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RESUMO

Evidéncias clinicas e epidemiologicas apontam a hipercolesterolemia,
particularmente a hipercolesterolemia familiar, como um fator de risco para
o desenvolvimento de comprometimento cognitivo leve, um estagio de
transicdo entre o envelhecimento sauddvel e os primeiros sintomas da
doenca de Alzheimer. A hipercolesterolemia familiar ¢ uma doenga
genética do metabolismo das lipoproteinas, caracterizada por niveis muito
elevados de colesterol plasmatico que levam a aterosclerose prematura, em
consequéncia do prejuizo da fungdo do receptor de lipoproteina de baixa
densidade (LDL). Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa demonstrou que
camundongos nocautes para o receptor de LDL (LDLr'/'), modelo de
hipercolesterolemia familiar, exibem prejuizos de memoria e aprendizado,
associados a disfunc¢do colinérgica e ao estresse oxidativo no cortex pré-
frontal e hipocampo. Desde a atribui¢do do Paradoxo Francés, os polifenois
presentes no vinho tinto t€m sido indicados como agentes protetores de
doencas cardiovasculares. Além disso, estudos recentes demonstram o
papel  protetor dessas moléculas antioxidantes em  doengas
neurodegenerativas, com particular énfase na doenga de Alzheimer. Dessa
forma, hipotetizamos que o consumo regular moderado de vinho tinto é
capaz de mitigar o desenvolvimento de comprometimento cognitivo e
alteragdes neuroquimicas nos camundongos LDLr”". Assim, avaliamos por
testes comportamentais o efeito do consumo moderado de vinho tinto na
locomogdo, atividade motora e nos parametros cognitivos de aprendizado e
memoéria dos animais LDLr"” submetidos a dicta padrio ou dieta
hipercolesterolémica. Além disso, determinamos a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) e parametros antioxidantes nos tecidos cerebrais
desses camundongos. Primeiramente, nds certificamos que a concentragdo
alcoolica de 6% ¢ segura para o consumo dos camundongos C57BL/6. Em
seguida, nos observamos que a dieta hipercolesterolémica causa um
aumento nos niveis de colesterol total plasmaticos e dano hepatico nos
camundongos LDLr"", o que ndo foi atenuado pelo consumo de vinho tinto.
Os prejuizos de memoria de curto e longo prazo observados nos
camundongos LDLr” tratados com dieta padrdo e rica em colesterol foram
revertidos pelo consumo de vinho. No entanto, os efeitos benéficos da
bebida foram mais efetivos quando estes camundongos sdo expostos a uma
dieta padrdo. A atividade da AChE ndo foi modificada pela dieta
hipercolesterolémica ou pelo consumo moderado de vinho tinto. Além disso,
ndo foram observadas alteragdes no sistema antioxidante vinculado a
glutationa e nos niveis de peroxidagdo lipidica nas estruturas cerebrais
estudadas apos os tratamentos. Nosso conjunto de dados demonstrou que o



consumo diario e moderado de vinho tinto ¢ capaz de melhorar o prejuizo
cognitivo induzido pela hipercolesterolemia em camundongos, todavia, os
mecanismos de agdo pelos quais essa bebida possa estar atuando ainda ndo
estdo bem elucidados.

Palavras-chave: vinho tinto, flavonoides, hipercolesterolemia familiar,
camundongos nocautes para o receptor de LDL, memoria, neuroprotegao.



ABSTRACT

Clinical and epidemiological evidence have been reported that
hypercholesterolemia, particularly familial hypercholesterolemia, as a risk
factor for the development of mild cognitive impairment, a transitional
stage between healthy aging and the earlier Alzheimer's disease. Familial
hypercholesterolemia is a lipoprotein metabolism genetic disorder,
characterized by high plasma cholesterol levels leading to premature
atherosclerosis as a result of the loss of the low density lipoprotein (LDL)
receptor function. In this regard, our research group has demonstrated that
LDL receptor knockout (LDLr'/') mice, a useful animal model of familial
hypercholesterolemia, exhibit learning and memory impairments, which is
associated with cholinergic dysfunction and antioxidant imbalance in
prefrontal cortex and hippocampus. Since French Paradox attribution, red
wine polyphenols and flavonoids are indicated as cardiovascular diseases
protectors. In addition, it has been shown the protective effect of these
antioxidant molecules in neurodegenerative diseases, with particular
emphasis in Alzheimer’s disease. In this way, we hypothesized that the
regular red wine moderate consumption is be able to mitigate the
development of cognitive impairments and neurochemical alterations in
LDLr" mice. Thus, we evaluated using behavioral tests the effect of red
wine moderate consumption in locomotion, motor activity and learning and
memory cognitive parameters of LDLr"" animals submitted to standard or
hypercholesterolemic diet. Additionally, we determined the activity of the
acetylcholinesterase (AChE) enzyme, as well as antioxidant and oxidative
stress parameters in the brain tissue of these mice. Firstly, we noticed that
the 6% alcohol concentration is safe for C57BL/6 mice consumption. After
that, we found that hypercholesterolemic diet causes an increase in the total
plasma cholesterol levels and liver damage in LDLr” mice, which were not
prevented by the consumption of red wine. The short and long term
memory loss observed in LDLr"" mice treated with standard and high
cholesterol diet were ameliorated by wine consumption. Notable, beneficial
effects of the beverage were most effective when these mice were exposed
to a standard diet. The AChE activity was not modified by
hypercholesterolemic diet or red wine moderate consumption. In addition,
no changes were observed in the glutathione system and levels of lipid
peroxidation in both brain structures studied after treatments. Our data set
shows that red wine daily and moderate consumption can improve the
hypercholesterolemia cognitive impairment induced in mice, however, the
mechanisms by which this drink may be acting are still unclear.



Keywords: red wine, flavonols, familial hypercholesterolemia, LDL
receptor knockout mice, memory, neuroprotection.
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moderado de vinho tinto sobre os dos niveis de peroxidagdo
lipidica (ensaio de TBARS) no (A) cortex pré-frontal e (B)
hipocampo de camundongos LDLr"".
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1. INTRODUCAO

Em 1964, aos trés anos de idade, John Despota foi encaminhado
pela primeira vez ao médico por possuir xantomas de gordura pelo corpo,
os quais eram resultado dos niveis de colesterol total no sangue cerca de
seis vezes acima do limite normal. Aos 12 anos de idade, John ja
apresentava sinais de angina. O garoto foi diagnosticado com
hipercolesterolemia familiar, e amostras de células cutdneas do paciente e
de seus pais foram enviadas a dois jovens pesquisadores que nesta mesma
época estudavam a biologia do metabolismo do colesterol celular. A partir
de experimentos com as células deste paciente, os pesquisadores Michael
Brown e Joseph Goldstein descobriram receptores de superficie celular
capazes de internalizar a lipoproteina de baixa densidade (LDL) circulante,
os quais foram denominados receptores de LDL. Além disso, Brown e
Goldstein atribuiram as muta¢des no gene que codifica este receptor a
causa da hipercolesterolemia familiar (Nair, 2013). Essas descobertas
foram determinantes para a elucidacdo das bases moleculares, bioquimicas
e genéticas da doenca, ampliando o conhecimento existente sobre o
metabolismo do colesterol e das lipoproteinas plasmaticas (Goldstein e
Brown, 1973, 1974, 2009; Brown e Goldstein, 1974, 1986); ¢ renderam
aos pesquisadores o prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1985
(Brown e Goldstein, 1986; Nair, 2013).

1.1. Metabolismo do colesterol

O colesterol ¢ um lipideo essencial para o funcionamento das
células animais, compondo estruturalmente as membranas celulares, sendo
o precursor biossintético de hormonios esteroides, acidos biliares e
vitamina D, além de desempenhar um papel critico nos processos de
sinalizagdo e proliferacdo celular (Yeagle, 1991; Simons e Ikonen, 2000;
Goedeke e Fernandez-Hernando, 2012). Apesar de sua extrema
importancia, niveis alterados dessa molécula acabam por se tornar
altamente prejudiciais as células do organismo, levando & uma diversidade
de doencas, e.g., doencgas cardiovasculares associadas a aterosclerose
(Maxfield e Tabas, 2005; Ikonen, 2006).

O colesterol é obtido por meio da sintese celular, como fonte
endoégena, ou ainda de forma exdgena, proveniente da dieta (Nelson e Cox,
2011). A via de sintese endogena do colesterol ocorre principalmente no
figado. No sangue, devido sua hidrofobicidade, o colesterol necessita ser
transportado pelas lipoproteinas plasmaticas. Estas por sua vez, unem-se
aos lipideos formando diferentes classes de particulas lipoproteicas,



22

esferas cujo centro € composto pelos lipideos hidrofobicos e a superficie
pelas proteinas (apolipoproteinas), das quais as cadeias laterais sdo
hidrofilicas (Hegele, 2009; Nelson e Cox, 2011).

Apds sua absor¢do no lumen intestinal, o colesterol e outros
lipideos oriundos da dieta sdo transportados nos quilomicrons (QM), as
maiores ¢ menos densas lipoproteinas, compostas por alta propor¢do de
triglicerideos. Grande parte desses triglicerideos ¢ liberada nos tecidos, em
que serdo consumidos ou armazenados como combustiveis, ¢ os QM
remanescentes movem-se pelos capilares sanguineos até o figado, onde
sdo captados. No figado, o colesterol pode ser esterificado, convertido em
acidos biliares, secretado na bile ou empacotado em macromoléculas
hidrossoluveis, as lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), para
ser transportado aos tecidos extra-hepaticos, muscular e adiposo
principalmente. Nesses tecidos, a VLDL ¢ convertida gradualmente em
LDL, responsavel pelo transporte do colesterol para os tecidos periféricos
ou de volta para o figado. A endocitose de LDL ¢ regulada pelo receptor
de LDL e pela apolipoproteina B100 (apoB100) (Vance e Vance, 2008;
Nelson e Cox, 2011). A lipoproteina de alta densidade (HDL) ¢ o tltimo
dos principais tipos de lipoproteinas, rica em proteina com relativamente
pouco colesterol, e que possui como principal fun¢do o transporte reverso
de colesterol (Lewis e Rader, 2005).

Quando hd um excesso de particulas de LDL no sangue, essa
captagdo especifica mediada por receptor pelos tecidos se torna saturada,
havendo disponibilidade, nessas circunstancias, para a captacdo nao
especifica de LDL por macrofagos presentes proximos as células
endoteliais das artérias. Sabe-se que a exposi¢do das células endoteliais
vasculares a altos niveis de LDL causa disfungdo do endotélio,
consequentemente aumentando a permeabilidade da camada intima as
lipoproteinas plasmaticas (Badimoén et al., 2009). Na camada intima, as
particulas de LDL sofrem oxidacdo, induzindo uma resposta inflamatoria
e a disfung@o endotelial caracterizada pelo surgimento de moléculas de
adesdo leucocitaria (mondcitos e linfocitos) na superficie endotelial e
comprometimento na biodisponibilidade do 6xido nitrico (Llorente-Cortes
e Badimon, 2005; Gleissner et al., 2007). Os monocitos migram para o
espaco subendotelial onde se diferenciam em macrofagos, que por sua vez
captam as LDL oxidadas. Os macréfagos repletos de gorduras sfo
chamados células espumosas e sfo o principal componente das estrias
gordurosas, lesdes iniciais que levam a formagdo de placas de ateroma
ricas em colesterol nas paredes dos vasos, um processo que, como
demonstrado na Figura 1, sugere-se que inicie a complexa cascata da
aterosclerose.
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Figura 1: Representacdo esquematica da evolugdo da placa aterosclerdtica desde
etapas iniciais de disfun¢do endotelial as etapas avangadas com a presenca de
placas de ateroma complicadas.

FT: fator tissular; M-CSF: fator estimulador de colonias de macrofagos; MCP-1:
proteina quimiotatica de mondcitos; MMP: metaloproteinasas; PAI-1: inibidor de
plasminogénio tipo-1 ativado, PDGF: fator de crescimento plaquetdrio; UPA:
ativador de plasminoogénio tipo uroquinasa (adaptado de Badimoén et al., 2009).

O receptor de LDL ¢ o protdtipo de uma familia de receptores de
superficie celular, que reconhece especificamente a apoB100 e a
apoliproteina E (apoE). Essa familia de receptores também tem como
membros a proteina 1 relacionada ao receptor de LDL (LRP-1), o receptor
da VLDL, o receptor 2 de apoE, a megalina dentre outros, todos sendo
funcional e estruturalmente relacionados ao receptor de LDL (Li et al.,
2001). No entanto, a diversidade funcional e estrutural desta familia de
receptores se da devido as diferencas na posi¢do e no niimero de cada um
dos dominios estruturais (Go e Mani, 2012). Estes receptores sio
compostos por seis dominios diferentes, conforme representado na Figura
2. E no primeiro dominio, na extremidade amino, que encontra-se a regido
de ligagdo dos ligantes, uma sequéncia de 40 residuos rica em cisteina
(Smith et al., 2007), responsavel pela captacdo de moléculas extracelulares
para a degradagdo celular, usualmente provendo nutrientes essenciais para
o desempenho das fungdes celulares (Hussain et al., 1999).
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+ Regido um
Dominio de ligagao de LDL

+ Regiao dois
Dominio tipo fator de crescimento epidérmico
Dominio tipo subunidade transducina-f

+ Regiao trés
Dominio de oligossacarideo N-ligado

+ Regiao quatro
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- Dominio transmembrana

L Regiao seis
Dominio intracelular (citosolico)

C J
Figura 2: Estrutura do receptor de LDL. A proteina tem seis regides principais, as
quais sdo: dominio de ligagdo de LDL (1), dominio tipo fator de crescimento
epidérmico / dominio tipo subunidade transducina-p (2), dominio de
oligossacarideo N-ligado (3), dominio de oligossacarideo O-ligado (4), dominio
transmembrana (5) e dominio intracelular (6) (adaptado de Smith et al., 2007).

A principal fung@o do receptor de LDL ¢ ligar-se a particulas de
lipoproteinas circulantes contendo colesterol (principalmente a LDL)
mediando sua remogdo e catabolismo (Figura 3) (Brown e Goldstein,
1986; Hobbs et al., 1992). No metabolismo celular da LDL, a apoB100
presente na superficie da lipoproteina liga-se ao receptor de LDL. Em
seguida, ocorre a endocitose do complexo receptor-LDL, levando a
formac¢do de vesiculas endociticas, ou endossomos, onde a LDL se
dissocia do receptor devido ao pH 4acido. O receptor de LDL,
subsequentemente, ¢ reciclado e pode retornar a superficie da célula
iniciando outro ciclo de endocitose. A LDL, por sua vez, é entregue ao
lisossomo quando ocorre a fusdo das membranas do endossomo e
lisossomo. Os componentes proteicos da LDL sdo hidrolisados a
aminoacidos, e os ésteres de colesterol a colesterol livre pela lipase acida
lisossomal. O colesterol nédo esterificado resultante atravessa a membrana
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lisossomal, e no citoplasma, exerce suas fun¢des celulares, e.g., a sintese
de membranas plasmaticas, acidos biliares, ¢ hormodnios esteroides. O
acimulo de colesterol ndo esterificado dentro da célula modula
mecanismos que irdo regular o conteudo de colesterol celular: (i) inibe a
sintese de colesterol; (ii) facilita sua esterificagdo e armazenamento; e (iii)
inibe a sintese de receptores de LDL, evitando assim, que outras particulas
de lipoproteinas sejam internalizadas, protegendo as células do acumulo
de colesterol (Jeon e Blacklow, 2005; Nelson e Cox, 2011). As etapas da
captagdo do colesterol pela via do receptor de LDL estdo representadas na
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Figura 3: Diagrama representando a via endocitica mediada pelo receptor da
lipoproteina de baixa densidade (LDL). A LDL circulante se liga ao receptor de
LDL presente na superficie celular por meio de sua molécula de apolipoproteina
B100 (apoB100), sendo endocitada e metabolizada, o que faz deste receptor a
molécula fundamental para a homeostase do colesterol plasmatico (adaptado de
Nelson e Cox, 2011).

O numero de receptores de LDL, a ligagdo da LDL a esses
receptores € o processo de endocitose podem estar diminuidos por uma
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variedade de razdes, acarretando em elevadas concentracdes de LDL no
sangue e aterosclerose prematura. Essas anormalidades podem resultar de
mutagdes em um ou ambos alelos para o receptor de LDL, caracterizando
a hipercolesterolemia familiar (Smith et al., 2007).

1.2. Hipercolesterolemia Familiar

A hipercolesterolemia familiar é reconhecida pela Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) como um problema de satide mundial, e estima-
se que existam atualmente cerca de 20 milhdes de pessoas no mundo
acometidas por esta doenca (Santos et al., 2012; Watts et al., 2014). No
Brasil, os numeros chegam a aproximadamente 300 mil individuos
acometidos (Santos et al., 2012). A hipercolesterolemia familiar é uma
doenga autossdmica codominante do metabolismo das lipoproteinas,
sendo considerada um dos mais comuns distirbios metabdlicos derivados
de alteragdes genéticas. Essas anormalidades derivam, principalmente, de
mutacdes no gene que codifica o receptor da LDL, as quais representam
cerca de 90% dos casos (Brown e Goldstein, 1974; Brown e Goldstein,
1986). Até o momento, mais de 1.600 mutagdes e polimorfismos distintos
ja foram identificados no gene do receptor de LDL em pacientes com
hipercolesterolemia familiar (Nordestgaard et al., 2013), podendo ocorrer
em um (heterozigose) ou ambos (homozigose) alelos (Khachadurian,
1964).

A hipercolesterolemia familiar heterozigotica é
consideravelmente comum, com uma prevaléncia de cerca de 1 em 200
individuos  (Ridker, 2014). Os individuos portadores de
hipercolesterolemia familiar heterozigotos produzem aproximadamente
metade dos receptores de LDL funcionais, o que causa um aumento de
duas a trés vezes na concentracdo de LDL no plasma (niveis de colesterol
total entre 300 ¢ 400 mg/dL). Em contraste, a forma mais rara de HF,
homozigética, apresenta uma prevaléncia de 1 em 300.000 pessoas, na
qual ambos os alelos do gene do receptor de LDL estdo mutados e a
fungdo do receptor de LDL ¢ reduzida severamente ou estd completamente
ausente. Esse grupo de individuos possui niveis de LDL plasmaticos
elevados de seis a dez vezes desde o nascimento (niveis de colesterol total
acima de 500 mg/dL) (Khachadurian, 1964; Brown e Goldstein,1986;
Rader et al., 2003; Ridker, 2014).

Outras raras mutagdes que podem ocorrer no gene que codifica a
apoB100 (Soria et al., 1989), no gene pro-proteina convertase subutilisina
/ Kexina tipo 9 (PCSK9), o qual codifica a protease responsavel pela
degradacdo dos receptores de LDL (Abifadel et al., 2003), ou ainda, no
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gene que codifica a proteina adaptadora de receptores de LDL
(LDLRAPTI), sdo responsaveis por outras formas de hipercolesterolemia
hereditaria com fenoétipos clinicos muito similares a hipercolesterolemia
familiar (Myant, 1993; Civeira et al., 2004).

As principais manifestacdes clinicas da hipercolesterolemia
familiar, as quais s@o consequéncias diretas do excesso de LDL na
circulagdo sanguinea, sdo a presenga de xantomas tendinosos, mais
comumente observados no tenddo de Aquiles e nos tenddes extensores dos
dedos; xantelasma de palpebras; e placas aterosclerdticas nos vasos
arteriais de médio e grande calibre (Khachadurian, 1964; Goldstein e
Brown, 1977; Soufi et al., 2002; Santos et al., 2012).

De fato, o desenvolvimento acelerado e prematuro de
aterosclerose € o principal sintoma clinico da hipercolesterolemia familiar,
associado ao risco particularmente aumentado de doenga arterial
coronariana prematura. Dados clinicos demonstram que os individuos
portadores de hipercolesterolemia familiar heterozigotos sdo susceptiveis a
sofrer infarto do miocardio a partir dos 30 anos de idade (Brown e
Goldstein,1986; Ridker, 2014). De forma ainda mais relevante, os niveis
altos de LDL plasmaticos desde o nascimento em individuos homozigotos
potencialmente levam ao infarto agudo do miocéardio ja no inicio da
infancia, antes dos 15 anos de idade (Brown e Goldstein,1986; Ridker,
2014).

A relagdo estabelecida acerca da hipercolesterolemia e da
aterosclerose culminou em uma série de ensaios clinicos de larga escala,
que mostraram conclusivamente que a corre¢do da primeira ocasiona uma
reducdo significativa na morbidade e mortalidade por doenga arterial
coronariana (Steinberg, 2002). Nao surpreendentemente, a elucidagdo do
papel do colesterol na patogénese da aterosclerose ¢ frequentemente
referida como uma das grandes descobertas do século XX (Mehta e Khan,
2002). Nesse sentido, o principal objetivo no tratamento dos pacientes
com hipercolesterolemia familiar vem sendo reduzir a incidéncia de
infartos do miocardio, bem como a mortalidade cardiovascular prematura
(Reiner et al., 2011).

Até o final da década de 1980, as opgdes clinicas para o
tratamento da hipercolesterolemia em geral, se limitavam a mudangas na
dieta e farmacos sequestradores de acidos biliares, os quais resultavam em
pouca eficacia, uma vez que os niveis plasmaticos de colesterol eram
reduzidos em cerca de 10% apenas (Simons e Williams, 1976). Apds o
desenvolvimento das estatinas, farmacos inibidores da 3-hidroxi-3-metil-
glutaril-CoA redutase (HMG-CoA redutase), enzima limitante da sintese
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do colesterol (Endo, 2008) a hipercolesterolemia, particularmente a
hipercolesterolemia familiar, passou a ter um tratamento mais eficaz.

As estatinas, ao inibirem a biossintese do colesterol, acabam por
diminuir o contetdo intra-hepatico de colesterol livre e com isso regulam
os niveis de receptores de LDL hepaticos, o que por sua vez melhora o
catabolismo das particulas de lipoproteina contendo apoB (Ooi et al.,
2013). Intmeros estudos clinicos vém demonstrando que as estatinas
reduzem o risco de eventos cardiovasculares em individuos com
hipercolesterolemia familiar (The Long-Term Intervention With
Pravastatin in Ischaemic Disease Study Group, 1994; Nakamura et al.,
2006) e, com isso, a expectativa de vida desses individuos tem aumentado
significativamente (Scientific Steering Committee on Behalf of the Simon
Broome Register Group. Mortality in Treated Heterozygous Familial
Hypercholesterolemia: Implications for Clinical Management, 1999). O
tratamento  mais recentemente  desenvolvido para  individuos
hipercolesterolémicos ¢ uso de anticorpos monoclonais contra a PCSK9,
protease responsavel pela degradagdo dos receptores de LDL, reduzindo
em até 70% os niveis de colesterol LDL com hipercolesterolemia familiar
heterozigoética (Stein et al., 2012; Raal et al., 2012).

E importante mencionar, que este aumento da expectativa de vida
da populacdo devido ao avango no tratamento de doengas associadas a
uma alta mortalidade, como é o caso das doengas cardiovasculares
particularmente a hipercolesterolemia familiar, vem levando ao aumento
na prevaléncia de patologias associadas ao envelhecimento, como as
doengas neurodegenerativas (Casserly e Topol, 2004; Beach et al., 2007).

1.3. Colesterol e as Altera¢oes no Sistema Nervoso Central

Embora represente apenas 2% da massa corporal total, o sistema
nervoso central (SNC) € o 6rgdo mais rico em colesterol, constituindo
aproximadamente 23% do colesterol do corpo (Wilson et al., 1968). Além
de componente estrutural da mielina e de membranas, o colesterol também
desempenha papel essencial na propagacdo e manutengdo da transdugéo
de sinal (Paratcha and Ibanez, 2002), bem como em eventos como
sinaptogénese e liberagdo de neurotransmissores (Figura 4) (Thiele et al.,
2000; Mauch et al., 2001).
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Figura 4: Descrigdo representativa das fungdes do colesterol (verde) nos
neurdnios. O colesterol ¢ o principal componente estrutural das membranas (1) e
também encontra-se concentrado em microdominios (ou balgas lipidicas) na
membrana plasmatica, a fim de organizar os eventos de transducdo de sinais
desencadeados por diferentes fatores neurotroficos e seus receptores (2). Até 70%
do colesterol do cérebro esta associado a mielina (amarelo) (3). Finalmente, o
colesterol desempenha um papel crucial durante sinaptogénese (4) e liberacdo de
neurotransmissores nos microdominios pré e pos-sinapticos (5) (adaptado de
Valenza e Cattaneo, 2006).

Por outro lado, evidéncias acumuladas ao longo das duas ultimas
décadas sugerem que elevados niveis de colesterol total no plasma
sanguineo seriam um fator de risco para o desenvolvimento de
comprometimento cognitivo leve (CCL) e doenca de Alzheimer (Sparks et

, 1990, 1994; Notkola et al., 1998; Solomon et al., 2009; Kivipelto et al.,
2001, 2002, 2005; Zambon, 2010). Os estudos tiveram inicio nos anos 90
com Larry Sparks e colaboradores (1990 e 1993) quando estes
demonstraram que em torno de 70% dos individuos que haviam falecido
em decorréncia de doenga arterial coronariana também apresentavam
placas amiloides em seus cérebros. Dados estes, confirmados
posteriormente pelos mesmos pesquisadores (1994) utilizando coelhos
submetidos a um tratamento crdnico com dieta rica em colesterol. Os
coelhos que foram alimentados durante 8 semanas com uma dieta rica em
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colesterol apresentaram acumulo de placas amiloides e outros sinais
patologicos relacionados a doenga de Alzheimer (Sparks et al., 1994).

Da mesma forma, os estudos epidemioldgicos vém demonstrando
que individuos hipercolesterolémicos possuem maior susceptibilidade ao
desenvolvimento de comprometimento cognitivo (Kivipelto et al., 2001,
2002, 2005). Kivipelto e seus colaboradores (2001) por meio de um
estudo de coorte demonstraram que individuos com niveis de colesterol
elevados na meia-idade preenchem os critérios para CCL em idades mais
avangadas.

Mais recentemente, em um estudo clinico realizado por Zambon e
colaboradores (2010), foi demonstrado que individuos de meia-idade com
hipercolesterolemia familiar apresentam um aumento particular na
incidéncia de desenvolvimento de CCL, em relacdo aqueles normais, e
que a exposi¢do precoce a altos niveis de colesterol e/ou a disfungdo de
receptores de lipoproteinas, i.e., receptor de LDL, sdo os principais fatores
envolvidos. Nosso grupo de pesquisa utilizando camundongos nocautes
para o receptor de LDL (LDLr"), experimentalmente corroborou esses
dados clinicos (Moreira et al., 2012). Nos observamos que camundongos
LDLr” de “meia-idade” (quatorze meses) apresentam prejuizos de
memoria e aprendizado em diversos testes comportamentais realizados, o
que foi associado a um aumento na atividade da enzima acetilcolinesterase
(AChE) e desbalango oxidativo no cortex pré-frontal (regido cerebral
relacionada com processos de aprendizado e memoria) (Ramirez et al.,
2011; Moreira et al., 2012).

Os camundongos LDLr” sio um modelo animal de
hipercolesterolemia familiar humana amplamente utilizado como modelo
de doencas cardiovasculares, os quais foram desenvolvidos e descritos por
Ishibashi e colaboradores nos anos 90 (Ishibashi et al., 1993; Zadelaar et
al., 2001). Esses animais apresentam niveis moderados de colesterol LDL,
quando submetidos a uma dieta padrio, podendo desenvolver lesdes
aterosclerdticas a longo prazo. No entanto, ao serem submetidos a uma
dieta rica em colesterol, tornam-se severamente hipercolesterolémicos,
com a presenca de xantomas subcutineos, além de aterosclerose aortica
intensamente desenvolvida (Ishibashi et al., 1993).

De acordo com os dados experimentais pioneiros obtidos por Mulder e
colaboradores (2004), esses animais hipercolesterolémicos, aos 6 meses de
idade, ja apresentam comprometimento de memoria espacial e de trabalho.
Os autores, nesse trabalho e em um trabalho subsequente (Mulder et al.,
2007), correlacionaram os prejuizos de memoria e aprendizado com uma
diminui¢do na proliferacdo celular e densidade sinaptica hipocampais.
Ademais, nosso grupo de pesquisa demonstrou que camundongos LDLr"
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de trés meses de idade apresentam prejuizo de memoria espacial de
referéncia e que quando estes animais sdo tratados com uma dieta
hipercolesterolémica, os déficits cognitivos sdo associados a uma situagdo
de estresse oxidativo e disfun¢do mitocondrial no cortex cerebral (de
Oliveira et al., 2011). Recentemente, demonstramos que camundongos
LDLr” s3o mais susceptiveis a neurotoxicidade induzida pela
administragdo intracerebroventricular (i.c.v.) do peptideo beta-amiloide 1-
40 (APi140). Em comparagdo com os camundongos C57BL/6 do tipo
selvagem, os camundongos LDLr" apresentam maior ativagdo glial, dano
de membrana celular, permeabilidade da BHE, e desbalango oxidativo no
hipocampo apds a administragdo do A 3 1-40 (de Oliveira et al., 2014).

O termo comprometimento cognitivo leve descreve uma sindrome
na qual se observa um declinio cognitivo maior do que o esperado para a
idade e nivel de educagdo de um individuo. De maneira mais precisa, €
definido como o periodo de transi¢do entre o envelhecimento normal e o
os primeiros sintomas de deméncia, particularmente a doenga de
Alzheimer (Petersen et al., 1999, 2001, 2014; Gauthier et al., 2006).
Segundo estudos epidemiologicos, a prevaléncia de CCL varia de 7% a
19% em adultos com mais de 65 anos (Ganguli et al., 2010; Petersen et al.,
2010; Ward et al., 2012). Nos individuos com CCL a taxa de conversdo
para a doenga de Alzheimer ¢ em torno de 10 a 15% ao ano, contrastando
com a de individuos normais, que possuem uma taxa de 1 a 2% ao ano
(Bruscoli e Lovestone, 2004).

Por sua vez, a doenca de Alzheimer é a principal forma de
deméncia e acomete cerca de 36 milhdes de individuos em todo o mundo,
sendo esperado que estes numeros estejam triplicados em 2050
(Wisniewski e Goiii, 2014). Esta neuropatologia ¢ clinicamente
caracterizada pela irreversivel e progressiva perda de memoria e
aprendizado, incapacidade de desempenhar as atividades diarias, (Sereniki,
2008) bem como por distirbios comportamentais (Raskind, 1995).
Histopatologicamente, ocorre uma macica perda de neurdnios
colinérgicos, sendo a formacdo hipocampal a primeira estrutura cerebral a
ser afetada, acompanhada pelo cortex cerebral e amigdala (Selkoe, 2001;
Mimura, 2008). Estudos apontam a deposicdo do AP no parénquima
cerebral como o inicio da cascata patologica da doenga, juntamente com a
formagdo dos emaranhados neurofibrilares intracelulares, resultantes da
hiperfosforilagdo da proteina tau (Hardy e Higgins, 1992; Querfurth e
Laferla, 2010). Segundo a hipotese da cascata amiloide, o acumulo ¢ a
agregacdo do peptideo AP iniciariam uma sequéncia de eventos que
culminaria na ativagdo de células gliais, alteragdes sinapticas, e perda
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neuronal progressiva associada ao prejuizo cognitivo (Hardy e Higgins,
1992).

O desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes para a
doenca de Alzheimer torna-se complicado, uma vez que os mecanismos
patofisiologicos da doenga ainda ndo foram bem elucidados. Atualmente,
os principais farmacos utilizados no tratamento da doenga sfo
direcionados ao prejuizo da transmissdo colinérgica no SNC, o qual esta
fortemente associado aos sintomas cognitivos (Bartus, 2000); juntamente
com antagonistas ndo competitivos de moderada afinidade dos receptores
de N-metil-D-aspartato (NMDA) (Mount e Downton, 2006). Ao aumentar
a disponibilidade de acetilcolina no cérebro, os inibidores da AChE
(donepezil, rivastigmina e galantamina) fornecem uma melhora dos
sintomas clinicos da doenga de Alzheimer, retardando por algum tempo o
declinio da fungdo cognitiva e capacidade funcional dos individuos
(Jacobsen, 2002; Nygaard, 2013). De modo notdério, em um recente
trabalho de nosso grupo de pesquisa demonstramos que o donepezil ¢é
capaz de reverter os danos cognitivos observados nos camundongos LDLr
. (Lopes et al., 2015).

Outra abordagem interessante para diminuir a prevaléncia de
CCL e deméncia é o uso de intervengdes nutricionais, uma vez que
mudangas no estilo de vida, como modificagdes dietéticas parecem ser
estratégias importantes para retardar o aparecimento da doenga (Shai et
al., 2010; Gu et al., 2014).

1.4. O consumo de vinho e seus efeitos na saude

Em 1992 foi designado o termo Paradoxo Francés, para descrever
a incidéncia relativamente baixa de doengas cardiovasculares em
determinadas popula¢des francesas, apesar da alta ingestdo de gorduras
saturadas e de ndo haver relagdo ao aumento dos nives plasmaticos de
HDL-colesterol (Renauld e Lorgeril, 1992). Uma possivel explicagdo para
este fenomeno tem sido associada ao alto consumo de vinho (20-30 g /
dia) dessas populagdes. Embora a ingestdo moderada de alcool ¢, de um
modo geral, "benéfica", alguns efeitos mais especificos parecem estar
relacionadas com vinho tinto. O consumo de vinho tinto parece promover
maiores efeitos protetores do que o consumo de outras bebidas contendo
alcool (Baur e Sinclair, 2006). Além de etanol, o vinho tinto contém uma
ampla gama de derivados de polifendis da casca da uva, com atividades
biologicas importantes (Soleas et al., 1997), responsaveis pela diminui¢do
da agregacdo plaquetaria, por exemplo. De fato, o principal efeito benéfico
dessa bebida contra o desenvolvimento da aterosclerose seria devido a
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atividade antioxidante de seus polifendis, especificamente os flavonoides
(Siemann e Creasy, 1992). Neste sentido, um estudo realizado em
colaborag@o ao nosso grupo de pesquisa demonstrou que o tratamento com
fragdes ndo alcodlicas de vinho tinto reduziu a progressdo da aterosclerose
em camundongos LDLr", ao preservar a vasodilatagdo induzida pela
acetilcolina na aorta toracica isolada destes animais (Hort et al., 2012).
Ademais, estudos pré-clinicos recentes apontam papel protetor
dos polifendis na fun¢do cognitiva e redugdo do risco de neurogeneragéo
(Wang et al., 2006; Ho et al., 2009; Lourida et al., 2013; Parletta et al.,
2013). Wang e colaboradores (2006) demonstraram que os flavonoides
presentes no vinho tinto sdo capazes de atenuar o prejuizo de memoria
espacial em camundongos Tg2576 (modelo de camundongos transgénicos
para a doenga de Alzheimer). A melhora na cogni¢do induzida pelo
tratamento com vinho foi atribuida ao aumento do processamento da
proteina precursora amiloide (APP) pela via ndo amiloidogénica,
prevenindo a geragdo de AP no cérebro e atenuando a neuropatologia
mediada por esse peptideo. Este mesmo efeito foi observado em culturas
primarias de neurdnios derivadas de embrides de camundongos Tg2576
tratados com os polifendis oriundos do vinho tinto (Wang et al., 2006).
Além disso, estudos in vitro e in vivo também indicaram que o
resveratrol (um dos principais flavonoides presentes no vinho tinto) reduz
a toxicidade amiloide pela diminui¢do da produgdo de A 3 através da
ativagdo dependente de sirtuina de uma proteina contendo o dominio de
metaloproteinase 10 (Donmez et al., 2010). O composto também aumenta
a depuragdo e metabolismo do peptideo por meio da proteina cinase
ativada por AMP e pode induzir a degradagdo autofagica e lisossomal do
A B (Marambaud et al., 2005; Vingtdeux et al., 2010). A quercetina, outro
flavonoide comumente encontrado no vinho, possui potencial uso
nutracéutico e farmacéutico (Priprem et al., 2008), devido as suas
propriedades antioxidantes e capacidade de inibir a peroxidagéo lipidica in
vitro (Fiorani et al., 2010). Além disso, a quercetina exerce efeitos
neuroprotetores aumentando a resisténcia dos neurdnios ao estresse
oxidativo e excitotoxicidade, através da modula¢do dos mecanismos de
morte celular, (Choi et al., 2014) e produzindo efeitos antiinflamatorios
através da inibicdo da proteina 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e
regulacdo da expressdo da proteina ciclooxigenase 2 (COX-2) (Garcia-
Mediavilla et al., 2007). De forma interessante, um estudo recente mostra
que o tratamento com quercetina é capaz de melhorar a reatividade
astroglial e microglial na regido CA1 do hipocampo de animais 3xTg-AD
(modelos da doenca de Alzheimer), além de melhorar o desempenho
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comportamental cognitivo e emocional nesses animais de 21 a 24 meses
de idade (Sabogal-Guaqueta et al., 2015).

Os efeitos do vinho tinto sobre a deposi¢do e fosforilagdo da
proteina tau tém sido menos investigados. No entanto, a ativacdo da
sirtuina-1 (SIRT1) mediada pelo resveratrol pode conduzir a desacetilagéo
direta da proteina tau acetilada, promovendo assim a sua degradagdo
proteossdmica (Min et al., 2010). Da mesma forma, Pasinetti (2012)
demonstrou que os polifendis derivados da uva, e comumente encontrados
no vinho tinto, poderiam modular as respostas neuropatologicas mediadas
pela proteina tau, incluindo a redugdo de sua agregagdo. Recentemente,
um estudo utilizando o modelo de Alzheimer em Caenorhabditis elegans
CL2006, demonstrou que o reveratrol reduziu a agregacdo e toxicidade
induzida pelo A 3 (Regitz et al., 2015).

Tendo em mente o acima exposto, podemos apontar o consumo
moderado de vinho tinto como uma possivel estratégia para prevenir e
retardar o desenvolvimento de prejuizos de memoria e aprendizado na
hipercolesterolemia familiar.
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2. JUSTIFICATIVA

A hipercolesterolemia familiar ¢ uma condigdo genética grave,
que resulta em elevados niveis de LDL circulantes e esta relacionada a
10% dos casos de eventos cardiovasculares em pessoas abaixo de 50 anos
e altos indices de morbidade e mortalidade. De fato, as doengas
cardiovasculares sdo, atualmente, a principal causa de morte no mundo e o
risco de um portador de hipercolesterolemia familiar na forma
heterozigoética ndo tratado de desenvolver doenga coronaria chega a 50%
nos homens e 12% das mulheres aos 50 anos de idade. Estudos
epidemioldgicos com portadores de hipercolesterolemia familiar mostram
que a principal causa de morte entre esses individuos é a doenga arterial
coronariana. Segundo a I Diretriz Brasileira de Hipercolesterolemia
Familiar (2012), estima-se que, no mundo todo, existam cerca de 20
milhdes de individuos portadores de hipercolesterolemia familiar. No
entanto, a maioria dos casos s@o subdiagnosticados. Ainda segundo a
Diretriz Brasileira de Hipercolesterolemia Familiar, menos de 10% dos
portadores possuem diagnostico conhecido da doenga, e menos de 25%
recebem tratamento adequado, apontando um impacto na saude publica
ainda mais relevante.

Em paralelo, outro fendmeno de cardter mundial € o expressivo
aumento da expectativa de vida e, consequentemente, da populacdo idosa.
Embora os dados reflitam um claro avango na qualidade de vida da
populagdo, ha também o alerta para a possibilidade do aumento
significativo do niimero de pessoas que sejam acometidas por doencas
relacionadas a idade, dentre elas a doenga de Alzheimer. Diversas linhas
de evidéncia indicam a hipercolesterolemia como um fator de risco para a
doenga de Alzheimer, e que particularmente a hipercolesterolemia familiar
estaria fortemente relacionada com o desenvolvimento de prejuizos
cognitivos. As consequéncias da muta¢do no gene que codifica para o
receptor de LDL estdo potencialmente relacionadas a patofisiologia da
doenca de Alzheimer.

Tendo em mente que a doenga de Alzheimer é multifatorial, e que
na maioria dos casos resulta da interacdo de fatores genéticos e ambientais
durante toda a vida, a busca por terapias que possam prevenir e intervir no
seu desenvolvimento principalmente atenuando os efeitos causados pelos
principais fatores de risco, dentre eles a hipercolesterolemia, torna-se
imperativa. Nesse sentido, desde a atribui¢do do Paradoxo Francés, em
1992, intimeros estudos apontam os flavonoides presentes no vinho tinto
como protetores de doengas cardiovasculares. Além disso, trabalhos
recentes na literatura demonstram o papel neuroprotetor dessas moléculas
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em modelos de doencas neurodegenerativas, com particular énfase na
doenca de Alzheimer.

Nesse sentido, a hipotese desse trabalho ¢ que os prejuizos
cognitivos associados a hipercolesterolemia familiar podem ser
prevenidos ou atenuados pelo consumo moderado de vinho tinto. Para
testar experimentalmente esta hipdtese, os camundongos nocautes para o
receptor de LDL (LDLr"), modelo experimental de hipercolesterolemia
familiar humana e que apresentam comprometimento cognitivo, foram
submetidos ao consumo moderado de vinho.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar se o consumo moderado de vinho tinto é capaz de atenuar
as  alteragdes  cognitivas e  neuroquimicas induzidas pela
hipercolesterolemia em camundongos.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1. Avaliar o efeito do consumo moderado de vinho tinto (Cabernet
Sauvignon — Equacg@o, Vinicola Perico) e etanol 6% em camundongos
C57BL/6 sobre:

.

«» pardmetros bioquimicos de toxicidade hepatica;

.

¢ parametros comportamentais de atividade motora.

3.2.2. 2. Avaliar o efeito do consumo moderado de vinho tinto (Cabernet
Sauvignon — Equagdo, Vinicola Perico) em camundongos
hipercolesterolémicos deficientes para o receptor de LDL (LDLr'/'),
alimentados com dieta padrdo ou dieta com alto teor de colesterol sobre:

« pardmetros comportamentais relacionados aos prejuizos
cognitivos de memoria e aprendizado;

% pardmetros comportamentais de atividade locomotora e

exploratoria;

parametros bioquimicos de toxicidade hepatica;

perfil lipidico;

atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE);

atividade antioxidante e dano oxidativo cerebral, pela avaliagdo

do sistema antioxidante vinculado a glutationa (GSH), através da

determinacdo do conteido de GSH e atividade das enzimas

antioxidantes glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase

(GPx); e niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico

(TBARS).

R/
0’0

R/
0’0

R/
0’0

R/
0’0
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Reagentes

Glutationa oxidada, Glutationa redutase, Glutationa reduzida,
Peroxido de terc-butila, Iodeto de Acetiltiocolina, 5,5’-ditio-bis-2-
nitrobenzoato, Hidrato de cloral e foram adquiridos da empresa Sigma-
Aldrich. Os reagentes para determinagdo dos niveis de colesterol e
triglicerideos foram adquiridos da empresa Gold Analisa e os reagentes
para determinagdo dos niveis das transaminases foram adquiridos da
empresa Labtest. Todos os outros reagentes utilizados foram de grau
analitico.

4.2. Animais

Camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e nocautes para o
receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLr”), desenvolvidos
previamente por Ishibashi e colaboradores em 1993 (Isghibashi et al.,
1993), foram gentilmente cedidos pelo Departamento de Fisiologia e
Biofisica, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas,
Brasil. Os progenitores foram adquiridos do Jackson Laboratories (Bar
Harbor, Maine, EUA). Neste trabalho foram usados animais de trés a
cinco meses de idade, machos e fémeas, com peso aproximado de 25g, os
quais foram alojados em gaiolas plasticas (42 x 34 x 17 cm — 4 animais
por gaiola), com condi¢do controlada de temperatura (23 + 1°C) e
luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas, fase clara das 7:00 as 19:00
h), e com livre acesso a bebida e comida. Todos os procedimentos
utilizados no presente estudo foram previamente aprovados pelo Comité
de Etica para o uso de Animais (CEUA/UFSC), Protocolo PP00948.

4.3. Tratamento

As amostras de vinho tinto Cabernet Sauvignon foram
gentilmente cedidas pela Vinicola Perico (Sdo Joaquim — SC, Brasil),
cujas caracteristicas analiticas sdo: alcool 12,8 %; Acidez Total 5,38 g/L
(acido Tartarico); Acidez Volatil 0,66 g/L (4cido Acético); Densidade
0,9949; Extrato seco 28,10 g/L; Agucares Totais 1,32 g/L; Polifenois
totais 1608 mg/L — importante polifenol encontrado em vinho tinto; pH
3,78. Os camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados com etanol
tiveram livre acesso a solugdo diluida na agua de beber com concentra¢io
final de 6%. Além disso, os camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e
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LDLr" nas diferentes etapas do trabalho tiveram livre acesso a solugéo de
vinho tinto diluida na 4gua de beber para uma concentragéo alcodlica final
de 6%. As solugdes foram trocadas a cada dois dias ¢ o consumo dos
animais foi verificado diariamente.

4.4. Desenhos Experimentais

4.4.1. Experimento 1: A concentragdo alcoolica de 6% ¢ segura para o
tratamento de camundongos C57BL/6

O objetivo do primeiro desenho experimental foi avaliar se a
utiliza¢do de vinho tinto na concentragéo alcoolica de 6% ¢ segura para o
tratamento dos camundongos C57BL/6, utilizando pardmetros de
hepatotoxicidade e motores. Dessa forma, aos camundongos C57BL/6 do
tipo selvagem de 3 meses de idade machos e fémeas receberam
exclusivamente 1) a solugdo de alcool 6% ou ii) a solugdo de vinho tinto
diluido na concentragdo de 6% de alcool. O grupo controle recebeu iii)
apenas agua, totalizando 3 grupos experimentais. O modelo experimental
do consumo voluntario de vinho tinto diluido na agua de beber apresenta
validade preditiva (Wang et al., 2006). Apos trinta dias de tratamento, os
camundongos foram submetidos aos testes comportamentais do campo
aberto e rotarod (grupos independentes de animais foram usados em cada
teste, 5-6 animais por grupo experimental) para verificagdo da atividade
exploratoria e motora, respectivamente. Apos a realizagdo dos testes
comportamentais (34° dia), os animais foram anestesiados (xilasina 10
mg/kg e quetamina 100 mg/kg, intraperitoneal — i.p.) ¢ o sangue foi
coletado por pungio cardiaca para a determinacdo dos niveis plasmaticos
das enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT) e Gama glutamil transpeptidase (GGT). O desenho do protocolo
experimental 1 esta representado na figura 5.
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Experimento 1: Testes
comportamentais
Agua, Vinho (6%) ou Etanol (6%) U
1

f \

I . - t l
Dia 1 Dieta padréo Dia 30 Dia 34
Camundongos C57BL/6 Andlises

Bioquimicas

(tipo selvagem)

3 meses de idade G
A

AST

ALT

GGT

Figura 5: Esquema do desenho experimental 1: A concentracdo alcodlica de 6% ¢é
segura para o tratamento de camundongos C57BL/6

4.4.2. Experimento 2: As alteragdes cognitivas induzidas pela
hipercolesterolemia podem ser moduladas pelo consumo moderado de
vinho

O objetivo do segundo desenho experimental foi avaliar se o
consumo moderado de vinho tinto é capaz de reverter as alteragdes
cognitivas, o estresse oxidativo e o aumento na atividade da enzima AChE
previamente observados em animais hipercolesterolémicos. Para isto, os
camundongos LDLr" foram divididos em dois grupos, os quais receberam
solugdo de vinho tinto diluido em agua (teor alcodlico de 6%) ou apenas
agua. Os dois grupos experimentais receberam dieta padréio para roedores
nos primeiros 30 dias do protocolo experimental. Apos 30 dias de
tratamento, esses grupos foram subdivididos nos seguintes grupos
experimentais: i) agua (dieta padrdo), ii) vinho (dieta padrdo), iii) dgua
(dieta hipercolesterolémica) e iv) vinho (dieta hipercolesterolémica) por
mais 30 dias, totalizando 4 grupos experimentais e 60 dias de tratamento.
A dieta hipercolesterolémica utilizada ¢ constituida por 20% de gordura
saturada e 1,25% de colesterol, produzida na Universidade Estadual de
Campinas, Campinas, SP, Brasil. Apos o tratamento, os camundongos
foram submetidos aos testes comportamentais de campo aberto,
realocacdo do objeto, reconhecimento do objeto, rotarod e labirinto
aquatico de Morris (grupos independentes de animais foram usados em
cada teste, 8 animais por grupo experimental). E importante lembrar que
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durante os testes comportamentais os animais continuaram tendo acesso as
solugdes de vinho tinto, impedindo que houvesse interferéncia de efeitos
de abstinéncia do alcool nesses camundongos. Apods a realizagdo dos
testes comportamentais, os animais foram anestesiados (xilasina 10 mg/kg
e quetamina 100 mg/kg, intraperitoneal — i.p.) e o sangue coletado por
pun¢do cardiaca para a determinacdo dos niveis de colesterol total, de
triglicerideos e das enzimas hepaticas e, posteriormente, o cortex pré-
frontal e o hipocampo dissecados para a determinagdo do conteudo de
glutationa (GSH), da atividade das enzimas antioxidantes glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR), e para determinagdo da
peroxidacdo lipidica. Além disso, foi realizada a analise da atividade da
enzima acetilcolinesterase (AChE). O esquema do segundo desenho
experimental estd representado na figura 6.

Experimento 2:

i)  agua (dieta padréo)

i : ; = Testes
i) vinho (dieta padréo) comportamentais

ﬂ Dieta padrdo H

!
a)

' <
=z Dia1 Dia 60 ﬁ
E c Colesterol Total
s Camundongos LDLr”- ' Triglicerideos
= 3 a5 meses de idade
E ) GSH, GR, GPx
= [ L) TBARS
=] G AchE
2
=, i) agua (dieta HC) Test
= . N . estes
s iv)  vinho (dieta HC) comportamentais
ﬂ» Dieta padrdo Dieta HC (1,25% colesterol) H
I t t § -
Dia1 Dia 30 Dia 60 ﬂ Colesterol Total

' Triglicerideos

“}.  GSH,GR, GPx
[ &,‘ TBARS
> AchE

Camundongos LDLr”-
3 a5 meses de idade

Figura 6: Esquema do desenho experimental 2: As alteragdes cognitivas pela
hipercolesterolemia podem ser moduladas pelo consumo moderado de vinho
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4.5. Testes Comportamentais

4.5.1. Teste do campo aberto:

O teste do campo aberto foi utilizado para investigar a atividade
locomotora dos animais (Prut e Belzung, 2003). O aparato constitui-se de
uma caixa de acrilico transparente (30 x 40 x 40 cm), sem cobertura e com
assoalho cinza dividida por linhas pretas em 12 quadrados (10 x 10 cm).
Cada camundongo foi colocado no centro da arena, permitindo sua
movimentagdo livremente no aparato durante o periodo de 5 minutos. Foi
registrado o numero total de cruzamentos, sendo considerados no
momento em que o animal atravessou o quadrado com as quatro patas.
Apos cada experimento, a superficie foi limpa com alcool 10%.

4.5.2. Teste da realocacio do objeto:

O teste de realocagdo do objeto tem sido utilizado para avaliagdo
de memoria dependente do hipocampo, mais precisamente a memoria
espacial de referéncia (Ferguson e Sapolsky, 2007; Assini et al., 2009). A
memoria espacial foi avaliada baseando-se na tendéncia de roedores a
explorar, por um periodo maior de tempo, o objeto realocado para uma
nova localizagdo espacial da que se encontrava previamente. Para
realizagdo do teste, primeiramente os animais sdo submetidos a uma
sessdo de habituagdo no campo aberto pelo periodo de 5 minutos, na qual
o animal ¢ colocado na arena e explora-a livremente. Apo6s 24 horas, o
procedimento se inicia com a sessao treino onde dois objetos idénticos sdo
apresentados aos animais e o tempo de exploracdo de cada objeto durante
o total de 5 minutos ¢ registrado. Cada animal retorna a sua gaiola apos o
treino e aguarda 180 minutos até o momento do teste. Na sessdo teste, um
dos objetos ¢ colocado em uma nova posi¢do no aparato, sendo registrado
o tempo de exploracdo de cada um dos objetos também pelo periodo de 5
minutos.

Os objetos utilizados foram dois retdngulos plasticos idénticos (3
cm largura x 4,5 cm comprimento X 4,5 cm altura) os quais foram colados
ao chio do campo aberto de maneira equidistante 7 cm dos dois lados da
caixa. Os seguintes comportamentos foram considerados como exploragéo
do objeto: cheirar, tocar ou observar o objeto a menos de 1 cm de
distancia. Este tempo de exploragdo dos objetos foi utilizado para o
calculo do indice de localizacdo de objetos, o qual foi utilizado como
parametro de memoéria (Assini et al., 2009). Indice de localizagio = [t(s)
A1’ x 100/ {t(s) A1’ +t(s) Al1}]. Onde A1’ é o tempo gasto pelos animais
explorando o objeto deslocado e Al ¢ o tempo gasto pelos animais
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explorando o objeto ndo deslocado. Apods cada ensaio, a superficie foi
limpa com alcool 10%.

4.5.3. Teste do reconhecimento do objeto:

O teste de reconhecimento do objeto foi utilizado como um
paradigma cognitivo que avalia a memoria de reconhecimento. Para
realizagdo do procedimento, no dia anterior ao teste os animais s@o
individualmente habituados ao campo aberto durante 5 minutos. Cada
sessdo consiste em dois ensaios de 5 minutos. No primeiro ensaio
(treinamento - aquisi¢do), os animais sdo expostos a dois objetos idénticos
no campo aberto e sua atividade exploratoria é registrada. Apos 60
minutos, o segundo ensaio (teste - retencdo) ¢ realizado, onde os animais
sdo expostos a dois objetos dissimilares, um objeto familiar do primeiro
ensaio ¢ um novo objeto. Os objetos utilizados apresentam nivel
exploratorio, complexidade fisica e tamanho similares e os seguintes
comportamentos foram considerados como exploragdo dos objetos:
cheirar, tocar ou observar o objeto a menos de 1 cm de distancia. Um
indice de discriminagéo - [t(s) A2 x 100/ {t(s) A2 +t(s) Al1}], onde A2 foi
o tempo gasto pelos animais explorando o objeto novo e Al foi o tempo
gasto pelos animais explorando o objeto conhecido. Apds cada sessdo, a
superficie foi limpa com alcool 10%.

4.5.4. Teste do rotarod:

O teste do rotarod foi utilizado para verificar a coordenagéo
motora ¢ de equilibrio dos animais, sendo junto ao campo aberto, a
principal abordagem na caracterizagdo fenotipica motora em modelos
animais (Brooks e Dunnet, 2009). O equipamento permite o teste de até
quatro animais simultaneamente com sistema de rotagdo pré-programado.
Os parametros avaliados no teste incluiram: tempo de laténcia (resisténcia
para queda) e o numero de quedas do animal num periodo de 4 minutos. O
tempo de laténcia reflete o produto de cinco grandes fatores: (i) equilibrio
dindmico; (i) coordenacdo motora; (iii) planejamento motor; (iv)
aprendizagem motora; e (v) condigdes fisicas em geral. Basicamente, o
animal ¢ colocado em cima de um cilindro giratorio (3 cm de didmetro
com frisos de aderéncia) numa velocidade de rotagdo de 18 rpm.

4.5.5.Teste do labirinto aquatico de Morris:

Neste estudo, utilizamos a versdo da memoria espacial do
labirinto aquatico de Morris, o qual diferentemente dos testes de
reconhecimento do objeto, realocagdo do objeto e alternancia esponténea,
nos da resultados quantitativos em relacdo aos aspectos cognitivos dos
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animais (Vorhees and Williams, 2006). O aparato experimental utilizado
consiste de um labirinto circular, preenchido com cerca de 60 cm’ de 4gua
em temperatura ambiente, onde os animais foram condicionados a
encontrar uma plataforma de escape (10 x 10 cm) submersa 0,5 cm da
superficie. A navegagcdo foi orientada por quatro pistas visuais
equidistantes (50 x 50 cm) fixadas nas paredes da sala experimental (NO,
NE, SO, SE), 30 cm acima da borda do tanque. O protocolo experimental
foi realizado em dois dias. No primeiro dia, os animais foram submetidos
a dez sessOes de condicionamento, com intervalo maximo de 60 minutos
entre cada sessdo. Os quatro pontos de partida (N, S, L ou O) foram
distribuidos randomicamente e a posi¢do da plataforma permaneceu fixa.
As sessoes de treinamento foram de no maximo 60 s, com 10 s de
permanéncia na plataforma. Nas falhas em encontrar a plataforma, os
animais foram gentilmente guiados até a mesma. A laténcia de escape das
dez sessdes no labirinto aquatico foi avaliada. Apés 24 horas do término
do treinamento, os animais foram submetidos a sessdo teste. Nesta etapa, a
plataforma foi retirada do labirinto e todos os animais foram liberados do
mesmo ponto de partida, sendo avaliados pelo periodo de 60 s. Os
principais pardmetros de avaliagdo foram: (i) tempo no quadrante em que,
na sessdo de acondicionamento, a plataforma se encontrava; (ii) tempo na
zona da plataforma; e (iii) laténcia para primeira entrada na zona da
plataforma.

4.6. Analise dos niveis de lipideos plasmaticos

A quantificagdo do colesterol total e triglicerideos no plasma dos
camundongos foi realizada utilizando reagentes comerciais (Gold
Analisa), seguindo as especificacdes do fabricante. Os resultados foram
expressos em mg/dL.

4.7. Analise dos niveis das transaminases

A quantificacdo das enzimas aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT) e gama glutamil transpeptidase (GGT) no
plasma dos camundongos foi realizada através de reagentes comerciais
(Labtest), seguindo as especificagdes do fabricante. Os resultados foram
expressos em U/L.

4.8. Preparacido de homogenatos teciduais

Os animais foram eutanasiados e os tecidos cerebrais dissecados
(cortéx pré-frontal e hipocampo) homogeneizados (1:10 m/v) em tampao
HEPES 20 mM (pH 7,0). Em seguida os homogenatos foram
centrifugados a 3.000 g (4°C) por 5 minutos e uma aliquota do
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sobrenadante foi separada para a determinagdo da atividade da AChE.
Posteriormente, os sobrenadantes da primeira centrifugacdo foram
novamente centrifugados a 16.000 g (4°C) por 20 minutos € o
sobrenadante obtido foi utilizado para a determinacdo da atividade das
enzimas GR, GPx, os niveis de GSH e determinagdo das substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS).

4.9. Atividade da acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da AChE foi determinada de acordo com o método
proposto por Ellman et al. (1961). Este método baseia-se na taxa de
hidrolise do iodeto de acetiltiocolina, que ¢ medida em 412 nm. O
grupamento tiol (-SH) da tiocolina reage com o acido 5°,5 — ditiobis-2-
nitrobenzdico (DTNB) formando o é&nion dacido 2-nitro-5-mercapto-
benzoéico (TNB) com cor amarela. O valor obtido foi dividido pelo
coeficiente de extingdo molar do TNB (¢ = 13.600 M-1 cm'l) e
multiplicado pelas dilui¢des. Os dados foram expressos como nmol de
substrato hidrolisado/min/mg de proteina.

4.10. Sistema antioxidante vinculado a glutationa (GSH)

O conteudo de GSH foi determinado por meio do ensaio
fluorimétrico descrito por Hissin e Hilf (1976), com algumas
modificagdes. Este ensaio baseia-se no principio de que os grupos tidis (-
SH) da GSH reagem especificamente com ortoftalaldeido (OPT) (em pH
8,0), resultando na produgdo de um produto altamente fluorescente.
Primeiramente para a precipitagdo das proteinas, a amostra (sobrenadante
1) foi misturada ao acido perclérico 0,6 M, e centrifugada a 14.000 rpm
(4°C) durante 10 minutos. O sobrenadante resultante (sobrenadante 2) foi
incubado com 0,1% (m/v em metanol) de orto-ftalaldeido em Na,HPO,
100 mM, pelo periodo de 15 minutos a temperatura ambiente. A
intensidade de fluorescéncia foi lida a um comprimento de onda de
emissdo a 420 nm e de excitagdo a 350 nm. O conteudo de GSH foi
calculado utilizando uma curva padrio e expresso como pmol de GSH/mg
proteina.

A GR catalisa a redug@o da glutationa oxidada (GSSG) através da
oxidagdo do NADPH. Ao utilizar o substrato GSSG, a enzima leva ao
consumo de NADPH, que ¢ medido em 340 nm. A velocidade de
consumo de NADPH, em condi¢des de saturacdo, expressa a atividade
desta enzima (Carlberg e Mannervik, 1985). O meio de reacdo continha
tampao fosfato 0,25 M (pH 7,0), 1 mM de EDTA ¢ NADPH 0,2 mM.
Ap6s adicionar a amostra, o consumo inespecifico de NADPH foi
mensurado por 5 min a 340 nm. Ao adicionar o substrato GSSG 1 mM a
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leitura foi realizada por 5 minutos adicionais e descontou-se o consumo
inespecifico de NADPH do decaimento por minuto obtido. O valor obtido
foi dividido pelo coeficiente de extingdo molar do NADPH (g = 6.220 M
cm™) e multiplicado pelas diluigdes. Os dados foram expressos como
nmol de NADPH oxidado/min/mg de proteina.

A GPx catalisa a reducdo de H,O,, bem como outros
lipoperodxidos e perdxidos organicos, utilizando a GSH reduzida como co-
substrato e produzindo GSSG. A GSSG ¢ reduzida pela GR com o
consumo de NADPH, que foi mensurado através da leitura em
espectrofotdmetro em 340 nm (Wendel, 1981). Para este ensaio, o meio de
reacdo continha tampao fosfato 0,25 M (pH 7,0) 1 mM de EDTA, GSH
100 mM, GR 5 U/mL e NADPH 0,1 mM. Adicionou-se, neste meio, a
amostra para mensurar o consumo inespecifico de NADPH através de uma
leitura por 5 minutos, a 340 nm. Ao adicionar o substrato (1 mM perdxido
de ter-butila), a leitura foi realizada por mais 5 minutos. Ao decréscimo de
absorbancia (340 nm) por minuto obtido descontou-se o consumo
inespecifico de NADPH. O valor obtido foi dividido pelo coeficiente de
extingdo molar do NADPH (g = 6.220 M cm'l) e multiplicado pelas
diluigdes. Os dados foram expressos como nmol de NADPH
oxidado/min/mg de proteina.

4.11. Determinacio de substincias reativas ao acido tiobarbiturico —
TBARS

A peroxidacgdo lipidica foi determinada pela medida dos produtos
de oxidagdo que reagem com o acido tiobarbiturico (TBARS), conforme
descrito por Ohkawa et al. (1979). Os produtos da peroxidagdo de lipidios
(peroxidos lipidicos, dialdeido maldnico e outros aldeidos de baixo peso
molecular) reagem com o acido tiobarbitarico (TBA), produzindo bases de
Schiff. Esses compostos sdo coloridos e sua concentragdo pode ser
determinada por espectrofotometria a 535 nm. Os sobrenadantes teciduais
foram incubados a 90 °C, por 1 hora, em um meio contendo 1,3 M de
tampao acetato (pH 3,4), acido tiobarbitarico (0,27 M), e dodecil sulfato
de sodio (8,1%). Apds 1 hora de reagdo, o material foi resfriado durante
15 minutos, centrifugado a 3.000 g por 5 min, e o sobrenadante coletado
para a leitura no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 535 nm. A
concentragdo de TBARS nas amostras foi obtida pela comparacdo das
absorbancias com a absorbancia de uma curva padrdo. Os dados foram
expressos como nmol de TBARS/mg de proteina.
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4.12. Niveis de proteinas:
O conteudo de proteinas foi quantificado pelo método de Lowry
(1951), usando albumina de soro bovino como padrio.

4.13. Analises Estatisticas

Todos os resultados foram expressos em média + erro padrido da
média (EPM). O teste t de Student foi utilizado para avaliar se o indice de
localizagdo e indice de discriminag@o nos testes de realocagdo de objeto e
reconhecimento do objeto respectivamente, foram diferentes de um valor
teorico de 50% (i.e., nivel de chance).

As demais comparagdes estatisticas foram realizadas utilizando o
teste t de Student, ou analise de varidancia (ANOVA) de uma ou duas vias.
Quando significante as ANOVAs, multiplas comparacdes post hoc foram
feitas utilizando o teste de Duncan. O nivel de significdncia adotado em
todos os experimentos foi p < 0,05. Todos os testes estatisticos foram
realizados utilizando o programa Statistica®. As estatisticas estdo também
descritas nas legendas das respectivas figuras.
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5. RESULTADOS

5.1. Experimento 1: A concentragio alcodlica de 6% ¢é segura para o
tratamento de camundongos C57BL/6

Na ultima década diversas evidéncias vém demonstrando que o
consumo moderado de bebidas alcodlicas como o vinho e cerveja
possivelmente possuam um papel protetor contra as doengas
neurodegenerativas relacionadas a idade (Wang et al., 2006; Gonzalez-
Munhoz et al., 2008; Pasinetti, 2012; Lourida et al., 2013; Parletta et al.,
2013). No entanto, o consumo abusivo de alcool produz dano neuronal e
alteragdes bioquimicas no cérebro de mamiferos, seguido por disturbios
cognitivos (Zahr et al., 2009; Friedman, Robinson, e Yelland, 2011;
Garcia-Moreno e Cimadevilla, 2012). Dessa forma, a primeira pergunta
deste trabalho foi se a concentracdo alcodlica de 6% do vinho tinto em um
consumo didrio é segura, ou seja, ndo induz hepatoxicidade, ou alteragdes
comportamentais em camundongos CS57BL/6. Para responder essa
pergunta, os camundongos C57BL/6 do tipo selvagem de 3 meses de
idade foram tratados com i) vinho tinto ou ii) etanol diluido na agua de
beber para uma concentragdo final de alcool equivalente a 6%, ou com
apenas iii) agua como controle. Os pardmetros de toxicidade hepatica, tais
como quantificacdo das enzimas AST, ALT e GGT, foram avaliados no
plasma, bem como foram realizados os testes de locomocgdo e atividade
motora.

Cada animal consumiu aproximadamente 4 mL da solugdo de
vinho por dia (8g de etanol/Kg/dia), i.e., aproximadamente 7% do
consumo energético total diario dos camundongos C57BL/6 tratados com
Cabernet Sauvignon foi obtido a partir do vinho. Estes dados s@o
equivalentes ao consumo moderado humano, em que 150 mL de vinho
tinto equivale a 6,2% do consumo total de energia para uma mulher (em
um total de 2.000 kcal / dia) e 300 mL ¢é equivalente a 10% para um
homem (em um total de 2.500 kcal / dia) (Dietary Guidelines for
Americans, 2005). De maneira geral, o consumo da solugdo de alcool 6%,
presente tanto na solugdo de etanol como na solugdo de vinho tinto, foi
bem tolerado pelos camundongos C57BL/6. N6s ndo encontramos sinais
de alteragdes hepaticas nos grupos experimentais tratados com vinho e
etanol, uma vez que os niveis séricos das transaminases (AST e ALT) e da
GGT, foram iguais aos do grupo controle (Figura 7).
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Figura 7: Efeito do consumo moderado de vinho tinto 6% e etanol 6% em relacdo
aos niveis plasmaticos das transaminases (A) aspartato aminotransferase (B)
alanina aminotransferase e (C) gama glutamil transferase em camundongos
C57BL/6 do tipo selvagem. Os valores estdo expressos em média = erro padrao da
média (5 animais/grupo). Os resultados deste experimento foram analisados por
ANOVA de uma via.

Os testes do campo aberto e rotarod foram utilizados no intuito de
verificar a atividade exploratoria e motora dos animais, respectivamente.
O consumo abusivo de alcool pode causar danos de locomogdo e motores
conforme observado em trabalhos anteriores utilizando animais de
experimentagdo (Garcia-Moreno et al.,, 2002; Garcia-Moreno e
Cimadevilla, 2012). Sendo assim, nos testes do campo aberto e rotarod
realizados neste trabalho, ndo foram observadas diferengas no numero de
cruzamentos totais e na laténcia para a primeira queda, respectivamente
(figura 8).
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Figura 8: Efeito do consumo moderado de vinho tinto 6% e etanol 6% sobre a
(A) locomogdo e (B) atividade motora de camundongos C57BL/6 do tipo
selvagem. Os valores estdo expressos em média £ erro padrio da média (5
animais/grupo). Os resultados deste experimento foram analisados por ANOVA
de uma via.

5.2. Experimento 2: As alteracdes cognitivas induzidas pela
hipercolesterolemia podem ser moduladas pelo consumo moderado de
vinho

Nos primeiros trinta dias deste protocolo experimental,
camundongos LDLr" de 3 a 5 meses de idade foram submetidos a uma
dieta padrio e receberam tratamento com agua ou vinho (teor alcodlico
6%). Nos trinta dias subsequentes, estes dois grupos experimentais foram
subdivididos, sendo metade desses animais tratados com dieta padrdo e a
outra metade com dieta hipercolesterolémica (totalizando quatro grupos
experimentais). O objetivo especifico neste desenho experimental foi
exacerbar os niveis de colesterol plasmatico dos camundongos e avaliar se
0 prejuizo cognitivo e o estresse oxidativo induzidos pelos altos niveis de
colesterol plasmatico seriam atenuados pelo consumo moderado de vinho
tinto.

Em trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa,
demonstramos que os animais LDLr" possuem niveis de colesterol total
aumentados em 3 a 4 vezes comparados aos animais C57BL/6 do tipo
selvagem (de Oliveira et al., 2011; Moreira et al., 2012). Neste trabalho, a
ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo da dieta
[F(1,16)=270,36, p<0,05]. Os camundongos LDLr" quando submetidos a
uma dieta rica em colesterol apresentaram um aumento de
aproximadamente seis vezes nos niveis de colesterol total plasmatico, o
que também estad de acordo com nossos dados prévios (de Oliveira et al.,
2011). Por outro lado, os niveis de triglicerideos no plasma nio foram
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modificados pelo tratamento com a dieta hipercolesterolémica. Por fim, o
consumo moderado de vinho tinto ndo modificou o perfil lipidico dos
animais LDLr"".
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Figura 9: Avaliagdo dos niveis plasmaticos de colesterol total e triglicerideos em
camundongos LDLr"” submetidos a uma dieta padrio e dieta hipercolesterolémica
(HC) e ao consumo de vinho tinto. Os valores estdo expressos em média + erro
padrido da média (4 animais/grupo). Os resultados deste experimento foram
analisados por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Duncan. A ANOVA
indicou efeito da dieta para os niveis de colesterol total [F(1,16)=270,36, p<0,05].
*p<0,05 comparado com camundongos LDLr"" submetidos a dieta HC.

Os niveis das enzimas AST e ALT no plasma dos camundongos
também foi mensurado. A ANOVA de duas vias indicou um efeito
significativo da dieta no contetido das enzimas AST [F(1,16)=31,952,
p<0,05] e ALT [F(1,16)=13,546, p<0,05]. Como demonstrado na Figura
10, o tratamento com a dieta hipercolesterolémica causou um aumento no
contetdo destas enzimas hepaticas no plasma dos animais (figura 10A e
B), indicando que o alto consumo de colesterol desencadeou danos
hepéticos nos animais LDLr". Por outro lado, o consumo moderado de
vinho ndo foi capaz de impedir a toxicidade hepatica induzida pela dieta
hipercolesterolémica nos camundongos LDLr". Os niveis plasmaticos da
enzima GGT ndo sofreram alteragdes significativas com a introdugdo da
dieta hipercolesterolémica ou com o consumo de vinho (Figura 10C).
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Figura 10: Avaliacdo dos niveis plasmaticos das transaminases em camundongos
LDLr” submetidos a uma dieta padrio e dieta hipercolesterolémica (HC) e ao
consumo de vinho tinto. Os valores estdo expressos em média £ erro padrdo da
média (4 animais/grupo). Os resultados deste experimento foram analisados por
ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Duncan. *p<0,05 comparado com
camundongos LDLr”" submetidos a dieta HC.

A locomogdo espontanea e atividade motora dos animais foi
avaliada pelos testes do campo aberto e rotarod, respectivamente. Em
estudos anteriores, os camundongos LDLr” tratados com dieta padrio
apresentaram numero de cruzamentos totais no campo aberto
significativamente maior quando comparados com camundongos
C57BL/6 selvagens, caracterizando um padrdo de hiperlocomogdo no
fendtipo hipercolesterolémico (Moreira et al., 2012). De grande
importancia neste estudo, a ANOVA de duas vias apontou um efeito
significativo da dieta [F(1,28)=11,403, p<0,05] na locomogio.
Verificamos que a exposi¢do a uma dieta hipercolesterolémica aumenta
ainda mais o numero de cruzamentos totais dos camundongos LDLr"
(Figura 11A). No entanto, o consumo de vinho tinto nfo alterou os
pardmetros de  hiperlocomogdo  caracteristicos  destes  animais
hipercolesterolémicos (Figura 11A). Por outro, no teste de rotarod ndo
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foram observadas diferenga significativas entre os grupos experimentais
(Figura 11B).
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Figura 11: Efeitos da dieta hipercolesterolémica e do consumo moderado de
vinho tinto sobre a locomogdo espontinea e atividade motora de camundongos
LDLr”. (A) campo aberto e (B) rotarod. Os valores estao expressos em média +
erro padrio da média (8 animais/grupo). Os resultados foram analisados por
ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Duncan. A ANOVA indicou efeito da
dieta [F(1,28)=11,403, p<0,05] na locomog¢do entre os grupos agua. O teste de
Duncan mostrou tendéncia de efeito na dieta (p=0,065) entre os grupos vinho.
*p<0,05 versus camundongos LDLr” grupo 4gua tratados com dieta padrio.
#5=0,065 versus camundongos LDLr”" grupo vinho tratados com dieta padrdo.

Em seguida, os camundongos LDLr” foram submetidos a
avaliagdo de memoria e aprendizado de curta duragdo. A memoria de curta
duragdo refere-se a uma fase que independe de sintese de proteinas e dura
em torno de 1 a 3 horas (Bekinschtein et al., 2007). De acordo com nossos
estudos prévios, demonstramos neste trabalho que os animais
hipercolesterolémicos LDLr" possuem disfun¢do nos parametros de
memoria e aprendizado (Figura 12 A e B).

Primeiramente, avaliamos a memoria de reconhecimento dos
animais, utilizando o teste do reconhecimento do objeto. Os camundongos
LDLr" tratados com agua (independentemente da dieta adotada) ndo
mostraram nenhuma preferéncia pelo objeto novo, apresentando um indice
de discriminag¢do semelhante a um valor tedrico de 50% (nivel de chance).
Notavelmente, o tratamento com vinho tinto reverteu o prejuizo cognitivo
nos animais hipercolesterolémicos, independentemente da dieta adotada
(Figura 12A). Os animais LDLr" tratados com dieta padrdo ou dieta
hipercolesterolémica submetidos ao tratamento moderado com o vinho
apresentaram um indice de discriminagdo significativamente maior que o
nivel de chance (Figura 12A).

A memoria espacial de curta duragdo também foi investigada
utilizando o teste de realocagdo do objeto. Os camundongos LDLr"
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tratados com agua submetidos a dieta padréo ou dieta hipercolesterolémica
ndo foram capazes de identificar a alteragdo espacial na arena de campo
aberto. Em contraste, os camundongos LDLr" tratados com vinho tinto,
independentemente da dieta, apresentaram um indice de localizagdo
significativamente maior que o nivel de chance (50%) (Figura 12B).
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Figura 12: Efeitos da dieta hipercolesterolémica e do consumo moderado de
vinho tinto sobre a meméria de curto prazo de camundongos LDLr™”". (A) teste de
reconhecimento do objeto e (B) teste de realocagdo do objeto. Os valores estdo
expressos em média + erro padrio da média (8 animais/grupo). Os resultados de
ambos os testes foram analisados pelo teste “t” para determinar se o indice de
reconhecimento e de localizagdo diferiam significativamente de um valor teérico
de 50%. *p<0,05 versus camundongos LDLr” grupo 4gua.

O labirinto aquatico de Morris foi utilizado como um outro
paradigma de aprendizado e memoria espacial, porém de longo prazo. A
memoria de longa duragdo se refere a uma fase dependente de sintese
proteica podendo durar por dias, semanas ou até mais (Bekinschtein et al.,
2007). E importante destacar que ndo foram visualizadas diferengas na
velocidade e distidncia percorrida entre os grupos experimentais (dados
ndo mostrados), pardmetros que refletem a auséncia de dano motor nos
animais. A exposi¢do a dieta hipercolesterolémica ndo comprometeu a
curva de aprendizado dos camundongos LDLr", uma vez que todos os
grupos foram capazes de aprender a tarefa, diminuindo as laténcias de
escape para encontrar a plataforma nas sessdes de treinamento. Todavia,
foram visualizadas diferencas nas laténcias de escape na décima sesséo
treino entre os grupos 4gua e vinho submetidos a dieta
hipercolesterolémica (Figura 13A), destacando uma melhor performance
de aprendizado do grupo tratado com vinho.

Com relagdo a sessdo teste, a ANOVA de duas vias indicou um
efeito significativo do tratamento [F(1,26)=14,469, p<0,05] para o tempo
no quadrante da plataforma. Os camundongos LDLr" tratados com o
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vinho tinto apresentaram um maior tempo no quadrante onde a plataforma
se encontrava, independentemente da dieta utilizada, demonstrando que o
consumo moderado de vinho tinto pelo periodo de sessenta dias foi capaz
de melhorar a memoria espacial dos animais LDLr" (Figura 13B).

A ANOVA de duas vias também apontou um efeito significativo
do fator dieta [F(1,25)=4,6041, p<0,05] e do fator tratamento
[F(1,25)=8,0080, p<0,05] para o tempo na zona da plataforma. O
tratamento com o vinho tinto foi capaz de aumentar o tempo gasto na zona
da plataforma somente nos camundongos LDLr" submetidos a uma dicta
padrio. E importante mencionar, que o tempo gasto na zona da plataforma
dos camundongos LDLr" expostos a dieta hipercolesterolémica tratados
com o vinho foi significativamente menor que o tempo despendido pelos
camundongos LDLr-/- alimentados com dieta padrdo também tratados
com o vinho, indicando que a dieta hipercolesterolémica exacerbou os
danos de memoria espacial de longa duragdo nos camundongos LDLr"".

-
v

Treino

© Agua
£ Vinho
-®- Agua + dieta HC
& Vinho + dieta HC

Laténcia (s)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ensaios de treino

B Quadrante da Plataforma c Zona da Plataforma
30+ .
N 8 ;
* [ Agua
6 Hm Vinho
g2 T — o
2 2 #
5 §
2 10| e
2 =
0 0
Dieta padrao Dieta HC Dieta padréo Dieta HC

Figura 13: Efeitos da dieta hipercolesterolémica e do consumo moderado de
vinho tinto sobre a memoéria de longa duragio de camundongos LDLr™”". Os testes
foram realizados no labirinto aquatico de Morris, (A) fase treino, (B) fase teste
indicando tempo no quadrante da plataforma e (C) fase teste indicando tempo na
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zona da plataforma. Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média
(8 animais/grupo). &p<0,05 comparado com tratamento na ultima sessao de treino.
*p<0,05 versus camundongos LDLr"" grupo 4gua. #efeito da dieta comparado ao
grupo agua.

Considerando a relagdo entre a disfungdo da atividade colinérgica
e os déficits de memoria espacial (Davies e Maloney, 1976; Deiana et al.,
2011), e que a hipercolesterolemia parece afetar este sistema, (Moreira et
al., 2012; Lopes et al., 2015) no presente estudo avaliamos a atividade da
enzima AChE no cortex pré-frontal e hipocampo dos grupos
experimentais, uma vez que esta enzima ¢é responsavel por modular os
niveis de acetilcolina na fenda sinaptica. Nos ndo observamos
modificagdes na atividade da AChE nas regides cerebrais estudadas dos
camundongos LDLr-/- apds o tratamento com a dieta rica em colesterol ou
devido o consumo moderado de vinho (Figura 14).
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Figura 14: Efeitos da dieta hipercolesterolémica e do consumo moderado de
vinho tinto na atividade da AChE de camundongos LDLr” no (A) cértex pré-
frontal e (B) hipocampo. Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da
média (5 animais/grupo). Os resultados deste experimento foram analisados por
ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Duncan, ndo mostrando diferencas
estatisticas (p<0,05) entre os grupos.

A GSH possui papel fundamental na protecdo celular contra o
estresse oxidativo, principalmente no SNC (Dringen e Hirrlinger, 2003), e
trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstram
que a disfun¢do do receptor de LDL em camundongos resulta em um
comprometimento no sistema antioxidante vinculado a GSH no coértex
cerebral e hipocampo (de Oliveira et al., 2011, Moreira et al., 2012; de
Oliveira et al., 2014). No presente trabalho foi investigado se os efeitos



57

benéficos do vinho tinto sobre a cogni¢do dos animais estariam ocorrendo
por meio da modulacdo do sistema antioxidante vinculado a GSH. De
maneira geral, ndo foram observadas diferengas estatisticas entre os
grupos experimentais, independente da dieta e do tratamento adotados
(Figura 15).
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Figura 15: Efeitos da dieta hipercolesterolémica e do consumo moderado de
vinho tinto sobre o sistema antioxidante vinculado 8 GSH de camundongos LDLr
" no cortex pré-frontal e hipocampo. (A e D) Niveis de GSH, (B ¢ E) Atividade da
GR ¢ (C e F) Atividade da GPx. Os valores estdo expressos em média + erro
padrio da média (5 animais/grupo). Os resultados deste experimento foram
analisados por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Duncan.

Os niveis de peroxidacdo lipidica também foram aferidos no
cortex pré-frontal e hipocampo dos animais. Nao foram observados efeitos
da dieta hipercolesterolémica na lipoperoxidagdo, assim como
modificagdes devido o consumo moderado de vinho tinto (Figura 16).
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Figura 16: Avaliagdo da dieta hipercolesterolémica ¢ do consumo moderado de
vinho tinto sobre os dos niveis de peroxidagdo lipidica (ensaio de TBARS) no (A)
cortex pré-frontal e (B) hipocampo de camundongos LDLr". Os valores estdo
expressos em média + erro padrdo da média (5 animais/grupo).
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6. DISCUSSAO

A elucidagdo do papel do colesterol na patogénese da
aterosclerose ¢ frequentemente referida como uma das grandes
descobertas do século XX (Mehta e Khan, 2002). De fato, o
desenvolvimento acelerado e prematuro de placas de ateroma ¢ a principal
manifestacdio clinica da hipercolesterolemia familiar, associada ao risco
particularmente aumentado de doenga arterial coronariana prematura
(Brown e Goldstein,1986; Ridker, 2014). Em paralelo, ao longo das duas
ultimas décadas, o envolvimento da hipercolesterolemia no aparecimento
dos sinais de declinio cognitivo vem despertando a atengdo da
comunidade cientifica (Sparks et al., 1993,1994; 2005; Kivipelto et al.,
2001; 2002). Nesse sentido, o estudo de Zamboén e colaboradores (2010)
destacou-se ao demonstrar que individuos de meia-idade portadores de
hipercolesterolemia familiar apresentam um aumento particular na
incidéncia de comprometimento cognitivo leve.

Interessantemente, intervengdes nutracéuticas nos ultimos anos
passaram a compor o quadro terapéutico tanto da aterosclerose, quando da
doenga de Alzheimer, particularmente ap6s a descoberta do paradoxo
franc€s, em que moléculas polifenoicas presentes no vinho tinto
mostraram efeitos benéficos contra o desenvolvimento da aterosclerose
(Renauld e Lorgeril, 1992; Soleas et al., 1997) e, posteriormente na fungao
cognitiva de individuos e de modelos experimentais de doenga de
Alzheimer (Wang et al., 2006; Ho et al., 2009; Lourida et al., 2013;
Parletta et al., 2013). Desta forma hipotetizamos que os compostos
presentes no vinho, os quais atuam como agentes protetores em diversas
etapas da progressdo das doencas cardiovasculares, possam também
prevenir os transtornos cognitivos decorrentes da hipercolesterolemia. De
fato, quando tratados com fragdes de vinho tinto, os camundongos
hipercolesterolémicos apresentam uma significativa reducéo da progressao
de aterosclerose (Hort et al., 2012). Nesse sentido, no presente trabalho
utilizamos os camundongos C57BL/6 nocautes para o receptor de LDL
(LDLr'/') para avaliar os efeitos do consumo moderado de vinho tinto nos
prejuizos cognitivos associados a hipercolesterolemia familiar. Nesse
contexto, nossa primeira pergunta foi: A concentragdo alcoolica de 6% ¢
segura para o tratamento de camundongos C57BL/6?

Primeiramente, nossos resultados demonstraram que o consumo
moderado de vinho tinto e etanol na concentragdo alcodlica de 6% ¢é bem
tolerado pelos camundongos C57BL/6. Nenhuma manifestagdo de
toxicidade hepatica, avaliada pela medida do conteudo das enzimas
marcadores ou dano motor, por testes comportamentais, foi evidenciada
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apos o tratamento. O livre consumo do vinho para os camundongos foi
elegido para este trabalho, a partir de estudos anteriores (Wang et al.,
2006), que usaram desta mesma estratégia para comparar 0 CONsumo nos
animais a um consumo moderado em humanos. E importante mencionar,
que utilizando outras formas de administragdo, como por exemplo a
gavagem, ndo conseguiriamos atingir a ingesta adequada nos animais.
Cada animal consumiu diariamente, em média, 4 mL da solugéo, portanto,
calculamos que aproximadamente 7% do consumo de energia total diaria
dos camundongos tratados com Cabernet Sauvignon foi obtido a partir do
vinho. Estes dados s8o equivalentes ao consumo moderado humano, em
que 150 mL de vinho tinto equivale a 6,2% do consumo total de energia
para uma mulher (em um total de 2.000 kcal / dia) e 300 mL ¢ equivalente
a 10% para um homem (em um total de 2.500 kcal / dia) (Dietary
Guidelines for Americans, 2005).

Ap6s estas avaliagdes preliminares, relativas a possivel toxicidade
da ingesta de solugdo etilica de 6%, nossa segunda e principal pergunta
foi: As alteragdes cognitivas e neuroquimicas induzidas pela
hipercolesterolemia podem ser moduladas pelo consumo moderado de
vinho tinto?

Noés observamos 51ue a ingesta de uma ragdo rica em colesterol
pelos camundongos LDLr" - os quais ja apresentam colesterol plasmatico
cerca de duas a trés vezes maior que seus respectivos controles — induziu
um aumento de seis vezes nos niveis plasmaticos de colesterol total. Esses
resultados corroboram com estudos prévios realizados pelo nosso grupo
de pesquisa (de Oliveira et al.,, 2011). Os niveis plasmaticos de
triglicerideos, entretanto, permaneceram inalterados. Como a LDL ¢
produzida pela digestdo de triacilglicerois presentes nas lipoproteinas
VLDL e IDL, os animais modelos de hipercoleterolemia familiar
apresentam niveis de colesterol muito altos, mas seus niveis de
triacilglicerois podem estar dentro da faixa normal ou proximos dessa
(Smith et al., 2007). Os niveis altos de colesterol plasmaticos encontrados
em camundongos LDLr”" submetidos a dieta hipercolesterolémica, foram
associados a um dano hepatico, caracterizado pelo aumento no conteudo
das enzimas AST e ALT no plasma dos animais. O consumo moderado de
vinho tinto ndo alterou os niveis de colesterol nos camundongos LDLr"",
independentemente da dieta adotada, bem como o dano hepatico
decorrente da dieta.

Em 2008, Elder e colaboradores observaram que os camundongos
LDLr" possuem aumentada atividade locomotora quando comparados aos
camundongos C57BL/6 selvagens. De maneira interessante, neste trabalho
observamos que, quando submetidos a dieta hipercolesterolémica, os
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camundongos LDLr" apresentam um aumento ainda maior no numero
total de cruzamentos no teste de campo aberto, comparados aos animais
que receberam dieta padrdo. Em um estudo realizado pelo nosso grupo de
pesquisa, observamos que quando esses animais hipercolesterolémicos sdo
submetidos a um protocolo experimental de exercicio fisico, ocorre uma
diminuicao do numero de cruzamentos totais no campo aberto (Moreira et
al., 2013). Além disso, recentemente demonstramos que a hiperlocomogéo
nos camundongos LDLr”" é amenizada apos o tratamento subcronico com
donepezil (inibidor da AChE) (Lopes et al., 2015). A modulagdo da
hiperlocomogao induzida pelos tratamentos mencionados pode ser devido
mecanismos similares, que incluem o aumento na neurogénese e na
sobrevivéncia neuronal no hipocampo (Van Praag et al., 2005). Entretanto,
no presente trabalho ndo observarmos nenhuma alteragdo na atividade
locomotora apés o tratamento com vinho tinto.

Os camundongos LDLr" apresentaram também prejuizos de
memoria de curto e longo prazo, verificado pelos testes de reconhecimento
do objeto, realocagdo do objeto e labirinto aquatico de Morris. Estes dados
estdo de acordo com os dados anteriores do nosso grupo de pesquisa (de
Oliveira et al., 2011, 2014; Moreira et al., 2013; Lopes et al., 2015) e de
outros grupos (Mulder et al., 2004; Thirumangalakudi et al., 2008). No6s
primeiramente avaliamos a memoria de reconhecimento e a memoria
espacial por meio dos testes de reconhecimento do objeto e realocagido do
objeto, respectivamente. Os camundongos LDLr", submetidos a ambas
dietas, normal e hipercolesterolémica, ndo foram capazes de identificar a
presenga de um objeto novo, bem como alteragdes espaciais na arena de
campo aberto, caracterizando prejuizos de memoria. Todavia, devido a
natureza qualitativa dos testes de reconhecimento e realocagdo do objeto,
ndo conseguimos identificar um efeito adicional da ingesta da dieta
hipercolesterolémica nos animais em relagdo ao declinio cognitivo. Por
outro lado, comprovando a nossa hipdtese experimental, o consumo
moderado de vinho tinto por 60 dias foi capaz de melhorar o déficit
cognitivo nos camundongos LDLr"", avaliado por testes de memoria de
reconhecimento e espacial, independentemente da dieta adotada. O estudo
pioneiro de Mulder e colaboradores (2004) sugeriu que os déficits de
memoria nos camundongos LDLr” estdo associados a diminuicdo na
proliferagdo celular e densidade sindptica no hipocampo devido a
diminui¢do da captacdo do colesterol celular decorrente da falta do
receptor de LDL. O potencial efeito benéfico do consumo de vinho ¢
relacionado, de maneira geral, aos compostos polifenoicos presentes em
abundancia na bebida, principalmente no vinho tinto. Estudos pré-clinicos
prévios também demonstraram que o consumo moderado dessa bebida
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atenua os prejuizos de memoria em modelos experimentais para a doenga
de Alzheimer (Wang et al., 2006, Ho et al., 2009; Pasinetti, 2012). Desta
forma podemos inferir que os compostos presentes no vinho podem estar
modulando processos neuromoleculares envolvidos no estabelecimento
dos danos cognitivos decorrentes da hipercolesterolemia. Efeitos ja bem
estabelecidos dos flavonoides, em relagdo as doengas cardiovasculares,
como a diminui¢do do estresse oxidativo vascular e a melhora da fungao
endotelial, podem ser mediadores deste efeito benéfico sobre a cognigdo
dos animais.

O labirinto aquatico de Morris tem sido extensivamente
empregado em estudos relacionados a memoria, particularmente por ser
um teste de natureza quantitativa (King e Arendash, 2002; Westerman et
al., 2002; Wang et al., 2006; Ho et al., 2009; Edwards et al., 2014). A
realizago desta tarefa esta relacionada com o potencial de longa duragéo e
fungdo do receptor de NMDA, o que a caracteriza como uma técnica de
investigagdo do circuito hipocampal (Morris et al., 1986; Jeffery e Morris,
1993). No presente estudo demonstramos que o tratamento com a dieta
hipercolesterolémica ndo comprometeu a curva de aprendizado dos
animais nos ensaios de treinamento, porém os animais que consumiram
vinho moderadamente pelo periodo de sessenta dias, obtiveram um melhor
desempenho de aprendizado quando comparados aos que consumiram
apenas agua. Além disso, em relagdo a retengdo de memoria, analisada 24
horas apo6s as sessdes de treinamento, noés observamos que a dieta
hipercolesterolémica leva a uma intensificagdo do prejuizo cognitivo nos
animais. O consumo moderado de vinho foi capaz de reverter o prejuizo
de memoria de longo prazo dos animais LDLr". De maneira interessante,
a melhora da cogni¢do induzida pelo vinho foi mais efetiva quando estes
camundongos foram expostos a uma dieta padréo. Estudos experimentais
utilizando modelos transgénicos para doenga de Alzheimer (camundongos
Tg2576), também demonstraram que o consumo moderado de vinho tinto
¢ capaz de atenuar os déficits de memoria e aprendizado associados a
neuropatologia induzida pelo peptideo AP observados no labirinto
aquatico de Morris (Wang et al., 2006; Ho et al., 2009). Vale ressaltar que
em nosso trabalho, o dano cognitivo nos animais é em decorréncia da
situagdo da hipercolesterolemia e/ou auséncia do receptor de LDL,
enquanto que nos estudos de Wang e colaboradores (2006) e no estudo de
Ho e colaboradores (2009), os danos de memoria sdo relacionados a
neuropatologia induzida pelo peptideo AB. Em ambos os modelos, o
consumo de vinho tinto apresentou efeitos benéficos sobre o déficit
cognitivo, sugerindo que os compostos do vinho possam atuar em estagios
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cruciais envolvidos no desencadeamento dos danos celulares e funcionais
no SNC, que engatilham o comprometimento cognitivo.

Os déficits de memoria podem também estar relacionados a
disfun¢do colinérgica (Davies e Maloney, 1976; Deiana et al., 2011), uma
vez que a modulacdo do aprendizado e memoria envolve a participacdo de
diversos neurotransmissores, incluindo a acetilcolina (Liu et al., 2007). A
reducdo na captagdo de colina, liberagdo de acetilcolina e perda de
neurdnios colinérgicos no prosencéfalo basal indicam um déficit
colinérgico pré-sinaptico seletivo no hipocampo e neocortex de individuos
com doenca de Alzheimer (Kar et al., 2004). Por outro lado, Moran ¢
colaboradores (1993) observaram que a atividade da AChE, enzima que
degrada a acetilcolina na fenda sindptica, encontra-se aumentada em
placas amiloides, podendo ser um fenémeno inicial no processo de
deposicdo amiloide. Nesse contexto, nds anteriormente demonstramos que
a atividade da AChE encontra-se aumentada no cortex pré-frontal dos
camundongos LDLr" quando comparados aos camundongos do tipo
selvagem (Moreira et al., 2012). Além disso, quando estes animais
hipercolesterolémicos foram tratados com um inibidor da AChE
(donepezil), foi observado uma melhora na fung¢do cognitiva (Lopes et al.,
2015). No presente estudo a atividade da AChE, tanto no coértex pré-
frontal quanto no hipocampo, ndo foi alterada pela exposi¢do desses
animais a dieta hipercolesterolémica. Além disso, o tratamento com vinho
tinto ndo foi capaz de diminuir a atividade da AChE no hipocampo e
cortéx pré-frontal dos camundongos LDLr".

Historicamente, a bioatividade dos flavonoides contra a
neurodegeneracdo esta ligada a seus efeitos antioxidantes diretos (Rice-
Evans et al., 1996). Nesse sentido, a capacidade das células de resistir ao
estresse oxidativo é dependente dos mecanismos de defesa antioxidantes
que detoxificam as espécies reativas antes que causem danos celulares (Le
et al., 2011). Observamos em estudos prévios que os camundongos LDLr
. apresentam um desequilibrio do sistema antioxidante dependente de
GSH no cortex pré-frontal e hipocampo, representado pela diminuigdo nos
niveis de GSH e na atividade das enzimas GPx ¢ GR (de Oliveira et al.,
2014). Dessa forma, nds investigamos se, ao consumir diariamente ¢ de
forma moderada, o vinho tinto seria capaz de equilibrar o sistema da GSH
nesses animais. No entanto, nenhuma diferencga significativa foi observada
entre 0s grupos que consumiram o vinho ou a 4gua em relagdo a
modulagdo do sistema antioxidante cerebral dos animais, através das
técnicas  utilizadas neste  trabalho. O consumo de dieta
hipercolesterolémica também ndo modificou a atividade das enzimas
antioxidantes nos animais LDLr"". Conforme demonstrado anteriormente,
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no presente trabalho os niveis de peroxidacdo lipidica ndo foram
aumentados pela exposicdo a dieta hipercolesterolémica nas estruturas
cerebrais estudadas (de Oliveira et al., 2011), tampouco observou-se
qualquer alteracdo com o tratamento com vinho tinto.

De fato, estudos mais recentes apontam que as ag¢des bioldgicas
dos flavonoides no SNC podem ndo ser devido as agdes antioxidantes
diretas, mas sim por meio de outros mecanismos neuroprotetores (Spencer
2009; 2010a; 2010b). De acordo com Williams e Spencer (2012), essas
moléculas agem em vias de sinalizagdo tais como as da ERK e PI3-
cinase/Akt, por meio da ativagdo de receptores ou cinases, o que resulta no
aumento da expressdo de proteinas neuroprotetoras e neuromoduladoras,
além de aumentar o nimero, a for¢a, e as conexdes entre neurdnios.
Paralelamente, os efeitos dos flavonoides sobre o sistema vascular
também podem levar a melhorias no desempenho cognitivo por meio do
aumento do fluxo sanguineo cerebral (Spencer, 2009; 2010b). No estudo
realizado por Lin e colaboradores (2010), o efeito protetor do resveratrol
(flavonoide importante encontrado no vinho) é mostrado na disfung¢do na
barreira hematoencefalica (BHE) induzida pela LDL oxidada em células
endoteliais cerebrovasculares. Mais especificadamente, o resveratrol
impede o rompimento das jungdes oclusivas (ocludina e ZO-1) e dos
filamentos de actina F do citoesqueleto, além de normalizar a diminuigdo
do potencial de membrana mitocondrial e os niveis intracelulares de ATP,
induzidos pela exposi¢do a LDL oxidada (Lin et al., 2010). Além disso, os
flavonodides podem atenuar a neuroinflamag@o, particularmente através da
sua capacidade de inibir a ativagdo da microglia ou reduzir a
neurotoxicidade associada a moléculas pré-inflamatoéria neurotoxicas
liberadas por essas células gliais (Spencer et al., 2012). Nessa linha de
evidéncias, n6s demonstramos que a hipercolesterolemia esta associada a
uma disfungdo da BHE e neuroinflamagdo. Especificamente, os
camundongos LDLr" apresentaram, no hipocampo, um aumento na
imunorreatividade para a aquaporina 4 (AQP4) e proteina acida fibrilar
glial (GFAP), marcadores de permeabilidade aumentada da BHE e
ativagdo astrocitaria respectivamente (de Oliveira et al., 2014).

Nosso conjunto de dados demonstraram que o consumo diario e
moderado de vinho tinto é capaz de melhorar o prejuizo cognitivo
induzido pela hipercolesterolemia em camundongos, todavia, o0s
mecanismos de agdo pelos quais essa bebida possa estar atuando ainda ndo
estdo bem elucidados. Nos observamos que uma atuagdo antioxidante
direta, bem como uma modulagdo no sistema colinérgico parecem néo
estar associados aos efeitos na memoria aqui indicados. Como detalhado
anteriormente, nds sugerimos que a a¢do dos flavonoides em processos
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desencadeados pela hipercolesterolemia, como a restauragdo da
integridade vascular e da fung@o endotelial, mais precisamente da barreira
hematoencefalica, bem como na modula¢do da neuroinflamago, possam
estar por tras dos efeitos benéficos do consumo moderado de vinho tinto
na melhora da cogni¢do dos camundongos LDL:™.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados neste trabalho podemos inferir

que:

A ingesta de solugdo alcoolica 6% ndo foi hepatotoxica e foi bem
tolerada em camundongos C57BL/6.

A dieta hipercolesterolémica causou um aumento nos niveis de
colesterol total plasmaticos e dano hepatico nos camundongos
LDLr". O consumo moderado de vinho tinto ndo reverteu o
aumento nos niveis de colesterol ¢ o dano hepaticos nesses
camundongos hipercolesterolémicos.

Os camundongos LDLr”, independentemente da dicta adotada,
apresentaram prejuizos de memoria de curto prazo observados
nos testes comportamentais de reconhecimento e realocacdo do
objeto. O consumo de vinho tinto é capaz de melhorar a memoria
de reconhecimento e memoria espacial de curto prazo em
camundongos LDLr” tratados com dieta padrio e dieta
hipercolesterolémica. Os efeitos positivos da bebida na cognigdo
ocorrem independentemente da dieta.

A dieta hipercolesterolémica prejudicou a memoria de longo
prazo nos camundongos LDLr" avaliada no teste do Labirinto
aquatico de Morris. O consumo de vinho tinto ¢ capaz de
melhorar a memoria e o aprendizado espacial de longo prazo nos
animais. No entanto, os efeitos benéficos da bebida sdo mais
efetivos quando estes camundongos sdo expostos a uma dieta
padrio.

O efeito benéfico do vinho tinto na cognig¢do dos animais LDLr"
ndo esta relacionado diretament a uma melhora na disfungao
colinérgica ou a efeitos antioxidantes, uma vez que ndo foram
observados alteragdes na atividade da enzima AChE ou no
sistema antioxidante vinculado a glutationa e nos niveis de
peroxidacdio lipidica nas estruturas cerebrais estudadas apos o
tratamento.
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8. PERSPECTIVAS

Alguns aspectos relacionados a este trabalho ainda precisam ser melhor
elucidados, desta forma, nosso grupo propde algumas perspectivas:

.
0.0

Avaliar o efeito do consumo moderado de vinho tinto com ou sem
a exposicdo a dieta hipercolesterolémica em parametros
neuroinflamatérios e de permeabilidade da BHE de camundongos
LDLr" por meios de ensaios de imunofluorescéncia.

Investigar o efeito do consumo moderado de vinho tinto em
camundongos LDLr” submetidos & dieta padrio ou
hipercolesterolémica na expressdo das proteinas integrantes das
jungdes oclusivas nos cérebros destes animais.
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