Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Provided by Repositério Institucional da UFSC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA

Samuel VVandresen Filho

ESTUDO DO EFEITO NEUROPROTETOR DA
ATORVASTATINA SOBRE TOXICIDADE
GLUTAMATERGICA

Tese submetida ao Programa de Pés-
Graduacdo em Neurociéncias, na area
de Neurobiologia Celular e Molecular
da Universidade Federal de Santa
Catarina, para a obtencdo do Grau de
Doutor em Neurociéncias.

Orientadora: Prof & Dr 2 Carla Inés
Tasca

Coorientador: Dr. Rodrigo Bainy Leal

Florian6polis
2012


https://core.ac.uk/display/30381505?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Catalogacdo na fonte elaborada pela biblioteca da
Universidade Federal de Santa Catarina

Vandresen-Filho, Samuel

Estudo do Efeito Neurcprotetor da Atorvastatina sobre a
Toxicidade Glutamatérgica [tese] / Samuel Vandresen-Filho
; orientadcra, Carla Inés Tasca ; co-orientader, Rodrigo

Bainy Leal. - Florianépolis, SC, 2012.
193 p. ; 2lcm
Tese (deutorado) - Universidade Federal de Santa

Catarina, Centro de Ciéncias Bioldégicas. Programa de Pds-
Graduagdoc em Neurociéncias.

Inclui referéncias

1. Neurcciéncias. 2. Estatinas. 3. Acido Quinolinico. 4.
Excitotoxicidade. 5. Neuroprotegdoc. I. Tasca, Carla Inés.
II. Leal, Rodrigo Bainy. III. Universidade Federal de
Santa Catarina. Programa de Pds-Graduacgdo em Neurociéncias.
IV. Titulo.




SAMUEL VANDRESEN FILHO

“ESTUDO DO EFEITO NEUROPROTETOR DA
ATORVASTATINA SOBRE A TOXICIDADE
GLUTAMATERGICA”.

Esta tese foi julgada e aprovada para a obtengdo do Grau de
Doutor em Neurociéncias na drea de Neurobiologia Celular e
Molecular no Programa de P6s-Graduagfio em Neurociéncias da
Universidade Federal de Santa Catarina

Florianopolis, 31 de julho de 2012.

rofa. Ana Luma S. Rodrigues
Coordenadora do Curso

BMCW

Profa. s Tasca
O adora UFbC

/P -—

Prof Ef‘arlos A. S. Gongalves
Membro da Banca Externo

\f\\@ﬁ

. Gabilan
C

Profa. Carina Rodrigues Boeck
ro da Banca Externo

Prof. Claudia B. N. Mendes de Aguiar
Membro - UFSC






AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, Samuel e Irene pelo amor, apoio e incentivo
em todos os momentos da minha vida.

Agradeco a toda minha familia, em especial minha irmd Julia e ao meu
cunhado Camilo e aos meus primos Didio, Ricardo, Carlos, Rui, Camila
e Simone.

Agradeco & minha orientadora Dra. Carla I. Tasca, pela oportunidade,
pelos ensinamentos cientificos, pela compreensdo, paciéncia e
motivacdo que tanto me ajudaram durante o mestrado e doutorado.
Agradeco também ao seu marido Rogério por ser gente boa.

Ao meu co-orientador Dr. Rodrigo Bainy Leal pela amizade e auxilio
técnico.

Agradeco a minha querida Juliana pelo amor, amizade,
companheirismo, apoio e dedicacdo em todos os momentos. Sua
determinacéo e forga de vontade séo fontes de inspiracdo para mim.

Aos atuais e antigos membros do laboratério pela amizade, discussdes
cientificas, churrascos e visitas ao IEGA. Agrade¢o em especial ao
Wagner, Bruno, Tharine, Simone, Ana Zeni e Karen.

A todos os professores do curso, pela amizade e pelo prazer em ensinar.
Agradeco em especial aos professores Moacir, Nelson, Marino, Marta,
Marcelo e Ana Lucia.

Ao povo dos outros laboratérios do corredor, em especial ao Giani,
Débora, Alessandra, Mark, Felipe, Ana Paula, Giordano.

Aos meus amigos e amigas de mestrado e doutorado, especialmente ao
Fabio, Eduardo, Vanessa, Alexandre e Marcelo.

Agradeco a Claudia e ao Lucio pela amizade e por tudo que fizeram por
mim desde que cheguei a Florianépolis.

Agradeco ao Prof. Dr. Luiz Carlos Jabur Gaziri, meu mentor e amigo.
Pessoa mais brilhante com a qual tive oportunidade de conviver, sua
perda jamais sera esquecida.

Aos professores da Universidade Estadual de Londrina pelos
ensinamentos durante minha graduacao.

A Profe. Dr2, Thereza C. M. de Lima e Profé. Dr2, Andreza F. de Bem
pela colaboracdo e o uso de seus laboratorios.

Agradeco a Steffania, Alessandra e Robson da Farmaco pela amizade.
Agradeco ao Prof. Dr. Giles Alexander Rae pelo incentivo, dicas e pelas
conversas descontraidas no corredor.

Agradeco a Cris e ao Serginho pela amizade em todos os momentos.
Aos meus amigos do Parand: Marcel, Vinicius, Fernando, Gilberto e
Emerson pela amizade nos momentos bons e ruins.



Aos amigos que conheci em minha jornada em Lages e Blumenau:
Ademar, Vinicius, Oliveira e Fabio.

Ao Nivaldinho da secretaria do PPG pela sua dedicagdo aos alunos.
Agradeco a banca examinadora por aceitar o convite.

A todos os amigos e amigas, pelos atos, sugestdes e criticas que me
ajudaram nesta jornada.

Agradeco ao Corinthians por me dar alegria ao conquistar a tdo sonhada
Libertadores.

A CAPES e a bolsa PROCAD, pelo financiamento da bolsa de estudo.
Agradeco a todos que de algum modo contribuiram para a realizagao
deste trabalho.



RESUMO

Os inibidores da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A
redutase, chamados clinicamente de estatinas, sdo potentes redutores dos
niveis séricos de colesterol através da inibicdo da sintese de mevalonato.
Além dos efeitos protetores sobre doencas cardiovasculares, o
tratamento com estatinas tem demonstrado efeito neuroprotetor em
diversos modelos de doencas neuroldgicas. Nesse estudo, demonstramos
que o tratamento com atorvastatina apresentou efeitos neuroprotetores
em modelos de excitotoxicidade in vivo e in vitro. O tratamento de
camundongos por 7 dias com atorvastatina 10 mg/kg/dia promoveu uma
diminuicdo de 30% na incidéncia de convulsdes induzidas pelo acido
quinolinico (AQ) e preveniu a morte celular no hipocampo induzida
pelo AQ. Além disso, o tratamento com atorvastatina preveniu a
diminuicdo na recaptacdo de glutamato, no entanto, sem efeito sobre o
aumento na liberagcdo de glutamato ou a diminuicdo na expressdo de
GLT-1 induzida pelo AQ. Esse efeito neuroprotetor da atorvastatina foi
associado a um aumento nos niveis de fosforilagdo da Akt e ERK1/2,
sem efeito sobre os niveis de fosforilacdo das proteinas JNK e p38™APK,
A inibicdo da via MEK/ERK, mas ndo da via da PI3K/Akt, aboliu o
efeito protetor da atorvastatina sobre a diminuicdo da recaptacdo de
glutamato induzida pelo AQ. Também demonstramos que o tratamento
in vivo com atorvastatina preveniu a diminui¢do na viabilidade celular
induzida pela privacdo de glicose e oxigénio (PGO) em fatias de
hipocampo através da diminuicdo da producdo de espécies reativas de
oxigénio, aumento nos niveis de tidis ndo-protéicos e aumento da
captacdo de glutamato e da atividade da glutamina sintetase (GS). Esse
efeito neuroprotetor sobre a viabilidade celular, captagdo de glutamato e
atividade da GS foi abolido quando colesterol (50uM) foi adicionado as
fatias previamente a inducdo da PGO. Adicionalmente, demonstramos
gue o tratamento com atorvastatina 1 e 10 mg/kg/dia aumentou a
performance cognitiva dos animais no teste de realocagdo de objetos,
sem alteracBes locomotoras avaliadas no teste do campo aberto ou
alteracBes de comportamento tipo ansioso avaliadas no teste do labirinto
em cruz elevado. Dessa forma, demonstramos que a atorvastatina
apresenta efeitos comportamentais per se, através da melhora de
performance dos camundongos em um modelo de memdria espacial.
Além disto, estendemos as observagdes de efeitos neuroprotetores para a
atorvastatina, demonstrando protecdo contra a excitotoxicidade
glutamatérgica in vivo e in vitro, através da modulagdo do transporte e
metabolizacdo do glutamato. A modulacéo da captagdo de glutamato é



dependente da sinalizacio de MAPK/ERK1/2 e a modulagdo da
captacdo e atividade da glutamina sintetase envolvem o papel da
atorvastatina de inibir a biossintese do colesterol e derivados. Portanto,
os efeitos terapéuticos da atorvastatina, associados a neuroprotecao,
envolvem a modulacdo da transmissdo glutamatérgica.

Palavras-chave: atorvastatina, transmissdo glutamatérgica, A&cido
quinolinico, isquemia cerebral, neuroprotecéo.



ABSTRACT

The inhibitors of the enzyme 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
coenzyme A (HMG-CoA) reductase, named statins, are potent reductors
of serum cholesterol levels through inhibition of mevalonate synthesis.
Beyond the protective effects on cardiovascular diseases, the treatment
with statins has been shown to present neuroprotective effects in a wide
range of neurological disorders. In this study, we demonstrated that
atorvastatin treatment presented protective effects on in vivo and in vitro
models of excitotoxicity. The treatment with atorvastatin 10mg/kg/day
during 7 days promoted a reduction of 30% in the incidence of seizures
induced by quinolinic acid (QA) infusion. Furthermore, atorvastatin
treatment prevented hippocampal cell death induced by QA.
Atorvastatin treatment prevented the decrease in glutamate uptake,
however, with no effect on the increase in glutamate release or the
decrease in GLT-1 expression induced by QA. This protective effect of
atorvastatin was associated with increased phosphorylation levels of Akt
and ERK1, with no effect on the phosphorylation levels of JNK e
p38™APK " Inhibition of MEK/ERK signaling, but not PI3K/Akt
signaling, abolished the protective effect of atorvastatin treatment on the
reduction of glutamate uptake induced by QA. We further demonstrated
that in vivo treatment with atorvastatin prevented the reduction in cell
viability induced by oxygen and glucose deprivation (OGD) in
hippocampal slices through reduction in oxidative stress damage,
increase in glutamate uptake and glutamine synthetase activity (GS).
These effects on cell viability, glutamate uptake and GS activity were
abolished when slices were pre-incubated with cholesterol (50uM)
before OGD induction. Additionally, we demonstrated that atorvastatin
treatment (1 or 10mg/kg/day) during 7 days improved the cognitive
performance of mice in the object recognition test, with no alterations in
the locomotor activity evaluated in the open field test and with no
alteration in the anxiety-like behavior evaluated in the elevated plus
maze test. In this way, we demonstrated that atorvastatin presents
behavioral effects per se and neuroprotective effects against
glutamatergic excitotoxicity in vivo and in vitro through modulation of
glutamate transport and metabolization. These effects were, at least
partially, related to Akt and ERK signaling and inhibition of cholesterol
synthesis pathway. The modulation of glutamate uptake is dependent of
MAPK/ERKZ1/2 signaling and the modulation of glutamine synthetase
activity and glutamate uptake are related to inhibition of cholesterol and
derivatives synthesis by atorvastatin. In this way, the therapeutic effects



of atorvastatin, related to neuroprotection, involve the modulation of
glutamatergic transmission.

Keywords: atorvastatin, glutamate transmission, quinolinic acid,
cerebral ischemia, neuroprotection.
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1. INTRODUCAO
1.1. TRANSMISSAO GLUTAMATERGICA

O aminoacido glutamato participa do metabolismo e da
constituicdo de proteinas e seu papel como neurotransmissor no sistema
nervoso central (SNC) de mamiferos foi alvo de debate até o final da
década de 70 e inicio dos anos 80 (JOHNSON, 1977; 1978; DAVIES et
al., 1982). Ao final dos anos 60, outras substancias como acetilcolina,
dopamina, noradrenalina, adrenalina e serotonina ja eram aceitas como
neurotransmissores no SNC de mamiferos (GRUNDFEST, 1964;
EHINGER e FALCK, 1971). Desde essa época, tinha-se conhecimento
de que esses neurotransmissores poderiam representar somente uma
pequena fragcdo dos neurotransmissores excitatorios no sistema nervoso
sugerindo que aminoacidos, como o glutamato e o aspartato, poderiam
exercer essa fungdo (LEONGWAY e SUTHERLAND, 1963). A ideia
de que o glutamato poderia desempenhar papel de neurotransmissor
excitatorio no SNC ndo era novidade nessa época visto que suas a¢oes
excitatorias eram conhecidas desde os anos 50 (HAYASHI, 1952;
CURTIS e WATKINS, 1960). Além disso, ja se tinha conhecimento de
sua presenga em grandes quantidades em varias regides do SNC e o fato
de que o glutamato era capaz de excitar praticamente todos 0s neurénios
nos quais era testado, corroborava com o seu papel como
neurotransmissor (HEBB, 1970; GHADIMI e KUMAR, 1972;
JOHNSON, 1972). Em 1977, Davies e colaboradores demonstraram em
gatos que a liberacdo de um transmissor do “tipo L-glutamato” (L-
glutamato ou L-aspartato) era responsavel pela excitagdo de células de
Renshaw por meio de impulsos vindo das fibras aferentes da raiz dorsal
(BISCOE et al., 1977). Inicialmente apontado como o possivel
transmissor, o aspartato foi, posteriormente, substituido como o
neurotransmissor naquelas sinapses pela sua menor afinidade aos
receptores sinapticos em relagdo ao glutamato (OLVERMAN et al.,
1984). Atualmente, o glutamato é amplamente reconhecido como o
aminoécido mais abundante do cérebro de mamiferos, onde exerce a
funcéo de principal neurotransmissor excitatorio
(MAVROTHALASSITIS et al., 1988; MELDRUM, 2000; WATKINS e
JANE, 2006).

O glutamato participa em diversos processos como um
importante mediador na comunicacdo intercelular, plasticidade,
crescimento e diferenciagdo (NEDERGAARD et al., 2002; AARTS et
al., 2003). Da mesma forma, este neurotransmissor esta envolvido em
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diversas funcbes cerebrais, como aprendizado e meméria, emocao,
motivacdo e atividades motoras. Esses efeitos do glutamato sdo
mediados por receptores ionotrdpicos, 0s quais sdo canais de cations, e
metabotropicos que modulam proteinas ligantes de nucleotideos da
guanina (proteinas G) (DINGLEDINE et al., 1999) (Figura 1).

Os receptores ionotrdpicos possuem propriedades farmacoldgicas e
fisiolégicas que os subdividem em trés populagdes distintas: os ativados
por N-metil-D-aspartato (NMDA), os que respondem ao acido cainico, e
0s sensiveis ao acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropidnico
(AMPA) (MICHAELIS, 1998). Aos receptores AMPA e cainato €
atribuida a neurotransmisséo excitatoria rapida, e os canais formados por
estes receptores sdo permedveis primariamente aos ions sodio (Na') e
potassio (K"). Os receptores NMDA (NMDAR) respondem mais
lentamente ao glutamato, contribuindo com o componente lento das
correntes pos-sinapticas excitatdrias, e sdo altamente permeaveis aos ions
célcio (Ca™) (MELDRUM, 2000). Devido a essas propriedades, os
NMDAR sdo implicados como responsaveis pelos processos que
envolvem plasticidade, como aprendizado e memoria.

Os receptores metabotropicos agem através da ativagdo da
fosfolipase C ou por modulagdo da enzima adenilato ciclase
(OBRENOVITCH e URENJAK, 1997). Evidéncias demonstram a
existéncia de oito receptores metabotrdpicos de glutamato (mGIuR) que
sdo subdivididos em trés grupos de acordo com dados farmacoldgicos,
mecanismos de transducdo do sinal e similaridade na seqUéncia de
aminoacidos. O grupo | de mGIUR (mGlul e mGlu5) estimulam a
fosfolipase C, enquanto o grupo Il (mGlu2 e mGlu3) e o grupo Il
(mGlu4, mGlu6, mGlu7 e mGIu8) modulam a atividade da adenilato
ciclase (GUBELLINI et al., 2004; SWANSON et al., 2005).

Fisiologicamente, os receptores AMPA e cainato estdo
relacionados a transmissdo sinaptica rapida no SNC e séo caracterizados
pelas rapidas cinéticas de ativagdo e desativacdo (POPESCU e
AUERBACH, 2004). Os receptores AMPA sdo formados por quatro
subunidades GIuR1, GIuR2, GIuR3 e GIuR4 e sdo responsaveis pela
despolarizacéo inicial do potencial pés-sindptico (STONE e ADDAE,
2002). Evidéncias demonstram que a entrada de fons Ca™ pelos
receptores AMPA ativa a calcio-calmodulina cinase Il, a qual, por sua
vez, fosforila o proprio receptor, 0 que potencializa a corrente ibnica
conduzida pelo mesmo, fendmeno esse que tem sido relacionado a
potenciacdo de longa duracdo (LTP) (XIA e STORM, 2005).

Os receptores de cainato sdo tetrameros formados a partir da
associacdo de cinco tipos de subunidades denominadas GIuR5, GIuR®,
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GIuR7, KA1l e KA2. Encontrados no hipocampo, cortex, estriado,
cerebelo, amigdala, hipotalamo, medula espinhal e na retina, 0s
receptores de cainato diferenciam-se dos receptores AMPA pela menor
corrente conduzida e pela cinética de desativacdo mais lenta
(HUETTNER, 2003). Os receptores de cainato localizados nas células
pré-sindpticas estdo envolvidos na modulacdo da liberagdo de acido
gama-amino-butirico (GABA) e do proéprio glutamato em sinaptossomas
hipocampais (HUETTNER, 2003). Os receptores de cainato pos-
sinapticos sdo responsaveis por um componente lento e pequeno do
potencial excitatorio pds-sinaptico relacionado a fendmenos de
plasticidade de curta e longa duracdo. Além das fungdes fisiologicas, a
ativacdo desses receptores através do tratamento com cainato tem sido
utilizada como modelo animal da epilepsia do lobo temporal de
humanos (MADDEN, 2002; LERMA, 2003).

Neuronio
pré-sindptico

Neuronlo
pos-sindptico

mGluR

Figura 1. Figura esquematica da transmissdo glutamatérgica. O glutamato,
estocado em vesiculas sinapticas localizadas no terminal sinaptico, é liberado na
fenda sindptica pela chegada de potenciais de acdo. Uma vez liberado, o
glutamato pode atuar sobre seus receptores localizados nas células pos-
sinapticas ou ser captado por neurbnios ou células gliais através da acdo de
transportadores glutamatérgicos (GONZALEZ e ROBINSON, 2004).
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Dentre os receptores glutamatérgicos, os NMDAR sdo o0s que
possuem a maior afinidade pelo glutamato (WAXMAN e LYNCH,
2005). Os NMDAR sdo proteinas heteroméricas compostas da
combinacdo de subunidades NR1 com as subunidades NR2A-D ou
NR3A-B (TAKAGI et al., 2003). As subunidades NR1 sdo constitutivas
e promovem a funcionalidade do receptor, enquanto que as subunidades
NR2 determinam a especificidade do receptor (SCOTT et al., 2003).
Acredita-se que duas subunidades NR1 se associem com duas
subunidades NR2, de modo que D-serina um co-agonista, una-se as
subunidades NR1 e o glutamato as subunidades NR2 (SCHORGE e
COLQUHOUN, 2003).

Durante a transmisséo sinéptica, a ativagdo dos NMDAR requer
a ligacdo simultdnea D-serina e glutamato em combinagdo com
despolarizacdo do potencial de membrana (OGDEN e TRAYNELIS,
2011). No potencial de repouso, o canal do receptor é bloqueado pelo
fon Mg*?, o qual é expulso do canal apés uma despolarizaco inicial.
Com a abertura do canal do NMDAR, ocorre um influxo de ions Na',
K* e principalmente de fons Ca™ (PAOLETTI e NEYTON, 2007;
HANSEN et al., 2010). A ativacdo dos NMDAR produz correntes de
ascensdo e decaimento lentas que superam em duracdo aquelas geradas
por ativacdo dos receptores AMPA e cainato e deste modo acarreta em
um potencial excitatdrio pds-sinaptico mais prolongado (GIBB, 2004).
A ativacdo dos NMDAR, deste modo, estd associada a processos
fisiolégicos como o desenvolvimento, formacdo e plasticidade das
sinapses, vinculados a fendmenos como a aprendizagem e a memdria.

A acdo sinaptica do glutamato é finalizada por sua recaptagdo a
partir da fenda sinaptica por proteinas de membrana conhecidas como
transportadores de aminoacidos excitatorios (EAATS) (TAKAHASHI et
al., 1997). Astrdcitos e neurdnios expressam um total de cinco
isoformas de transportadores de aminoacidos excitatorios dependentes
de Na'. Dois transportadores astrocitarios foram clonados e
denominados de GLAST (transportador de aspartato-glutamato) e GLT-
1 (transportador de glutamato 1). Em humanos eles sdo designados
como EAATL1 e EAAT? (transportador de aminoacidos excitatorios 1 e
2, respectivamente) (GRAS et al.,, 2003). GLT-1 e GLAST séo
amplamente distribuidos no cérebro. O transportador neuronal de
glutamato mais amplamente distribuido no cérebro é o EAAC1
(homélogo humano, EAAT3). Ele é encontrado em regifes ndo-
sinapticas. Outros subtipos clonados incluem EAAT4, localizado em
células de Purkinje e EAATS, localizado em neurbnios da retina
(ANDERSON et al., 2001). A captacdo celular de glutamato é acoplada
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ao transporte de Na* e K, sendo que o transporte de uma molécula de
glutamato para dentro da célula é vinculado & entrada de trés fons Na* e
um proéton e a saida de um jon K* (DANBOLT, 2001). No entanto, outro
mecanismo envolvido no transporte de glutamato no SNC é o trocador
de cistina/glutamato, conhecido como sistema Xc, o qual é
independente de Na. Este sistema promove o influxo de cistina em
troca do efluxo de glutamato, sendo super-regulado em situacbes de
estresse oxidativo, ja que a cistina, dentro das células, é convertida a
cisteina, um dos precursores da glutationa, um tripeptideo com
importantes funcdes antioxidantes no SNC (DANBOLT, 2001).

A expressdo, o trafego e a atividade dos transportadores de
glutamato sdo regulados por varias vias de sinalizagdo intracelular. Foi
demonstrado que a expressdo na membrana e 0 aumento na atividade de
GLAST, GLT-1 e de EAACLI estdo relacionadas a ativacdo da via da
proteina cinase de fosfatidilinositol 3 (PI3K) (SIMS et al., 2000;
BOEHMER et al.,, 2003; GUILLET et al, 2005). Foi também
demonstrado que a ativagdo da proteina cinase C promove o aumento da
atividade e da expressio na membrana plasmatica de EAACI.
Adicionalmente, a via da proteina cinase dependente de AMPc esta
envolvida no aumento da expressdo de GLT-1, mas ndo tem efeitos
sobre a expressdo ou atividade do EAAC1 em astrocitos (GUILLET et
al., 2005). Da mesma forma, a via das proteinas cinases ativadas por
mitégenos (MAPKSs) esta envolvida na expressdo de GLT-1 em
astrcitos (GEGELASHVILI et al., 2000). Assim, pode-se observar que
existe uma regulacdo diferencial da atividade e expressdo dos
transportadores de glutamato pelas proteinas cinases.

Em condicGes normais, o glutamato liberado pelos neurdnios é
rapidamente captado pelos transportadores glutamatérgicos astrocitarios.
Nos astrocitos, glutamina é formada a partir de glutamato e aménia em
uma reacdo catalisada pela enzima especifica de células gliais a
glutamina sintetase (GS) (KOSENKO et al., 2003). A glutamina
sintetizada € entdo liberada pelos astrocitos e é captada pelos neurdnios
onde € hidrolisada pela glutaminase ativada por fosfato, uma enzima
encontrada abundantemente em neurbnios, para formar glutamato,
recompondo assim a quantidade do neurotransmissor e constituindo o
chamado ciclo glutamato-glutamina (Figura 2) (RODRIGO e FELIPO,
2007). Tanto em neurdnios quanto em astrdcitos, uma parte da
quantidade de glutamato é utilizada na sintese de -cetoglutarato, um
substrato do ciclo dos &cidos tricarboxilicos, por desaminacdo mediada
pela glutamato desidrogenase. De forma interessante, em neur6nios
gabaérgicos o glutamato proveniente do ciclo glutamato-glutamina pode
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ser utilizado na sintese de GABA por descarboxilacdo catalisada pela
enzima glutamato descarboxilase. Como neurdnios ndo apresentam as
enzimas necessarias para a sintese de novo dos neurotransmissores
glutamato e GABA, a partir da glicose, o ciclo glutamato-glutamina tem
uma importdncia fundamental no funcionamento das sinapses
glutamatérgicas e também gabaérgicas. Além dessa fungéo nesse ciclo, a
glutamina serve como um precursor essencial no metabolismo de
nucleotideos, no transporte de amonia, na biossintese de glicose e amino
aclcares, na homeostase da glutationa e na sintese proteica
(ALBRECHT et al., 2010).
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Figura 2. Representagdo esquemaética do ciclo glutamato-glutamina em
uma sinapse glutamatérgica. O glutamato (Glu) neurotransmissor liberado é
recaptado, predominantemente, pelos astrocitos, onde é amidado a glutamina
(GIn) pela agdo da glutamina sintase (GS) utilizando aménia livre e depois
retorna aos neurdnios. Nos neurdnios, a reacdo da glutaminase ativada por
fosfato (PAG) regenera o glutamato e produz ion aménio. O glutamato pode
também ser metabolizado em neur6nios e astrdcitos através do ciclo dos &cidos
tricarboxilicos (TCA) (BAK et al., 2006).

A funcéo dos transportadores de glutamato e da GS ¢ inibida
pelo acimulo de espécies reativas de oxigénio, perdxido de hidrogénio e
peroxinitrito (HERTZ e ZIELKE, 2004; RODRIGO e FELIPO, 2007).
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Ambos, os transportadores e a GS, possuem sitios que sdo susceptiveis a
oxidacao por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio nos residuos de
cisteina. Foi demonstrado que a atividade ténica da 6xido nitrico sintase
atividade da GS devido a sua modificacdo covalente nesses sitios
sensiveis ao estresse oxidativo (RODRIGO e FELIPO, 2007). Assim, a
regulacdo do estado redox da célula ¢ uma varidavel importante na
manutencdo dos niveis de glutamato na fenda sinéptica tanto pela sua
influéncia na remocdo do glutamato extracelular através dos
transportadores quanto na sua posterior metabolizacdo em glutamina
pela GS (ENDOU et al., 1997).

1.2. EXCITOTOXICIDADE GLUTAMATERGICA

A acidose foi primeiramente implicada na inibicdo de
convulsdes em 1929, quando se observou que a acidose hipercarbica
diminuia as descargas convulsivas em pacientes com epilepsia
(LENNOX, 1929). A azosulfamida, um anticonvulsivante utilizado
nessa época, também apresentava o efeito de diminuir o pH sanguineo
(PRICE et al., 1943). Assim, por alguns anos a terapia da epilepsia
voltou-se para a procura de tratamentos ou drogas indutoras de acidose.
Dessa forma, alguns médicos dessa época chegaram a utilizar o
glutamato no tratamento da epilepsia (PRICE et al., 1943). Durante a
década de 40, altas doses de glutamato também foram utilizadas como
uma tentativa de se tratar o retardo mental (GHADIMI e KUMAR,
1972). Em 1954, Hayashi foi o primeiro a sugerir efeitos negativos do
glutamato ao demonstrar que quando injetado no cérebro ou nas artérias
carétidas induzia convulsdes (HAYASHI, 1954). Posteriormente,
Newhouse e Lucas (1957) também sugeriram um papel neurotoxico para
0 glutamato ao demonstrarem que injecfes de glutamato eram capazes
de destruir as camadas internas da retina de camundongos (LUCAS e
NEWHOUSE, 1957). Esses resultados foram replicados por John W.
Olney, em 1969, que estendeu os resultados de retinotoxicidade a
compostos relacionados ao glutamato como o cainato e sugeriu o termo
excitotoxicidade para indicar toxicidade por aminoacidos excitat6rios
(OLNEY, 1969). Assim, a excitotoxicidade se refere ao processo no
qual as células nervosas respondem inapropriadamente a concentracfes
elevadas de glutamato na fenda sinaptica e que culmina com a morte
celular (LYNCH e GUTTMANN, 2002). Atualmente, a
excitotoxicidade é considerada um fator comum a varios distdrbios
neurolégicos, incluindo acidente vascular cerebral (AVC), epilepsia,
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traumatismo cranio-encefalico (TCE) e doencas neurodegenerativas
(HYND et al., 2004).

O excesso de glutamato na fenda sinaptica pode ser neurotoxico
devido a sua acdo em receptores NMDA, AMPA, cainato e também em
seus receptores metabotropicos (ESTRADA SANCHEZ et al., 2008). A
lesdo excitotoxica pode resultar do excesso de entrada de Ca™ e Na* na
célula através dos canais idnicos e pela agdo suplementar da liberagdo de
Ca™ dos reservatérios intracelulares, levando a um aumento da
concentragdo intracelular de Ca*? (GREENE e GREENAMYRE, 1996).
Este aumento da concentragdo intracelular de Ca*™ pode ativar enzimas
como proteases, fosfolipases, 6xido nitrico sintase ou endonucleases que
contribuem para a morte celular (MELDRUM, 2000).

Devido a grande importancia do fendbmeno excitotoxico no dano
neuronal causado pelo excesso de liberacdo de glutamato apos lesbes
traumaticas e isquémicas, varios trabalhos foram desenvolvidos no sentido
de tentar minimizar esses danos. Estudos usando antagonistas dos
NMDAR em modelos animais de TCE e AVC mostraram reducdo da
morte neuronal e de alteracbes neuroldgicas, encorajando 0s
pesquisadores a iniciar estudos clinicos com essas drogas (WAXMAN e
LYNCH, 2005). No entanto, os estudos clinicos realizados demonstraram
diversos efeitos colaterais (BIEGON et al., 2004). Uma causa possivel
para 0 insucesso destes estudos é que o bloqueio total das ac¢Bes do
glutamato também impede que este exerca seus efeitos tréficos, e
inclusive neuroprotetores quando em concentraces fisioldgicas (BAHR et
al., 2002).

A lesdo por estresse oxidativo também parece ser um fator
patogénico fundamental em doencas neuroldgicas, incluindo as
cerebrovasculares. Durante um evento isquémico as células sofrem uma
reducdo acentuada no suprimento sanguineo, levando a privacdo de
glicose e oxigénio, o que pode causar morte neuronal (CUCCHIARA e
KASNER, 2001). Quando h& a reperfusdo, a reoxigenacdo do tecido
pode levar a formagdo de radicais livres, inativagdo dos sistemas de
detoxificacdo e consumo dos antioxidantes enddgenos (VAUGHAN e
DELANTY, 1999). Uma enzima importante nesse processo € a NOS. As
diferentes isoformas da NOS exercem papéis importantes e opostos na
isquemia cerebral. A forma induzida (iNOS) é implicada como
importante mediador inflamatdrio nos eventos de isquemia e reperfusdo
(DOYLE et al., 2008). O o6xido nitrico (NO), e seu co-produto
peroxinitrito, contribuem para morte neuronal através da oxidacdo de
proteinas estruturais durante a isquemia (DOYLE et al., 2008; HERTZ,
2008). O influxo de Ca*? mediado por NMDAR ativa a NOS neuronal, e
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a producdo de NO e subsequente formacdo de espécies reativas de
oxigénio pode ser responsavel pela morte neuronal excitotdxica
(HERTZ, 2008). Em contraste, a isoforma endotelial (eNOS) apresenta
um papel protetor em eventos de reducdo do fluxo sanguineo cerebral,
pois 0 NO produzido nas células endoteliais atua como potente
vasodilatador (DE PALMA et al., 2008).

Uma defesa antioxidante no SNC é o tripeptideo glutationa (GSH)
(L-y-glutamil-L-cistenilglicina). A GSH participa de diversos processos
celulares como sintese de acido desoxiribonucléico, proteinas,
leucotrienos e na modulacdo da funcdo proteica. A GSH, como
antioxidante, tem um papel importante, pois é o tiol ndo proteico mais
abundante em células de mamiferos (SIMS et al., 2004). A GSH pode
reagir ndo enzimaticamente com compostos oxidantes ou servir de
substrato para a enzima glutationa peroxidase (GPx) na detoxificacdo de
peréxidos de hidrogénio e organicos (NJALSSON, 2005). A
detoxificagdo mediada pela GPx leva a formagdo da glutationa
dissulfeto (GSSG), a qual apos redugdo pode ser novamente convertida
a GSH pela atividade da glutationa redutase (GR) em uma reacdo
dependente de NADPH (WANG e BALLATORI, 1998). Previamente,
foi demonstrado que fatias de hipocampo submetidas a um modelo de
privagdo de glicose e oxigénio (PGO) e posterior reperfusdo apresentam
uma reducdo nos niveis de GSH e também uma redugédo na captacédo de
glutamato do meio extracelular (BRONGHOLI et al., 2006).

1.3. TOXICIDADE DO ACIDO QUINOLINICO

O &cido quinolinico (AQ), um metabdlito do triptofano
proveniente da via das quinureninas, foi inicialmente estabelecido como
um intermediario na sintese do acido nicotinico e da nicotinamida
adenina dinucleotideo (STONE, 2001). A sua importancia no SNC s
foi reconhecida quando o bioguimico russo lzyaslav Lapin (1978)
realizou um experimento no qual seis quinureninas: DL-quinurenina,
AQ, &cido 3-hidroxi-antranilico, &cido xanturénico, acido picolinico e
acido nicotinico foram injetadas individualmente no ventriculo lateral de
camundongos (LAPIN, 1978). Lapin observou que todas essas
substancias produziram excitagdo motora e/ou convulsdes clonicas, e
que dentre estes, 0 metabdlito com acdo mais potente era 0 AQ (LAPIN,
1978). Logo depois, Trevor Stone e Martin Perkins analisaram a agédo
excitatdria do AQ e de seus analogos injetados em diferentes regifes do
SNC e foram os primeiros a suspeitar sobre a existéncia de subtipos de
NMDAR (PERKINS e STONE, 1983). Atualmente, sabe-se que 0 AQ
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causa convulsfes através da acdo sobre os NMDAR, particularmente,
aqueles que contém subunidades NR2B (MORONI, 1999; SCHWARCZ
e PELLICCIARI, 2002).

A toxicidade do AQ tem sido implicada em diversas condi¢des
patolégicas do SNC, como as doencas de Huntington e Parkinson, na
deméncia associada & infeccdo com virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), na depressdo maior e transtorno bipolar e na etiologia da
epilepsia em humanos (HEYES et al., 1989; HEYES et al., 1990;
STONE, 2001). Assim, a administragdo cérebro-ventricular de AQ tem
sido utilizada em modelos animais de convulsées, modelos nos quais se
observa convulsdes tdnico-clonicas (Schmidt et al., 2000). Do ponto de
vista metodoldgico, 0 AQ é uma excelente ferramenta no estudo da
toxicidade glutamatérgica in vivo. Isso se deve ao fato de que seus
efeitos de excitagdo motora e convulsdes ténico-clbnicas iniciam-se em
questdo de segundos e apresenta uma baixa taxa de mortalidade quando
comparada a outras drogas indutoras de convulsdo (DE ARAUJO
HERCULANO et al., 2011).

A toxicidade promovida pelo AQ envolve a ativacdo dos
NMDAR, com desequilibrio da homeostase do fon Ca*? intracelular e
disfuncdo mitocondrial com exaustdo da adenosina trifosfato (ATP)
intracelular e producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio e consequente peroxidagdo lipidica e carbonilagdo proteica
(STONE e DARLINGTON, 2002; VEGA-NAREDO et al., 2005;
GUILLEMIN, 2012). Além da atuacdo direta sobre o0s NMDAR, estudos
mostraram que o AQ pode sobrecarregar o sistema glutamatérgico pela
modulacdo do transporte de glutamato (GUILLEMIN, 2012; PEREZ-
DE LA CRUZ et al., 2012). Demonstrou-se que 0 AQ é um inibidor da
captacdo de glutamato tanto em preparacdes de vesiculas sinapticas
(TAVARES et al., 2000) quanto em astrocitos em cultura (TAVARES
et al., 2002). Dessa forma, os dados sugerem que o AQ pode promover
excitotoxicidade por acdo direta em NMDAR bem como por aumentar a
concentragdo de glutamato na fenda sinéptica por inibicdo do transporte
de glutamato.

Concentracdes elevadas de AQ foram encontradas em pacientes
com diversos tipos de doencas infecciosas, como meningite, septicemia
e doencas autoimunes sugerindo que a toxicidade do AQ envolva
também a neuroinflamagdo (MYINT, 2012; PEREZ-DE LA CRUZ et
al., 2012). No sistema nervoso, a microglia ativada é a maior fonte de
AQ durante a inflamagdo. Durante a cascata excitotoxica, o influxo
massivo de Ca™? pelo NMDAR induzido pelo AQ pode levar a ativacéo
de varios processos intracelulares como, por exemplo, a ativacdo da
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fosfolipase 2 dependente de Ca* (KALONIA e KUMAR, 2011). Essas
fosfolipases clivam os fosfolipidios de membrana dando origem ao
acido araquiddnico, o qual pode ser convertido em prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos pela a¢do das ciclooxigenases (SHUKURI
et al., 2011). Outro mecanismo envolvido na inflamagdo mediada pelo
AQ estd relacionado ao aumento na expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias como o fator de necrose tumorak (TNF -a), interleucina
1B e interleucina-6 (KALONIA et al., 2010; KALONIA et al., 2011).
Assim, acredita-se que o AQ pode mediar a inflamacdo neuronal e
astrocitaria através de mecanismos envolvendo a excitotoxicidade,
inducdo da NOS e posterior estresse oxidativo estimulado pelo NO.

1.4. ESTATINAS E NEUROPROTECAO

Na segunda metade do século passado, descobriu-se que uma ampla
gama de substancias provenientes de fungos possuia a capacidade de inibir
enzimas de outros microrganismos e também de células de mamiferos. Na
década de 70, interessado em como alguns fungos se protegiam um dos
outros, o0 cientista japonés Akira Endo pesquisou o envolvimento do
metabolismo do colesterol, visto que o ergosterol, um derivado do
colesterol, € um componente essencial das membranas dos fungos
(ENDO, 2010; ROY e PAHAN, 2011). Assim, trabalhando com uma
grande diversidade de fungos na busca por substancias que diminuissem a
sintese de colesterol, uma substancia ja conhecida na época foi isolada, a
citrinina (ENDO, 2010). Apesar de exercer uma forte inibicdo sobre a
sintese de colesterol e reduzir os niveis séricos de colesterol em ratos, a
citrinina causava uma série de efeitos adversos como catarata (ENDO,
2010; ROY e PAHAN, 2011). Posteriormente, uma segunda substancia
isolada e caracterizada a partir do Penicillium citrium, apresentou uma
potente atividade inibidora sobre a sintese de colesterol e foi entdo
descoberta a compactina (mevastatina), a primeira estatina (ENDO, 2010).
Como a mevastatina em altas doses promovia 0 aparecimento de tumores
em cachorros, no final de 1979, 0 mesmo grupo isolou uma segunda
estatina: a monacolina K ou mevinolina, posteriormente chamada de
lovastatina (ENDO, 1979). Desde a comercializagdo da lovastatina, outras
seis estatinas, incluindo duas semissintéticas (simvastatina e pravastatina)
e quatro sintéticas (atorvastatina, fluvastatina, rosuvastatina e
pitavastatina) foram introduzidas no mercado. Dentre essas estatinas, a
atorvastatina € relativamente mais lipofilica e possui uma atividade mais
prolongada na inibicdo da 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A (HMG-
CoA) redutase quando comparado as outras (SCHACHTER, 2005). Além
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disso, a seguranca de seu uso, mesmo em altas dosagens, ja foi
demonstrada em pessoas adultas (WATERS, 2005).

Assim, as estatinas inibem a sintese de colesterol por inibir de modo
competitivo a enzima HMG-CoA redutase, a enzima marca-passo da
sintese do colesterol (Figura 3) (ZHANG e CASEY, 1996; NESS e
CHAMBERS, 2000). O papel das estatinas na prevencdo de eventos
coronarianos relacionados a aterosclerose é bastante conhecido, e por isso
tornaram-se os medicamentos de escolha para pacientes com doencas
ateroscleréticas (DAIMON et al., 2004). Atualmente, estima-se que 30
milhGes de pessoas no mundo fazem uso terapéutico de estatinas (ENDO,
2010).
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Figura 3. Inibicdo da sintese de colesterol pelas estatinas. As estatinas
inibem a conversdo de 3-hidrdxi-3-metilglutaril-Coenzima A (HMG-CoA) a
mevalonato, a etapa limitante na biossintese de colesterol. Inibindo a sintese de
mevalonato, as estatinas previnem a sintese de derivados isoprenoides, os quais
estdo envolvidos na modificagdo pos-traducional de proteinas (modificado de
CIMINO et al.,2006).

A hipercolesterolemia é classicamente reconhecida como fator de
risco para doenga coronariana, mas poucas evidéncias apontam para uma
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relagdo com risco de AVC. Apesar disso, estudos clinicos recentes
claramente indicam que o tratamento com estatinas reduz
significativamente o risco de AVC entre pacientes com doenca vascular ja
estabelecida (VAUGHAN, 2003). Estudos sugerem que a prevaléncia da
doenca de Alzheimer e deméncia vascular € menor entre pacientes em uso
de estatinas (JICK et al., 2000; WOLOZIN et al., 2000). Dados recentes
demonstraram efeitos anti-inflamatdrios com o tratamento com estatinas
em pacientes com esclerose multipla e X-adrenoleucodistrofia e modelos
de encefalomielite auto-imune e de lesdo da medula espinhal em ratos
(STANISLAUS et al., 1999; NATH et al., 2004; PAINTLIA et al., 2005;
PANNU et al., 2007). Esses resultados sugerem que as estatinas podem
exercer um amplo efeito neuroprotetor diante de diversas condi¢des
patolégicas.

A terapia com estatinas pode ser benéfica nos eventos isquémicos
através da modulacdo da eNOS (AMIN-HANJANI et al., 2001). Um
estudo demonstrou que, em modelo murino de isquemia cerebral, o
tratamento profilatico com estatinas reduziu a area infartada e melhorou o
guadro neuroldgico dos animais. Neste estudo foi observado que houve
um aumento na atividade da eNOS, sem alterar a expressdo da nNOS
(ENDRES et al., 1998). Outras observacbes sugerem que as estatinas
também modulam a atividade da iNOS. Foi demonstrado que a lovastatina
reduz o aumento da expressdo de iINOS mediada por citocinas e a
producdo de NO em astrocitos e macréfagos de ratos (PAHAN et al.,
1997; STANISLAUS et al., 1999). Como a atividade em excesso desta
isoforma da NOS é considerada deletéria ao SNC, sua inibicdo pelas
estatinas pode reduzir processos inflamatorios que acompanham a
isquemia aguda (PAHAN et al., 1997). Em conjunto, essas observagdes
apontam para um duplo papel das estatinas na isquemia, estimulando a
eNOS e inibindo a iNOS, atuando de modo sinérgico no sentido da
neuroprotec&o.

Os isoprendides sdo derivados de metabdlitos intermediérios da
sintese de colesterol. Esses derivados servem como importantes moléculas
lipidicas de adesdo para a modificagdo pds-traducional de muitas
proteinas, incluindo as proteinas G heterotriméricas e as monoméricas,
como Ras e Rho (ZHANG e CASEY, 1996). A isoprenilacdo é um passo
critico para a atividade de diversas proteinas, permitindo ligacGes
covalentes, localizacdo subcelular e trafego de proteinas para a membrana
celular (SAMUEL e HYNDS, 2010). Os isoprendides geranilgeranil
pirofosfato e o farnesil pirofosfato sdo adicionados na regido C terminal
de proteinas G monoméricas facilitando, assim, suas interagBes com
reguladores citoplasmaticos, membranas celulares e efetores (ZHANG e
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CASEY, 1996). Por exemplo, a translocacdo de Rho para a membrana
celular é criticamente dependente da geranilgeranilagdo (SAMUEL e
HYNDS, 2010). Além de reduzir os niveis intracelulares de esterdides, as
estatinas também reduzem a formacédo desses compostos intermediarios da
via de biossintese do colesterol (TAKEMOTO e LIAO, 2001;
VAUGHAN, 2003). Acredita-se que muitos dos efeitos anti-inflamatérios
das estatinas provém da reducgdo desses intermediarios isoprendides na via
de biossintese do colesterol envolvidas na inflamacdo e sinalizacdo
intracelular (LAUFS e LIAO, 2003).

Assim, os efeitos pleiotropicos das estatinas tém sido atribuidos
a diminuicdo na producdo dos derivados isoprenoides associados com a
inibicdo da biossintese do mevalonato e subsequente modulagéo das vias
de sinalizacdo intracelular (VAUGHAN, 2003). A familia Ras de
GTPases de baixo peso molecular estdo envolvidas em vias de
sinalizacdo intracelular associada com proliferacdo, inflamacéo, morte e
sobrevivéncia neuronal (AKSAMITIENE et al., 2012). O acoplamento
de GTP e a isoprenilacdo dessas GTPases sd0 necessarias para ativar
essas proteinas. A isoprenilacdo da Ras ancora essas proteinas na
membrana plasmatica onde elas exercem suas ac¢des sinalizadoras de
forma apropriada (AMAYA et al., 2011). A ativacdo da Ras leva a
ativacdo das MAPKSs que sdo proteinas de sinalizagdo celular envolvidas
em eventos celulares relacionados tanto a morte celular quanto a
sobrevivéncia celular (WHELAN et al., 2012). Das trés principais
MAPKs de mamiferos, a via da proteina cinase regulada por sinal
extracelular (ERK) é comumente associada a sobrevivéncia celular,
enquanto que as vias da p38-MAPK e da proteina cinase ativada por
estresse/proteinas c-Jun N-terminal cinase (SAPK/JNK) sdo geralmente
implicadas na morte celular (HARPER e LOGRASSO, 2001).

Outra via de sinalizacdo envolvida na protecdo celular induzida
pelas estatinas e no dano excitotoxico do glutamao é a via da
PI3K/proteina cinase B (PI3K/Akt). Foi demonstrado que as estatinas
ativam a Akt por aumento da sua e este efeito pode estar relacionado a
neuroprotecdo, regulacdo do crescimento e proliferacdo celular
promovidas pelas estatinas (WU et al., 2008). A ativacdo da via de
sinalizacdo intracelular PI3K leva a formacdo de segundos mensageiros
como o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato e fosfatidilinositol-3,4-
bisfosfato (AMANTEA et al., 2009). Esses segundo-mensageiros se
ligam a um dominio amino-terminal presente na proteina Akt,
permitindo que esta seja ativada através da fosforilagdo de seus sitios
Treonina-308 e Serina-473 (BRUNET et al., 2001). A via da PI3K/Akt
pode inibir a morte celular apopt6tica através da ativacao de fatores anti-
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apoptéticos bem como a inibicdo de fatores pro-apoptoéticas, blogqueio da
liberacdo do citocromo c inibindo assim a ativacdo da caspase-3
(NAKAE et al., 2000; AMANTEA et al., 2009). Além disso, tambhém
foi demonstrado que a morte celular induzida pela PGO envolve a
inibicdo da via da PI3K/Akt e esse efeito esta relacionado ao papel desta
via na modulacdo da captacdo de glutamato (DAL-CIM et al., 2011).

Sugere-se que as estatinas podem ter efeito direto na reducdo dos
danos causados por radicais livres e oxidagdo de lipoproteinas (CIMINO
et al., 2007). As estatinas reduzem a oxidacdo da lipoproteina de baixa
densidade induzida por leucécitos e podem ter efeitos mais amplos, como
a manutencdo da atividade da enzima superdxido dismutase, responsavel
pela degradacdo de perdxido de hidrogénio (CHEN et al., 1997). Em
animais tratados por sete dias com atorvastatina ap6s a inducdo do modelo
animal de TCE observou-se um efeito neuroprotetor pela reducdo do
déficit neurolégico e aumento da sinaptogénese, da angiogénese e da
sobrevivéncia neuronal (LU et al., 2004).

Além dos efeitos em modelos de isquemia e de TCE, as a¢0es
neuroprotetoras das estatinas também foram observadas em modelo de
toxicidade glutamatérgica, protegendo neur6nios em cultura da
excitotoxicidade induzida por NMDA. Zacco e colaboradores (2003)
demonstraram que o efeito protetor das estatinas foi revertido quando as
culturas foram tratadas simultaneamente com NMDA e mevalonato ou
colesterol, sugerindo que a acdo neuroprotetora estd diretamente
relacionada a reducdo dos niveis de colesterol na célula. Em um modelo
de epilepsia com cainato, o pré-tratamento com atorvastatina reduziu a
atividade epiléptica e a morte neuronal no hipocampo de ratos (LEE et
al., 2008a).

Dados experimentais e evidéncias clinicas indicam que alguns dos
efeitos das estatinas, independentes da reducdo dos niveis de colesterol,
ou efeitos pleiotropicos, envolvem a melhora ou restauracdo da funcéo
endotelial e reducdo do estresse oxidativo e inflamacdo vascular
(TAKEMOTO e LIAOQ, 2001). Desta forma, ndo esta claro se o possivel
efeito neuroprotetor das estatinas, contra a superestimulacdo da
transmissdo glutamatérgica, é dependente ou independente da reducéo
dos niveis de colesterol, como possiveis alteragdes em microdominios
de membrana, onde ha grande insercdo de receptores glutamatérgicos,
ou se esta relacionado a alteracdo em cascatas de sinalizacdo mediadas
por lipidios de membrana. Sabe-se que o tratamento de ratos com
simvastatina aumentou a unido de MK-801 ao NMDAR no cortex
cerebral, amigdala, hipocampo, ganglios da base e nicleo accumbens
(WANG et al., 2009a). Além disso, foi demonstrado que a associacgao de
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EAAT2 com microdominios lipidicos altera a localizacdo e a funcéo
desse transportador (TIAN et al., 2010). Desse modo, alteracGes na
organizacao dos lipideos na membrana plasmética podem exercer efeitos
na transmissdo glutamatérgica por modulacdo tanto dos receptores
quanto dos transportadores de glutamato.

Apesar das crescentes evidéncias do papel neuroprotetor das
estatinas em doencas do SNC, existe relativamente pouco conhecimento
dos efeitos comportamentais relacionados ao tratamento com estatinas.
Além dos efeitos neuroprotetores, Lu e colaboradores demonstraram que
0 tratamento com atorvastatina reduz o déficit de meméria espacial
induzido por TCE em um modelo animal (LU et al., 2004). Da mesma
forma, o tratamento de ratos com simvastatina diminuiu o
comportamento tipo ansioso e aumentou a atividade locomotora
(WANG et al., 2009a). Além disso, dados clinicos indicam uma redugéo
na incidéncia de ansiedade e depressdo associada ao uso de estatinas.
Assim, 0 uso de estatinas parece exercer efeitos comportamentais, no
entanto, os efeitos podem variar de acordo com a estatina utilizada e seu
mecanismo de acdo sobre os efeitos comportamentais ainda ndo esta
elucidado.

Concluindo, a excitotoxicidade glutamatérgica é um fator
fisiopatoldgico comum a diversas doencas neurodegenerativas, epilepsia
e eventos agudos, como isquemia cerebral e traumatismo cranio-
encefélico. Assim, os inibidores da enzima HMG-CoA redutase tém se
mostrado como drogas potencialmente neuroprotetoras, inclusive na
toxicidade mediada pela ativacdo de NMDAR. Dessa forma, tendo em
vista a importancia do dano excitotoxico causado pelo excesso de
glutamato na fenda sinéptica em lesdes trauméticas, isquémicas e na
epilepsia, e a falta de agentes neuroprotetores eficazes contra a
toxicidade induzida por glutamato, consideramos fundamental a busca
por novas drogas que possam reduzir esse processo através da
modulagdo da transmissdo glutamatérgica.
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3. DISCUSSAO

A excitoxicidade é um dos principais mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos na morte celular necrética e apoptética
induzidas pela isquemia, TCE, lesdo da medula espinhal, doengas
neurodegenerativas assim como pela epilepsia (HYND et al., 2004).
Dessa forma, estudos tém se focado na busca da reducdo do acumulo de
glutamato na fenda sinéptica e/ou na inibi¢do da excitagdo neuronal
induzida pelo glutamato para a prevencdo da morte neuronal em vérias
doencas neuroldgicas. Entretanto, os antagonistas de NMDAR possuem
uma ampla gama de efeitos colaterais, desta forma fomentando a busca
por estratégias de neuroprote¢do clinicamente mais aplicaveis (LYNCH
e GUTTMANN, 2002). Nesse sentido, as estatinas sdo inibidores da
HMG-CoA redutase que tém sido demonstrados como agentes com
propriedades antiexcitotoxicas (YRJANHEIKKI et al., 2005; CLARKE
et al., 2007; PIERMARTIRI et al., 2009). Como a excitotoxicidade esta
envolvida na patofisiologia da isquemia cerebral e no dano causado pelo
AQ, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do tratamento com
atorvastatina sobre a morte celular, pardmetros da transmissao
glutamatérgica e sobre o estresse oxidativo em camundongos apds a
infusdo de AQ i.c.v ou em fatias hipocampais submetidas a PGO.

Primeiramente, foi avaliado o efeito do tratamento durante uma
semana com duas doses de atorvastatina (1mg/kg/dia ou 10mg/kg/dia)
sobre a incidéncia de convulsfes induzidas pela infusdo i.c.v. de AQ. A
dose de 1mg/kg/dia ndo promoveu alteragdes na incidéncia das
convulsdes, no entanto, a dose de 10mg/kg/dia reduziu a incidéncia das
convulsdes induzidas pelo AQ em torno de 30%. Esse resultado esté4 de
acordo com a literatura, visto que artigos previamente publicados
demonstraram efeitos neuroprotetores da atorvastatina ou lovastatina
sobre a incidéncia de convulsdes induzidas pelo &cido cainico ou pela
pilocarpina, respectivamente (RANGEL et al., 2005; LEE et al., 2008a).
A dose de atorvastatina de 10mg/kg ndo promoveu efeito na incidéncia
de convuls6es quando administrada em dose Unica 1h antes da infusdo
de AQ (dados ndo mostrados). Os efeitos neuroprotetores das estatinas
apresentam dependéncia do tempo de tratamento e os efeitos
neuroprotetores parecem se estabelecer apds o tratamento cronico com
estatinas e ndo com doses Unicas ou curtos periodos de tratamento
(ZACCO et al., 2003; BOSEL et al., 2005; DOMOKI et al., 2010).
Dessa forma, o tratamento com atorvastatina na dose de 10mg/kg/dia
por 7 dias foi utilizada nos experimentos seguintes de prevengdo de
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excitotoxicidade in vivo bem como nos experimentos ex vivo avaliados
nessa tese.

A toxicidade celular induzida pelo AQ foi demonstrada pela
reducdo do MTT, pela incorporacdo de iodeto de propideo e pela
marcacdo com Fluoro Jade-B. A avaliagdo do dano celular em fatias
hipocampais através da captacdo de IP revelou que o0 AQ promoveu uma
forte incorporacdo de IP no hipocampo, o que esta de acordo com outras
publicacdes prévias utilizando-se o mesmo método (BOECK et al.,
2004; GANZELLA et al., 2006). A avaliacdo de morte celular com
Fluoro Jade-B, revelou que o AQ promove um aumento de células
marcadas nas regides do cornu ammonis 1(CA1) e no giro denteado do
hipocampo, sem marcacgéo na regido cornu ammonis 3 (CA3). Estudos
anteriores demonstraram que as subregifes hipocampais apresentam
vulnerabilidade seletiva frente a insultos, sendo que a regido CA1l
apresenta-se mais vulneravel do que a regido CA3 ou 0 giro denteado
(NEWRZELLA et al., 2007; OUYANG et al., 2007; WANG et al.,
2009b; BURGER, 2010).

Consistente com o resultado obtido aqui, tem sido demonstrado
que a atorvastatina promove neuroprotecdo contra a despolarizacdo
induzida em neurbnios piramidais de CA1 (WALLIS e PANIZZON,
2005) e reduz a morte celular no hipocampo (LU et al., 2007;
PIERMARTIRI et al.,, 2010). Além disso, foi demonstrado que o
tratamento com simvastatina reduziu o dano estriatal induzido pelo AQ
(PATASSINI et al., 2008). Do mesmo modo, também foi observado que
as estatinas reduzem a morte neuronal no hipocampo induzida pela
pilocarpina, isquemia e cainato (RANGEL et al., 2005; KAWAI et al.,
2011; RAMIREZ et al., 2011). Dessa forma, os resultados obtidos aqui
corroboram o efeito neuroprotetor das estatinas frente a estimulos
excitotdxicos.

Visto que a atorvastatina promoveu protecdo contra as
convulsbes e morte celular induzidas pelo AQ, posteriormente foi
avaliado aqui os possiveis mecanismos envolvidos em tal protecdo. A
excitotoxicidade induzida pelo AQ envolve a estimulacdo demasiada
dos NMDAR associada com aumento da concentragdo intracelular de
calcio, disfuncdo mitocondrial, deplecdo de ATP e estresse oxidativo
(GUILLEMIN, 2012; PEREZ-DE LA CRUZ et al., 2012). No entanto,
dados experimentais tém apontado que a toxicidade induzida pelo AQ
envolve também uma disfuncdo da transmissdo glutamatérgica e nédo
somente sua acdo como agonista NMDAR. O AQ pode promover a
diminuicédo da captacdo de glutamato em vesiculas sinapticas, 0 aumento
da liberacdo de glutamato em sinaptossomas e a diminuicdo da captacéo
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de glutamato em cultura de astrécitos e no hipocampo de animais
infundidos com AQ (TAVARES et al., 2000; TAVARES et al., 2002).
Além disso, foi demonstrado que o AQ pode inibir a atividade da GS em
cultura de astrécitos (TING et al., 2009). Acredita-se que o0 aumento da
liberacdo de glutamato, e inibicdo da captacdo e da atividade da GS
possam contribuir para 0 aumento da concentracdo sinaptica de
glutamato, o que pode causar excitotoxicidade (ZHENG et al., 2010;
KARMARKAR et al., 2011).

De fato, tem sido demonstrado um aumento nos niveis de
glutamato em modelos experimentais de isquemia, TCE e de epilepsia
(LEITE et al., 2002; ROTHSTEIN et al., 2005; HARVEY et al., 2011;
KONG et al.,, 2012). Nestes modelos, uma reducdo da liberacdo de
glutamato foi associada com efeitos benéficos em relacdo a toxicidade
celular e a melhora funcional dos animais (OBRENOVITCH e
URENJAK, 1997; NISHIZAWA, 2001; POPOLI et al., 2004). No
presente trabalho, foi observado que a infusdo de AQ em camundongos
modificou a liberacdo e a captacdo de glutamato, ndo exercendo efeito
na atividade da GS. A falta de efeito sobre a atividade da GS pode ser
devida ao tempo de avaliagdo de sua atividade apés a infusdo de AQ.
Dessa forma, uma curva de tempo da atividade da GS ap06s a infusdo de
AQ poderia revelar se este modifica a atividade daquela in vivo, visto
que tal efeito j& foi demonstrado in vitro (TING et al., 2009). Uma
hipotese alternativa, mas complementar, € a observacdo de que o
estresse oxidativo induzido pelo AQ no hipocampo ocorre a partir de 4h
apos sua infusdo (GANZELLA et al., 2006), de modo que os sitios de
cisteina presentes na GS ndo sofreriam acdo dos radicais livres no
periodo avaliado aqui.

Também foi demonstrado aqui que o tratamento com
atorvastatina ndo preveniu o aumento da liberacdo de glutamato
induzido pelo AQ. Visto os efeitos neuroprotetores da atorvastatina, a
guantidade de glutamato liberado poderia ser insuficiente para induzir
dano celular e apenas induzir uma dessensibilizagdo dos receptores
glutamatérgicos. Outra possibilidade é que, desde que a quantidade de
glutamato liberada ndo é excessiva e a captagdo esta aumentada, isto
poderia resultar em um balango positivo, ou seja, uma remogdo do
glutamato extracelular, promovendo neuroprote¢cdo (FEATHERSTONE
e SHIPPY, 2008). Assim, como foi demonstrado que a atorvastatina
protege os neur6nios da morte celular induzida pelo AQ, pode-se supor
que os efeitos neuroprotetores da atorvastatina possam ser devidos a
outros mecanismos moleculares diferentes da modulagdo da liberagdo de
glutamato. Em modelos de TCE, os efeitos neuroprotetores da



156

atorvastatina e simvastatina foram associados com a reducdo da
expressdo de mediadoers inflamatorios, como o fator nuclear kappa B
(NF-xB), interleucina-6 e aumento da expressdo do receptor do fator de
crescimento epidermal e do fator neurotréfico derivado do cérebro
(CHEN et al., 2009; MAHMOOD et al., 2009; WU et al., 2010a;
INDRASWARI et al.,, 2012). Em modelos de isquemia cerebral,
demonstrou-se que as estatinas aumentam a expressdo da eNOS,
reduzem o estresse oxidativo, a resposta inflamatéria e reduzem a
ativacdo da caspase 3 (VAUGHAN et al., 2001; CARLONI et al., 2006;
GELOSA et al., 2007; ZIPP et al., 2007).

Similarmente ao observado aqui, 0 aumento ou preservacdo da
fungdo dos transportadores de glutamato ou da fungdo da GS tém sido
relacionado a efeitos protetores contra 0 dano excitotoxico associado ao
aumento da liberacdo de glutamato (ZOU et al., 2010). Desde que
nenhuma alteracdo foi observada na atividade da GS em resposta ao AQ,
a manutengdo da captacdo de glutamato promovida pela atorvastatina
poderia tamponar o excesso de glutamato liberado em resposta ao AQ.
De fato, em uma ampla gama de lesdes excitotoxicas, uma disfungéo na
captacdo de glutamato parece desempenhar um papel importante.
Disfuncdo nos transportadores astrocitarios de glutamato tem sido
implicada na morte de neurbnios motores em modelos de esclerose
lateral amiotréfica (CORTI et al., 2010). De modo inverso, 0 aumento
na expressdo de transportadores de glutamato no hipocampo tem sido
associado & resisténcia & morte celular induzida pela isquemia
(KETHEESWARANATHAN et al., 2011; ZHANG et al., 2011a).
Assim, a supra-regulacdo dos transportadores glutamatérgicos parece
estar envolvida na inducéo de tolerancia ao insulto isquémico (GONG et
al., 2012; LIU et al., 2012; TAUSKELA et al., 2012). Foi observado
que ocorre uma diminui¢do na marcacdo de GLT-1 na regido CA1 apos
o tratamento com AQ, efeito esse ndo modificado pela atorvastatina.
Previamente, nosso grupo demonstrou que o tratamento com
atorvastatina previne o dano neuronal causado pela infusdo do peptideo
beta-amilbide;40, € parte desse efeito neuroprotetor poderia ser
associado a prevencdo da diminuicdo da expressao de GLT-1 e GLAST
(PIERMARTIRI et al., 2010).

As vias de sinalizagdo intracelulares envolvidas nos efeitos
neuroprotetores das estatinas ainda ndo sdo completamente conhecidas.
Aumento na fosforilagdo da Akt tem sido relatado como crucial na
neuroprote¢do, regulacdo do crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia
celular induzida pelas estatinas (ZHANG et al., 2007; LEE et al., 2008b;
WU et al, 2008). No presente trabalho, foi demonstrado que o
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tratamento com atorvastatina previne a diminuicdo na fosforilagdo da
Akt ap6s dez minutos da infusdo de AQ. Além disso, foi demonstrado
que a fosforilagdo da Akt permanece aumentada, inclusive em relagéo
ao grupo controle, mesmo apds 24h da infusdo de AQ nos grupos de
animais que receberam o tratamento com atorvastatina. Parte dos efeitos
neuroprotetores contra a excitotoxicidade, provenientes da ativagdo da
via da PI3K/Akt tem sido atribuidos a modulagdo da expressédo de GLT-
1 e de EAACL e ao aumento na captacdo de glutamato (SIMS et al.,
2000; KRIZMAN-GENDA et al., 2005; WU et al., 2010b). Em vista
desses dados, e considerando a observacdo dos efeitos do tratamento
com atorvastatina sobre a fosforilacdo da Akt e sobre a captacdo de
glutamato, foi avaliado o efeito da inibicdo da via da PI3K/AKkt sobre a
captacdo de glutamato. No entanto, o inibidor utilizado, a wortmanina,
foi incapaz de modificar o efeito protetor da atorvastatina sobre a
captacdo de glutamato. Esse resultado ndo exclui que a sinalizacdo da
via da Akt participe da neuroprotecdo induzida pela atorvastatina. 1sso
se deve ao fato de que ja foi demonstrado que as estatinas modulam
outros mecanismos celulares envolvidos com neuroprotecdo, como a
expressdo da nNOS, a translocacdo nuclear do NF-xB, via sinalizacdo
pela Akt (NAKATA et al., 2007). Dessa forma, o aumento na
fosforilagdo da Akt pode ser um dos mecanismos que contribuem para a
neuroprote¢do observada apds o tratamento com atorvastatina.

A cascata de sinalizacdo da MAPK/ERK tem sido implicada em
varias formas de plasticidade e neuroprotecdo (KARMARKAR et al.,
2011). Tem sido demonstrada a alteragdo nos niveis de fosforilagdo da
ERK em modelos de isquemia cerebral e de epilepsia (KARMARKAR
etal., 2011; LOPES et al., 2012). Previamente, nosso grupo demonstrou
que a inibicdo da via MAP cinase cinase (MEK) pelo PD98059 antes da
infusdo de AQ promove um aumento na taxa de mortalidade, indicando
que a via de sinalizacdo MAP/ERK pode estar envolvida na toxicidade
induzida pelo AQ (DE ARAUJO HERCULANO et al., 2011). Na
presente tese, foi observado que o tratamento com atorvastatina
promoveu um aumento na fosforilacdo da ERK1. De acordo com esses
resultados, foi demonstrado que o tratamento com outras estatinas, como
a simvastatina, também ativam a ERK no tecido cerebral (BERETTA et
al., 2011). A ativacdo da ERK pelas estatinas tem sido associada a
efeitos anti-inflamatérios e aumento nas defesas antioxidantes (KIM et
al., 2007; KIM e CHOI, 2010). Como a via da MAPK/ERK é uma das
vias que regulam a expressdo e a atividade dos transportadores de
glutamato (MATOS et al., 2008), foi avaliado o efeito da inibi¢cdo da
MEK sobre a agdo da atorvastatina na captacdo de glutamato. O efeito
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da atorvastatina na captacdo de glutamato foi abolido pela inibicdo da
MEK, sugerindo que os efeitos neuroprotetores do tratamento com
atorvastatina na remocédo de glutamato sdo dependentes da ativagéo da
via MAPK/ERK. Assim, além da manutencdo da atividade dos
transportadores demonstrada aqui, foi previamente demonstrado que a
via da ERK esta envolvida na inducdo da expressdo de GLT-1 e sua
translocacdo para a membrana plasmatica (FR1ZZO et al., 2007; LU et
al., 2008).

Tem sido demonstrado que a sinalizagdo intracelular pela via
das JNK e p38™*" atua na regulacéo da apoptose neuronal (MIELKE et
al., 2000; HARPER e LOGRASSO, 2001). Foi observado que o AQ
promove um aumento na fosforilagio das JNKs e da p38™*™ no cortex
cerebral e isto estava associado ao aumento na morte celular encontrado
(FERRER et al., 2001). Entretanto, aqui ndo foi observada nenhuma
alteragdo nos niveis de fosforilacéo da JNK e da p38™*" no hipocampo
apos a infusdo de AQ ou com o tratamento com atorvastatina. Este
resultado sugere que os efeitos da atorvastatina contra a toxicidade
induzida pelo AQ néo séo dependentes da modulagéo da via da p38™A™«
ou JNK.

O hipocampo é uma das estruturas cerebrais mais susceptiveis a
excitotoxicidade, e a perda de neurdnios hipocampais esta relacionada a
patogénese de doengas neuroldgicas cronicas e agudas, como a isquemia
cerebral. Dessa forma, um dos focos de interesse deste trabalho foi
estudar os mecanismos envolvidos na morte celular excitotoxica e na
protecdo mediada pela atorvastatina utilizando-se fatias de hipocampo
de camundongos. Como previamente demonstrado (BRUNO et al.,
1994; SATTLER e TYMIANSKI, 2001; ARUNDINE e TYMIANSKI,
2004), durante a isquemia seguida de reperfusdo o antagonista de
NMDAR, MK-801, preveniu a indugdo de morte celular pela PGO,
indicando a participacdo da excitotoxicidade glutamatérgica no dano
celular neste modelo in vitro de isquemia. Assim, foi avaliado se o
tratamento de camundongos com atorvastatina (10mg/kg/dia por 7 dias)
poderia exercer efeito protetor em fatias hipocampais desses animais
frente a insulto induzido pela PGO in vitro. Aqui, foi demonstrado que a
atorvastatina previne o estresse oxidativo e a morte celular induzida pela
PGO, através da modulacdo do transporte e da metabolizacdo de
glutamato de maneira dependente da via de sintese do colesterol.

Tem-se demonstrado que as estatinas previnem a morte celular
causada pela isquemia cerebral tanto in vitro quanto in vivo. Foi
observado que o tratamento com simvastatina protegeu culturas de
neurdnios corticais da morte celular induzida pela PGO e que este efeito
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estava associado a reducdo na producdo de 4-hidroxi-2-nonenal (HNE),
um produto final da peroxidacédo lipidica (LIM et al., 2006). Também
foi demonstrado que ratos tratados por duas semanas com estatinas
apresentaram uma reducdo no volume de infarto cerebral em
comparacao ao grupo controle (HAYASHI et al., 2005). Neste mesmo
trabalho, os autores mostraram que a reducdo dos niveis de HNE e 8-
hidroxideoxiguanosina (8-OHdG) poderiam estar relacionados com 0s
efeitos protetores das estatinas. No atual trabalho, também foi
demonstrado que tratamento com atorvastatina por uma semana
preveniu a reducdo na viabilidade celular induzida pela PGO. Em
acordo com outros estudos, este efeito protetor parece ser exercido
através da diminuicdo do estresse oxidativo, visto que os niveis de
NPSH durante a PGO foram mantidos nos hipocampos de camundongos
tratados com atorvastatina. Além disso, camundongos tratados com
atorvastatina apresentaram menor producdo de ROS apdés a PGO,
confirmando os efeitos antioxidantes das estatinas.

Durante condicdes de isquemia, o decréscimo na producdo de
ATP pode levar a faléncia de varios processos celulares dependentes de
energia, como a reducdo da atividade da sodio-potassio ATPase
(HERTZ, 2008). A dissipacdo do gradiente de sodio pode aumentar a
liberacdo de glutamato na fenda sindptica e afetar, diretamente, a
remogdo do glutamato extracelular através da redugdo da funcdo dos
transportadores de glutamato (DOYLE et al., 2008). Nesta tese foi
demonstrado que a atorvastatina pode alterar a transmissdo
glutamatérgica em condicBes de isquemia através da modula¢do do
transporte de glutamato. A administragdo de atorvastatina preveniu a
reducdo na captacdo de glutamato e na atividade da GS induzida pela
PGO, a qual poderia levar a uma menor ativacdo de receptores
glutamatérgicos e reduzir a producdo de ROS associada a estimulacéo
demasiada de receptores de glutamato. Foi demonstrado que o pds-
tratamento com pravastatina reduziu o aumento de glutamato no estriado
de ratos submetidos a oclusdo temporaria da artéria cerebral média
(BERGER et al., 2008).

Por outro lado, foi demonstrado no atual trabalho que a PGO
induz a um aumento da liberacdo de glutamato, no entanto, a
atorvastatina foi incapaz de prevenir tal efeito. Assim, o tratamento com
atorvastatina ndo inibiu o aumento da liberacdo de glutamato induzida
tanto em modelos de excitotoxicidade in vivo quanto in vitro. Sabe-se
que o aumento na concentracdo de calcio intracelular através da ativacao
dos NMDAR pode promover a liberagdo por exocitose de glutamato nas
sinapses (SATTLER e TYMIANSKI, 2000; MALARKEY e
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PARPURA, 2008). Foi demonstrado que o tratamento com estatinas ndo
afeta a concentracdo intracelular de calcio em resposta a ativacdo dos
NMDAR (ZACCO et al., 2003; LIM et al., 2006). No entanto, durante a
isquemia cerebral, a liberacdo de glutamato também pode ser atribuida a
reverséo dos transportadores glutamatérgicos neuronais
(SARANSAARI e OJA, 1999). Assim, a atorvastatina ndo foi eficiente
em prevenir a liberacdo de glutamato apés a PGO. Entretanto, o
tratamento com atorvastatina promoveu neuroprote¢do contra a PGO o
que pode ser devido ao aumento na captacdo de glutamato e na atividade
da GS. Previamente, foi demonstrado que em condic¢des isquémicas o
dano oxidativo pode reduzir a atividade e a expressao da GS (OLIVER
et al., 1990). De outra forma, 0 aumento na expressdao da GS esta
relacionado a neuroprotecdo, desde que a manutencdo da atividade
normal da GS tem sido relacionada em outras estratégias
neuroprotetoras, como o pré-condicionamento quimico (HOSHI et al.,
2006; STELMASHOOK et al., 2011; ZHANG et al., 2011b).

Como mencionado anteriormente e demonstrado aqui, 0
tratamento com estatinas pode prevenir a morte celular induzida pela
excitotoxicidade glutamatérgica. De modo interessante, estudos prévios
demonstraram que os efeitos neuroprotetores das estatinas eram
atenuados pelo co-tratamento com mevalonato ou colesterol, indicando
via biossintética do colesterol (ZACCO et al., 2003). Do mesmo modo,
foi demonstrado que a deplecdo de colesterol da membrana com metil-p-
ciclodextrina apresentou efeito neuroprotetor contra toxicidade celular
induzida pela PGO (ABULROB et al., 2005). No atual trabalho,
demonstrou-se que o efeito neuroprotetor da atorvastatina sobre a
diminuicéo da viabilidade celular foi dependente da inibicéo da sintese
de colesterol, visto que a adicdo do mesmo preveniu a acdo
neuroprotetora da atorvastatina. Além de demonstrar um possivel
mecanismo de acdo dos efeitos neuroprotetores da atorvastatina, esses
resultados contribuem para a hipdtese de que a deplecdo de colesterol
pode proteger contra a excitotoxicidade (PONCE et al., 2008).

O tratamento com estatinas reduz o aumento intracelular de
calcio induzido por glutamato, provavelmente devido a modulacdo da
funcdo dos NMDAR (BOSEL et al.,, 2005). Além disso, estudos
demonstraram alteracGes na funcdo dos NMDAR ap06s o tratamento com
estatinas. Essas alteracBes parecem ser dependentes da diminuicdo dos
niveis de colesterol e resultam em uma menor associacdo dos NMDAR
com os microdominios lipidicos levando a mudancas na inser¢do dos
NMDAR na membrana plasmética (PONCE et al., 2008) e modulagéo
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da unido de glutamato aocs NMDAR (WANG et al., 2009a). Assim, 0
tratamento com estatinas pode prevenir a excitotoxicidade, pelo menos
em parte, devido & modulagdo da funcdo dos receptores de glutamato.
No entanto, além de observar o efeito da atorvastatina sobre a captacéo
de glutamato e atividade da GS, o presente estudo demonstra que esse
efeito da atorvastatina é dependente da via de sintese do colesterol.
Esses efeitos observados aqui sobre a captagdo de glutamato podem ser
devidos a modulacdo pelas estatinas entre a associacdo de
transportadores de glutamato e os microdominios lipidicos (TIAN et al.,
2010). Nesse sentido, foi demonstrado em cultura de astrécitos que a
deplecdo de colesterol promoveu um aumento na captacdo de glutamato
(TSAI et al., 2006). Dessa forma, este trabalho demonstra que a
modulacdo do transporte e metabolizacdo de glutamato pelas estatinas
ocorre também em condi¢des isquémicas e esses efeitos estdo
relacionados a via de biossintese do colesterol.

Em um modelo da doenga de Alzheimer que utilizou a injecédo
do peptideo beta-amildide, foi observado que o tratamento com
atorvastatina previne a redugdo na expressdo de dois tipos de
transportadores de glutamato encontrados no hipocampo, GLT-1 e
GLAST (PIERMARTIRI et al., 2010). Isso, no entanto, ndo foi capaz de
prevenir a diminuicdo da captacdo de glutamato induzida apés a inje¢do
do peptideo beta-amildde (PIERMARTIRI et al., 2010). Esses diferentes
efeitos da atorvastatina sobre a captacéo e liberacdo de glutamato em
modelos de convulsdo, PGO e da doenca de Alzheimer, provavelmente
refletem diferentes alteragBes fisiopatoldgicas induzidas nos modelos.
No caso dos modelos de convulsdo do AQ e PGO, a falta de efeito da
atorvastatina sobre a liberacdo exige maior compreensdo do mecanismo
pelo qual o ocorre 0 aumento da liberagdo de glutamato. Uma possivel
fonte de glutamato liberado poderia ser o glutamato nédo-vesicular
(DANBOLT, 2001; FEATHERSTONE et al., 2002). Isso poderia ser
investigado pelo uso de inibidores do transporte de glutamato e a
mensuragdo dos niveis de ATP intracelular, visto que uma das condigdes
para que se ocorra o transporte reverso € a despolarizacdo da membrana
e a manutencéo do potencial de membrana nos neurénios consome cerca
de dois tercos de todo ATP produzido nessas células.

Em conclusdo, a atorvastatina preveniu a diminuicdo na
viabilidade celular de fatias hipocampais induzida pela PGO. A
atorvastatina protegeu as fatias hipocampais da toxicidade da isquemia
através da reducdo do estresse oxidativo e da prevencdo da diminuicao
da captagdo e da metabolizacdo de glutamato induzida pela PGO. Além
disso, foi demonstrado que este efeito protetor da atorvastatina foi
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revertido pelo colesterol nas fatias hipocampais, provavelmente pela
perda do efeito da estatina sobre a captacdo e metabolizacdo de
glutamato.

O conhecimento acerca dos possiveis efeitos comportamentais
das estatinas ainda é escasso em relacdo ao conhecimento dos seus
efeitos neuroprotetores. Dessa forma, foi avaliado também se o
tratamento atorvastatina (10mg/kg/dia por 7 dias) poderia alterar o
comportamento de camundongos expostos ao testes do campo aberto
(CA), do labirinto em cruz elevado (LCE) e teste do realocagdo de
objetos. Foi demonstrado aqui que o tratamento de camundongos suigos
albinos com atorvastatina por 7 dias nas doses de 1 e 10 mg/kg/dia
promoveu um aumento da cogni¢do no teste de realocacdo de objetos.
Foi demonstrado que o tratamento com atorvastatina promoveu protecdo
contra os déficits induzidos pela escopolamina no desempenho de
reconhecimento espacial em camundongos (RAYATNIA et al., 2011).
Similarmente, foi demonstrado que o tratamento com simvastatina
melhorou o desempenho de ratos no teste de reconhecimento de objetos
e de esquiva inibitéria (DOUMA et al., 2011). Esses efeitos das
estatinas podem ser devido ao fato de que foi demonstrado que a
simvastatina facilitou a inducdo de potenciacdo de longo prazo no
hipocampo, o qual est4d envolvido no processamento de tarefas
relacionadas ao aprendizado e a memoéria (MANS et al., 2010). Em
outro modelo, o 6xido nitrico foi relacionado aos efeitos da atorvastatina
na fase de consolidagdo, mas ndo na fase de evocagdo de memdria no
teste do labirinto em Y, apesar de que o tratamento com atorvastatina
promoveu melhora do desempenho em ambas as fases (RAYATNIA et
al., 2011). Dessa forma, a atorvastatina pode promover melhora do
desempenho em testes de memoria, no entanto, os mecanismos pelos
quais esse efeito ocorre ndo estdo elucidados.

Nossos resultados também demonstraram que o tratamento com
atorvastatina ndo promoveu alteragtes nos testes do CA e do LCE. Foi
demonstrado previamente que o tratamento agudo com atorvastatina ndo
altera os par@metros locomotores no teste do CA (LUDKA et al., 2012).
Neste mesmo trabalho foi demonstrado que o tratamento agudo com
atorvastatina diminuiu o tempo de imobilidade no teste da suspensdo da
cauda (TSC), consistente com um efeito tipo antidepressivo, com
envolvimento da via da L-arginina-6xido nitrico (LUDKA et al., 2012).
Além disso, dados da literatura demonstraram que o tratamento por 2
semanas com simvastatina nao alterou o padrdo locomotor de ratos no
CA, entretanto, o tratamento de 4 semanas com simvastatina promoveu
um aumento na distancia percorrida no CA (WANG et al., 2009a;
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DOUMA et al., 2011). Além disso, foi demonstrado que o tratamento de
guatro semanas com simvastatina aumentou o tempo que 0s animais
permanecem nos bracos abertos do LCE, sugerindo um efeito redutor da
simvastatina sobre o comportamento do tipo ansioso (WANG et al.,
2009a). Também foi demonstrado que tratamento de 8 semanas com
simvastatina aumentou a coordenagdo motora no teste do rota-rod (KOU
et al., 2010). Assim, as respostas comportamentais as estatinas parecem
depender do tempo de tratamento, da estatina empregada e do teste
utilizado.

Finalmente, podemos propor através dos dados apresentados
nessa Tese de Doutorado, que o tratamento com atorvastatina promove
protecdo contra a excitoxicidade glutamatérgica in vivo e in vitro, bem
como aumenta o desempenho de meméria espacial dos animais. Os
efeitos da atorvastatina contra a toxicidade causada pelo AQ envolvem a
modulacdo do transporte de glutamato e participacdo das vias de
sinalizacdo da ERK e Akt. Do mesmo modo, os efeitos da atorvastatina
contra a toxicidade induzida pela PGO estéo relacionados modulagéo do
transporte e metabolizagdo do glutamato e esses efeitos estdo associados
com a inibigdo da sintese de colesterol. Esses dados sugerem um
potencial uso das estatinas como uma estratégia terapéutica no
tratamento de doengcas neurolégicas como o AVC e a
epilepsia/convulséo.
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