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RESUMO

A hipercolesterolemia familiar (HF) € uma condicdo hereditéria do tipo
autossomica codominante caracterizada, principalmente, por uma
disfuncdo total ou parcial no receptor da lipoproteina de baixa densidade
(LDLY), levando ao aumento nos niveis de colesterol plasmatico. Além
da forte associacdo entre a HF e o desenvolvimento prematuro de
doencas cardiovasculares ateroscleréticas, estudos clinicos e pré-clinicos
apontam a hipercolesterolemia familiar como um importante fator de
risco para o desenvolvimento de prejuizos cognitivos. Nesse sentido, 0s
inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) representam a classe de
farmacos mais extensamente utilizada no tratamento da principal
deméncia descrita, a doenca de Alzheimer. Dessa forma, neste trabalho
investigamos o envolvimento do sistema colinérgico na relagdo entre HF
e déficits cognitivos, utilizando camundongos nocautes para o receptor
de LDL (LDLr") de trés 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, realocacdo do objeto e
alternancia espontanea — para avaliar memoria espacial de referéncia e
meméria de trabalho respectivamente. Em seguida, foram avaliadas no
cortex 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 notério,
observamos que o tratamento subcrénico com o donepezil reverte os
déficits cognitivos em camundongos LDLr”", em todos os paradigmas
comportamentais avaliados. Entretanto, ndo observamos uma inibicédo
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
ndo 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
ICs 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 alteragdes do sistema
colinérgico estdo envolvidas no desenvolvimento de prejuizos de
memoria induzidos pela hipercolesterolemia. Todavia, 0s 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 (ICsy 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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INTRODUCAO

O colesterol é uma molécula essencial para o funcionamento de
todas as células animais. Isolado pela primeira vez em 1784, o colesterol
€ um componente estrutural imprescindivel das membranas celulares,
além de ser precursor de hormonios esteroides e participar em processos
de sinalizacdo e proliferacdo celular (GOEDEKE e FERNANDEZ-
HERNANDO, 2012; NELSON E COX, 2011). Todavia, apesar de sua
importancia, quando em niveis inadequados na circulagdo sanguinea,
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 sanguinea devido sua lipofilicidade. Estes transportadores sdo
macromoléculas denominadas lipoproteinas. Dentre estas, a lipoproteina
de baixa densidade (LDL) é o principal carreador de colesterol no
sangue. Portanto, a homeostase do colesterol plasmatico é
principalmente regulada pelo receptor de LDL, uma vez que este
receptor medeia a remocdo e o catabolismo de particulas de LDL
circulantes (VANCE E VANCE, 2008; NELSON E COX, 2011).

A LDL contém uma copia Unica de apolipoproteina B100
(apoB100) e carrega cerca de 70% do colesterol plasmatico (BURNETT
e HOOPER, 2008). Resumidamente, a apoB100 esta presente na
superficie da lipoproteina plasmatica e liga-se ao receptor, o qual esta na
superficie celular. Apds a ligacdo, este complexo receptor-LDL passa
por endocitose para entrar na célula. A LDL é dissociada do complexo,
gracas ao pH &cido, e o receptor pode retornar & superficie da célula.
Nesta fase, a LDL chega ao lisossomo, tendo seus componentes
proteicos hidrolisados, gerando entdo aminoacidos, ésteres de colesterol
e colesterol livre (Figura 1). A sintese de membranas plasmaticas, acidos
biliares e horménios esteroides acontecem com a participagdo do
colesterol ndo esterificado resultante da hidrolise de LDL (JEON e
BLACKLOW, 2005).
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Figura 1. Diagrama representativo da via endocitica mediada pelo receptor da

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

O metabolismo do colesterol periférico vem sendo estudado ha
décadas, enquanto que o papel do colesterol no sistema nervoso central
(SNC) apenas virou alvo dos pesquisadores nos Uultimos anos
(MULDER, 2009; PFRIEGER, 2003a;2003b;2003c; PFRIEGER e
UNGERER, 2011). O colesterol cerebral é sintetizado localmente, uma
vez que as liproteinas plasmaticas sdo incapazes de atravessar a barreira
hemato-encefélica (BHE) (DIETSCHY, 2009). A maior parte do
colesterol cerebral no adulto estd na mielina, portanto a sintese de
colesterol neste sistema ocorre mais intensamente na fase de
mielinizac8o. A sintese continua ap6s a mielinizagdo, em niveis baixos,
e ocorre principalmente nos astrocitos (BOYLES et al., 1985). Por sua
vez, 0s neurdnios captam o colesterol, que esta associado a apoliproteina
E (apoE) e fosfolipideos, por meio de endocitose com a contribuicéo dos
receptores membros da familia de receptores da LDL — entre eles, o
receptor de LDL (LAGACE, 2014).



23

O receptor de LDL ¢é o protétipo de uma familia de receptores,
0s quais sdo glicoproteinas transmembranares que ligam e internalizam
diferentes tipos de ligantes extracelulares para a degradacdo em
lisossomos. Também fazem parte desta familia, o receptor da
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), a proteina 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 lipoproteinas plasmaticas.
Estes estudos renderam a estes pesquisadores americanos o Prémio
Nobel de Fisiologia ou Medicina de 1985 (GOLDSTEIN E BROW,
2009).

1.1. HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

Aproximadamente 20 milhdes de pessoas no mundo inteiro séo
portadoras da hipercolesterolemia familiar (HF) (WATTS et al., 2014),
uma condicdo herdada geneticamente de forma autossémica
codominante, isto é, os individuos heterozigotos também possuem
manifestacdes clinicas, embora néo tdo graves quanto as dos individuos
homozigotos (PEREIRA et al., 2012). A forma mais comum de HF
ocorre devido mutagBes no gene que codifica o receptor de LDL. Os
individuos com hipercolesterolemia familiar apresentam uma diminuicéo
na funcdo do receptor de LDL (Figura 2), causando insuficiente
endocitose e remogdo da LDL plasmética. Além disso, o figado é
estimulado a produzir mais colesterol. Juntos, estes fatores resultam em
elevadas concentracbes 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 (acimulo de colesterol subcutaneo na
regido dos tenddes) e a doenga arterial coronariana (DAC) prematura séo
algumas das manifestacdes clinicas desta condicdo genética
(BOUHAIRIE e GOLDBERG, 2015). E importante destacar que as
chances de individuos com HF na sua forma heterozigética
desenvolverem DAC é cerca de onze vezes maior quando comparados
com individuos sem HF (MABUCHI et al., 1989; NAIR, SHARIFI e
AL-RASADI, 2014). Sem tratamento, 75% dos homens com HF
desenvolverdo 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. Apés os 70
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anos de idade, estima-se que 100% dos pacientes com esta condi¢do
genética terdo DAC (JANSEN et al., 2002). Além disto, cerca de 200
mil pessoas em todo 0 mundo morrem a cada ano de infartos precoces
do miocardio causados pela HF. Neste contexto, diversos estudos
demonstram que a DAC é a principal causa de mortes entre 0s pacientes
com HF (CIVEIRA, 2004).

RECEPTOR DE LDL

Normal HF: Heterozigoto HF: Homozigoto
o % &
Receptor ’E‘ g 5 g.@ﬁ g; @%‘@
NN
‘ @{ )@ s
P A =
@ N > % \E % gm i
LI P58 | e E
Niveis plasmaticos de LDL A 2-3vezes 4 8-10 vezes
Frequéncia populacional 1em 500 1em10°
Idade de infarto agudo do 35-65 anos 515 anos
miocardio

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 incidéncia dos eventos relacionados aos niveis plasmaticos
elevados de LDL (AHN e CHOI, 2015). Com o avango no tratamento da
HF, o aumento na expectativa de vida das pessoas com esta condicdo é
notavel e alguns aspectos que ndo eram observados anteriormente,
devido a alta mortalidade por doencas cardiovasculares, agora podem ser
visualizados. Em 2010, um grupo de pesquisa espanhol demonstrou —
através de um estudo clinico — que ha uma proporcéo significativamente
maior de individuos com HF que apresentam comprometimento
cognitivo leve (CCL) em comparacdo com individuos sem HF
(ZAMBON et al., 2010). Nesta mesma linha de evidéncia, 0 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 caracteristicas
indicativas de CCL (MOREIRA et al., 2012; RAMIREZ et al., 2011). O
CCL é caracterizado por perda de memoria, atengéo e funcgBes cognitivas
maior do que aquela esperada em relacdo a idade e ao nivel escolar.
Dessa forma, é considerado como uma fase intermediaria antes do
desenvolvimento de deméncia, ainda sem interferir significativamente
nas atividades diarias do individuo (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 padrdo, apresentam
concentracBes plasmaticas de colesterol duas a quatro vezes maiores que
os camundongos selvagens (ISHIBASHI et al., 1993; ZADELAAR et
al., 2007). Quando estes animais sdo alimentados com dieta rica em
colesterol tornam-se severamente hipercolesterolémicos, com o
desenvolvimento de intensa aterosclerose aortica e xantomas
subcutaneos (ISHIBASHI et al., 1993).

1.3. HIPERCOLESTEROLEMIA E DEFICITS COGNITIVOS

Concomitantemente com o incremento na expectativa de vida,
vem aumentando o nUmero de pessoas acometidas por doengas
relacionadas a idade, dentre elas esta a deméncia (QUERFURTH e
LAFERLA, 2010). A doenca de Alzheimer é a principal e a mais
estudada forma de deméncia (BARTUS et al., 1982). A grande maioria
dos casos de doenga de Alzheimer, bem como das demais formas de
deméncia, sdo de etiologia desconhecida, resultantes da interacdo de
fatores de risco genéticos e ambientais durante toda a vida, entre estes
estdo hipertensao arterial, hipercolesterolemia, diabetes mellitus, fatores
genéticos e tabagismo (QUERFURTH e LAFERLA, 2010).

A doenca de Alzheimer, bem como a deméncia em geral, esta
primariamente associada a um substancial declinio no ndmero de
neurdnios colinérgicos que se projetam, principalmente, do prosencéfalo
basal para areas corticais e formacdo hipocampal (GALLAGHER e
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COLOMBO, 1995; MUFSON et al., 2003; SCHLIEBS e ARENDT,
2011; TIRABOSCHI et al., 2002). Esta diminuicdo de células
colinérgicas estid diretamente correlacionada com a evolucdo clinica
destas neuropatologias, a qual é caracterizada por progressiva e
incapacitante perda de memoria e da capacidade de aprender, bem como
prejuizo cognitivo severo (MCKHANN et al., 1984; VAN BEEK e
CLAASSEN, 2011).

Evidéncias epidemiolégicas e neuroquimicas suportam a
associacdo entre alteragbes no metabolismo do colesterol e o
aparecimento de prejuizos cognitivos (PANZA et al., 2006). Todavia, ha
controvérsias quanto aos mecanismos especificos por tras da relacdo
entre 0 metabolismo de colesterol e a deméncia (PANZA et al., 2006).
Os estudos epidemioldgicos na sua maioria demonstram uma associacdo
entre niveis elevados de colesterol plasmatico na meia idade e uma
maior suscetibilidade a doenca de Alzheimer esporadica em idades mais
avangadas (KIVIPELTO et al., 2002; NOTKOLA et al., 1998; TAN et
al., 2003). Por outro lado, ndo hd uma correlagéo significante quando s&o
avaliados os niveis de colesterol em pacientes idosos (BECKETT,
NUNES e BULPITT, 2000).

Os estudos relacionando o desenvolvimento de declinio
cognitivo com a hipercolesterolemia iniciaram nos anos 90,
demonstrando que grande parte dos individuos que haviam falecido em
decorréncia de complicagdes aterosclerdticas também apresentavam
caracteristicas de doenca de Alzheimer em seus cérebros (SPARKS et
al., 1990; SPARKS et al., 1993). Em seguida, outro estudo demonstrou
qgue quando individuos recebem tratamento para doengas
cardiovasculares como terapias que reduzem os niveis de colesterol,
apresentam uma menor prevaléncia da doenca de Alzheimer e uma
diminuicdo da deterioracdo cognitiva (SPARKS et al., 2005).

Inimeras evidéncias experimentais corroboram estes dados
epidemiolégicos e clinicos reforcando o impacto dos niveis aumentados
de colesterol plasmatico sobre a fungéo 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 prejuizos de
memoria e aprendizado em um modelo de camundongos
hipercolesterolémicos, 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 prejuizos de memoria em
diferentes testes comportamentais. Além disso, os autores demonstraram
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que camundongos LDLr” adultos apresentam diminuicio na
proliferacdo celular e densidade sinaptica hipocampal (MULDER et al.,
2004; MULDER et al., 2007).

Nosso grupo de pesquisa também demonstrou prejuizo de
meméria e aprendizado em camundongos LDLr-/- de trés meses de
idade, o que foi associado a uma situacdo de estresse oxidativo e
disfungdo 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
esta relacionado a uma intensificacdo dos prejuizos cognitivos nos
camundongos LDLr”", que aos quatorze meses apresentaram prejuizos
cognitivos em todos os testes realizados (testes de memoria operacional,
de referéncia espacial e procedural) (MOREIRA, et al., 2012). Estes
prejuizos cognitivos nos camundongos LDLr" de “meia-idade” foram
associados com desbalango antioxidante, dano oxidativo e aumento na
atividade da AChE em regides cerebrais associadas com os processos de
aprendizado e memoria, particularmente no cortex pré-frontal
(MOREIRA et al., 2012). De maneira interessante, nds também
demonstramos que os camundongos LDLr”" sio mais susceptiveis a
neurotoxicidade induzida pela injecéo intracerebroventricular (i.c.v.) de
peptideo B-amiloide (AP) (ferramenta experimental para o estudo da
doenca de Alzheimer). Em comparacdo com os camundongos C57BL/6
do tipo selvagem, os camundongos hipercolesterolémicos apresentam
maior ativacdo glial, dano de membrana celular, permeabilidade da
BHE, desbalango oxidativo e aumento na atividade da AChE no
hipocampo apds a administracao do AB1-40 (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 prejuizos cognitivos induzidos pela
hipercolesterolemia em camundongos Swiss (MOREIRA, et al., 2014).
Nessa mesma linha de evidéncia, observaram-se prejuizos de memoria
em ratos tratados com uma dieta rica em colesterol, os quais foram
associados com disfuncdo colinérgica caracterizada por reducdo no
nimero de neurbnios colinérgicos no nicleo basal de Meynert e
diminuicdo dos niveis de acetilcolina no cortex cerebral (ULLRICH et
al., 2010). Portanto, o sistema colinérgico parece ser particularmente
sensivel a neurotoxicidade induzida pela hipercolesterolemia.
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1.4. INIBIDORES DE ACETILCOLINESTERASE

A enzima AChE esta localizada nas sinapses colinérgicas e €
responsavel por regular esta neurotransmissdo através da hidrdlise da
acetilcolina em colina e acetato (CHEUNG et al., 2014; QUINN, 1987).
A AChE encontra-se ligada a membrana plasmatica do neurdnio pos-
sindptico, mas projeta-se pela sinapse. Esta enzima atua quando a
acetilcolina é liberada do neurbnio pré-sinaptico em resposta a um
potencial de acdo. A acetilcolina passa pela fenda sinaptica e se liga ao
receptor (nicotinico ou muscarinico) do neurdnio pds-sindptico. Apos
uma série de eventos, os quais resultam na ativacdo de um potencial de
acdo no neurdnio poés-sinaptico, a AChE rapidamente acaba com a
ligagdo acetilcolina-receptor pela hidrolise deste neurotransmissor
(Figura 3) (QUINN, 1987). A AChE encontra-se predominantemente no
cérebro, musculo estriado e eritrdcitos (DOOLEY e LAMB, 2000;
SUGIMOTO et al., 2002).
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Figura 3. Neurotransmisséo colinérgica (adaptado de CNSforum®©). A AChE,
presente na membrana pos-sinaptica, degrada a acetilcolina liberada pelo
neurdnio pré-sinaptico.

A hipotese colinérgica da doenca de Alzheimer surgiu na
tentativa, principalmente, do desenvolvimento de possiveis tratamentos
(BARTUS et al., 1982). A abordagem que até hoje corresponde a
principal forma de tratamento para os individuos com a doenca de
Alzheimer, conta com a utilizacdo de inibidores da enzima AChE. Na
Tabela 1 estdo listados os principais inibidores de AChE. Como pode ser
observado, o primeiro inibidor - denominado tacrina — foi
comercializado a partir de 1993, mas ja ndo é tdo utilizado atualmente
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por causar varios efeitos colaterais, incluindo hepatotoxicidade
(MINARINI et al., 2013).

Tabela I. Caracteristicas gerais dos inibidores das colinesterases (adaptado de
Forlenza, 2005).

Tacrina Donepezil Rivastigmina  Galantamina

Disponivel no 1993 1997 1998 2000

ano

Classe quimica Acridina Piperidina Carbamato Alcaléide
fenantreno

Seletividade Néo Sim Sim Sim

cerebral

Tipo de Reversivel  Reversivel Pseudo- Reversivel

inibicdo da irreversivel

colinesterase

Enzimas AChE e AChE AChE e AChE

Inibidas BuChE* BuChE*

*A butirilcolinesterase (BUChE) é uma enzima também capaz de degradar a
acetilcolina. Entretanto, ela ndo é prevalente no sistema nervoso central (SNC),
sendo encontrada principalmente no musculo cardiaco e liso. No SNC a BuChE
esta localizada extrasinapticamente (DOOLEY e LAMB, 2000; SUGIMOTO et
al., 2002).

O donepezil (cloridrato de donepezila) ficou disponivel a partir de
1997. Desde sua aprovacdo, outros dois inibidores da AChE, a
rivastigmina e a galantamina, em 1998 e 2000 respectivamente, também
comegaram a ser utilizados no tratamento da doenca de Alzheimer
(JACKSON, HAM e WILKINSON, 2004). Embora existam inimeras
publicagbes criticando a utilizagdo dos inibidores da AChE, alegando
baixa eficacia (EMRE, 2002; GAUTHIER et al., 2003), diversos
ensaios clinicos vém demonstrando beneficios para os pacientes com a
doenca Alzheimer. Dentre os efeitos benéficos estdo a reducdo os
sintomas comportamentais e cognitivos em longo prazo e 0 aumento da
qualidade de vida (SHIMIZU et al., 2015; SUGIMOTO et al., 2002).
Estudos clinicos 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

Aricept®, é uma molécula do tipo piperidina, contendo uma indanona e
uma N-benzilpiperidina. Ele possui uma a¢do mais prolongada e seletiva
para a AChE, quando comparado com outros inibidores (DOOLEY e
LAMB, 2000). A inibicdo do donepezil é principalmente néo-
competitiva e reversivel (SUGIMOTO et al., 2002).

HyCO
H,CO g I

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

N

Como demonstrado na Tabela I, indmeros estudos
experimentais vém apontando a eficacia do tratamento com o donepezil
em paradigmas comportamentais de meméria e aprendizado em
roedores. Em um estudo pré-clinico, Saxena e colaboradores (2008)
demonstraram que camundongos tratados com estreptozotocina injetada
intracerebralmente (i.c.) — uma abordagem experimental para o estudo
de deméncia — apresentam dano cognitivo, bem como niveis diminuidos
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 disfuncdo colinérgica
induzidos pela exposicdo a estreptozotocina (SAXENA et al., 2008).
Estes resultados apontam o donepezil também como um possivel
modulador de vias antioxidantes celulares, demonstrando que existem
outros mecanismos pelos quais esta molécula pode atuar ao nivel
cerebral.
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Tabela Il. Evidéncias pré-clinicas demonstrando a eficacia do donepezil em
reverter déficits cognitivos.

Animais Testes Dose Dias Autores/Ano
(mg/kg)

Camundongos Alternancia 05el Pré- Meunier et
Swiss, injetados espontanea e (i.p.) tratamento al. 2006
com A5 (via | Esquiva passiva (1 dia);

i.c.v.) Tratamento
pos AP (6
dias)

Camundongos Alternancia 0,1 3 dias Tsunekawa

ICR, injetados espontanea e (s.c.) et al. 2008
com Af,s.ss5 (Via Medo

i.c.v) condicionado

Camundongos Esquiva passiva | 5 (oral) 1dia Agrawal et
Swiss injetados al. 2008

com

escopolamina

(viai.p.)
Camundongos Esquiva passiva | 5 (oral) 21 dias Saxena et al.
Swiss injetados e Labirinto 2008
com aquatico de
estreptozotocina Morris
(viai.c.)
Camundongos Sociabilidadee | 1(s.c.) 1dia Riedel et al.
C57BL/6J memoria social 2009
injetados com
escopolamina
(viai.p.)
Camundongos Labirinto 1(s.c) 14 dias Easton et al.
APP/PS1 aquético de 2013
Morris
Camundongos | Reconhecimento | 2 (oral) | 4 semanas Guo et al.
APP/PS1 do objeto e 2015
Labirinto
aquatico de
Morris

Via i.c.v. = via intracerebroventricular; via i.p. = via intraperitoneal; via i.c. =
via intracerebral; via s.c. = via subcutaneo. Camundongos ICR sé&o da linhagem
de camundongos albinos e a sigla é em referéncia ao Institute of Cancer
Research nos EUA. Camundongos APP/PS1 sdo duplo transgénico que
expressam a proteina precursora amiloide (APP) e a presenilina 1 (PS1) humana

mutada, sendo utilizados como modelo de doenca de Alzheimer.
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Neste contexto, nos acreditamos que o tratamento com o
donepezil poderia funcionar como uma interessante ferramenta
farmacol6gica na determinacdo de uma possivel conexdo entre a
disfuncdo do sistema colinérgico e o desenvolvimento de déficit
cognitivo induzido pela HF.
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2. JUSTIFICATIVA

A HF, caracterizada pela exposicdo desde o nascimento a niveis
elevados de colesterol plasmatico, possui grande importancia
epidemiolégica, principalmente devido a elevada morbidade e
mortalidade decorrentes de doencgas cardiovasculares. Além disso,
recentemente esta doenca vem sendo associada ao aumento na
incidéncia de prejuizos cognitivos. A HF é a doenca monogénica mais
comum. Na sua forma heterozig6tica, aparece com frequéncia
populacional de 1:200 a 1:500 individuos e, mais raramente, na sua
forma homozigética com uma frequéncia de 1:300.000 a 1:1.000.000
individuos (JANNES et al.,, 2015). De fato, hd décadas estudos
epidemiolégicos, clinicos e experimentais vém associando a
hipercolesterolemia a doenca de Alzheimer e a deméncia em geral.
Dessa forma, torna-se importante o estudo dos mecanismos que
associam as alteracbes do metabolismo do colesterol e o
desenvolvimento de prejuizos cognitivos.

Com o aumento da expectativa de vida e 0 consequente aumento
do nimero de pessoas com mais de 65 anos, os problemas relacionados a
meméria e cogni¢do vém atraindo a atencdo de diversos pesquisadores.
A patologia mais comumente relacionada aos déficits cognitivos é a
doenca de Alzheimer, a qual ainda ndo possui um tratamento efetivo.
Todavia, a hip6tese colinérgica da doenca de Alzheimer é uma das
Unicas que direcionou a terapia desta doenca, ainda que de forma
paliativa. Aproximadamente 36 milhdes de pessoas em todo o mundo
manifestam a doenca de Alzheimer, e em decorréncia do aumento na
expectativa de vida, é esperado que a prevaléncia global aumente para
115 milhdes de pessoas em 2050 (QUERFURTH e LAFERLA, 2010;
WISNIEWSKI e GONI, 2014).

Até o presente momento é possivel ressaltar dois mecanismos que
parecem correlacionar a hipercolesterolemia e o desenvolvimento de
déficits de meméria: i) o estresse oxidativo e ii) as alteracGes 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
farmaco para o tratamento do comprometimento cognitivo leve
observado em individuos com hipercolesterolemia familiar.



36



37

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento com o donepezil sobre os
prejuizos de meméria observados em camundongos LDLr™.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Determinar se hd uma curva concentracdo-dependente inibitoria
de atividade da AChE, nas diferentes concentracdes de donepezil, em
homogenatos de cérebros de camundongos C57BL/6;

« Verificar se os déficits de memoria e aprendizagem, observados
nos camundongos LDLr", sdo revertidos pelo tratamento com o
donepezil;

» Avaliar o efeito do tratamento subcronico de camundongos
LDLr" com donepezil sobre a atividade da AChE cerebral;

 Avaliar o efeito do tratamento subcronico 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 METODOS
4.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos C57BL/6 selvagens e nocautes
para o receptor de LDL (LDLr") machos com trés meses de idade. Estes
camundongos foram alojados em caixas plasticas no Biotério de
Experimentagdo Animal BIO054, mantidos em temperatura ambiente
controlada (21 + 2°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas. Os animais
receberam racdo para roedores e &agua ad libitum. Todos o0s
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas
previstas pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFSC
(CEUA/UFSC, Protocolo PP00948).

4.2. CLORIDRATO DE DONEPEZILA

O cloridrato de donepezila (Ranbaxy Farmacéutica 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 diluido em
salina (NaCl 0,9%). A solugdo foi entdo filtrada para remocdo 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 agdo inibitoria do donepezil sobre a atividade da
AChE em homogenatos de cérebro total de camundongos C57BL/6 do
tipo selvagem machos adultos incubados com diferentes concentracdes
de donepezil: 0,01nM; 0,1nM; 1nM e 10nM. Ao todo, dois experimentos
independentes foram realizados, utilizando um nimero 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 cognicdo dos camundongos LDLr"", bem como a relagéo
destes efeitos com a atividade da AChE e pardmetros 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 solugdo veiculo (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 trés
dias), ii) reconhecimento do objeto, iii) realocacdo do objeto e iv)
alternancia espontanea. Apos a realizacdo dos testes comportamentais,
no 21° dia, os animais foram anestesiados (xilazina 10mg/kg e
guetamina 100 mg/kg, via i.p.) e o sangue foi coletado por puncdo
cardiaca para a determinacdo dos niveis plasmaticos de colesterol total e
de triglicerideos. Entdo, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical para posterior dissecacdo do cortex pré-frontal e
do hipocampo. A determinacdo 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 solugdo veiculo (salina)
via i.p.; a mesma divisio foi realizada com os camundongos LDLr.
Totalizando 21 dias de tratamento diario. Grupos independentes de animais
foram submetidos a diferentes testes comportamentais (campo aberto,
reconhecimento do objeto, realocacdo do objeto e alternancia espontanea) do 15°
ao 20° dia, sendo entdo sacrificados no 21° dia para posteriores analises
bioguimicas (perfil lipidico, 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
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um aparelho feito de acrilico 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, comeca quando se posiciona o animal no centro do
campo aberto. O nimero total de cruzamentos — isto &, todas as vezes
gue o animal passava de um quadrante para 0 outro com as quatro patas
— foi registrado por 5 minutos. Este teste foi realizado em trés dias
consecutivos.

4.4.2. Teste do reconhecimento do objeto

Com o intuito de avaliar um tipo de memdria dependente do
hipocampo, realizou-se o teste de reconhecimento do objeto (AINGE et
al., 2006). Durantes os trés dias anteriores ao inicio deste teste, 0s
animais foram habituados ao campo aberto (5 minutos/dia). Na primeira
fase, chamada de sessdo treino, os animais foram familiarizados com
dois objetos idénticos, durante 5 minutos e o tempo de exploracdo de
cada objeto foi registrado. Imediatamente apdés o treino, os animais
foram levados de volta as suas respectivas gaiolas. Passados 60 minutos
apos o treino, os camundongos foram postos novamente no campo
aberto, que desta vez incluia um objeto diferente no lugar de um dos
objetos anteriormente expostos, ao mesmo tempo em que um dos objetos
antigos continuava la. Esta segunda etapa é chamada de sessao teste. Da
mesma forma, o tempo de exploracdo de cada objeto foi registrado
durante 5 minutos. Os objetos utilizados apresentavam nivel de
complexidade fisica, nivel exploratério e tamanho similares. Como
exploragdo do objeto, foram considerados os seguintes comportamentos:
cheirar, tocar ou observar o objeto a menos de 1 cm de distancia. O
indice de discriminagdo foi calculado da seguinte maneira:
[tempo(segundos) ObjetoNovo x 100/ (tempo(segundos) ObjetONovo +
tempPO(segundos)y ODPjetOAntigo], 1.€., € @ razdo entre o tempo que o animal
passou explorando o objeto novo em relagdo ao tempo total de
exploracéo.

4.4.3 Teste da realocacdo do objeto

A memodria espacial dos camundongos foi avaliada no teste
de realocacdo de objeto. Este teste, baseado na tendéncia
espontanea de roedores, previamente expostos a dois objetos
idénticos, a posteriormente, explorar um dos objetos (realocado
para uma nova localizacdo espacial) por um tempo maior que o



objeto ndo deslocado, tem sido utilizado na avaliacdo de memorias
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 trés dias
anteriores ao inicio deste teste (5 minutos/dia). Na sessdo treino, os
dois objetos idénticos eram apresentados aos animais. Neste
momento, foi registrado o tempo de exploragdo de cada um dos
objetos colocados na caixa, durante 5 minutos. Depois do treino os
animais retornavam as suas gaiolas e aguardavam até o momento
do teste, 180 minutos apds o treino. No momento do teste, porém,
um dos objetos era colocado em uma nova posi¢do no campo
aberto. Neste momento registrava-se, novamente, 0 tempo de
exploracdo de cada um dos objetos. Os seguintes comportamentos
foram considerados como exploracdo do objeto: cheirar, tocar ou
observar 0 objeto a menos de 1 cm de distancia. Este tempo de
exploracdo dos objetos foi utilizado para o célculo do indice de
localizacdo de objetos, o qual foi utilizado como pardmetro de
memoria (ASSINI, DUZZIONI E TAKAMOSHI, 2009). indice de
localizag@o: [tempO(segundosy Obj€tOdesiocado X 100/ (t€MPO(sequndos)
Objetodeslocado + tempo(segundos) Objemnéo-deslocado]v i.e., € a razdo
entre 0 tempo que o animal passou explorando o objeto deslocado
em relacdo ao tempo total de exploragéo.

4.4.4. Teste de alternancia espontanea

Para avaliar a meméria operacional dos camundongos,
utilizou-se o teste de alternancia espontanea, no labirinto em “T”.
Feito de acrilico transparente preto, o aparato experimental contém
um braco central e dois bracos laterais em um angulo de 90° em
relacdo ao braco central. As paredes possuem 30 cm de altura,
enquanto que os bragos tém 10 cm de largura. Os animais devem
escolher entre os bragos e a alternancia espontanea acontece quando
0 camundongo escolhe o brago que ndo foi selecionado
anteriormente (SPOWART-MANNING e VAN DER STAAY,
2004). A sessdo treino — primeira sessdo — foi quando os
camundongos eram forcados a escolher um braco especifico (por
exemplo, o brago esquerdo), pois 0 outro se encontrava trancado.
Apos a exploracdo do braco esquerdo, normalmente o animal volta
a posicao inicial, onde fica preso por cerca de 5 segundos, enquanto
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0 bloqueio do braco direito é removido. Entéo, inicia-se a sessdo de
treinos livres, que é quando os animais estdo livres para escolher
entre os bracos laterais. Quando o camundongo entrava em um
braco, o outro era bloqueado. Ao voltar para o braco central, o
animal era retido por mais 5 segundos e depois iniciava-se uma
nova sessdo. Apos 14 treinos livres ou 15 minutos, o teste acabava.
As escolhas entre brago direito (D) ou brago esquerdo (E) eram
anotadas para o calculo posterior de porcentagem de alternancias,
da seguinte forma: Alternancias (%) = 100*(n° de alternancias/n®
total de treinos livres).

4.5. DETERMINAGCAO DO PERFIL LIPIDICO

Os niveis de colesterol total e triglicerideos foram
determinados em plasma a partir de Kits comerciais (Gold Analisa
Diagnostica Ltda), seguindo as especificacbes do fabricante. Os
resultados foram expressos em mg/dL.

4.6. PREPARAQAO TECIDUAL PARA AS ANALISES
BIOQUIMICAS

No experimento in vitro — avaliacdo da acdo inibitoria
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 tampao fosfato de potassio (TFK) 0,25 M, pH 8,0
(1: 15 m/v) e centrifugados a 3000g e a 4°C, durante 5 minutos. Apos a
centrifuga¢@o, os sobrenadantes (190ul) foram incubados com donepezil
(10ul) nas diferentes concentracdes: 0,01 nM; 0,1 nM; 1 nM; 10 nM, ou
com 4gua destilada (controle). A incubagdo ocorreu por trinta minutos, a
temperatura ambiente e entdo a atividade da AChE foi determinada.

No experimento in vivo- avaliacdo do efeito do donepezil sobre
pardmetros cognitivos e bioguimicos - 0s animais pertencentes aos 4
grupos experimentais identificados na Figura 4 foram eutanasiados e 0s
tecidos cerebrais (cortéx pré-frontal e hipocampo) homogeneizados (1:
10 m/v) em tampdo HEPES 20 mM (pH 7,0). Em seguida 0s
homogenatos foram centrifugados a 3.000 g a 4° C durante 5 minutos e
uma aliquota do sobrenadante foi separada para a determinacdo da
atividade da AChE. Posteriormente, os sobrenadantes da primeira
centrifugacdo foram novamente centrifugados a 16.000 g a 4° C por 20
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minutos e o sobrenadante obtido foi utilizado para a determinagdo da
atividade das enzimas GR e GPx.

4.7. DETERMINACAO 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 hidrolise do iodeto de acetiltiocolina, que é medida em 412 nm.
Primeiramente, mediu-se a atividade basal durante 5 minutos & 37°C,
adicionando a amostra um meio de reacdo composto por TFK 0,25 M
(pH 8,0), DTNB 5 mM (acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzéico) e agua
destilada. Imediatamente ap6s a primeira leitura, adicionou-se o
substrato iodeto de acetiltiocolina (ACTI) 7,25 mM, para medir, entdo, a
hidrélise do substrato a partir da liberacdo do tiol tiocolina, que produz
um composto formador de cor — TNB (acido-2-nitro-5-tiobenzoico) —
apos a reacdo com DTNB. O valor obtido foi dividido pelo coeficiente
de extingdo molar do TNB (g = 13.600 M-1 cm-1) e multiplicado pelas
diluices.

No experimento in vitro, os dados foram expressos como
porcentagem de inibicdo em comparacdo ao controle, seguindo a
férmula:

% de Inibicdo = 100 — (X = 100 * [donepezil]/ controle)

Onde:

X equivale ao valor da atividade (em porcentagem) em comparagdo ao
controle;

[donepezil] é o valor da atividade das amostras incubadas com diferentes
concentragcbes de donepezil, expressa em nmol de substrato
hidrolisado/min/mg de proteina; e

controle é o valor da atividade da amostra controle expressa em nmol de
substrato hidrolisado/min/mg de proteina.

Os dados do experimento in vivo foram expressos como nmol de
substrato hidrolisado/min/mg de proteina.

4.8. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE ENZIMAS
ANTIOXIDANTES

A GR ¢é responsavel pela reducdo 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 reacdo é composto por TFK 0,25 M (pH 7,0), 1 mM
de EDTA e NADPH 0,2 mM. Primeiramente, o consumo inespecifico de
NADPH foi mensurado, apds a adi¢do de amostra, por 5 minutos a 340
nm. Em seguida, a leitura foi realizada por mais 5 minutos ap6s o
acréscimo do substrato GSSG 1 mM. O valor obtido foi dividido pelo
coeficiente de extingdo molar do NADPH (¢ = 6.220 M™* cm™) e
multiplicado pelas dilui¢fes. Os dados foram expressos como nmol de
NADPH oxidado/min/mg de proteina.

A enzima GPx catalisa a reducdo de H,O,, bem como de
perdxidos organicos e lipoperoxidos, produzindo GSSG a partir de GSH.
A GR reduz a GSSG, consumindo NADPH. Neste ensaio, 0 meio de
reacdo contem TFK 0,25 M (pH 7,0), 1 mM de EDTA, GSH 100 mM,
GR 5 U/mL e NADPH 0,1 mM. Apds a adicdo da amostra foi medido o
consumo inespecifico de NADPH através de uma leitura a 340 nm, por 5
minutos. A leitura foi realizada por mais 5 minutos apds adicdo do
substrato (1 mM perdxido de ter-butila). Descontou-se 0 consumo
inespecifico de NADPH ao decréscimo de absorbancia por minuto.
Assim, o valor obtido foi novamente dividido pelo coeficiente de
extingdo molar do NADPH e multiplicado pelas diluigdes. Os dados
foram expressos como nmol de NADPH oxidado/min/mg de proteina.

4.9. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos no teste comportamental de campo aberto,
bem como nas determinacfes de perfil lipidico e nas atividades das
enzimas foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA) de duas
vias, com o teste de Duncan post hoc, quando apropriado. Os resultados
sdo considerados significativos para p < 0,05. Os dados da atividade da
AChE, obtidos do experimento in vitro, foram avaliados pelo software
Graph-Pad Prism, versdao 5.03, a partir da analise da dose-resposta
inibitéria ndo linear, pela qual também encontrou-se o valor referente ao
ICs da curva. J& os resultados dos testes comportamentais de
reconhecimento do objeto, realocagdo do objeto e de alternancia
espontanea foram analisados utilizando o teste t de Student,
comparando-se os dados a um valor tedrico de 50% (nivel de chance).
Todos os resultados foram expressos em média + erro padrdo 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 1Cs, de 6,7 nM em cérebro
de ratos in vitro (OGURA et al., 2000). Para obtermos uma curva
concentracdo-dependente de inibicdo da AChE cerebral pelo donepezil,
realizamos um protocolo in vitro, onde 0os homogenatos de cérebros de
camundongos C57BL/6 foram incubados com diferentes concentragdes
de donepezil: 0,01 nM; 0,1 nM; 1 nM e 10 nM. A maxima concentracao
utilizada, 10 nM foi capaz de inibir completamente a atividade da
enzima AChE. O valor de ICs, calculado a partir da curva inibitéria foi
de 0,14 nM, indicando uma poténcia alta do donepezil em relacdo a
inibicdo desta enzima (Figura 6).
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Figura 6. Efeito inibitorio do donepezil sobre a atividade da acetilcolinesterase
(AChE) in vitro em homogenato de cérebro total de camundongos C57BL/6. Os
dados estdo expressos em média de porcentagem de inibicdo * erro padrdo da
média (n = 5). O donepezil inibiu a atividade da AChE com ICs, de 0,14 nM
(Software Graph-Pad Prism versdo 5.03; analise da dose-resposta inibitéria ndo
linear).

5.2. O TRATAMENTO COM O DONEPEZIL REVERTE A
HIPERLOCOMOGAO E OS PREJUIZOS DE MEMORIA EM
CAMUNDONGOS LDLR™

Elder e colaboradores (2008) observaram que 0os camundongos
LDLr" possuem atividade locomotora aumentada quando comparados
com os camundongos selvagens (ELDER et al., 2008). Neste estudo, a
atividade locomotora espontanea dos camundongos foi avaliada no teste
do campo aberto, realizado por trés dias consecutivos. Os animais
LDLr” tratados com veiculo apresentaram um niimero de cruzamentos
totais no campo aberto significativamente maior quando comparados
com camundongos C57BL/6 selvagens também tratados com veiculo
nos 3 dias do teste de campo aberto, ndo apresentando um perfil de
habituacdo (Figura 7). O tratamento com o done})ezil foi capaz de
reverter a hiperlocomoc¢do nos camundongos LDLr™. Os camundongos
hipercolesterolémicos quando tratados com o donepezil apresentaram
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um ndmero de cruzamentos totais significativamente menor em
comparagdo aos camundongos LDLr"" tratados com veiculo (Figura 7).
E importante mencionar, que o ndmero 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 habituacdo) (Figura
7D).
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Figura 7. Efeito do tratamento com donepezil sobre a atividade locomotora
espontanea 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
habituacéo no campo aberto durante os trés dias. Os valores estdo expressos em
média + erro padrdo 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 veiculo, #p<0,05
versus camundongos LDLr"" tratados com veiculo.
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Posteriormente, a memdria espacial de referéncia foi avaliada
por meio do teste de reconhecimento do objeto. Como mostrado na
Figura 8A, o0s camundongos C57BL/6 (independentemente do
tratamento) exploraram o objeto novo por um periodo de tempo
significativamente maior, como indicado pelo aumento significativo no
indice de reconhecimento em comparacdo com um valor tedrico de 50%
(Figura 8A). Por outro lado, os camundongos LDLr" tratados com
veiculo ndo exploraram o objeto novo por mais tempo que 0 objeto
velho, caracterizando prejuizo cognitivo. O tratamento com o donepezil
reverteu 0 dano de memoria espacial de referéncia apresentado pelos
animais LDLr"" (Figura 8A). De forma similar, o teste de realocagéo do
objeto foi utilizado para avaliar também a meméria espacial de
referéncia. Novamente, os camundongos LDLr"" tratados com veiculo
apresentaram prejuizo de memoria espacial, enquanto que o tratamento
com donepezil reverteu este prejuizo (Figura 8B).

A memoria operacional dos animais foi avaliada por meio do
teste de alterndncia espontanea realizado no labirinto em T. Os
camundongos LDLr" tratados com veiculo apresentaram indices de
alternéncias esponténeas similares ao valor teérico de 50%, o que
caracteriza prejuizo de memoria operacional. JA& os camundongos
C57BL/6 (independente do tratamento) e os camundongos LDLr”
tratados com donepezil ndo apresentaram dano cognitivo neste teste
comportamental, uma vez que seus indices de alternancias espontaneas
foram significativamente maiores que 50% (Figura 8C). O tratamento
ndo causou diferencas 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 memoéria de
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr". (A) teste de
reconhecimento do objeto, (B) teste de realocacdo do objeto e (C) teste de
alternancia espontanea. Os valores estdo expressos em média * erro padrdo da
média (8 animais/grupo). O teste t foi utilizado para a andlise dos dados, para
determinar se o indice de reconhecimento, de localizagcdo e de alterndncia
diferiam significativamente de um valor tedrico de 50% (i.e., nivel de chance).
*p<0,05 versus 50%.

5.3. EFEITO DO TRATAMENTO COM O DONEPEZIL NO PERFIL
LIPIDICO DOS ANIMAIS

Os niveis de colesterol plasmatico total e de triglicerideos dos
camundongos C57BL/6 e LDLr"" estdo demonstrados na Figura 9. Os
niveis 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 niveis de triglicerideos nos camundongos C57BL/6 selvagens e
LDLr" no diferiram significativamente entre os grupos (Figura 9B).
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Figura 9. Perfil lipidico dos camundongos C57BL/6 selvagens e LDLr". (A)
Colesterol total e (B) Triglicerideos. Os valores estdo expressos em média + erro
padrdo da média (8 animais/grupo). Os resultados deste experimento foram
analisados por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Duncan. *p<0,05 em
comparagdo com os camundongos C57BL/6 tratados com veiculo e &p<0,05 em
comparagdo com os camundongos C57BL/6 tratados com donepezil.

5.4. EFEITO DO TRATAMENTO COM O DONEPEZIL NA
ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE NO CEREBRO DOS
CAMUNDONGOS

Levando em consideracdo que o farmaco utilizado neste
experimento é um inibidor da AChE e, que previamente nosso grupo de
pesquisa observou um aumento na atividade desta enzima no cortex pré-
frontal dos camundongos LDLr” (MOREIRA et al., 2012), nds
avaliamos a atividade da AChE no cortex pré-frontal e hipocampo dos
camundongos. N&o foram observadas diferencas significativas na
atividade da AChE entre os grupos experimentais, tanto no cortex pré-
frontal (Figura 10A) quanto no hipocampo (Figura 10B).
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Figura 10. Determinacdo da atividade da acetilcolinesterase (AChE) em
camundongos C57BL/6 selvagens e LDLr". (A) Cortex pré-frontal e (B)
hipocampo. Os valores estdo expressos em média + erro padrdo 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 CEREBRO DOS CAMUNDONGOS

A GSH desempenha papel fundamental na protecdo celular
contra o estresse oxidativo, principalmente no SNC (DRINGEN e
HIRRLINGER, 2003). Levando isso em consideracdo, nds investigamos
a atividade da GPx e GR — enzimas vinculadas ao sistema da GSH — no
cortex pré-frontal e hipocampo dos camundongos. De maneira geral, ndo
houve diferenga 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 cortex
pré-frontal dos camundongos LDLr” tratados com veiculo em
comparagdo aos C57BL/6 do tipo selvagem também tratados com
veiculo (Figura 11B). Além disso, a atividade desta enzima também
estava aumentada nos camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados
com donepezil em comparagdo aos tratados com veiculo (Figura 11B).
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Figura 11. Determinacdo 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 cértex pré-frontal, (B)
atividade da glutationa redutase (GR) em coértex pré-frontal, (C) atividade da
GPx em hipocampo e (D) atividade da GR em hipocampo. Os valores estéo
expressos em média + erro padrdo da média (8 animais/grupo). *p<0,05 em
comparagdo com os camundongos C57BL/6 tratados com veiculo
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6. DISCUSSAO

A relacdo entre alteracGes nos niveis de colesterol plasmatico e
0 aparecimento de declinio cognitivo vem despertando a atencdo da
comunidade cientifica nas Gltimas décadas (KIVIPELTO et al., 2002;
SPARKS et al., 2005). Neste sentido, a HF surge como uma condicdo
que propicia uma observacdo Unica sobre a associacdo entre a
hipercolesterolemia e o desenvolvimento de prejuizos cognitivos, uma
vez que os individuos com esta condicdo apresentam elevados niveis de
colesterol no plasma desde o nascimento (BROWN e GOLDSTEIN,
1974;1986). De grande importancia, um estudo clinico demonstrou que
individuos com HF de meia-idade apresentam uma maior incidéncia de
CCL em comparagdo com individuos sem esta condicdo genética
(ZAMBON et al., 2010).

Neste contexto, os estudos pré-clinicos vém demonstrando
déficits cognitivos em camundongos LDLr", modelo experimental de
HF, de trés, cinco e quatorze meses, utilizando diversos testes de
meméria operacional e espacial de referéncia, incluindo o labirinto
aquatico de Morris (MOREIRA et al., 2012; MULDER et al., 2004), o
labirinto aquatico radial (THIRUMANGALAKUDI et al., 2008), o
alternancia espontanea (DE OLIVEIRA et al., 2014; MULDER et al.,
2004) e o realocacdo do objeto (DE OLIVEIRA et al., 2011; DE
OLIVEIRA et al., 2014). No presente estudo, nds reforcamos estas
observacfes ao demonstrar, também, prejuizos de memdria de referéncia
espacial e de trabalho em camundongos LDLr" de trés meses.

A modulacdo do aprendizado e memoria envolve a participacéo
de varios neurotransmissores, incluindo a acetilcolina, a qual
desempenha um papel importante na cognicdo. A perda da funcdo
colinérgica contribui para o dano de aprendizado e déficit cognitivo
associado a deméncia (LIU et al., 2007). De forma interessante, nosso
grupo de pesquisa anteriormente demonstrou que a atividade da enzima
AChE — a qual reduz a transmissdo colinérgica pela degradacdo da
acetilcolina — estava aumentada no corte pré-frontal de camundongos
LDLr" (MOREIRA et al., 2012). Além disso, foi demonstrado que a
ativacdo desta enzima parece ser um evento primario associado aos
prejuizos  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 citotoxica e aumenta a atividade da AChE em cultura celular de
neuroblastoma humano (MOREIRA et al., 2014; YAMCHUEN,
AIMJONGJUN e LIMPEANCHOB, 2014).
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Importante destacar que as lipoproteinas plasmaticas ndo
atravessam a BHE. Portanto, ndo estd claro, ainda, como o colesterol
plasmatico poderia afetar as funcbes 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, nds demonstramos
anteriormente que os camundongos LDLr”", quando comparados aos
camundongos C57BL/6, exibem uma maior permeabilidade da BHE
(DE OLIVEIRA et al., 2014). Em situacOes de disfuncio da BHE, a
LDL plasmatica também pode ser encontrada no SNC. Recentemente,
Loffler e colaboradores (2013) observaram em camundongos
hipercolesterolémicos apoB-APP (camundongos transgénicos para
doenca de Alzheimer hipercolesterolémicos), um acimulo de apoB100
em vasos cerebrais (LOFFLER et al., 2013). Assim, a LDL plasmatica
poderia atravessar a BHE e desencadear um efeito direto no sistema
colinérgico neste modelo experimental de HF.

Neste sentido, n6s hipotetizamos o envolvimento do sistema
colinérgico na relagdo existente entre a HF e o desenvolvimento de
déficits cognitivos. Para testar experimentalmente esta hipotese,
submetemos os camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr" ao
tratamento subcrénico com donepezil. Levando em consideracdo que o
tratamento com inibidores da AChE melhora a cognicdo de pacientes
com deméncia, mais especificadamente com doenca de Alzheimer
(YANG et al., 2013), bem como melhora a memodria e aprendizado de
camundongos em diversos testes comportamentais (MURAI et al., 2007;
VAN DAM et al., 2005), os efeitos da administracdo subcrbnica de
donepezil, foram avaliados em camundongos C57BL/6 do tipo selvagem
e LDLr" de trés meses nos testes de reconhecimento e realocagdo do
objeto, bem como no teste de alternancia espontanea. De modo notdrio,
0 tratamento com donepezil reverteu 0s prejuizos cognitivos dos
camundongos LDLr" em todos os paradigmas comportamentais
realizados neste trabalho. Estes dados contribuem para a elucidagdo dos
possiveis mecanismos envolvidos no desenvolvimento dos prejuizos
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, nds também observamos esta hipercolocomogdo, a qual foi
amenizada apdés o tratamento subcronico com donepezil. Podemos
especular, que exista uma participacdo da disfuncdo colinérgica neste
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perfil de atividade locomotora nestes animais modelo de HF e, que
qguando estes sdo tratados com o donepezil, a disfuncdo torna-se
atenuada, levando a uma locomocgdo e atividade exploratéria similar a
dos animais C57BL/6 do tipo selvagem. Além disso, Moreira e
colaboradores (2013) demonstraram que os camundongos LDLr",
guando sdo submetidos a um protocolo experimental de exercicio fisico,
apresentam um numero de cruzamentos totais, no campo aberto,
significativamente menor que os LDLr" sedentarios (MOREIRA et al.,
2013). E importante destacar que os exercicios fisicos melhoram a
cognicdo através do aumento da plasticidade sinaptica (AGUIAR et al.,
2011). Neste sentido, é possivel que o donepezil esteja também atuando
sobre mecanismos similares aos conhecidamente modificados pelo
exercicio fisico — 0s quais incluem o aumento na neurogénese e na
sobrevivéncia neuronal no hipocampo (VAN PRAAG et al., 2005).

Mulder e colaboradores (2004) demonstraram que os déficits de
memoéria operacional e espacial nos camundongos LDLr" estio
associados a diminuigdo na proliferacdo celular e densidade sinéptica no
hipocampo, devido a diminuicdo na captacdo do colesterol celular em
decorréncia da falta do receptor de LDL (MULDER et al., 2004;
MULDER et al., 2007). De fato, Zambon e colaboradores (2010), em
seu estudo clinico, também destacaram que além da hipercolesterolemia,
havia o envolvimento da disfuncdo do receptor de LDL no
desenvolvimento de prejuizos cognitivos nos individuos com HF
(ZAMBON et al., 2010).

Estudos experimentais reforcam a inibicdo 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 minimo de inibicdo 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 nés ndo conseguimos observar uma diminuicdo da atividade da
AChE no cortex pré-frontal e hipocampo dos animais tratados com
donepezil. Além disso, em contraste com a literatura (MOREIRA et al.,
2012), ndo observamos o0 aumento na atividade desta enzima nos
camundongos LDLr""em nenhuma das estruturas estudadas.

E importante destacar que demonstramos, em nosso protocolo
experimental in vitro, que a preparacdo do donepezil utilizada foi capaz
de inibir a atividade da AChE, com um ICs de 0,14 nM em
homogenatos cerebrais de camundongos selvagens. Esta 1Csy encontrada
foi menor que a descrita anteriormente, i.e., com uma maior poténcia
biologica (KOSASA et al., 2000; SUGIMOTO et al., 2002). Portanto, a
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ndo observacdo da inibicdo causada pelo donepezil no experimento in
vivo pode ser em virtude da farmacocinética do farmaco, sendo
necessaria a realizacgdo da medida em um tempo menor apés a
administracdo do que realizamos neste protocolo experimental.

Além dos efeitos na cognicdo e memoéria, alguns estudos vém
demonstrando o envolvimento do donepezil na modulacdo de sistemas
antioxidantes (SAXENA et al., 2008; UMUKORO et al., 2014). Por
outro lado, estd bem documentado um desbhalango oxidativo como
caracteristica da deméncia (GHOSH, LEVAULT e BREWER, 2014;
LYRAS et al., 1997; VALKO et al., 2007). Neste sentido, o sistema
antioxidante vinculado a GSH desempenha um papel importante na
manutencdo da homeostase celular (GHOSH, LEVAULT E BREWER,
2014). Saxena e colaboradores (2008) demonstraram que, em um
modelo experimental de doenga de Alzheimer, os niveis de GSH
cerebrais encontram-se diminuidos, e que quando estes animais sdo
tratados com donepezil os niveis 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 diminuicdo significativa nos niveis de GSH, bem como
um desbalanco entre as atividades das enzimas GPx e GR no coértex
cerebral destes animais. Enquanto nos animais LDLr"" tratados com uma
dieta padréo, a Unica alteragdo no sistema antioxidante vinculado a GSH
observada foi 0 aumento na atividade da GR no cdrtex cerebral (DE
OLIVEIRA et al., 2011).

No presente trabalho, a atividade das enzimas GPx e GR
também foram determinadas. N&o houve diferenca significativa em
relacdo a atividade de ambas as enzimas no hipocampo dos animais, bem
como em relagdo a atividade da GPx no cortex pré-frontal destes
camundongos. Corroborando os dados do estudo anterior (DE
OLIVEIRA et al., 2011), a atividade da GR encontra-se aumentada no
cortex pré-frontal dos camundongos LDLr” em comparacdo com os
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem. Todavia, 0 tratamento com
donepezil ndo modificou significativamente a atividade das enzimas
antioxidantes nos animais LDLr”, n3o havendo participacdo da
modulacdo do sistema antioxidante nos efeitos deste tratamento na
funcéo cognitiva.

Neste trabalho de conclusio de curso observamos
experimentalmente que a HF estd associada ao desenvolvimento de
déficits cognitivos, os quais sdo revertidos pelo tratamento com o
donepezil, um inibidor da enzima AChE. Com estes dados,
corroboramos a hip6tese do envolvimento do sistema colinérgico na
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relacdo entre HF e os déficits cognitivos. No entanto, 0s mecanismos
pelos quais este composto interferiu no sistema colinérgico e
consequentemente na cogni¢do ainda precisam ser melhor elucidados e
mais experimentos sdo necessarios.
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7. CONCLUSOES PONTUAIS

e O donepezil inibe a atividade da enzima AChE, em uma curva
dependente da concentragdo, em homogenatos cerebrais de
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem, com um ICs, de 0,14
nM;

e Os déficits de memoria e hiperlocomogdo observados nos
camundongos LDLr” de trés meses de idade sdo revertidos,
notoriamente, ap0s o tratamento subcrénico com o donepezil;

e A melhora na cognicdo dos camundongos LDLr” nio foi
associada a uma inibicdo da AChE nas estruturas cerebrais pelo
donepezil;

e A atividade das enzimas vinculadas ao sistema antioxidante da
GSH, GPx e GR, de maneira geral, ndo foram alteradas pelo
tratamento com o donepezil e hipercolesterolemig;

Neste trabalho demonstramos o envolvimento do sistema colinérgico
na relacdo existente entre hipercolesterolemia familiar e déficits
cognitivos, embora ainda sem elucidar os mecanismos especificos.
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