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RESUMO 

A Doença de Alzheimer é uma doença neurodegenerativa relacionada à idade, 
que se caracterizada pela perda progressiva da memória, pela incapacidade de 
realizar atividades do cotidiano e alterações de personalidade. Esta doença é 
caracterizada histopatologicamente pela presença de placas senis e dos 
emaranhados neurofibrilares e também pela perda sináptica e morte neuronal. 
Além disso, já está bem estabelecido que a neuroinflamação é uma 
característica proeminente do cérebro de pacientes com doença de Alzheimer, 
no qual respostas inflamatórias desempenham um papel significativo na 
progressão da doença. Infelizmente, os fármacos utilizados no tratamento 
desta doença são limitados a inibidores da acetilcolinesterase que não têm 
impacto na patogênese da doença. As estatinas, que pertencem à classe de 
drogas redutoras de colesterol, têm sido propostas como novos agentes úteis 
na terapia da doença de Alzheimer devido às suas propriedades 
neuroprotetoras e anti-inflamatórias. Neste estudo, avaliamos o efeito 
neuroprotetor da atorvastatina, um inibidor da HMG-CoA redutase contra a 
toxicidade induzida pelo peptídeo Aβ25-35 em culturas organotípicas de 
hipocampo de ratos. As culturas foram tratadas com 2,5 uM ou 5µM de 
atorvastatina e então expostas a 25μM do peptídeo Aβ25-35 durante 48h. 
Também foi investigado o envolvimento da via de sinalização PI3K, as 
respostas oxidativas, a ativação astroglial, e os níveis de sinaptofisina 
(marcador pré-sináptico) e de citocinas. O tratamento com atorvastatina 
impediu a lesão celular induzida pela exposição ao Aβ25-35, reduziu as 
respostas inflamatórias e oxidativa e aumentou o imunoconteúdo de 
sinaptofisina. Além disso, a atorvastatina preveniu significativamente a ativação 
da GSK-3β, a ativação astroglial e o aumento nos níveis de TNF-α e IL-6. 
Tomados em conjunto, estas observações sugerem que a atorvastatina pode 
proporcionar uma eficaz ação neuroprotetora contra a neurotoxicidade induzida 
pelo Aβ através da ativação da via de sinalização PI3K/AKT e atenuação das 
respostas oxidativas e neuroinflamatórias, podendo ser uma potencial terapia a 
ser usada na DA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VII 



8 
 

ABSTRACT 

Alzheimer’s disease is an age-related neurodegenerative disorder characterized 
by progressive memory loss, inability to perform the activities of daily living and 
personality changes. AD is characterized histopathologically by the presence of 
senile plaques, neurofibrillary tangles, synapse loss and neuronal death. 
Moreover, it is now recognized that neuroinflammation is a proeminent feature 
of Alzheimer’s disease brain, with inflammatory responses playing a significant 
role in modulating disease progression. Unfortunately, drugs effective for this 
disease are limited to acetylcholinesterase inhibitors that do not impact disease 
pathogenesis. Statins, which belong to the class of cholesterol-reducing drugs, 
were proposed as novel agents useful in AD therapy due the neuroprotective 
and anti-inflammatory properties that they have. In this study, we evaluated the 
neuroprotective effect of atorvastatin, a HMG-CoA reductase inhibitor, against 
Aβ25-35 peptide induced toxicity in organotypic hippocampal slice cultures. The 
cultures were treated with 2.5µM or 5µM of atorvastatin and then exposed to 
25µM of Aβ25-35 for 48h. We also investigated the involvement of PI3K 
signaling pathway, oxidative responses, astroglial activation, and synaptophysin 
(pre-synaptic marker) and cytokines levels on the atorvastatin protection against 
β-amyloid-induced toxicity. Atorvastatin treatment prevented the cell damage 
induced by the exposure to peptide Aβ25-35, reduced inflammatory and 
oxidative responses and increased the immunocontent of synaptophysin. In 
addition, atorvastatin significantly prevented the activation of GSK-3β, the 

astroglial activation and the β-amyloid-induced increase in TNF- and IL-6 
levels. Taken together, these observations suggest that atorvastatin may 
provide an effective neuroprotective action against neurotoxicity induced by Aβ 
through the activation of the PI3K/AKT signaling pathway and attenuation of 
oxidative responses and neuroinflammation, and could be a potencial drug used 
on Alzheimer disease.   
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Doença de Alzheimer 

          A Doença de Alzheimer (DA) é a forma mais comum de demência entre a 

população idosa, correspondendo a 60-70% de todos os casos (PHILIPSON et 

al., 2010). Nas últimas décadas, a humanidade vem passando por uma visível 

transição demográfica, sendo que a população está deixando de ser formada 

predominantemente por jovens e adultos para ser composta por pessoas 

idosas. Embora esta observação demonstre um avanço na qualidade de vida, 

ela também alerta para a possibilidade de um significativo aumento no número 

de pessoas acometidas pelos chamados “males da idade”, dentre eles, a DA, 

uma vez que o envelhecimento é o principal fator de risco para o 

desenvolvimento desta doença. Levando-se em conta projeções que indicam 

que a população mundial com mais de 80 anos será de 300 milhões em 2050, 

estima-se que, em menos de 50 anos, a DA acometerá mais de 100 milhões de 

pessoas (SUH e CHECLER, 2002). Dados recentes indicam que em 2011 mais 

de 35,6 milhões de pessoas em todo o mundo apresentaram a DA 

(QUERFURTH e LAFERLA, 2010; ITTNER e GOTZ, 2011). Devido a essa 

abrangência, a DA deixou de ser apenas um problema restrito ao núcleo 

familiar, convertendo-se em uma questão de saúde pública, pelo significativo 

impacto econômico e social que desencadeia. Calcula-se que nos EUA cerca 

de 720 bilhões de dólares serão gastos em 2030 em cuidados prestados 

diretamente aos pacientes (htpp://www.alzheimermed.com.br). Em vista disto, 

torna-se essencial compreender os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da 

doença bem como desenvolver novas estratégias terapêuticas capazes de 

frear a evolução da DA. 
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A DA foi descrita pela primeira vez pelo médico alemão Alois Alzheimer 

em 1906, durante o 37º Congresso do Sudoeste da Alemanha de Psiquiatria, 

na cidade de Tübingen. Na sua conferência, Alzheimer definiu a doença como 

uma patologia neurológica, que cursa com demência e destacou alguns 

sintomas clínicos como perda de memória, alterações comportamentais, e 

dificuldade para realizar tarefas cotidianas (MÖLLER e GRAEBER, 1998; 

GOEDERT e SPILLANTINI, 2006). A primeira paciente diagnosticada com a 

DA, Auguste D., de 51 anos, admitida por Alzheimer no Hospital de Frankfurt 

em 1901, apresentava marcante déficit cognitivo e progressiva perda de 

memória. Outros sintomas incluíam delírios, alterações no comportamento e 

progressiva perda da linguagem (ALZHEIMER et al., 1907; BURNS et al., 

2002). 

A perda da memória, um dos principais sintomas clínicos, é o que faz 

com que o diagnóstico da DA seja tão impactante tanto para o paciente quanto 

para seus familiares. A incapacidade de recordar eventos recentes, enquanto 

lembranças mais antigas permanecem claras, é um dos primeiros sinais da 

doença. No entanto, conforme a doença progride, as memórias novas e antigas 

vão desaparecendo gradualmente. Esta perda incontrolável das lembranças de 

uma vida inteira e consequentemente da identidade individual, fez com que a 

DA fosse definida por muitos como o “mal do século”.  

A DA é uma doença multifatorial em que 90-95% dos casos, é 

esporádico, de início tardio e está relacionada a diversos fatores de risco tais 

como envelhecimento, sexo feminino, baixo nível educacional, tabagismo, 

sedentarismo e doenças crônicas (diabete mellitus, hipertensão, isquemia 

cerebral, hipercolesterolemia). Cerca de 5% dos casos são de origem genética, 
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sendo que, nesta situação, o início da doença é mais precoce e estão incluídas 

anormalidades em genes relacionados à proteína precursora amilóide (APP – 

Amyloid Precursor Protein), bem como àqueles relacionados ao seu 

processamento, tais como a presenilina 1 (PS1), presenilina 2 (PS2) (CITRON, 

2002; CASSERLY e TOPOL, 2004; BlENNOW et al., 2006). Além disso, níveis 

elevados da apolipoproteína E4 (ApoE ε4) contribuem para o acúmulo do 

peptídeo β-amilóide (Aβ). A ApoE participa da remoção do peptídeo Aβ, via 

proteína relacionada ao receptor de lipoproteína de baixa densidade – 1 (LRP-1 

– LDL-Receptor-related Protein-1), por meio da formação do complexo 

ApoE/Aβ. Como a ApoE ε4 possui uma menor afinidade pelo Aβ, há uma 

menor remoção deste, promovendo a formação das placas senis (BU, 2009). 

Ainda não foram identificados marcadores biológicos ou características 

clínicas para um diagnóstico definitivo da DA. Esse só é obtido com a 

demonstração,  pot mortem, das alterações histopatológicas encontradas por 

Alzheimer há mais de um século: os emaranhados neurofibrilares (NFTs) e as 

placas senis (SPs) (LAFERLA et al., 2007). Na prática clínica, um provável 

diagnóstico da DA é realizado através de exclusão de outras possíveis causas 

de demências e da aplicação de testes neuropsicológicos específicos (BRAAK 

e BRAAK, 1998). 

Os emaranhados neurofibrilares intracelulares são inclusões 

filamentosas encontradas em neurônios piramidais, compostos pela proteína 

tau hiperfosforilada (ARRIGADA et al., 1992; HAMDAME et al., 2003; SELKOE, 

2003). Esta fosfoproteína, pertencente à família das MAP’s (microtubule 

associated proteins), é altamente expressa no cérebro, principalmente em 

neurônios e tem como principal função estabilizar os microtúbulos, que são 
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responsáveis por modular a organização funcional do neurônio. Sua atividade é 

regulada por mecanismos de fosforilação e desfosforilação. A proteína tau 

possui mais de 30 sítios de fosforilação, podendo ser fosfoforilada por enzimas 

cinases diversas, tais como cinase 5 dependente de ciclina (cdk5) e a 

glicogênio-sintase-cinase-3β (GSK-3β) (IQBAL et al., 2005; IQBAL et al., 2009).  

Na DA, a tau hiperfosforilada torna-se insolúvel, desprende-se dos 

microtúbulos e acumula-se intracelularmente sob a forma de filamentos 

helicoidais pareados (PHIEL et al., 2003; QUERFURTH e LAFERLA, 2010), 

como pode ser visualizado na Figura 1.  

 

 

 

Figura 1. Hiperfosoforilação da tau e formação dos emaranhados neurofibrilares. 
(Adaptado de GOLDE, 2006). 
 

A perda da estabilização dos microtúbulos, devido à hiperfosforilação da 

tau, pode levar à desestruturação do citoesqueleto, alterando assim o 

transporte neuronal, contribuindo tanto para a disfunção sináptica quanto para 

a neurodegeneração (SELKOE e SCHENK, 2003; TROJANOWSKI et al., 

2005). Além disso, o aumento nos níveis de emaranhados neurofibrilares pode 

Tau ligada ao 

microtúbulo 

Tau solúvel 

hiperfosforilada 

Filamentos Helicoidais 

Pareados (PHFs)  
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intensificar a resposta imunológica e conduzir ao estresse oxidativo (LEE et al., 

2010). Acredita-se que fatores diretos e indiretos estejam envolvidos na 

fosforilação anormal da tau. Dentre os diretos, pode-se citar a elevada ativação 

de proteínas cinases ou a diminuição de proteínas fosfatases, modificações 

covalentes e mutações genéticas. Já a toxicidade mediada pelo peptídeo Aβ, o 

estresse oxidativo e a inflamação configuram eventos indiretos que alteram a 

fosforilação da tau (IQBAL et al., 2005; MACNAULL et al., 2010). 

  A outra alteração histopatológica que caracteriza a DA são as placas 

senis extracelulares, constituídas por agregados de um pequeno peptídeo 

insolúvel, de aproximadamente 4 kDa chamado Aβ, gerado pelo 

processamento proteolítico da APP, uma glicoproteína transmembrana, 

amplamente expressa na superfície celular de neurônios e das células gliais 

(PASTORINO e LU, 2006; QUERFURTH e LAFERLA, 2010).  A APP pode 

seguir duas diferentes vias de processamento: o amiloidogênico ou o não-

amiloidogênico (Figura 2). 

A via de processamento da APP, quando iniciada pela α-secretase é 

chamada de via não-amiloidogênica. Esta é a via predominante e nela não há 

produção do peptídeo Aβ. A clivagem da APP pela ação da -secretase ocorre 

na região central do domínio do peptídeo Aβ, liberando ao meio extracelular um 

fragmento solúvel (sAPPα). O fragmento de 83 aminoácidos que permanece na 

membrana é então posteriormente clivado pela -secretase liberando um 

pequeno fragmento hidrofóbico (p3) com funções ainda não elucidadas 

(LAFERLA et al., 2007). 

O processamento proteolítico anormal da APP, denominado 

amiloidogênico, ocorre através da ação sequencial de duas proteases: β-
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secretase ou BACE-1 (Beta-Site Amyloid Precursor Protein-Cleaving Enzyme-

1), e -secretase, resultando na produção do peptídeo Aβ de 38 a 43 

aminoácidos (HAASS et al., 1992; SHOJI et al., 1992; HERZ and BEFFERT, 

2000).  A β-secretase é uma aspartil protease transmembrana que cliva a APP 

no seu domínio N-terminal liberando o fragmento solúvel sAPPβ ao meio 

extracelular. O fragmento que permanece aderido à membrana será clivado 

pela -secretase liberando o peptídeo Aβ ao meio extracelular (HAASS e 

SELKOE, 2007; LAFERLA et al., 2007; QUERFURTH e LAFERLA, 2010).  

 

Figura 2. Processamento não amiloidogênico e amiloidogênico da APP. (Adaptado de 
LAFERLA, 2002). Forma secretada da APPα (sAPPα) ; forma secretada da APPβ (sAPPβ); 
peptídeo não-amiloidogênico (p3); domínio intracelular da APP (AICD). 
 

O peptídeo contendo 40 aminoácidos (Aβ1-40), que está fracamente 

associado à formação das placas, é a forma predominantemente produzida 

durante o processamento amiloidogênico. Embora secretado em menor 

quantidade, o peptídeo contendo 42 aminoácidos (Aβ1-42) é o que gera as 

placas senis por ser a forma mais hidrofóbica e a mais propensa a formar 
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fibrilas (MATTSON, 1997; YOUNKIN, 1998; SELKOE, 2001). O peptídeo Aβ 

pode assumir múltiplas formas – monomérica, oligomérica, protofibrilar e 

fibrilar, sendo que a propriedade de formar fibrilas e outros estados 

intermediários constitui-se em uma característica que define a fisiopatologia da 

DA. Na forma monomérica, o peptídeo Aβ parece não ser neurotóxico. 

Contudo, o mesmo padrão não é observado para as espécies oligoméricas e 

protofibrilares que são consideradas potentes bloqueadores de potenciais de 

longa duração (LTP), além de interferirem em diversas vias de sinalização 

celular (LAFERLA, et al., 2007). Inicialmente, acreditava-se que o peptídeo Aβ 

induzia toxicidade somente quando na forma fibrilada. Todavia, várias 

evidências levaram a concluir que a reunião de pequenos fragmentos de Aβ 

geram espécies altamente neurotóxicas e que a formação de oligômeros 

solúveis precede o aparecimento de placas insolúveis. O fato de os sintomas 

iniciais da doença surgirem antes do acúmulo de placas e a elevada 

concentração de oligômeros de Aβ no tecido cerebral de pacientes com DA, 

confirmam esta hipótese (FINDER e GLOCKSHUBER, 2007). Estudos 

identificaram os oligômeros de Aβ em concentrações até 70 vezes mais altas 

em extratos de cérebros de pacientes com DA comparados com indivíduos 

controles (GONG et al., 2003). 

Avanços no entendimento da patogênese da DA levaram a modificações 

na versão original da hipótese da cascata amilóide, pela qual se supunha que a 

agregação do Aβ em fibrilas seria a causa principal dos efeitos deletérios na DA 

(GELLERMANN et al., 2008; KARRAN et al., 2011). Assim, a ideia inicial de 

que seria possível bloquear os efeitos neurotóxicos desencadeados pela 

cascata amilóide ao impedir o processo de fibrilação e de formação das placas 



8 
 

senis, passou a ser questionada (HAASS e SELKOE, 2007; PIMPLIKAR, 

2009). Embora os oligômeros solúveis do Aβ tenham sido colocados em um 

papel de destaque no que diz respeito ao desenvolvimento e progressão da 

DA, após a reformulação da cascata amilóide, isso não exclui a participação 

das placas insolúveis na degeneração neuronal progressiva que ocorre na DA. 

Além disso, a existência de dímeros e oligômeros aderidos às placas do Aβ 

insolúvel sugere que estas placas atuem como um estoque de pequenos 

oligômeros que podem se difundir para regiões mais distantes da placa 

causando dano sináptico/neurítico (SELKOE, 2011). 

 

1.2 Terapia 

O desenvolvimento de tratamentos  eficazes que interfiram no processo 

neurodegenerativo progressivo que ocorre na DA, continua sendo um desafio,  

embora mais de 30 anos tenham passado desde a descoberta das alterações 

neuroquímicas que acontecem nesta doença (POTTER, 2010). As tentativas 

iniciais de tratamento focaram em aumentar a função colinérgica, visto que 

uma das mudanças patológicas da DA é a maciça degeneração colinérgica, 

que está intimamente relacionada com o declínio da função cognitiva. Assim, o 

primeiro tratamento de sucesso utilizado, foram os inibidores da 

acetilcolinesterase (HANSEN et al., 2008). Em 2003, foi lançada no mercado a 

memantina, um antagonista  do receptor do N-metil-D-aspartato (NMDA) 

(WINBLAD et al., 2007). Embora, em muitos casos, os inibidores da 

acetilcolinesterase e a memantina tenham produzido melhoras nos sintomas da 

DA, a eficácia de ambos diminui com o progresso da doença. Mesmo tendo-se 

o conhecimento de que esses medicamentos não modificam o curso da DA, 
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atualmente eles são os únicos aprovados pelo FDA (Food and Drug 

Administration), totalizando um número de cinco: quatro são inibidores da 

acetilcolinesterase (donezepil, galantamina, rivastigmina e tacrina) e o  inibidor 

dos receptores de NMDA, a memantina. 

Novas abordagens para o tramento ou prevenção da DA incluem 

agonistas de receptores colinérgicos, terapias que diminuam os níveis do 

peptídeo Aβ e da tau, agentes anti-inflamatórios e substâncias que reduzam a 

morte e promovam a regeneração celular. Além disso, alguns medicamentos 

aprovados para outras finalidades têm se mostrado uma promessa no 

tratamento de pacientes com DA, caso das estatinas  (POTTER, 2010). 

 

1.3 O peptídeo Aβ e o estresse oxidativo 

Diversas doenças relacionadas com o avanço da idade têm como 

características o aumento do estresse oxidativo e prejuízos no metabolismo 

celular energético, e, com a DA não é diferente. Inicialmente acreditava-se que 

a morte celular ocorrida após a exposição ao peptídeo Aβ envolvia dano 

oxidativo de uma maneira indireta, mas atualmente sabe-se que o peptídeo Aβ 

pode gerar espontaneamente espécies reativas (TABNER et al., 2002; 

BUTTERFIELD and LAUDERBACK, 2002). 

Danos celulares mediados por espécies reativas são co-localizados com 

a presença de placas senis e emaranhados neurofibrilares (BUTTERFIELD,et 

al., 2007). Durante a agregação, o peptídeo Aβ gera peróxido de hidrogênio, 

um processo que requer oxigênio e que é potencializado pela presença de Fe2+ 

e Cu+. Quando a agregação do Aβ ocorre ao nível da membrana celular, o 

estresse oxidativo associado à membrana resulta em peroxidação lipídica e na 
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consequente produção de 4-hidroxinonenal (4HNE), um aldeído neurotóxico 

que modifica covalentemente proteínas nos resíduos de cisteína, lisina e 

histidina. Modificações oxidativas da proteína tau pela ação de 4HNE e outras 

espécies reativas podem promover sua agregação e assim induzir a formação 

dos emaranhados neurofibrilares (MATTSON, 2004). A proteína tau 

hiperfosforilada não somente perde a função de estabilizar os microtúbulos, 

como também passa a aumentar o estresse oxidativo por sequestrar as 

proteínas tau normais, resultando na destruição dos microtúbulos (CROUCH et 

al., 2008; SAYRE et al, 2008).  

O peptídeo Aβ pode também causar dano oxidativo mitocondrial e 

desregular a homeostase de Ca2+ resultando em danos na cadeia 

transportadora de elétrons, no aumento do radical ânion superóxido e na 

diminuição de ATP (MATTSON, 2004). Os neurônios são particularmente 

afetados pelas mutações no DNA das mitocôndrias, visto que sua principal 

fonte energética é o ATP gerado pela fosforilação oxidativa (JELLINGER, 2003; 

MARIANI et al., 2005; ZHU et al., 2007). 

De uma maneira geral, o estresse oxidativo no cérebro de pacientes com 

DA está manifestado pelo aumento da oxidação proteica, da peroxidação 

lipídica, da oxidação do DNA e RNAm e na formação de espécies reativas 

(SMITH et al., 1997; LOVELL e MARKESBERY, 2001; BUTTERFIELD e 

LAUDERBACK, 2002). 

 

1.4     Os mediadores inflamatórios na Doença de Alzheimer 

Embora as placas senis e os emaranhados neurofibrilares sejam as 

características mais marcantes da DA, elas não são as únicas mudanças 
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significativas que ocorrem.  Diversas outras alterações funcionais e estruturais 

acontecem, tal como a resposta inflamatória. A noção de que mecanismos 

inflamatórios poderiam estar envolvidos na patogênese da DA está presente 

desde o início das pesquisas desta doença.  

 Os principais mediadores da inflamação, observados na DA, são a 

astrogliose reativa, manifestada pelo aumento no número, tamanho e 

mobilidade dos astrócitos, e a microglia ativada circundantes às placas senis 

(AKIYAMA et al., 2000; WYSS-CORAY, 2006; ZAHEER et al., 2008). Estas 

células secretam citocinas e produtos neurotóxicos que contribuem para a 

degeneração e morte celular (SASTRE et al., 2006). Assim, um processo 

inflamatório crônico, desencadeado pelo acúmulo e deposição do peptídeo Aβ, 

parece ter importante contribuição no processo neurodegenerativo da DA. Esta 

visão é sustentada por dados epidemiológicos que mostram que tratamentos 

por um longo período com fármacos anti-inflamatórios não-esteróides podem 

ser uma forma de proteção contra a DA (GOLDE, 2002). 

Em situações fisiológicas, as células microgliais se encontram em um 

estado quiescente exibindo uma morfologia ramificada, mas em resposta a uma 

injúria local, como a deposição de Aβ, elas retraem seus processos adquirindo 

uma forma amebóide (microglia ativada) ou arredondada (microglia fagocítica) 

(SRIRAM e O’CALLAGHAN, 2007). Uma vez estimulada, a microglia libera 

uma ampla variedade de mediadores pró-inflamatórios incluindo citocinas (IL-

1β, IL-6, TNF-α), componentes do sistema complemento, glutamato, espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e óxido nítrico (NO – Nitric Oxide), além de 

aumentar a produção do Aβ (HENEKA et al., 2010). O fator de necrose tumoral-

α (TNF- - Tumor Necrosis Factor-α) é o principal agente neurotóxico 
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secretado pela microglia ativada (JIANG et al., 2008). Assim como a microglia, 

os astrócitos podem secretar diversas moléculas pró e anti-inflamatórias (LEE 

et al., 2010).  As citocinas iniciam e propagam um ciclo vicioso no processo 

amiloidogênico, no qual a ativação da microglia e astrócitos estimula a 

produção continuada dessas citocinas o que ocasiona um aumento na 

deposição do peptídeo Aβ, que por sua vez ativará mais células gliais o que 

resultará na perpetuação do ciclo neuroinflamatório e, consequentemente, dos 

eventos neurodegenerativos (GUO et al., 2002; HENEKA e O’BANION, 2007).  

Estes mediadores inflamatórios, associados à ativação de complexas 

cascatas de sinalização intracelular, causam toxicidade para os neurônios, 

estando implicados no mecanismo responsável por exacerbar a 

neurodegeneração presente na DA. 

 

1.4 O peptídeo Aβ e a via de sinalização celular da PI3K 

 

O peptídeo Aβ no espaço extracelular pode ligar-se a uma variedade de 

biomoléculas, tais como lipídios, proteínas e proteoglicanos. A ligação do 

peptídeo Aβ a receptores de membrana desencadeia uma cascata de eventos 

celulares, modulando diversas vias de sinalização celular, resultando em dano 

celular e marcante resposta inflamatória (SNYDER et al., 2005; BU et al., 

2006). Entre as diversas vias de sinalização afetadas pelo peptídeo Aβ estão a 

via das proteínas cinases ativadas por mitógenos (MAPK – Mitogen-Activated 

Protein Kinase), a via PI3K/Akt (fosfatidilinositol-3-cinase), NFκB (Nuclear 

Factor Kappa B), além da ativação de caspases e da fosforilação da proteína 

tau (CAMANDOLA e MATTSON, 2000; TROY et al., 2000; MATTSON e 

CAMANDOLA, 2001; RYDER et al., 2004;CHONG et al., 2006). 
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A via de sinalização de sobrevivênvia celular mediada pela PI3K/Akt é 

uma importante via neuronal anti-apoptótica que exerce um papel fundamental 

na diferenciação e sobrevivência de neurônios e células gliais (YUAN e 

YANKER, 2000). Distúrbios na sinalização da Akt (proteína cinase B) têm sido 

relacionados com a patogênese da DA (RYDER et al., 2004). O principal 

mecanismo regulatório dessas enzimas é por fosforilação: Akt é ativada 

enquanto a GSK-3β é inibida por fosforilação (LI et al., 2000). A GSK-3β 

encontra-se ativa quando desfosforilada, mas pode ser inibida através da 

fosforilação no sítio específico Ser-9 pela Akt/PKB e também por regulação 

negativa pela via de sinalização Wnt (família de proteínas glicosiladas ricas em 

cisteína derivadas do gene Wingless de Drosophila e do gene Int-1 de 

camundongo) (LI et al., 2002; SALCEDO-TELLO, et al., 2011). A GSK-3β é 

considerada uma enzima pró-apoptótica por inibir uma variedade de fatores de 

transcrição importantes para a sobrevivência celular. Além disso, a GSK-3β 

participa do aparecimento de algumas das marcas características da DA: o 

acúmulo do peptídeo Aβ, a formação dos emaranhados neurofibrilares e 

marcadores inflamatórios, que em conjunto contribuem para a perda sináptica e 

neuronal e declínio da memória (HOPPER et al., 2008).  

O processamento da APP também parece ser regulada pela GSK-3β, 

levando a um aumento na produção de peptídeo Aβ (PHIEL et al., 2003). A 

exposição neuronal ao peptídeo Aβ resulta em um aumento na atividade da 

GSK-3β por meio da inibição da via da PI3K (TAKASHIMA, et al., 1996). O 

peptídeo Aβ também pode atuar como um antagonista do receptor de insulina, 

impedindo a ativação da via da PI3K e Akt, prevenindo a fosforilação e inibição 

da GSK-3β devido a ausência de atividade da Akt (TOWNSEND et al., 2007). 
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1.6      As estatinas  

Estratégias terapêuticas para o tratamento de doenças do sistema 

nervoso central (SNC) têm sido amplamente pesquisadas. Dentre os muitos 

compostos investigados, os efeitos neuroprotetores das estatinas na DA têm 

sido objeto de muita pesquisa na última década. Estudos epidemiológicos 

demonstraram que a hipercolesterolemia é um fator de risco para o 

desenvolvimento da DA e observou-se que há uma diminuição na prevalência 

da DA em pacientes que fazem uso de estatinas (CHAUHAN, 2003). 

As estatinas são fármacos usados no tratamento de hiperlipidemias. 

Elas inibem a enzima HMG-CoA-redutase bloqueando a conversão do 

substrato HMG-CoA em mevalonato, inibindo assim os primeiros passos da 

biossíntese de colesterol. Além de sua atividade hipocolesterolemiante, as 

estatinas apresentam diversos efeitos independentes da redução de colesterol, 

conhecidos como efeitos pleiotrópicos (VEILLARD e MACH, 2002), sendo 

estes relacionados a prevenção/atenuação dos processos fisiopatológicos 

presentes na DA (SJOGREN et al., 2006). Muitos dos efeitos pleiotrópicos das 

estatinas são mediados principalmente pela inibição da síntese de 

isoprenóides, como farnesilpirofosfato (FPP) e geranil-geranilpirofosfato 

(GGPP), que são metabólitos intermediários da síntese de colesterol mas que 

também servem como importantes moléculas lipídicas de adesão de muitas 

proteínas, como proteínas G heterotriméricas e a superfamília das preoteínas 

G monoméricas, como Ras, Rab e Rho (MIIDA et al., 2004; LIAO e LAUFS, 

2005; REISS e WIRKOWSKI, 2009). Estas e outras proteínas exercem 

importantes papéis na apoptose, no transporte intracelular de vesículas, na 

diferenciação e proliferação celular e na expressão de proteínas de membrana 
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(incluindo moléculas de adesão). O tratamento com estatinas reduz a 

prenilação e modifica várias destas funções celulares, apresentando, desta 

forma, um potencial terapêutico para o tratamento de muitas doenças 

neurológicas (WILLEY et al., 2010; WOOD et al., 2010). Efeitos anti-

inflamatórios das estatinas podem ser atribuídos à diminuição da isoprenilação 

de proteínas envolvidas na inflamação e sinalização intracelular (LIAO e 

LAUFS, 2005). 

Embora atuem pelo mesmo mecanismo de ação, as estatinas são 

divididas em duas categorias: as de origem natural (sinvastatina, pravastatina. 

lovastatina, mevastatina) e as de origem sintética (atorvastatina, fluvastatina, 

cerivastatina, pitavastatina e rosuvastatina) (MOST et al., 2009). Dentre as 

estatinas, a atorvastatina é relativamente a mais lipofílica e sua segurança foi 

confirmada em humanos utilizando-se altas doses (80 mg/dia/adulto) 

(WATERS, 2005). 

As estatinas ativam várias vias celulares envolvidas com a 

neuroproteção, tais como as vias da PI3K/Akt, Wnt e ERK (MOST et al., 2009). 

Além de inibirem as enzimas relacionadas com a síntese endógena de 

colesterol, as estatinas também afetam aquelas envolvidas no processamento 

da APP, tais como a β-secretase e α-secretase, aumentando a atividade desta 

última favorecendo, dessa forma, o processamento não amiloidogênico da APP. 

Além destes efeitos, tem sido demonstrada a ação anti-inflamatória das 

estatinas. Ratos tratados in vivo com atorvastatina por três semanas 

apresentaram aumento da produção de citocinas anti-inflamatórias, IL-4, no 

hipocampo, protegendo contra o déficit na potenciação de longa duração (LTP) 

causado por injeção aguda de peptídeo Aβ (CLARKE et al., 2007). 
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2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral 

Considerando o descrito acima, o objetivo deste trabalho foi investigar o 

efeito neuroprotetor da atorvastatina em modelo in vitro de toxicidade do 

peptídeo Aβ, utilizando culturas organotípicas de hipocampo de ratos expostas 

ao peptídeo Aβ25-35. 

2.2  Objetivos específicos 

a) Avaliar se o tratamento com a atorvastatina previne ou reduz a morte 

celular e a produção de espécies reativas induzidos pelo peptídeo Aβ25-35 em 

cultura organotípica de hipocampo de ratos; 

b) Investigar o efeito da atorvastatina sobre as proteínas envolvidas na via 

de sinalização celular da PI3K/Akt, tais como Akt e GSK-3β, no modelo de 

exposição das culturas organotípicas ao peptídeo Aβ; 

c) Avaliar o efeito do tratamento com atorvastatina sobre o nível da 

proteína de densidade sináptica, sinaptofisina, em culturas organotípicas de 

hipocampo de ratos expostas ao peptídeo Aβ. 

d) Avaliar o potencial neuroprotetor da atorvastatina na neuroinflamação 

induzida pela exposição ao peptídeo Aβ, através da investigação de seu efeito 

na ativação astrocitária, bem como, na secreção das citocinas pró-inflamatórias 

TNF-, IL-6 e IL-1β. 
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3. RESULTADOS 

3.1 Capítulo I 

Os resultados obtidos neste trabalho serão apresentados na forma de 

artigo científico a ser submetido ao Periódico Neurochemistry 

International.  
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Abstract 

Alzheimer’s disease is the most prevalent neurodegenerative disease in the 
growing population of elderly people, which is probably caused by cytotoxic 
effect of the amyloid β-peptide. Increased brain deposition of Aβ and cognitive 
deficits are classical features of Alzheimer’s disease, which have been higly 
associated to alterations in inflammatory response, formation of intracellular 
neurofibrillary tangles and oxidative stress. Here we evaluated the 
neuroprotective effect of atorvastatin, a HMG-CoA reductase inhibitor, against 
Aβ25-35-induced toxicity in organotypic hippocampal slice cultures. The 
cultures were treated with 2.5µM or 5µM of atorvastatin and then exposed to 
25µM of Aβ25-35 for 48h. We also investigated the involvement of PI3K 
signaling pathway, oxidative responses, astroglial activation, as well 
synaptophysin (pre-synaptic marker) and cytokines levels on the atorvastatin 
protection against β-amyloid-induced toxicity. Atorvastatin treatment prevented 
the cell damage induced by the exposure to Aβ25-35, reduced inflammatory 
and oxidative responses and increased the immunocontent of synaptophysin. In 
addition, atorvastatin significantly prevented the activation of GSK-3β, the 

astroglial activation and the β-amyloid-induced increase in TNF- and IL-6 
levels. Based on these results, we conclude that atorvastatin may provide an 
effective neuroprotective action against neurotoxicity induced by Aβ through the 
activation of the PI3K/AKT signaling pathway and attenuation of oxidative 
responses and neuroinflammation, and could be a potencial drug used on 
Alzheimer disease.  

Keywords: Atorvastatin, Alzheimer’s disease, β-amyloid, PI3K/Akt pathway, 
oxidative stress, organotypic hippocampal culture, neuroinflammation. 
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Alzheimer's disease (AD), the most common cause of dementia in the 

elderly, is characterized by amyloid β (Aβ)-containing plaques and neurofibrillary 

tangles (NFTs), as well synaptic and neuronal loss, along with progressive 

cognitive impairment (Kurinami et al., 2008). The main protein constituent of AD 

senile plaques, the Aβ peptide is an anormal proteolytic product of a much 

larger transmembrane protein, the amyloid precursor protein (APP) (Zhang et 

al., 2011). APP’s physiological role remains unknown, but some findings 

suggest a crucial role in neuronal regeneration (Small et al., 1994; Sabo et al., 

2001) as well as direct involvement in the pathophysiology of AD (Haass and 

Selkoe, 1993). When APP is cleaved by β-secretase, β-APP is produced, which 

then is further cleaved by -secretase which ultimately yields the Aβ peptide 

(LaFerla et al., 2007). The exact mechanisms of Aβ-induced neurotoxicity are 

not completely understood. For instance, it is assumed that the buildup of Aβ 

aggregates in the AD brain is followed by the formation of NFTs, mainly 

composed of hyperphosphorylated forms of the tau protein, and activation of 

local inflammatory reactions (Akiyama et al., 2000). Moreover, Aβ neurotoxicity 

appears to be due to a variety of factors, including the recruitment and 

activation of glial cells in response to Aβ deposition (Schwab and McGeer, 

2008) and oxidative stress (Butterfield and Lauderback, 2002). Considerable 

evidence gained over the past decade has supported the conclusion that 

neuroinflammation is associated with AD pathology. The AD is related mainly 

with microglial and astrocytic activation, leading to release of pro-inflammatory 

cytokines and cytotoxic factors that accelerate neurodegeneration (Golde et al., 

2002; Wyss-Coray et al., 2006; Park et al., 2007). 



21 
 

The social and economic consequences of AD represents a significant 

challenge to society and it is imperative that new strategies for treating or 

delaying the progression of the disease should be developed. Among the many 

compounds investigated, the neuroprotective effects of statins in AD have been 

the subject of many research groups over the last decade, once epidemiological 

studies have shown that hypercholesterolemia is a risk factor for the 

development of AD and there was observed a decrease in the prevalence of AD 

in patients taking statins (Lennernas and Fager, 1997; Wolozin et al., 2004). 

Statins act by blocking the enzyme 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-

coenzymeA-reductase (HMG-CoA-reductase), the rate-limiting enzyme involved 

in cholesterol synthesis. This enzyme is necessary for the production of 

mevalonate, an intermediary product in the synthesis of cholesterol. However, 

statins may not only inhibit enzymes involved in the endogenous synthesis of 

cholesterol but also affect enzymes involved in Aβ metabolism, i.e., α-secretase 

and β-secretase thereby stimulating the non-amyloidogenic pathway (Sjögreen 

et al., 2005).  Although the primary action of statins is to inhibit cellular 

cholesterol synthesis, a second mechanism by which statins may act is by 

blocking the production of the non-sterol isoprenoid, metabolic intermediates in 

cholesterol synthesis, that are also important in cellular functioning.  

Statins exhibit multiple nonlipid-lowering actions, called pleiotropic effects 

(Bonetti et al., 2003). These beneficial effects that extend beyond their 

cholesterol-lowering action include vasodilation, immunological properties 

attenuation of oxidative stress, and reduction of inflammation (Dangas et al., 

1999; Rikitake et al., 2001; Liao, et al., 2005; Greenwood et al., 2006). Statins 

have both cholesterol-dependent and independent neuroprotective effects by 
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activating several neuroprotective pathways like: production of BDNF and 

activation of the PKB/Akt, Wnt and ERK pathways (Most et al., 2009).  

Atorvastatin, a member of the family of agents that act as inhibitors of 

HMG-CoA-reductase, belongs to the newer third-generation synthetic statins. 

These newer statins are much more potent than the other statins, because they 

have greater lipophilicity and half-life (McTaggart et al., 2001). Consequently, 

these statins appear to bind hepatic HMG-CoA-reductase at higher affinity and 

inhibit the enzyme for a longer duration. Furthermore, the safety of high doses 

of atorvastatin (80 mg/day) in human has been demonstrated (Jones et al., 

2008; Solomon and Kivipelto, 2009). 

Experimental data have been reported that the treatment with 

atorvastatin activates α-secretase, and subsequently reduces the production of 

Aβ (Parvathy et al., 2004). Additionally the treatment with atorvastatin for seven 

consecutive days, after Aβ1-40 injection in mice, was neuroprotective against 

cell degeneration induced by Aβ1–40, reducing inflammatory and oxidative 

responses and increasing the expression of glutamatergic transporters 

(Piermartiri et al., 2010). Another study showed an increase of anti-inflammatory 

cytokine IL-4 production in the hippocampus of rats treated with atorvastatin 

(Clarke et al., 2007). Atorvastatin may also prevent the toxic events promoted 

by Aβ, such as synaptic damage and neuronal death (Bate and Williams, 2007) 

by decreasing the activity of the pro-apoptotic caspase-3 (Fonseca et al., 2009). 

Moreover, in a transgenic mouse model of taupathy, atorvastatin were effective 

in reducing NFT burden (Boimel et al., 2009).  

The access to the central nervous system is one limiting factor for the 

study of neurodegenerative diseases. Organotypic slice culture combine the 
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accessibility of in vitro culture systems and maintain intact cell architecture and 

interneuronal connections allowing an extend survival and molecular 

mechanism studies (Stoppini et al., 1991; Bruce et al., 1996) like the analysis of  

proteins and cascades of cell signaling pathways  (Holopainen, 2005).  

This culture system has been used by our group in attempt to investigate 

neuronal death associated with oxygen and glucose deprivation (Valentim et al., 

2003; Cimarosti et al., 2005; Horn et al., 2009) and Aβ toxicity (Nassif et al., 

2007; Frozza et al., 2009; Hoppe et al., 2010). Using this model, here we 

assessed the potential protective effect of atorvastatin against cell damage and 

neuroinflamation associated with β-amyloid peptide toxicity. We also evaluated 

the effect of atorvastatin treatment on the signaling mechanism through the 

analysis of immunocontent and phosphorilated status of Akt and GSK-3β 

proteins.  We have used one of the fragments of Aβ peptide (Aβ25-35) which 

represents the biologically active region of Aβ1-42 and, therefore, exhibit similar 

biological activity of the full length Aβ (Pike et al., 1996; Frozza et al., 2009). 

 Experimental procedures 

1. Materials 

Aβ25-35 peptide was purchased from American Peptide Co. (Sunnyvale, 

CA, USA). Minimum Essential Medium (MEM), HBSS, fungizone (Anphotericin 

B) and horse serum inactivated were purchased from Gibco (Grand Island, NY, 

USA). Gentamicin was purchased from Schering-Plough (Rio de Janeiro, RJ, 

Brazil). Millicell culture inserts (Millicell® -CM, 0.4µm) were purchased from 

Millipore (Millipore®, Bedford, MA, USA) and 6-well culture plate were from 

Tissue culture test plates TPP (Tissue culture test plates TPP®, Switzerland). 



24 
 

Propidium iodide (PI) as well as acrylamide, bisacrylamide, SDS and β-

mercaptoethanol used in sodium dodecylsulfate polyacrilamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) were purchased from Sigma Chemical Co. (St. 

Louis, MO, USA). Antibodies were purchased from Cell Signaling Technology 

(Beverly, MA, USA), Sigma (St. Louis, MO, USA) and Millipore (Millipore®, 

Bedford, MA, USA). ELISA kits were from R&D Systems (Minneapolis, MN, 

USA). Anti-mouse IgG peroxidase-conjugated was purchased from Cell 

Signaling Technology. Anti-rabbit IgG peroxidase-conjugated and reagents to 

detect chemioluminescence (ECL) were purchased from Amersham Pharmacia 

Biotech (Piscataway, NJ, USA). Hybond-C nitrocellulose membranes were from 

Hybond ECL (Hybond ECL nitrocellulose membrane, Amersham 

Biosciences, Freiburg, Germany). X-ray films were purchased from Kodak 

(Kodak X-Omat, Rochester, NY, USA). Atorvastatin was purchased from Tocris 

(Minneapolis, MN, USA). 

2. Organotypic hippocampal slice cultures 

Organotypic hippocampal slice cultures were prepared according to the 

method of Stoppini et al. (1991), with modifications (Frozza et al., 2009). Briefly, 

400 µm thick hippocampal slices were prepared from 6 to 8-days-old male 

Wistar rats using a Mcllwain tissue chopper and separated in ice-cold Hank´s 

balanced salt solution (HBSS) composed of (mM): glucose 36, CaCl2 1.26, KCl 

5.36, NaCl 136.89, KH2HPO4 0.44, Na2HPO4 0.34, MgCl2 0.49, MgSO4 0.44, 

HEPES 25; fungizone 1% and gentamicin 0.100 mg/ml, pH 7.2. The slices were 

placed on Millicell culture inserts and the inserts were transferred to a 6-well 

culture plate. Each well contained 1 ml of culture medium consisting of 50% 

MEM, 25% HBSS, 25% heat inactivated horse serum supplemented with (mM, 
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final concentration): glucose 36, HEPES 25 and NaHCO3 4; fungizone 1% and 

gentamicin 0.100 mg/ml, pH 7.3. Organotypic cultures were maintained in a 

humidified incubator gasified with a 5%CO2/95%O2 atmosphere at 37ºC for 4 

weeks. Culture medium was changed three times a week. All animal use 

procedures were approved by the local Animal Care Committee and were in 

accordance with the NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. 

3. Atorvastatin preparation and culture treatments 

Atorvastatin was first dissolved in absolute dimethyl sulfoxide (DMSO) 

and then diluted with Milli-Q water (2 Milli-Q water : 1 DMSO). After 28 days, the 

cultures were treated with 2.5µM or 5µM (final concentration) of atorvastatin 

added to the culture medium. Cultures treated with DMSO (0.01%) were 

considered as control. 

4. Aβ25-35 peptide preparation and culture treatments 

One milligram of Aβ peptide was dissolved in sterilized bidestilled water 

and stock solution of Aβ25-35 (0.5mM) was stored at -20ºC. Prior to use, Aβ 

peptide were aggregated at 37ºC for 72h (Han et al., 2004). To establish the Aβ 

induced neurotoxicity, on the 28th day in vitro, the medium was replaced by a 

serum reduced medium (5%) and slices were exposed to 25µM (final 

concentration) of Aβ25-35. Control slices received only serum reduced medium 

with the drug vehicle (DMSO 0.01%).  

5. Quantification of cellular death 

Cell damage was assessed by fluorescent image analysis of PI uptake 

(Noraberg et al., 1999; Frozza et al., 2009). PI is a polar compound that is 
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impermeable to an intact cell membrane, but it penetrates damaged cell 

membranes of dying cells and binds to nuclear DNA to generate a bright red 

fluorescence. After 46h of Aβ peptide exposure, 5 µM of PI was added to the 

culture medium and incubated for 2h. PI uptake is indicative of significant 

membrane injury (Macklis and Madison, 1990). PI fluorescence was observed 

by an inverted fluorescence microscope (Nikon Eclipse TE 300). Images were 

captured using a CCD camera (DXM1200C Nikon Instruments Inc., USA), 

stored and subsequently analyzed, by using an image analysis software (Scion 

Image software - http://www.scioncorp.com). The area where PI fluorescence 

was detectable above background levels was determined using the “density 

slice” option of Scion Image software and compared to the total slice area to 

obtain the percentage of damage. 

6. Evaluation of intracellular ROS formation 

Formation of intracellular reactive species was detected using an 

oxidant-sensing fluorescent probe, 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH2–

DA), which is de-esterified within cells by endogenous esterases to the ionized 

free acid, 2’,7’-dichlorofluorescein and then is oxidized to the fluorescent 2’,7’-

dichlorofluorescein (DCF) by hydroperoxides (Hempel et al., 1999). A 10 mM 

DCFH2–DA stock solution was prepared in dimethylsulfoxide (DMSO). After 48h 

exposure to Aβ, with or without atorvastatin treatment, cultured slices were 

incubated with 10 µM DCFH2–DA in PBS at 37 ºC for 30 min, and then washed 

with phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4). The fluorescent DCF images 

were captured and then analyzed using Scion Image software 

(http://www.scioncorp.com). The area where DCF fluorescence was detectable 

higher than background levels was determined using the “density slice” option 

http://www.scioncorp.com/
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of Scion Image software and compared to the total slice area to obtain the 

percentage of intracellular reactive species formation. 

7. Western blotting assay 

After obtaining fluorescent images, hippocampal slices were 

homogenized in lyses buffer, aliquots were taken for protein determination 

(Peterson, 1979) and β-mercaptoethanol was added to a final concentration of 

5%. Proteins were resolved (20 µg per lane) on 12% SDS-PAGE. After 

electrophoresis, proteins were electro transferred to nitrocellulose membranes 

using a semi-dry transfer apparatus (Bio-Rad, Trans-Blot SD, Hercules, CA, 

USA). Membranes were incubated for 60 min at 4ºC in blocking solution (Tris-

buffered saline containing 5% powdered milk and 0.1% Tween-20, pH 7.4) and 

further incubated overnight at 4ºC with the appropriate primary antibody 

dissolved in the blocking solution. Primary antibodies against GFAP (1:1500; 

Sigma), Synaptophysin (1:1000, Millipore), anti β-actin (1:1000, Sigma), anti-Akt 

(1:1000; Cell Signaling Technology), anti-phospho Akt (Ser 473) (1:1000; Cell 

Signaling Technology), anti-GSK-3β (1:1000, Cell Signaling Technology) and 

anti-phospho GSK-3β (Ser 9) (1:1000, Cell Signaling Technology), were used. 

The membranes were then incubated with horseradish peroxidase-conjugated 

anti-rabbit IgG antibody (1:1000; Amersham Pharmacia Biotech) or horseradish 

peroxidase-conjugated anti-mouse antibody (1:1000; Cell Signaling Technology) 

for 2h. The chemioluminescence (ECL, Amersham Pharmacia Biotech) was 

detected using X-ray films that were scanned and analyzed using the Optiquant 

software (Packard Instruments). Data are expressed as percentage of control 

cultures.  
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8. Determination of cytokine levels in medium of organotypic cultures  

After 48h of incubation with Aβ25-35 peptide (25µM), with or without 

atorvastatin, the culture medium was collected, rapidly frozen and stored at -

20C for later measurement of TNF-, IL-6 and IL-1 levels using specific 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits, in accordance with the 

manufacturer's recommendations (R&D Systems, Minneapolis, MN). The values 

of cytokines were expressed as pg/mL medium. 

9. Statistical analysis 

Data are expressed as mean ± S.E.M. One-way analysis of variance 

(ANOVA) was applied to the means to determine statistical differences between 

experimental groups. Post hoc comparisons were performed by Tukey’s test. 

Differences between mean values were considered significant when p<0.05. 

 

Results 

1. Atorvastatin attenuates cell damage induced by Aβ25-35 

The exposure of cultures to 25µM of Aβ25-35 peptide for 48h caused a 

significant increase in fluorescence in hippocampal slices that means an 

increase in the cellular damage. This damage was prevented by the treatment 

with 2.5µM and 5µM of atorvastatin (Fig. 1A). Quantification of PI fluorescence 

showed that Aβ25-35 peptide caused around 25% of damage in hippocampus, 

a significant increase when compared to control cultures (about 4% of cellular 

damage).  In atorvastatin treated cultures, both concentrations 2.5µM and 5µM, 

the cell death was decreased to the control levels (Fig. 1B). Lower 
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concentrations of atorvastatin (100nM, 250nM, 500nM and 1µM) had no effect 

on Aβ toxicity (data not shown).  

2. Effect of atorvastatin treatment on oxidative stress induced  by Aβ25-35 

peptide 

Although the pathogenic mechanisms underlying the AD are still unclear, 

there is available evidence suggesting that oxidative stress plays a key role. In 

order to clarify the involvement of oxygen radicals in Aβ-induced cell death in 

organotypic hippocampal slice cultures, we measured reactive species 

accumulation at 48h after Aβ application by using the fluorescent DCF. In 

comparison with not exposed cultures, the exposure to 25µM of Aβ25-35 

peptide for 48h caused increased DCF staining in all regions of hippocampus. 

DCF fluorescence was significantly decreased when cultures were treated with 

atorvastatin in both tested concentrations (Fig. 2A). Quantification of DCF 

fluorescence showed that Aβ25-35 peptide caused increased around 55% of 

ROS, a significant increase when compared to controls cultures (about 4% of 

cellular damage). The treatment with atorvastatin decreased the production of 

reactive species to the control levels (Fig. 2B).  

3. Effect of Aβ25-35 peptide and atorvastatin on Akt phosphorylation   

The status of Akt phosphorylation was examined after 48h of Aβ25–35 

peptide exposition by Western blotting with antibodies against the active form of 

Akt, phosphorylated at Ser473, as well as its total immunocontent. As we can 

see in Fig. 3A, the exposure to Aβ25-35 peptide for 48h decreased the amount 

of phospho-Akt around 55%. The treatment with atorvastatin not only prevented 
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the decrease but also increased the level of Akt phosphorylation above those 

detected in control cultures (Fig. 3B). 

4. Atorvastatin prevents GSK-3β activation in response to Aβ25-35  

Akt activated (i.e. phosphorylated) phosphorylates and inactivates GSK-

3β, being an important anti-apoptotic pathway. GSK-3β (on Ser9) 

phosphorylation indicates its inactivation. Once it was observed that Akt protein 

was phosphorylated when treated with atorvastatin we decided to investigate 

GSK-3β activity. We observed that Aβ25-35 peptide exposition for 48h 

decreased GSK-3β phosphorylation (Fig. 4A). Atorvastatin was able to prevent 

this decrease, suggesting that it maintain GSK-3β inactivated (Fig. 4B). 

5. Atorvastatin prevents astroglial activation induced by Aβ25-35 peptide in 

organotypic hippocampal slice  

The exposure of hippocampal organotypic cultures to Aβ25-35 caused 

astrocytic activation, as evidenced by glial fibrillary acidic protein (GFAP) 

immunoreactivity increase (Fig. 5A). Compared to control cultures, about 75% 

increase in GFAP immunoreactivity (Fig. 5B) was observed in cultures exposed 

to Aβ peptide for 48h, and atorvastatin in both concentrations, 2.5µM and 5µM, 

prevented this increase. 

6. Atorvastatin prevents Aβ25-35 peptide-induced increase in TNF-, IL-1β 

and IL-6 levels 

Neuroinflammation is implicated in the AD pathogenesis. Several 

mediators of the inflammation cascade contribute to neurodegeneration, 

including some pro-inflammatory cytokines as TNF-α, IL-6 and IL-1β. 

Considering this, we also investigated the release of TNF-, IL-6 and IL-1β. 
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After exposure of hippocampal cultures to Aβ25-35 for 48h, TNF-, IL-6 and IL-

1β levels were highly increased in the culture medium (Fig. 6A, 6B and 6C). 

Atorvastatin, in both concentrations 2.5µM and 5µM, prevented this increase. 

7. Atorvastatin prevents Aβ25-35 peptide-induced decrease in 

synaptophysin levels 

A significant reduction in the pre-synaptic marker, synaptophysin, was 

observed after 48h of exposure to Aβ25-35, suggesting a decrease in synaptic 

function. The decrease on synaptophysin immunoreactivity was approximately 

45% and atorvastatin was able to prevent this decrease, this means that it was 

able to protect the tissue against the loss of synapses (Fig. 7B). 

Discussion 

AD, the most common cause of dementia in the elderly, is characterized 

by amyloid β containing plaques and NFTs, and both lead to neurodegeneration 

(Pastorino and Lu, 2006). The accumulation of Aβ, the major component of 

senile plaques, is thought to play a key role in the pathogenesis of AD, 

potentially contributing to progressive dementia. The Aβ25-35 peptide, a Aβ1–

42 fragment with 11 amino acids residues, retains neurotoxic effects of the full-

length peptide such as learning and memory impairment, neuronal apoptosis 

and oxidative stress (Olariu et al., 2001; Tohda et al., 2003). Previously, using 

organotypic slice culture as an in vitro model of Aβ toxicity, we have shown that 

Aβ25-35 peptide induced a significant cell death after an exposure of 48h 

(Nassif et al., 2007; Frozza et al., 2009). 
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Treatment of dementia is becoming a social and economic problem and it 

is imperative that strategies to prevent or delay the onset of AD are developed. 

Although several approaches involve new agents, many are based on new 

applications of existing drugs. Considering this, statins may be a good 

candidate since there is strong evidence that these substances are associated 

with decreased risk of AD (Wolozin, 2004). In order to assess whether statins 

can have some action to prevent neurodegeneration induced by Aβ, we used 

organotypic hippocampal slice cultures exposed to Aβ 25-35 treated with 

atorvastatin. Our results showed that atorvastatin treatment reduced the cell 

damage induced by Aβ peptide, observed by the decreasing in fluorescence in 

hippocampal slices, at concentrations of 2.5µM or 5µM. The last concentration, 

5µM, was neuroprotective in another study that used cell culture, since 

atorvastatin stimulated APP proteolysis at the cell surface by α-secretase, 

therefore decreasing the production of Aβ peptide (Parvathy et al., 2004). 

Consistent with clinical reports, the effect of statins on Aβ metabolism has 

been reported in vitro and in vivo (Fassbender et al., 2001; Parvathy et al., 

2004; Thelen et al., 2006). It was shown  that transgenic AD mice, which were 

fed with high cholesterol diet, showed an increase in the production of amyloid 

plaques while statin treatment (atorvastatin) reduced this production by 

approximately 50% (Refolo et al., 2000). 

It has been suggested that the beneficial effects of statins on AD might 

not be only through lipid-lowering effects, but also through pleiotropic effects like 

their antioxidative properties (Barone et al., 2010). Oxidative stress has been 

implicated in normal aging and in various neurodegenerative disorders, 

including AD (Ames and Shigenaga, 1992; Lewen et al., 2000). Moreover, 
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oxidative-dependent injury represents an early and significant change in AD 

brain (Butterfield and Lauderback, 2002).  Here we demonstrated a beneficial 

effect of atorvastatin treatment in reducing the reactive species production in 

hippocampus by Aβ exposure (Fig. 2). 

In order to investigate a molecular mechanism that could be involved in 

atorvastatin neuroprotective effect against Aβ peptide neurotoxicity, we studied 

the PI3K pathway, an important anti-apoptotic cell signaling pathway. Statins 

also show antiapoptotic properties, as evidenced by a study with atorvastatin in 

a cell-model of apoptosis (Tanaka et al., 2004). Akt protein, the main 

downstream kinase of PI3K that promotes cell survival, is activated by 

phosphorylation (Li et al., 2000). In vivo experiments have shown the activation 

of Akt after treatment with atorvastatin (10 mg/Kg) for 7 days (Piermatiri et al., 

2009). Here, we observed a decrease in Akt phosphorylation when organotypic 

cultures were exposed to Aβ25-35 peptide. Our results showed that all tested 

concentrations of atorvastatin prevented this decrease and also increased the 

phosphorylation and consequently activation of Akt. 

One important downstream substrate from Akt is the GSK-3β. Activation 

of GSK-3β promotes pro-apoptotic signaling (Li et al., 2000). Our results 

showed that the exposure to aggregated Aβ peptide can significantly increase 

the GSK-3β activity, by decreasing its phosphorylation, whereas treatment of 

the organotypic cultures with atorvastatin attenuated this decrease preventing 

its activation. A plausible explanation for the mechanism of how statins can 

activate PKB/Akt could be explained by its effect on Rho/ROCK pathway (Liu et 

al., 2009). Rho is one of the small GTPases that requires non-sterol isoprenoids 

for its activation. Inhibition of the Rho/ROCK signal transduction pathway has 
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been implicated as a potential mechanism underlying the pleiotropic benefits of 

statin therapy. By inhibiting mevalonate synthesis, statins prevent the formation 

of isoprenoid intermediates that are required for the intracellular trafficking and 

function of small GTPases such as Rho. Furthermore, it was demonstrated that 

the inhibition of ROCK results in PKB/ Akt activation (Wolfrum et al., 2004), 

presumably through inhibition of PTEN, a negative regulator of PKB/Akt (Song 

et al., 2005).  

Inflammation has been implicated as a critical mechanism involved on 

the progression of neurodegeneration process. There is growing evidence that 

AD is accompanied by an inflammatory reaction which is considered a response 

to Aβ deposition in the brain (Akiyama et al., 2000). Aβ plays a role in inducing 

many of the alterations observed in glial cells (MacGeer and MacGeer, 2002). 

Abnormalities in astrocytes may contribute to synaptic dysfuntion, neuronal 

death and prodution of pro-inflammatory cytokines (Mattson, 2004). In AD, 

active microglia congregate around amyloid plaques and degenerating neurons 

and by this way contributing to the neurodegenerative process through the 

release of proinflammatory cytokines, such as IL-1β, IL-6, TNF-α, and other 

toxic products, including reactive oxygen species, nitric oxide, and excitatory 

amino acids (Gonzalez-Scarano and Baltuch, 1999; Apelt and Schliebs, 2001; 

Wyss-Coray et al., 2006; Heneka and O’Banion, 2007).  

In the attempt to better establish which mechanisms are involved with the 

neuroprotective effects of atorvastatin in AD, we also investigated the effect of 

atorvastatin on neuroinflammation mediated by Aβ25-35 peptide in our model 

once recent evidence has stimulated the discussion about the use of statins as 

potential anti-inflammatory drug for the treatment of dementia, such as AD. 
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Here we demonstrated an increase of GFAP immunoreactivity in organotypic 

hippocampal cultures exposed to Aβ25-35 peptide, suggesting that astrocytes 

are activated, and this effect was prevented by the pre-treatment with 

atorvastatin. This glial activation induces an increase on cytokines 

production/release, evidenced here by the high levels of TNF-, IL-1β and IL-6 

in the culture medium after exposure to Aβ25-35. These results are in 

agreement with other reports implicating Aβ peptide and neuroinflammation 

(Zaheer et al., 2008). In the same way, atorvastatin also reduced cytokines 

levels in organotypic hippocampal slice cultures exposed to Aβ25-35. It was 

demonstrated that, in humans with AD, the primary action of statins might be to 

reduce inflammation due to its effect on microglia activation rather than to 

decrease Aβ levels (Wolosin, 2004).  

In addition, some studies have shown that statins can reduce 

inflammatory responses Aβ induced through a geranylgeranyl pyrophosphate 

(GGPP) dependent mechanism (Cordle et al., 2005) and by inhibiting the 

secretion of pro-inflammatory cytokines in activated microglia (Lindberg et al., 

2005; Selley, 2005). Moreover, in vivo experiments have shown that 

atorvastatin, exerts powerful anti-inflammatory effect in brain and that this effect 

is mediated by IL-4 (Clarke et al., 2007).  

To assess the effect of the treatment with atorvastatin on synapses, we 

measured the levels of synaptophysin, a protein related to synaptic function.  

We observed a clear decrease in the synaptophysin levels in cultures exposed 

to Aβ peptide in comparison with the control groups (Fig. 7). Atorvastatin was 

able to prevent this decrease, suggesting that it maintains reserved pool of 

synaptic vesicles. These results suggest that Aβ peptide can affect presynaptic 
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density and neuronal trafficking, and atorvastatin is able to prevent this effect. 

Synaptophysin is the most abundant integral synaptic vesicle (SV) protein 

(comprising 8% of total SV protein) and is therefore often measured in attempts 

to quantify synapses. The role of synaptic proteins in causing dementia has 

been the subject of increasing interest since the correlation between synaptic 

loss and AD was first established (Davies et al., 1987). Synaptic transmission is 

essential for nervous system function, and its dysfunction is a known major 

contributing factor to Alzheimer’s (Clare et al., 2010). Synapse loss has been 

shown to be positively correlated with neurons containing NFTs (Callahan and 

Coleman, 1995) and studies suggest that Aβ peptide, in its soluble and 

oligomeric forms, is especially toxic to synapses. The Aβ peptide has the 

propertie to solubilize or permeablize membranes through its lipid binding 

properties. Likewise, pores can be harmful for the maintenance of the gradients 

and to the SV function, which are critical for interneuronal communication. 

Because Aβ peptide and SVs, are present in close proximity at the synapse in 

AD affected brains, it is hypothesized that Aβ might directly affect the integrity of 

SVs. SV seems to be an aspect of brain physiology particularly vulnerable to 

attack by Aβ (Allen and Chiu, 2008).  

The overall results presented here reinforce the idea of the potencial 

neuroprotective effect of atorvastatin against Aβ-induced neurotoxicity. This 

study adds a new evidence that the PI3K cascade could play a role in 

atorvastatin-induced neuroprotective effect. Moreover, the proposed 

mechanisms by which atorvastatin may act include the preventing glial 

activation, reduction of TNF-α, IL-1β and IL-6 levels and consequently 
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neuroinflammation, as well as a reduction of oxidative-dependent injury and an 

increase in sinaptophysin levels. 
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Figure 1: Atorvastatin attenuates cell damage after exposure of organotypic 

hippocampal slices cultures to Aβ25-35 peptide. (A) Representative 

photomicrographs of PI uptake in hippocampal slices after 48h exposure to 

25µM of Aβ25-35 and treatment with atorvastatin 2.5µM and 5µM. (B) 

Quantification of PI uptake in response to Aβ peptide and atorvastatin. Values 

was expressed as percentage of cell death in hippocampus. Bars represent the 

mean±SEM, n=12. # significantly different from control culture; *** significantly 

different from Aβ25-35 (25µM). (One-way ANOVA followed by Tukey’s test, 

p<0.001). 

Figure 2: Effects of atorvastatin treatment in Aβ25-35 induced oxidative stress. 

Aβ25-35 induced increase in DCF fluorescence in organotypic hippocampal 

slice cultures and treatment with atorvastatin prevented this effect. (A) 

Representative DCF fluorescent images from hippocampal slices after 48h 

exposure to 25µM of Aβ25-35 and treatment with atorvastatin 2.5µM and 5µM. 

(B) Quantification of DCF images. Data were expressed as percentage of DCF 

fluorescence in hippocampus. Bars represent the mean±SEM, n= 9. # 

significantly different from control culture; *** significantly different from Aβ25-35 

(25µM). (One-way ANOVA followed by Tukey’s test, p<0.001).  

Figure 3: Effect of atorvastatin on the percentage of phosphorylated Akt in 

organotypic hippocampal cultures. (A) Representative Western blotting showing 

phospho-Akt (Ser 473) and Akt 48h after Aβ25-35 peptide exposure and 

treatment with 2.5µM and 5µM of atorvastatin. (B) Quantification of pAkt 48h 

after Aβ exposure with or without treatment with atorvastatin normalized to the 

total amount of Akt. Data are expressed as a ratio of the normalized pAkt and 

Akt. Bars represent the mean±SEM, n=5. * significantly different from Aβ25-35, 
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p<0.05; ***significantly different from Aβ25-35 control culture, p<0.001 (One-way 

ANOVA followed by Tukey’s test). 

Figure 4: GSK-3β activated by Aβ peptide exposure can be prevented by 

atorvastatin. (A) Representative Western blotting of pGSK-3β and GSK-3β after 

48h of Aβ25-35 peptide (25µM) exposure and treatment with 2.5µM and 5µM of 

atorvastatin. (B) Quantification of pGSK-3β 48h after Aβ exposure with or 

without treatment with atorvastatin normalized to the total amount of GSK-3β. 

Data are expressed as a ratio of the normalized pGSK-3β and GSK. Bars 

represent the mean±SEM, n=5. # significantly different from all other groups 

(One-way ANOVA followed by Tukey’s test, p<0,01). 

Figure 5: Astrocytic activation induced by Aβ25-35 peptide can be prevented by 

atorvastatin. (A) Representative Western blotting of GFAP immunocontent in 

organotypic hippocampal cultures after 48h of exposure to Aβ25-35. (B) 

Quantification of GFAP immunocontent after Aβ peptide exposure and treatment 

with 2.5µM and 5µM of atorvastatin. Bars represent the mean±SEM, n=9. # 

significantly different from all other groups; *** significantly different from Aβ25-

35 (One-way ANOVA followed by Tukey’s test, p<0,001). 

Figure 6: Aβ25-35 peptide-induced increase in IL-6, TNF- and IL-1β levels 

can be prevented by atorvastatin. (A) IL-6 levels in the culture medium from 

cultures exposed to Aβ25-35 for 48h. Treatment with atorvastatin 2,5µM and 

5µM was able to prevent the increased level at 48h. Bars represent the 

mean±SEM, n=3 (B) TNF-  levels in the culture medium after exposure of 

hippocampal cultures to Aβ25-35 for 48h. Treatment with atorvastatin in both 

concentrations reduced these levels. Bars represent the mean±SEM, n=3 (C) 
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IL-1β levels in the culture medium from cultures exposed to Aβ25-35 for 48h. 

Treatment with atorvastatin 2.5µM and 5µM was able to prevent the increased 

level at 48h. Bars represent the mean±SEM, n=3. # significantly different from 

all other groups, p<0.001; (One-way ANOVA followed by Tukey’s test). 

Figure 7: Atorvastatin protected the cultures against synapse loss induced by 

Aβ. (A) Representative Western blotting of synaptophysin immunocontent in 

organotypic hippocampal cultures after 48h of exposure to Aβ25-35. (B) 

Quantification of synaptophysin immunocontent after Aβ peptide exposure and 

treatment with 2.5µM and 5µM of atorvastatin. Bars represent the mean±SEM, 

n=7. # significantly different from control culture; * significantly different from 

Aβ25-35 (One-way ANOVA followed by Tukey’s test, p<0,05). 
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Figure 2 
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Figure 4 
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Figure 5 

0

50

100

150

200
#

***

ATV (M)

AB 25-35

-

-

2.5 5 -

++ +

2.5 5

- -

GFAP

50 KDa

-actin

***

G
F

A
P

 i
m

m
u

n
o

c
o

n
te

n
t 

(%
 o

f 
c
o

n
tr

o
l)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



58 
 

Figure 6  
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 Figure 7 
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4. DISCUSSÃO 

A demência é uma síndrome progressiva e degenerativa do cérebro que 

afeta a memória, o pensamento, o comportamento e a emoção. Dentre as 

demências, a DA acomete de 8 a 15% da população com mais de 65 anos 

(PHILIPSON et al., 2010).  

Conforme apresentado na introdução, alterações histopatológicas foram 

descritas por Alzheimer há mais de um século, porém as características 

moleculares destas alterações foram elucidadas somente na década de 80 ou 

seja, a composição das placas senis, formadas pela agregação de 

subunidades proteicas do peptídeo Aβ, e os emaranhados neurofibrilares, 

constituídos por agregados da proteína tau hiperfosforilada.  Mesmo tendo 

passado mais de 100 anos desde a descrição do primeiro caso de DA, o 

diagnóstico definitivo desta doença é obtido unicamente post-mortem, sendo 

possível somente após a detecção das lesões acima descritas no cérebro dos 

indivíduos. 

A teoria da cascata amilóide é a mais aceita pelos pesquisadores no 

estudo da DA. Segundo ela, as mudanças graduais no metabolismo de 

agregação do peptídeo Aβ iniciam uma cascata de eventos que desencadeiam 

lesões neuronais e inflamatórias culminando na extensiva disfunção e morte 

neuronal, levando à demência (SELKOE, 1991; HARDY e HIGGINS, 1992). 

Com as contribuições dos estudos que sucederam essa proposta inicial da 

cascata amilóide, uma nova versão foi elaborada, incluindo nessa nova 

hipótese revisada, o impacto neurotóxico do peptídeo Aβ na sua forma 

oligomérica (HARDY e SELKOE, 2002).  
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Com o intuito de buscar um melhor entendimento dos mecanismos 

neurotóxicos desencadeados pelo peptídeo Aβ, nosso grupo avaliou seus 

efeitos em culturas organotípicas de hipocampo de ratos, um modelo in vitro de 

toxicidade do peptídeo, já bem estabelecido (NASSIF et al., 2007; FROZZA et 

al., 2009; HOPPE et al., 2010). O fato de este modelo preservar a organização 

sináptica e celular do circuito intra hipocampal, mantendo, desse modo, várias 

das características funcionais observadas in vivo (HOLOPAINEN, 2005; 

NORABERG et al., 2005), o torna uma excelente ferramenta para o estudo de 

neurotoxicidade, focando no tecido hipocampal, uma área importante para o 

aprendizado e memória e uma das principais regiões afetadas na DA. 

O peptídeo Aβ25-35, utilizado neste trabalho, representa uma alternativa 

mais econômica no desenvolvimento de modelos experimentais da DA. Ele 

exerce uma toxicidade similar ao Aβ1-42, uma vez que ele é formado de um 

fragmento de 11 aminoácidos originário do Aβ1-42, que representa a região 

biologicamente ativa deste. Nosso grupo já demostrou, em estudos anteriores, 

que os peptídeos Aβ1-42 e seu fragmento, Aβ25-35, exercem um efeito tóxico 

similar na morte celular por necrose e na regulação de vias de sinalização por 

apoptose em cultura organotípica de hipocampo de ratos (FROZZA et al., 

2009). 

Apesar do grande avanço no entendimento dos mecanismos 

fisiopatológicos que envolvem a DA a terapia atual não tem a capacidade de 

alterar o curso natural da doença, mostrando-se limitada a benefícios 

sintomáticos. Dentre os muitos compostos investigados, para o tratamento de 

doenças que acometem o SNC, os efeitos neuroprotetores das estatinas na DA 

têm sido objeto de muita pesquisa na última década. Estes inibidores da HMG-
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CoA-redutase tornaram-se foco da atenção de pesquisadores do mundo inteiro 

a partir de evidências de que elas poderiam estar associadas com a diminuição 

do risco da DA (WOLOZIN, 2004). Neste estudo, nós avaliamos o potencial 

efeito neuroprotetor da atorvastatina, uma estatina de origem sintética, em um 

modelo de cultura organotípica de hipocampo de ratos, exposta ao peptídeo 

Aβ25-35 por 48h.  Nossos resultados mostraram que a exposição das culturas 

ao peptídeo causou uma significativa morte celular, analisada através do 

aumento da incorporação do corante IP. Como pode ser observado na Figura 1, 

o tratamento com atorvastatina em ambas concentrações utilizadas, 2,5μM e 

5μM, preveniu significativamente a morte celular induzida pela exposição das 

culturas ao peptídeo Aβ25-35. As concentrações de atorvastatina que se 

mostraram neuroprotetoras em nosso trabalho estão de acordo com as de 

outros estudos envolvendo modelos in vitro de toxidade do peptídeo Aβ 

(PARVATHY et al., 2004). As concentrações de 100nM, 250nM, 500nM e 1μM 

de atorvastatina também foram testadas, porém elas não diminuíram a morte 

celular induzida pelo peptídeo Aβ25-35. Já concentrações superiores a 5μM 

apresentaram neurotoxicidade (dados não mostrados). 

Entre os possíveis mecanismos envolvidos no efeito neuroprotetor da 

atorvastatina, alguns estudos sugerem que o tratamento com estatinas 

aumenta a atividade da α-secretase e diminui a atividade da β-secretase 

favorecendo, dessa forma, o processamento não amiloidogênico da APP 

(SJÖGREN et al., 2006). Por outro lado, acredita-se que a atorvastina diminua 

a toxicidade e a produção de Aβ impedindo a clivagem da APP pela ɣ-

secretase e β-secretase, e consequentemente reduzindo a formação de placas 

(PEDRINI et al., 2005; ZIGMAN et al., 2007).  
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O mecanismo molecular pelo qual o Aβ induz a morte neuronal é 

bastante controverso. Alguns estudos sugerem que a neurotoxicidade induzida 

pelo Aβ resulta do estresse oxidativo por ele gerado (WANG et al., 2007). A 

Figura 2A mostra que a exposição das culturas aos peptídeos Aβ25-35 causou 

um significativo aumento na produção de espécies reativas. O tratamento com 

atorvastatina (2,5 e 5μM) diminuiu a fluorescência do DCF, o que indica que ela 

foi capaz de prevenir a produção de espécies reativas. Este resultado sugere 

que o efeito antioxidante da atorvastatina pode contribuir para seu efeito 

neuroprotetor, já que mecanismos oxidativos estão envolvidos na morte celular 

que ocorre na DA. Além disso, já foi descrito que entre os efeitos benéficos das 

estatinas, devido às suas propriedades antioxidantes, está a melhora nos 

déficits de memória (KURINAMI et al.,2008). 

Na sequência do nosso estudo, nós avaliamos o efeito da atorvastatina 

sobre a via de sinalização de sobrevivência celular mediada pela PI3K/Akt.  

Consta na literatura que as estatinas ativam diversas vias de sinalização celular 

que exercem efeitos neuroprotetores, podendo-se citar o aumento na produção 

de BDNF e a ativação das vias da PI3K/Akt, Wnt e ERK (MOST et al., 2009). A 

via mediada pela PI3K/Akt é uma importante via celular anti-apoptótica. A Akt é 

a principal cinase desta via que promove a sobrevivência celular, devido a sua 

habilidade de fosforilar e inativar vários alvos pró-apoptóticos, tal como a GSK-

3β. A desfosforilação/inativação da Akt em culturas organotípicas expostas ao 

peptídeo Aβ25-35 já foi estabelecido em nosso grupo (NASSIF et al., 2007). 

Nossos resultados mostram que a exposição das culturas ao peptídeo Aβ25-35 

por 48h ocasionou uma diminuição nos níveis da Akt na sua forma fosforilada 

(Figura 3A) e uma consequente diminuição na fosforilação da GSK3β (Figura 
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4A). O tratamento com atorvastatina preveniu a diminuição na fosforilação da 

Akt (Figura 3B) bem como a desfosforilação/ativação da GSK3β (Figura 4B). 

Além de sua atividade pró-apoptótica, a GSK-3β é a principal cinase 

envolvida na formação dos emaranhados neurofibrilares (INESTROSA et al., 

2002; FUENTEALBA et al., 2004; MATEO et al., 2006). A proteína tau 

normalmente contém 85 sítios que podem sofrer fosforilação. Destes, 40 foram 

identificados na isoforma de tau encontrada no cérebro de pacientes com DA: 

28 em Serina, 10 em Treonina e 2 em Tirosina (HANGER et al., 2009). A GSK-

3β pode fosforilar 23 destes sítios sugerindo que esta cinase é uma das mais 

importantes envolvidas na regulação da fosforilação da proteína tau no cérebro. 

A partir dos nossos resultados, pode-se sugerir que a atorvastatina poderá 

prevenir a fosforilação da proteína tau, e a formação dos emaranhados 

neurofibrilares, através da inibição da GSK-3β. Já foi demonstrado por Lu e 

colaboradores (LU et al., 2010) que o tratamento crônico por via oral com 

atorvastatina (15 mg/Kg/dia) in vivo, foi capaz de inibir a hiperfosforilação da 

tau.  

A noção de que mecanismos inflamatórios poderiam estar envolvidos na 

patogênese da DA está presente desde o início das pesquisas desta doença. 

No mesmo ano em que Alzheimer descreveu o caso de August D., Oskar 

Fischer publicou um artigo sobre a formação de placas em pacientes com 

demência senil. Neste artigo e no seguinte, em 1910, ele afirmou que a 

formação de placas seria o resultado da deposição extracelular de uma 

substância peculiar estranha no córtex que induziria uma reação inflamatória 

local. Nesta época, o papel da microglia ainda era obscuro, embora 

investigadores já tivessem sugerido que as células gliais no cérebro possuiam 
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funções similares as dos macrófagos em outros tecidos (EIKELENBOOM et al., 

2006). Atualmente, já está bem estabelecido a ativação da microglia em 

resposta a condições adversas ou patológicas. Um dos eventos neurotóxicos 

induzidos pelo peptídeo Aβ é a exacerbada ativação da microglia com elevação 

dos níveis de mediadores pró-inflamatórios como citocinas e radicais livres. 

Tem sido demonstrando que a ativação da microglia contribui para o dano 

neuronal encontrado no cérebro de pacientes acometidos pela DA (BRITSCHGI 

e WYSS-CORAY, 2007; FLODEN et al., 2005). O preciso mecanismo pelo qual 

o peptídeo Aβ inicia a resposta inflamatória mediada pela microglia, ainda é 

desconhecido e vem sendo foco de interesse em muitos estudos. Já está 

demonstrado que tanto o peptídeo Aβ quanto a APP agem como potentes 

ativadores da microglia (BARGER e HARMON, 1997). Uma via dependente de 

NFκB, necessária para a transcrição dos genes das citocinas, é estimulada 

pelo peptídeo Aβ (COMBS et al., 2001). Coletivamente, esses achados 

sugerem que a ativação da microglia pela exposição ao peptídeo Aβ, pode ser 

um passo crucial no início do processo de inflamação na DA. 

Em situações fisiológicas, as células microgliais se encontram em um 

estado quiescente, mas em resposta a eventos neurodegenerativos, elas 

tornam-se ativadas e passam a liberar uma variedade de mediadores 

proinflamatórios, incluindo citocinas, espécies reativas, fatores do complemento 

e óxido nítrico (NO) que podem levar à disfunção neuronal e morte celular, 

possivelmente criando um ciclo vicioso (GRIFFIN et al., 1998; SRIRAM e 

O’CALLAGHAN, 2007). Assim, um processo inflamatório crônico, 

desencadeado pelo acúmulo e deposição do peptídeo Aβ, parece ter 

importante contribuição na neurodegeneração observada na DA.  Na DA, os 
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principais mediadores da inflamação são os astrócitos reativos e a microglia 

ativada circundantes às placas senis (AKIYAMA et al., 2000; WYSS-CORAY, 

2006; ZAHEER et al., 2008), que, secretando citocinas e produtos 

neurotóxicos, contribuem para a degeneração e morte celular (SASTRE et al., 

2006). Trabalhos demonstram que os astrócitos, além de participarem na 

expressão de mediadores pró-inflamatórios, podem atuar como uma fonte de 

peptídeo Aβ, uma vez que apresentam uma superexpressão de β-secretase, 

em resposta ao estresse crônico (ROSSNER et al., 2005). Uma característica 

da astrogliose reativa é a regulação positiva da proteína glial fibrilar ácida 

GFAP, reconhecida como um marcador para astrócitos reativos, uma vez que é 

expressa principalmente por astrócitos diferenciados no SNC (MCGEER e 

MCGEER, 2003). Neste trabalho, mostramos que a atorvastatina diminuiu o 

imunoconteúdo da GFAP, indicando sua ação na prevenção da ativação de 

astrócitos. Esses resultados estão de acordo com um estudo prévio no qual foi 

demonstrado que o tratamento com atorvastatina previne o aumento no número 

de células imunorreativas para GFAP, induzido tanto pelo peptídeo Aβ1-40 

quanto pelo peptídeo Aβ25-35 (PIERMARTIRI et al., 2010). 

Conforme descrito acima, a ativação glial presente na DA, pode agravar 

o dano tecidual por meio da liberação de citocinas pró-inflamatórias. 

Praticamente todas as citocinas que vem sendo estudadas na DA, encontram-

se em níveis elevados em comparação com indivíduos controle saudáveis 

(HENEKA e O'BANION, 2007). A partir da observação de que exposição das 

culturas ao peptídeo Aβ25-35 ocasionou uma ativação astroglial, decidimos 

avaliar os níveis das citocinas TNF-α, IL-6 e IL-1β. Nossos resultados mostram 

que o tratamento com 2,5 ou 5µM de atorvastatina foi capaz de reduzir 
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significativamente a liberação de TNF-α, IL-6 e IL-1β no meio de cultivo das 

culturas expostas ao peptídeo Aβ25-35, o que era esperado uma vez que o 

tratamento com atorvastatina havia previamente prevenido a ativação 

astrocitária. 

 Além da presença das placas senis e dos emaranhados neurofibrilares, 

principais características neuropatológicas, a distrofia neurítica e a perda de 

sinapses, tanto quanto a morte neuronal, também são características 

patológicas marcantes encontradas na DA (LACOR et al., 2004). Somado a 

isso, é crescente o número de evidências que mostram que a deterioração 

morfológica e funcional de sinapses, fundamentais para a formação de 

memória, é induzida por oligômeros do peptídeo Aβ (DE FELICE et al., 2009).  

Com o objetivo de avaliar o efeito do tratamento com atorvastatina sobre as 

sinapses, nós medimos os níveis da proteína sinaptofisina, que está 

relacionada com a função sináptica. Nós observamos uma clara diminuição nos 

níveis de sinaptofisina nas culturas expostas ao peptídeo Aβ. A atorvastatina foi 

capaz de prevenir esta diminuição, o que nos permite sugerir que ela possa 

agir preservando as vesículas sinápticas, que por sua vez, são componentes 

essenciais para a comunicação interneuronal. Em um modelo de acidente 

vascular cerebral, o aumento nos níveis de sinaptofisina, promovidos pelo 

tratamento com atorvastatina (10 mg/Kg), também foram observados (CHEN et 

al., 2005). 

As abordagens terapêuticas utilizadas para o tratamento da DA até os 

dias atuais, falham em retardar a progressão rápida da neurodegeneração, e a 

necessidade por novas e efetivas estratégias é urgente, principalmente devido 

ao aumento da expectativa de vida e o crescimento da população idosa. Nosso 
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grupo vem investigando mecanismos celulares de possíveis candidatos a 

agentes terapêuticos que possam prevenir ou minimizar o avanço da doença. 

O conjunto dos resultados deste trabalho sugerem que a atorvastatina 

possa exercer efeito neuroprotetor contra a toxicidade induzida pelo peptídeo 

Aβ através da ativação da via de sobrevivência celular (PI3K) por meio da 

ativação da Akt e inibição da GSK-3β, assim como, prevenindo a ativação glial, 

reduzindo os níveis de liberação das citocinas TNF-α, IL-1β e IL-6 e 

consequentemente a neuroinflamação. É sabido que o estresse oxidativo 

contribui para as lesões observadas na DA, mas não há consenso de que haja 

uma relação deste com a neuroinflamação. No entanto, a microglia ativada é 

uma fonte abundante de espécies reativas no SNC (MCGEER e MCGEER, 

2003). Partindo-se dessa afirmação, pode-se inferir que a diminuição na 

produção de espécies reativas observada com o tratamento com atorvastatina 

(Figura 2), pode ser devido também a sua propriedade anti-inflamatória 

somada a sua atividade como antioxidante. 

Nosso trabalho traz informações relevantes para o estudo da 

patogênese da DA, e pode contribuir para a descoberta de uma nova e 

eficiente abordagem terapêutica. 
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5. CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos nesta dissertação nos permitem concluir que: 

a) O tratamento agudo com atorvastatina nas concentrações de 2,5µM e 

5µM preveniu tanto a morte celular quanto a produção de espécies reativas, em 

culturas organotípicas de hipocampo de ratos induzidos pela exposição ao 

Aβ25-35 por um período de 48h; 

b) A atorvastatina foi capaz de ativar a via da PI3K, por meio da 

ativação/fosforilação da Akt e inativação da GSK3β; 

c) A atorvastatina, em ambas concentrações, preveniu a ativação astroglial 

induzida pela exposição por 48h ao Aβ25-35, observada por meio do aumento 

no imunoconteúdo da GFAP; 

d) O peptídeo Aβ25-35 induziu o aumento dos níveis de liberação das 

citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-6 e a atorvastatina foi capaz de 

prevenir este aumento; 

e) A atorvastatina promoveu o aumento no imunoconteúdo da proteína 

sinaptofisina, sugerindo uma ação protetora sobre as vesículas sinápticas, 

submetidas à ação tóxica do peptídeo Aβ. 
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6. PERSPECTIVAS 

 Estudar o envolvimento da via de sinalização mediada pela via canônica 

Wnt/β-catenina em resposta ao peptídeo Aβ25-35 e ao tratamento com 

resveratrol; 

 Avaliar o efeito da atorvastatina sobre a hiperfosforilação da proteína tau 

decorrente da exposição ao Aβ25-35; 

 Estudar o efeito da atorvastatina sobre a ativação glial induzida pela 

exposição ao Aβ25-35, por meio da reatividade da Isolectina B4; 

• Investigar o potencial terapêutico da atorvastatina em um modelo in vivo 

da DA induzida pela injeção intracerebroventricular (i.c.v.) do peptídeo Aβ25-35 

em ratos de 60 dias; 

• Avaliar o efeito da atrovastatina sobre parâmetros comportamentais após 

injeção i.c.v. do peptídeo Aβ25-35; 

• Estudar o envolvimento da neuroinflamação em resposta ao peptídeo 

Aβ25-35 injetado i.c.v. e ao tratamento com atorvastatina através da dosagem 

de citocinas pró-inflamatórias, da investigação do envolvimento das vias de 

sinalização celular mediadas pela JNK e p38. 
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summarized and only described in detail if they have been substantially modified. Special 

chemicals, drugs, etc. with their sources of supply should be grouped under a separate 

subheading Materials.  

(iii) Results. In this section findings should be described without discussion of their significance. 

Sub-sections should be used in order to clarify the expression of the results. 

(iv) Discussion. In this section the authors' interpretations of their findings should be 

accompanied by an assessment of their significance in relation to previous work. Repetition of 

material given under 'Results' should be avoided. Sub-sections should be used wherever 

possible and sub-sections dealing with technical or highly specialized matter should be clearly 

separated from the rest of the text so that they can be printed in small type. 

 

4. Presentation of data in tables or figures  

(a) In general, tables and figures should be so constructed that they, together with their captions 

and legends, will be intelligible with minimal reference to the text. 

(b) Each figure must be accompanied by a caption and explanatory legend typed on a separate 

sheet. 

(c) Care should be taken to present data in a precise manner. For example, histograms should 

not be used when the data can equally well be given in a Table. 

(d) Figures:  

(i) Each figure must have its number, the authors' names and 'Neurochemistry International' 

written lightly on the reverse side. 

(ii) Line drawings should be on white card or paper. Where possible, illustrations should be 

submitted in a form suitable for direct reproduction. Delay in publication is inevitable if figures 

require redrawing. Line drawings should normally be about twice the final size; in no case 

should the dimensions exceed 20 x 30 cm. 

(iii) Symbols on graphs, etc. should be inserted by the author using the following standard 

characters: 

^ • ˘ ˘ [] [] X + 

5. References  

(a) In the text, references should be quoted by giving author's name, followed by the year of 

publication in parentheses. For more than two authors, the name of the first author is given 

followed by the words 'et al.'. 

(b) The reference list should be typed separately at the end of the manuscript in alphabetical 

order and arranged as follows: author's name and initials, year, title of the article, full journal 

title, volume, first and last page numbers.  

For example: 

Betz, H., Becker, C.-M., 1988. The mammalian glycine receptor: biology and structure of a 

neuronal chloride channel protein. Neurochemistry International 13, 137-146. 

References to books should include the author's name and initials, year, title of book, volume, 



93 
 

page numbers, publisher and place of publication. Where relevant, the title of a paper within a 

book, and the editor's names, should be given. 

For example: 

Baker, P. F., 1972. The sodium pump in animal tissues and its role in the control of cellular 

metabolism and function. In: Hopkin, L. E. (Ed.) Metabolic Pathways. Vol. 6, Academic Press, 

New York, pp. 243-268. 

(c) Unpublished experiments may be mentioned only in the text; they must not be included in 

the list of References; initials as well as surnames must be given for authors whose unpublished 

experiments are quoted. 

(d) A paper which has been accepted for publication but which has not appeared may be cited in 

the References with the abbreviated name of the Journal followed by the words 'In press'. The 

date of acceptance of each such paper should be indicated when the manuscript is submitted to 

Neurochemistry International. 

(e) Personal communications may only be used when written authorization from the 

communicator is submitted with the original manuscript: they may only be mentioned in the text. 

 

6. Abbreviations  

(a) Symbols for physical units should be restricted to the Système Internationale (S.I.) Units. 

Examples of commonly used symbols can be found in Biochem J. (1975) 145, 1-20 and more 

detailed description, in Quantities, Units and Symbols (1971) The Royal Society, London. 

(b) The excessive use of abbreviations in the text is strongly discouraged. In particular, awkward 

and unfamiliar abbreviations and those intended to express concepts or experimental 

techniques will not be permitted. In order to aid communication between scientists of different 

disciplines, authors should only use abbreviations sparingly and should always define the 

abbreviation when first used by placing it in parentheses after the full term, e.g. 

Acetylcholinesterase (AChE). 

 

7. Chemical and biochemical nomenclature  

As far as possible authors should follow the conventions used in The Biochemical Journal. See 

Biochem J. (1975) 145, 1-20. 

 

 

 

 


