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RESUMO

Evidéncias acumuladas ao longo das Gltimas décadas sugerem que a
perturbacdo do metabolismo do colesterol pode ser prejudicial aos
processos fisiolégicos de aprendizagem e memoéria. Em especial,
evidéncias epidemioldgicas e clinicas tém indicado que individuos com
hipercolesterolemia durante a vida adulta apresentam um risco
aumentando de desenvolvimento de doenca de Alzheimer décadas ap6s.
Neste sentido, a manipulagdo dos niveis de colesterol plasmatico em
roedores é um instrumento experimental importante ao entendimento da
possivel ligacdo entre colesterol e meméria. O objetivo do presente
estudo foi avaliar os efeitos da hipercolesterolemia em resposta a
estimulos aversivos condicionados e incondicionados em camundongos.
Em um primeiro protocolo experimental, camundongos fémeas
C57BI/6, jovens (3 meses de idade) e idosas (24 meses de idade), foram
alimentadas diariamente, durante quatro semanas, com uma dieta padréo
(DP) para roedores ou dieta enriquecida com colesterol (1,5%; DEC) e,
entdo, submetidos aos testes do labirinto em cruz elevado e
condicionamento aversivo ao contexto. Ademais, camundongos fémeas
C57BI/6 jovens foram tratados com a DP ou DEC, submetidos ao teste
do condicionamento aversivo e, imediatamente apds a sessao de treino,
receberam veiculo ou escopolamina (0,37 mg/kg; i.p.). Em outro
protocolo experimental, camundongos C57BI/6 do tipo selvagem ou
nocautes para o receptor de LDL (rLDL™), com 12 meses de idade,
foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado e ao
condicionamento aversivo contextual. Ainda, os animais foram

submetidos ao teste do condicionamento aversivo e, imediatamente apds



a sessdo de treino, receberam veiculo ou donepezil (3 mg/kg; i.p.).
Especificamente foi demonstrado que (i) a DEC aumentou a exploragdo
dos bracos abertos do labirinto em cruz elevado, tanto em camundongos
jovens quanto idosos; (ii) a DEC especificamente prejudicou a formacéo
da meméria aversiva contextual em camundongos idosos; (iii) uma dose
ndo efetiva de escopolamina prejudicou a consolidagdo da memodria
aversiva contextual em camundongos jovens expostos a DEC; (iv)

camundongos rLDL™

apresentaram um tempo de exploracéo dos bragos
abertos do labirinto significativamente maior que camundongos do tipo
selvagem; (v) camundongos rLDL” apresentaram um prejuizo na
formac&o da memoria aversiva contextual; (vi) uma Gnica administracdo
do farmaco donepezil, inibidor da enzima acetilcolinesterase, na janela
de consolidacdo da memdria, foi capaz de mitigar o prejuizo de
formacdo da memdria aversiva contextual em camundongos rLDL™. Os
achados do presente estudo sugerem que elevados niveis de colesterol
plasmatico, induzidos pela administracdo de dieta enriquecida com
colesterol ou do genétipo, produzem um prejuizo na formacgao de uma
meméria aversiva contextual, evento que parece envolver o sistema de

transmissdo colinérgico.

Palavras-chave: hipercolesterolemia; camundongo; condicionamento

aversivo contextual; ansiedade.



ABSTRACT

Accumulating evidence argues that cholesterol dyshomeostasis might be
detrimental to human learning and memory. Researches of the last two
decades have shown that people with high serum cholesterol
concentration in midlife have a significantly higher risk of Alzheimer’s
disease (AD) in later life. In this regard, manipulations of cholesterol
levels in rodents have shed some light on the relationship between
cholesterol and memory. Herein we sought to evaluate the effects of
hypercholesterolemia in response to unconditioned and conditioned
aversive stimuli in mice. In one experimental set, young (3-months old)
and aged (24-months-old) female C57BI1/6 mice were fed daily during
4 weeks with standard rodent diet (SD) or enriched cholesterol diet
(ECD), and then submitted to the elevated plus maze test and to
contextual aversive conditioning test. Moreover, 3-months-old
C576BI/6 female mice, fed daily during 4 weeks with SD or ECD, were
submitted to the contextual aversive conditioning test and,
immediately after training session, received vehicle or scopolamine
(0.37 mg/kg; i.p.). In another experimental set, 12-months-old
C576BI/6 and LDLr"" female mice were submitted to the elevated plus
maze test and to contextual aversive conditioning test. Also, they were
submitted to the contextual aversive conditioning test and,
immediately after training session, received vehicle or donepezil (3.0
mg/kg; i.p.). Specifically, we found that (i) ECD increased open-arms
exploratory behavior, both in young and aged mice; (ii) ECD
specifically impaired contextual aversive memory retrieval in aged

mice; (iii) an ineffective dose of scopolamine impaired aversive memory



consolidation in young mice exposed to ECD; (iv) LDLr” mice spent
significantly more time in the open arms of the elevated plus maze in
comparison with wildtype mice; (v) LDLr" mice presented impaired
contextual aversive memory retrieval; (vi) boosting cholinergic
neurotransmission, by a single donepezil administration on
consolidation window, lead to improvement of aversive memory
consolidation in LDLr"" mice. Our findings suggest that high levels of
cholesterol induced by either cholesterol-enriched diet or genetic
deletion of LDLr, produces a decrease on freezing behavior in the
contextual aversive conditioning test, which seems to involve a

cholinergic dysfunction.

Keywords: hypercholesterolemia; mice; contextual aversive memory;

anxiety.
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INTRODUCAO

A palavra colesterol tem sua epistemologia derivada do grego chole
que significa bile e stereos que significa sélido. A descoberta desta
molécula lipidica remonta ao ano de 1815, quando o alquimista francés
Michel Chevreul isolou este lipidio do liquido produzido pelo figado e o
nomeou cholesterine. Porém, sua estrutura quimica s6 veio a ser
plenamente conhecida em 1927, por meio do trabalho dos quimicos
Heinrich Wieland e Alfred Windaus, agraciados com o prémio Nobel.
Ressalta-se que a extensa pesquisa acerca do metabolismo do colesterol
acarretou em nada menos do que treze prémios Nobel, sendo a molécula
cujo estudo laureou mais pesquisadores em toda a histéria. Devido a
complexidade de sua sintese e metabolismo, apenas no século XXI, com
advento de técnicas avancadas em bioguimica e biologia molecular, foi
possivel para ciéncia aprofundar-se sobre suas caracteristicas mais
intrinsecas e, ainda hoje, tenta-se desbravar a gigantesca gama de
interacdes desta molécula (Vance et al., 2000).

O colesterol € membro da familia de compostos chamada esteroide.
Praticamente todos os dominios da vida sintetizam compostos desta
familia, sendo que mais de mil formas naturais ja foram encontradas e
classificadas. Porém, o colesterol é especificamente sintetizado no reino
Animalia. Contudo, outros reinos também apresentam esteroides
provenientes da via biosintética do mevalonato, como diversos
fitoesterdis (Plantae) e ergosterois (Fungi) conhecidos (Nes, 2011). Nas
células animais, o colesterol participa da composicdo quimica da
membrana plasmatica, determinando sua fluidez (Cooper, 1978). Sua
via de biossintese também é precursora de importantes compostos
enddgenos, como o0s horménios esteroides (Payne et al., 2004), acidos
biliares (Vlahcevic et al., 1999) e da vitamina D (Figura 1). A regulagdo
metabdlica do colesterol é bastante fina e requer controle sobre a
guantidade disponivel para os diferentes tipos celulares, assim, existem
complexos sistemas moleculares envolvidos na sua sintese, absor¢éo e
transporte (Wulp et al., 2013). Alteracfes no sistema de controle do
colesterol podem ocasionar graves situacbes patolégicas, e.g.,
desenvolvimento da aterosclerose. Neste sentido, as doencas
cardiovasculares sdo a principal causa de morte em praticamente todas
as sociedades, sendo as elevadas taxas de colesterol plasmatico um dos
principais fatores de risco. Assim, o estudo do metabolismo do
colesterol é peca chave ao desenvolvimento de novas estratégias



terapéuticas e farmacolégicas que permitam uma melhor qualidade de
vida as pessoas, bem como, reducdo de custos aos sistemas publicos de
salde.

Molécula de
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Figura 1. Visdo Geral do Colesterol. A) Estrutura quimica da molécula
do colesterol. B) Sutis diferengas entre os compostos esteroides
derivados da via do mevalonato em diferentes reinos da vida. C)
Exemplos de algumas das inimeras funcgdes do colesterol na fisiologia e
metabolismo em humanos.

Metabolismo do Colesterol

Grande parte do colesterol utilizado pelo corpo humano é endégeno
e produzido a partir da via do mevalonato. A via do mevalonato,
também chamada via dos isoprenoides, é a via precursora de diversas
moléculas criticas ao metabolismo. Esta via inicia-se com a ligacéo de
um acetoacetil-CoA a uma acetil-CoA formando, por meio da reacéo
catalisada pela enzima HMG-CoA sintase, uma molécula de HMG-
CoA. Por meio da atividade da enzima HMG-CoA redutase, 0 HMG-
CoA ¢ reduzido a mevalonato. Esta fase da via é limitante de todas as
reacbes subsequentes. As estatinas, estratégia farmacologica ao
tratamento de condicdes hipercolesterolémicas, atuam de forma a inibir
a atividade desta enzima. O mevalonato, por sua vez, sera convertido em
colesterol através de uma série de reacdes de ciclizacdo e isomerizacao.
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Observando que existem rotas alternativas a via do mevalonato, é
importante notar que a concentragdo celular de acetil-CoA e colesterol
sdo os principais fatores reguladores desta via (Goldstein e Brown,
1990). S&o produzidos em torno de 800 mg/dia de colesterol em seres
humanos saudaveis, 0 que equivale a 80% do colesterol total corporal.
Os 20% restantes sdo oriundos da dieta. A sintese enddgena acontece
em praticamente todos os 6rgdos do corpo, porém o figado, o intestino,
0 cortex da glandula adrenal, o sistema nervoso e as gbnadas sao
responsaveis por maior parte de sua producdo (Castelli et al., 1986). O
colesterol pode ser encontrado no organismo em diferentes composi¢fes
moleculares, as mais abundantes delas sdo sua forma livre e sua forma
esterificada. A forma livre é principalmente encontrada nas membranas
fosfolipidicas. Ao ser esterificada, a molécula de colesterol perde sua
hidroxila polar e € ligada a um &cido graxo, o que torna a molécula
resultante altamente hidrofébica, além de altamente enérgica, servindo
para reservas celulares (Wulp et al., 2013).

Por serem insollveis em agua, as moléculas de colesterol nao
podem ser transportadas diretamente pela corrente sanguinea ou pela
linfa. Neste sentido, alguns tipos celulares, como os hepatécitos e 0s
astrocitos, sdo capazes de produzir lipoproteinas, complexos vesiculares
compostos por fosfolipidios, proteinas e colesterol livre, que permitem a
circulacdo de colesterol em diferentes liquidos do corpo (Figura 2). As
lipoproteinas armazenam triacilgliceréis e colesterol esterificado em
diferentes proporgdes. Estes complexos diferem-se um dos outros pela
sua densidade, esta diretamente relacionada ao volume lipidico e
proteinas constituintes (apolipoproteinas) (Goldstein, 1977).

Neste sentido, os quilomicrons transportam o colesterol oriundo da
dieta, através da linfa, ao figado. As lipoproteinas de muito baixa
densidade (do inglés very low density lipoprotein — vLDL) e as
lipoproteinas de baixa densidade (do inglés low density lipoprotein —
LDL) transportam os triacilglicerois e colesterol do figado aos outros
tecidos, como o muscular e o adiposo. Por fim, as lipoproteinas de alta
densidade (do inglés high density lipoprotein — HDL), por meio da
interacdo com as outras lipoproteinas, auxiliam na absorcéo destas pelo
figado. O colesterol proveniente da dieta é absorvido por enterdcitos no
limem intestinal, na regido do duodeno, sendo transportado em
quilomicrons até o figado. Os hepatécitos absorvem estas lipoproteinas,
e 0 colesterol pode ser utilizado na composicdo do &cido biliar, ser
esterificado para armazenamento via atividade da enzima colesterol
acetiltransferese (ACAT), ou ser armazenado em VLDLs para
distribuicdo aos tecidos extra-hepaticos. As VLDLs distribuem seu



contetdo lipidico por meio da atividade de enzimas lipoproteina lipases,
principalmente no tecido muscular e adiposo. Nesta reacdo, as VLDLs
passam parte de seu conteldo lipidico para as células do tecido, e
perdem duas de suas apolipoproteinas (ApoA e ApoC), que sdo
adicionadas as vesiculas de HDL. Como consequéncia da diminuicédo de
seu teor lipidico e da perda das apolipoproteinas estas VLDLSs tornam-se
LDLs (Wulp et al., 2013).
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Figura 2. Metabolismo hepético do colesterol. O colesterol da dieta
é transportado até o figado via linfa por quilomicrons. A
distribuicdo do colesterol proveniente do figado é feita através de
VLDLs e LDLs pela corrente sanguinea. O HDL auxilia na remocéo
do colesterol extra-hepatico, assim como no metabolismo das
lipoproteinas de baixa densidade.

As LDL sdo as principais carreadoras de colesterol no corpo, cerca
de 70% de todo o colesterol encontra-se em lipoproteinas deste tipo. A
principal forma de absorcdo destas lipoproteinas é através da interacéo
entre a apolipoproteina B (ApoB) com o receptor de LDL (rLDL) nos
hepatdcitos. Este receptor € um complexo proteico de cincos dominios
com 839 aminoacidos (Figura 3). Seu dominio de interacdo liga-se tanto
a lipoproteinas contendo a ApoB100 como as que possuem uma forma
ativa da apolipoproteina-E (ApoE). Uma importante proteina envolvida
na absorcdo das LDLs é a pré-proteina convertase subtilisina/kexina tipo
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9 (do inglés proprotein convertase subtilisin-like/kexin type 9 - PSCKO9).
Tal enzima parece atuar de forma a diminuir os niveis do receptor de
LDL nas membranas, sem alterar sua transcricdo génica. Apds a ligacdo
da lipoproteina ao receptor, inicia-se a endocitose da vesicula ligante.
No interior da célula, a lipoproteina perde sua interagdo com rLDL no
endossomo. Assim, o rLDL pode voltar para membrana e pode atuar na
absorcdo de outras lipoproteinas. A LDL endocitada ¢é entdo carregada
aos lisossomos onde tera seu conteildo de colesterol desesterificado e
desviado para diferentes vias metabolicas (Figura 3) (Goldstein e
Brown, 1977).
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Figura 3. Absorcdo de LDL e rLDL. A) Mecanismo de absorcdo da
LDL. Os receptores de LDL sdo sintetizados no reticulo, vesiculados no
aparato de Golgi, e por fim externalizados na membrana. Através da
interacdo entre receptor e a ApoB100 ou ApoE inicia-se a endocitose da
vesicula de LDL. A vesicula serd transportada ao endossomo que
reciclara os rLDL associados a ela a membrana. Através da formacéo de
um lisossomo a vesicula serd rompida e o colesterol liberado na célula,
podendo ser alvo da enzima ACAT ou inibir a sintese enddgena pela via
do mevalonato. B) Estrutura do receptor de LDL.

Falhas nos processos moleculares associados a absorcdo do
colesterol acarretam em acimulo de LDL no sangue, podendo ocasionar



quadros de hipercolesterolemia e induzir danos vasculares. Em virtude
de sua peculiaridade estrutural, o gene que codifica o rLDL € extenso e
possui inlmeros exons e introns, o que torna os mecanismos de splicing
associados a sua transcricdo e traducdo complexos. N&o é estranho o
fato de que inimeras mutacdes e polimorfismos ja foram observados e
classificados para tal gene. Estas alteragGes genéticas estdo envolvidas
com a hipercolesterolemia familiar (HF), doenca genética que acarreta
em elevada concentracdo de colesterol LDL no sangue (Castelli et al.,
1986; Vance et al., 2000).

Colesterol e o Sistema Nervoso Central

O ambiente lipidico no SNC ¢é vital ao seu funcionamento
adequado. Embora a massa encefalica corresponda a cerca de 2% da
massa total de um individuo adulto, em torno de 25% de todo o
colesterol corporal encontra-se no encéfalo. Destes, 70% encontra-se nas
bainhas de mielina e o restante disperso nas lipoproteinas gliais, nas
membranas celulares e em ambientes intra e extracelulares do tecido
nervoso. Esta producdo enddégena é critica tendo em vista que as
lipoproteinas plasméticas ndo permeiam a barreira hemato encefalica
(BHE), sendo assim, a maior parte colesterol do SNC é produzida no
préprio tecido. Grande parte do colesterol encefalico é sintetizado
durante o desenvolvimento pelas células gliais e neuronais. Com a
maturacdo do tecido nervoso, esta funcdo passa a ser resguardada
principalmente aos astrocitos (Bjorkhem et al., 2004). Estes, contam
com 0 aparato enzimatico necessario a sintese, vesiculacdo e transporte
do colesterol. Mesmo assim, neur6nios e outras células gliais continuam
capazes de produzir colesterol, porém as diferencas funcionais destas
origens biosintéticas encontram-se pouco esclarecidas (Bjérkhem et al.,
2004).

Os astrocitos sdo capazes de produzir lipoproteinas ligadas a
ApoE. Essas lipoproteinas sdo entdo lancadas no ambiente do liquido
cefalorraquidiano por meio dos transportadores cassetes de ligacdo ao
ATP C1 e G1 da familia ABC. Os neurdnios, por sua vez, captam este
colesterol por ligacdo das lipoproteinas a receptores relacionados a LDL.
Apos a absorcdo, as LDL séo endocitadas e o conteido de colesterol
liberado no ambiente intracelular por meio da agdo dos lisossomos
neuronais (Thelen et al., 2006).

Os principais mecanismos moduladores da sintese astrocitaria
de colesterol se dao através da ativagdo dos receptores nucleares LRX.
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Esses receptores sdo ativados por moléculas oxidadas de colesterol, os
oxistérois, como o 24-hidroxicolesterol (24-OH) e o0 27 hidroxicolesterol
(27-OH). Essas moléculas podem permear a BHE, sendo considerados
mecanismos chave na interagdo entre o colesterol periférico e o
encefalico. O 24-OH ¢ principalmente produzido no encéfalo por meio
da atividade da enzima CYP46A1. Ap6s sua producdo, esta molécula
pode atuar diretamente na sintese de elementos proteicos criticos ao
colesterol nos astrocitos, assim como pode transpassar a BHE a corrente
sanguinea e ser metabolizada no figado (Russell et al., 2009). O 27-OH,
por outro lado, sintetizado a partir da atividade da enzima CYP27A1,
além de ser produzido no encéfalo, é principalmente produzido nos
tecidos periféricos, com o aumento dos niveis plasmaticos de colesterol,
e é capaz de permear a BHE ao tecido nervoso, sendo um dos possiveis
mecanismos pelos quais os niveis periféricos de colesterol podem
modular o colesterol encefalico (Heverin et al., 2014; Zhang et al.,
2015).

O colesterol de membrana das células nervosas encontra-se
disperso por toda a superficie celular. Além de sua funcéo estrutural,
gue proporciona grande parte das caracteristicas fisicas da membrana, o
colesterol pode modular a atividade de diferentes receptores e proteinas.
Essa modulagdo deve-se, principalmente, pela formacdo de micro
dominios lipidicos dinamicos - balsas lipidicas - que podem alterar a
localizagdo, propriedades funcionais ou mesmo interiorizacdo e
exteriorizacdo de proteinas periféricas e transmembrana. Essas
propriedades tornam o colesterol critico em eventos de sinalizacdo e
plasticidade sindptica que requerem alteracdo espacial e funcional de
diferentes receptores (Segatto et al., 2012).
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Figura 4. Metabolismo encefélico do colesterol.No SNC a produgdo do
colesterol e lipoproteinas é principalmente feita pelos astrocitos. As
lipoproteinas liberadas por estas células sdo absorvidas pelos neurénios
através de receptores relacionados as lipoproteinas (do inglés
lipoprotein related protein — LRP).

Hipercolesterolemia

Segundo a V Diretriz Brasileira de Dislipidemias, a
hipercolesterolemia ¢ uma condi¢édo de aumento dos niveis do colesterol
plasmatico, indicada por uma elevacéo isolada de LDL > 160 mg/dl. Tal
condicdo é fator de risco ao desenvolvimento de diversas patologias
cardiovasculares, e.g., aterosclerose, sendo que concentragcdes de
colesterol plasmatico > 240 mg/dl é considerado um dos principais
fatores de risco de doencas cardiovasculares. A hipercolesterolemia
pode desenvolver-se tanto por condicdes dietéticas inadequadas (e.g.,
consumo excessivo de alimentos hipercaldricos e ricos em colesterol)
como por condi¢des genéticas em que existam mutacGes deletérias em
genes que codificam proteinas importantes no metabolismo do lipideo,
bem como pela sinergia destes fatores (Xavier et al., 2013). Devidos aos
atuais habitos alimentares, principalmente em paises desenvolvidos,
baseados principalmente no consumo de alimentos processados e
hipercaléricos, vem desencadeando-se no mundo o0 que muitos autores
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chamam de uma epidemia de obesidade. Por exemplo, segundo
estimativas, em torno de 35% da populacdo norte americana adulta, e
entre 15 a 20% das criancas, sdo obesos (Mitchell et al., 2011). No
Brasil, segundo estudo de 2016, a obesidade cresceu cerca de 60% em
dez anos e, atualmente, 61% das pessoas entre 25 e 34 anos estdo com
excesso de peso, segundo dados publicados pelo Ministério da Saude.

Além de fatores ambientais, fatores hereditarios também podem
influenciar no desenvolvimento de hipercolesterolemia. A HF é uma
doenca genética de heranca codominante e que se caracteriza por niveis
elevados de LDL na corrente sanguinea, presenca de xantomas e risco
elevado de doenca cardiovascular prematura (Figura 5). Em geral, tal
condi¢do é associada a mutagBes deletérias no gene que codifica o
rLDL. Conhece-se, atualmente, cerca de 1600 mutagOes neste gene
capazes de ocasionar tal condicdo patoldgica. Tanto individuos
heterozigotos como homozigotos, para tais mutacdes, apresentam HF,
porém os casos de duas copias do alelo mutado sdo mais graves. Cerca
de uma em cada 500 pessoas apresentam a versdo heterozigética para a
doenca. O caso homozigédtico é de cerca de um para cada milhdo de
individuos.

A hipercolesterolemia esta associada ao desenvolvimento de
diversas doengas cardiovasculares, como a aterosclerose e as doencas
arteriais coronarianas (Goldstein e Brown, 1977). Tal relacéo deve-se ao
fato de que o acimulo de LDL no sangue ocasiona lesfes nos tecidos
das artérias, conhecidas como estrias gordurosas. Mantendo as
condi¢des lipidicas elevadas, essas estrias podem, através da agregacéo
de mais LDLs, desenvolverem-se em placas aterosclerdticas. Estas
placas alteraram a estrutura do Ildmem de diferentes artérias
interrompendo, ou mesmo impedindo, o fluxo sanguineo. Por
consequéncia tal condicdo pode induzir doencas isquémicas como
derrames e enfartos.
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Figura 5. Hipercolesterolemia e dano vascular. A) Origem das causas de
condicdes hipercolesterolémicas. B) Heredograma exemplificando um
caso heterozigoto do padrdo de heranca da hipercolesterolemia familiar
(adaptado do site da sociedade portuguesa de cardiologia). C) Processo
de formacdo de ateromas relacionado ao acimulo de LDL nos vasos
sanguineos.

Hipercolesterolemia e Prejuizos Cognitivos

Além de principal fator de risco ao desenvolvimento de
aterosclerose e, consequentemente, doencas arteriais coronarianas,
evidéncias mais atuais tém apontado condicBes hipercolesterolémicas
como fator de predisposicdo ao desenvolvimento de comprometimento
cognitivo leve e doengas neurodegenerativas, como a doenca de
Alzheimer (Kivipelto et al., 2006). Os estudos acerca de tal relacéo
foram principalmente motivados pelo trabalho de Larry Sparks e
colaboradores na década de 1990. Seu grupo de pesquisa demonstrou
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gue pacientes que vieram a 6bito devido a doenca arterial coronariana
apresentavam significativamente mais deposicéo de placas amiloides em
seus encéfalos quando comparados com individuos falecidos por outros
motivos (Sparks et al., 1990). Em 1993, por meio de um amplo estudo
de correlacdo genética, conduzido por Allen Roses e colaboradores,
demonstrou que uma variante do alelo €4 do gene que codifica a APOE
€ um dos principais fatores de risco genético ao desenvolvimento da
doenca de Alzheimer (DA) de inicio tardio (Schmechel et al., 1993).

Devido aos impactos de alteragdes nos niveis de colesterol
plasmético ao sistema cardiovascular, e ao indicio de quadros de
neuroinflamacdo em pacientes com doenca de Alzheimer, surgiram
hipoteses indicando uma possivel relagdo entre  doencas
neurodegenerativas com danos neurovasculares, tendo em vista os
conhecidos efeitos cardiovasculares de tal condi¢do metabdlica. Em um
artigo bastante interessante publicado no periddico Neurological
Research, Jack La Torre e colaboradores propuseram que o
envelhecimento e fatores associados a danos cardiovasculares, como a
hipercolesterolemia, poderiam acarretar em danos neurovasculares, que
por sua vez seriam o gatilho para ao desenvolvimento da doenca de
Alzheimer esporadica. Desta forma, a soma de danos ocasionados por
condicBes de risco ao sistema cardiovascular poderiam ser fatores ao
desenvolvimento da doenga de Alzheimer, estreitando a associagéo entre
a hipercolesterolemia e danos no sistema nervoso (La Torre et al., 1999).

Prejuizos cognitivos ndo diretamente associados as doengas
neurodegenerativas também parecem relacionar-se com o metabolismo
do colesterol. Individuos com quadros de hipercolesterolemia, durante a
idade adulta, demonstraram predisposicdo ao desenvolvimento de
comprometimento cognitivo leve e doenca de Alzheimer em idades mais
avancadas. Em um estudo de 2010, Zambon e colaboradores
apresentaram  dados  demonstrando  maior  incidéncia  de
comprometimento cognitivo leve em pacientes com mais de 50 anos
com HF, quando comparados a individuos saudaveis de mesma idade
(Zambon et al., 2010). Uma recente meta-analise indica que individuos
com HF apresentam prejuizos em fungdes executivas e memoria, tendo
maior predisposi¢do ao desenvolvimento de deméncias em idades mais
avancadas (Bagnasco, 2017).



Hipercolesterolemia em Modelos Animais

Devido a proximidade filogenética, o baixo custo e a relativa
facilidade de manutencdo, roedores vém sendo amplamente utilizados
como modelo animal ao estudo dos efeitos da hipercolesterolemia e
consequéncias no sistema cardiovascular (Getz e Reardon, 2016).
Apesar do grande nimero de estudos utilizando roedores, é importante
entender que o metabolismo lipidico de cada espécie é Unico e produto
de sua evolucdo, logo, hé significativas diferencas entre o metabolismo
lipidico humano e destes animais (Lee et al., 2017). Em uma analise
comparativa entre diversos modelos animais utilizados para inducéo de
quadros de hipercolesterolemia, Wu Yin e colaboradores demonstraram
gue roedores possuem diferengas bastante acentuadas na distribui¢do de
lipoproteinas (Yin et al., 2012). Tais diferencas, medidas no plasma
sanguineo de diferentes espécies, reforcam a necessidade de parcimonia
guanto a translagdo envolvida nos resultados de experimentos com
hipercolesterolemia induzida por dieta em roedores. A tabela 1
exemplifica algumas outras dessas diferencas.

Tabela 1. Comparagdo entre o metabolismo do colesterol em humanos e

camundongos.
Variavel Humanos | Camundongos
Absorcao de colesterol da dieta 5 mg/dia/Kg | 30 mg/dia/Kg
Total de colesterol biosintetizado 10 160 mg/dia/Kg
mg/dia/Kg
Taxa de produgéo de LDL 13 50 mg/dia/Kg
mg/dia/Kg
Depuragdo de colesterol LDL pelo 70% 80%
figado

Ainda assim, a principal estratégia de inducdo de
hipercolesterolemia em camundongos é fornecendo aos mesmos uma
dieta enriquecida com colesterol. Esta abordagem tenta modelar uma
condicdo de hipercolesterolemia ambiental, derivada da absor¢do do
lipideo por meio da dieta. Diversas composicdes de dieta podem ser
observadas na literatura. Podem-se distinguir dietas enriquecidas em
gordura daquelas enriquecidas com colesterol, sendo que em geral as
primeiras apresentam geralmente altas taxas de gorduras totais (>50%) e
nenhum acréscimo de colesterol. Por outro lado, dietas
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hipercolesterolémicas sdo aquelas que possuem enriquecimento com
colesterol, apresentando baixa adi¢do de outros tipos de gordura (em
torno de 20%), apenas 0 necessario para que 0 colesterol possa ser
solubilizado e acrescentado a composicao.

Um dos primeiros trabalhos utilizando dieta enriquecida em
colesterol em camundongos foi o trabalho de Wissler e sua equipe na
década de 1960 (Vasselinovitch e Wissler, 1968). Neste estudo
verificou-se que camundongos alimentados com dieta enriquecida em
30% de gordura, 5% de colesterol e 2% de &acido cdlico apresentavam
hipercolesterolemia e estrias gordurosas em diversas regies vasculares,
porém sem inducdo de atividade inflamatoria severa. Posteriormente,
demonstrou-se que mesmo dietas com 15% de gordura total e
enriquecida apenas com 1,25% de colesterol também ocasionam
hipercolesterolemia em camundongos. Camundongos C57BL/6
alimentados com tal dieta desenvolvem hipercolesterolemia branda e
presenca de estrias gordurosas em na raiz aortica apds 3 meses de dieta
(Lee et al.,, 2017). Porém os danos vasculares ocasionados em
camundongos devido a condicOes hipercolesterolémicas de origem
dietética ndo sdo equipardveis aos danos vasculares em humanos
acometidos pela aterosclerose. Diferencas em genes de proteinas
envolvidas no metabolismo do colesterol parecem diminuir a
suscetibilidade a danos vasculares e condi¢fes hipercolesterolémicas em
camundongos (Paigen et al., 1987).

Desta forma, modelos de hipercolesterolemia de origem genética
foram criados no intuito de se observar efeitos de uma condigdo mais
severa de hipercolesterolémica em animais. Por exemplo, 0 camundongo
C57BI/6 nocaute para o gene do receptor de LDL (rLDL™"") é um modelo
classico utilizado na modelagem da HF em roedores (Ishibashi et al.,
1993). O camundongo com gendtipo rLDL™ foi idealizado e
desenvolvido por Ishibashi e colaboradores que reproduziram animais
machos e fémeas homozigotos para uma delecdo no gene do rLDL,
produzida por meio de recombinacdo de homélogos em células troncos.
Estes animais apresentam cerca de duas a trés vezes mais colesterol total
e até nove vezes o teor de LDL plasmatico que os animais selvagens de
onde derivou a geragdo parental.



Efeitos da Hipercolesterolemia no Comportamento de Roedores

Motivados pela relacdo entre a hipercolesterolemia, prejuizos
cognitivos e o0 desenvolvimento de doencas neurodegenerativas,
diversos grupos de pesquisa passaram a investigar os efeitos da
hipercolesterolemia sobre o desempenho de roedores em diferentes
testes comportamentais, e.g., paradigmas de aprendizagem e memodria.
Estas pesquisas variam na espécie utilizada, parametros da dieta
empregados (e.g., concentracdo colesterol, duracdo da exposi¢do a dieta,
etc.) e paradigmas comportamentais avaliados. De modo notorio, a
grande maioria dos resultados obtidos ao momento sugerem efeitos
prejudiciais da hipercolesterolemia sobre a cognicdo de roedores
(Schreurs, 2010). Por exemplo, ratos da linhagem Sprague Dawley
alimentados com dieta enriquecida com 5% de em colesterol, por 20
semanas, apresentaram prejuizos na aprendizagem do teste do labirinto
radial de oito bracos. Evidéncias também apontam para prejuizos na
formacdo de memdrias aversivas em ratos alimentados com dietas
hipercolesterolémicas. Khorrami e colaboradores demonstraram que
ratos da linhagem Wistar alimentados com dieta enriquecida com 2% de
colesterol, por 14 semanas, demonstram prejuizos na formagdo da
memoéria na tarefa de esquiva passiva (Khorrami et al., 2015).

Em camundongos tanto a hipercolesterolemia induzida por dieta,
como por genotipo, parecem ocasionar prejuizos cognitivos
relacionados a memoria. Thirumangalakudi e colaboradores
alimentaram camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e rLDL™ com
dieta enriquecida com 1,25% em colesterol, por oito semanas, para
avaliar aspectos cognitivos relacionados a memoéria no labirinto radial
aquatico de oito bragos. Os camundongos do tipo selvagem que
receberam a dieta enriquecida cometeram mais erros no teste do que os
do tipo selvagem com dieta normal, 0 que sugere prejuizos em sua
memoéria de trabalho. Este foi um dos primeiros resultados a evidenciar
prejuizos  cognitivos em  camundongos  C57BL/6  com
hipercolesterolemia induzida por dieta. Indiferente da dieta, os animais
rLDL" apresentaram significativamente mais erros do que os do tipo
selvagem com dieta normal. A andlise bioquimica demonstrou microglia
ativada no hipocampo dos animais hipercolesterolémicos, sugerindo
indicios de neuroinflamacédo. A analise de diferentes marcadores, como
citocinas e mediadores inflamatorios, revelou um processo
neuroinflamatdrio no hipocampo destes animais de forma acentuada e
relacionada aos niveis de colesterol (Thirumangalakudi et al., 2008).
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Mulder e colaboradores, em 2004, avaliaram o aprendizado
espacial em camundongos rLDL” no labirinto aquético. Os
pesquisadores observaram que a laténcia destes animais para encontrar a
plataforma ndo diminuiu significativamente conforme as sucessivas
sessdes de treino, sendo assim, 0s mesmos parecem ter sido incapazes
de aprender a tarefa. Neste trabalho, eles também verificaram que o
desempenho da memédria de trabalho destes animais foi diminuido
guando comparado ao dos controles do tipo selvagem no labirinto em T
adaptado para memoria de trabalho. Ademais, o nimero de botbes
sindpticos imunorreativos a sinaptofisina, importante indicador de
processos fisioldgicos mnemonicos, foi avaliado na regido CAl do
hipocampo e demonstrou-se diminuido nos animais nocaute (Mulder et

al., 2007). Em 2007, a mesma equipe investigou a proliferacéo celular
na regido CAL e no giro denteado do hipocampo nos animais rLDL™
Em particular, foi verificado que o ndmero de células prollferatlvas
marcadas com bromodeoxiuridina (BrdU) foi menor nos animais
nocaute, sugerindo um prejuizo na neurogénese hipocampal (Mulder et
al., 2007).

Em 2011, no primeiro trabalho publicado por nosso grupo de
pesquisa envolvendo animais hipercolesterolémicos, camundongos
rLDL” machos (3 meses de idade) foram alimentados com dieta
enriquecida com 1,25% de colesterol por quatro semanas. Obtivemos
evidéncias de prejuizo na formacdo de uma memoria espacial de curto
prazo nos animais rLDL™", indiferente da dieta, na tarefa de Iocallzagao
de objetos Além disso, a andlise da funcdo mitocondrial dos animais
rLDL" demonstrou prejuizo na atividade dos complexos mitocondriais |
e Il no cortex cerebral. Esse prejuizo foi mais severo conforme o
aumento dos nlvels de colesterol plasmatico (i.e., andlise de correlacao).
Os animais rLDL"também apresentaram significativo decréscimo dos
niveis de glutationa (GSH) e desbhalanco nos sistemas antioxidantes
enzimaticos de remocdo de perdxido. Ademais, também foi
demonstrado aumento nos niveis de substancias reativas ao Aacido
tiobarbitdrico, processo sugestivo de peroxidacdo dos lipideos de
membrana, i.e., dano por estresse oxidativo (Oliveira et al., 2011).

Em 2010, um estudo de Ullrich e colaboradores levantou a
hipotese de que a hipercolesterolemia poderia prejudicar a cognicdo de
roedores em decorréncia de alteragdes na neurotransmisséo colinérgica.
Os pesquisadores demonstraram que ratos alimentados com dieta
enriquecida com 5% de colesterol, por 20 semanas, apresentaram
prejuizos no aprendizado e na formagdo da memdria de longo prazo no
labirinto radial de 8 bragos. Acompanhado de tais alteragBes cognitivas,



demonstrou-se diminuicdo no nimero de neurdnios positivos para a
colina acetiltransferase (ChAT) no ndcleo basal de Maynert, importante
area de regulacdo do sistema colinérgico. Ainda, os niveis totais de
acetilcolina no encéfalo dos animais alimentados com a dieta
hipercolesterolémica apresentaram-se diminuidos em rela¢do ao grupo
controle (Ullrich et al., 2010).

Neste sentido, nosso grupo de pesquisa avaliou os efeitos da
hipercolesterolemia induzida por gen6tipo na memoria operacional, de
referéncia e procedural de camundongos rLDL” de 3 e 14 meses de
idade. Verificou-se que tal condicdo causou prejuizos mais
pronunciados nos camundongos idosos, apesar de também ter causado
nos camundongos jovens. De particular importancia, neste trabalho
evidenciou-se um aumento da atividade da enzima acetilcolinesterase
(AChE) no cortex pré-frontal destes animais, sugerindo efeitos da
hipercolesterolemia, dependentes da idade, tanto em nivel
comportamental como em nivel neuroquimico associado ao sistema
colinérgico (Moreira et al., 2012). Na sequéncia nosso grupo de
pesquisa aprofundou tal relacdo e demonstrou que camundongos da
linhagem Swiss com hipercolesterolemia induzida por dieta enriquecida
com 1,25% de colesterol, por oito semanas, apresentaram prejuizos na
formagdo da meméria de curto prazo, no teste de localizagéo de objetos.
Além disso, a dieta também acarretou em aumento na atividade da
enzima AChE no cortex pré-frontal e hipocampo dos animais. Este
aumento na atividade desta enzima também foi demonstrado em cultura
de células SH-SY5Y, sendo que a adi¢do de colesterol LDL nas culturas
aumentou a atividade da AChE de maneira concentracdo-dependente
(Moreira et al., 2014).

De modo geral, embora um grande nimero de estudos tenham sido
realizados, nenhum dos mesmos avaliou os efeitos das dietas
enriquecidas em colesterol por curtos periodos de tempo (e.g., até quatro
semanas) e em camundongos de diferentes idades. O periodo de
exposicdo a dieta hipercolesterolémica em geral varia de 2 a 20 meses.
Sendo assim, a compreensdo da relacdo entre as fases iniciais do
desenvolvimento  da  hipercolesterolemia e as  alteracOes
comportamentais (e.g., cognitivas) ainda sdo pouco esclarecidas. Além
disso, investigacbes mais profundas entre a relacdo da disponibilidade
de acetilcolina em relagdo as fases iniciais da condicdo
hipercolesterolémica sdo necessarias ao esclarecimento da progressdo
das alteracbes neste importante sistema de neurotransmissdo. Com base
no exposto, a hipdtese do presente trabalho € de que a
hipercolesterolemia, induzida por meio de alteracbes na dieta ou
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genotipo, induz prejuizos de aprendizagem de uma memoria aversiva de
longa duragdo em camundongos. Ademais, uma segunda hipdtese,
derivada da primeira, é de que fatores sabidamente perturbadores da
homeostase do sistema colinérgico, e.g., envelhecimento e intervengdes
farmacoldgicas no sistema, potencializam a severidade dos prejuizos de
aprendizagem de uma memoria aversiva de longa duracdo, conquanto o
aumento no tbnus colinérgico durante a fase de consolidacdo da
memoria é capaz de reverter 0s prejuizos cognitivos induzidos pela
hipercolesterolemia. Como consequéncia, dentro de seu limite
translacional, este trabalho visa contribuir a investigacdo das relacdes
entre 0 metabolismo do colesterol e os processos de aprendizagem e
memoria.

Por fim, ressalta-se que poucos trabalhos avaliaram os efeitos da
hipercolesterolemia sobre a cognicdo em camundongos fémeas. E
importante notar que camundongos fémeas exibem diferencas na
distribuicdo do receptor de LDL em diferentes regifes do encéfalo
guando comparadas aos machos. Por exemplo, o hipocampo de
camundongos fémeas idosas apresenta uma densidade de rLDL cerca de
40% maior do que machos da mesma idade, conquanto o cortex pré-
frontal das fémeas apresenta uma densidade de rLDL cerca de 20%
menor do que os machos (Segatto et al., 2012). Além disso, mesmo o
metabolismo do colesterol hepéatico das fémeas possui diferencas em
relacdo ao dos machos, existindo variagdo sexual quanto a quantidade
total de colesterol hepético, absorcéo e sintese e, ainda, na expressdo do
gene para o rLDL em diferentes tecidos extra-hepaticos (Lorbek et al.,
2013). Tendo em vista, ainda, 0 uso exagerado de animais machos nas
pesquisas, um viés perigoso e ineficaz na translacdo de estudos em
animais para humanos, 0 presente estudo empregou apenas
camundongos fémeas em suas analises.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar os efeitos da hipercolesterolemia, induzida por meio de

alteragdes na dieta ou gendtipo, na formacdo de uma memoria aversiva
contextual de longa duracdo em camundongos.

Objetivos Especificos

VI.

Avaliar o comportamento exploratério de camundongos
fémeas, da linhagem C57BL/6, jovens e idosas, alimentadas
com dieta enriquecida em colesterol (1,5%) por quatro semanas,
no teste do labirinto em cruz elevado.

Avaliar a formagdo de uma memdria aversiva contextual em
camundongos fémeas, da linhagem C57BL/6, jovens e idosas,
alimentadas com dieta enriquecida em colesterol (1,5%) por
guatro semanas, por meio do paradigma do condicionamento
aversivo ao contexto.

Investigar, em camundongos fémeas jovens, da linhagem
C57BL/6, o possivel efeito sinérgico da exposicdo a dieta
enriquecida com colesterol com uma dose ndo efetiva do
farmaco escopolamina, antagonista de receptores muscarinicos,
durante a fase de consolidagdo de uma memoria aversiva
contextual.

Avaliar o comportamento exploratério de camundongos
fémeas, da Ilnhagem C57BL/6 e nocaute para o receptor de
LDL (rLDL™), no teste do labirinto em cruz elevado.

Avaliar a formacdo de uma memoria aversiva contextual em
camundongos fémeas, da Ilnhagem C57BL/6 e nocaute para 0
receptor de LDL (rLDL”), por meio do paradigma do
condicionamento aversivo ao contexto.

Investigar, em camundongos fémeas, da Ilnhagem C57BL/6 e
nocaute para o receptor de LDL (rLDL™), os efeitos da
administracdo  de  donepezil, inibidor da enzima
acetilcolinesterase, durante a fase de consolidacdo de uma
meméria aversiva contextual.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados neste trabalho camundongos C57BL/6 fémeas
jovens (03 meses), adultas (12 meses) e idosas (24 meses). Também
foram utilizados camundongos fémeas adultas nocaute para o receptor
de LDL (designados rLDL™), descritos previamente (Ishibashi et al.,
1993). Os camundongos foram cedidos pela Profé. Dr3. Andreza Fabro
de Bem, do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de
Santa Catarina - UFSC. Os progenitores foram adquiridos do Jackson
Laboratories (Bar Harbor, Maine, EUA). Os animais foram alojados em
caixas plésticas (42 x 34 x 17 cm), com no maximo 10 animais por
caixa. As caixas moradia foram mantidas em estantes isoladoras, com
livre acesso a agua e comida (Nuvilab CR1, Nuvital; Quimtia
Nutrientes SA, Colombo, PR, Brasil). As estantes foram programadas
com condicdo controlada de temperatura (23 £ 1°C) e luminosidade
(ciclo claro/escuro de 12 horas, fase clara das 06:00 as 18:00 h). Todos
os procedimentos utilizados no presente estudo foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica para o uso de Animais (CEUA/UFSC),
protocolado com o nimero 1793080916, estando de acordo com a Lei
federal 11.794 de 2008.

Modelos experimentais de hipercolesterolemia

Foram utilizados dois modelos para modelar a hipercolesterolemia
em roedores. Em um primeiro momento, a hipercolesterolemia foi
induzida por alteragbes na dieta. Os animais foram alimentados com
dieta enriquecida em 1,5% de colesterol e 20% de gordura (Rhoster
Industria e Comércio, Aracoiaba da Serra, SP, Brasil) por quatro
semanas (Tabela 2). Em um segundo momento, foi utilizado o modelo
de hipercolesterolemia familiar, camundongos nocaute para o receptor
de LDL. Este modelo vem sendo amplamente utilizado no estudo da
hipercolesterolemia em roedores. O nivel plasmatico de colesterol destes
animais é de duas a trés vezes maior que o de camundongos C57BL/6
do tipo selvagem. Quando alimentados como dietas ricas em colesterol,
estes niveis podem aumentar em até dez vezes em comparagdo com
camundongos do tipo selvagem (Ishibashi et al., 1993).



Tabela 2. Comparacao entre a dieta padrdo de roedores com a dieta
enriquecida em colesterol utilizada neste trabalho (Minatti et al., 2012).

ngredentss D Peoriode  Diet Epri e com
Proteina 22% 21%
Gordura 4% 20%

Carboidrato 46,50% 47,75%

Cholesterol 0% 1,5%

Paradigmas Comportamentais

Todos os experimentos foram realizados no turno da tarde (13h: 00
— 17h: 00), em condigdes controlados de temperatura e luminosidade.
Os animais foram transportados a sala de experimentos climatizada para
ambientacdo 1 hora antes do inicio de todos o0s experimentos
comportamentais. Apds cada experimento, os aparatos eram limpos com
etanol 10%. Os experimentos comportamentais foram registrados por
meio de camera digital VX 3000 da Microsoft. Para facilitar a anélise,
foi utilizado o programa Ethowatcher (Crispim Junior et al., 2012).

Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Este modelo baseia-se no conhecimento de que roedores evitam
locais abertos e elevados. Quando neles confinados, mostram sinais de
medo — congelamento, defecacdo e miccdo — e aumento do nivel
plasmatico do horménio de estresse, cortisona. O roedor explora ambos
os bracos, abertos e fechados, mas tipicamente entrard& com maior
frequéncia e permanecera por mais tempo nos bracos fechados. Uma
maior intensidade de “ansiedade” equivale a menor preferéncia por
bracos abertos. Este teste representa um importante instrumento de
pesquisa na darea experimental para estudos de comportamentos
relacionados a ansiedade, em especial na analise do efeito farmacoldgico
de novas drogas (Lister, 1987).
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No presente estudo, o aparato para camundongos, feito de acrilico
transparente, consistia de dois bracos abertos (18 x 6 cm), opostos a dois
bragos fechados (18 x 6 x 6 cm), elevados 60 cm acima do chao. A area
de juncdo dos quatro bragos (plataforma central) media 6 x 6 cm. Cada
animal foi individualmente colocado na plataforma central de frente
para 0 um brago fechado e foram observados durante um periodo de 5
min. Foram analisados os seguintes parametros: o nimero de entradas
nos bracos abertos e nos bragos fechados, o tempo de permanéncia nos
bracos abertos e nos bracos fechados (foi considerada uma entrada
guando as quatro patas do animal estiverem no interior do brago) e o
numero total de avaliacGes de risco. Estes dados foram utilizados para
calcular a porcentagem de entradas nos bracos abertos [%EA: entradas
nos bragos abertos / (entrada nos bragos abertos + entradas nos bragos
fechados]; porcentagem de permanéncia nos bracos abertos [%TA:
tempo nos bracos abertos / (tempo nos bragos abertos + tempo nos
bragos fechados]. Além disso, foi utilizado o nimero total de entradas
nos bragos fechados como uma medida de locomocdo (Figura 6).

Sess3do Unica
i Tempo de Exposi¢do: 5 min
[ ) ]_c l J Parametros Analisados:

- Tempo nos bragos abertos e
fechados.

- Numero de cruzamentos nos bragos.

- AvaliagGes de Risco.

Figura 6. Teste do Labirinto em Cruz Elevado.

Condicionamento Aversivo ao Contexto (CAC)

O CAC vem sendo amplamente utilizado na pesquisa sobre
processos de aprendizado e memdria, transtorno de estresse pos-
traumatico e disfuncdes associadas a memoria (e.g., doenca de
Alzheimer). Nesta tarefa, o aprendizado ocorre em apenas uma sessao
de treino e gera uma memoria de longo prazo. De particular importancia




para os objetivos do presente projeto de pesquisa, essa memoria pode
ser manipulada (i.e., acessada) farmacologicamente em diversas fases do
processo mnemdnico como: aquisi¢do, consolidacdo, reconsolidacdo e
extincdo. Ressalta-se que o hipocampo e a amigdala sdo necessarios
para a formacdo e evocacdo desta memdria (Izquierdo et al., 2016).

No presente protocolo experimental, inicialmente, a sessdo de
familiarizacdo consistiu na exposi¢do dos animais, por 3 min, a caixa de
condicionamento contextual (contexto A), que ¢ feita de aluminio (35 x
20 x 30 cm), com a parede frontal e teto de acrilico e piso gradeado
(com barras metalicas de 3 mm de didmetro, afastadas 0,9 mm centro a
centro). Um gerador de choques estava conectado ao piso gradeado,
permitindo a aplicacdo de choques elétricos, conforme o protocolo
experimental. O condicionamento contextual (sessdo de treino) foi
realizado logo na sequéncia da fase de familiarizagdo, também no
contexto A. Nessa ocasido, o animal recebeu choque de 0,3 mA por 3
segundos. Apos 30 segundos do primeiro choque os animais receberam
novamente mais um choque nos mesmos pardmetros e, apds 30
segundos, foram retirados do contexto, retornando a sua caixa moradia.
48 h apds essa etapa de treino, os animais foram submetidos a caixa de
condicionamento durante trés minutos, para avaliar a expressdo da
memoria formada anteriormente (sessdo de teste). Como parametro de
retencdo de memoria, foi registrada a porcentagem de tempo de
congelamento (‘freezing’), caracterizado pela auséncia completa de
movimentos, exceto 0s necessarios para respiracao (Figura 7).

Sessao de Treino Sessao de Teste
Choque: 0,3 mA Sem choque
Tempo de exposi¢do: 4 min Tempo de exposi¢do: 4 min

48 horas

Figura 7. Condicionamento Aversivo ao Contexto.
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Desenhos Experimentais

Delineamento  Experimental I:  Avaliagio dos efeitos da
hipercolesterolemia, induzida por alteracbes na dieta, sobre a
emocionalidade e formacdo de uma memoria aversiva de longa duracéo
em camundongos fémeas, da linhagem C57BI/6, jovens e idosos.

Neste experimento foram utilizados camundongos fémeas jovens e
camundongos fémeas idosas. Os animais foram divididos quatro grupos
(N = 8-10): 1) camundongos jovens alimentados com dieta padrdo
(Jovem-DP), 2) jovens alimentados com dieta enriquecida com
colesterol (Jovem-DEC), 3) idosas alimentadas com dieta padrdo
(Idosas-DP) e 4) idosas alimentadas com dieta enriquecida com
colesterol (ldosas-DEC). A duracdo da dieta foi de quatro semanas,
sendo que a cada semana 0s animais foram pesados para controle da
massa corporal. Ap6s o término dos 30 dias os animais foram testados
no LCE no dia 1 e nos dias 2 e 4 passaram pelo CAC. Ressalta-se que,
durante os quatro dias dos testes comportamentais, 0s animais foram
mantidos com suas respectivas dietas (Figura 8).

Dieta Padrdo Dial Dia 2 Dia 4
CS7BL/6Fémeas LCE CAC Treino CAC Treino

Jovens (3 meses)

Idosas (24 meses) @
4Semanas -‘.‘t_, 3 O
> ’
g > \:§
Dieta 1,5% Colesterol == ="
C578L/6 Fémeas e e e e e
L | v

Jovens (3 meses) U
Idosas (24 meses)

Figura 8. Delineamento Experimental .



Delineamento Experimental 2: Determinacdo de uma dose de
escopolamina sem efeito na consolidacdo de uma memoria aversiva
contextual.

Os efeitos de uma dose ndo efetiva do agente amnésico
escopolamina’ na consolidacdo de uma memoria aversiva foram
investigados para validar uma dose que ndo exerca efeitos detectaveis
sobre a consolidacdo da memdria aversiva e, assim, pudesse ser utilizada
nos experimentos subsequentes. Para este objetivo, camundongos
C57BI/6 fémeas de trés meses de idade (alimentados com dieta padréo;
n = 8) receberam; imediatamente apds o treino no condicionamento
aversivo, veiculo ou escopolamina (0,37; 0,75 e 1,5 mg/kg; i.p.) e foram
submetidos a sessdo de teste do condicionamento aversivo apés 48
horas, com o intuito de evitar possiveis efeitos comportamentais
induzidos pela substancia (Figura 9).

Dia1l Dia 3
Treino CAC Teste CAC

Dieta Padrao ) L

(C57BL/6 Fémeas

Jovens (3 meses) VEI
ESC 0,37 mg/kg

. ESC0,75 mg/kg O
=i ESC 1,5 mg/kg
Imediatamente
& ad s “ \_ ap6s o treino. , at S

Figura 9. Delineamento Experimental I1.

Delineamento Experimental 3: Avaliacdo dos possiveis efeitos
sinérgicos de uma dieta enriquecida em colesterol e uma dose nédo
efetiva de escopolamina na consolidacdo de um meméria aversiva em
camundongos fémeas jovens.

' 0 farmaco escopolamina é um antagonista dos receptores muscarinicos.
A escopolamina é considerada o padrdo ouro para induzir prejuizos
colinérgicos sobre processos de aprendizagem e memdria em diferentes
testes comportamentais em roedores (Klinkenberg and Blorland, 2010).
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Neste desenho experimental, objetivou-se avaliar o0s efeitos
sinérgicos entre uma dose ndo efetiva de escopolamina e a exposi¢do a
dieta enriquecida com colesterol sobre a consolidacdo da memdria
aversiva. Especificamente, camundongos C57BI/6 fémeas de trés meses
de idade foram randomicamente divididos em dois grupos experimentais
(n = 16) e alimentados por quatro semanas com diferentes dietas: (DP)
dieta padrdo para roedores ou (DEC) dieta enriquecida com colesterol.
Ap0s este periodo, os camundongos foram submetidos ao treino no teste
de condicionamento aversivo ao contexto. Imediatamente apos o treino,
metade dos animais de cada grupo receberam veiculo (NaCl 0,9%; i.p.)
ou escopolamina (0,37 mg/kg; i.p.). Ap6s 48 horas os animais foram
submetidos a sesséo de teste no condicionamento aversivo ao contexto
(Figura 10).

Dial Dia 3

Treino CAC Teste CAC
Dieta Padrdo
(C57BL/6 Fémeas

Jovens (3meses)
Idosas (24 meses) DP-VEI
; ‘ DP-ESC 0,37 mg/kg
DEC-VEI
‘ 4 Semanas v . DEC-ESC 0,37 mg/kg O d
. — 9 Imediatamente
v [ apos o treino.

Dieta 1,5% Colesterol
CS7BL/6Fémeas
Jovens (3 meses)
Idosas (24 meses)

Figura 10. Delineamento Experimental 1.

Delineamento  Experimental 4: Avaliagdo dos efeitos da
hipercolesterolemia, induzida por alteracbes no gendtipo, sobre a
emocionalidade e formacdo de uma memdria aversiva de longa duracédo
em camundongos fémeas, da linhagem C57BI/6 e nocaute para o
receptor de LDL (rLDL™).

Neste experimento foram utilizados camundongos fémeas com 12
meses de idade, sendo camundongos do tipo selvagem e camundongos
rLDL™). Os animais foram testados no LCE no dia 1 e nos dias 2 e 4
passaram pelo CAC (Figura 11).



Dia1 Dia 2 Dia 4
C57BL/6 Fémeas LCE CAC Treino CAC Treino

Adultas (12 meses) ——
¢ ‘s

rLDL) Fémeas
Adultas (12 meses) |

Figura 11. Delineamento Experimental 1V.

Delineamento Experimental 5: Avaliacdo dos efeitos da administracdo
de donepezil, inibidor da enzima acetilcolinesterase, durante a fase de
consolidagdo de uma memoria aversiva contextual camundongos fémeas
rLDL®",

Neste desenho experimental, objetivou-se avaliar se a
administracdo do farmaco donepezil?, um inibidor reversivo da enzima
acetilcolinesterase, administrado durante a janela de consolidacdo da
memoria aversiva contextual, iria mitigar os prejuizos de aprendizagem
e memoéria dos camundongos rLDL™. Especificamente, foram
utilizados camundongos fémeas, sendo camundongos do tipo selvagem
e camundongos rLDL"", os quais divididos nos seguintes grupos: 1)
camundongos do tipo selvagem que receberam salina ap6s a sessdo de
treino do CAC; 2) camundongos do tipo selvagem que receberam o
farmaco cloridrato de donepezil $3 mg/kg; i.p.) apos a sessdo de treino
do CAC; 3) camundongos rLDL‘" que receberam salina apés o treino
do CAC e 4) camundongos rLDL™ que receberam cloridrato de
donepezil (3 mg/kg; i.p.) imediatamente apés o treino do CAC. No
primeiro dia os animais passaram pela sessdo de treino do CAC e
imediatamente apds receberam seus respectivos tratamentos. Apds 48
horas os animais passaram pela sessdo de teste do CAC (Figura 12). A
dose de cloridrato de donepezil foi escolhida em decorréncia de um
estudo prévio de nosso grupo de pesquisa que demonstrou efeitos

2 0 farmaco doneperzil, inibidor reversivel da enzima acetilcolinesterase, é um
agente com propriedades positivas sobre os processos de aprendizagem e
memboria, atuando no aumento da disponibilidade de acetilcolina na fenda
sindptica ao inibir sua hidrélise (Dooley e Lamb, 2000).
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positivos do tratamento crénico (i.e., 21 dias) nos prejuizos cognitivos
observados nos animais rLDL™ (Lopes et al., 2015).

Dia1 Dia 3
Treino CAC Teste CAC

C57BL/6 Fémeas
Adultas (12 meses) SEL-VEI @
SEL-DON 3 mg/kg
g ‘ LOLr -Vl
v LDLr/)-DON 3 mg/kg
4 5. Imediatamente
' { '\ apés o treino.

LDLr7) Fémeas
Adultas (12 meses)

Figura 12. Delineamento Experimental V.

Quantificacao dos Niveis de Colesterol Plasméatico.

Os niveis de colesterol plasmatico foram quantificados por meio de
ensaio bioquimico empregando reagente comercial (Gold Analisa, Belo
Horizonte, MG, Brasil), seguindo as especifica¢es do fabricante.

Analises Estatisticas.

Os resultados sdo apresentados como a média + erro padrdo da
média (EPM). As diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais
foram detectadas por meio de teste “t” de Student para amostras
independentes ou por meio de analise de variancia (ANOVA) seguida
pelo Teste de Dunnett, quando apenas os tratamentos foram analisados.
Para comparar dois ou mais grupos, juntamente com demais variaveis,
ANOVA de duas vias, seguida pelo poOs-teste de Bonferroni foi
utilizado. Valores de P menores que 0,05 (*P < 0,05) foram
considerados como indicativos de significancia.
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RESULTADOS

Experimento I: Avaliacdo dos efeitos da hipercolesterolemia, induzida
por alteragbes na dieta, sobre a emocionalidade e formagdo de uma
memoria aversiva de longa duracdo em camundongos fémeas, da
linhagem C57BI/6, jovens e idosos.

Inicialmente, cabe ressaltar que ndo houve alteragdes entre os
grupos experimentais acerca da massa corpdrea dos animais durante o
periodo experimental (ANOVA de duas vidas com medidas repetidas).
Ademais, a analise dos niveis plasmaticos de colesterol demonstrou que,
mesmo por um curto periodo de tempo, a dieta enriquecida com
colesterol foi capaz de induzir hipercolesterolemia nos animais. O grupo
de camundongos fémeas jovens que recebeu a dieta enriquecida com
colesterol apresentou um aumento de aproximadamente 20% nos niveis
de colesterol plasmatico em relagdo ao grupo controle (p<0,05). Por
outro lado, o grupo de camundongos fémeas idosas que recebeu a dieta
enriquecida com colesterol apresentou um aumento ainda maior, de
aproximadamente 100%, nos niveis de colesterol plasmatico em relacdo
ao grupo controle idosas (p<0,05).

Neste bloco experimental também foram avaliados os pardmetros
comportamentais de camundongos fémeas, jovens e idosas, expostas a
dieta enriquecida com colesterol (DEC), frente a um estimulo aversivo
incondicionado, i.e., uma Unica exposicdo a um LCE (Figura 13). A
andlise de variancia (ANOVA) de duas vias indicou um efeito
significativo ao fator dieta para a porcentagem de tempo de permanéncia
nos bragos abertos [F(1,31)=26,38; p<0,0001]. Também foi observado
um efeito significativo da dieta [F(1,31)=18,59; p<0,001] e uma
interacdo entre dieta e idade [F(1,31)=11,85; p<0,01] para a
porcentagem de entradas nos bragos abertos do aparato. Ademais, a
ANOVA indicou um efeito significativo do fator idade para o nimero
de avaliagbes de risco [F(1,31)=15,86; p<0,001]. Finalmente, foi
observado um efeito da idade [F(1,31)=12,18; p<0,005] e da dieta
[F(1,31)=11,09; p<0,005] no numero total de entradas nos bracos
fechados do aparado. Comparagdes post-hoc subsequentes indicaram
gue os camundongos tratados com dieta enriquecida com colesterol



(independente da idade) apresentaram um aumento significativo na
porcentagem de tempo de permanéncia nos bracos abertos em
comparagdo com o respectivo grupo controle (P<0,05) (Figura 13A).
Além disso, o envelhecimento foi capaz de diminuir a porcentagem de
entradas nos bragos abertos especificamente nos camundongos do grupo
dieta padréo (controle) (P<0,05) (Figura 13B). Ainda, o envelhecimento
diminuiu o ndmero de avaliagbes de risco nos camundongos,
especificamente nos camundongos do grupo dieta enriquecida com
colesterol (P<0,005) (Figura 13C). Finalmente, as andlises post-hoc
demonstraram que o envelhecimento e a dieta enriquecida com
colesterol aumentaram de modo significativo o namero de entradas nos
bragos fechados (P<0,05) (Figura 13D).
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Figura 13. Avaliacdo dos parametros comportamentais de camundongos
fémeas, jovens e idosas, expostas a dieta enriquecida com colesterol
(DEC), frente a um estimulo aversivo incondicionado, i.e., exposi¢ao ao
LCE.A) Porcentagem do tempo de permanéncia nos bragos abertos do
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aparto. B) Porcentagem de entradas nos bragos abertos do aparato. C)
Numero de avaliacBes de risco feitas pelos animais. D) Total de entradas
nos bracgos fechados do aparato. Valores demonstrados como média +
erro padrdo da média (n = 8-10 camundongos/grupo). Os dados foram
analisados com ANOVA de duas vias seguido de teste post-hoc
Newman-Keuls. * p<0,05 comparado com grupo jovem/DP e # p<0,05
comparado com grupo idosos/DP.

Os efeitos da dieta enriquecida com colesterol em resposta a um
estimulo aversivo condicionado estdo apresentados na Figura 14. As
analises estatisticas ndo mostraram efeitos significativos entre os grupos
acerca dos niveis de congelamento (freezing) basais. Por outro lado, a
ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo da dieta
[F(1,31)=9.49; p<0.005] e da interacdo entre idade e dieta
[F(1,31)=5.47; p<0.05] para a porcentagem de resposta de
congelamento. Comparacdes post-hoc subsequentes indicaram que o
grupo de animais idosos tratados com dieta enriquecida com colesterol
apresentou resposta de congelamento significativamente menor que 0s
animais da mesma idade submetidos a dieta padrédo (P < 0.005).
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Figura 14. Avaliagdo dos efeitos de uma dieta enriquecida com
colesterol (DEC) na formacdo de uma memoria aversiva contextual.
Camundongos C57BI/6 fémeas jovens (trés meses de idade) e idosos (24
meses de idade) foram expostos diariamente por 4 semanas a uma dieta
padrdo (DP) ou dieta enriquecida com colesterol (DEC). Apds, foram
submetidos ao teste do condicionamento aversivo ao contexto. Os



valores estdo representados com média + erro padrdo da média (n = 8-10
camundongos/grupo). Os dados foram analisados com ANOVA de duas
vias seguido de teste post-hoc Newman-Keuls.# P < 0,05 comparado
com o grupo ECD jovem.

Experimento 2: Determinacéo de uma dose de escopolamina sem efeito
na consolidacdo de uma memdria aversiva contextual.

Neste experimento foram verificados os efeitos de trés diferentes
doses (0,37, 0,75 e 1,5 mg/kg, i.p.) de escopolamina na janela da
consolidacdo de uma memoria aversiva contextual em camundongos
jovens fémeas. Como esperado, a analise estatistica ndo mostrou efeito
significativo entre os grupos acerca dos niveis basais de congelamento
(Figura 15). Por outro lado, a ANOVA de uma via mostrou que a
associacdo contexto-choque foi prejudicada pelo tratamento com
escopolamina  [F(3,28)=42.36; p<0.00001]. Analises post-hoc
subsequentes mostraram que esse efeito ocorreu de uma maneira dose-
dependente. Enquanto a menor dose de escopolamina (i.e., 0,37 mg/kg)
ndo apresentou efeito no condicionamento ao contexto, as doses mais
altas de escopolamina (0,75 e 1,5 mg/kg; i.p.) causaram um prejuizo
significativo na resposta de congelamento comparados com 0 grupo
controle (P < 0.0005). A dose de escopolamina néo efetiva (0,37 mg/kg)
foi selecionada para experimentos subsequentes.
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Figura 15. Curva dose-resposta do efeito da escopolamina via i.p.
durante a fase de consolidacdo de uma memdria aversiva contextual em
camundongos fémeas.Camundongos C57BI/6 fémeas de trés meses de
idade (expostas a dieta controle) receberam, imediatamente apés o
treino, veiculo ou escopolamina (0.37; 0,75 e 1,5 mg/kg; i.p.) e foram
submetidas a sessdo de teste do condicionamento aversivo ao contexto
48 horas ap6s. Os valores estdo representados com média + erro padrao
da média (n = 8 camundongos/grupo). # P < 0,05 comparado com o
grupo controle (Teste post-hoc de Newman-Keuls).

Experimento 3: Avaliacdo dos possiveis efeitos sinérgicos de uma dieta
enriquecida em colesterol e uma dose ndo efetiva de escopolamina na
consolidagdo de um memaria aversiva em camundongos fémeas jovens.

Neste experimento, foram avaliados os possiveis efeitos aditivos da
interacdo entre a dieta enriquecida com colesterol e a dose de
escopolamina ndo efetiva no condicionamento aversivo ao contexto em
camundongos jovens. Como esperado, a andlise estatistica ndo mostrou
efeito significativo entre os grupos acerca dos niveis basais de
congelamento (Figura 16). Por outro lado, a ANOVA de duas vias para
a porcentagem de resposta de congelamento mostrou um efeito
significativo da dieta [F(1,28)=18.12; p<0.0005], tratamento
[F(1,28)=5.8; p<0.05] e da interacio entre dieta e
tratamento[F(1,28)=14.74; p<0.001]. Analises post-hoc subsequentes
indicaram que os animais expostos a dieta enriquecida com colesterol e
tratados com a dose de 0,37 mg/kg de escopolamina mostraram menos
tempo de congelamento que os animais do grupo controle exposto a
dieta enriquecida com colesterol (P < 0.005).
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Figura 16. Avaliacdo do efeito sinérgico da DEC e de administracdo
aguda de escopolamina durante a consolidacdo da meméria aversiva
contextual em camundongos fémeas jovens.Camundongos C57BI/6
fémeas de trés meses de idade foram divididas em dois grupos
experimentais (n = 16) e expostas diariamente por 4 semanas a uma
dieta padrdo (DP) ou dieta enriquecida com colesterol (DEC). Apds,
foram submetidas ao condicionamento aversivo ao contexto.
Imediatamente apds o treino, metade dos animais de cada grupo recebeu
veiculo ou escopolamina (0,37 mg/kg; i.p.). 48 horas apds foram
submetidas a sessdo de teste do condicionamento aversivo ao contexto.
Os valores estdo representados com média + erro padrdo da média (n = 8
camundongos/grupo).*P < 0,05 comparado com o DEC controle (Teste
post-hoc de Newman-Keuls).

Experimento 4: Avaliacdo dos efeitos da hipercolesterolemia, induzida
por alteracdes no gendtipo, sobre a emocionalidade e formagédo de uma
meméria aversiva de longa duracdo em camundongos fémeas, da
linhagem C57BI/6 e nocaute para o receptor de LDL (rLDL™).

Neste  experimento  foram  avaliados o0s  parametros
comportamentais de camundongos fémeas, C57BI/6 do tipo selvagem e
nocaute para o receptor de LDL (rLDL™), frente a um estimulo aversivo
incondicionado, i.e., uma Unica exposicdo a um LCE (Figura 17). As
andlises estatisticas, por meio do teste t de Student para amostras
independentes, demonstraram que os camundongos (rLDL™)
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apresentaram um aumento no tempo de permanéncia nos bragos abertos
do aparato em compara¢do com os camundongos do tipo selvagem (t =
2,52, df = 13, P < 0,05). Por outro lado, ndo foram observadas
diferencas entre os grupos com relacdo a porcentagem de entradas nos
bracos abertos (t = 0,92, df = 13, P = 0,37), nimero de avaliacdes de
risco (t = 1,88, df = 13, P = 0,08) e no ndmero total de entradas nos
bracos fechados (t=1,17, df = 13 P = 0,26).
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Figura 17. Avaliacdo dos pardmetros comportamentais de camundongos
fémeas, C56BI/6 do tipo selvagem e nocaute para o rLDL, frente a um
estimulo aversivo incondicionado, i.e.,, exposicio ao LCE.A)
Porcentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos do aparto. B)
Porcentagem de entradas nos bragos abertos do aparato. C) NUmero de
avaliacdes de risco feitas pelos animais. D) Total de entradas nos bragos
fechados do aparato. Valores demonstrados como média + erro padrao
da média (n = 7-8 camundongos/grupo). *P < 0,05 em compara¢do com
camundongos C56BI/6 (teste t de student ndo pareado).



Os efeitos da delecdo génica do receptor de LDL em resposta a um
estimulo aversivo condicionado estdo apresentados na Figura 18. As
analises estatisticas ndo mostraram efeitos significativos entre os grupos
acerca dos niveis de congelamento (freezing) basais. Por outro lado, na
sessdo de teste, os camundongos rLDL™ apresentaram menos tempo de
congelamento do que os animais do tipo selvagem (t = 3,71, df =15,P =
0,005).
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Figura 18. Avaliacdo dos efeitos da delegdo génica do receptor de LDL
na formacdo de uma meméria aversiva contextual em camundongos.Os
valores estdo representados com média + erro padrdo da média (n = 8-9
camundongos/grupo). *P < 0,05 em comparacdo com camundongos
C56BI/6 na sesséo de teste (teste t de student ndo pareado).

Experimento 5: Avaliacdo dos efeitos da administracdo de donepezil,
inibidor da enzima acetilcolinesterase, durante a fase de consolidacéo de
uma meméria aversiva contextual camundongos fémeas rLDL.

Posteriormente, foram avaliados, em camundongos fémeas C57BI/6
do tipo selvagem e nocaute para o receptor de LDL (rLDL™), os efeitos
da administracdo pos-condicionamento (i.e., na janela de consolidacdo
da memoéria aversiva contextual) do farmaco donepezil (3 mg/kg; i.p.).
Como esperado, a andlise estatistica ndo mostrou efeito significativo
entre os grupos acerca dos niveis basais de congelamento (Figura 19).
Por outro lado, a ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo
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do genétipo [F(1,29)=7,17; p<0,05], tratamento [F(1,28)=7,11; p<0,05]
e da interacdo entre gendtipo e tratamento [F(1,29)=8,59; p<0,01] na
porcentagem de respostas de congelamento. Comparacdes post-hoc
subsequentes indicaram que o grupo de animais rLDL"" que receberam o
tratamento com o farmaco donepezil apresentaram um aumento na
porcentagem de resposta de congelamento em comparacdo com
camundongos rLDL™" controle (P < 0.005).
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Figura 19. Avaliacdo do efeito da administracdo aguda de donepezil
durante a consolidacdo da memdria aversiva contextual em
camundongos fémeas C57BI/6 do tipo selvagem e nocaute para o
receptor de LDL (rLDL-/-).Imediatamente ap6s o treino do teste de
condicionamento aversivo ao contexto, metade dos animais de cada
grupo recebeu veiculo ou donepezil (3 mg/kg; i.p.). 48 horas ap6s foram
submetidas a sessdo de teste do condicionamento aversivo ao contexto.
Os valores estdo representados com média + erro padrdo da média (n =
8-9 camundongos/grupo). #P < 0,05 comparado com camundongos
rLDL™ na sessdo de teste (Teste post-hoc de Newman-Keuls).



DISCUSSAO

Evidéncias epidemioldgicas e clinicas acumuladas ao longo das
duas Ultimas décadas apontam para uma correlacdo positiva entre a
hipercolesterolemia e a doenga de Alzheimer esporadica (Sparks et al.,
1990; Sparks et al., 1994; Kuo et al., 1998; Solomon et al., 2009). Neste
sentido, os efeitos da hipercolesterolemia no comportamento e cognicéao
em modelos animais, especialmente roedores, vém sendo intensamente
investigados desde a década passada (Schreurs, 2010). Em particular, a
manipulacdo dos niveis de colesterol em roedores tem jogado luz a
relacdo entre colesterol e cogni¢do. Por exemplo, a hipercolesterolemia
tem sido associada com prejuizos de aprendizagem e memoria em
diversos paradigmas comportamentais, incluindo os labirintos aquatico e
radial (Thirumangalakudi et al., 2008; Ullrich et al., 2010), medo
condicionado ao contexto (Hwang et al., 2010), esquiva passiva e ativa
(Ghodke et al., 2012; Lee et al., 2016), reconhecimento e realocacdo de
objetos (Moreira et al., 2014; Knight et al., 2014) e alternancia
espontanea (Knight et al., 2014). Ademais, o camundongo nocaute para
o receptor de LDL (rLDL™), uma ferramenta experimental ao estudo da
hipercolesterolemia familiar humana, apresenta prejuizos de memdria
operacional (Mulder et al., 2004; de Oliveira et al., 2014) e de formacéo
de memérias aversivas (Moreira et al., 2012) e ndo aversivas (Mulder et
al., 2004; Thirumangalakudi et al., 2008) de longa duracdo. Neste
sentido, os estudos acerca dos mecanismos neuroquimicos pelos quais a
hipercolesterolemia poderia levar aos prejuizos de aprendizagem e
memoria em roedores tém se focado em disfungéo vascular (Ramirez et
al., 2011; de Oliveira et al., 2014), neuroinflamacdo (Thirumangalakudi
et al., 2008), estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial (de Oliveira et
al., 2011; Sharma et al., 2015), metabolismo da proteina precursora
amiloide (Vestergaard et al., 2010) e perda da integridade dendritica
(Granholm et al., 2008) como possiveis eventos subjacentes.

Ressalta-se, contudo, que foram poucos os trabalhos que utilizaram
exposicdes a dietas enriquecidas em colesterol ou gorduras por curtos
periodos de tempo. Em geral, a grande parte dos mesmos emprega
periodos superiores a dois meses de exposi¢des as dietas, principalmente
em decorréncia da eficiéncia do metabolismo lipidico em roedores®

3 . - ,

Os roedores apresentam uma grande capacidade em suprimir a sintese de
colesterol, bem como para intensificar a sintese de &acidos biliares, apds o
consumo de colesterol (Beynen, 1988). Ainda, em virtude deste sistema
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(Beynen, 1988). No presente trabalho, tanto camundongos fémeas
jovens, quanto camundongos fémeas idosas, apresentaram
hipercolesterolemia induzida por uma dieta enriquecida com 1,5% de
colesterol por apenas quatro semanas. Ressalta-se que o0 incremento nos
niveis de colesterol plasméatico foi maior nas fémeas idosas,
provavelmente devido as condicdes metabdlicas mais debilitadas pelo
envelhecimento (Houtkooper et al., 2011). Por outro lado, ndo foram
observadas alteracdes significativas na massa dos animais ao longo do
periodo experimental. Em geral, dietas hipercolesterolémicas, pouco
enriquecidas em gorduras totais, ndo acarretam em alteragdes
significativas no peso dos animais quando oferecidas apds o periodo de
desenvolvimento pds-natal, em decorréncia da eficiéncia do
metabolismo lipidico de camundongos (Lutz e Woods, 2007).

No presente estudo, a avaliacho de um estimulo aversivo
incondicionado foi utilizado o teste do labirinto em cruz elevado, um
paradigma experimental amplamente empregado ao estudo dos
comportamentos relacionados a “ansiedade” em camundongos, sob uma
perspectiva psicobiolégica (Lister, 1987). Este paradigma baseia-se em
duas tendéncias comportamentais inatas dos roedores ao serem expostos
ao aparato: i) a tendéncia exploratria em novos ambientes e estimulos e
ii) a tendéncia em responder defensivamente ao serem expostos a
lugares abertos e altos (i.e., considerados de risco). Sendo assim,
observa-se uma situacdo de conflito, a qual dependera da avaliacdo de
risco. A avaliagdo de risco pode ser considerada como componente
central da ansiedade, mesmo sob uma perspectiva comportamental
(Blanchard et al., 2001). Estudos no campo da psicofarmacologia
mostram que drogas com efeito ansiolitico em humanos, como 0s
benzodiazepinicos (e.g., diazepam), sdo capazes de aumentar o tempo de
permanéncia e as entradas nos bragos abertos do labirinto, quando
administrados de forma aguda em camundongos. Por outro lado, drogas
com efeitos ansiogénicos, como agonistas inversos dos receptores de
benzodiazepinicos, como o FG 7142, parecem induzir um maior tempo
de permanéncia nos bracos fechados do aparato (Pellow e File, 1986).

Assim, os resultados obtidos no presente estudo sugerem um efeito
do tipo ansiolitico ocasionado pela dieta enriquecida com colesterol em
camundongos fémeas jovens e idosas, uma vez que ambos 0s grupos

metabdlito bastante eficiente no que tange a mobilizagdo e o metabolismo do
colesterol, os roedores tendem a responder brandamente a dietas
hipercolesterolémicas, desenvolvendo hipercolesterolemia leve e apenas
estrias gordurosas no arco aértico (Paigen et al., 1990).



apresentaram um significativo aumento no tempo de permanéncia nos
bracos abertos do aparato. Tal observacdo evidencia que o
comportamento exploratério nestes animais foi preponderante frente a
inibicdo comportamental induzida pela &rea de risco, i.e., bragos abertos
do labirinto. As fémeas idosas expostas a dieta enriquecida com
colesterol, além do exposto, também apresentaram um aumento
significativo na porcentagem de entradas nos bragos abertos quando
comparadas ao grupo de fémeas idosas que recebeu dieta controle. Em
conjunto, estes dados sugerem que os efeitos comportamentais da dieta
enriquecida com  colesterol, frente a estimulos aversivos
incondicionados, s&o mais intensos nos camundongos idosos em relago
aos camundongos jovens. Contudo, estas medidas de “ansiedade”
observadas no labirinto em cruz elevado ndo podem ser adequadamente
dissociadas de simples mudancas na atividade locomotora (i.e., a
hiperatividade apresentada pelos camundongos tratados com dieta
enriquecida com colesterol, o que foi evidenciado pelo aumento no
nimero de entradas nos bragos fechados do aparato), as quais podem
confundir a interpretacdio dos dados. Digno de nota, a
hipercolesterolemia parece aumentar a locomocdo esponténea de
camundongos no teste do campo aberto, sem evidéncias de mudancas
nos parametros relacionados a ansiedade nos testes do campo aberto e
caixa claro e escuro (Elder et al., 2008). Assim, é dificil determinar o
guanto mudangas na exploracdo dos bracos abertos refletem uma
modulacdo da “ansiedade” ou outra consequéncia comportamental ndo
especifica, como hiperatividade ou aumento na motivacao a exploragao,
induzidos pela hipercolesterolemia. Uma maneira de dissociar a
atividade locomotora da ansiedade no teste do labirinto em cruz elevado
¢ a incorporacdo de etogramas comportamentais com elementos como
avaliacdo de risco, um indice sensivel de ansiedade (Weiss et al., 1998).
Neste sentido, as analises estatisticas, ANOVA, observaram apenas um
efeito do fator idade (i.e., envelhecimento) acerca do nUmero de
avaliacOes de ris