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RESUMO 

 

A hipercolesterolemia familiar (HF) é uma condição hereditária do tipo 

autossômica codominante caracterizada, principalmente, por uma 

disfunção total ou parcial no receptor da lipoproteína de baixa densidade 

(LDLr), levando ao aumento nos níveis de colesterol plasmático. Além 

da forte associação entre a HF e o desenvolvimento prematuro de 

doenças cardiovasculares ateroscleróticas, estudos clínicos e pré-clínicos 

apontam a hipercolesterolemia familiar como um importante fator de 

risco para o desenvolvimento de prejuízos cognitivos. Nesse sentido, os 

inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) representam a classe de 

fármacos mais extensamente utilizada no tratamento da principal 

demência descrita, a doença de Alzheimer. Dessa forma, neste trabalho 

investigamos o envolvimento do sistema colinérgico na relação entre HF 

e déficits cognitivos, utilizando camundongos nocautes para o receptor 

de LDL (LDLr
-/-

) de três meses de idade, um modelo experimental de 

HF humana, tratados subcronicamente (vinte e um dias) com um 

inibidor da AChE – o donepezil na dose de 3 mg/kg (via intraperitoneal). 

Ao final do tratamento, os camundongos foram submetidos aos testes 

comportamentais – reconhecimento do objeto, realocação do objeto e 

alternância espontânea – para avaliar memória espacial de referência e 

memória de trabalho respectivamente. Em seguida, foram avaliadas no 

córtex pré-frontal e hipocampo as atividades da enzima AChE e das 

enzimas antioxidantes pertencentes ao sistema da glutationa. Além disso, 

também investigamos o potencial do donepezil em inibir a AChE 

cerebral de camundongos C57BL/6 in vitro. De modo notório, 

observamos que o tratamento subcrônico com o donepezil reverte os 

déficits cognitivos em camundongos LDLr
-/-

, em todos os paradigmas 

comportamentais avaliados. Entretanto, não observamos uma inibição 

significante na atividade da AChE nas estruturas cerebrais dos grupos 

experimentais tratados com donepezil. Adicionalmente, a atividade das 

enzimas glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) também 

não foram alteradas pela hipercolesterolemia e tratamento com o 

donepezil. Por fim, a partir de nosso protocolo experimental in vitro 

observamos que o donepezil é eficaz em inibir a AChE cerebral, com um 

IC50 de 0,14 nM. Em suma, este trabalho demonstra, pela primeira vez, 

que um inibidor da AChE é capaz de reverter os déficits cognitivos em 

um modelo experimental de HF, indicando que alterações do sistema 

colinérgico estão envolvidas no desenvolvimento de prejuízos de 

memória induzidos pela hipercolesterolemia. Todavia, os mecanismos 

ainda precisam ser melhor elucidados.  



 

 

 
Palavras-chave: Camundongos nocautes para o receptor de LDL, 

acetilcolinesterase, sistema colinérgico e hipercolesterolemia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Familial hypercholesterolemia (FH) is an autosomal co-dominant 

inherited disorder characterized, mostly, by a total or partial loss of low-

density lipoprotein receptor (LDLr) function, leading to an increase on 

plasmatic cholesterol levels. In addition to the strong correlation 

between FH and the premature atherosclerotic cardiovascular diseases, 

clinical and preclinical studies have shown that FH is an important risk 

factor to cognitive impairment development. In this regard, the 

experimental findings indicate that cholinergic system dysfunction 

seems to be an early event associated with hypercholesterolemia-induced 

cognitive impairments in rodents. Accordingly, acetylcholinesterase 

(AChE) inhibitors are the main employed class of drugs for the 

treatment of Alzheimer’s disease, the most common form of dementia. 

Herein, using three-month-old LDL receptor knockout mice (LDLr
-/-

) (a 

widely experimental model of human FH) treated subchronicly (twenty 

one days) with an AChE inhibitor – donepezil (3 mg/kg, i.p.), we 

investigated the involvement of the cholinergic system on FH-induced 

cognitive deficits. After the treatment, mice were submitted to 

behavioral tasks – object recognition, object location and spontaneous 

alternation – to assess spatial reference memory and working memory, 

respectively. Then, activity of AChE and glutathione-related antioxidant 

enzymes were evaluated on prefrontal cortex and hippocampus. 

Furthermore, we also investigated in vitro donepezil’s effects on AChE 

activity in cerebral homogenates. Notably, the treatment with donepezil 

mitigates cognitive deficits in LDLr
-/-

 mice in all behavioral paradigms 

tested. However, we did not observed an AChE inhibition in the brain 

structures of any experimental group. Additionally, the activities of 

glutathione peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR) were not 

modified by hypercholesterolemia or donepezil. Finally, we observed the 

in vitro efficacy of donepezil in the AChE inhibition (IC50 0.14 nM).  In 

summary, the AChE inhibitor, donepezil, mitigates cognitive deficits in 

the experimental model of FH, indicating that alterations in the 

cholinergic system are involved in the memory deficits induced by 

hypercholesterolemia. However, the exact mechanisms remains to be 

elucidated.  

 

Keywords: LDL receptor knockout mice, acetylcholinesterase, 

cholinergic system and hypercholesterolemia.  
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INTRODUÇÃO 

 

O colesterol é uma molécula essencial para o funcionamento de 

todas as células animais. Isolado pela primeira vez em 1784, o colesterol 

é um componente estrutural imprescindível das membranas celulares, 

além de ser precursor de hormônios esteroides e participar em processos 

de sinalização e proliferação celular (GOEDEKE e FERNANDEZ-

HERNANDO, 2012; NELSON E COX, 2011). Todavia, apesar de sua 

importância, quando em níveis inadequados na circulação sanguínea, 

esta molécula contribui para o aparecimento de enfermidades, como por 

exemplo a aterosclerose (IKONEN, 2006).  

O colesterol necessita de transportadores para ser carreado na 

corrente sanguínea devido sua lipofilicidade. Estes transportadores são 

macromoléculas denominadas lipoproteínas. Dentre estas, a lipoproteína 

de baixa densidade (LDL) é o principal carreador de colesterol no 

sangue. Portanto, a homeostase do colesterol plasmático é 

principalmente regulada pelo receptor de LDL, uma vez que este 

receptor medeia a remoção e o catabolismo de partículas de LDL 

circulantes (VANCE E VANCE, 2008; NELSON E COX, 2011).  

A LDL contém uma cópia única de apolipoproteína B100 

(apoB100) e carrega cerca de 70% do colesterol plasmático (BURNETT 

e HOOPER, 2008). Resumidamente, a apoB100 está presente na 

superfície da lipoproteína plasmática e liga-se ao receptor, o qual está na 

superfície celular. Após a ligação, este complexo receptor-LDL passa 

por endocitose para entrar na célula. A LDL é dissociada do complexo, 

graças ao pH ácido, e o receptor pode retornar à superfície da célula. 

Nesta fase, a LDL chega ao lisossomo, tendo seus componentes 

proteicos hidrolisados, gerando então aminoácidos, ésteres de colesterol 

e colesterol livre (Figura 1). A síntese de membranas plasmáticas, ácidos 

biliares e hormônios esteroides acontecem com a participação do 

colesterol não esterificado resultante da hidrólise de LDL (JEON e 

BLACKLOW, 2005).  
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Figura 1. Diagrama representativo da via endocítica mediada pelo receptor da 

lipoproteína de baixa densidade (LDL) (adaptado de Nelson e Cox, 2011). 

 

O metabolismo do colesterol periférico vem sendo estudado há 

décadas, enquanto que o papel do colesterol no sistema nervoso central 

(SNC) apenas virou alvo dos pesquisadores nos últimos anos 

(MULDER, 2009; PFRIEGER, 2003a;2003b;2003c; PFRIEGER e 

UNGERER, 2011). O colesterol cerebral é sintetizado localmente, uma 

vez que as liproteínas plasmáticas são incapazes de atravessar a barreira 

hemato-encefálica (BHE) (DIETSCHY, 2009). A maior parte do 

colesterol cerebral no adulto está na mielina, portanto a síntese de 

colesterol neste sistema ocorre mais intensamente na fase de 

mielinização. A síntese continua após a mielinização, em níveis baixos, 
e ocorre principalmente nos astrócitos (BOYLES et al., 1985). Por sua 

vez, os neurônios captam o colesterol, que está associado a apoliproteína 

E (apoE) e fosfolipideos, por meio de endocitose com a contribuição dos 

receptores membros da família de receptores da LDL – entre eles, o 

receptor de LDL (LAGACE, 2014).  
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O receptor de LDL é o protótipo de uma família de receptores, 

os quais são glicoproteínas transmembranares que ligam e internalizam 

diferentes tipos de ligantes extracelulares para a degradação em 

lisossomos. Também fazem parte desta família, o receptor da 

lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL), a proteína 1 relacionada 

ao receptor de LDL (LRP-1), o receptor 2 da apoE entre outros (LI,CAM 

e BU, 2001). Foi a partir de estudos sobre a hipercolesterolemia familiar, 

que os pesquisadores Michael Brown e Joseph Goldstein identificaram e 

caracterizaram o receptor para a LDL e decifraram meticulosamente as 

etapas do metabolismo do colesterol e das lipoproteínas plasmáticas. 

Estes estudos renderam a estes pesquisadores americanos o Prêmio 

Nobel de Fisiologia ou Medicina de 1985 (GOLDSTEIN E BROW, 

2009).  

 

1.1. HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR  
 

Aproximadamente 20 milhões de pessoas no mundo inteiro são 

portadoras da hipercolesterolemia familiar (HF) (WATTS et al., 2014), 

uma condição herdada geneticamente de forma autossômica 

codominante, isto é, os indivíduos heterozigotos também possuem 

manifestações clínicas, embora não tão graves quanto às dos indivíduos 

homozigotos (PEREIRA et al., 2012). A forma mais comum de HF 

ocorre devido mutações no gene que codifica o receptor de LDL. Os 

indivíduos com hipercolesterolemia familiar apresentam uma diminuição 

na função do receptor de LDL (Figura 2), causando insuficiente 

endocitose e remoção da LDL plasmática. Além disso, o fígado é 

estimulado a produzir mais colesterol. Juntos, estes fatores resultam em 

elevadas concentrações de LDL circulante, entre 155 a 500 mg/dL 

(quando heterozigoto) ou maiores que 500 mg/dL (quando homozigoto) 

(BROWN e GOLDSTEIN, 1984;  VOGT, 2015). 

Os xantomas tendinosos (acúmulo de colesterol subcutâneo na 

região dos tendões) e a doença arterial coronariana (DAC) prematura são 

algumas das manifestações clínicas desta condição genética 

(BOUHAIRIE e GOLDBERG, 2015). É importante destacar que as 

chances de indivíduos com HF na sua forma heterozigótica 

desenvolverem DAC é cerca de onze vezes maior quando comparados 

com indivíduos sem HF (MABUCHI et al., 1989;  NAIR, SHARIFI e 

AL-RASADI, 2014). Sem tratamento, 75% dos homens com HF 

desenvolverão a DAC antes dos 60 anos (SIJBRANDS et al., 2000). O 

aparecimento da DAC ocorre geralmente em torno dos 40 e 45 anos em 

homens, e cerca de 10 anos mais tarde em mulheres com HF. Após os 70 
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anos de idade, estima-se que 100% dos pacientes com esta condição 

genética terão DAC (JANSEN et al., 2002). Além disto, cerca de 200 

mil pessoas em todo o mundo morrem a cada ano de infartos precoces 

do miocárdio causados pela HF. Neste contexto, diversos estudos 

demonstram que a DAC é a principal causa de mortes entre os pacientes 

com HF (CIVEIRA, 2004). 

 

 
Figura 2. O receptor de LDL na hipercolesterolemia familiar (adaptado de Nair, 

2013). 

 

Entretanto, desde o advento das estatinas na década de 70 

(ENDO, 2008), novos tratamentos para a HF continuam a surgir, 

diminuindo a incidência dos eventos relacionados aos níveis plasmáticos 

elevados de LDL (AHN e CHOI, 2015). Com o avanço no tratamento da 

HF, o aumento na expectativa de vida das pessoas com esta condição é 

notável e alguns aspectos que não eram observados anteriormente, 

devido à alta mortalidade por doenças cardiovasculares, agora podem ser 

visualizados. Em 2010, um grupo de pesquisa espanhol demonstrou – 
através de um estudo clínico – que há uma proporção significativamente 

maior de indivíduos com HF que apresentam comprometimento 

cognitivo leve (CCL) em comparação com indivíduos sem HF 

(ZAMBON et al., 2010). Nesta mesma linha de evidência, o nosso grupo 
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e outros grupos de pesquisa demonstraram que camundongos nocautes 

para o receptor de LDL (LDLr
-/-

), bem como camundongos LDLr
-/-

/apoB100 de “meia-idade” – modelos experimentais de 

hipercolesterolemia familiar – também apresentam características 

indicativas de CCL (MOREIRA et al., 2012;  RAMIREZ et al., 2011). O 

CCL é caracterizado por perda de memória, atenção e funções cognitivas 

maior do que aquela esperada em relação à idade e ao nível escolar. 

Dessa forma, é considerado como uma fase intermediária antes do 

desenvolvimento de demência, ainda sem interferir significativamente 

nas atividades diárias do indivíduo (ESHKOOR et al., 2015). 

 

1.2. MODELO EXPERIMENTAL DE HIPERCOLESTEROLEMIA 

FAMILIAR 

 

Ishibashi e colaboradores desenvolveram, em 1993, os camundongos 

LDLr
-/-

 a partir da linhagem C57BL/6J. Estes animais representam um 

modelo amplamente utilizado de hipercolesterolemia familiar humana e, 

mesmo quando mantidos em uma dieta padrão, apresentam 

concentrações plasmáticas de colesterol duas a quatro vezes maiores que 

os camundongos selvagens (ISHIBASHI et al., 1993;  ZADELAAR et 

al., 2007). Quando estes animais são alimentados com dieta rica em 

colesterol tornam-se severamente hipercolesterolêmicos, com o 

desenvolvimento de intensa aterosclerose aórtica e xantomas 

subcutâneos (ISHIBASHI et al., 1993).  

 

1.3. HIPERCOLESTEROLEMIA E DÉFICITS COGNITIVOS 

 

Concomitantemente com o incremento na expectativa de vida, 

vem aumentando o número de pessoas acometidas por doenças 

relacionadas a idade, dentre elas está a demência (QUERFURTH e 

LAFERLA, 2010). A doença de Alzheimer é a principal e a mais 

estudada forma de demência (BARTUS et al., 1982). A grande maioria 

dos casos de doença de Alzheimer, bem como das demais formas de 

demência, são de etiologia desconhecida, resultantes da interação de 

fatores de risco genéticos e ambientais durante toda a vida, entre estes 

estão hipertensão arterial, hipercolesterolemia, diabetes mellitus, fatores 

genéticos e tabagismo (QUERFURTH e LAFERLA, 2010).  

A doença de Alzheimer, bem como a demência em geral, está 

primariamente associada a um substancial declínio no número de 

neurônios colinérgicos que se projetam, principalmente, do prosencéfalo 

basal para áreas corticais e formação hipocampal (GALLAGHER e 
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COLOMBO, 1995; MUFSON et al., 2003;  SCHLIEBS e ARENDT, 

2011;  TIRABOSCHI et al., 2002). Esta diminuição de células 

colinérgicas está diretamente correlacionada com a evolução clínica 

destas neuropatologias, a qual é caracterizada por progressiva e 

incapacitante perda de memória e da capacidade de aprender, bem como 

prejuízo cognitivo severo (MCKHANN et al., 1984;  VAN BEEK e 

CLAASSEN, 2011).  

Evidências epidemiológicas e neuroquímicas suportam a 

associação entre alterações no metabolismo do colesterol e o 

aparecimento de prejuízos cognitivos (PANZA et al., 2006). Todavia, há 

controvérsias quanto aos mecanismos específicos por trás da relação 

entre o metabolismo de colesterol e a demência (PANZA et al., 2006). 

Os estudos epidemiológicos na sua maioria demonstram uma associação 

entre níveis elevados de colesterol plasmático na meia idade e uma 

maior suscetibilidade à doença de Alzheimer esporádica em idades mais 

avançadas (KIVIPELTO et al., 2002;  NOTKOLA et al., 1998;  TAN et 

al., 2003). Por outro lado, não há uma correlação significante quando são 

avaliados os níveis de colesterol em pacientes idosos (BECKETT, 

NUNES e BULPITT, 2000).  

Os estudos relacionando o desenvolvimento de declínio 

cognitivo com a hipercolesterolemia iniciaram nos anos 90, 

demonstrando que grande parte dos indivíduos que haviam falecido em 

decorrência de complicações ateroscleróticas também apresentavam 

características de doença de Alzheimer em seus cérebros (SPARKS et 

al., 1990;  SPARKS et al., 1993). Em seguida, outro estudo demonstrou 

que quando indivíduos recebem tratamento para doenças 

cardiovasculares como terapias que reduzem os níveis de colesterol, 

apresentam uma menor prevalência da doença de Alzheimer e uma 

diminuição da deterioração cognitiva (SPARKS et al., 2005).  

Inúmeras evidências experimentais corroboram estes dados 

epidemiológicos e clínicos reforçando o impacto dos níveis aumentados 

de colesterol plasmático sobre a função cognitiva (EVOLA et al., 2010;  

MULDER et al., 2004;  THIRUMANGALAKUDI et al., 2008;  

ULLRICH,PIRCHL e HUMPEL, 2010;  UMEDA et al., 2012;  ZHOU 

et al., 1998). Evola e colaboradores (2010) observaram prejuízos de 

memória e aprendizado em um modelo de camundongos 

hipercolesterolêmicos, os camundongos nocautes para apoE (apoE-/-) 

(EVOLA et al., 2010). Da mesma forma, utilizando camundongos  

LDLr
-/-

, modelo experimental de hipercolesterolemia familiar humana, 

Mulder e colaboradores (2004) observaram prejuízos de memória em 

diferentes testes comportamentais. Além disso, os autores demonstraram 
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que camundongos LDLr
-/-

 adultos apresentam diminuição na 

proliferação celular e densidade sináptica hipocampal (MULDER et al., 

2004;  MULDER et al., 2007).  

Nosso grupo de pesquisa também demonstrou prejuízo de 

memória e aprendizado em camundongos LDLr-/- de três meses de 

idade, o que foi associado a uma situação de estresse oxidativo e 

disfunção mitocondrial cerebral (DE OLIVEIRA et al., 2011). Ademais, 

indicamos os camundongos LDLr
-/-

 de “meia-idade” (quatorze meses) 

como um modelo animal de CCL. Observamos que o envelhecimento 

está relacionado a uma intensificação dos prejuízos cognitivos nos 

camundongos LDLr
-/-

, que aos quatorze meses apresentaram prejuízos 

cognitivos em todos os testes realizados (testes de memória operacional, 

de referência espacial e procedural) (MOREIRA, et al., 2012). Estes 

prejuízos cognitivos nos camundongos LDLr
-/-

 de “meia-idade” foram 

associados com desbalanço antioxidante, dano oxidativo e aumento na 

atividade da AChE em regiões cerebrais associadas com os processos de 

aprendizado e memória, particularmente no córtex pré-frontal 

(MOREIRA et al., 2012). De maneira interessante, nós também 

demonstramos que os camundongos LDLr
-/-

 são mais susceptíveis a 

neurotoxicidade induzida pela injeção intracerebroventricular (i.c.v.) de 

peptídeo β-amiloide (Aβ) (ferramenta experimental para o estudo da 

doença de Alzheimer). Em comparação com os camundongos C57BL/6 

do tipo selvagem, os camundongos hipercolesterolêmicos apresentam 

maior ativação glial, dano de membrana celular, permeabilidade da 

BHE, desbalanço oxidativo e aumento na atividade da AChE no 

hipocampo após a administração do Aβ1-40 (DE OLIVEIRA et al., 

2014). 

Digno de nota, em um estudo prévio do nosso grupo de pesquisa 

também indicamos que o aumento na atividade da AChE cerebral parece 

ser um evento inicial associado aos prejuízos cognitivos induzidos pela 

hipercolesterolemia em camundongos Swiss (MOREIRA, et al., 2014). 

Nessa mesma linha de evidência, observaram-se prejuízos de memória 

em ratos tratados com uma dieta rica em colesterol, os quais foram 

associados com disfunção colinérgica caracterizada por redução no 

número de neurônios colinérgicos no núcleo basal de Meynert e 

diminuição dos níveis de acetilcolina no córtex cerebral (ULLRICH et 

al., 2010). Portanto, o sistema colinérgico parece ser particularmente 

sensível a neurotoxicidade induzida pela hipercolesterolemia.  
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1.4. INIBIDORES DE ACETILCOLINESTERASE 

 

 A enzima AChE está localizada nas sinapses colinérgicas e é 

responsável por regular esta neurotransmissão através da hidrólise da 

acetilcolina em colina e acetato (CHEUNG et al., 2014;  QUINN, 1987). 

A AChE encontra-se ligada à membrana plasmática do neurônio pós-

sináptico, mas projeta-se pela sinapse. Esta enzima atua quando a 

acetilcolina é liberada do neurônio pré-sináptico em resposta a um 

potencial de ação. A acetilcolina passa pela fenda sináptica e se liga ao 

receptor (nicotínico ou muscarínico) do neurônio pós-sináptico. Após 

uma série de eventos, os quais resultam na ativação de um potencial de 

ação no neurônio pós-sináptico, a AChE rapidamente acaba com a 

ligação acetilcolina-receptor pela hidrólise deste neurotransmissor 

(Figura 3) (QUINN, 1987). A AChE encontra-se predominantemente no 

cérebro, músculo estriado e eritrócitos (DOOLEY e LAMB, 2000;  

SUGIMOTO et al., 2002).  
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Figura 3. Neurotransmissão colinérgica (adaptado de CNSforum©). A AChE, 

presente na membrana pós-sináptica, degrada a acetilcolina liberada pelo 

neurônio pré-sináptico.  

 

A hipótese colinérgica da doença de Alzheimer surgiu na 

tentativa, principalmente, do desenvolvimento de possíveis tratamentos 

(BARTUS et al., 1982). A abordagem que até hoje corresponde a 

principal forma de tratamento para os indivíduos com a doença de 
Alzheimer, conta com a utilização de inibidores da enzima AChE. Na 

Tabela 1 estão listados os principais inibidores de AChE. Como pode ser 

observado, o primeiro inibidor – denominado tacrina – foi 

comercializado a partir de 1993, mas já não é tão utilizado atualmente 
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por causar vários efeitos colaterais, incluindo hepatotoxicidade 

(MINARINI et al., 2013).  

 
Tabela I. Características gerais dos inibidores das colinesterases (adaptado de 

Forlenza, 2005).   

 Tacrina Donepezil Rivastigmina Galantamina 

Disponível no 

ano 

1993 1997 1998 2000 

Classe química 

 

Acridina Piperidina Carbamato Alcalóide 

fenantreno 

Seletividade 

cerebral 

Não Sim Sim Sim 

Tipo de 

inibição da 

colinesterase 

Reversível Reversível Pseudo-

irreversível 

Reversível 

Enzimas 

Inibidas 

AChE e 

BuChE* 

AChE AChE e 

BuChE* 

AChE 

*A butirilcolinesterase (BuChE) é uma enzima também capaz de degradar a 

acetilcolina.  Entretanto, ela não é prevalente no sistema nervoso central (SNC), 

sendo encontrada principalmente no músculo cardíaco e liso.  No SNC a BuChE 

está localizada extrasinapticamente (DOOLEY e LAMB, 2000;  SUGIMOTO et 

al., 2002).  

 

O donepezil (cloridrato de donepezila) ficou disponível a partir de 

1997. Desde sua aprovação, outros dois inibidores da AChE, a 

rivastigmina e a galantamina, em 1998 e 2000 respectivamente, também 

começaram a ser utilizados no tratamento da doença de Alzheimer 

(JACKSON, HAM e WILKINSON, 2004). Embora existam inúmeras 

publicações criticando a utilização dos inibidores da AChE, alegando 

baixa eficácia (EMRE, 2002;  GAUTHIER et al., 2003), diversos 

ensaios clínicos vêm demonstrando benefícios para os pacientes com a 

doença Alzheimer. Dentre os efeitos benéficos estão a redução os 

sintomas comportamentais e cognitivos em longo prazo e o aumento da 

qualidade de vida (SHIMIZU et al., 2015;  SUGIMOTO et al., 2002). 

Estudos clínicos mostraram que pacientes tratados com donepezil ou 
rivastigmina melhoram significativamente em testes cognitivos quando 

comparados com pacientes que foram tratados com galantamina 

(HANSEN et al., 2008;  SHIMIZU et al., 2015).  
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O donepezil (Figura 3), conhecido pelo nome comercial 

Aricepté uma molécula do tipo piperidina, contendo uma indanona e 

uma N-benzilpiperidina. Ele possui uma ação mais prolongada e seletiva 

para a AChE, quando comparado com outros inibidores (DOOLEY e 

LAMB, 2000). A inibição do donepezil é principalmente não-

competitiva e reversível (SUGIMOTO et al., 2002).  

 

 
 
Figura 4. Estrutura química do donepezil (adaptado de Sugimoto et al., 2002). 

 

Como demonstrado na Tabela II, inúmeros estudos 

experimentais vêm apontando a eficácia do tratamento com o donepezil 

em paradigmas comportamentais de memória e aprendizado em 

roedores. Em um estudo pré-clínico, Saxena e colaboradores (2008) 

demonstraram que camundongos tratados com estreptozotocina injetada 

intracerebralmente (i.c.) – uma abordagem experimental para o estudo 

de demência – apresentam dano cognitivo, bem como níveis diminuídos 

de glutationa (GSH) e um aumento na atividade da enzima AChE. O 

tratamento destes camundongos com o donepezil foi capaz de reverter o 

déficit cognitivo, o estresse oxidativo e a disfunção colinérgica 

induzidos pela exposição a estreptozotocina (SAXENA et al., 2008). 

Estes resultados apontam o donepezil também como um possível 

modulador de vias antioxidantes celulares, demonstrando que existem 

outros mecanismos pelos quais esta molécula pode atuar ao nível 

cerebral.  
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Tabela II. Evidências pré-clínicas demonstrando a eficácia do donepezil em 

reverter déficits cognitivos. 

Animais Testes Dose 

(mg/kg) 

Dias Autores/Ano 

Camundongos 

Swiss, injetados 

com Aβ25-35 (via 

i.c.v.) 

Alternância 

espontânea e 

Esquiva passiva  

0,5 e 1 

(i.p.) 

Pré-

tratamento 

(1 dia); 

Tratamento 

pós Aβ (6 

dias) 

Meunier et 

al. 2006 

Camundongos 

ICR, injetados 

com Aβ25-35 (via 

i.c.v) 

Alternância 

espontânea e 

Medo 

condicionado 

0,1 

(s.c.) 

3 dias Tsunekawa 

et al. 2008 

 

Camundongos 

Swiss injetados 

com 

escopolamina 

(via i.p.) 

Esquiva passiva 5 (oral) 1 dia Agrawal et 

al. 2008 

Camundongos 

Swiss injetados 

com 

estreptozotocina 

(via i.c.) 

Esquiva passiva 

e Labirinto 

aquático de 

Morris 

5 (oral) 21 dias Saxena et al. 

2008 

Camundongos 

C57BL/6J 

injetados com 

escopolamina 

(via i.p.) 

Sociabilidade e 

memória social 

1 (s.c.) 1 dia Riedel et al. 

2009 

Camundongos 

APP/PS1 

Labirinto 

aquático de 

Morris 

1 (s.c.) 14 dias Easton et al. 

2013 

Camundongos 

APP/PS1 

Reconhecimento 

do objeto e 

Labirinto 

aquático de 

Morris 

2 (oral) 4 semanas Guo et al. 

2015 

Via i.c.v. = via intracerebroventricular; via i.p. = via intraperitoneal; via i.c. = 

via intracerebral; via s.c. = via subcutâneo. Camundongos ICR são da linhagem 

de camundongos albinos e a sigla é em referência ao Institute of Cancer 

Research nos EUA. Camundongos APP/PS1 são duplo transgênico que 

expressam a proteína precursora amiloide (APP) e a presenilina 1 (PS1) humana 

mutada, sendo utilizados como modelo de doença de Alzheimer. 
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Neste contexto, nós acreditamos que o tratamento com o 

donepezil poderia funcionar como uma interessante ferramenta 

farmacológica na determinação de uma possível conexão entre a 

disfunção do sistema colinérgico e o desenvolvimento de déficit 

cognitivo induzido pela HF. 
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2. JUSTIFICATIVA 
 

A HF, caracterizada pela exposição desde o nascimento a níveis 

elevados de colesterol plasmático, possui grande importância 

epidemiológica, principalmente devido a elevada morbidade e 

mortalidade decorrentes de doenças cardiovasculares. Além disso, 

recentemente esta doença vem sendo associada ao aumento na 

incidência de prejuízos cognitivos. A HF é a doença monogênica mais 

comum. Na sua forma heterozigótica, aparece com frequência 

populacional de 1:200 a 1:500 indivíduos e, mais raramente, na sua 

forma homozigótica com uma frequência de 1:300.000 a 1:1.000.000 

indivíduos (JANNES et al., 2015). De fato, há décadas estudos 

epidemiológicos, clínicos e experimentais vêm associando a 

hipercolesterolemia à doença de Alzheimer e à demência em geral. 

Dessa forma, torna-se importante o estudo dos mecanismos que 

associam as alterações do metabolismo do colesterol e o 

desenvolvimento de prejuízos cognitivos. 

Com o aumento da expectativa de vida e o consequente aumento 

do número de pessoas com mais de 65 anos, os problemas relacionados à 

memória e cognição vêm atraindo a atenção de diversos pesquisadores. 

A patologia mais comumente relacionada aos déficits cognitivos é a 

doença de Alzheimer, a qual ainda não possui um tratamento efetivo. 

Todavia, a hipótese colinérgica da doença de Alzheimer é uma das 

únicas que direcionou a terapia desta doença, ainda que de forma 

paliativa. Aproximadamente 36 milhões de pessoas em todo o mundo 

manifestam a doença de Alzheimer, e em decorrência do aumento na 

expectativa de vida, é esperado que a prevalência global aumente para 

115 milhões de pessoas em 2050 (QUERFURTH e LAFERLA, 2010;  

WISNIEWSKI e GONI, 2014). 

Até o presente momento é possível ressaltar dois mecanismos que 

parecem correlacionar a hipercolesterolemia e o desenvolvimento de 

déficits de memória: i) o estresse oxidativo e ii) as alterações no sistema 

colinérgico. Além disso, se um inibidor da enzima acetilcolinesterase 

é capaz de reverter déficits cognitivos em um modelo experimental 

de hipercolesterolemia familiar, pode-se indicar esta classe de 

fármaco para o tratamento do comprometimento cognitivo leve 

observado em indivíduos com hipercolesterolemia familiar.  
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 
 

Avaliar os efeitos do tratamento com o donepezil sobre os 

prejuízos de memória observados em camundongos LDLr
-/-

. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Determinar se há uma curva concentração-dependente inibitória 

de atividade da AChE, nas diferentes concentrações de donepezil, em 

homogenatos de cérebros de camundongos C57BL/6;  

• Verificar se os déficits de memória e aprendizagem, observados 

nos camundongos LDLr
-/-

, são revertidos pelo tratamento com o 

donepezil; 

• Avaliar o efeito do tratamento subcrônico de camundongos 

LDLr
-/-

 com donepezil sobre a atividade da AChE cerebral; 

• Avaliar o efeito do tratamento subcrônico de camundongos 

LDLr
-/-

 com o donepezil na atividade das enzimas antioxidantes 

cerebrais pertencentes ao sistema antioxidante da GSH. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. ANIMAIS 

 

Foram utilizados camundongos C57BL/6 selvagens e nocautes 

para o receptor de LDL (LDLr
-/-

) machos com três meses de idade. Estes 

camundongos foram alojados em caixas plásticas no Biotério de 

Experimentação Animal BIO054, mantidos em temperatura ambiente 

controlada (21 ± 2ºC), com ciclo claro/escuro de 12 horas. Os animais 

receberam ração para roedores e água ad libitum. Todos os 

procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas 

previstas pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da UFSC 

(CEUA/UFSC, Protocolo PP00948). 

 

4.2. CLORIDRATO DE DONEPEZILA 
 

O cloridrato de donepezila (Ranbaxy Farmacêutica Ltda.), 

adquirido na forma de comprimido de 10 mg (equivalente a 9,12 mg de 

donepezila), foi macerado com gral e pistilo de porcelana e diluído em 

salina (NaCl 0,9%). A solução foi então filtrada para remoção de 

excipientes. A dose utilizada no tratamento foi de 3 mg/kg de peso 

corporal, administrada pela via intraperitoneal (i.p.).  
 

4.3. DESENHOS EXPERIMENTAIS 

 

4.3.1. Experimento in vitro 

 

Avaliou-se a ação inibitória do donepezil sobre a atividade da 

AChE em homogenatos de cérebro total de camundongos C57BL/6 do 

tipo selvagem machos adultos incubados com diferentes concentrações 

de donepezil: 0,01nM; 0,1nM; 1nM e 10nM. Ao todo, dois experimentos 

independentes foram realizados, utilizando um número amostral de 5 

animais por experimento.  

 

4.3.2. Experimento in vivo 

 

O objetivo do experimento in vivo foi de avaliar os efeitos do 

donepezil sob a cognição dos camundongos LDLr
-/-

, bem como a relação 

destes efeitos com a atividade da AChE e parâmetros de estresse 

oxidativo. Como esquematizado na Figura 4, camundongos C57BL/6 do 

tipo selvagem e LDLr
-/-

 de 3 meses de idade machos foram tratados 
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diariamente, durante 21 dias, pela via i.p. com o donepezil (3mg/kg) ou 

com a solução veículo (salina), totalizando quatro grupos experimentais. 

Ao final de quinze dias de tratamento, grupos independentes de animais 

foram submetidos aos testes comportamentais: i) campo aberto (por três 

dias), ii) reconhecimento do objeto, iii) realocação do objeto e iv) 

alternância espontânea. Após a realização dos testes comportamentais, 

no 21º dia, os animais foram anestesiados (xilazina 10mg/kg e 

quetamina 100 mg/kg, via i.p.) e o sangue foi coletado por punção 

cardíaca para a determinação dos níveis plasmáticos de colesterol total e 

de triglicerídeos. Então, os animais foram eutanasiados por 

deslocamento cervical para posterior dissecação do córtex pré-frontal e 

do hipocampo. A determinação da atividade da AChE, da atividade das 

enzimas antioxidantes glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidade 

(GPx) foram realizados a partir das amostras dissecadas. 
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Figura 5. Desenho experimental in vivo. Os animais C57BL/6 foram separados 

em dois grupos, onde metade recebeu cloridrato de donepezila (donepezil) 3 

mg/kg via intraperitoneal (i.p.) e a outra metade recebeu solução veículo (salina) 

via i.p.; a mesma divisão foi realizada com os camundongos LDLr
-/-

. 

Totalizando 21 dias de tratamento diário. Grupos independentes de animais 

foram submetidos a diferentes testes comportamentais (campo aberto, 

reconhecimento do objeto, realocação do objeto e alternância espontânea) do 15º 

ao 20º dia, sendo então sacrificados no 21º dia para posteriores análises 

bioquímicas (perfil lipídico, atividade da AChE e enzimas antioxidantes).  

 

4.4. TESTES COMPORTAMENTAIS  

 

4.4.1. Teste do campo aberto 

 
Para investigar a atividade locomotora dos animais, o teste do 

campo aberto foi realizado (PRUT e BELZUNG, 2003). Empregou-se 

1º dia: 

Início do 

tratamento 

 15º dia: Início 

dos testes 

comportamentais 

 

 

 

21º dia: Fim do 

tratamento; 

análises 

bioquímicas 



42 

 

um aparelho feito de acrílico transparente, com um assoalho cinza, 

dividido por linhas pretas em 25 quadrados (10 x 10 cm) e cercado por 

paredes de 40 cm de altura. O teste, feito com cada camundongo 

individualmente, começa quando se posiciona o animal no centro do 

campo aberto. O número total de cruzamentos – isto é, todas as vezes 

que o animal passava de um quadrante para o outro com as quatro patas 

– foi registrado por 5 minutos. Este teste foi realizado em três dias 

consecutivos. 

  

4.4.2. Teste do reconhecimento do objeto  

 

Com o intuito de avaliar um tipo de memória dependente do 

hipocampo, realizou-se o teste de reconhecimento do objeto (AINGE et 

al., 2006). Durantes os três dias anteriores ao início deste teste, os 

animais foram habituados ao campo aberto (5 minutos/dia). Na primeira 

fase, chamada de sessão treino, os animais foram familiarizados com 

dois objetos idênticos, durante 5 minutos e o tempo de exploração de 

cada objeto foi registrado. Imediatamente após o treino, os animais 

foram levados de volta às suas respectivas gaiolas. Passados 60 minutos 

após o treino, os camundongos foram postos novamente no campo 

aberto, que desta vez incluía um objeto diferente no lugar de um dos 

objetos anteriormente expostos, ao mesmo tempo em que um dos objetos 

antigos continuava lá. Esta segunda etapa é chamada de sessão teste. Da 

mesma forma, o tempo de exploração de cada objeto foi registrado 

durante 5 minutos. Os objetos utilizados apresentavam nível de 

complexidade física, nível exploratório e tamanho similares. Como 

exploração do objeto, foram considerados os seguintes comportamentos: 

cheirar, tocar ou observar o objeto a menos de 1 cm de distância. O 

índice de discriminação foi calculado da seguinte maneira: 

[tempo(segundos) ObjetoNovo x 100/ (tempo(segundos)  ObjetoNovo + 

tempo(segundos)  ObjetoAntigo], i.e., é a razão entre o tempo que o animal 

passou explorando o objeto novo em relação ao tempo total de 

exploração.  

 

4.4.3 Teste da realocação do objeto 

 

A memória espacial dos camundongos foi avaliada no teste 

de realocação de objeto. Este teste, baseado na tendência 

espontânea de roedores, previamente expostos a dois objetos 

idênticos, a posteriormente, explorar um dos objetos (realocado 

para uma nova localização espacial) por um tempo maior que o 
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objeto não deslocado, tem sido utilizado na avaliação de memórias 

dependentes do hipocampo (ASSINI,DUZZIONI e TAKAHASHI, 

2009;  FERGUSON e SAPOLSKY, 2007). Novamente, o aparelho 

utilizado para o teste foi o campo aberto. Os animais foram 

habituados previamente no campo aberto durante os três dias 

anteriores ao início deste teste (5 minutos/dia). Na sessão treino, os 

dois objetos idênticos eram apresentados aos animais. Neste 

momento, foi registrado o tempo de exploração de cada um dos 

objetos colocados na caixa, durante 5 minutos. Depois do treino os 

animais retornavam às suas gaiolas e aguardavam até o momento 

do teste, 180 minutos após o treino. No momento do teste, porém, 

um dos objetos era colocado em uma nova posição no campo 

aberto. Neste momento registrava-se, novamente, o tempo de 

exploração de cada um dos objetos. Os seguintes comportamentos 

foram considerados como exploração do objeto: cheirar, tocar ou 

observar o objeto a menos de 1 cm de distância. Este tempo de 

exploração dos objetos foi utilizado para o cálculo do índice de 

localização de objetos, o qual foi utilizado como parâmetro de 

memória (ASSINI, DUZZIONI E TAKAMOSHI, 2009). Índice de 

localização: [tempo(segundos) Objetodeslocado x 100/ (tempo(segundos)  

Objetodeslocado + tempo(segundos)  Objetonão-deslocado], i.e., é a razão 

entre o tempo que o animal passou explorando o objeto deslocado 

em relação ao tempo total de exploração.  

 

 

4.4.4. Teste de alternância espontânea 

 
Para avaliar a memória operacional dos camundongos, 

utilizou-se o teste de alternância espontânea, no labirinto em “T”. 

Feito de acrílico transparente preto, o aparato experimental contém 

um braço central e dois braços laterais em um ângulo de 90º em 

relação ao braço central. As paredes possuem 30 cm de altura, 

enquanto que os braços têm 10 cm de largura. Os animais devem 

escolher entre os braços e a alternância espontânea acontece quando 

o camundongo escolhe o braço que não foi selecionado 

anteriormente (SPOWART-MANNING e VAN DER STAAY, 

2004). A sessão treino – primeira sessão – foi quando os 

camundongos eram forçados a escolher um braço específico (por 

exemplo, o braço esquerdo), pois o outro se encontrava trancado. 

Após a exploração do braço esquerdo, normalmente o animal volta 

à posição inicial, onde fica preso por cerca de 5 segundos, enquanto 
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o bloqueio do braço direito é removido. Então, inicia-se a sessão de 

treinos livres, que é quando os animais estão livres para escolher 

entre os braços laterais. Quando o camundongo entrava em um 

braço, o outro era bloqueado. Ao voltar para o braço central, o 

animal era retido por mais 5 segundos e depois iniciava-se uma 

nova sessão. Após 14 treinos livres ou 15 minutos, o teste acabava. 

As escolhas entre braço direito (D) ou braço esquerdo (E) eram 

anotadas para o cálculo posterior de porcentagem de alternâncias, 

da seguinte forma: Alternâncias (%) = 100*(nº de alternâncias/nº 

total de treinos livres).  

 

4.5. DETERMINAÇÃO DO PERFIL LIPÍDICO 

 

Os níveis de colesterol total e triglicerídeos foram 

determinados em plasma a partir de Kits comerciais (Gold Analisa 

Diagnóstica Ltda), seguindo as especificações do fabricante. Os 

resultados foram expressos em mg/dL. 

 

4.6. PREPARAÇÃO TECIDUAL PARA AS ANÁLISES 

BIOQUÍMICAS 

 

 No experimento in vitro – avaliação da ação inibitória 

do donepezil sobre a atividade da AChE - os animais C57BL/6 

selvagens foram eutanasiados por deslocamento cervical e, 

posteriormente, foram dissecados os cérebros totais. Os cérebros foram 

homogeneizados em tampão fosfato de potássio (TFK) 0,25 M, pH 8,0 

(1: 15 m/v) e centrifugados a 3000g e a 4ºC, durante 5 minutos. Após a 

centrifugação, os sobrenadantes (190μl) foram incubados com donepezil 

(10μl) nas diferentes concentrações: 0,01 nM; 0,1 nM; 1 nM; 10 nM, ou 

com água destilada (controle). A incubação ocorreu por trinta minutos, à 

temperatura ambiente e então a atividade da AChE foi determinada. 

No experimento in vivo- avaliação do efeito do donepezil sobre 

parâmetros cognitivos e bioquímicos - os animais pertencentes aos 4 

grupos experimentais identificados na Figura 4 foram eutanasiados e os 

tecidos cerebrais (cortéx pré-frontal e hipocampo) homogeneizados (1: 

10 m/v) em tampão HEPES 20 mM (pH 7,0). Em seguida os 

homogenatos foram centrifugados a 3.000 g a 4º C durante 5 minutos e 

uma alíquota do sobrenadante foi separada para a determinação da 

atividade da AChE. Posteriormente, os sobrenadantes da primeira 

centrifugação foram novamente centrifugados a 16.000 g a 4º C por 20 
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minutos e o sobrenadante obtido foi utilizado para a determinação da 

atividade das enzimas GR e GPx. 

 

4.7. DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DA 

ACETILCOLINESTERASE 

 

A atividade da enzima AChE foi determinada seguindo o 

método de Ellman (ELLMAN et al., 1961). Este método baseia-se na 

taxa de hidrólise do iodeto de acetiltiocolina, que é medida em 412 nm. 

Primeiramente, mediu-se a atividade basal durante 5 minutos à 37ºC, 

adicionando à amostra um meio de reação composto por TFK 0,25 M 

(pH 8,0), DTNB 5 mM (ácido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzóico) e água 

destilada. Imediatamente após a primeira leitura, adicionou-se o 

substrato iodeto de acetiltiocolina (ACTI) 7,25 mM, para medir, então, a 

hidrólise do substrato a partir da liberação do tiol tiocolina, que produz 

um composto formador de cor – TNB (ácido-2-nitro-5-tiobenzoico) – 

após a reação com DTNB. O valor obtido foi dividido pelo coeficiente 

de extinção molar do TNB (ε = 13.600 M-1 cm-1) e multiplicado pelas 

diluições. 

No experimento in vitro, os dados foram expressos como 

porcentagem de inibição em comparação ao controle, seguindo a 

fórmula:  

% de Inibição = 100 – (X = 100 * [donepezil]/ controle) 

Onde:  

X equivale ao valor da atividade (em porcentagem) em comparação ao 

controle;  

[donepezil] é o valor da atividade das amostras incubadas com diferentes 

concentrações de donepezil, expressa em nmol de substrato 

hidrolisado/min/mg de proteína; e 

controle é o valor da atividade da amostra controle expressa em nmol de 

substrato hidrolisado/min/mg de proteína. 

Os dados do experimento in vivo foram expressos como nmol de 

substrato hidrolisado/min/mg de proteína. 

 

4.8. DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE ENZIMAS 

ANTIOXIDANTES 

 

A GR é responsável pela redução da glutationa oxidada 

(GSSG). Quando utiliza o substrato GSSG, a GR leva ao consumo de 

NADPH, que é medido a 340 nm (CARLBERG e MANNERVIK, 
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1985). O meio de reação é composto por TFK 0,25 M (pH 7,0), 1 mM 

de EDTA e NADPH 0,2 mM. Primeiramente, o consumo inespecífico de 

NADPH foi mensurado, após a adição de amostra, por 5 minutos a 340 

nm. Em seguida, a leitura foi realizada por mais 5 minutos após o 

acréscimo do substrato GSSG 1 mM.  O valor obtido foi dividido pelo 

coeficiente de extinção molar do NADPH (ε = 6.220 M
-1

 cm
-1

) e 

multiplicado pelas diluições. Os dados foram expressos como nmol de 

NADPH oxidado/min/mg de proteína. 

A enzima GPx catalisa a redução de H2O2, bem como de 

peróxidos orgânicos e lipoperóxidos, produzindo GSSG a partir de GSH. 

A GR reduz a GSSG, consumindo NADPH. Neste ensaio, o meio de 

reação contem TFK 0,25 M (pH 7,0), 1 mM de EDTA, GSH 100 mM, 

GR 5 U/mL e NADPH 0,1 mM. Após a adição da amostra foi medido o 

consumo inespecífico de NADPH através de uma leitura a 340 nm, por 5 

minutos. A leitura foi realizada por mais 5 minutos após adição do 

substrato (1 mM peróxido de ter-butila). Descontou-se o consumo 

inespecífico de NADPH ao decréscimo de absorbância por minuto. 

Assim, o valor obtido foi novamente dividido pelo coeficiente de 

extinção molar do NADPH e multiplicado pelas diluições. Os dados 

foram expressos como nmol de NADPH oxidado/min/mg de proteína.  

 

4.9. ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

 

Os resultados obtidos no teste comportamental de campo aberto, 

bem como nas determinações de perfil lipídico e nas atividades das 

enzimas foram avaliados pela análise de variância (ANOVA) de duas 

vias, com o teste de Duncan post hoc, quando apropriado. Os resultados 

são considerados significativos para p ≤ 0,05. Os dados da atividade da 

AChE, obtidos do experimento in vitro, foram avaliados pelo software 

Graph-Pad Prism, versão 5.03, a partir da análise da dose-resposta 

inibitória não linear, pela qual também encontrou-se o valor referente ao 

IC50 da curva. Já os resultados dos testes comportamentais de 

reconhecimento do objeto, realocação do objeto e de alternância 

espontânea foram analisados utilizando o teste t de Student, 

comparando-se os dados a um valor teórico de 50% (nível de chance). 

Todos os resultados foram expressos em média ± erro padrão da média 

(EPM).  
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5. RESULTADOS 

 

5.1. EFEITO DO TRATAMENTO COM O DONEPEZIL NA 

ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE IN VITRO  

 

 Estudos prévios apontaram o donepezil como um potente 

inibidor seletivo da enzima AChE, com um IC50 de 6,7 nM em cérebro 

de ratos in vitro (OGURA et al., 2000). Para obtermos uma curva 

concentração-dependente de inibição da AChE cerebral pelo donepezil, 

realizamos um protocolo in vitro, onde os homogenatos de cérebros de 

camundongos C57BL/6 foram incubados com diferentes concentrações 

de donepezil: 0,01 nM; 0,1 nM; 1 nM e 10 nM. A máxima concentração 

utilizada, 10 nM foi capaz de inibir completamente a atividade da 

enzima AChE. O valor de IC50 calculado a partir da curva inibitória foi 

de 0,14 nM, indicando uma potência alta do donepezil em relação à 

inibição desta enzima (Figura 6).  
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Figura 6. Efeito inibitório do donepezil sobre a atividade da acetilcolinesterase 

(AChE) in vitro em homogenato de cérebro total de camundongos C57BL/6. Os 

dados estão expressos em média de porcentagem de inibição ± erro padrão da 

média (n = 5). O donepezil inibiu a atividade da AChE com IC50 de 0,14 nM 

(Software Graph-Pad Prism versão 5.03; análise da dose-resposta inibitória não 

linear).  

 

5.2.  O TRATAMENTO COM O DONEPEZIL REVERTE A 

HIPERLOCOMOÇÃO E OS PREJUÍZOS DE MEMÓRIA EM 

CAMUNDONGOS LDLR
-/-

 

 

Elder e colaboradores (2008) observaram que os camundongos 

LDLr
-/-

 possuem atividade locomotora aumentada quando comparados 

com os camundongos selvagens (ELDER et al., 2008). Neste estudo, a 

atividade locomotora espontânea dos camundongos foi avaliada no teste 

do campo aberto, realizado por três dias consecutivos. Os animais  

LDLr
-/-

 tratados com veículo apresentaram um número de cruzamentos 

totais no campo aberto significativamente maior quando comparados 

com camundongos C57BL/6 selvagens também tratados com veículo 

nos 3 dias do teste de campo aberto, não apresentando um perfil de 

habituação (Figura 7). O tratamento com o donepezil foi capaz de 

reverter a hiperlocomoção nos camundongos LDLr
-/-

. Os camundongos 

hipercolesterolêmicos quando tratados com o donepezil apresentaram 
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um número de cruzamentos totais significativamente menor em 

comparação aos camundongos LDLr
-/-

 tratados com veículo (Figura 7). 

É importante mencionar, que o número de cruzamentos totais 

apresentados pelos camundongos selvagens, independentemente do 

tratamento, e pelos animais LDLr
-/- 

tratados com donepezil, diminui 

conforme os dias de testes (i.e., apresentam perfil de habituação) (Figura 

7D).   

 

 
Figura 7. Efeito do tratamento com donepezil sobre a atividade locomotora 

espontânea de camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr
-/-

. (A) Campo 

aberto dia 1, (B) Campo aberto dia 2, (C) Campo aberto dia 3 e (D) Curva de 

habituação no campo aberto durante os três dias. Os valores estão expressos em 

média ± erro padrão da média (8 animais/grupo). Os resultados deste 

experimento foram analisados por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste 

Duncan. *p<0,05 versus camundongos selvagens tratados com veículo, #p<0,05 

versus camundongos LDLr
-/-

 tratados com veículo.  

 



50 

 

Posteriormente, a memória espacial de referência foi avaliada 

por meio do teste de reconhecimento do objeto. Como mostrado na 

Figura 8A, os camundongos C57BL/6 (independentemente do 

tratamento) exploraram o objeto novo por um período de tempo 

significativamente maior, como indicado pelo aumento significativo no 

índice de reconhecimento em comparação com um valor teórico de 50% 

(Figura 8A). Por outro lado, os camundongos LDLr
-/-

 tratados com 

veículo não exploraram o objeto novo por mais tempo que o objeto 

velho, caracterizando prejuízo cognitivo. O tratamento com o donepezil 

reverteu o dano de memória espacial de referência apresentado pelos 

animais LDLr
-/- 

(Figura 8A). De forma similar, o teste de realocação do 

objeto foi utilizado para avaliar também a memória espacial de 

referência. Novamente, os camundongos LDLr
-/-

 tratados com veículo 

apresentaram prejuízo de memória espacial, enquanto que o tratamento 

com donepezil reverteu este prejuízo (Figura 8B).  

A memória operacional dos animais foi avaliada por meio do 

teste de alternância espontânea realizado no labirinto em T. Os 

camundongos LDLr
-/-

 tratados com veículo apresentaram índices de 

alternâncias espontâneas similares ao valor teórico de 50%, o que 

caracteriza prejuízo de memória operacional. Já os camundongos 

C57BL/6 (independente do tratamento) e os camundongos LDLr
-/-

 

tratados com donepezil não apresentaram dano cognitivo neste teste 

comportamental, uma vez que seus índices de alternâncias espontâneas 

foram significativamente maiores que 50% (Figura 8C). O tratamento 

não causou diferenças no desempenho dos animais C57BL/6 do tipo 

selvagem em nenhum dos testes comportamentais realizados. 
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Figura 8. Efeitos do tratamento com donepezil sobre a memória de 

camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr
-/-

.  (A) teste de 

reconhecimento do objeto, (B) teste de realocação do objeto e (C) teste de 

alternância espontânea. Os valores estão expressos em média ± erro padrão da 

média (8 animais/grupo). O teste t foi utilizado para a análise dos dados, para 

determinar se o índice de reconhecimento, de localização e de alternância 

diferiam significativamente de um valor teórico de 50% (i.e., nível de chance). 

*p<0,05 versus 50%.  

 

5.3. EFEITO DO TRATAMENTO COM O DONEPEZIL NO PERFIL 

LIPÍDICO DOS ANIMAIS 
 

Os níveis de colesterol plasmático total e de triglicerídeos dos 

camundongos C57BL/6 e LDLr
-/-

 estão demonstrados na Figura 9. Os 

níveis de colesterol total dos camundongos LDLr
-/-

, independentemente 

do tratamento, foram significativamente maiores quando comparados 

com os camundongos C57BL/6 do tipo selvagem (Figura 9A). Por outro 

lado, os níveis de triglicerídeos nos camundongos C57BL/6 selvagens e 

LDLr
-/-

 não diferiram significativamente entre os grupos (Figura 9B). 
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Figura 9. Perfil lipídico dos camundongos C57BL/6 selvagens e LDLr

-/-
. (A) 

Colesterol total e (B) Triglicerídeos. Os valores estão expressos em média ± erro 

padrão da média (8 animais/grupo). Os resultados deste experimento foram 

analisados por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Duncan. *p<0,05 em 

comparação com os camundongos C57BL/6 tratados com veículo e &p<0,05 em 

comparação com os camundongos C57BL/6 tratados com donepezil.  

 

5.4. EFEITO DO TRATAMENTO COM O DONEPEZIL NA 

ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE NO CÉREBRO DOS 

CAMUNDONGOS 

 

 Levando em consideração que o fármaco utilizado neste 

experimento é um inibidor da AChE e, que previamente nosso grupo de 

pesquisa observou um aumento na atividade desta enzima no córtex pré-

frontal dos camundongos LDLr
-/-

 (MOREIRA et al., 2012), nós 

avaliamos a atividade da AChE no córtex pré-frontal e hipocampo dos 

camundongos. Não foram observadas diferenças significativas na 

atividade da AChE entre os grupos experimentais, tanto no córtex pré-

frontal (Figura 10A) quanto no hipocampo (Figura 10B).   

 

 
Figura 10. Determinação da atividade da acetilcolinesterase (AChE) em 

camundongos C57BL/6 selvagens e LDLr
-/-

.  (A) Córtex pré-frontal e (B) 

hipocampo. Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média (8 

animais/grupo).  
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5.5. EFEITO DO TRATAMENTO COM O DONEPEZIL NA 

ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES DO SISTEMA DA 

GLUTATIONA NO CÉREBRO DOS CAMUNDONGOS  

 

A GSH desempenha papel fundamental na proteção celular 

contra o estresse oxidativo, principalmente no SNC (DRINGEN e 

HIRRLINGER, 2003). Levando isso em consideração, nós investigamos 

a atividade da GPx e GR – enzimas vinculadas ao sistema da GSH – no 

córtex pré-frontal e hipocampo dos camundongos. De maneira geral, não 

houve diferença significativa nas atividades das enzimas pertencentes ao 

sistema da GSH nos diferentes grupos experimentais (Figura 11). 

Observamos somente um aumento na atividade da enzima GR no córtex 

pré-frontal dos camundongos LDLr
-/-

 tratados com veículo em 

comparação aos C57BL/6 do tipo selvagem também tratados com 

veículo (Figura 11B). Além disso, a atividade desta enzima também 

estava aumentada nos camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados 

com donepezil em comparação aos tratados com veículo (Figura 11B).  
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Figura 11. Determinação da atividade das enzimas vinculadas ao sistema 

antioxidante da glutationa (GSH), em camundongos C57BL/6 selvagens e 

LDLr
-/-

. (A) Atividade da glutationa peroxidase (GPx) em córtex pré-frontal, (B) 

atividade da glutationa redutase (GR) em córtex pré-frontal, (C) atividade da 

GPx em hipocampo e (D) atividade da GR em hipocampo. Os valores estão 

expressos em média ± erro padrão da média (8 animais/grupo). *p<0,05 em 

comparação com os camundongos C57BL/6 tratados com veículo 
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6. DISCUSSÃO 

 

A relação entre alterações nos níveis de colesterol plasmático e 

o aparecimento de declínio cognitivo vem despertando a atenção da 

comunidade científica nas últimas décadas (KIVIPELTO et al., 2002;  

SPARKS et al., 2005). Neste sentido, a HF surge como uma condição 

que propicia uma observação única sobre a associação entre a 

hipercolesterolemia e o desenvolvimento de prejuízos cognitivos, uma 

vez que os indivíduos com esta condição apresentam elevados níveis de 

colesterol no plasma desde o nascimento (BROWN e GOLDSTEIN, 

1974;1986). De grande importância, um estudo clínico demonstrou que 

indivíduos com HF de meia-idade apresentam uma maior incidência de 

CCL em comparação com indivíduos sem esta condição genética 

(ZAMBON et al., 2010).  

Neste contexto, os estudos pré-clínicos vêm demonstrando 

déficits cognitivos em camundongos LDLr
-/-

, modelo experimental de 

HF, de três, cinco e quatorze meses, utilizando diversos testes de 

memória operacional e espacial de referência, incluindo o labirinto 

aquático de Morris (MOREIRA et al., 2012;  MULDER et al., 2004), o 

labirinto aquático radial (THIRUMANGALAKUDI et al., 2008), o 

alternância espontânea (DE OLIVEIRA et al., 2014;  MULDER et al., 

2004) e o realocação do objeto (DE OLIVEIRA et al., 2011;  DE 

OLIVEIRA et al., 2014). No presente estudo, nós reforçamos estas 

observações ao demonstrar, também, prejuízos de memória de referência 

espacial e de trabalho em camundongos LDLr
-/-

 de três meses.  

A modulação do aprendizado e memória envolve a participação 

de vários neurotransmissores, incluindo a acetilcolina, a qual 

desempenha um papel importante na cognição. A perda da função 

colinérgica contribui para o dano de aprendizado e déficit cognitivo 

associado à demência (LIU et al., 2007). De forma interessante, nosso 

grupo de pesquisa anteriormente demonstrou que a atividade da enzima 

AChE – a qual reduz a transmissão colinérgica pela degradação da 

acetilcolina – estava aumentada no córte pré-frontal de camundongos 

LDLr
-/-

 (MOREIRA et al., 2012). Além disso, foi demonstrado que a 

ativação desta enzima parece ser um evento primário associado aos 

prejuízos cognitivos induzidos pela hipercolesterolemia em 

camundongos Swiss (MOREIRA et al., 2014). Estes dados foram 

confirmados por meio de ensaios in vitro, nos quais observou-se que a 

LDL é citotóxica e aumenta a atividade da AChE em cultura celular de 

neuroblastoma humano (MOREIRA et al., 2014;  YAMCHUEN, 

AIMJONGJUN e LIMPEANCHOB, 2014).  



56 

 

Importante destacar que as lipoproteínas plasmáticas não 

atravessam a BHE. Portanto, não está claro, ainda, como o colesterol 

plasmático poderia afetar as funções cerebrais (DIETSCHY, 2009). 

Entretanto, Sparks e colaboradores (2000) demonstraram que a 

hipercolesterolemia afeta a integridade da BHE e desencadeia o aumento 

no extravasamento de IgG em coelhos alimentados com uma dieta rica 

em colesterol (SPARKS et al., 2000). Além disso, nós demonstramos 

anteriormente que os camundongos LDLr
-/-

, quando comparados aos 

camundongos C57BL/6, exibem uma maior permeabilidade da BHE 

(DE OLIVEIRA et al., 2014). Em situações de disfunção da BHE, a 

LDL plasmática também pode ser encontrada no SNC. Recentemente, 

Löffler e colaboradores (2013) observaram em camundongos 

hipercolesterolêmicos apoB-APP (camundongos transgênicos para 

doença de Alzheimer hipercolesterolêmicos), um acúmulo de apoB100 

em vasos cerebrais (LOFFLER et al., 2013). Assim, a LDL plasmática 

poderia atravessar a BHE e desencadear um efeito direto no sistema 

colinérgico neste modelo experimental de HF.  

Neste sentido, nós hipotetizamos o envolvimento do sistema 

colinérgico na relação existente entre a HF e o desenvolvimento de 

déficits cognitivos. Para testar experimentalmente esta hipótese, 

submetemos os camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr
-/-

 ao 

tratamento subcrônico com donepezil. Levando em consideração que o 

tratamento com inibidores da AChE melhora a cognição de pacientes 

com demência, mais especificadamente com doença de Alzheimer 

(YANG et al., 2013), bem como melhora a memória e aprendizado de 

camundongos em diversos testes comportamentais (MURAI et al., 2007;  

VAN DAM et al., 2005), os efeitos da administração subcrônica de 

donepezil, foram avaliados em camundongos C57BL/6 do tipo selvagem 

e LDLr
-/- 

de três meses nos testes de reconhecimento e realocação do 

objeto, bem como no teste de alternância espontânea. De modo notório, 

o tratamento com donepezil reverteu os prejuízos cognitivos dos 

camundongos LDLr
-/-

 em todos os paradigmas comportamentais 

realizados neste trabalho. Estes dados contribuem para a elucidação dos 

possíveis mecanismos envolvidos no desenvolvimento dos prejuízos 

cognitivos em pacientes com HF.  

Utilizando o teste de campo aberto, bem como outros testes, em 

2008, Elder e colaboradores observaram um aumento na atividade 

locomotora dos camundongos LDLr
-/-

 (ELDER et al., 2008). Da mesma 

forma, nós também observamos esta hipercolocomoção, a qual foi 

amenizada após o tratamento subcrônico com donepezil. Podemos 

especular, que exista uma participação da disfunção colinérgica neste 
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perfil de atividade locomotora nestes animais modelo de HF e, que 

quando estes são tratados com o donepezil, a disfunção torna-se 

atenuada, levando a uma locomoção e atividade exploratória similar a 

dos animais C57BL/6 do tipo selvagem. Além disso, Moreira e 

colaboradores (2013) demonstraram que os camundongos LDLr
-/-

,
 

quando são submetidos a um protocolo experimental de exercício fisico, 

apresentam um número de cruzamentos totais, no campo aberto, 

significativamente menor que os LDLr
-/- 

sedentários (MOREIRA et al., 

2013). É importante destacar que os exercícios físicos melhoram a 

cognição através do aumento da plasticidade sináptica (AGUIAR et al., 

2011). Neste sentido, é possível que o donepezil esteja também atuando 

sobre mecanismos similares aos conhecidamente modificados pelo 

exercício físico – os quais incluem o aumento na neurogênese e na 

sobrevivência neuronal no hipocampo (VAN PRAAG et al., 2005).  

Mulder e colaboradores (2004) demonstraram que os déficits de 

memória operacional e espacial nos camundongos LDLr
-/- 

estão 

associados à diminuição na proliferação celular e densidade sináptica no 

hipocampo, devido à diminuição na captação do colesterol celular em 

decorrência da falta do receptor de LDL (MULDER et al., 2004;  

MULDER et al., 2007). De fato, Zambon e colaboradores (2010), em 

seu estudo clínico, também destacaram que além da hipercolesterolemia, 

havia o envolvimento da disfunção do receptor de LDL no 

desenvolvimento de prejuízos cognitivos nos indivíduos com HF 

(ZAMBON et al., 2010). 

Estudos experimentais reforçam a inibição da AChE pelo 

donepezil (KOSASA et al., 2000). Kosasa e colaboradores (2000) 

demonstraram, em ratos, que a dose de donepezil (via oral) para gerar o 

efeito mínimo de inibição de AChE cerebral é 0,63 mg/kg, enquanto que 

a dose estimada para inibir 50% da AChE cerebral é 2,6 mg/kg 

(KOSASA et al., 2000;  SUGIMOTO et al., 2002).  No entanto, neste 

estudo nós não conseguimos observar uma diminuição da atividade da 

AChE no córtex pré-frontal e hipocampo dos animais tratados com 

donepezil. Além disso, em contraste com a literatura (MOREIRA et al., 

2012), não observamos o aumento na atividade desta enzima nos 

camundongos LDLr
-/- 

em nenhuma das estruturas estudadas.  

É importante destacar que demonstramos, em nosso protocolo 

experimental in vitro, que a preparação do donepezil utilizada foi capaz 

de inibir a atividade da AChE, com um IC50 de 0,14 nM em 

homogenatos cerebrais de camundongos selvagens. Esta IC50 encontrada 

foi menor que a descrita anteriormente, i.e., com uma maior potência 

biológica (KOSASA et al., 2000;  SUGIMOTO et al., 2002). Portanto, a 
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não observação da inibição causada pelo donepezil no experimento in 

vivo pode ser em virtude da farmacocinética do fármaco, sendo 

necessária a realização da medida em um tempo menor após a 

administração do que realizamos neste protocolo experimental.  

Além dos efeitos na cognição e memória, alguns estudos vêm 

demonstrando o envolvimento do donepezil na modulação de sistemas 

antioxidantes (SAXENA et al., 2008;  UMUKORO et al., 2014). Por 

outro lado, está bem documentado um desbalanço oxidativo como 

característica da demência (GHOSH, LEVAULT e BREWER, 2014;  

LYRAS et al., 1997;  VALKO et al., 2007). Neste sentido, o sistema 

antioxidante vinculado à GSH desempenha um papel importante na 

manutenção da homeostase celular (GHOSH, LEVAULT E BREWER, 

2014). Saxena e colaboradores (2008) demonstraram que, em um 

modelo experimental de doença de Alzheimer, os níveis de GSH 

cerebrais encontram-se diminuídos, e que quando estes animais são 

tratados com donepezil os níveis de GSH voltam aos valores do controle. 

Além disso, foi demonstrado por de Oliveira e colaboradores (2011) que 

os camundongos LDLr
-/-

, tratados com uma dieta rica em colesterol, 

apresentam uma diminuição significativa nos níveis de GSH, bem como 

um desbalanço entre as atividades das enzimas GPx e GR no córtex 

cerebral destes animais. Enquanto nos animais LDLr
-/-

 tratados com uma 

dieta padrão, a única alteração no sistema antioxidante vinculado à GSH 

observada foi o aumento na atividade da GR no córtex cerebral (DE 

OLIVEIRA et al., 2011).  

No presente trabalho, a atividade das enzimas GPx e GR 

também foram determinadas. Não houve diferença significativa em 

relação à atividade de ambas as enzimas no hipocampo dos animais, bem 

como em relação à atividade da GPx no córtex pré-frontal destes 

camundongos. Corroborando os dados do estudo anterior (DE 

OLIVEIRA et al., 2011), a atividade da GR encontra-se aumentada no 

córtex pré-frontal dos camundongos LDLr
-/-

 em comparação com os 

camundongos C57BL/6 do tipo selvagem. Todavia, o tratamento com 

donepezil não modificou significativamente a atividade das enzimas 

antioxidantes nos animais LDLr
-/-

, não havendo participação da 

modulação do sistema antioxidante nos efeitos deste tratamento na 

função cognitiva. 

Neste trabalho de conclusão de curso observamos 

experimentalmente que a HF está associada ao desenvolvimento de 

déficits cognitivos, os quais são revertidos pelo tratamento com o 

donepezil, um inibidor da enzima AChE. Com estes dados, 

corroboramos a hipótese do envolvimento do sistema colinérgico na 
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relação entre HF e os déficits cognitivos. No entanto, os mecanismos 

pelos quais este composto interferiu no sistema colinérgico e 

consequentemente na cognição ainda precisam ser melhor elucidados e 

mais experimentos são necessários. 
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7. CONCLUSÕES PONTUAIS 

 

 O donepezil inibe a atividade da enzima AChE, em uma curva 

dependente da concentração, em homogenatos cerebrais de 

camundongos C57BL/6 do tipo selvagem, com um IC50 de 0,14 

nM; 

 Os déficits de memória e hiperlocomoção observados nos 

camundongos LDLr
-/-

 de três meses de idade são revertidos, 

notoriamente, após o tratamento subcrônico com o donepezil; 

 A melhora na cognição dos camundongos LDLr
-/-

 não foi 

associada a uma inibição da AChE nas estruturas cerebrais pelo 

donepezil; 

 A atividade das enzimas vinculadas ao sistema antioxidante da 

GSH, GPx e GR, de maneira geral, não foram alteradas pelo 

tratamento com o donepezil e hipercolesterolemia;  

 

Neste trabalho demonstramos o envolvimento do sistema colinérgico 

na relação existente entre hipercolesterolemia familiar e déficits 

cognitivos, embora ainda sem elucidar os mecanismos específicos. 
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