez que o0s
mecanismos envolvidos nesses efeitos pleiotropicos dessa estatina
tenham sido estabelecidos a possivel associacdo desta estatina com
outros medicamentos a fim de potencializar seus efeitos e desencadear
uma melhora rpida e efetiva das doencas do SNC torna-se uma
realidade mais proxima.
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Assim, este trabalho pode ser justificado pela importancia dos
efeitos pleiotropicos desencadeados pela atorvastatina, bem como,
pela necessidade do melhor entendimento dos mecanismos tipo-
antidepressivo e neuroprotetor por ela desencadeados o que por sua
vez tornarda mais vidvel a possibilidade de associacdo desta
atorvastatina com outros farmacos.
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3  OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os mecanismos envolvidos no efeito neuroprotetor e tipo-

antidepressivo da atorvastatina em camundongos.

3.1 Objetivos Especificos

Avaliar a participacéo do sistema adenosinérgico no efeito tipo-
antidepressivo da atorvastatina em camundongos;

Determinar o envolvimento do sistema serotonérgico no efeito
tipo-antidepressivo decorrente da administragdo aguda de
atorvastatina em camundongos;

Investigar o0 envolvimento da via de sinalizacdo
PIBK/AKI/GSK-3B/mTOR no efeito  tipo-antidepressivo
proveniente da administragdo aguda de atorvastatina em
camundongos;

. Compreender 0s mecanismos envolvidos no efeito

neuroprotetor e  tipo-antidepressivo  provenientes  da
administracdo repetida de atorvastatina em camundongos
submetidos a infusdo do peptideo beta amildide (AP1.40).
Avaliar os mecanismos celulares envolvido na protecéo
promovida pela administracdo repetida de atorvastatina ou de
fluoxetina a camundongos frente a toxicidade glutamatérgica in
Vitro;
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4  MATERIAL E METODOS

Os materiais e métodos utilizados para realizagdo dos
experimentos contidos nesta tese encontram-se nos respectivos capitulos
da mesma, descritos na sesséo dos resultados.
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5 RESULTADOS

Os resultados desta tese estdo divididos na forma de capitulos,
seguindo a distribuicdo abaixo:
e Capitulo I: Avaliacdo dos mecanismos envolvidos no efeito
tipo-antidepressivo da atorvastatina.
e Capitulo 1I: Estudo dos mecanismos de neuroprotecdo
desencadeados pela atorvastatina e a relacdo com o efeito tipo-
antidepressivo.
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CAPITULO |

Avaliacdo dos mecanismos envolvidos no efeito tipo-antidepressivo da
atorvastatina

Este capitulo apresenta os resultados relacionados aos objetivos
especificos I, 1l e 111 desta tese. Os resultados relativos a participacdo do
sistema adenosinérgico no efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina em
camundongos esta apresentado a seguir. Os demais dados referentes a
participacdo do sistema serotonérgico e a via de sinalizacdo de
PI3K/Akt/GSK-3B/mTOR no efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina
em camundongos estdo apresentados como anexos (Anexos A e B do
Capitulo I, respectivamente).

O anexo A apresenta o artigo cientifico intitulado: “Atorvastatin evokes
a serotonergic system-dependent antidepressant-like effect in mice”
publicado no periddico Pharmacology, Biochemistry and Behaviour.

O anexo B apresenta o manuscrito intitulado: “Involvement of
PI3K/Akt/GSK-38 and mTOR in the Antidepressant-like effect of
Atorvastatin in mice”, submetido ao periédico Journal of Psychiatric
Research.
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5.1 Material e Métodos
5.1.1 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos, adultos
(60-90 dias de idade pds-natal), mantidos em temperatura de 22+1° C
em um ciclo de 12 horas claro (a partir das 7 horas) e 12 horas escuro.
Os animais foram acondicionados em caixas plasticas (15 animais por
caixa) com &gua e racdo disponiveis. Toda manipulacdo animal e os
experimentos foram realizados entre as 9:00 — 16:00 horas, sendo que
cada animal foi utilizado uma dnica vez. Os experimentos foram
realizados ap6s aprovacdo do pelo Comité de Etica Institucional local
para Pesquisa Animal (CEUA/UFSC PP0559). Os protocolos para
experimentacdo animais foram projetados de maneira que o animal
tivesse 0 minimo sofrimento possivel.

5.1.2 Drogas e tratamento

As seguintes drogas foram utilizadas: comprimidos de
Atorvastatina (Pfizer®), ciclohexiladenosina (CHA), cafeina, adenosina,
4-(2-[7-amino-2-{2-furil}{1,2,4}triazolo-{2,3-a}{1,3,5}riazin-5-il-
amino]etil)-fenol (ZM241385), 8-ciclopentil-1,3-dipropilxantina
(DPCPX) (Sigma®), e dipiridamol (Tocris®). Atorvastatina foi
dissolvida no momento do uso em agua destilada. Adenosina, cafeina e
CHA foram dissolvidos em salina (NaCl 0,9%). ZM241385, DPCPX e
dipiridamol foram dissolvidos em 5% de dimetil-sulfoxido (DMSO). As
drogas foram administradas por via intraperitoneal (i.p.), com excecéo
da atorvastatina que foi administrada por via oral (p.0.) e do dipiridamol
que foi administrado por via intracerebroventricular (i.c.v.). Todas as
drogas com excecao do dipiridamol foram administradas em um volume
constante de 10 ml/kg de peso corporal.

5.1.3 Administragdo i.c.v.

A administraco i.c.v. foi realizada pela técnica & méo livre. Uma
agulha hipodérmica com 0,4 mm de diametro externo, conectada por
uma canula de propileno a uma seringa Hamilton de 25 pL, foi inserida
perpendicularmente através do cranio, ndo mais de 2 mm para o interior
do cérebro de cada camundongo, diretamente no ventriculo lateral. Os
camundongos  foram  anestesiados com isoflurano, durante
aproximadamente 15 s apenas para que houvesse perda do reflexo
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postural. A assepsia do local da injecdo foi realizada utilizando uma
gaze com etanol a 70%. A agulha foi inserida unilateralmente 1 mm
para a direita ou a esquerda do ponto médio de uma linha tracada até a
base anterior das orelhas (1 mm lateral e 1 mm posterior ao bregma,
com uma perfuracdo de 2,4 mm de profundidade). Um volume de 3 pL
da droga foi injetado diretamente no ventriculo lateral. A injecdo foi
administrada durante 30 s, e a agulha permaneceu no local por mais 30
s, a fim de evitar o refluxo das substancias injetadas. Os camundongos
exibiam comportamento normal apés 1 min da injecdo (Cunha et al.,
2015a). Para assegurar que as drogas foram administradas exatamente
no ventriculo, os cérebros foram dissecados e examinados
macroscopicamente apds o teste. Camundongos que apresentassem
quaisquer sinais de hemorragia cerebral foram excluidos da analise
estatistica.

5.1.4 Desenho experimental

Para investigar o envolvimento do sistema adenosinérgico no
efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina, os animais foram tratados
com uma dose subativa de atorvastatina (0,01 mg/kg, p.o.) ou veiculo e
30 minutos apo6s receberam adenosina (0,1 mg/kg, i.p.), CHA (0,05
mg/kg, i.p. agonista seletivo para receptor de adenosina A;) ou veiculo.
Um intervalo de tempo de 30 minutos ap6s a Ultima administracdo foi
realizado antes de submeter 0s animais aos testes comportamentais
(Figura 1A) (Kaster et al., 2013).

A fim de intestigar o envolvimento dos receptores de adenosina
dos sub-tipos A; e A,a, 05 animais foram pré-tratados com cafeina (1
mg/kg, i.p., um antagonista ndo seletivo de receptores de adenosina),
DPCPX (2 mg/kg, i.p., um antagonista seletivo de receptores de
adenosina A;), ZM241385 (1 mg/kg, i.p., um antagonista seletivo de
receptores de adenosina A,a) ou veiculo apropriado. Decorridos 30
minutos, os animais receberam atorvastatina (0,1 mg/kg, p.o.) e foram
submetidos aos testes comportamentais apds 60 minutos (Figura 1B).
Em outra série de experimentos os camundongos foram pré-tratados
com atorvastatina (0,01 mg/kg, p.o.) e 45 minutos ap6s, receberam
dipiridamol (0,1 pg/ camundongo, por via i.c.v., um inibidor do
transporte de adenosina. Decorridos 15 minutos os animais foram
submetidos aos testes comportamentais (Figura 1C).
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A
0 30 min 60 min
Tempo | I I
I I I
= Atorvastatina (p.o.) Adenosina (i.p.) TSC
CHA(i.p.) TCA
B
0 30 min 90min
Tempo | I |
€ I | I
= Cafeina (i.p.) Atorvastatina TSC
DPCPX (i.p.) {p-0.) TCA
c ZM 241385 (i.p.)
0 45 min 60 min
Tempo | I I
I I I
g Atorvastatina (p.o.) Dipiridamol (i.c.v.) TsC
TCA

Figura 1. Esquema representativo da escala de tratamento dos animais para
avaliagdo da participagdo do sistema adenosinérgico no efeito tipo-
antidepressivo da atorvastatina.

As doses de atorvastatina, adenosina, CHA, DPCPX, ZM241385
e dipiridamol utilizadas foram selecionadas com base na literatura ou
nos dados do nosso grupo de pesquisa (Cunha et al., 2015a; Kaster et al.,
2013; Ludka et al., 2013)

5.1.5 Ensaios comportamentais
5.1.5.1 Teste de Suspensdo pela Cauda (TSC)

O TSC é um dos mais utilizados testes preditivos para avaliar a
atividade tipo-antidepressiva de substancias em camundongos. O teste é
baseado na exposicdo de animais a um estresse inescapavel. Animais
acustica e visualmente isolados foram suspensos pela cauda, a 50 cm
acima do chdo utilizando fita adesiva. O tempo de imobilidade dos
animais foi cronometrado em um periodo de 6 minutos (Steru et al.,
1985). Os animais foram considerados iméveis quando apresentaram
comportamento passivo e completamente parado.
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5.1.5.2 Teste do Campo Aberto (TCA)

A fim de avaliar o efeito locomotor das drogas utilizadas os
camundongos foram submetidos a uma sessdo no TCA como
previamente descrito (Rodrigues et al., 1996). O teste 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 (cruzamentos) foi registrado em uma sessdo de 6
minutos. O chdo do campo aberto foi higienizado utilizando solucéo de
etanol a 10%.

5.1.6 Anadlise Estatistica

A comparacéo entre os grupos controle e tratado foram realizados
através da analise de variancia ANOVA de duas vias seguida do teste de
Tukey HSD. Valor de p<0,05 foi considerado significativo.

5.2 Resultados

A fim de investigar a participacdo do sistema adenosinérgico no
efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina em camundongos, 0s animais
foram tratados com atorvastatina em dose subativa (0,01 mg/kg, p.o.) e
decorridos 30 minutos receberam adenosina (0,1 mg/kg, i.p.). Os
resultados demonstrados na Fig. 2A mostram o efeito tipo-
antidepressivo proveniente da administracdo de doses subativas de
adenosina e atorvastatina no TSC. A andlise estatistica revelou um
resultado significativo para o tratamento com adenosina [F(1,27)=9,02
p=0,005], atorvastatina [F(1,27)=6,75 p=0,01] e interacdo adenosina x
atorvastatina [F(1,27)=2,00 p=0,16], sem alteracdo na atividade
locomotora dos animais (Fig. 2C).

O pré-tratamento dos camundongos com uma dose subativa de
cafeina (1 mg/kg, i.p.) foi capaz de desencadear um efeito tipo-
antidepressivo quando administrado com uma dose subativa de
atorvastatina (0,01 mg/kg, p.0.) no TSC (Fig. 2B). ANOVA de duas vias
demonstrou um efeito significativo para o tratamento com cafeina
[F(1,32)=7,53 p=0,009], atorvastatina [F(1,32)=16,65 p=0,0002] e para
a interacdo cafeina x atorvastatina [F(1,32)=6,89 p=0,013], sem
nenhuma alteracdo na atividade locomotora dos animais no TCA (Fig.
2D).
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Figura 2. Avaliacdo da participa¢do do sistema adenosinérgico no efeito
tipo-antidepressivo da atorvastatina. Efeito da administracdo de adenosina
(0,1 mg/kg, i.p.) e atorvastatina (0,01 mg/kg, p.0.) no tempo de imobilidade no
TSC (A) e no nimero de cruzamentos no TCA (C). Os graficos B e D mostram
o efeito proveniente do pré-tratamento dos camundongos com cafeina (1 mg/kg,
i.p., um antagonista ndo seletivo de receptores de adenosina) no tempo de
imobilidade e no ndmero de cruzamentos (respectivamente) dos animais
tratados com atorvastatina (0,01 mg/kg, p.o.). Resultados representam a média +
S.E.M. (n=7-10). ** p<0,01; ***p<0,001 quando comparado com O grupo
control tratado com veiculo (ANOVA de duas vias seguida do teste de Tukey
HSD).

A participacdo dos receptores de adenosina do subtipo A; foi
avaliada através da utilizacdo de um agonista e um antagonista desses
receptores. A administracdo de dose subativa de atorvastatina (0,01
mg/kg, p.0.) juntamente com uma dose subativa de CHA (0,05 mg/kg,
i.p. agonista seletivo para receptor A; de adenosina) foi capaz de
desencadear um efeito tipo-antidepressivo, uma vez que diminuiu o
tempo de imobilidade dos animais no TSC (Fig. 3A) (atorvastatina
[F(1,27)=17,55 p=0,0002], CHA [F(1,27)=0,080 p=0,080] e interacdo
atorvastatina x CHA [F(1,27)=6,50 p=0,016]). O pré-tratamento com
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DPCPX (2 mg/kg, i.p., um antagonista seletivo de receptores A; de
adenosina), aboliu o efeito tipo-antidepressivo desencadeado pelo
tratamento com atorvastatina (Fig. 3B). A analise estatistica revelou 0s
seguintes parametros: DPCPX [F(1,28)=1,86 p=0,18], atorvastatina
[F(1,28)=11,72 p=0,002] e interagio DPCPX x atorvastatina
[F(1,28)=1,53 p=0,22]. Nenhum dos tratamentos sozinhos ou
combinados alterou a atividade locomotora dos animais no TCA (Fig.
3CeD).
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Figura 3. Avaliacdo da participacao dos receptores de adenosina do subtipo
A, no efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina. Efeito da administracdo de
atorvastatina (0,01 mg/kg, p.o) e CHA(0,05 mg/kg, i.p. agonista seletivo para
receptor de adenosina A;) no tempo de imobilidade no TSC (A) e no nimero de
cruzamentos no TCA (C) dos animais. O efeito proveniente do pré-tratamento
dos camundongos com DPCPX (2 mg/kg, i.p., um antagonista seletivo de
receptores de adenosina A;) no efeito anti-imobilidade da atorvastatina (0,1
mg/kg, p.0.) no TSC (B) e no nimero de cruzamentos dos animais no TCA (D).
Resultados representam a média + S.E.M. (n=7-10). * p<0,05; ** p<0,01;
quando comparado com o grupo control tratado com veiculo. #p<0,05 quando
comparado com o grupo controle atorvastatina (ANOVA de duas vias seguida
do teste de Tukey HSD).
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O pré-tratamento dos animais com um antagonista seletivo de
receptores de adenosina do subtipo A,a (ZM 241385, 1 mg/Kkg, i.p.), hdo
alterou o efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina no TSC (Fig. 4A)
(ZM 241385 [F(1,36)=2,88 p=0,09], atorvastatina [F(1,36)=25,57
p=0,000013], interagcdo ZM 241385 x atorvastatina [F(1,36)=0,10
p=0,75]. A atividade locomotora dos animais avaliada pelo ndmero de
cruzamentos no TCA, ndo foi alterada por nenhum tratamento sozinho
ou combinado (Fig. 4B).
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Figura 4. Avaliacdo da participacao dos receptores de adenosina do subtipo
A, no efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina. Efeito do pré-tratamento
com ZM 241385 (1 mg/kg, i.p., um antagonista seletivo de receptores de
adenosina do subtipo A,x) no efeito anti-imobilidade da atorvastatina (0,1
mg/kg, p.0.) no TSC (A) e no nimero de cruzamentos no TCA (B). Resultados
representam a média £ S.E.M. (n=). ** p<0,01; quando comparado com o
grupo controle tratado com veiculo (ANOVA de duas vias seguida do teste de
Tukey HSD).

A participa¢do do transportador de adenosina no efeito tipo-
antidepressivo da atorvastatina, foi avaliado pela administracdo de doses
subativas de atorvastatina (0,01 mg/kg, p.0.) com doses subativas de
dipiridamol (0,1 pg/ camundongo, i.c.v., um inibidor de transporte de
adenosina). A analise estatistica revelou ndo haver efeito tipo-
antidepressivo proveniente da administracdo de atorvastatina e
dipiridamol no TSC (Fig. 5A) (atorvastatina [F(1,28)=0,62 p=0,43],
dipiridamol  [F(1,28)=0,04 p=0,83], atorvastatina x dipiridamol
[F(1,28)=0,01 p=0,89]. Nenhum tratamento sozinho ou combinado
alterou significativamente a atividade locomotora dos animais no TCA
(Fig. 5B).
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Figura 5. Avalia¢do da participacdo do transporte de adenosina no efeito
tipo-antidepressivo da atorvastatina. Efeito do tratamento com doses
subativas de atorvastatina (0,01 mg/kg, p.o.) e dipiridamol (0,1 g/
camundongo, i.c.v., um inibidor de transporte) no tempo de imobilidade no TSC
(A) e no nimero de cruzamentos no TCA (B). Resultados representam a média
+ S.E.M. (n=) (ANOVA de duas vias seguida do teste de Tukey HSD).

O efeito da atorvastatina em modelos animais preditivos para
atividade antidepressiva foi demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa
em estudos anteriores e aponta para a participagdo do receptor NMDA
de glutamato e da via L-arginina-NO-GMPc (Ludka et al., 2013), bem
como dos receptores de serotonina dos subtipos 5-HT1 e 5-HT2x.c
(Capitulo I, Anexo A).
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Atorvastatin is a statin largely used in the treatment of hypercholesterolemia and recently revealed as a
neuroprotective agent. The antidepressant-like effect of acute atorvastatin treatment in mice has been previously
demonstrated by our laboratory. The purpose of this study was to explore the contribution of the serotonergic
system in the antidepressant-like effect of atorvastatin in mice. Data demonstrate that the serotonin (5-HT)
depleting agent p-chlorophenylalanine methyl ester (PCPA, 100 mg/kg, i.p.) completely abolished atorvastatin
Keywords: (0.1 mg/kg, p.o.) antidepressant-like effect. Besides atorvastatin, fluoxetine (10 mg/kg, p.o.), a serotonin
Statin selective reuptake inhibitor (SSRI) was able to exert an antidepressant-like effect, but any of them changed 5-
HT content in the hippocampus or frontal cortex. The 5H-T1A (WAY100635, 0.1 mg/kg, s.c) or the 5-HT2A/2C
(ketanserin, 5 mg/kg, s.c.) receptor antagonists prevented atorvastatin antidepressant-like effect. In addition, a
combinatory antidepressant-like effect was observed when mice received the co-administration of sub-effective
doses of atorvastatin (0.01 mg/kg, p.o.) and the SSRI fluoxetine (5 mg/kg, p.o.), paroxetine (0.1 mg/kg, p.o.) or
sertraline (1 mg/kg, p.o.). Taken together, these results indicate that the antidepressant-like effect of atorvastatin

Atorvastatin
Antidepressant-like effect
Tail suspension test
Serotonergic system
Serotonin

depends on the serotonergic system modulation.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Atorvastatin is a lipophilic and synthetic statin, largely used for the
treatment of hypercholesterolemia. The mechanism of action is based
on the inhibition of the 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A
(HMG-CoA) reductase, the rate-limiting enzyme in the cholesterol syn-
thesis (Wang et al., 2008). Beyond this primary effect, lipid-lowering
independent or pleiotropic effects have been attributed to statin treat-
ment (Liao and Laufs, 2005). Clinical trials have shown that the use
of statins reduces the incidence of stroke (Di Napoli et al., 2002;
Heeschen et al., 2002) and dementia (Stépiefi et al., 2002). Animal
models (Ouk et al., 2013) and cell culture studies (Posada-Duque
etal., 2013; Xuetal,, 2013) have also been used to demonstrate the neu-
roprotective effect of statins. In our laboratory, the protective effect of
atorvastatin have been already established against seizures induced by
quinolinic acid, an N-methyl-p-aspartate (NMDA) receptor agonist
(Piermartiri et al., 2009), amyloid-beta-induced toxicity (Piermartiri
etal., 2010) and cognitive and motor impairments induced by an exper-
imental model of Parkinson's disease (Castro et al., 2013).

* Corresponding author. Tel.: +55 48 3721 5046; fax: +55 48 3721 9672.
E-mail address: carla.tasca@ufsc.br (ClI. Tasca).

http://dx.doi.org/10.1016/j.pbb.2014.04.005
0091-3057/© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

An antidepressant-like effect evoked by atorvastatin in mice has re-
cently been demonstrated. In that study, we showed that atorvastatin
antidepressant-like effect is at least partially dependent on the modula-
tion of the glutamatergic system (Ludka et al., 2013). The observation
that ketamine, a selective NMDA receptor antagonist, exhibits a rapid
and sustained relief of depressive symptoms has brought to the fore
the glutamatergic hypothesis of depression (Irwin and Iglewicz, 2010;
Li et al., 2010). Although findings support that excitatory transmission
plays a central role in mediating the emotional and cognitive changes
associated with depression (Pralong et al., 2002; Robbins and Arnsten,
2009), it is well established that drugs that act by modulating mono-
amines in the brain are largely used in the treatment of depression
(Nutt, 2006).

Abnormalities in the serotonergic neurotransmission have been
specifically pointed out as a common factor in mental illness, particular-
ly in depression (Woolley and Shaw, 1954). It can be highlighted by
studies that showed a reduced cerebrospinal fluid concentration of 5-
HT and its main metabolite 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) in
postmortem brain tissue of depressed or suicidal patients (Asberg
etal, 1976; Roy et al., 1989). 5-HT can interact with multiple receptors,
and to date seven families have been characterized (5HT;R-5HT,R), and
with exception to 5HT3R that is a ligand-gated ion channel, they are all
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G-protein-coupled receptors (Barnes and Sharp, 1999; Hoyer, 1988;
Kriegebaum et al., 2010).

The 5-HT 4 receptor subtype is the best studied (Glennon and Dukat,
1991; Pessoa-Mahana et al., 2003), and it is generally accepted to be in-
volved in psychiatric disorders such as anxiety and depression (Blier
and Abbott, 2001). 5-HT, 5 receptors are localized dendritically as inhib-
itory autoreceptors on serotonergic cells or in postsynaptic sites that are
enriched in corticolimbic structures as the hippocampus and frontal
cortex (Millan, 2000). Postmortem and neuroimaging studies suggest
an increased density of 5-HT;, autoreceptors in major depressive
patients compared with control subjects (Boldrini et al., 2008; Parsey
et al., 2002; Stockmeier et al., 1998).

5HT; and 5-HT,a/5c receptors are of remarkable importance in the
control of mood, motor behavior and appetite (Millan, 2005). 5-HT,aR
is a postsynaptic receptor localized on cortical GABAergic interneurons
as well as on glutamatergic projections in humans and rodents (De
Almeida and Mengod, 2007; Santana et al., 2004). Cumulative evidence
indicates that the 5-HT,, receptor plays a role in depression, based on
the fact that atypical antipsychotic drugs (Carvalho et al., 2008) and
the antidepressant mirtazapine have the ability to specifically block 5-
HT,4 receptor-mediated responses (Marek et al., 2003).

5-HT,c receptors are predominantly located in the choroid plex-
us, cerebral cortex, hippocampus, substantia nigra and cerebellum
(Abramowski et al., 1995). Alterations in their functional status have
been detected in anxiodepressive states (Niswender et al., 2001), and
5-HT,c receptors are known to be involved in the action of several
classes of antidepressant drugs (Artigas, 2012).

It is also important to highlight that serotonergic neurons are
controlled by glutamatergic inputs at forebrain areas in physiological
conditions (Celada et al., 2001; Fink et al., 1995; Martin-Ruiz, et al.,
2001).

Considering that atorvastatin antidepressant-like effect involves
glutamatergic system modulation (Ludka et al., 2013), and the known
correlation between glutamatergic and serotonergic systems, this
study investigated the participation of serotonergic system in the
antidepressant-like effect of atorvastatin in mice submitted to the tail
suspension test (TST). Moreover 5-HT contents in the hippocampi and
frontal cortices of mice acutely treated with atorvastatin or fluoxetine
were evaluated.

2. Experimental procedure
2.1. Animals

Male Swiss mice (35-45 g) were maintained at 21-23 °C with free
access to water and food, under a 12:12 h light/dark cycle (lights on at
07:00 h). All manipulations were carried out between 9:00 and
16:00 h. All procedures in this study were performed in accordance
with the National Institute of Health Guide for the Care and Use of Labo-
ratory Animals (NIH Publications No. 80-23). The experiments were per-
formed after approval of the protocol (PP559) by the Institutional Ethics
Committee (CEUA/UFSC) and all efforts were made to minimize animals
suffering and to reduce the number of animals used in the experiments.

2.2. Drugs

The following drugs were used: atorvastatin, fluoxetine hydrochlo-
ride, sertraline hydrochloride, paroxetine hydrochloride (Pfizer, Brazil),
ketanserin tartarate, p-chlorophenylalanine methyl ester (PCPA), N-N-
(2-pyridynyl) cyclohexanecarboxamide (WAY100635) (Sigma Chemical
Co, USA). All drugs were dissolved in saline. Atorvastatin, fluoxetine,
sertraline and paroxetine were administered by oral route (p.o.) in a vol-
ume of 10 mL/kg body weight using the gavage technique (Brocardo
et al,, 2008; Cunha et al., 2013). WAY100635, ketanserin and PCPA were
administered by intraperitoneal (i.p.) route in a volume of 10 mL/kg
body weight (Brocardo et al., 2008; Capra et al., 2010).

2.3. Behavioral tests

2.3.1. Tail suspension test (TST)

The total duration of immobility induced by tail suspension was
measured according to the method described by Steru et al. (1985).
Briefly, mice both acoustically and visually isolated were suspended
50 cm above the floor by adhesive tape and placed approximately
1 cm from the tip of the tail. Immobility time was recorded during a
6 min period (Zeni et al., 2011).

2.3.2. Open-field behavior

The ambulatory behavior was assessed in an open-field test as de-
scribed previously (Zomkowski et al., 2010). The apparatus consisted
of a wooden box measuring 40 x 60 x 50 cm high. The floor of the
arena was divided into 12 equal squares. The number of squares crossed
with all paws (crossings) was counted in a 6-min session. The light was
maintained at minimum to avoid anxiety behavior.

2.4. Pharmacological treatments

The participation of serotonergic system was investigated by using
the 5-HT depleting agent, PCPA (100 mg/kg, i.p.) as shown in Fig. 1A.
It was given during four days (Brocardo et al., 2008; Machado et al.,
2008) preceding the atorvastatin (0.1 mg/kg, p.o.) or saline administra-
tion. Twenty four hours after the last administration of PCPA (Machado
etal., 2008), atorvastatin or saline was given. The TST was performed 1 h
after atorvastatin or saline administration (Ludka et al., 2013).
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Fig. 1. Time table of treatments and schedule of behavioral and biochemical tests.
(A) Adult male Swiss mice received PCPA (100 mg/kg, i.p., once a day during four consec-
utive days). 24 h after the last administration of PCPA animals received atorvastatin
(0.1 mg/kg, p.o.) or vehicle, and 1 hour interval before tail suspension test (TST) and
open field test (OFT). (B) Adult male Swiss mice received atorvastatin (0.1 mg/kg, p.o.)
or fluoxetine (10 mg/kg, p.o.), and 1 h after the treatment animals were subjected to
TST/OFT. Another group of animals subjected to the same treatment schedule were killed
and hippocampus and cortex were dissected to measure serotonin content by HPLC.
(C) Adult male Swiss mice received WAY100635 (0.1 mg/kg, s.c.; 5HT;4 receptor antago-
nist) or ketanserin (5 mg/kg, s.c.; a preferential 5HT4 receptor antagonist), and after
30 min, atorvastin (0.1 mg/kg, p.o.) or vehicle was administered. Animals were subjected
to TST and OFT after 1 h. (D) The effect of SSRIs and atorvastatin was assessed by co-
administration of fluoxetine (5 mg/kg, p.o.), paroxetine (0.1 mg/kg, p.o.) or sertraline
(1 mg/kg, p.o.) with atorvastatin (0.01 mg/kg, p.o.) and 1 h after the administration TST
and OFT was carried out.
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In order to evaluate a putative effect of atorvastatin on 5-HT content
in the hippocampus and frontal cortex, animals received saline or ator-
vastatin (0.1 mg/kg, p.o.). Fluoxetine (10 mg/kg, p.o.) was used as a
positive control in order to evaluate the effect of classical SSRI antide-
pressant administered acutely. An hour after the administration
(Ludka et al., 2013), animals were killed by decapitation and hippocam-
pi and cortices were rapidly removed, frozen and kept in a temperature
of —80 °C until the analysis. The behavioral tests (TST and OFT) were
also performed using the same doses of atorvastatin and fluoxetine,
after the same period of treatment (Fig. 1B).

The participation of 5HT; 5 receptors in the antidepressant-like effect
of atorvastatin was evaluated by the pretreatment of mice with
WAY100635 (0.1 mg/kg, s.c.; a selective 5HT;4 receptor antagonist).
Thirty minutes after (Capra et al.,, 2010; Zeni et al.,, 2012), either atorva-
statin (0.1 mg/kg, p.o.) or vehicle was administered. Sixty minutes later
the TST was carried out. In a separate series of experiments, we investi-
gated whether the antidepressant-like effect of atorvastatin in the TST is
dependent on 5HT,4/2c receptors. To this end, mice were pretreated
with ketanserin (5 mg/kg, s.c.; a preferential 5HT, 5 receptor antagonist)
and 30 min after (Freitas et al., 2010; Machado et al., 2008; Zeni et al.,
2012), either atorvastatin (0.1 mg/kg, p.o.) or vehicle was administered.
Sixty minutes later the TST was performed (Fig. 1C).

In another set of experiments, in order to evaluate the combinatory
effect of atorvastatin with SSRIs, independent groups of animals
received sub-effective doses of different SSRIs, namely fluoxetine
(5 mg/kg, p.o.), paroxetine (0.1 mg/kg, p.o.) or sertraline (1 mg/kg,
p.o.) and a sub-effective dose of atorvastatin (0.01 mg/kg, p.o.) or saline.
An hour after the co-administrations the TST was carried out (Cunha
et al,, 2013; Zeni et al., 2012) (Fig. 1D).

The effective (0.1 mg/kg) and subeffective (0.01 mg/kg) doses of
atorvastatin were selected on the basis of a previous study from our
laboratory (Ludka et al., 2013). The doses and time of administration
of serotonergic agents (PCPA, WAY 100635, ketanserin and the SSRIs)
and also the time interval to perform behavioral tests were selected
on the basis of literature data and on our own group experience
(Brocardo et al., 2008; Cunha et al., 2008; Kaster et al., 2005; Ludka
et al., 2013; Machado et al., 2009; O'Leary et al., 2007; O'Neill and
Conway, 2001; Posser et al., 2009).

2.5. Serotonin content measurement

2.5.1. Brain tissue preparation

After an acute treatment with atorvastatin (0.1 mg/kg) or fluoxetine
(10 mg/kg), mice were decapitated. The brains were quickly removed
and dissected on ice into two regions: hippocampus and frontal cortex.
Tissues were thawed, weighted and samples were processed as
described before by Parrot et al. (2011). The weighed tissues were
suspended in 10 pL/mg of ice-cold 0.1 mol/L perchloric acid containing
1.34 mmol/L EDTA and 0.05%, w/v sodium bisulfite and sonicated for
2 x 15 s. Then the homogenates were centrifuged at 16,000 xg for
20 min, and the supernatants were analyzed for monoamine content
on the same day.

2.5.2. Standard solution

A stock solution was prepared by dissolving 1 mg of standard 5-HT
(Sigma-Aldrich) exactly weighed in 10 mL of water to obtain a concen-
tration of 100 pg/mL. The stock solution was stored at room tempera-
ture and protected from light. Working standard solutions were
prepared daily by diluting to a concentration of 0.05 pug/mL with the
mobile phase composed of 10 mmol/L acetate buffer (pH 4.5) and ace-
tonitrile 94:6 v/v. The solution was filtered through a 0.45 um nylon
membrane before injection.

2.5.3. High performance liquid chromatography (HPLC)
Chromatographic analysis were performed on a Shimadzu LC-10A
system (Kyoto, Japan) equipped with an LC-10 AD pump, RF-10A

fluorescence detector (set at excitation wavelength at 278 nm and
emission wavelength of 338) and an SCL-10Avp controller unit. The ex-
periments were conducted on a reversed-phase PerkinElmer (Shelton,
CT, USA) Cg column (150 x 4.6 mm i.d., 5 um) with a security guard
holder (4.0 mm x 3.0 mm i.d.). The mobile phase composed of
10 mmol/L acetate buffer (pH 4.5) and acetonitrile (94:6 v/v), was elut-
ed isocratically with a 0.6 mL/min flow rate. The injection volume was
40 pL and the temperature of the oven was set at 25 °C. Peak areas
were integrated using a Shimadzu Class VP V 6.14 software program.

2.6. Statistical analysis

Comparisons among treatment groups and controls were performed
by one or two-way ANOVA followed by Tukey's HSD test when appro-
priate. A value of p < 0.05 was considered to be significant.

3. Results
3.1. 5-HT is required for atorvastatin antidepressant-like effect in the TST

In order to observe the 5-HT dependence for the antidepressant-like
effect elicited by the administration of atorvastatin, mice were pretreated
with PCPA (100 mg/kg, i.p., a 5-HT depleting agent that acts by inhibiting
tryptophan hydroxylase activity). PCPA was able to completely abolish
the antidepressant-like effect of atorvastatin (0.1 mg/kg, p.o.) in mice
subjected to TST, as depicted in Fig. 2A (pretreatment: F (1,26) = 3.80,
p = 0.06; treatment: F (1,26) = 3.28, p = 0.08; pretreatment x treat-
ment interaction: F (1,26) = 13.66, p = 0.001). The administration
of PCPA alone or in combination with atorvastatin did not affect the
ambulation of mice in the open-field test (Fig. 2B) (pretreatment: F
(1,25) = 4.38, p = 0.04; treatment: F(1,25) = 1.16, p = 0.29; pre-
treatment x treatment interaction: F (1,25) = 0.03, p = 0.84).

3.2. Acute atorvastatin treatment decreases immobility time in TST, but it
does not change hippocampal or cortical 5-HT content

For the measurement of 5-HT content by HPLC, mice were acutely
treated with saline, atorvastatin (0.1 mg/kg, p.o.) or fluoxetine
(10.0 mg/kg, p.o) 1 h before hippocampal and frontal cortex dissection.
Neither acute atorvastatin treatment nor acute fluoxetine treatment
was able to change the 5-HT content in the hippocampal as well as in
the frontal cortex (Table 1).

In a separate set of experiments animals were treated with atorva-
statin or fluoxetine in the same doses depicted above. After 1 h animals
were submitted to the behavioral tests. Both atorvastatin and fluoxetine
were able to decrease the immobility time of mice submitted to the TST
(F(1,24) = 72.894, p < 0.01) (Table 1). However, none of the treat-
ments produced any changes in locomotor activity in the open-field
test as compared to the control group (F (1,24) = 1.37, p = 0.27)
(Table 1).

3.3. Involvement of 5HT;a/24/2c Teceptors on atorvastatin antidepressant-
like effect in TST

Pretreatment of mice with WAY100635 (0.1 mg/kg, s.c., a selective
5HT;5 receptor antagonist) was able to block the atorvastatin
(0.1 mg/kg, p.o) antidepressant-like effect in the TST (pretreatment: F
(1,20) = 14.75, p < 0.01; treatment: F (1,20) = 15.85, p < 0.01; pre-
treatment x treatment interaction: F (1,20) = 18.33, p < 0.01) as
shown in Fig. 3A. The administration of WAY100635 alone or in combi-
nation with atorvastatin did not affect the ambulation in the open-field
test (Fig. 3B) (pretreatment: F (1,20) = 5.09, p = 0.03; treatment: F
(1,20) = 1.07, p = 0.31; pretreatment x treatment interaction: F
(1,20) = 0.0009, p = 0.97).

Fig. 4A shows that the pretreatment of mice with ketanserin
(5 mg/kg, s.c., a preferential 5-HT,4 receptor antagonist) was also
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Fig. 2. Effect of pretreatment with PCPA (100 mg/kg, i.p., once a day for four days) on atorvastatin-induced antiimmobility effect (0.1 mg/kg, p.o.) in the TST (A) and on the number of
crossings in the open-field test (B) in mice. Values are expressed as means 4+ S.EM. (n = 6-8). **p < 0.01 compared with the vehicle-treated control group; #p < 0.01 compared with

the same group pretreated with vehicle (two-way ANOVA followed by Tukey's HSD test).

able to prevent the atorvastatin antidepressant-like effect in
the TST (pretreatment: F (1,20) = 7.86, p < 0.05; treatment: F
(1,20) = 5.49, p < 0.05; pretreatment x treatment interaction: F
(1,20) = 12.0, p < 0.01). The administration of ketanserin alone
or in combination with atorvastatin did not affect the locomotor
activity of mice in the open-field test (Fig. 4B) (pretreatment: F
(1,20) = 0.64, p = 0.43; treatment: F (1,20) — 0.24,p = 0.62; pre-
treatment x treatment interaction: F (1,20) = 0.079, p = 0.78)

3.4. Interaction of atorvastatin with SSRIs on the immobility time in the TST

In order to further evaluate the participation of the serotonergic
system on the antidepressant-like effect of atorvastatin, the effect of
combined administration of sub-effective doses of atorvastatin and
SSRIs was assessed. We used fluoxetine (5 mg/kg, p.o.), paroxetine
(0.1 mg/kg, p.o.) or sertraline (1 mg/kg, p.o.) in combination with
atorvastatin (0.01 mg/kg, p.o.). The co-administration of sub-effective
doses of fluoxetine, paroxetine or sertraline in combination with a
sub-effective dose of atorvastatin exerted an antidepressant-like effect
in the TST when compared to the administration of either drug alone
(Fig. 5A, C and D, respectively). A two-way ANOVA revealed significant
differences for atorvastatin treatment (F (1,20) = 6.43, p < 0.05), fluox-
etine treatment (F (1,20) = 21.33, p < 0.01) and atorvastatin x fluoxe-
tine interaction (F (1,20) = 6.70, p < 0.05); atorvastatin treatment
(F(1,20) = 15.65,p < 0.01), sertraline treatment (F (1,20) = 22.89,
p<0.01) and atorvastatin x sertraline interaction (F (1,20) = 5.37,
p < 0.05); atorvastatin treatment (F (1,20) = 13.87, p < 0.01), par-
oxetine treatment (F (1,20) = 27.31,p< 0.01) and atorvastatin x par-
oxetine interaction (F (1,20) = 10.98, p < 0.01). The administration of
fluoxetine (pretreatment: F (1,20) = 1.32, p = 0.26; treatment: F
(1,20) = 3.01, p = 0.09; pretreatment x treatment interaction: F
(1,20) = 2.83, p = 0.10); paroxetine (pretreatment: F (1,20) = 2.03,
p = 0.17; treatment: F (1,20) = 0.03, p = 0.85; pretreatment x treat-
ment interaction: F (1,20) = 1.00, p = 0.32) or sertraline (pretreatment:
F(1,20) = 0.52, p = 0.47; treatment: F (1,20) = 0.03, p = 0.85; pre-
treatment x treatment interaction: F (1,20) = 0.52, p = 0.47) alone, or

Table 1

in combination with atorvastatin, did not affect (p < 0.05) the ambulation
in the open-field test (Fig. 5B, D, F).

4. Discussion

This study shows for the first time that the antidepressant-like effect
of atorvastatin, in mice subjected to TST, depends on an interaction with
serotonergic system (5HT; 4R and 5HT,4,cR). Moreover, the administra-
tion of sub-effective doses of atorvastatin and conventional SSRIs
antidepressants (fluoxetine, paroxetine or sertraline) produced an
antidepressant-like effect in the TST, suggesting that atorvastatin
might improve the effectiveness of these antidepressant compounds.

A previous demonstration from our laboratory showed that an acute
administration of atorvastatin (0.1-30 mg/kg, p.o.) was able to exert
antidepressant-like effect in mice subjected to TST. The antidepressant-
like effect of atorvastatin depends on glutamatergic system modulation
(Ludka et al., 2013). Since glutamate can modulate the activity of 5-HT
transporters (Nowak et al., 1998; Skolnick et al., 1996) a putative
modulation of serotonergic system in the antidepressant-like effect of
atorvastatin was evaluated in this study.

Abnormalities in the serotonergic system have been pointed as a key
factor in depression and other mental illness (Artigas, 2012). Clinical
studies have demonstrated lower 5-HT metabolite concentrations in
the CSF fluid of depressed patients which were correlated with suicide
risk (Asberg et al., 1976). In agreement, most of the currently available
antidepressants cause activation of serotonergic neurotransmission
(Elhwuegi, 2004; Millan, 2004). In the present study, the depletion of
endogenous 5-HT with a tryptophan hydroxylase inhibitor, PCPA, at a
dose known to decrease the content of 5-HT (Redrobe et al., 1998),
abolished the antidepressant-like effect of atorvastatin. This result clear-
ly suggests that 5-HT content plays a critical role for the atorvastatin
antidepressant-like effect. PCPA was previously shown to completely
prevent the antidepressant-like effect of fluoxetine (Machado et al.,
2007; Rodrigues et al., 2002), and alters the response of fluoxetine or
citalopram to the TST (O'Leary et al., 2007). It is also of great interest
to highlight that 5-HT depletion attenuates ketamine antidepressant-
like effect (Gigliucci et al., 2013).

Effect of atorvastatin or fluoxetine treatment in hippocampal and cortical 5-HT content and in behavioral parameters. Serotonin content (nmol/mg tissue) measured in the hippocampus
and frontal cortex 1 h after treatment of mice with atorvastatin (0.1 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) by oral route. The immobility time in TST as also the number of crossings in the open-
field test in animals treated with atorvastatin (0.1 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) are presented. Values are expressed as means + S.D. (n = 8-10).

5-HT content (nmol/mg tissue) Behavioral parameters

Hippocampus Frontal cortex Immobility time (seconds) Number of crossings

Control 2.01 £+ 0.26 230 £+ 0.16 192.7 £33 878 + 4.2
Atorvastatin 0.1 mg/kg 1.98 + 0.27 227 +0.28 1462 + 48" 88.5 + 2.2
Fluoxetine 10 mg/kg 1.86 + 0.27 2.05 + 0.07 112.1 + 617 953 + 32

** p < 0.01 when compared with the vehicle-treated control group (one-way ANOVA followed by Tukey's HSD test).
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Fig. 3. Effect of pretreatment with WAY100635 (0.1 mg/kg, s.c.; 5HT;4 receptor antagonist) on atorvastatin-induced antiimmobility effect (0.1 mg/kg, p.o.) in the TST (A) and on the num-
ber of crossings in the open-field test (B) in mice. Values are expressed as means + S.E.M. (n = 6-8).**p < 0.01 compared with the vehicle-treated control group; #p < 0.01 compared with

the same group pretreated with vehicle (two-way ANOVA followed by Tukey's HSD test).

Many brain regions and circuits have been implicated in the patho-
physiology of depression (Krishnan and Nestler, 2010), but the circuit
formed by the prefrontal cortex and the hippocampus seems to play a
crucial role in the expression of affective and cognitive depressive-
symptoms, as well as in antidepressant response (Bessa et al., 2009).
Imaging studies have shown hippocampal volume reduction in patients
with depressive disorder, which correlates with disease duration
(Koolschijn et al., 2009). Additionally, low levels of monoamines in
such regions, and in particular that of 5-HT, have been related to the
state of depression (Blier and de Montigny, 1994). Conversely, the
increases on brain 5-HT levels are thought to be closely related to the
antidepressant effect (Kitaichi et al., 2010).

In the present study we compared the effect of acute administration
of atorvastatin or fluoxetine on 5-HT content. Our results revealed that
none of the treatments changed the hippocampal's or frontal cortices'
5-HT content when administered in the same doses and time that
exerted the antidepressant-like effect in the TST (Table 1). These results
are in accordance with Wang et al.'s (2012) finding that using a similar
experimental protocol, also showed that the acute administration of flu-
oxetine (10 mg/kg, i.p.) to rats did not change the hippocampal 5-HT
content. On the other hand, a previous study showed that although an
acute injection of fluoxetine (15 mg/kg, i.p.) can transiently elevate hip-
pocampal and striatal 5-HT levels, the total 5-HT content did not change
(Kreiss and Lucki, 1995). Conversely, another study demonstrated an in-
crease in mice hippocampal 5-HT content, 45 min after an acute fluox-
etine injection (10 mg/kg, i.p.) by using a colorimetric immunoassay
kit (Mao et al,, 2011). These differences may be due to the time of sam-
ple obtainment, which was smaller in the latest study, and also due to
the methodological approach used.

Moreover, other studies have demonstrated that acute SSRI treat-
ment can increase 5-HT levels in the frontal cortex (Hatanaka et al.,
2000; Kitaichi et al., 2010) and in dorsal hippocampus (Invernizzi
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etal, 1995), whereas the 5-HT content increases only by using a chronic
treatment (Amargos-Bosch et al., 2005; Kreiss and Lucki, 1995). It is im-
portant to highlight that in this study we used an ex vivo approach that
does not permit to evaluate 5-HT levels in the synapses or the dynamics
of the system. In this way, atorvastatin, as well as fluoxetine does not
change 5-HT total content, although both exerted an antidepressant-
like effect (Table 1) that depends on 5-HT levels (Fig. 2A, Machado
et al,, 2007; Rodrigues et al., 2002).

Regarding 5-HT receptors it is well known that the mechanism of
action of several classes of antidepressant drugs, such as tricyclics,
monoamine oxidase inhibitors and SSRIs occur by the participation of
the 5-HT;a (Hensler, 2006), 5-HT,4 and 5-HT,¢ receptors (Artigas,
2012). In this study, the pre-treatment of mice with WAY100635 (a selec-
tive 5-HT 5 receptor antagonist) abolished atorvastatin antidepressant-
like effect, thus demonstrating the 5-HT; 4 receptor participation in such
effect. The involvement of 5-HT,4/c receptor in the antidepressant-like
effect of atorvastatin was demonstrated since the pre-treatment of mice
with ketanserin (a 5-HT,x,c receptor antagonist) was able to abolish ator-
vastatin antiimmobility effect. Similarly, ketanserin has been reported to
prevent the antidepressant-like effect of several antidepressant com-
pounds in the TST (Binfaré et al., 2009; Capra et al., 2010; Zeni et al.,
2012). Considering that ketanserin has a higher affinity for 5-HT,4 than
to 5-HT, receptor subtype (Glennon et al., 2002) we suggest that atorva-
statin effect in the TST is mediated through an interaction with 5-HT4
although the participation of 5-HT,¢ cannot be ruled out.

Some of the most compelling evidence that the serotonergic system
has long been implicated in the etiology of depression involve the alle-
viation of depression symptoms evoked by SSRIs (Elhwuegi, 2004), that
are among the most widely prescribed drugs in psychiatry (Kroeze et al.,
2012). They also have better tolerability and lower rates of treatment
discontinuation than observed with tricyclic antidepressant use
(Anderson, 2000; Montgomery and Kasper, 1995). SSRIs increase the
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Fig. 4. Effect of pretreatment with ketanserin (5 mg/kg, s.c.; a preferential 5HT,4 receptor antagonist) on atorvastatin-induced anti-immobility effect (0.1 mg/kg, p.o.) in the TST (A) and on
the number of crossings in the open-field test (B) in mice. Values are expressed as means & S.E.M. (n = 6-8). **p <0.01 compared with the vehicle-treated control group; #p < 0.01 com-
pared with the same group pretreated with vehicle (two-way ANOVA followed by Tukey's HSD test).
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Fig. 5. Effect of co-administration of sub-effective doses of fluoxetine (5 mg/kg, p.o.), paroxetine (0.1 mg/kg, p.o.) or sertraline (1 mg/kg, p.o.) with atorvastatin (0.01 mg/kg, p.o.) in the
TST (A, Cand E respectively) and on the number of crossings in the open-field test (B, D and F respectively) in mice. Values are expressed as means 4= S.E.M. (n = 6-8).**p<0.01 compared

with the vehicle-treated control group (two-way ANOVA followed by Tukey's HSD test).

extracellular 5-HT levels in the synaptic cleft by blocking the 5-HT trans-
porter located on presynaptic nerve terminals (Bel and Artigas, 1993;
Ceglia et al., 2004), although the degree of selectivity for 5-HT transport-
er is variable. Fluoxetine, paroxetine or sertraline act on 5-HT transport-
er, however paroxetine and sertraline have higher affinity for 5-HT
transporter (Carrasco and Sandner, 2005).

In the present study, we demonstrated that a combined treatment
with SSRIs (fluoxetine, paroxetine or sertraline) and atorvastatin, at
sub-effective doses was able to decrease the immobility time of mice
in the TST. Previous study was also able to demonstrate that lovastatin
administration to rats for 30 days, let animals more sensitive to the
antidepressant-like effect of a low (sub-threshold) dose of fluoxetine
evaluated in the forced swimming test (Santos et al., 2012). Comparing
statin antidepressant-like effects, atorvastatin seems to be effective at
lower doses and in an acute administration schedule, although different
species and behavioral despair tests were used in these studies.

Reinforcing pre-clinical data, a recent 6-week randomized double-
blind placebo controlled-clinical trial assessed the efficacy and safety of
lovastatin, as an adjuvant agent for treating major depressive disorders.

They demonstrated that the lovastatin plus fluoxetine-treated group de-
creased depression scores more than the placebo group, with no serious
side effects (Ghanizadeh and Hedayati, 2013). It is important to mention
that the concomitant use of statins and SSRIs may be a common practice,
since both hypercholesterolemia and depression are highly incident dis-
eases especially in the elderly (Grundy et al., 2004; Jacobi et al., 2004;
Mathers and Loncar, 2006). No direct evidence regarding the mechanism
by which statins can boost the SSRI antidepressant effect was reported,
although it is plausible to consider an involvement of antiinflammatory
or antioxidant mechanisms (Piermartiri et al., 2010), and glutamatergic
system modulation (Bosel et al., 2005; Castro et al., 2013; Ludka et al.,
2013; Piermartiri et al., 2009, 2010), which have previously explained
the pleiotropic effects of statins.

In conclusion, our results showed that atorvastatin antidepressant-
like effect in the TST is dependent on the availability of 5-HT in the syn-
aptic cleft and on the interaction with 5-HT;, and 5-HT, receptors.
Moreover, our data showed the antidepressant-like effect exerted by
the combination of atorvastatin with fluoxetine, paroxetine or sertra-
line. The association of atorvastatin with conventional antidepressants
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should be used to reduce the dose of these drugs as an alternative ap-
proach to treat depression.
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CAPITULO II

Estudo dos mecanismos de neuroprotecéo desencadeados pela
atorvastatina e a relagdo com o efeito tipo-antidepressivo.

Este capitulo apresenta os resultados relacionados aos objetivos
especificos IV e V desta tese. Os resultados referentes aos mecanismos
de neuroprotecdo da atorvastatina frente a toxicidade glutamatérgica em
fatias de hipocampo de camundongos e frente a toxicidade e alteracdo
comportamental induzida pelo peptideo AB;.40 €stdo apresentados como
anexos (Anexos A e B do Capitulo |1, respectivamente).

O anexo A apresenta o manuscrito intitulado: “Atorvastatin Protects
from Afyi4—induced Cell Death and Depressive-like Behavior via
BDNF Cleavage”, submetido ao periédico Molecular Neurobiology.

O anexo B apresenta o artigo cientifico intitulado: “Atorvastatin and
Fluoxetine Prevent Oxidative Stress and Mitochondrial Dysfunction
Evoked by Glutamate Toxicity in Hippocampal Slices” publicado no
periodico Molecular Neurobiology.
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Abstract Atorvastatin has been shown to exert a neuropro-
tective action by counteracting glutamatergic toxicity.
Recently, we have shown atorvastatin also exerts an
antidepressant-like effect that depends on both glutamatergic
and serotonergic systems modulation. Excitotoxicity is in-
volved in several brain disorders including depression; thus,
it is suggested that antidepressants may target glutamatergic
system as a final common pathway. In this study, a compari-
son of the mechanisms involved in the putative neuroprotec-
tive effect of a repetitive atorvastatin or fluoxetine treatment
against glutamate toxicity in hippocampal slices was per-
formed. Adult Swiss mice were treated with atorvastatin
(10 mg/kg, p.o.) or fluoxetine (10 mg/kg, p.o.), once a day
during seven consecutive days. On the eighth day, animals
were killed and hippocampal slices were obtained and sub-
jected to an in vitro protocol of glutamate toxicity. An acute
treatment of atorvastatin or fluoxetine was not neuroprotec-
tive; however, the repeated atorvastatin or fluoxetine treatment
prevented the decrease in cellular viability induced by
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glutamate in hippocampal slices. The loss of cellular viability
induced by glutamate was accompanied by increased D-
aspartate release, increased reactive oxygen species (ROS)
and nitric oxide (NO) production, and impaired mitochondrial
membrane potential. Atorvastatin or fluoxetine repeated treat-
ment also presented an antidepressant-like effect in the tail
suspension test. Atorvastatin or fluoxetine treatment was ef-
fective in protecting mice hippocampal slices from glutamate
toxicity by preventing the oxidative stress and mitochondrial
dysfunction.

Keywords Atorvastatin - Fluoxetine - Glutamate toxicity -
Neuroprotection - Hippocampal slices

Abbreviations

HBSS Hank’s balanced salt solution
iNOS  Inducible nitric oxide synthase
KRB  Krebs ringer buffer

nNOS Neuronal nitric oxide synthase

NO Nitric oxide

NOS  Nitric oxide synthase

ROS  Reactive oxygen species

SSRIs Selective serotonin reuptake inhibitors
AV, Mitochondrial membrane potential
Introduction

The amino acid L-glutamate (Glu) is an excitatory neurotrans-
mitter that plays a fundamental role in a wide range of phys-
iological functions, including memory, cognition, and neuro-
nal plasticity [1]. Deregulated excitatory neurotransmission
results in high concentrations of extracellular glutamate and
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especially increased levels of extra-synaptic Glu that leads to
cellular damage, an event known as excitotoxicity [2—4].

The intracellular mechanisms responsible for neuronal in-
jury in excitotoxicity are under investigation [5]; however,
some processes are already well established. Glu-induced tox-
icity is dependent on its interaction with the ionotropic recep-
tor N-methyl-D-aspartate (NMDAR) [6, 7]. NMDAR is an
ion gated channel that once activated allows a massive calci-
um influx [6]. Calcium ions (Ca*") can interact with calmod-
ulin forming the Ca®"-calmodulin complex, which in turn ac-
tivates neuronal nitric oxide synthase (nNOS) promoting an
increase in nitric oxide (NO) production [8§—10]. Once formed,
NO has a number of intracellular targets [11]. It can also form
peroxynitrite due to interaction with reactive oxygen species
(ROS) as the free radical superoxide, which may lead to pro-
tein nitration, protein oxidation, lipid peroxidation, and DNA
damage [12], culminating in necrotic or apoptotic cell death
[13]. In pathological conditions, beyond nNOS activity, in-
ducible NOS (iNOS) can produce an additional amount of
NO thus contributing to Glu toxicity [14, 15]. NO can inhibit
the mitochondrial respiratory chain and stimulates neurotrans-
mitter release from synaptosomes [16].

Besides NO, NMDAR activation and secondary Ca®" in-
flux can also disrupt mitochondria function, once this organ-
elle is a regulator of intracellular Ca*" levels that can be
overloaded by the ionic unbalance. Mitochondrial injury con-
tributes to excitotoxic damage by changing membrane poten-
tial, increasing generation of ROS and releasing pro-apoptotic
proteins that lead to cell death [17—19]. Therefore, loss of
mitochondrial membrane potential (AW ) following
NMDAR activation due to excitotoxicity requires mitochon-
drial Ca®" overload, possibly combined with oxidative or
nitrosative stress [20, 21]. An intact AW, is crucial to ATP
synthesis, Ca®* sequestration, and controlled ROS production
[17] in order to maintain cellular viability.

Considering the remarkable levels of oxygen utilization
and ATP synthesis, the central nervous system (CNS) has
a large susceptibility to oxidative stress [22]. In this sce-
nario, many neurodegenerative diseases, such as depres-
sion, share events as NMDAR hyper functioning, NO
production, mitochondrial dysfunction, cell energy im-
pairment, overproduction of ROS, and apoptosis as a final
common pathogenic mechanism [23-25].

In this way, for treating depression, it is interesting to
identify drugs that act by improving mood and also pres-
ent neuroprotective effects [26]. The selective serotonin
reuptake inhibitors (SSRIs) were approved for clinical
use in the 1980s, and among SSRIs, fluoxetine has be-
come the most effective prescribed antidepressant world-
wide [27]. Although the primary fluoxetine mechanism of
action is based on the modulation of serotonergic system,
the final pathway, not just for fluoxetine but also for gen-
eral SSRIs, seems to be the glutamatergic system [28, 29],
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and increased attention around the crosstalk between these
systems has been perceived [30].

Recently, we have demonstrated that atorvastatin, a lipo-
philic drug that belongs to the class of statins, could exert
an antidepressant-like effect that depends on both gluta-
matergic and serotonergic systems modulation [31, 32].
The neuroprotective effect of this statin against several an-
imal models of diseases that disrupts glutamatergic system
has been shown by our laboratory [33—37]. Also, it has been
revealed that statins can improve the well-being of de-
pressed [38] and anxious patients, and it has been suggested
that statins can be used as adjuvant agents for treating major
depression [39].

Considering the importance of glutamatergic toxicity
for depression development and treatment, this study in-
vestigated the protective effect of atorvastatin and fluox-
etine against Glu toxicity and the mechanisms involved in
such effect. We succeed in demonstrating that atorvastatin
as well as fluoxetine, at the same protocol schedule that
promoted antidepressant-like effect in mice, were effec-
tive in protecting hippocampal slices from Glu toxicity
by preventing NO and ROS production and loss of the
AW ... These results showed that atorvastatin and fluoxe-
tine counteracted oxidative stress and mitochondrial mem-
brane potential impairment induced by excitotoxicity.

Materials and Methods
Animals

Male adult Swiss mice (60-90 days postnatal) maintained on a
12-h light/12-h dark schedule at 25 °C, with food and water ad
libitum, have been obtained from our local breeding colony.
Experiments have followed the “Principles of laboratory ani-
mal care” (NIH publication No. 85-23, revised in 1985) and
they have been approved by the local Ethical Committee for
Animal Research (CEUA/UFSC PP559).

Pharmacological Treatment

Atorvastatin (Liptor®, Pfizer, 10 mg/kg) or fluoxetine
(Prozac®, Eli Lilly, 10 mg/kg) were freshly dissolved in
water and administered by oral route (p.o.) in a volume of
10 mL/kg body weight using the gavage technique. When
acute administration was done, atorvastatin or fluoxetine
were administered 1 h before mice decapitation. The re-
petitive treatment consisted in a daily administration of
atorvastatin or fluoxetine once a day for seven consecu-
tive days. Atorvastatin or fluoxetine administration was
done between 10 and 12 a.m. The animals were subjected
to behavioral tests or were sacrificed in order to remove
hippocampus to assess biochemical parameters 24 h after
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the last administration. Control animals received water in
the same conditions. The doses of drugs were selected on
the basis of literature data and on our own group experi-
ence [31, 32, 40].

Preparation and Incubation of Hippocampal Slices

After pharmacological treatment, mice were decapitated and
have their brain rapidly removed from the skull and placed
into ice-cold Krebs-bicarbonate (KRB) dissection buffer con-
taining, in mM: 120 NaCl, 2 KCl, 0.5 CaCl,, 26 NaHCOs, 10
MgSOy, 1.18 KH,POy, 11 glucose, and 200 sucrose. The
buffer was bubbled with 95 % O,/5 % CO, up to pH 7.4
[41]. Hippocampi were dissected and slices (0.4 mm) were
prepared using a Mcllwain Tissue Chopper and separated in
KRB at 4 °C, using a soft brush. Immediately after sectioning,
slices were transferred to a 24-well plate and were maintained
in KRB without sucrose at 37 °C for 30 min to recover from
slicing trauma (pre-incubation period). Experiments were con-
ducted in triplicates.

A previously established protocol of evaluation of Glu tox-
icity in vitro was used [42]. After pre-incubation period, slices
were exposed to 10 mM Glu (in KRB) for 1 h. The medium
was then removed and slices were maintained during 6 h in
nutritive incubation medium (NIM) (post-incubation period)
composed of 50 % KRB, 50 % Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM, Gibco), and 20 mM HEPES, at 37 °C in a
CO, atmosphere. In order to adapt the protocol to slices ob-
tained from adult mice, post-incubation periods of 3 or 4 h in
NIM were tested.

A time course of Glu incubation was also done aiming to
assess early biochemical alterations. After the pre-incubation
period, slices were exposed to 10 mM Glu (in KRB solution)
for 15, 30, 60, or 120 min and oxidative or mitochondrial
damage was immediately assessed after each incubation peri-
od. The slices corresponding to the control groups were incu-
bated only in KRB solution or in the NIM, when it was nec-
essary to preserve slices viability for longer periods of time, in
order to mimic the physiological conditions.

Evaluation of Cell Viability

The ability of cells to reduce the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma) was
used to determine cell viability as previously described
[43]. Slices were incubated with MTT (0.5 mg/mL) in
KRB for 30 min at 37 °C. The tetrazolium ring of MTT
can be cleaved by active dehydrogenases to produce a
precipitated formazan which reduction can be used as an
index of cellular viability. The medium was withdrawn
and precipitated formazan was solubilized with dimethyl
sulfoxide (DMSO) and quantified spectrophotometrically
at a wavelength of 540 nm.

Excitatory Amino Acids Release

After pre-incubation period in KRB buffer, hippocampal
slices were incubated in Hank’s balanced salt solution
(HBSS), pH 7.4, composition in mM: 1.3 CaCl, , 137 NaCl,
5.36 KCl, 0.65 MgSOy,, 0.3 Na,HPO,, 1.1 KH,PO,, and 5
HEPES. Glu (10 mM) was added and incubated for 15 min
and excitatory amino acids release was assessed by adding
0.33 pCi/ml D-[*H]aspartate with 100 uM of unlabeled D-
aspartate in 300 pL for 7 min and stopped by three ice-cold
washes with 1 mL HBSS. The ice-cold wash is necessary in
order to stop D-[*H]aspartate uptake and remove extracellular
excess of D-[H]aspartate that was not taken up by cells.
D-[*H]aspartate was used in order to avoid amino acids
metabolization in intracellular compartments and we previ-
ously observed that similar data was observed by using
L-[*H]glutamate [44]. Slices were then further incubated for
15 min in 300 L. HBSS and the supernatant was collected in
order to measure the amount of released D-[*H]aspartate.
Slices were disrupted by overnight incubation with 0.1 %
NaOH/0.01 % SDS and aliquots of lysates were taken for
determination of intracellular D-[*H]aspartate content [44,
45). Intracellular and extracellular D-[*H]aspartate content
were determined through scintillation counting, calculated as
nanomole of aspartate per milligram of protein per minute and
the amount of released excitatory amino acids and was
expressed as a percentage of total D-[°H]aspartate content.

Nitric Oxide (NO) Measurement

The molecular probe 5,6-diaminofluorescein diacetate (DAF-
2DA) was used to measure NO levels [46], adapting the pro-
tocol as proposed by Martin-de-Saavedra et al. [47]. DAF-
2DA diffuses through cells membrane and is hydrolyzed by
intracellular esterases to the non-fluorescent form
diaminefluorescein-2 (DAF-2). DAF-2 reacts with an oxida-
tion product of NO to the highly fluorescent
triazolofluorescein DAF-2T. DAF-2DA was added 30 min be-
fore the end of the experiment to the media in which hippo-
campal slices were incubated, at a final concentration of
10 uM. At the end of the experiment, slices were washed once
with KRB. The fluorescence was measured in a fluorescence
microplate reader (TECAN®). Wavelengths of excitation and
emission were 495 and 515 nm, respectively.

ROS Measurement

Generation of ROS was estimated with the fluorescent probe
2'7'dichlorofluorescein diacetate (H,DCFDA) that is hydro-
lyzed by intracellular esterases to the non-fluorescent form
2'1'dichlorodihydrofluorescein (DCFH), which in turn reacts
with intracellular H,O, to form 2',7'dichlorofluorescein
(DCF), a green fluorescent dye. At the end of the experiment,
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H,DCFDA was added to hippocampal slices incubation me-
dium, at a final concentration of 40 uM for 20 min. At the end
of the incubation, slices were washed once with KRB. The
fluorescence was measured in a fluorescence microplate read-
er (TECAN®), using 495 and 515 nm as wavelengths of ex-
citation and emission, respectively.

Mitochondrial Membrane Potential (A W) Measurement

Tetramethylrhodamine ethyl ester (TMRE), a mitochon-
dria selective fluorescent dye, was used to measure
AW, [48]. TMRE dye was used in a quenching protocol,
which means that it was used in a sufficient concentration
to form aggregates, thus quenching some of the fluores-
cent emission of the aggregated dye. Under these condi-
tions, once dye is loaded into mitochondria, a subsequent
mitochondrial depolarization will result in release of dye,
thus unquenching the loaded probe, and increasing fluo-
rescent signal [49].

At the end of the experiment, hippocampal slices were
incubated with TMRE, at a concentration of 100 nM, during
30 min. At the end of the incubation, slices were washed once
with KRB. The fluorescence was measured in a fluorescence
microplate reader (TECAN®), using 550 and 590 nm as wave-
lengths of excitation and emission, respectively.

Behavioral Tests
Tail Suspension Test (TST)

The total duration of mice immobility induced by tail suspen-
sion was measured according to the method described by
Steru et al. [50]. Briefly, mice both acoustically and visually
isolated were suspended 50 cm above the floor by adhesive
tape and placed approximately 1 cm from the tip of the tail.
Immobility time was recorded during a 6-min period [51].

Open-Field Behavior

The ambulatory behavior was assessed in an open-field test as
described previously [52]. The apparatus consisted of a wood-
en box measuring 40 x 60 x 50 cm high. The floor of the arena
was divided into 12 equal squares. The number of squares
crossed with all paws (crossings) was counted in a 6-min
session. The light was maintained at minimum to avoid anx-
iety behavior.

Statistical Analysis
Comparisons among treatment groups and controls were per-
formed by one-way ANOVA followed by Tukey’s HSD test

or Student’s 7 test when appropriate. A value of P<0.05 was
considered to be significant.
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Results

Glutamate Reduces Hippocampal Cell Viability Due

to Nitric Oxide (NO) and Reactive Oxygen Species (ROS)
Production and Mitochondrial Membrane Potential (1)
Impairment

We have previously shown that incubation of young rat hip-
pocampal slices with 10 mM Glu for 1 h and evaluated after
6 h of incubation in a fresh culture medium promoted a reduc-
tion of hippocampal cellular viability [42]. In order to stan-
dardize the utilization of hippocampal slices from adult mice
in this protocol, slices were incubated with 10 mM Glu for 1 h
and then the medium was replaced by a NIM and slices were
incubated for additional 3, 4, or 6 h. Slices challenged with
Glu and maintained in culture medium for 3, 4, or 6 h showed
a significant decrease of cell viability when compared to con-
trol groups (Table 1). However, after 6 h of incubation, control
hippocampal slices also showed a decreased cellular viability
in comparison with slices incubated for 3 or 4 h. Additionally,
cellular viability in slices challenged with Glu and incubated
for 4 h in NIM showed a stronger statistical significance be-
tween control and glutamate groups. In this way, hippocampal
slices obtained from adult mice and incubated with Glu
(10 mM) for 1 h followed by 4 h of incubation in a nutritive
medium solution was the protocol used in the subsequent
experiments.

In order to investigate the participation of NO and ROS in
the mechanism of cell damage induced by Glu in this protocol,
an iNOS inhibitor—1400W (50 uM)—and a ROS scaven-
ger—N-acetyl-cysteine (Nac, 5 mM), were used. We succeed
to demonstrate that both iNOS inhibitor and ROS scavenger
were able to prevent the cell death induced by Glu in hippo-
campal slices (Fig. 1a, b), thus confirming that cell death in-
duced by Glu in this protocol involves NO and ROS
production.

Considering these results, we investigated the effect of Glu
on NO and ROS production and also in the mitochondrial
membrane potential (AW ). As shown in Fig. 2a, at the end
of the incubation period (1 h with Glu+4 h in NIM), no
alteration of NO or ROS levels was observed. On the other
hand, a significant disruption on AW, at the end of this period
of incubation protocol was observed. As NO and ROS pro-
duction are involved in the mechanism of Glu toxicity (Fig. 1),
and taking into account that NO and ROS production are
events that may occur rapidly and precede mitochondrial dys-
function and cell death, a time course of glutamate incubation
was carried out in order to identify the production of NO and
ROS. A significantly increase in NO production was observed
after a period of 30 min of hippocampal slices incubation with
10 mM Glu (Fig. 2b). On the other hand, a significantly in-
crease in ROS production was just observed in hippocampal
slices that were subjected to an incubation period of 2 h with
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Table 1  Cellular viability of mice hippocampal slices submitted to glutamate toxicity
3h 4h 6 h
Control Glu Control Glu Control Glu
% of cellular viability 100 75.4+8.19* 100 73.8+£2.15%* 100 83.1+£2.95*

Hippocampal slices were incubated with 10 mM Glu for 1 h. After this period, the medium was withdrawn and replaced by a nutritive incubation
medium without Glu that was maintained for 3, 4, or 6 additional hours. Cell viability was assessed by MTT reduction. The optic density (O.D.) was
measured at 540 nm. Control group was considered as 100 % of cell viability. The values are expressed as means + S.E.M. of five experiments carried out

in triplicates

*P<0.05 compared to control group; **P<0.01 compared to control group (Student’s ¢ test)

Glu (Fig. 2¢). Regarding disruption of AW, it was only ob-
served after 1 h with Glu+4 h in NIM (Fig. 2a) and not during
shorter glutamate incubations (Fig. 2d).

Repeated Atorvastatin or Fluoxetine Treatment Protects
Hippocampal Slices from Glu-Induced Toxicity

A putative neuroprotective effect of a single administra-
tion of atorvastatin (10 mg/kg, p.o.) was evaluated against
Glu-induced toxicity in mice hippocampal slices, as we
previously demonstrated the antidepressant-like effect of
this atorvastatin dose in an acute treatment [31].
Fluoxetine (10 mg/kg, p.o., acute administration), a clas-
sical antidepressant used clinically, was used for compar-
ison. Neither atorvastatin nor fluoxetine acute treatment
(1 h before mice decapitation and tissue slicing) was able
to protect hippocampal slices from Glu toxicity, as shown
at Fig. 3a.

In previous studies, experimental protocols using an ator-
vastatin repeated treatment (10 mg/kg, p.o., during seven con-
secutive days) have been shown an effective neuroprotective
effect against different cellular insults [35-37]. Therefore, we
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Fig. 1 Participation of NO and ROS production in the mechanism of
cellular damage induced by Glu in hippocampal slices. Hippocampal
slices were pre-treated for 30 min with an iNOS inhibitor (1400W,
50 uM) (a) or a reactive oxygen species scavenger (Nac, 5 mM) (b),
and then were incubated with 10 mM Glu for 1 h followed by 4 h of

celular viability

investigated the neuroprotective effect of atorvastatin repeated
treatment against Glu toxicity using an ex vivo approach. The
effect of a classical antidepressant, fluoxetine (10 mg/kg, p.o.,
during seven consecutive days), was also investigated in a
comparative way. As depicted in Fig. 3b, atorvastatin as well
as fluoxetine treatment prevented Glu-induced toxicity to hip-
pocampal slices.

Glu-Induced Excitatory Amino Acids Release Is
Prevented by Repeated Atorvastatin or Fluoxetine
Treatment

One of the mechanisms by which Glu can evoke a re-
duced cellular viability in this protocol is mediated by
Glu-induced increase in excitatory amino acids release
[42]. Considering atorvastatin repeated treatment
protected from Glu-induced toxicity in hippocampal
slices, we investigated whether atorvastatin may be mod-
ulating Glu transporters activity. We succeed to demon-
strate that atorvastatin, as well as fluoxetine, was able to
counteract the increased release of excitatory amino acids
induced by Glu toxicity (Fig. 4).

1501
= —— #
2 1004 e
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[=] *
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S
- 50-
X
0 7 T
Nac Nac

Glutamate 10 mM

incubation in nutritive incubation medium. 1400W or NAC were main-
tained during Glu incubation period. Values were expressed as media
+S.E.M. of five experiments carried out in triplicates. *P<0.05 com-
pared to control group, #P <0.05 compared to glutamate-treated group
(ANOVA followed by Tukey’s HSD test)
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Fig. 2 Evaluation of NO and ROS production and AWV, impairment in
hippocampal slices subjected to Glu and a time course of Glu-induced
damage. Hippocampal slices were incubated with 10 mM Glu for 1 h
followed by 4 h of nutritive incubation medium (NIM) (a). To measure
NO production, hippocampal slices were incubated with DAF-2DA
(10 uM) before the end of experiment for 30 min. ROS production was
measured by DCFDA dye (40 uM) that was incubated for 20 min at the
end of the experiment. TMRE (100 nM) used to measure AV, was

Atorvastatin or Fluoxetine Prevents the Increase in NO
and ROS Production and AW, Impairment

As atorvastatin or fluoxetine repeated treatment showed neu-
roprotective effect against Glu-induced cell death and consid-
ering that time course of NO and ROS production and AV,
impairment induced by Glu was determined, we investigated
if these drugs could prevent these Glu-induced oxidative stress
parameters.

Figure 5a shows representative photographs from hippo-
campal slices subjected to Glu toxicity and the quantification
of fluorescence emission due to NO and ROS production and
AV,.. Whole hippocampal slices were used for fluorescence
quantification, although images from hippocampal CAl re-
gion were obtained in order to get better quality magnifica-
tions (Fig. 5a). Atorvastatin or fluoxetine repeated treatment
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incubated for 30 min at the end of the experiment. In a time course of
Glu-induced damage, hippocampal slices were submitted for 15 min to
2 h with 10 mM Glu and NO and ROS production and AWV, were
evaluated (b—d). Values were calculated considering control group as
100 % and are expressed as mean+S.E.M. of at least five experiments
carried out in triplicates. **P<0.01 and ***P<0.001 compared to con-
trol group (ANOVA followed by Tukey’s HSD test)

protects hippocampal slices from Glu-induced NO increase,
ROS production, and loss of mitochondrial AW, as depicted
at panels b—d of Fig. 5, respectively. Therefore, atorvastatin
and fluoxetine prevents oxidative damage and mitochondria
dysfunction evoked by Glu toxicity in hippocampal slices,
promoting neuroprotection.

Repeated Atorvastatin or Fluoxetine Also Exerts
Antidepressant-Like Effect

The antidepressant-like effect of atorvastatin or fluoxetine
acute treatment was previously demonstrated [31, 32], al-
though the neuroprotective effect against Glu toxicity was just
observed after repeated treatment. In order to investigate if
neuroprotective effect evoked by atorvastatin or fluoxetine
repeated treatment coincides with antidepressant-like effect,
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Fig. 3 Effect of acute or repeated atorvastatin or fluoxetine treatment to
mice hippocampal slices subjected to Glu toxicity ex vivo. Mice were
treated with a single atorvastatin (0.1-10 mg/kg, p.o.) or fluoxetine
(10 mg/kg) administration 1 h before the decapitation. Hippocampal
slices were subjected to Glu (10 mM) toxicity protocol for 1 h (a).
Independent groups of mice were treated with atorvastatin (1 or 10 mg/
kg) or fluoxetine (10 mg/kg) once a day during seven consecutive days.
After a period of 24 h from the last administration, mice were decapitated

mice were subjected to behavioral tests. The effects of atorva-
statin treatment in the tail suspension test (TST) and open-
field test (OFT) are shown at Fig. 6a, b, respectively.
Atorvastatin significantly reduced the immobility time on
mice subjected to TST (F (3,36)=7.9104, P<0.01) when
compared to control group, without any alteration in the num-
ber of crossings in the OFT (£ (3,36)=2.4433, P=0.08). The
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Fig. 4 Effect of atorvastatin or fluoxetine repeated treatment on D-
[*H]aspartate release induced by Glu toxicity. Mice received
atorvastatin (Ator, 10 mg/kg, p.o.) or fluoxetine (Fluox, 10 mg/kg, p.o.)
once a day, during seven consecutive days. On the eighth day, animals
were decapitated, and the hippocampus were obtained and sliced. Slices
(0.4 mm) were incubated with or without 10 mM Glu for 15 min (control
group incubated with HBSS-Na" buffer) and release was evaluated after
the incubation with D-[*H]aspartate, measured in the medium, as an index
of excitatory amino acids release. Values were expressed as mean
+S.E.M. of 10 experiments. ***P<0.001 compared to control group,
#P<0.05 compared to glutamate-treated group (ANOVA followed by
Tukey’s HSD test)
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and hippocampal slices were subjected to Glu (10 mM) toxicity for 1 h
(b). After this period of Glu incubation, the medium was withdrawn and
replaced by a nutritive incubation medium without glutamate that was
maintained for four additional hours. Cell viability was assessed by MTT
assay. Control group was considered as 100 % of cell viability. The values
are expressed as means+ S.E.M. of at least five experiments. *P <0.05
compared to control group; #P <0.05 compared to glutamate-treated
group (ANOVA followed by Tukey’s test)

antidepressant-like effect was also demonstrated for fluoxe-
tine treatment, as evaluated in the TST (F (3,36)=6.9870,
P<0.01), without any alteration in the number of crossings
in the OFT (F (3,36)=3.0256, P=0.09).

Discussion

The results presented in this study show that a repeated (7-day
protocol) atorvastatin or fluoxetine administration protects
mice hippocampal slices from Glu-induced toxicity.
Atorvastatin or fluoxetine mechanism of neuroprotection in-
volves the prevention of Glu-induced excitatory amino acids
release, NO and ROS production, and mitochondrial mem-
brane potential (AW,,) disruption (Fig. 7). Moreover, an
antidepressant-like effect of atorvastatin or fluoxetine after
the repeated treatment was also observed.

We have previously shown that an acute atorvastatin treat-
ment exerts an antidepressant-like effect that depends on the
NMDAR-L-arginine-NO pathway. The acute atorvastatin treat-
ment also increased brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
levels in hippocampus [31]. However, using this single admin-
istration protocol, we are now showing that atorvastatin does
not prevent decreased cell viability induced by Glu toxicity.
Similarly, we observed that an acute fluoxetine treatment, in a
dose that exerted antidepressant-like effect [32], was not also
effective in protecting hippocampal slices from Glu toxicity.

Atorvastatin neuroprotective effect has been demonstrated
against many different insults: NMDA or Glu toxicity in cor-
tical neurons in culture [53-55], seizures induced by
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Fig. 5 Effect of atorvastatin or fluoxetine treatment on increased NO,
ROS, and disrupted AV, induced by Glu incubation. Mice were treated
with atorvastatin (Ator, 10 mg/kg, p.o.) or fluoxetine (Fluox, 10 mg/kg,
p.0.), once a day during seven consecutive days. After 24 h of the last
administration, animals were decapitated and hippocampal slices were
obtained. Slices were subjected to 10 mM Glu during the different time
courses established at Fig. 2. Representative photographs from

O Vehicle

2009 m Atorvastatin
. g 0O Fluoxetine
£ 1504
1] **
g‘ 100 4
o]
E d
£ 501

0
C 1 10 10 (mg/kg)

Fig. 6 Antidepressant-like effect of repeated atorvastatin or fluoxetine
treatment. Mice were treated with atorvastatin (1 or 10 mg/kg, p.o.) or
fluoxetine (10 mg/kg, p.o.) once a day during seven consecutive days to
assess behavioral parameters. After a period of 24 h from the last
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administration, mice were submitted to TST (a) and to OFT (b). Values
are expressed as means=+S.E.M from 10 mice per group. *P <0.05;
**P<0.01 compared to control group (ANOVA followed by Tukey’s
HSD test)
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Fig. 7 Schematic view of effects
promoted by atorvastatin or
fluoxetine repeated treatment. A
repeated (7-day protocol)
atorvastatin or fluoxetine
administration protects
hippocampal slices from Glu-
induced toxicity. Atorvastatin and
fluoxetine shared a mechanism of
protection that involves the
prevention of Glu-induced
excitatory amino acids release,
NO and ROS production,
mitochondrial membrane
potential (AW ) disruption, and
decreased cell viability. An
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intracerebroventricular administration of quinolinic acid [35],
or amyloid-beta-induced toxicity in mice hippocampus [34,
36]. In these studies, a repeated treatment was necessary in
order to achieve a protective effect. In agreement, in this study,
atorvastatin repeated treatment was effective to protect hippo-
campal slices from Glu toxicity. A similar pattern of neuro-
protection was observed when fluoxetine repeated treatment
was applied.

Postmortem studies have shown a significant increase in
tissue Glu levels in individuals with bipolar or depressive
disorders [56, 57]. In other related studies, higher glutamate
metabolite measures were reported in the frontal cortex of
patients experiencing late life depression and post-stroke de-
pression [58—60]. In agreement with this, there is evidence
that antidepressants treatment may decrease plasma Glu levels
in depressed patients [61, 62]. In this study, both treatments
significantly prevented the excess of excitatory amino acids
overflow induced by excitotoxicity. Atorvastatin and fluoxe-
tine are drugs that belong to different pharmacological classes,
although the effect of preventing increased excitatory amino
acids overflow likely represents a component of the neuropro-
tective effect of the repeated treatment with both drugs. The
effect of atorvastatin on glutamate uptake was previously
demonstrated by our group [35, 37]; however, this is the first
evidence that atorvastatin alters glutamate release, reinforcing
the modulatory role of atorvastatin on glutamatergic system.

On the other hand, previous studies showed that the treatment
of rats with fluoxetine, desipramine, venlafaxine, or
agomelatine prevented the stress-induced enhancement of
depolarization-dependent Glu release [63, 64], reinforcing
the role of glutamate transport modulation also to classical
antidepressants mechanism of action.

Glu promotes apoptosis in hippocampal slices, reducing
cell viability by interaction with NMDA, kainate, and
AMPA receptors [42]. Here we demonstrated that Glu toxicity
was prevented by an iNOS inhibitor, suggesting that Glu tox-
icity in hippocampal slices also depends on NO production.
This result is in accordance with a previous study from our
laboratory that showed increased iNOS expression followed
by Glu exposure [65]. In a time-course evaluation, we ob-
served that incubation of slices with Glu for 30 min signifi-
cantly increase NO levels. This increase was probably tran-
sient, considering the small NO half-life time [8], but suffi-
cient to contribute to cell damage. There are several evidences
pointing for the involvement of augmented NO levels in de-
pression and cell death [66]. Moreover, decreasing or blocking
the synthesis of NO in brain can induce antidepressant-like
and neuroprotective effects [67-69]. Accordingly, we previ-
ously demonstrated that acute atorvastatin administration to
mice decreased NO levels as measured by nitrite/nitrate con-
tent, an effect that was correlated with antidepressant-like ac-
tivity [31]. We are now showing that atorvastatin repeated
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treatment prevented Glu-induced NO increase, demonstrating
that NO modulation is involved in the mechanism of neuro-
protection. Fluoxetine mechanism of neuroprotection may al-
so involve NO modulation, as it down-regulated nNOS ex-
pression in the hippocampus [70] and decreased striatal NO
production followed by NMDA injection [71]. Similar to ator-
vastatin, in this study we showed fluoxetine also decreased
NO production evoked by Glu toxicity in hippocampal slices.
“Bun-Hee et al. 2006 is cited in text but not given in the
reference list. Please provide details in the list or delete the
citation from the text.Please delete the cited reference

Once produced, NO can interacts with superoxide anions
leading to overproduction of peroxynitrite, a powerful oxidant
molecule [72]. Both NO and peroxynitrite have been shown to
inhibit mitochondrial respiratory complex IV, where NO com-
petes with O, to bind at the enzymatic active site, thus changing
the AV, and increasing the generation of ROS and consequent-
ly contributing to excitotoxic damage [17]. The participation of
ROS in Glu toxicity was demonstrated by the use of a ROS
scavenger. Also, in a time-course evaluation, we demonstrated
that increased ROS production is significantly observed after 2 h
of Glu exposure. The loss of AW, was observed after 1 h of Glu
exposure followed by 4 h incubation in a nutritive incubation
medium.

Disruption of AW, followed by Glu exposure was demon-
strated previously in other studies that used different protocols
[17, 20, 73, 74]. In this study, using a quenching TMRE proto-
col, we demonstrated that Glu toxicity promoted a mitochondri-
al depolarization that increased fluorescence signal. Excessive
ROS production and consequently AW, impairment can be
counterbalanced in order to diminish damaging reactions [75,
76]. It has been previously shown that atorvastatin attenuated
ROS production and cerebral damage in vitro and in vivo
models of cerebral ischemia [37, 77]. In a similar way, fluoxe-
tine treatment reversed the oxidative damage induced by chronic
stress in brain mice [78] or induced by lipopolysaccharide [79].
However, to the best of our knowledge, it is the first report
showing atorvastatin or fluoxetine prevent disruption of the mi-
tochondrial membrane potential induced by Glu toxicity.

Several neuropathological processes are associated with
excitotoxicity and oxidative stress that lead to neuronal dam-
age and death [80]. Accordingly, in the last few years, numer-
ous lines of evidence have accumulated in favor of a role for
Glu in the development [81, 82] as well as in the treatment of
depression [83, 84]. In line with this, neuroprotective drugs
that counteract oxidative stress and Glu toxicity should be
considered for depression treatment. In this study, we succeed
to demonstrate that both atorvastatin or fluoxetine repeated
treatment prevented Glu-induced NO and ROS production
and alteration of AW,,,.

The neuroprotective effect evoked by atorvastatin and flu-
oxetine repeated treatment coincides with an antidepressant-
like effect exerted by both drugs. At this point, two important
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observations should be highlighted: (i) acute atorvastatin or
fluoxetine treatment exerted antidepressant-like effect, but it
did not evoke neuroprotective effect; (ii) antidepressant-like
effect is still observed and a neuroprotective effect against Glu
toxicity is achieved when a repeated treatment was applied. In
the face of similarities in the mechanism of neuroprotection
exerted by atorvastatin and fluoxetine treatment against Glu
toxicity, it is feasible that these drugs share a similar mecha-
nism of action.

Fluoxetine has been proposed as an antidepressant and
neuroprotective agent that acts as an NMDAR antagonist, by
interacting with the NMDAR GIuN2B subunit [85]. Parallel
to this fact, atorvastatin presented neuroprotective effect
against quinolinic acid-induced damage, a GIuN2B subunit
agonist [35]. Recently, it was demonstrated atorvastatin pro-
tects cortical cells from cell death induced by focal global
ischemia via interaction with GIuN2B [86]. Therefore, we
speculate that fluoxetine and atorvastatin may exert
neuroprotective effect against Glu toxicity by interaction
with GIuN2B subunit of NMDAR. However, information on
the exact site of interaction of atorvastatin is lacking and must
be investigated.

In conclusion, acute administration of atorvastatin or flu-
oxetine presents antidepressant-like effect but it is not neuro-
protective. However, a repeated protocol of atorvastatin or
fluoxetine administration presents an antidepressant-like and
neuroprotective effects. Atorvastatin or fluoxetine prevented
the oxidative damage and the impairment of mitochondrial
potential evoked by Glu toxicity in hippocampal slices, fea-
tures that might be associated in depressive, as well as, in
neurodegenerative conditions.
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6 DISCUSSAO

Ha cerca de duas décadas os efeitos pleiotropicos das estatinas
foram relatados e deste entdo tém sido extensivamente estudados
(Birnbaum e Ye, 2012; Citraro et al., 2014; Harrison e Hashton, 1994;
Liao e Laufs, 2005). Em contrapartida os primeiros achados da
associacgdo entre estatinas e transtornos do humor fizeram-se a partir da
ideia de que farmacos hipocolesterolemiantes poderiam desencadear
sintomas depressivos (Duits e Bos, 1993; Kassler-Taub; Woodward,;
Markowitz, 1993; Lechleitner et al., 1992;  Zureik; Courbon;
Ducimetiere, 1996). Entretanto, ensaios clinicos demonstraram néo
existir diferencas significativas no desenvolvimento de depresséo
considerando o tratamento com estatinas ou placebo (Muldoon et al.,
2000; Stewart et al., 2000; Wardle et al., 1996). Contrariando 0s ensaios
clinicos anteriores, estudos apontaram para a melhora do bem-estar
psicolégico (Young-Xu et al., 2003), bem como reducdo do risco de
desenvolvimento de depressdo em usuarios de estatinas (Ormiston et al.,
2003; Wirleitner; Sperner-Unterweger; Fuchs, 2004; Yang; Jick; Jick,
2003; Young-Xu et al., 2003;) impulsionando novas pesquisas acerca do
entendimento do efeito dessa classe de farmacos frente aos transtornos
do humor.

O efeito tipo-antidepressivo da estatina lipossoluvel,
atorvastatina, em testes preditivos para avaliacdo do potencial efeito
antidepressivo de substancias como o teste de suspensdo pela cauda e
teste do nado forcado, foi demonstrado pela primeira vez por nosso
grupo de pesquisa. A participagdo do receptor NMDA e da via de
sinalizacdo L-arginina-NO-GMPc no efeito tipo-antidepressivo da
atorvastina em camundongos foi também evidenciada (Ludka et al.,
2013). Apesar da importancia do sistema glutamatérgico no
entendimento e na busca de novos farmacos antidepressivos, sabe-se que
a manipulacdo farmacoldgica do sistema serotonérgico possibilita a
melhora dos sintomas clinicos dos pacientes com depressdo de forma
que grande parte dos antidepressivos disponiveis na clinica atua
modulando este sistema neurotransmissor (Artigas, 2012; Wong et al.,
2005). Além disso, a modulacdo da funcdo do receptor NMDA em
decorréncia da administracdo crbnica de antidepressivos de diferentes
classes (Nowak et al., 1993; Paul et al., 1994; Skolnick, 1999), bem
como a modulagdo dos transportadores de 5-HT pelo sistema
glutamatérgico (Nowak et al., 1998; Skolnick et al., 1996) ja foram
demonstradas, evidenciando a relagdo entre os sistemas glutamatérgico e
serotonérgico.



140

Neste contexto, 0 anexo A do capitulo | desta tese traz os
resultados referentes a participacdo do sistema serotonérgico no efeito
tipo-antidepressivo da atorvastatina. Demonstramos que o efeito tipo-
antidepressivo da atorvastatina depende da disponibilidade de 5-HT na
fenda sinaptica bem como da participacdo dos receptores dos subtipos 5-
HT1a€ 5-HToac. Além disso, demonstramos o efeito tipo-antidepressivo
desencadeado  pela  coadministracdo de  atorvastatina com
antidepressivos ISRS.

A diminuigdo da concentracdo de 5-HT e seus metabdlitos no
fluido cérebro- espinhal de pacientes com depressdo parece estar
correlacionado com um aumento no risco de suicidio (Asberg et al.,
1976), e em concordancia o tratamento dos pacientes com
antidepressivos classicos rapidamente aumenta as concentracfes de 5-
HT (Millan, 2004). Neste estudo, demonstramos que a disponibilidade
de 5-HT no encéfalo dos camundongos € crucial para que a atorvastatina
seja capaz de desencadear efeito tipo-antidepressivo, uma vez que a
deplecdo de 5-HT através da administracdo de um inibidor da TH aboliu
este efeito. A concentracdo de 5-HT é também crucial para o efeito tipo-
antidepressivo da cetamina — um antagonista NMDA- (Gigliucci et al.,
2013) e da fluoxetina — um ISRS - (Rodrigues et al., 2002). Apesar da
dependéncia da concentragdo de 5-HT para o efeito tipo-antidepressivo
da atorvastatina, a administracdo de atorvastatina per se ndo é capaz de
alterar o conteldo total de 5-HT no hipocampo ou cdrtex pré-frontal de
camundongos. Resultado semelhante foi observado no hipocampo e
cortex de camundongos tratados com fluoxetina. Estes resultados véo
ao encontro dos relatos de Wang e colaboradores (2012) que usando
protocolo semelhante demonstraram que a administracdo aguda de
fluoxetina ndo é capaz de alterar o contetdo de 5-HT, a qual somente
aumenta quando o tratamento cronico com antidepressivos ISRS é
realizado (Amargos-Bosch et al., 2005; Kreiss and Lucki, 1995). Vale
ressaltar que o protocolo experimental que utilizamos ndo permite
avaliar a dindmica do sistema, nem tdo pouco, os niveis de 5-HT na
sinapse, e apesar do conteldo ndo ser alterado pelo tratamento com
atorvastatina ou fluoxetina, a disponibilidade de 5-HT é crucial para
desencadear o efeito tipo-antidepressivo de ambos os farmacos
(Capitulo I, Anexo A — Figura 2; Rodrigues et al., 2002).

Dentre 0s 7 suptipos de receptores de 5-HT sabe-se que o
mecanismo de agdo de diferentes classes de drogas antidepressivas,
como os TCA, os iIMAO e os ISRS modulam receptores dos subtipos 5-
HT1a , SHT-24 € 5SHT-,c (Artigas, 2012; Hensler, 2006). A participagédo
desses subtipos de receptores no efeito tipo-antidepressivo da
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atorvastatina foi demonstrada através da utilizacdo dos antagonistas
seletivos de receptores do subtipo 5-HT;a (WAY100635) e 5HT-ac
(cetanserina) que aboliram o efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina.

Os antidepressivos ISRS estdo entre os fArmacos mais prescritos
nos consultérios psiquiatricos (Kroeze; Zhou; Homberg, 2012), uma vez
que apresentam maior tolerabilidade e menores indices de
descontinuagdo do tratamento do que é observado com o uso de
antidepressivos TCA (Anderson, 2000). Estes farmacos atuam por
bloquear o transporte de 5-HT no neurbnio pré-sinaptico, impedindo a
recaptacdo do neurotransmissor, aumentando desta forma, sua
concentracdo na fenda sinéptica (Ceglia et al., 2004).

No presente estudo foi demonstrado o efeito tipo-antidepressivo
proveniente do tratamento combinado com atorvastatina e ISRS
(fluoxetina, paroxetina ou sertralina). Estudo prévio reportado na
literatura, demonstrou que a administracdo de lovastatina a ratos por 30
dias deixou os animais mais sensiveis & dose sub efetiva de fluoxetina,
guando estes foram avaliados no TNF (Renshaw et al., 2009). O efeito
somatorio da lovastatina e fluoxetina foi reforcado por um ensaio clinico
gue apontou que 0s scores para depressao diminuiram de forma mais
significativa em pacientes fazendo uso dos dois medicamentos em
relacdo aos pacientes em uso de fluoxetina (Ghanizadeh e Hedayati,
2013), sem que nenhum efeito colateral significativo fosse relatado.
Vale ressaltar que o uso concomitante de estatinas e ISRS pode ser
pratica comum, uma vez que tanto a hipercolesterolemia como a
depressao sdo doencas de alta incidéncia, especialmente na populagéo
idosa (Grundy et al., 2004; Jacobi et al., 2004; Mathers e Loncar, 2006).
E importante considerar que nenhuma evidéncia direta acerca do
mecanismo pelo qual as estatinas potencializam o efeito antidepressivo
foi relatada.

A atividade de alguns sistemas neurotransmissores como 0s
sistemas  glutamatérgico e  serotonérgico, envolvidos no
desenvolvimento de doencas psiquiatricas, parece ser modulada pelo
sistema adenosinérgico (Machado-Vieira et al., 2002). Evidéncias de
estudos em animais apontam para uma possivel disfunsdo da sinalizagéo
do sistema adenosinérgico, mediado basicamente pelos receptores de
adenosina dos subtipos A; e A,a ha patofisiologia dos transtornos do
humor (Zlomuzica et al., 2013), especialmente depressdo (Gomes et al.,
2011; El Yacoubi et al., 2003) e ansiedade (Lara et al., 2006).

Por outro lado, estratégias farmacoldgicas para o tratamento dos
transtornos do humor, parecem modular o sistema adenosinérgico.
Estudo recente demonstrou que o efeito tipo-antidepressivo da cetamina,
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um antidepressivo de Gltima geracdo com efeito rapido e sustentado, que
age como antagonista de receptores NMDA depende da modulacdo do
sistema adenosinérgico. Por outro lado, a modulacéo do referido sistema
ndo é requerida para o efeito do antidepressivo classico, fluoxetina
(Cunha et al., 2015a). Ainda, os agonistas sintéticos de receptores de
adenosina dos subtipos A; e A;a, CHA e DPMA respectivamente,
apresentam efeito tipo-antidepressivo em camundongos submetidos ao
TNF (Kaster et al., 2004). Em outro estudo, o agonista de receptor de
adenosina do subtipo A;, CCPA também reduziu o tempo de
imobilidade de camundongos no TNF, efeito este que foi sustentado por
36h (Hines et al., 2013).

O capitulo 1 desta tese descreve os resultados referentes a
participacdo do sistema adenosinérgico no efeito tipo-antidepressivo da
atorvastatina. A participacdo da adenosina, bem como dos receptores do
subtipo A; no efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina foram
evidenciados.

Inicialmente a participacdo do sistema adenosinérgico no efeito
tipo-antidepressivo da atorvastatina no TSC foi demonstrada pela
utilizacdo de adenosina (um agonista ndo seletivo de receptores de
adenosina) e cafeina (um antagonista ndo seletivo de receptores de
adenosina). Demonstrou-se um efeito combinado proveniente da
administracdo de adenosina e atorvastatina em camundongos
submetidos ao TSC. Um efeito semelhante foi observado com a
administragdo de doses subativas de atorvastatina e cafeina no TSC. A
cafeina é um antagonitsa de receptores de adenosina com semelhante
seletividade in vitro para receptores dos subtipos A; e Aza (Fredholm et
al., 1999) de forma que a utilizagdo de antagonistas seletivos fez-se
necessaria para investigar o envolvimento de cada subtipo de receptor
no efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina.

A participacdo dos receptores A; de adenosina no efeito tipo-
antidepressivo da atorvastatina foi demonstrada, uma vez que o
antagonista seletivo de receptor A; de adenosina preveniu o efeito tipo-
antidepressivo da atorvastatina no TSC. Refor¢ando este resultado, o
agonista de receptor A; de adenosina, CHA, em dose subativa,
combinado com uma dose subativa de atorvastatina, desencadeou efeito
tipo-antidepressivo.

A participagdo do sistema adenosinérgico nos efeitos
pleiotropicos da atorvastatina, bem como de outras estatinas ja havia
sido reportado em modelos de isquemia do miocardio, porém, a nosso
conhecimento este € o primeiro relato da participagdo deste sistema no
efeito tipo-antidepressivo de uma estatina. Um estudo prévio
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demonstrou que a administragdo de atorvastatina em camundongos, leva
a um aumento significativo da fosforilacdo de proteinas relacionadas
com a sobrevivéncia celular como a Akt, ERK e eNOS no miocérdio.
Este aumento de fosforilacdo é abolido parcialmente pela utilizagdo de
antagonistas A; Aza € Agg de adenosina (Merla et al., 2007). Além
disso, o efeito protetor da atorvastatina frente aos danos causados por
um protocolo de isquemia e reperfusdo em ratos é potencializado pelo
tratamento combinado com café contendo cafeina (Ye et al., 2008).

Em concordéancia, um estudo clinico, utilizando 60 voluntarios
saudaveis, demonstrou que o tratamento com rosuvastatina aumenta a
formacéo extracelular de adenosina e este efeito parece estar relacionado
com a protecdo frente aos danos causados por isquemia e reperfusdo
(Meijer et al., 2009). Posteriormente, foi demonstrado que este efeito
parace ser mediado pelo aumento da expressdo da enzima 5-ecto-
nucleotidase, que defosforila a adenosina-5"-monofosfato (AMP)
extracelular dando origem a adenosina (Meijer et al., 2010).

O envolvimento dos receptors A, de adenosina na depressao e
no mecanismo de acdo de farmacos antidepressivos ndo estd bem
esclarecida (Cunha et al., 2015a). Dados da literatura ja apontaram que o
antagonismo de receptores A, de adenosina (El Yacoubi et al., 2001,
2003, Yamada et al., 2014) desencadeiam efeito tipo-antidepressivo no
TNF, bem como outros trabalhos apontam para a ativagdo dos
receptores A, como mecanismo envolvido no efeito tipo-antidepressivo
de diversas drogas (Kaster et al., 2004, 2013; Lobato et al., 2008). No
presente estudo, demonstrou-se que o efeito tipo-antidepressivo da
atorvastatina independe da modulacdo dos receptores Az, Uma vez que
0 pré-tratamento com o antagonista ZM 241385 ndo preveniu o efeito
tipo-antidepressivo da atorvastatina no TSC. Para excluir a participacao
dos receptores A,a no efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina no
TSC, experimentos posteriores utilizando um agonista desses receptores
devem ser realizados.

A participacdo do transportador de adenosina no efeito tipo-
antidepressivo da atorvastatina foi avaliada através da utilizacdo do
dipiridamol, um inibidor de transporte de adenosina. O dipiridamol inibe
a captacdo de adenosina, aumentando desta forma a biodisponibilidade
da mesma na fenda sinaptica (Kulkarni e Mehta, 1985). Neste trabalho
demonstrou-se que o tratamento dos camundongos com doses subativas
de dipiridamol e atorvastatina ndo foi capaz de desencadear um efeito
tipo-antidepressivo combinado, de forma que os niveis de adenosina na
fenda sinéptica parecem ndo interferir com o efeito tipo-antidepressivo
da atorvastatina neste teste. Trabalhos anteriores reportaram que O
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aumento dos niveis de adenosina na fenda sinaptica é crucial para o
efeito tipo-antidepressivo da cetamina e da creatina (Cunha et al.,
2015a), bem como parece mediar o efeito antidepressivo do citalopram
em pacientes com depressao (Blardi et al., 2005).

Neste ponto, é interessante ressaltar que trés sistemas
neurotransmissores pareceram estar envolvidos no efeito tipo-
antidepressivo da atorvastatina. O sistema glutamatérgico (Ludka et al.,
2013), o serotonérgico (Anexo A, Capitulo I) e o adenosinérgico
(Capitulo 1), via modulacdo dos receptores NMDA,; 5-HT € 5-HTac €
A respectivamente. Sabe-se que a modulagdo de receptores é apenas o
primeiro evento associado ao mecanismo de acdo de farmacos, e que
vias de sinalizagdo intracelular sdo ativadas ou inibidas em resposta a
modulacdo inicial de receptores.

Estudos j& demonstraram que varios sistemas de transducdo de
sinal, incluindo a via de sinalizagdo PI3K/Akt/GSK-3B ¢ mTOR estdo
alteradas no encéfalo de pacientes com depressdo. Esta parece ser uma
importante via de sinalizacdo a ser modulada por farmacos
antidepressivos (Kitagishi et al., 2012; Yoon e Kim, 2009) e também
uma via associada a neuroprotecdo (Kitagishi et al., 2012). Além disso,
a via de sinalizagdo PI3K/Akt/GSK-3B e mTOR esta envolvida no efeito
neuroprotetor das estatinas tanto in vitro (Chen et al., 2003; Dolga et al.,
2008) como in vivo (Dolga et al., 2009; Herndndez-Romero et al., 2008;
Kretz et al., 2006; Lee et al., 2008; Wu et al., 2008; Zhang et al., 2007).
Estudos apontam ainda para a importancia desta via de sinalizacdo no
efeito tipo-antidepressivo de varias substancias moduladoras do sistema
glutamatérgico, como o &cido ascérbico (Moretti et al., 2014), a cretina
(Cunha et al., 2015b), a guanosina (Bettio et al., 2012), o zinco
(Manosso et al., 2015) e a cetamina (Li et al., 2010). A fosforilacdo da
mTOR é rapidamente aumentada pelo tratamento com cetamina,
desencadeando o0 aumento da expressdo de proteinas sinapticas,
mecanismo este responsavel pelo efeito antidepressivo sustentado deste
farmaco (Li et al., 2010). Vale ressaltar que apesar da cetamina ser um
farmaco que atua inicialmente por antagonizar o receptor NMDA
(Berman et al., 2000; Zarate et al., 2006), seu efeito antidepressivo €
dependente da disponibilidade de 5-HT (Gigliucci et al., 2013) e da
modulacdo dos receptores de adenosina (Cunha et al., 2015a).

Os resultados referentes ao efeito da atorvastatina frente a via de
sinalizacdo PI3K/Akt/GSK-3 e mTOR estdo apresentados no Anexo B
do Capitulo I. Foi demonstrado utilizando o TSC que o efeito tipo-
antidepressivo da atorvastatina depende da ativacdo de PI3K/Akt e
MTOR, bem como da inibigdo de GSK-3f. Corroborando os resultados



145

comportamentais, um aumento da fosforilagdo hipocampal das proteinas
Akt, GSK-3f e mTOR foi evidenciado.

Estudos prévios demonstraram que o tratamento com
atorvastatina ou com simvastatina (durante 7 dias consecutivos)
aumentou a fosforilacdo de GSK-3B promovendo recuperagio tecidual
p6s hemorragia intracerebral experimental. O crescimento de neuritos
em neurdnios corticais promovido pelo tratamento com atorvastatina
também foi dependente da sinalizacdo de Akt/GSK3-B. No mesmo
estudo, a atorvastatina estimulou a fosforilagdo de 4E-BP1 e p70S6K,
substratos da mTOR, sugerindo o envolvimento desta proteina no efeito
da atorvastatina (Yang et al., 2012).

Nenhuma evidéncia prévia, apontou a participacdo de mTOR no
efeito tipo-antidepressivo das estatinas. Porém a atorvastatina parece
modular esta via de sinalizagdo para proteger células progenitoras
mesenquimais da autofagia induzida por hipdxia (Zhang et al., 2012),
além de sensibilizar células a drogas citostaticas (Roudier, Mistafa,
Stenius, 2006) demonstrando a participagdo de mTOR nos efeitos
bioldgicos desencadeados por atorvastatina.

Como exposto anteriormente, um estudo prévio demonstrou que a
administragdo de atorvastatina em camundongos, leva a um aumento
significativo da fosforilagdo da Akt, no miocardio. Neste estudo a
fosforilago da Akt foi parcialmente abolida pela utilizagdo de
antagonistas A; Aza € Agg de adenosina (Merla et al., 2007). Nesta tese,
com os resultados obtidos ndo se pode estabelecer a existéncia de
dependéncia entre a modulagdo da via AKY/GSK-3B/mTOR por
atorvastatina com a modulacao dos receptores envolvidos no efeito tipo-
antidepressivo deste farmaco. Além disso, € interessante discutir que,
apesar da atorvastatina compartilhar mecanismos com a fluoxetina
(Capitulo I, Anexo A) e com a cetamina (Ludka et al., 2013, Capitulo I,
Anexo B), com relacdo a modulacéo do sistema adenosinérgico, parece
ndo haver mecanismo comum. Enquanto para o efeito tipo-
antidepressivo da atorvastatina os receptores de adenosina do subtipo
A;, mas ndo A,a sdo importantes, para o efeito antidepressivo da
cetamina ambos sdo cruciais, e dispensaveis ao efeito antidepressivo da
fluoxetina (Cunha et al., 2015a).

A figura 1 sumariza os mecanismos envolvidos no efeito tipo-
antidepressivo da atorvastatina e apresentados no capitulo | desta tese.
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Recaptacio

Figura 1: Esquema representativo dos mecanismos envolvidos no efeito
tipo-antidepressivo proveniente da administracdo aguda de atorvastatina a
camundongos. A atorvastatina atua modulando receptores A; de adenosina,
bem como antagoniza receptores de 5-HT dos subtipos 5-HT4 € 5-HT,ac. A
participacdo da via de sinalizagcdo PI3K/Akt/GSK-3B/mTOR no efeito tipo-
antidepressivo da atorvastatina também foi demostrada. A atorvastatina ativa
PI3K/Akt e mTOR e inibe GSK-3p.

O TSC utilizado para avaliar os mecanismos envolvidos no efeito
tipo-antidepressivo da atorvastatina é um dos testes mais amplamente
empregados na pesquisa basica para caracterizar a eficacia dos
compostos com agdo antidepressiva (Cryan; Valentino; Lucki, 2005) em
camundongos, bem como é uma importante ferramenta para o estudo
dos mecanismos neurobiolégicos envolvidos nessas respostas (Bourin et
al., 2005; Steru et al., 1985). Apesar de classicamente, farmacos
antidepressivos diminuirem o tempo de imobilidade desses animais
neste teste (Steru et al., 1985) sugerindo diminuicdo do desespero
comportamental, ele apresenta validade preditiva e importancia inicial,
devendo ser seguido de um modelo animal de depressdo com validade
de constructo e/ou face (Abelaira; Réus; Quevedo, 2013).
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Os modelos animais de depressdo disponiveis apresentam a
limitacdo de que em animais ndo se pode mensurar sentimentos que sdo
mensurdveis nos seres humanos como tristeza, culpa, pensamentos
suicidas, extremamente importantes para o diagnostico da doenca e
classificacdo da severidade segundo o DSM-V. Desta forma, sugere-se
qgue a validade dos modelos animais de depressdo seja diretamente
proporcional a capacidade de: i) mimetizar as manifestagdes
comportamentais semelhantes aos sintomas observados nos pacientes
com depressdo e passiveis de mensuracdo em animais, como O
comportamento  aneddnico; e/ou ii) mimetizar as alteracfes
patofisioldgicas dos pacientes com depressdo, como alteragdes em
neurotransmissores ou atrofia hipocampal (Abelaira; Réus; Quevedo,
2013).

Enquanto a depressdo é a mais prevalente e ameacadora forma de
doenca mental, a DA é um transtorno neurodegenerativo que acomete
cerca de 37 milhdes de pessoas em todo mundo, fazendo cerca de 4,6
milhdes de novas vitimas a cada ano (Smith, 2006). A DA ndo tem cura,
e considerando o0 aumento da expectativa de vida da populagdo, tende a
ser uma doenca ainda mais prevalente nos proximos anos. Os sintomas
neuropsiquiatricos em pacientes com DA tem sido reconhecidos como
sérios problemas associados tanto a um progndstico ruim como a baixa
efetividade do tratamento farmacologico (Zhao et al., 2016). A
depressdo € o transtorno psiquiatrico mais frequentemente observado em
pacientes com DA, podendo ainda ser um fator de risco para o
desenvolvimento da mesma (Wuwongse et al., 2013).

Um achado patol6gico da DA é a presenca de placas amiloides
decorrentes da produgdo excessiva e acamulo de peptideos AP. Ja foi
demonstrado que o acumulo de peptideos AP é maior no soro de
pacientes com depressdo quando comparado aos controles saudaveis
(Namekawa et al., 2013). Em concordancia, estudos utilizando roedores
demonstraram que a administragdo i.c.v. de peptideos AP, pode
desencadear comportamento depressivo e alteracBes neuropatolégicas
nesses animais (Colaianna et al., 2010; Ledo et al., 2012; dos Santos et
al., 2013).

Neste contexto a administra¢do i.c.v. de APi4 @ camundongos
foi utilizada como um protocolo para desenvolver um modelo animal de
validade de constructo e face que permitiu a investigacdo do efeito
proveniente do tratamento com atorvastatina frente a achados comuns a
duas patologias altamente prevalentes: DA e depressdo (dos Santos et
al., 2013). Modelar sintomas comuns a mais de uma doenga pode
melhorar a especificidade bem como a utilidade do modelo animal.
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O capitulo I, Anexo A desta tese, traz os resultados referentes ao
efeito do tratamento de camundongos com atorvastatina frente as
alteragdes comportamentais e bioquimicas desencadeadas pelo protocolo
utilizado. Demonstramos que o tratamento com atorvastatina reverteu o
comportamento tipo-depressivo e tipo-aneddnico, bem como a morte
celular hipocampal desencadeada pela infusdo do peptideo. Esse efeito
tipo-antidepressivo e neuroprotetor da atorvastatina é dependente do
aumento da clivagem de pr6-BDNF a mBDNF, ocasionado pelo
acréscimo da sintese das proteases tPA e p11.

O aumento no tempo de imobilidade dos camundongos no TSC,
induzido pela infusdo do peptideo APi.4o foi revertido pelo tratamento
dos animais com atorvastatina, demonstrando que além do efeito
preditivo exposto no capitulo I (Anexo A) desta tese, a atorvastatina
apresenta efeito antidepressivo frente a um modelo animal de depress&o.
Estudo prévio do nosso laboratério ja havia demonstrado o efeito da
atorvastatina em prevenir o comportamento tipo-depressivo induzido
pela  administracdo  intranasal de  1-metil-1,4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP) a ratos (Castro et al., 2013), sugerindo que a
atorvastatina tanto é capaz de prevenir como reverter o comportamento
tipo-depressivo induzido por diferentes neurotoxinas. Vale considerar
gue a administragdo repetida de atorvastatina per se ja é capaz de
desencadear efeito tipo-antidepressivo no TSC semelhante ao efeito
observado com uma (nica administracdo do farmaco (Capitulo I, Anexo
A), mostrando que 0 mecanismo de resposta ndo é dessensibilizado pelo
tratamento repetido como acontece com outras substancias (Kaster,
2008).

Um dos mais importantes e caracteristicos sintomas da depressao
¢ a anedonia. E caracterizada pela diminuicdo da habilidade em
vivenciar experiéncias prazerosas, e € critério necessario para 0
diagndstico de depressdo, segundo o0 DSM-V. Em animais, a anedonia é
um comportamento facilmente avaliado, considerando sua relagdo com
0 sistema de recompensa (Gorwood, 2008). Neste estudo nos
demonstramos que a atorvastatina reverteu o comportamento aneddnico
induzido pela administragio de AP;4 em camundongos. A nosso
conhecimento é a primeira vez que o efeito de uma estatina frente a esse
comportamento animal é demonstrado. Interessante é o fato que
resultados preliminares de ensaio clinico demonstraram a relacéo
existente entre anedonia e alteragdo da fungdo cognitiva (Mclintyre et al.,
2015). Além de ser um achado bastante comum em outras doencas
neuropsiquiatricas, a anedonia parece sinalizar a presenga de lesdo
neuronal e aumentar a vulnerabilidade a DA (Donovan et al., 2015).
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Achado comum em pacientes com depressdo ou DA é a atrofia
hipocampal decorrente da morte celular dos neurdnios desta regido
(Carrillo-Mora et al., 2014; Duman and Monteggia, 2006; Sahay and
Hen, 2008), que pode ser correlacionada com a perda de memoria € a
severidade da depressdo (Banasr et al., 2007; De Felice et al., 2009).
Desta forma, como ja citado, agentes neuroprotetores podem ser
estratégias plausiveis para o tratamento tanto de doengas
neurodegenerativas como de doengas neuropsiquiatricas. NOs
demonstramos que a atorvastatina reverteu o dano celular hipocampal
induzido por APi.49 corroborando estudo prévio do nosso laboratdrio
(Piermartiri et al., 2010) e mostrando que a atorvastatina desencadeia
tanto efeito tipo-antidepressivo como neuroprotetor.

O mecanismo de dano celular promovido pelo peptideo AB1.49 NO
hipocampo ndo estd bem esclarecido. Apesar disso, estudos ja
demonstraram aumento do estresse oxidativo (dos Santos et al., 2013) e
da neuroinflamacao, bem como diminuicdo da captacdo de glutamato e
da expressdo dos transportadores deste neurotransmissor associados ao
aumento da morte celular (Piermartiri et al., 2010). Resultados prévios
do nosso grupo tém apontado a participacdo do sistema glutamatérgico
nos efeitos neuroprotetor e tipo-antidepressivo da atorvastatina (Ludka
et al., 2013; Piermartiri et al., 2010), 0 que nos encorajou a investigar o
papel desta estatina frente as alteragcbes no transporte de glutamato
induzido por ABi4. A infusdo do peptideo AB;.4 diminuiu a captagdo
de glutamato nas fatias de hipocampo, 0 que muito provavelmente esta
associado ao aumento dos niveis deste neurotransmissor na fenda
sinaptica, um evento comumente associado a excitotoxicidade e morte
celular (Danbolt et al., 2001). Sugere-se que esta alteracdo da captacéo
de glutamato pode estar relacionada & diminuicdo da expressdo dos
transportadores de glutamato GLAST e GLT-1 (Piermartiri et al., 2010),
ou ainda a ativacdo de receptores NMDA extrassinapticos causando
subsequente diminuigdo da captacdo de glutamato e neurotoxicidade
(Donovan et al., 2015). A alteracdo da captacdo de glutamato induzida
por APi.4 ndo foi acompanhada de alteracdo na atividade da GS, a
enzima responsavel pela conversdo do glutamato em glutamina. A
atividade desta enzima j& foi associada & neuroprotecdo (Justin et al.,
2014), porém, a atividade da mesma ndo foi alterada pela infusdo de
AP1.400U pelo tratamento com atorvastatina,

Evidéncias experimentais indicam o efeito protetor do BDNF
frente & neurotoxicidade promovida por peptideos AP (Nagahara et al.,
2009; Poon et al., 2009). Ja foi demonstrado que aglomerados de AP sdo
responsaveis pela degeneracao sinaptica (Lacor et al., 2007) e interferem
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na consolidacdo da memoria, desregulando a potenciacéo de longo prazo
(Walsh et al., 2002). A toxicidade do peptideo AP parece estar
relacionada a diminuicdo dos niveis hipocampais e corticais de BDNF,
areas estas responsaveis pelo processamento da memoéria e emogdo
(Garzon; Yu; Fahnestock, 2002; Peng et al., 2005). Neste cenario, a
hipotese neurotréfica da depressdo tem atraido a atengdo de muitos
pesquisadores (Duman, 2002; Duman e Monteggia, 2006). Esta hipdtese
é baseada na ideia de que pacientes com depressao apresentam baixos
niveis séricos de BDNF em relacdo a controles saudaveis e que os
baixos niveis desta neurotrofina poderiam desencadear 0s sintomas
depressivos classicos, como a anedonia (Lang et al., 2006). Esta ideia é
reforgcada pelo fato de que usualmente o tratamento com antidepressivos
classicos normaliza os niveis de BDNF (Gonul et al., 2005).

BDNF € uma proteina expressa em todo o encéfalo com niveis
elevados nos neurdnios do hipocampo, sendo que estimulos como a
neurotransmissdo glutamatérgica e a despolarizacdo de membrana
afetam sua expressdo (Aid et al., 2007; Balaratnasingam and Jaca,
2012). Assim como muitas proteinas secretadas, 0 BDNF é sintetizado
como pr6-BDNF, uma proteina precursora, que ¢ clivada
proteoliticamente para formar a proteina madura, mBDNF (Lee et al.,
2001). E bem descrito que enquanto pré-BDNF atua em p75NTR para
promover morte celular, mBDNF atua no receptor TrkB para promover
sobrevivéncia celular, de forma que a clivagem ou ndo desta proteina
determina o efeito a ser desencadeado (Lu, 2003).

A conversdo proteolitica do pro-BDNF ¢é usualmente facilitada
pelo ativador de plasminogénio tecidual (tPA), que converte
plasminogénio em plasmina, que por sua vez, cliva o pro-BDNF (Lee et
al., 2001; Peng et al.,, 2005). tPA e plasminogénio, podem ainda
interagir com com o tetrdmero de anexina Il (Allt), aumentando a
ativacdo da plasmina (Kim e Hajjar, 2002). Allt é um heterotetramero
composto de duas subuinidades p36 de anexina Il e duas subunidades
pll (Kassam et al., 1998). p1l também chamada S100A10, é um
membro da familia das proteinas S100 encontrada no citosol ou na
superficie interna da membrana plasmatica. Estd também presente na
superficie extracelular onde se liga a tPA (Svenningsson and Greengard,
2007). Ja foi demonstrado que a subunidade pl11 é critica para interacdo
molecular entre Allt e plasminogénio e estimula um aumento de 300
vezes na ativacdo do plasminogénio mediada por tPA (Kassam et al.,
1998).

NoOs demonstramos que neste protocolo o tratamento com
atorvastatina ndo alterou significativamente a expressdo hipocampal de
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pro-BNF ou mBDNF, bem como néo alterou a expressdo de BDNF, mas
aumentou significativamente a razdo mBDNF/pr6-BDNF, sugerindo
aumento da clivagem de pr6-BDNF por atorvastatina. Evidenciamos que
0 tratamento dos camundongos com atorvastatina promove aumento
hipocampal de RNAm para tPA e pll, duas diferentes proteases
relacionadas a clivagem de pr6-BDNF em mBDNF. Desta forma,
sugere-se que a atorvastatina promove aumento da razdo entre
mBDNF/pr6-BDNF, uma vez que aumenta a clivagem de pr6-BDNF
mediada por tPA e p11.

Foi previamente demonstrado que tanto a atorvastatina, bem
como a fluvastatina podem inibir o inibidor do ativador de
plasminogénio 1 (PAI-1), o principal inibidor do sistema tPA-plasmina,
responsavel pela clivagem de pro-BDNF dependente de plasmina
(Lopez et al., 2000; Mussoni et al., 2000). Em 2007, Tsai sugeriu que as
estatinas poderiam inibir PAI-1 e consequentemente facilitar a atividade
do sistema tPA-plasmina, aumentando os niveis de mBDNF e portanto
poderiam ser consideradas estratégias farmacoldgicas para o tratamento
de depressdo, como demonstrado no Capitulo |1, Anexo A e previamente
por nosso grupo (Ludka et al., 2013).

A habilidade em modular os niveis ou a expressdao de BDNF
parece ser um mecanismo comum as estatinas. Estudos ja demonstraram
gue tanto a atorvastatina como a simvastatina aumentam a expressdo de
BDNF na zona da penumbra de estriado de ratos submetidos a protocolo
de hemorragia intracerebral (Yang et al., 2012). Estudo recente também
demonstrou que o tratamento prolongado com lovastatina (2 mg/kg,
durante 4 semanas consecutivas) levou a um aumento da expressao
hipocampal de BDNF em ratos submetidos a um protocolo de hipdxia-
hipercapnia (Huo et al., 2014).

A infusdo de APi.40 ndo alterou a razdo entre mBDNF e pro-
BDNF. Por outro lado, uma diminuicdo no aumento da razdo
mBDNF/pr6-BDNF foi observada nos grupos tratados com A4 €
atorvastatina, em comparagdo com 0 grupo tratado somente com
atorvastatina. E possivel que este aumento na razio mBDNF/pr-BDNF
possa estar contribuindo para a sinalizagdo evocada por atorvastatina a
fim de proteger os camundongos do comportamento tipo-depressivo e
da morte celular hipocampal induzida por AB;.s0.

Neste ponto, torna-se interessante determinar a existéncia de
correlagdo entre os resultados obtidos. Foi possivel demostrar que existe
correlacdo positiva entre o tempo de imobilidade dos animais no TSC e
a incorporacdo de iodeto de propidio (utilizado como um indicador de
alteracdo de permeabilidade de membrana, sugerindo morte celular) nas
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fatias de hipocampo dos camundongos submetidos a inje¢do de APi.40.
Esta relacdo vai de encontro a hip6tese de que a morte celular em
algumas regiGes encefalicas responsaveis pelo processamento e
integracdo da emocdo como o hipocampo, esta ligada ao aparecimento
de depressdo. Além disso, demonstramos uma correlacdo negativa entre
mBDNF/pr6-BDNF e o tempo de imobilidade, bem como entre
mBDNF/pr6-BDNF e a incorporacdo de iodeto de propidio. Esta
correlacdo sugere que enquanto a razdo mBDNF/pr6-BDNF aumenta,
uma diminuicdo no tempo de imobilidade e morte celular hipocampal é
observada. Desta forma, 0 BDNF parece ser uma proteina chave para i)
as alteracbes comportamentais induzida por AP € ii) para o efeito
neuroprotetor e antidepressivo da atorvastatina.

O papel do BDNF como uma neurotrofina responsavel por
mediar tanto o efeito antidepressivo como as alteragbes na
neuroplasticidade induzida por antidepressivos classicos e cetamina ja
foi descrito na literatura. Antidepressivos classicos e cetamina
apresentam diferencas no tempo necessario para que a proteina BDNF
seja modulada ap6s tratamento farmacoldgico. Enquanto uma Unica
administragdo de cetamina, um antagonista de receptores NMDA,
aumenta os niveis hipocampais de BDNF, o tratamento agudo com
imipramina, um antidepressivo TCA, ndo altera 0s niveis desta
neurotrofina (Garcia et al., 2008). O aumento dos niveis hipocampais de
BDNF em ratos tratados com fluoxetina, um ISRS, somente é observado
apos periodo de tratamento igual a 21 dias consecutivos (Casarotto et
al., 2015). Neste cenério, o efeito da atorvastatina frente aos niveis
hipocampais de BDNF pode ser comparado ao efeito da cetamina. Foi
demonstrado previamente pelo nosso grupo, que o tratamento agudo
com atorvastatina é capaz de aumentar os niveis hipocampais de BDNF
(Ludka et al., 2013) que continuam sendo elevados pelo tratamento
repetido com esta estatina (Capitulo 11, Anexo A). Estudos sugerem que
0 aumento hipocampal de BDNF em resposta ao tratamento agudo com
cetamina parece ser um dos mecanismos necessarios ao efeito
antidepressivo rapido desencadeado por este farmaco (ladarola et al.,
2015). Apesar de nenhum experimento apresentado ao longo desta tese
permitir estabelecer a rapidez do efeito promovido por atorvastatina o
aumento rapido de BDNF é um mecanismo compartilhado entre
atorvastatina e cetamina.

A descoberta de que antagonistas de receptores de NMDA
desencadeiam efeito antidepressivo rapido e sustentado, trouxe nova
esperanga na busca de antidepressivos realmente efetivos no tratamento
da depressdo. Enquanto em outras areas da medicina significativas
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redugdes na morbidade e mortalidade tém sido observadas, 0 mesmo
ndo vem ocorrendo com doencas mentais e suicidio. Além disso, a
insercdo de novas drogas em neuropsiquiatria corresponde apenas a 5%
de todos os farmacos aprovados em 2012 (Mullard, 2013), mostrando o
pequeno avango neste cenario.

Sugere-se que as doencas neuropsiquiatricas em geral estdo
relacionadas a eventos neurotdxicos que culminam em alteragdes
morfoldgicas e funcionais, que tanto podem iniciar 0 processo
patol6gico, bem como impactar a progressao da doenca (Sanches et al.,
2008). Esses achados nos permitem inferir que utilizando agentes que
previnam a ativagdo de vias neurotoxicas, sera possivel reduzir a
incidéncia bem como o impacto das doencas mentais. Agentes
neuroprotetores tém recebido consideravel atencdo para o tratamento de
transtornos neurol6gicos principalmente relacionados as doencgas de
Parkinson e Alzheimer bem como isquemia cerebral. Muitas vias
associadas a neuroprotecdo podem apresentar aplicabilidade frente a
diferentes doencas neurodegenerativas, e consequentemente agentes que
regulam alteracbes mediadas por eventos tdxicos podem ser U(teis
mediantes diferentes doencas.

Muitas doengas neurodegenerativas, como a depresséo,
compartilham eventos como a hiperfuncdo dos receptores NMDA, a
producdo de NO, a disfungdo do potencial de membrana mitocondrial
(AYy), a producdo exacerbada de ROS como mecanismo patogénico
comum (Lee et al., 2010), de forma que a excitotoxicidade e o estresse
oxidativo estdo diretamente relacionados a diversos processos
neuropatolégicos (Gliyazova et al., 2013). Em concordancia, nos
Gltimos anos numerosas evidéncias tém sido acumuladas a favor do
papel central da transmissdo glutamatérgica, no desenvolvimento
(Racagni e Popoli, 2008) e no tratamento da depressdo (Duman et al.,
2012; Li et al., 2010).

Desta forma, para o tratamento da depressdo consideramos
interessante a identificacdo de drogas que além de ocasionar melhora
nos sintomas depressivos apresentem mecanismo neuroprotetor frente a
toxicidade induzida por glutamato. Considerando que mesmo, a
fluoxetina, o antidepressivo ISRS mais prescrito no mundo todo para o
tratamento da depressdo (Wong; Perry; Bymaster, 2005), tem como
mecanismo de acdo final a modulagdo do sistema glutamatérgico
(Duman, 2014; Sanacora et al., 2012), nossa hip6tese é reforcada.

O Capitulo Il, Anexo B desta tese, apresenta os resultados
referentes ao efeito neuroprotetor da atorvastatina, bem como da
fluoxetina frente a toxicidade induzida por glutamato. Os resultados



154

demonstram que tanto o tratamento com atorvastatina como com
fluoxetina protege as fatias de hipocampo de camundongos uma vez que
previne a liberagdo de aminoacidos excitatorios induzida por glutamato,
a producdo de NO e ROS, bem como as alteragdes no A¥Ym
promovendo efeito neuroprotetor frente ao protocolo de inducdo de
excitotoxicidade.

Apesar do nosso grupo de pesquisa ter demonstrado que a
administracdo aguda de atorvastatina promove efeito tipo-antidepressivo
que depende da participacdo do receptor NMDA e da via L-arginina-
NO-GMPc bem como acarreta aumento dos niveis hipocampais de
BDNF (Ludka et al., 2013), demonstramos que este tratamento ndo
preveniu fatias hipocampais de camundongos da toxicidade induzida por
glutamato. Resultado semelhante foi observado quando o tratamento
agudo com fluoxetina, em dose capaz de desencadear efeito tipo-
antidepressivo (Capitulo I, Anexo A) foi realizado.

O efeito neuroprotetor da atorvastatina frente a diferentes insultos
como: toxicidade de NMDA e glutamato em culturas de neurbnios
corticais (Bosel et al., 2005; Ponce et al., 2008; Zacco et al., 2003);
convulsdes induzidas por &cido quinolinico (Piermartiri et al., 2009), e
toxicidade induzida pelo peptideo AP ja foi demonstrado (Martins et al.,
2015; Piermartiri et al., 2010). Nestes estudos o tratamento repetido com
esta estatina se fez necessdrio para atingir o efeito protetor.
Corroborando estudos anteriores, demonstramos que 0 tratamento
repetido com atorvastatina foi efetivo em prevenir as fatias hipocampais
da toxicidade glutamatérgica. Um padrdo similar de neuroprotegdo foi
observado quando o tratamento repetido com fluoxetina foi realizado.
Este achado parece dissociar 0s mecanismos responsaveis pelo efeito
tipo-antidepressivo e neuroprotetor proveniente da administracdo aguda
desta estatina.

Um aumento significativo nos niveis teciduais de glutamato em
individuos com depressdo maior ou depressdo bipolar ja foi
demonstrado em estudo com pacientes post-mortem (Hashimoto; Sawa;
lyo, 2007; Lan et al., 2009). Sugere-se que tratamento farmacoldgico
com antidepressivos pode diminuir a concentracdo plasmatica de
glutamato dos pacientes (Kucukibrahimoglu et al., 2009; Maes et al.,
1998). Neste sentido, demonstramos que ambos o0s tratamentos
prevenim significativamente a liberagdo de aminoécidos excitatérios
induzida pela toxicidade por glutamato. Atorvastatina e fluoxetina séo
farmacos que pertencem a classes farmacoldgicas diferentes, porém o
efeito em prevenir a liberagdo dos aminoacidos excitatorios, representa
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um componente associado ao efeito neuroprotetor de ambos 0s
farmacos.

O efeito da atorvastatina frente ao transporte de glutamato ja
havia sido reportada por nosso grupo em estudos prévios (Piermartiri et
al., 2009; Vandresen-Filho et al., 2013), porém esta é a primeira
evidéncia de que a atorvastatina pode diminuir a liberacdo de glutamato,
reforcando o papel modulador da atorvastatina frente ao sistema
glutamatérgico.  Antidepressivos como fluoxetina, desipramina,
venlafaxina e agomelatina preveniram o aumento da liberacdo de
glutamato dependente de despolarizacdo e induzida por estresse
(Milanese et al., 2013; Musazzi et al., 2010), demonstrando assim, a
importancia da modulagdo do transporte de glutamato também no efeito
dos antidepressivos classicos.

O glutamato promove apoptose nas fatias hipocampais, via
interacdo com receptores NMDA, kainato e AMPA (Molz et al., 2008).
No6s demonstramos que a toxicidade induzida por glutamato foi
prevenida por um inibidor de iNOS, sugerindo que a toxicidade
glutamatérgica em fatias de hipocampo também depende da produgdo de
NO. Este resultado estad de acordo com estudo prévio do nosso grupo
gue demonstrou aumento da expressdo de iNOS apds exposicdo ao
glutamato (Molz et al., 2011). Em avaliagdo considerando o curso do
tempo, n6s observamos que a incubagdo das fatias hipocampais com
glutamato por 30 minutos leva a um aumento significativo nos niveis de
NO. Este aumento é provavelmente transiente considerando o tempo de
meia-vida de NO (Esplugues et al., 2002) porém suficiente para
contribuir com o dano celular. Existem varias evidéncias apontando para
0 aumento dos niveis de NO na depressdo e morte celular (Lee et al.,
2006; Suzuki et al., 2001). Sabe-se que diminuindo ou blogueando a
sintese encefalica de NO, efeitos antidepressivos e neuroprotetores
podem ser desencadeados (Dhir e Kulkarni, 2007; Joca e Guimaraes,
2006). Em estudo prévio evidenciamos que a administracdo aguda de
atorvastatina a camundongos diminui os niveis de NO medidos como
contetdo de nitrito/nitrato, evento associado ao efeito tipo-
antidepressivo (Ludka et al., 2013). Uma vez que o tratamento repetido
com atorvastatina previne o aumento de NO induzido por glutamato,
este evento esta também associado a neuroprotecdo. O mecanismo de
neuroprotecdo da fluoxetina, parece também envolver a modulacéo de
NO, uma vez que este firmaco diminui a expressdo de nNOS no
hipocampo (Zhang et al., 2010) e a producdo promovida por injecdo
estriatal de NMDA (Crespi, 2010). De maneira similar a atorvastatina,
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demonstramos que a fluoxetina também promove diminuicdo da
producdo de NO induzida por glutamato em fatias hipocampais.

Uma vez produzido o NO pode interagir com anions superéxido
gerando peroxinitrito uma molécula oxidante muito potente (Moncada e
Bolafios, 2006). NO e peroxinitrito podem inibir o complex 1V da cadeia
respiratéria mitocondrial, uma vez que NO compete com 0 oxigénio
para se ligar ao sitio ativo da enzima, alterando desta forma o AY,
gerando aumento da producdo de ROS o que contribui para o dano
excitotdxico (Nicholls e Ward, 2000).

A participagdo de ROS na toxicidade glutamatérgica foi
demonstrada pelo uso de um sequestrador de ROS, que impediu a perda
de viabilidade celular das fatias hipocampais incubadas com glutamato.
Demonstramos que, cooroborando o achado anterior, a produgéo
aumentada de ROS é significativamente observada depois de 2h de
exposicdo ao glutamato. A perda do AW, foi demonstrada apds 1h de
exposicdo ao glutamato, seguida de 4h de incubagdo em meio de cultura.
O rompimento do A¥m ocasionado pela exposi¢do ao glutamato foi
demonstrado previamente por estudos que utilizaram diferentes
protocolos (Abramov e Duchen, 2008; Nicholls e Ward, 2000;
Quincozes-Santos et al., 2014; Schindler et al., 1996).

O aumento da produgdo de ROS e o consequente rompimento do
A¥m podem ser contrabalanceados a fim de diminuir os eventos
danosos (Mehta et al., 2013; Popa-Wagner et al., 2013). Ja foi
demonstrado que a atorvastatina pode atenuar a producdo de ROS em
modelos in vitro de privacdo de glicose e oxigénio (Vandresen-Filho et
al., 2013) e nos modelos in vivo de isquemia cerebral (Hong et al.,
2006). De maneira similar, o tratamento com fluoxetina reverteu o dano
oxidativo no encéfalo de camundongos induzido por estresse crénico
(Moretti et al., 2012) ou por lipopolissacarideo (Chung et al., 2010).
Contudo, este é o primeiro relato de que atorvastatina e fluoxetina
previnem o rompimento do A¥m induzido por glutamato.

O efeito neuroprotetor proveniente do tratamento repetido com
atorvastatina ou fluoxetina coincide com o efeito tipo-antidepressivo
desencadeado por ambos os farmacos. Neste ponto é importante
ressaltar duas observagdes: i) o tratamento agudo com atorvastatina ou
fluoxetina promove efeito tipo-antidepressivo, mas ndo efeito
neuroprotetor; ii) o efeito tipo-antidepressivo é mantido com o
tratamento repetido de ambos os fArmacos e o efeito neuroprotetor frente
a toxicidade glutamatérgica é evidenciado. Em face das semelhancas no
mecanismo desencadeado por atorvastatina ou fluoxetina frente a
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toxicidade glutamatérgica esses farmacos parecem exibir mecanismo de
neuroprotecdo semelhante.

Estudo propds que a fluoxetina é um antidepressivo com acgéo
neuroprotetora que age como antagonista de NMDA interagindo com a
subunidade GIUN2B do receptor (Kiss et al., 2012). Em parelelo a este
fato, a atorvastatina apresenta efeito neuroprotetor frente ao dano
promovido por acido quinolinico, um agonista que interage com a
subunidade GIuN2B do receptor NMDA (Piermartiri et al., 2009).
Estudo recente demonstrou que a atorvastatina protege as células
corticais da morte celular induzida por isquemia focal global via
interacdo com GIUN2B (Gutierrez-Vargas et al., 2014). Desta forma, nds
especulamos que tanto a fluoxetina como a atorvastatina podem estar
desencadeado mecanismo neuroprotetor frente ao protocolo de
toxicidade glutamatérgica via interacdo com a subunidade GIuN2B do
NMDAR. Entretanto, informagdo acerca do exato sitio de interacdo da
atorvastatina é escassa, de forma que este deve ainda ser investigado.

Os resultados apresentados nesta tese de doutorado demonstram
0s Ultimos avangos do nosso grupo na tentativa de elucidar os
mecanismos celulares e moleculares, bem como a participacdo de vias
de sinalizacdo e sistemas neurotransmissores envolvidos no efeito tipo-
antidepressivo e neuroprotetor da atorvastatina e a possivel associacéo
entre esses efeitos. Evidenciamos ao longo da discussdao que a
atorvastatina desencadeia tanto efeito tipo-antidepressivo como efeito
neuroprotetor, utilizando dois diferentes protocolos de tratamento:
agudo (uma Unica administragdo) ou repetido (durante 7 dias
consecutivos). Demonstramos que a administracdo aguda de
atorvastatina desencadeia efeito tipo-antidepressivo que depende da
modulagdo dos sistemas adenosinérgico, serotonérgico e da via de
sinalizacdo PI3K/Akt/GSK-3B/mTOR, além da modulagdo do sistema
glutamatérgico demonstrado previamente por nosso grupo (Ludka et al.,
2013). Apesar destes achados o efeito neuroprotetor frente & toxicidade
glutamatérgica ndo foi observado. Entretanto, utilizando o tratamento
repetido, evidenciamos que o efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina
per se é mantido e torna-se ainda mais consistente uma vez que é
sustentado quando um modelo animal de depresséo € aplicado. O efeito
tipo-antidepressivo  proveniente do tratamento repetido com
atorvastatina coincide com o efeito neuroprotetor desencadeado frente
ao peptideo APi4 bem como frente a toxicidade induzida por
glutamato. Comprovamos existir correlacdo entre os efeitos tipo-
antidepressivo e neuroprotetor desta estatina, e demonstramos que 0
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aumento da expressdo das proteases tPA e pl1l que medeiam a clivagem
de pr6-BDNF a mBDNF parece ser mecanismo chave para estes efeitos.

Consideramos que o0s resultados apresentados ampliam a
literatura relacionada aos efeitos neuroprotetor e tipo-antidepressivo da
atorvastatina. Ressaltamos a importancia de novos trabalhos que visem
elucidar as diferengas entre 0 mecanismo da atorvastatina e dos
antidepressivos classicos e cetamina, uma vez que com 0s dados
apresentados essa evidéncia ndo foi esclarecida. O entendimento dos
mecanismos envolvidos nos efeitos pleiotropicos da atorvastatina é de
grande validade considerando que é um farmaco aprovado para uso em
humanos, que apresenta efeitos colaterais bem tolerados e é largamente
utilizada pela populagdo idosa, que geralmente é a faixa da populacdo
polimedicada e que pode apresentar comorbidades importantes.
Ponderamos que apesar dos achados relatados nesta tese, novos estudos
clinicos, avaliando o efeito de atorvastatina frente ao bem-estar
psicolégico de pacientes com DA, ou ainda que apresentassem esta
comorbidade seriam de extrema importancia para que a atorvastatina
pudesse ser indicada como monoterapia ou adjuvante farmacoldgico
para o tratamento ndo somente de depressdo, mas também de outras
doencas neurodegenerativas que compartilham os mesmos mecanismos
de neuropatoldgicos.

Finalizamos a tese, sumarizando as diferencas provenientes do
tratamento agudo ou repetido com atorvastatina.
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Figura 2: Desenho representativo do efeito promovido pelo tratamento
agudo ou repetido com atorvastatina. O tratamento agudo consistiu de uma
Unica administracdo de Atorvastatina (0,1 ou 0,01 mg/kg, p.o.) 1h antes dos
ensaios comportamentais. O envolvimento de blogueio do receptor NMDA,
bem como da via nNOS/NO e aumento da expressdo de BDNF foi observado
em Ludka et al., 2013. J& o tratamento repetido foi relizado através da
administracdo de atorvastatina (10 mg/kg, p.o.), durante 7 dias consecutivos. A
administracdo aguda de atorvastatina desencadeia apenas efeito tipo-
antidepressivo, enquando a administragdo repetida desencadeia efeito tipo-
antidepressivo e neuroprotetor.
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CONCLUSAO

A atorvastatina desencadeia efeito tipo-antidepressivo que
depende da modulacdo do sistema adenosinérgico via
receptores A;, porém independe da interacdo com receptores
A, ou dos niveis de adenosina;

A modulacdo dos receptores de serotonina (5-HT) dos subtipos
5-HT1a € 5-HT,ac, bem como os niveis encefalicos de 5-HT
sdo indispensdveis ao efeito tipo-antidepressivo da
atorvastatina. O efeito tipo-antidepressivo proveniente da
administracdo  de atorvastatina e ISRS também foi
demonstrado;

A via de sinalizacdo PI3K/Akt/GSK-3B/mTOR esta envolvida
no efeito tipo-antidepressivo proveniente da administracdo de
atorvastatina em camundongos. A atorvastatina aumenta a
fosforilacdo hipocampal das proteinas Akt e GSK-3 ¢ mTOR;
A atorvastatina reverte o comportamento tipo-depressivo e tipo-
anedoénico, bem como a morte celular hipocampal induzida pela
infusdo i.c.v. do peptideo AP;.40. O efeito tipo-antidepressivo e
neuroprotetor é mediado pelo aumento da clivagem de pré-
BDNF a mBDNF decorrente do aumento da expressdo das
proteases tPA e p11;

A toxicidade induzida pela incubacéo de glutamato em fatias
hipocampais de camundongos depende, de maneira tempo-
dependente, do aumento de NO e ROS, bem como do
rompimento do A¥Wm. Essas alteracdes sdo prevenidas pelo
tratamento dos camundongos com atorvastatina ou fluoxetina;
O tratamento agudo com atorvastatina desencadeou efeito tipo-
antidepressivo, mas ndo neuroprotetor frente a toxicidade
glutamatérgica. Entretanto o tratamento repetido com
atorvastatina desencadeou efeito tipo-antidepressivo per se,
bem como frente a um modelo animal de depressao. Este efeito
esta correlacionado com o efeito neuroprotetor desta estatina.
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8  PERSPECTIVAS

e Investigar a participacdo da via de sinalizagdo PI3K/Akt/GSK-
3/mTOR frente ao aumento da razdo mBDNF/pro-BDNF
proveniente do tratamento repetido com atorvastatina,
utilizando antagonistas da referida via de sinalizacdo e a
imunodeteccao das proteinas fosforiladas;

e Auvaliar o efeito da atorvastatina frente aos niveis de adenosina
e a atividade da enzima ecto-5"-nucleotidase em regibes
encefalicas como hipocampo e cdrtex frontal,

e Demonstrar se o tratamento agudo com atorvastatina é capaz de
reverter as alterages comportamentais e bioquimicas
desencadeadas pela infuséo i.c.v. de ABy.40;

e Avaliar, através de experimentos comportamentais e
bioguimicos, a participacdo da subunidade NGIu2B do receptor
NMDA no efeito tipo-antidepressivo e neuroprotetor da
atorvastatina.
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