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RESUMO

A hipercolesterolemia familiar (HF) ¢ uma doenca de ordem genética causada por
anormalidades que direta ou indiretamente afetam o metabolismo da lipoproteina de baixa
densidade (LDL), tendo por consequéncia o acimulo da LDL no plasma desde o nascimento,
0 que ¢ mais comumente causado por alteragdes na fun¢do do receptor de LDL (LDLr).
Classicamente, essa condicdo esta relacionada com o desenvolvimento de aterosclerose e
doengas cardiovasculares prematuras. Mais recentemente, estudo clinicos tém associado a
HF ao surgimento do declinio cognitivo moderado em pacientes com menos de 50 anos de
idade. Clinicamente, observa-se que os homens sdo mais susceptiveis aos danos
cardiovasculares, enquanto que as mulheres apresentam maior incidéncia de deméncia e da
doenca de Alzheimer. Entretanto, este possivel dimorfismo sexual tem sido ignorado nos
estudos realizados em modelos animais de hipercolesterolemia investigando os mecanismos
moleculares subjacentes aos prejuizos cognitivos, sendo estes conduzidos majoritariamente
em animais machos. Adicionalmente, ¢ sabido que a molécula de colesterol ndo ¢ capaz de
cruzar a barreira hematoencefalica, logo o 27-hidroxicolesterol (27-OH), seu metabolito
oxidado, tem sido implicado nos danos cerebrais causados pelo aumento do colesterol
periférico. De maneira importante, homens apresentam concentragdes plasmaticas mais
elevadas de 27-OH, bem como maior influxo cerebral desta molécula em comparagao as
mulheres. Neste sentido, no presente estudo foi investigado se camundongos machos e
fémeas seriam diferentemente afetados por distirbios do metabolismo do colesterol quanto
a processos de memoria e plasticidade sinaptica no hipocampo, bem como explorar o
envolvimento dos oxiesterois nestes parametros. Os resultados revelaram que camundongos
machos e fémeas nocaute para o receptor (LDLr-/-), um modelo animal de HF, apresentaram
prejuizos de memoria espacial, enquanto que machos também apresentaram prejuizos na
memoria de reconhecimento € memoria aversiva, quando comparados ao grupo controle
selvagem. Camundongos LDLr-/- fémeas apresentaram um perfil hiperlocomotor em relagao
aos machos do mesmo genotipo. De maneira pioneira, foi observado que os camundongos
LDLr-/- de ambos os sexos apresentaram prejuizo na plasticidade sindptica funcional,
indicada pela redugdo do potencial excitatorio pos-sindptico na via colateral de Schaffer na
regido CA1 do hipocampo ap6s aplicagdo de um protocolo de potenciagdo de longa duragao.
Esta alteracdo ndo foi acompanhada por alteragdes no volume hipocampal ou no
imunoconteudo de proteinas envolvidas na manutengdo e estruturagdo sinéptica
(sinaptopodina, aromatase e PSDO95). Entretanto, foi observada uma reduc¢do no
imunoconteudo da proteina SNAP25 no hipocampo de camundongos LDLr-/- machos, além
de uma astrogliose hipocampal indicada pelo aumento da imunomarcacdo para GFAP em
camundongos LDLr-/- de ambos os sexos. Experimentos in vitro revelaram que a deleg¢ao
parcial do receptor LDL especificamente em neuronios nao alterou a regulacdo de genes das
proteinas SNAP25, PSD95 e Arc. Camundongos LDLr-/- de ambos os sexos apresentaram
aumento significativo do colesterol total circulante quando comparado aos camundongos
selvagens, porém, apenas as fémeas LDLr-/- apresentaram aumento significativo no
metabolito oxidado do colesterol, 27-OH. Buscando investigar o possivel envolvimento do
27-OH no dimorfismo sexual do impacto da hipercolesterolemia foram utilizados
camundongos transgénicos CYP27A1Tg machos e fémeas, que apresentam altos niveis
circulantes de 27-OH. Camundongos CYP27A1Tg fémeas apresentaram aumento na
expressao dos genes LDLr e LRP1. Enquanto camundongos CYP27A1Tg machos



apresentaram aumento na expressao dos genes CYP7B1, SREBP1, SREBP2, LDLr e LRP1,
envolvidos na homeostase do colesterol no cérebro. Estas alteragdes estdo possivelmente
associadas ao metabolito cerebral do 27-OH, o 7-HOCA, uma vez que ndo foram observadas
em camundongos machos nocaute para a enzima CYP7B1 que apresentam redugdo drastica
nos niveis cerebrais de 7-HOCA. Em conjunto, os resultados do presente estudo indicam que
camundongos LDLr-/- de ambos os sexos apresentam prejuizos de memorias dependentes
do hipocampo que estdo associados, a0 menos em parte, a prejuizos na plasticidade sinaptica
hipocampal. Além disso, machos expostos a altos niveis de 27-OH, metabolito oxidado do
colesterol, sao mais susceptiveis ao desenvolvimento de alteracdes na homeostase cerebral
do colesterol, sendo esta resposta possivelmente mediada pelo metabolito 7-HOCA.
Finalmente, estes resultados encorajam a realizag¢ao de estudos adicionais buscando elucidar
as diferencas sexuais observadas nos disturbios do metabolismo do colesterol.

Palavras-chave: Receptor de LDL, Hipercolesterolemia, sexo, 27-hidroxicolesterol,
memoria, plasticidade sinaptica, homeostase cerebral do colesterol.



ABSTRACT

Familial hypercholesterolemia (FH) is a genetic disorder caused by abnormalities that
directly or indirectly affect the metabolism of low-density lipoprotein (LDL), resulting in
the accumulation of LDL in plasma since birth, which is most commonly caused by changes
in the function of the LDL receptor (LDLr). Classically, this condition is related to the
development of atherosclerosis and premature cardiovascular diseases. More recently,
clinical studies have associated FH with the onset of moderate cognitive decline in patients
under 50 years of age. Clinically, it is observed that men are more susceptible to
cardiovascular damage, while women have a higher incidence of dementia and Alzheimer's
disease. However, this possible sexual dimorphism has been ignored in studies carried out
on animal models of hypercholesterolemia investigating the molecular mechanisms
underlying cognitive impairments, which are mostly performed in male animals.
Additionally, it is known that the cholesterol molecule is not able to cross the blood-brain
barrier, thus 27-hydroxycholesterol (27-OH), its oxidized metabolite, has been implicated in
brain damage caused by the increase in peripheral cholesterol. Importantly, men have higher
plasma concentrations of 27-OH, as well as greater brain influx of this molecule compared
to women. Therefore, in the present study it was investigated whether male and female mice
would be affected differently by disorders of cholesterol metabolism focusing on the
processes of memory and synaptic plasticity in the hippocampus, as well as exploring the
putative involvement of oxyesterols in these parameters. The results revealed that male and
female LDLr knockout mice (LDLr -/-), an animal model of HF, displayed spatial memory
impairments, while males also showed disruption in recognition and aversive memories,
when compared to the wild-type control group. Female LDLr -/- mice showed a
hyperlocomotor profile in relation to males of the same genotype. For the first time, it was
observed that LDLr -/- mice of both sexes showed impairment in functional synaptic
plasticity, as indicated by the reduction of post-synaptic excitatory potential in the Schaffer
collateral pathway in the CA1 region of the hippocampus after application of long-term
potentiation (LTP) stimuli. This change was not accompanied by alterations in the
hippocampal volume or in the immunocontent of proteins involved in synaptic maintenance
and structuring (synaptopodine, aromatase and PSD95). However, a reduction in the
immunocontent of the SNAP25 protein was observed in the hippocampus of male LDLr -/-
mice, as well as a hippocampal astrogliosis indicated by increased immunostaining for
GFAP in LDLr -/- mice of both sexes. In vitro studies revealed that the partial deletion of
the LDLr specifically in neurons did not alter the gene regulation of SNAP25, PSD9S5 and
Arc proteins. LDLr -/- mice of both sexes showed a significant increase in total circulating
cholesterol when compared to wild mice, however, only LDLr -/- females presented a
significant increase in the oxidized cholesterol metabolite, 27-OH. In order to investigate the
possible involvement of 27-OH in the sexual dimorphism of the impact of
hypercholesterolemia, male and female CYP27A1Tg transgenic mice, which have high
circulating levels of 27-OH, were used. Female CYP27A1Tg mice presented increased
expression of the LDLr and LRP1 genes. On the other hand, male CYP27A1Tg mice showed
increased expression of the CYP7B1, SREBP1, SREBP2, LDLr and LRP1 genes involved
in cholesterol homeostasis in the brain. These changes are possibly associated with the brain
metabolite of 27-OH, 7-HOCA, since they were not observed in male knockout mice for the
enzyme CYP7B1 that show a drastic reduction in brain levels of 7-HOCA. Taken together,



the results of the present study indicate that LDLr -/- mice of both sexes have impaired
hippocampal-dependent memories that are associated, at least in part, with impaired
hippocampal synaptic plasticity. In addition, males exposed to high levels of 27-OH, an
oxidized cholesterol metabolite, are more susceptible to the development of changes in
cerebral cholesterol homeostasis, and that this response is possibly mediated by the 7-HOCA
metabolite. Finally, these results encourage further studies to elucidate the sexual differences
observed in disorders of cholesterol metabolism.

Keywords: LDL receptor, Hypercholesterolemia, sex, 27-hydroxycholesterol, memory,
synaptic plasticity, cerebral cholesterol homeostasis.
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1. INTRODUCAO

Existem diversas evidéncias médico-cientificas relacionando os distirbios no
metabolismo do colesterol com o surgimento de problemas cardiovasculares
(BALAKUMAR; MAUNG-U; JAGADEESH, 2016). Em particular, na hipercolesterolemia
familiar (HF), uma condic¢ao genética caracterizada por uma alta concentracao de colesterol
circulante desde o nascimento, especialmente da lipoproteina de baixa densidade (LDL),
observam-se complica¢des cardiovasculares mais aceleradas (YUAN; WANG; HEGELE,
2006). Na ultima década, estudos clinicos tém ampliado o conhecimento sobre a HF,
mostrando que as complicagdes da hipercolesterolemia ndo se limitam ao sistema
cardiovascular, mas afetam também diversas fungdes do sistema nervoso central (SNC),
predispondo ao aparecimento de deméncia e ao desenvolvimento da doenga de Alzheimer
(ZAMBON et al., 2010). De maneira complementar, estudos pré-clinicos tém sido focados
em desvendar eventos bioquimicos e moleculares que ocorrem em regides cerebrais
envolvidas no processamento de memdorias e que sabidamente sdo afetas na doenca de
Alzheimer (como o hipocampo e o cortex cerebral). Neste contexto surge uma questio
interessante: como o colesterol, carreado na circulacao periférica e incapaz de alcancar o
cérebro, poderia afetar diretamente a fungao dos neurdnios, astrocitos e microglia? Pesquisas
recentes tém revelado que a molécula que figura como “protagonista e mensageira”
transpassando a barreira hematoencefalica (BHE) ¢ na verdade um derivado oxidado do
colesterol, o 27-hidroxicolesterol (27-OH).

Outro ponto que merece destaque ¢ que o impacto da hipercolesterolemia sobre as
fungdes cardiovasculares e cognitivas apresenta um padrao dual em relagao ao sexo. O
desenvolvimento de doengas cardiovasculares em individuos com HF ¢ mais comum em
homens do que em mulheres (COUTINHO et al., 2021; PEREZ GARCIA, 2018). Por outro
lado, as mulheres com HF sdo mais susceptiveis do que os homens a desenvolverem quadros
de deméncia e doenca de Alzheimer (BEAM et al., 2018; VINA; LLORET, 2010). Este
dimorfismo sexual ¢ também observado quando analisamos a molécula derivada do
colesterol que comunica periferia-cérebro, sendo que os homens apresentam uma
concentracgao periférica mais elevada de 27-OH e também apresentam maior influxo cerebral
deste composto (PARRADO-FERNANDEZ et al., 2020). Existem numerosos estudos
descrevendo as alteragdes moleculares causadas pela hipercolesterolemia no cérebro.
Entretanto, permanecem pouco explorados os mecanismos moleculares responsaveis pelas

diferencas quanto ao sexo observadas em condigdes de hipercolesterolemia. Diante deste
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cenario, na presente tese foram investigados os efeitos do dimorfismo sexual e metabolismo
de colesterol sobre a plasticidade sinaptica e processos de memoria em camundongos através
do uso de técnicas bioquimicas, genéticas, de biologia molecular, eletrofisiologicas e

comportamentais.

1.1 COLESTEROL E PROTEINAS CARREADORAS

A historia de descobertas acerca da molécula do colesterol, sua sintese, funcao celular
e regulacao foi de tamanha importancia para o meio cientifico que rendeu, de maneira direta,
12 Prémios Nobel. Primeiramente, em 1770, o colesterol foi descrito como um componente
dos 4cidos biliares, e, posteriormente, isolado a partir de gordura animal em 1815 pelo
quimico Michel Chevreul. Entretanto, a sua estrutura quimica foi completamente elucidada
somente mais de um século depois, o que rendeu ao quimico alemao Heinrich Wieland o
Prémio Nobel de Quimica em 1927. Na década de 1950, Konrad Bloch descreveu as 26
enzimas necessarias para converter duas moléculas simples de carbono (acetato) em uma
molécula complexa composta por 27 carbonos estruturados em 4 anéis, o colesterol. Neste
mesmo trabalho ele postulou que a enzima limitante dessa sintese seria a 3-hidroxi-3-methyl-
glutaril-CoA redutase (HMG-CoAR), o que foi confirmado posteriormente. O impacto da
descoberta da via de biossintese do colesterol rendeu ao pesquisador o Prémio Nobel de
Quimica em 1964 (ZETTERSTROM, 2009). Os norte-americanos Michael Stuart Brown e
Joseph Leonard Goldstein receberam o Prémio Nobel de Fisiologia em 1985, por suas
descobertas relativas a regulacao do metabolismo do colesterol (BROWN; GOLDSTEIN,
1986).

Estruturalmente, a molécula do colesterol ¢ formada por 4 anéis (grupo esterol) que
possuem ligagdes frans, tornando-a uma molécula plana. O colesterol ¢ um componente
estrutural crucial das membranas biologicas, percursor de hormdnios esteroides, da vitamina
D, dos acidos biliares, além de desempenhar um papel critico nos processos de sinalizag@o
e proliferacdo celular (NELSON; COX, 2013; SIMONS; IKONEN, 2000). O principal local
da sintese endogena do colesterol ¢ o figado, e, devido a sua caracteristica lipofilica, o
colesterol ¢ carreado através circulagdo por lipoproteinas, o que garante um suprimento
apropriado e continuo de colesterol para os demais tecidos (NELSON; COX, 2013).

Antes mesmo da elucidacdo da via de biossintese do colesterol, em 1929, ja havia

sido postulado que essa molécula era transportada na circulagdo ligada a proteinas.
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Entretanto, somente com o surgimento de novas ferramentas laboratoriais (como o
desenvolvimento da ultracentrifuga) foi possivel classificar as lipoproteinas transportadoras
do colesterol de acordo com a sua densidade, classificacao esta utilizada até os dias atuais
(LINDGREN; ELLIOTT; GOFMAN, 1951; SIRI-TARINO; KRAUSS, 2016).

As lipoproteinas maiores e mais densas, os quilomicrons, contém uma alta propor¢ao
de triacilglicerdis. Estas lipoproteinas sdo sintetizadas no reticulo endoplasmatico das células
epiteliais que recobrem a superficie interna do intestino delgado e, entdo, sdo transportadas
através do sistema linfatico até a veia subclavia, onde acessam o sistema sanguineo
(HOKKANEN; TIRRONEN; YLA-HERTTUALA, 2019). As apolipoproteinas contidas
nos quilomicrons sdo a apoB-48, a apoE e a apoC-II. A apoC-II ¢ responséavel pela ativagao
da enzima lipase lipoproteica nos capilares dos tecidos adiposo, cardiaco e musculo
esquelético, que cliva os acidos graxos dessa lipoproteina propiciando a sua entrega aos
tecidos. Apos a liberacdo dos triglicerideos, os remanescentes de quilomicrons, que contém
colesterol, apoE e apoB-48, sdo captados pelo figado (COOPER, 1997).

O figado exporta o colesterol como constituinte de lipoproteinas ricas em
triglicerideos, a VLDL (lipoproteinas de muita baixa densidade), que além de triacilglicerdis,
contém colesterol e ésteres do colesterol, bem como apoB-100, apoC-I, apoC-I1, apoC-III e
apoE. Nos musculos e tecido adiposo, a apoC-II ativa a lipase lipoproteica e provoca a
liberacdo de &cidos graxos livres dos triacilglicerdis a partir da VLDL. A maior parte dos
remanescentes de VLDL ¢ retirada da circulagdo pelos hepatocitos (SPARKS; SPARKS,
2013). Contudo, a perda dos triacilglicerdis converte parte das VLDL em remanescentes de
VLDL (também chamadas de lipoproteinas de densidade intermediaria, IDL) e com a saida
de mais triacilglicerdis em lipoproteinas de baixa densidade (LDL). As particulas de LDL
sdo ricas em colesterol e ésteres do colesterol, e sio metabolizadas pelo figado e pelos tecidos
periféricos, sendo a principal fonte de colesterol pelos tecidos. As LDLs sao absorvidas pelas
células via receptores de LDL (LDLr) por meio do reconhecimento da apoB-100 presente
nas LDL (GOLDSTEIN; BROWN, 2009). Esses receptores possuem papel crucial na
regulagao intracelular do colesterol e sao o foco principal do presente trabalho.

Alteragdes no metabolismo do colesterol, bem como hébitos alimentares, podem
levar ao aumento dos niveis de colesterol circulante. O aumento dos niveis de colesterol
total, particularmente o aumento da LDL, ¢ considerado um fator de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, sendo que este risco pode ser atenuado
através da reducdo dos niveis de colesterol (BALAKUMAR; MAUNG-U; JAGADEESH,
2016; HADJIPHILIPPOU; RAY, 2018). De acordo com a Associacdo Americana de
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Cardiologia, um dos componentes da satde cardiovascular ¢ a manuten¢do das
concentragdes plasmaticas de colesterol total inferiores a 200 mg/dL para adultos e 170
mg/dL para criangas (MOZAFFARIAN et al., 2016). A Sociedade Brasileira de Cardiologia
estabeleceu recentemente que seriam desejaveis niveis de colesterol total para adultos com
mais de 20 anos inferiores a 190 mg/dL, e inferiores a 170 mg/dL para criancas. Os niveis
ideais de LDL variam de inferior a 130 mg/dL (para pessoas que apresentam baixo risco de
doencgas cardiovasculares) até inferiores a 100 mg/dL (para pessoas que apresentam alto
risco). Sendo que um valor igual ou superior a 160 mg/dL. de LDL ja ¢ considerado como

um quadro de hipercolesterolemia (ANDRE ARPAD FALUDI et al., 2017).

1.2 RECEPTOR LDL - ASPECTOS GERAIS

O receptor LDL regula a homeostase do colesterol no organismo pela remogao de
lipoproteinas circulantes no plasma através de um processo de endocitose (BROWN;
GOLDSTEIN, 1986). Em 1974 foi postulada pela primeira vez a existéncia de um receptor
de superficie responsavel pela captacdo do colesterol para o meio intracelular. Neste estudo
pioneiro, Goldstein e Brown incubaram LDL marcada radioativamente em fibroblastos
humanos e observaram que esta particula ligava com alta afinidade a receptores de
membrana e que isso tinha como consequéncia a degradacao desta, além de reducdo da
enzima limitante da sintese de colesterol. Testando diferentes concentragdes da LDL, estes
pesquisadores também demonstraram que esta ligacdo ¢ saturavel ao longo do tempo e atinge
um plato (GOLDSTEIN; BROWN, 1974a). Posteriormente, o receptor LDL, de 164 kDa,
foi isolado a partir do cortex da glandula adrenal de bovinos (SCHNEIDER et al., 1982).

A familia de receptores LDL ¢ estruturalmente composta por uma por¢do amino
terminal extracelular, uma por¢do transmembrana e uma por¢do carboxi terminal
intracelular. A porcao extracelular apresenta trés tipos de dominios: 1) dominio de ligacao
rico em cisteina (que contém 7 repeti¢des de cisteina R1-R7); i1) dominio para o fator de
crescimento epidermal (EGF, do inglés epidermal growth factor); iii) dominio B hélice
repetida, estes sdo ancorados na membrana celular por um tnico dominio transmembrana
(Figura 1). A por¢ao extracelular do receptor LDL adota uma conformagao aberta e alongada
em pH neutro e uma conformagao fechada e compacta em pH acido, o que favorece a ligacao

as lipoproteinas quando estd ancorado na membrana com a por¢do extracelular exposta, e
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propicia a liberagdo da lipoproteina quando dentro do lisossomo onde estd exposto a um pH

baixo (RUDENKO et al., 2002).

Figura 1. Figura representativa da estrutura do receptor LDL.
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Legenda: A porgao extracelular composta pelo dominio rico em cisteina, dominio homdélogo
ao EGF, dominio B hélice repetida estd ancorados na membrana através de um dominio
transmembrana que ¢ ligado a uma cauda citoplasmatica intracelular. Fonte: Adaptado de
(GABCOVA-BALAZIOVA et al., 2015).

Estudos mais recentes demonstraram, através de mutagdes nos residuos de
aminoacidos da por¢do extracelular do receptor, que a exposi¢ao dos residuos R4 ¢ RS de
cisteina e de alguns residuos na B-hélice ¢ importante para a interacdo entre as cargas
positivas das lipoproteinas e o receptor (BENITO-VICENTE et al., 2018; HUANG et al.,
2010; MARTINEZ-OLIVAN et al., 2015).

A descoberta do receptor LDL também impactou na area da biologia celular e até

mesmo em teorias utilizadas até hoje na farmacologia, uma vez que introduziu trés conceitos



24

gerais: 1) endocitose mediada por receptor; ii) reciclagem de receptores; e iii) feedback de
regulacdo de receptores (BROWN; ANDERSON; GOLDSTEIN, 1983; GOLDSTEIN;
BROWN, 2009).

A endocitose dos receptores LDL foi descrita em 1976 utilizando moléculas de LDL
ligadas a ferritina. Os pesquisadores observaram através de microscopia eletronica que a
ligacdo da LDL a seus receptores ocorria em locais especificos e revestidos na superficie
celular, e hipotetizaram sobre a existéncia de sitios especializados em internaliza¢ao de
macromoléculas através de receptores (ANDERSON; GOLDSTEIN; BROWN, 1976). No
ano seguinte, o mesmo grupo de pesquisa demonstrou que apds a ligacdo com o receptor
ocorria a invaginagdo das regides revestidas da membrana celular, e, aproximadamente 1
minuto apos esse evento, as vesiculas recém-formadas migravam para o citoplasma, sendo
que aos 6 minutos ja haviam se fundido com um lisossomo (ANDERSON; BROWN;
GOLDSTEIN, 1977). Estes dados indicaram que estas regides eram revestidas por clatrina,
o que favorecia a rapida internalizag¢do desta estrutura, e que a localizacdo do receptor LDL
nesta regido era essencial para a eficiéncia da captagao de macromoléculas (GOLDSTEIN;
ANDERSON; BROWN, 1979).

O segundo conceito originado durante os estudos sobre o receptor LDL foi o da
reciclagem dos receptores. Utilizando a monensina como ferramenta para impedir o trafico
de moléculas dentro dos fibroblastos, foi observado que 15 minutos apds a sua incubagdo na
presenga de LDL ocorria uma redugdo de 75% na quantidade dos receptores LDL, sendo que
o impacto era ainda maior (90%) apos 1 hora de incubacdo. Ja na auséncia de LDL, a
monensina causava um impacto menor sobre o numero de receptores na membrana. Isto
demonstra que a maior parte dos receptores expostos nas regides revestidas sdo receptores
reciclados, e que a externalizagdo ¢ regulada pelo seu proprio ligante (BASU et al., 1981).
Atualmente, ja ¢ sabido que apds a endocitose e exposi¢ao a baixo pH do lisossomo, o
complexo receptor-ligante se dissocia e o colesterol ¢ liberado para o citoplasma, enquanto
que o receptor retorna para a membrana. Esse ciclo do receptor pode levar em torno de 10
minutos para ser completado, uma vez que cada particula de LDL contém aproximadamente
1600 moléculas de colesterol, esta reciclagem rapida do receptor garante um mecanismo
eficiente de entrega do colesterol para as células (BROWN; ANDERSON; GOLDSTEIN,
1983).

Logo apds a descoberta da existéncia do receptor LDL, uma das caracteristicas
observadas foi que a medida que a concentracao intracelular de colesterol aumentava ocorria

0 feedback negativo de regulagcdo do receptor (BROWN; GOLDSTEIN, 1975). Contudo,
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demorou alguns anos para que se chegasse ao mecanismo dessa regulagdo. Foi observado
que um fator de transcri¢do chamado proteina de ligagdo a elemento regulada por esterol
(SREBP), sintetizado no reticulo endoplasmatico e liberado mediante aumento dos produtos
de degradagdo do colesterol, se transloca até o complexo de Golgi onde ¢ clivado em um
fragmento solivel. Esse fragmento se transloca para o ntcleo onde ird ativar a transcrigdo
de genes que codificam a HMG-CoAR e o receptor LDL. Esta fina regulacdo impede o
acumulo de colesterol intracelular, bem como mantém a homeostase desta molécula dentro
da célula possibilitando que desempenhe suas fungdes celulares (WANG et al., 1994)
(Figura 2).

Figura 2. Regulacio da homeostase intracelular de colesterol mediada pelo receptor
LDL.
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Legenda: Normalmente, a redugdo da concentragio intracelular de colesterol causa regulagio positiva do gene
do LDLr através da ativagdo de SREBP2 (proteina de ligagdo a elemento regulada por esterol 2). Entdo, o LDLr
¢ sintetizado no reticulo endoplasmatico (RE) e glicosilado no aparato de Golgi, logo esses receptores maduros
sa0 expostos na superficie celular em regides recobertas por clatrina. A apolipoproteina B é reconhecida pelo
receptor e o complexo LDL-receptor ¢ internalizado através da formacao da vesicula da regido recoberta por
clatrina, que se funde com endossomos. A internalizacdo da particula LDL depende da interagdo da porg¢ao
citoplasmatica do receptor com a proteina adaptadora do LDLr 1 (LDLRAP1). Quando o complexo ligado é
exposto ao pH baixo do endossomo, o receptor se dissocia e € posteriormente reciclado para a superficie celular.
Um tnico LDLr pode ser reciclado mais de 100 vezes. As particulas das LDL retidas procedem de um
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endossomo maduro para um lisossomo. Depois da degradagao, o colesterol ¢ liberado dentro das células através
dos transportadores intracelulares de colesterol (NPC 1 e 2). Em resposta aos niveis de colesterol intracelular,
o LDLr ¢ degradado em um processo mediado pela proteina convertase substilisina/quexina tipo 9 (PCSK9)
ou pela proteina ubiquitina-ligase E3 (MYLIP). PCSK9 atua interrompendo a alteragdo conformacional que
ocorre com as alteragdes de pH do meio, assim o receptor permanece dentro do endossomo, levando a
degradacao no lisossomo. Ao passo que a degradacao do LDLr sinalizado pela MYLIP em resposta ao aumento
do colesterol intracelular ocorre através do processo de ubiquitinagdo, que consiste em uma endocitose
independente de clatrina ou do LDLRPA1 e uma via alternativa que leva a formacao do lisossomo. As estrelas
vermelhas indicam proteinas, que quando mutadas podem levar ao quadro de HF (Fonte: BERBERICH;
HEGELE, 2019).

Apos a purificagao do receptor (SCHNEIDER et al., 1982), a forma humana deste
foi clonada (YAMAMOTO et al., 1984) e, posteriormente, foi identificado o gene que
codifica o receptor (SUDHOF et al., 1985). Esses avangos contribuiram para a elucidagio
de defeitos relacionados ao receptor LDL, que podem ser classificados em cinco grandes
grupos: defeitos na ligacdo do ligante, de transporte, de internalizagdo, reciclagem e
completa auséncia do receptor (SOUTAR; NAOUMOVA, 2007). Até o momento, mais de
2000 mutagdes no gene que codifica o receptor ja foram identificadas (disponivel em:
https://databases.lovd.nl/shared/variants/LDLR/unique, acesso em 03/04/2020). Estas
mutacoes representam a principal causa da HF. A maior parte das descobertas sobre o
receptor LDL foram realizadas ou mesmo confirmadas utilizando células provenientes de
pacientes portadores de HF. Inclusive, foram os primeiros casos de HF que levaram os
pesquisadores a questionar e postular a existéncia de um receptor envolvido na homeostase

do colesterol (BROWN; GOLDSTEIN, 1974; GOLDSTEIN; BROWN, 1974b).

1.3 HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

A HF foi descrita pela primeira vez em 1938 como um erro inato do metabolismo,
clinicamente caracterizada por altos niveis de colesterol sanguineo, presenca de xantomas
cutaneos e infarto agudo do miocardio em pacientes jovens durante a infincia e a
adolescéncia (MULLER, 1938). Posteriormente, foi descrito que a doenga poderia se
apresentar em uma forma heterozigoética, menos severa ¢ uma forma homozigdtica, mais
severa (KHACHADURIAN, 1964).

A primeira hipotese postulada para tal erro no metabolismo foi de que estes pacientes
apresentavam problemas no gene que codifica a HMG-CoAR, visto que era o que se sabia
naquela época sobre o metabolismo do colesterol (BROWN; DANA; GOLDSTEIN, 1973).
Entretanto, ao testar esta hipotese incubando fibroblastos provenientes de pacientes controle

e de portadores de HF foram observados dois eventos. Primeiro, a retirada da lipoproteina
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LDL do meio induzia um aumento da atividade da HMG-CoAR nas células provenientes
dos pacientes controle, enquanto nenhuma regulagdo da enzima era observada nas células
provenientes do HF. Porém, esta alteracdo so ocorria com a retirada seletiva da LDL e nao
era alterada quando outras lipoproteinas eram retiradas. A segunda observacao que este
experimento trouxe foi de que a atividade da HMG-CoAR reduzia proporcionalmente a
concentra¢cdo da LDL incubada no meio, logo se notou que além da resposta ser especifica
apresentava afinidade (BROWN; DANA; GOLDSTEIN, 1973; GOLDSTEIN; BROWN,
1973).

Com base nessas evidéncias, postulou-se entdo a existéncia de um receptor que poderia
estar mediando o reconhecimento da LDL, e a consequente regulagdo da sintese de
colesterol. Para testar esta hipdtese, os pesquisadores utilizaram a LDL marcada
radioativamente ¢ observaram que em fibroblastos provenientes de um individuo controle
ocorria a adesdo da LDL a superficie celular, em seguida a sua internalizacdo e degradagao,
enquanto que fibroblastos de um paciente portador de HF nao eram capazes de internalizar
a LDL (GOLDSTEIN; BROWN, 1974a).

Atualmente ¢ reconhecido que mutagdes do gene que codifica o receptor LDL acarretam
uma reducao parcial da fun¢do do mesmo e consequente elevacdo na concentragdo sérica de
colesterol, entre 2 a 3 vezes nos casos heterozigotos. Enquanto que nos casos homozigotos
ha reducao total da fungdo do receptor e consequente elevacao de 3 até 6 vezes nos niveis de
colesterol (Figura 3) (USIFO et al., 2012). Como consequéncia do excesso de colesterol
circulante, em ambos o0s casos, ¢ classicamente descrito o aumento significativo de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares prematuras, sendo o sexo masculino o mais
susceptivel a este dano (COUTINHO et al., 2021; SUN et al., 2018; WANG et al., 2020b).
Nos casos heterezigdticos nao tratados existe um aumento de 20 vezes no risco de doenga
arterial coronariana prematura. Os pacientes acometidos pela forma homozigdtica
apresentam uma curta expectativa de vida, e podem vir a obito ainda na infancia (WATTS;

LEWIS; SULLIVAN, 2007).
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Figura 3. Representacio dos niveis de colesterol encontrados nas formas
homozigética e heterozigotica da HF.
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Legenda: Da direta para esquerda, pode ser visualizado uma representagdo de uma condi¢do normal, onde as
moléculas de LDL sdo captadas pelo LDLr e posteriormente esse receptor ¢ reciclado para a membrana. O
quadro seguinte representa os casos mais comuns, heterozigotos, onde o LDLr ¢ parcialmente funcional, e um
acumulo de 2-3 vezes mais moléculas de LDL ¢é observado na circulagdo. O ultimo quadro, representa os casos
homozigotos, nos quais ocorre total disfungdo do LDLr e um aciimulo cerca de 6 vezes maior de moléculas de

LDL no plasma. Fonte: Adaptado de (MYTILINAIOU et al., 2018).

Segundo as Diretrizes Brasileiras de Hipercolesterolemia Familiar da Sociedade
Brasileira de Cardiologia o quadro de HF ¢ caracterizado por depositos extravasculares de
colesterol, niveis de colesterol LDL superior a 190 mg/dL no sangue, em conjunto com
histérico familiar da doenca e identificacdo de mutacdes e polimorfismos genéticos que
favoregam o desenvolvimento da HF (PEREIRA et al., 2012). A HF constitui um dos
distirbios metabolicos hereditarios mais comumente observados na populagdo
(GOLDBERG et al., 2011; MYTILINAIOU et al., 2018). Estudos epidemiologicos sugerem
que a forma heterozigética apresenta uma grande variabilidade na prevaléncia, que pode
estar associada com a etnia da populagdo avaliada, enquanto que a forma homozigoética ¢
mais rara e apresenta uma menor prevaléncia (MABUCHI et al., 1977; SEFTEL et al., 1989).
Dados recentes demonstram que no Brasil, a prevaléncia da HF heterozigotica ¢ de 1:263
individuos, muito proxima da média mundial que ¢ de aproximadamente 1:250 individuos
(HARADA et al., 2018). A forma homozigobtica, por sua vez, apresenta uma prevaléncia de
1:160000 até 300000 individuos (CUCHEL et al., 2014).

No Brasil a HF ¢ subdiagnosticada, o que acarreta em graves consequéncias como o
aumento de casos prematuros de doenga arterial coronariana. Estima-se que os custos de

cada caso dessa doenga associada a HF ¢ de R$ 4.008,00 para o Sistema unico de Satude
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(SUS). A prevaléncia de doenga arterial coronariana atribuida a HF no Brasil ¢ de 12,9% ao
ano, bem acima da média mundial de 0,73% (BAHIA et al., 2018).

O diagnéstico precoce da HF propicia um inicio de tratamento ainda no inicio da doenga,
o que pode retardar o surgimento de doengas cardiovasculares e prolongar a vida dos
pacientes. Desde o seu lancamento no mercado em 1987, as estatinas vém sendo utilizadas
como primeira op¢do no tratamento da hipercolesterolemia e prevencdo de eventos
cardiovasculares (REINER, 2013). Essas drogas revolucionaram o tratamento da
hipercolesterolemia, impactando diretamente na prevengdo da aterosclerose e
consequentemente as doengas cardiovasculares. O mecanismo de acdo das estatinas consiste
na inibi¢do da enzima limitante da sintese de colesterol, a HMG-CoAR, reduzindo
principalmente sintese de colesterol hepatico. Ao passo que as estatinas reduzem a
concentragdo intracelular de colesterol, ocorre o consequente aumento da expressdao de
receptores LDL na superficie celular aumentando a captagdo de particulas LDL. Em
conjunto, essas alteracdes levam a reducdo significativa dos niveis de LDL circulante
(ANDRE ARPAD FALUDI et al., 2017).

Na clinica, a associacdo de estatinas com outros farmacos ¢ comum para atingir
concentragdes plasmaticas de LDL desejaveis. O ezetimiba ¢ um farmaco que age
bloqueando os transportadores NPC1 nos enterdcitos no intestino delgado e, portanto,
reduzindo a absor¢do do colesterol proveniente da dieta. Essa associagdo (estatina e
ezitimiba) resulta num aumento ainda maior do LDLr na superficie celular em comparacao
a monoterapia com estatinas (PHAN; DAYSPRING; TOTH, 2012). Neste sentido, nos casos
de HF, onde geralmente hd um defeito na func¢do do receptor de LDL, especialmente nos
casos homozigoéticos, essas abordagens ndo sdo efetivas. Mesmo nos casos heterozigotos a
eficacia do tratamento com estatinas ¢ limitada, resultando em uma reducao inferior a 30%
nos niveis de LDL circulante (CLIMENT et al., 2021).

A baixa taxa de sucesso do tratamento com estatinas em portadores de HF tem levado a
tentativa do uso de abordagens novas, especialmente os inibidores da proteina (PCSK9)
alirocumabe e evolocumabe (ARNESEN et al., 2021). Seu mecanismo de acdo consiste em
inibir a proteina PCSK9, o que por consequéncia reduz a degradacao de LDLr e leva ao
aumento da captagdo das particulas de LDL. Em portadores da forma heterozigdtica de HF,
a aplicagdo desses anticorpos monoclonais por via subcutdnea em intervalos de 2 ou 4
semanas promove uma redugdo de 50-60% nos niveis de LDL circulante
(PAPADEMETRIOU et al., 2018). Este avanco no conhecimento acerca dos mecanismos

moleculares da HF e o desenvolvimento de novos tratamentos tém melhorado a qualidade
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de vida e aumentado a longevidade dos pacientes com HF (PECIN; REINER, 2021). Como
consequéncia, foi possivel a observagdo do impacto negativo da hipercolesterolemia além

do sistema cardiovascular, como em funcoes do SNC.

1.4 FUNCOES DO RECEPTOR LDL NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O SNC contém aproximadamente 25% de todo o colesterol do corpo humano, sendo
0 orgao com maior quantidade de colesterol. Em consonancia com essa composi¢ao, o
colesterol desempenha importantes fungdes na comunicagio celular no SNC. E um
componente essencial para a maturagdo celular durante o desenvolvimento, incluindo a
formagdo da bainha de mielina, onde estd confinado em sua maior parte (KRAMER-
ALBERS et al., 2006; MATHEWS et al., 2014).

Em neurdnios, na por¢do pré-sinaptica, o colesterol ¢ responsavel por regular a
fluidez, espessura e permeabilidade das membranas celulares, além de regular a sintese,
formacdo e liberagdo de vesiculas sinapticas. Na porcao pos-sindptica, o colesterol tem a
funcdo de formar microdominios onde estdo localizados os receptores de
neurotransmissores, fatores neurotroficos e canais i0nicos. Desta maneira, o colesterol ¢
crucial para as propriedades biofisicas da membrana, para a iniciacdo, propagacdo e
manutengao da transdugao de sinal de todos os sistemas de neurotransmissao (BORRONI;
VALLES; BARRANTES, 2016). Além disso, a formagao e manutencao de novas sinapses,
a sinaptogénese, uma das formas de plasticidade envolvidas em eventos como aprendizado
e memoria, depende essencialmente do colesterol (MAUCH et al., 2001; ULLIAN et al.,
2001).

De maneira interessante, a sintese € o metabolismo do colesterol no SNC envolvem
complexas interagdes entre os astrocitos e os neurdnios e sdo independentes da periferia,
uma vez que essa molécula ndo ¢ capaz atravessar a barreira hematoencefalica (BHE).
Especialmente na idade adulta, o principal fornecimento de colesterol para os neuronios
provém dos astrocitos (PFRIEGER, 2003). O passo inicial para a sintese de colesterol ¢ a
conversao da acetil coenzima A (CoA) em 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) no
citoplasma celular, seguido pela conversio do HMG-CoA em mevalonato pela agdo da
enzima HMG-CoAR, no reticulo endoplasmdtico. A enzima limitante da sintese do
colesterol, HMG-CoAR, sofre complexa regulacdo por feedback negativo, tendo a
transcri¢do regulada pela proteina SREBP. Apds a sintese, os astrdcitos secretam o colesterol

ligado a ApoE via transportadores de cassete de ligagdo ao ATP (ABCAL1) para o meio
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extracelular. Esse complexo colesterol-ApoE ¢ internalizado pelos neurdnios via LDLr (com
0 proprio receptor, ou com a proteina relacionada ao receptor de LDL-LRP1), sendo o unico
mecanismo conhecido de internalizacao do colesterol nos neuronios (Figura 4) (PFRIEGER;
UNGERER, 2011). A ApoE ¢ formada por um dominio N-terminal e um dominio C-terminal
que estdo ligados por 4 alfa-hélices. O dominio N-terminal ¢ a por¢do responsavel pelo
reconhecimento do LDLr, enquanto o dominio C-terminal ¢ essencial para o efluxo do
colesterol das células (VEDHACHALAM et al., 2007; YANG et al., 2018).

O colesterol ¢ liberado das lipoproteinas dentro de lisossomos neuronais e
posteriormente transportado por proteinas Niemamann-Pick C tipo 1 (NPC1) e tipo 2 (NPC
2) para o citoplasma, onde desempenha inimeras funcdes celulares ou ¢ convertido em 24-
hidroxicolesterol (24-OH) por uma enzima membro da familia do citocromo P450, a CYP46.
Esse metabolito do colesterol pode cruzar a BHE, ou ser liberado no plasma via fluido
cérebro espinal, que € a principal rota de eliminacgdo do colesterol do cérebro (Figura 4). De
fato, os oxisterdis, derivados oxigenados do colesterol, sdo capazes de atravessar membranas
lipofilicas (BJORKHEM, 2008). Assim como o 24-OH, o 27-hidroxicolesterol (27-OH)
também ¢ capaz de atravessar a BHE. Contudo, a maior parte do 27-OH flui da circulagdo
para o cérebro e, devido a direta correlagdo entre os niveis de colesterol e de 27-OH na
circulagdo sanguinea (BABIKER et al., 2005), se supde que o aumento nos niveis de
colesterol plasmatico resulte em um aumento na captagdo cerebral de 27-OH (SHAFAATI

etal., 2011).
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Figura 4. Metabolismo do colesterol no SNC.
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Legendas: Os astrocitos sdo a principal fonte de colesterol para os neurdnios. O colesterol ¢
sintetizado no reticulo endoplasmatico pela a agdo da HMG-CoAR, a qual ¢ regulada por
feedback negativo via proteina de liga¢ao a elemento regulada por esterol (SREBP) que se
liga ao elemento regulatorio de esterol (SER-1) no gene da HMG-CoAR. Os astrdcitos
secretam o colesterol sintetizado ligado a apolipoproteina E (Apo E) via transportadores de
cassete de ligacdo ao ATP (ABCA1). O complexo colesterol-apoE ¢ internalizado pelos
neurdnios via receptores LDL, e o colesterol ¢ liberado dentro dos endossomos neuronais. O
trafico do colesterol para o citoplasma requer proteinas Niemamann-Pick C tipo 1 (NPC1) e
tipo 2 (NPC 2), a partir de onde ¢ direcionado para suas inumeras fungdes celulares ou sofre
a acdo da CYP46 e ¢ convertido em 24-hidroxicolesterol (24-OH). Este metabolito pode
atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) via liquido cefalorraquidiano, e também se
liga aos receptores hepaticos ativados por X (LXR), que se translocam para o nucleo e
induzem a expressao dos genes Apo E e ABCA 1 nos astrocitos, favorecendo o fornecimento
de colesterol para os neurdnios. Fonte: A autora com base em BENARROCH, 2008.

1.5 HF COMO FATOR DE RISCO PARA O PREJUIZO COGNITIVO MODERADO E
DEMENCIA

Além das alteracdes periféricas, estudos recentes t€ém reportado a existéncia de
alteragdes neurologicas e neuropsiquidtricas, em particular o declinio cognitivo, em
individuos com HF (SUAREZ BAGNASCO, 2017). Desde a descri¢io pioneira da relagio
da HF com prejuizos de memoria (CRUZ-SANCHEZ et al., 2008), diversos estudos tém
corroborado estes achados (ARIZA et al., 2016; GAROLERA et al., 2016; HYTTINEN et
al., 2010; ZAMBON et al., 2010).
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Em particular, pacientes com HF apresentam alta prevaléncia de prejuizo cognitivo
moderado (MCI, do inglés mild cognitive impairment), o qual ¢ estabelecido enquanto o
paciente ainda ¢ jovem, corroborando a ideia de que a exposicdo precoce a
hipercolesterolemia ou diminui¢ao na fun¢ao do LDLr podem induzir alteragdes diretas e
precoces no SNC desses individuos (ARIZA et al., 2016; ZAMBON et al., 2010).
Curiosamente, a deposi¢do cerebral de colesterol ja foi observada através da técnica de
imagem de ressonancia magnética em portadores da forma homozigota de HF com 21 anos
(LT etal., 2015) ou 45 anos (FRANCIS et al., 2005).

Os efeitos da HF no SNC parecem estar diretamente relacionados aos altos niveis de
LDL circulante. Um estudo realizado em pacientes idosos com a mesma mutagao para HF
(North Karelia mutation), comparando os que faziam o uso de estatinas com a populacao
saudavel, observaram que os portadores de HF fazendo uso do hipolipemiante apresentavam
melhor memoria episddica do que a populagdo em geral (HYTTINEN et al., 2010).

Em um estudo de caso, Orehek (2016) relatou uma paciente portadora de HF com
altos niveis circulantes de colesterol LDL, nao responsiva a terapia medicamentosa ou
alteragoes do estilo de vida, que comecou a apresentar problemas cognitivos e de memoria
aos 50 anos de idade. A ressonancia magnética mostrou alargamento bilateral dos
ventriculos, perda da massa neuronal e alargamento dos sulcos cerebrais, sinais classicos
observados nos quadros de deméncia e na doenga de Alzheimer (KURODA et al., 2020).
Nesse caso, a inica maneira efetiva de controlar os niveis de colesterol e reverter os prejuizos
cognitivos foi a realizagdo de aférese de plasma. Apos dois anos de troca de plasma com
intervalos de 3 semanas, os niveis de LDL foram controlados (entre 46—114 mg/dL),
ocorrendo também uma melhora no quadro neuroldgico. A paciente apresentou recuperagao
na habilidade de ler livros e seguir as historias, além de voltar a ser capaz de realizar tarefas
cotidianas, como elaborar uma lista de compras para o supermercado. O autor discute que
além do controle dos niveis de LDL, a aférese também remove fatores pro-inflamatorios, o
que pode promover beneficios adicionais ao quadro (OREHEK, 2016).

Apesar das evidéncias supracitadas sobre os déficits cognitivos em individuos com
HF, até o momento ndo existem estudos investigando a possibilidade de homens e mulheres
serem diferentemente afetados neste aspecto. E interessante notar que, no que diz respeito
aos eventos cardiovasculares recorrentes da HF, os homens costumam ser mais susceptiveis
(COUTINHO etal., 2021; PEREZ GARCIA, 2018). Por outro lado, é sabido que as mulheres
apresentam maior prevaléncia de deméncias e doenca de Alzheimer (BEAM et al., 2018;

VINA; LLORET, 2010). Ademais, o manejo da HF para mulheres pode ter implicacdes
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muito além do controle dos niveis da LDL, como por exemplo na escolha do
anticoncepcional e demais oscilagdes hormonais ao longo da vida, o que torna a eficacia e a

adesdo ao tratamento mais dificeis (BALLA et al., 2020).

1.6 MODELO ANIMAL DE HF

Com a evolucao nas técnicas de pesquisa € no conhecimento, a manipulacdo genética
passou a ser uma ferramenta muito util para avaliar a participagdo de vias e receptores em
diferentes fungdes fisioldgicas e condigdes patoldgicas. Muitos anos depois da descri¢do do
LDLr, em 1993, Ishibashi e colaboradores desenvolveram um camundongo com dele¢ao do
gene que codifica o receptor LDL (ISHIBASHI et al., 1993). Este animal ¢ considerado um
bom modelo da HF, apresentando as seguintes vantagens: i) a semelhanga biologica a
condi¢do humana da HF heterozigotica, causada por mutagdes no gene para o LDLr; ii) o
perfil de lipoproteinas plasmaticas, que se assemelha ao de humanos, estando a maior parte
do colesterol confinado na fracdo LDL; e iii) o grau de dislipidemia intermediario,
desenvolvendo lesdes menos avancadas do que os camundongos apoE7/" (outro modelo
animal da HF) (ZADELAAR et al., 2007).

Os camundongos LDLr7/" apresentam hipercolesterolemia, caracterizada por niveis
moderados de colesterol LDL quando alimentados com uma dieta padrdo, podendo
desenvolver lesdes ateroscleroticas a longo prazo. Contudo, tornam-se severamente
hipercolesterolémicos e muito susceptiveis ao desenvolvimento de intensa aterosclerose
adrtica e xantomas subcutdneos quando alimentados com dieta rica em colesterol
(ISHIBASHI et al., 1993; LANGBEIN et al., 2015; VIANA GONCALVES et al., 2017).
Este modelo animal possibilitou investigar, além dos prejuizos cardiovasculares ja

conhecidos na HF, aspectos adjacentes aos danos reportados no SNC.

1.7 ACHADOS EM CAMUNDONGOS LDLr-/- RELACIONADOS A MEMORIA:
ESTARIAMOS IGNORANDO AS PARTICULARIDADES SEXUAIS?

Os prejuizos cognitivos apresentados pelos animais LDLr-/- tém sido demonstrados de
maneira consistente através da utilizacao de diversos paradigmas de avaliagcdo (ver Tabela
1). A maior parte dos estudos demonstra prejuizos em tarefas dependentes do hipocampo,

como de aprendizagem e memoria espacial. E interessante notar que, apesar do uso de dietas
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com alto teor de colesterol aumentar significativamente os niveis de LDL circulante nos
animais (ELDER et al., 2008; THIRUMANGALAKUDI et al., 2008), os prejuizos
comportamentais sao muito evidentes mesmo com a dieta padrao, sendo que muitos estudos
ndo encontraram diferencas comportamentais quanto ao fator dieta (DE OLIVEIRA et al.,
2020a). Isso reforca a ideia de que ndo somente os niveis plasméaticos de colesterol estdo
relacionados aos prejuizos cognitivos, como também a propria delecdo do LDLr ou sua
auséncia durante o desenvolvimento do SNC. A idade representa outro fator importante para
a observacgao de prejuizos cognitivos em camundongos LDLr-/- (MOREIRA et al., 2012b),
embora alguns prejuizos ja sejam observados em animais adultos jovens (2 meses) (ELDER
et al., 2008) (ver detalhes na Tabela 1).

Os eventos celulares e moleculares subjacentes a essas alteragdes comportamentais
reveladas até o momento envolvem especialmente prejuizos vasculares, caracterizados por
reducdo do fluxo sanguineo cerebral e oclusdes tromboticas (JAHRLING et al., 2018,
KRAFT et al., 2017), aumento da permeabilidade da BHE (DE OLIVEIRA et al., 2020a) e
consequente neuroinflamagdo indicada pela astrogliose ¢ microgliose (NUTHIKATTU et
al., 2020, GAO et al., 2020). Essas alteracdes foram reportadas em estudos que utilizaram
animais ainda jovens (com menos de 6 meses de idade), indicando que essas sao
caracteristicas iniciais no curso temporal do surgimento dos prejuizos cognitivos. Alteragdes
sinapticas, reveladas pela marcacgdo de proteinas sinapticas como sinaptofisina, sdo eventos
observados em animais com idade mais avangada (mais de 12 meses) (MULDER et al.,
2004, 2007; WANG et al., 2014), o que reflete a consequéncia de uma exposic¢ao prolongada
a neuroinflamacao (para uma revisdo detalhada da literatura ver Tabela 2). Apesar dessas
alteragdes serem também convergentes com um quadro da doenga de Alzheimer, até o
momento nao foi observado aumento da deposicao da proteina beta amiloide (AP) no cérebro
de camundongos LDLr-/- (DE OLIVEIRA et al., 2020b).

Analisando esse conjunto de evidéncias, destaca-se que grande parte dos estudos
comportamentais foi realizada utilizando animais machos (Tabela 1, Figura 5A). Mais
especificamente no que diz respeito aos estudos que avaliaram mecanismos celulares e
moleculares, nenhum desses estudos utilizou fémeas (Tabela 2, Figura 5B). Entretanto, sabe-
se que ambos sexos sdo afetados pela HF, e especialmente mulheres apresentam maior
prevaléncia de deméncias e a doenga de Alzheimer (CAO et al., 2020). Este cenario aponta
para a negligéncia dos estudos pré-clinicos em relagdo as particularidades sexuais diante de

um quadro de hipercolesterolemia, especialmente com relagao ao impacto no SNC.



Tabela 1. Estudos realizados com camundongos LDLr-/- que avaliaram memoria.
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Idade Sexo Principais Teste Dieta Referéncia
(meses) Resultados | Comportamen
tal
6 Macho Prejuizo de | Labirintoem T | Padrao (MULDER et al.,
memoria Labirinto 2004)
espacial aquatico
4 Nao Prejuizo de | Labirinto radial | 21% de | (THIRUMANGALAK
especifi memoria aquatico gordura UDI et al., 2008)
cado trabalho +
1,25%
de
colester
ol
8
semana
S
2 Macho Prejuizo de Labirinto 4.3% de | (ELDER etal., 2008)
memoria aquatico gordura
espacial +
0.15%
de
colester
ol
16
semana
S
3el4 Nao Prejuizo de Labirinto Padrao (MOREIRA et al.,
especifi memoria aquatico/ 2012b)
cado espacial e de | Realocagdo de
procedimento | objeto/Medo
condicionado
10a12 | Fémea | Prejuizo de Labirinto Padrao (JOHNSON et al.,
memoria aquatico/ 2014)
espacial Reconheciment
o de
objeto/Medo
condicionado
5 Nao Prejuizo de Labirinto em | Padrdo | (DE OLIVEIRA etal.,
especifi memoria cruz elevado/ 2014a)
cado espacial e de | Realocacdo de
trabalho objeto
12 Macho Prejuizo de Labirinto Padrao | (WANGetal., 2014)
memoria aquatico
espacial
6 Macho Prejuizo de Labirinto T/ Padrao (LOPES et al., 2015)
memoria Reconheciment
espacial e de ode

trabalho
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objeto/Realoca
¢do de objeto
3e24 Fémea | Prejuizo em Medo 1,5%de | (MACHADO et al.,
memorias condicionado | colester 2018)
aversivas ao contexto ol
3 Macho Prejuizo de Teste da Padrao (ENGEL et al, 2019)
memoria mudancga
espacial métrica/
Teste da ordem
temporal
3el4d Macho Prejuizo de Labirinto Padrao | (DE OLIVEIRA etal.,
memoria aquatico 2020b)
espacial
3 Macho Prejuizo de | Reconheciment | Padrao (DE PAULA et al.,
memoria ode 2020)
espacial, de | objeto/Realoca
reconhecime | ¢ao de objeto/
nto e Labirinto
aprendizado aquatico
3 Macho Prejuizo de | Reconheciment | 20% de | (DE OLIVEIRA et al.,
memoria ode gordura 2020a)
espacial e de | objeto/Realoca +
reconhecime | ¢ao de objeto 1,25%
nto colester
ol
6 Macho Prejuizo de Labirinto Rica (GAO et al., 2020)
memoria aquatico em
espacial e gordura
aprendizage
m

Dados coletados da base de dados Pubmed utilizando para a busca as palavras chave: LDL
receptor knockout animals + memory. Foram considerados todos os resultados da busca que
atenderam as informacgoes acima citadas. Data da busca: 08/03/2020.

Tabela 2. Estudos realizados com camundongos LDLr-/- que avaliaram parametros
moleculares no SNC.

Idade
(meses)

Sexo

Principais
resultados no

Dieta/intervencao

Referéncia

SNC

3

Nao
especificado

Aumento de
ApoE no liquido
cefalorraquidiano
sem alteracdo na
deposicao de AP

Padrio

(FRYER et al., 2005)

Macho

Sem alteracdes
na deposigao de
AP, APP
Aumento de
ApoE

0,15% de
colesterol
16 semanas

(ELDER et al., 2007)
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14

Macho

Diminuigao de
proliferagao
celular e botdes
pré-sinapticos no
hipocampo

Padrio

(MULDER et al., 2007)

Nao
especificado

Ativagao glial
aumento dos
niveis de TNFa,
IL-1B, IL-6,
NOS2 e COX2

20% de gordura+
1,25% colesterol
8 semanas

(THIRUMANGALAKUDI
et al., 2008)

Macho

Desbalango
oxidativo e da
cadeia
mitocondrial

20% de gordura+
1,25% colesterol
4 semanas

(DE OLIVEIRA et al.,
2011, 2013)

3el4d

Nao
especificado

Desbalanco
oxidativo

Padrio

(MOREIRA et al., 2012b)

Nao
especificado

Ativagao glial

Padrio

(DE OLIVEIRA et al.,
2014b; MOREIRA et al.,
2012a)

24

Macho

Prejuizo
sinaptico

Padrio

(WANG et al., 2014)

Fémeae
macho

Aumento da
permeabilidade
da BHE, e
aumento da
expressao de
hemeoxigensase-
1 (pré-
inflamatoria)

Padrio

(ENGEL, 2016)

Macho

Reducao do
fluxo sanguineo
cerebral e
ativagao
microglial no
hipocampo

45% de gordura
15 semanas

(ARNOLDUSSEN et al.,
2017)

12

Macho

Reducao do
fluxo sanguineo
e densidade
vascular cerebral

Padrio

(JAHRLING et al., 2018)

6el2

Macho

Oclusoes
tromboticas no
cortex e
hipocampo

Padrio

(KRAFT etal., 2017)

10

Macho e
fémea

Dano da BHE

Padrio

(VAN SKIKE et al., 2018)

Macho

Reducao da
neurogénese

Padrio

(ENGEL et al., 2019)

3el4d

Macho

Apoptose
(BAx/Bcl2) e

Padrio

(DE OLIVEIRA et al.,
2020b)
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ativacao de
astrocitos no
hipocampo sem
alteracdes no
conteudo de
beta-amildide

eixo-cérebro-

colesterol (ndo

intestino, especificado o
Neuroinflamagao percentual)
(aumento de 14 semanas
GFAP e IBA1)

3 Macho Aumento de Padrao (DE PAULA et al., 2020)
ativagao
astrocitaria e
dano de células
endoteliais
1 Macho Alteragdes da 21% de gordura+ (NUTHIKATTU et al.,
microvasculatura | 0,2% colesterol 2020)
e permeabilidade 8 semanas
endotelial
hipocampal
3 Macho Aumento da 20% de gordura+ (DE OLIVEIRA et al.,
permeabilidade 1,25% colesterol 2020a)
de BHE 30 dias
6 Macho Disfung¢ao no 46% de gordura+ (GAO et al., 2020)

Dados coletados da base de dados Pubmed utilizando para a busca as palavras chave: /dlr
knockout mice brain. Foram incluidos estudos com parametros morfoldgicos e bioquimicos
de interesse para esta tese. Data da busca:11/03/2020.
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Figura 5. Resumo grifico das evidéncias cientificas utilizando camundongos LDLr-/-.

B) ESTUDOS QUE AVALIARAM
PARAMETROS MOLECULARES

mMachos mFémeas
mN3o especificado m Machos e fémeas

A ESTUDOS QUE AVALIARAM

MEMORIA

mMachos mFémeas mNa&o declarado

C) Nuamero de estudos com os principais achados em animais LDLr-/-

Apoptose [l
ApoE |
Sem alteragoes nos niveis de AP  |——
Estresse oxidativo |
Reducao da plasticidade hipocampal | E————
Dano de permeabilidade na BHE |l

Danos vasculares |
Neuroinflamagao/GFAP e Iba1

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Legenda: Demonstragao grafica de publicagdes encontradas na base de dados Pubmed sobre
os achados em animais LDLr-/-. A) Representacdo do percentual do sexo utilizado nos
estudos explorando memoria. B) Representagdo do percentual do sexo utilizado para
avaliagdo das alteragdes celulares ou moleculares. C) Numero de estudos publicados que
exploraram mecanismos celulares e moleculares no SNC.

Bertolotti e colaboradores (2012) reportaram um aumento significativo nos niveis
circulantes de 27-OH em individuos com HF quando comparados com individuos saudaveis.
Neste mesmo estudo também foi observado uma correlacdo positiva entre os niveis de
colesterol circulantes e a producdo de 27-OH (BERTOLOTTI et al., 2012). Uma vez que,
diferente do colesterol que ndo é capaz de atravessar a BHE, o 27-HO pode se difundir
através da barreira, essa molécula pode representar a conexao que medeia os danos no SNC
em consequéncia do aumento dos niveis periféricos de colesterol (BJORKHEM, 2008;

SANDEBRING-MATTON et al., 2021).

1.8 OXIDACAO DA LDL E A PRODUCAO DE OXIESTEROIS

A oxidacdo da LDL ¢ uma das principais causas desencadeadora de doencas
relacionadas ao seu excesso, como doencas cardiovasculares, infarto agudo do miocardio,
sindrome metabolica e diabetes mellitus (SIGURDARDOTTIR; FAGERBERG; HULTHE,
2002). A LDL oxidada pode também desencadear uma resposta imune com produgdo de

autoanticorpos contra a molécula (PALINSKI et al., 1989; SALONEN et al., 1992). A
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transicdo entre o estado “nativo” da LDL para o estado oxidado ¢ determinante para o
surgimento das complicagdes supracitadas e ¢ fortemente influenciada por fatores como
tabagismo e idade. Este estado de oxidacdo pode ser monitorado através de biomarcadores
de oxidacao que possibilitam acessar o status de oxidagao in vivo utilizando a quantificacao
da propria LDL oxidada (JURGENS et al., 1987; UCHIDA, 2015), do 4-hidroxinonenal
(HOFF et al., 1989) e dos oxiester6is (UMETANI et al., 2014). A susceptibilidade da LDL
a oxidacao pode ser acessada in vitro, submetendo a molécula a desafio oxidantes, como por
exemplo, ions de cobre (ESTERBAUER et al., 1989).

A oxidag¢ao do colesterol aumenta a sua polaridade, facilitando a sua eliminagao pelas
células. Grupamentos hidroxila, epdxi, ou cetonas sdo introduzidos ao nucleo esterol
resultando em compostos de 27 carbonos, metabolitos intermedidrios ou finais do
metabolismo do colesterol chamados de oxiesterdis (BJORKHEM; DICZFALUSY;
LUTJOHANN, 1999). Diferente de seu precursor, os oxiesterdis apresentam caracteristicas
particulares, como a habilidade de atravessarem membranas biologicas e alta reatividade, o
que contribui para seu envolvimento em varios processos patogénicos (MEANEY et al.,
2002; WIELKOSZYNSKI et al., 2018).

Uma pequena por¢do dos oxiesterdis pode ser proveniente da dieta, entretanto, esta
tem menor impacto nos niveis circulantes totais (HUR; PARK; JOO, 2007).
Majoritariamente esses sdo provenientes do metabolismo enddgeno, que pode ocorrer via: 1)
auto-oxidagdo, que pode ser influenciada por fatores externos, como o tabagismo
(IULIANO, 2011); 1i1) por acao enzimatica (PIKULEVA et al., 1998). Esta ultima ¢ um
mecanismo andlogo e bem conservado em humanos e roedores (MUTEMBEREZI;
GUILLEMOT-LEGRIS; MUCCIOLI, 2016).

As enzimas envolvidas no metabolismo dos oxiesterdis podem ser classificadas em
trés grupos: 1) oxirredutases; ii) hidrolases; iii) transferases. Dentro do grupo das
oxirredutases as enzimas do cytocromo P450 (CYP450) sdo as mais estudadas. A colesterol
7-alfa-hidroxilase (CYP7A1) inicia a via classica da produ¢do de acidos biliares, enquanto
que a esterol 27-hidroxilase (CYP27A1) inicia a via alternativa. A partir dessa primeira
rea¢do uma cascata de reagoes leva a formacao dos acidos biliares, conforme ilustrado na
Figura 7 (RUSSELL, 2003).

Em individuos saudéveis, a produ¢do média diaria do 27-HO (o mais abundante
oxiesterol periférico) ¢ de cerca de 17,6 mg/dia, sendo que boa parte deste (£66%) ¢
destinado para a producao de acidos biliares (DUANE; JAVITT, 1999). Em concentragdes

fisiologicas, os oxiesterdis possuem um tempo de meia-vida varidvel dependendo do



42

metabolito, representando um mecanismo importante de eliminagdo do colesterol. O tempo
de meia-vida em humanos do 4B-hidroxicolesterol ¢ longa, de aproximadamente 60 horas,

enquanto do 27-OH e do 7-HOCA ¢ inferior a 1 hora (BODIN et al., 2002).

Figura 6. Ilustracdo das vias de sintese dos acidos biliares.

/Figado

Via cldssica Colesterol
o cwarns
X ™
7-a OH 27-HO
A, cvp27a1
-, et
v

v
Acido célico Acido
quenodesoxicoélico
|

Intestino
\4

v

Acido Deséxicélico Acido Litocélico

Legenda: Os acidos biliares sdo sintetizados a partir do colesterol no figado através de duas
vias: 1) a via cléssica e ii) a via alternativa. No figado a sintese de acidos biliares ocorre
principalmente a partir de dois principais acidos biliares primarios, acido colico e
quenodesoxicolico. As enzimas regulatorias dessa producao estdo destacadas nas cores azul
e laranja. A CYP7A1 catalisa o passo limitante da sintese dando origem ao 7a-
hidroxicolesterol (7-aOH), enquanto que a CYP27A1 inicia a via alternativa convertendo o
colesterol em 27-hidroxicolesterol (27-OH), que ¢ posteriormente convertido, apds uma
sucessao de conversoes, em acido quenodesoxicolico pela enzima oxiesterol 7-hidroxilase
(CYP7BI). A enzima CYP7BI1 regula a sintese de acido célico na via cldssica. No intestino,
os acidos biliares primarios sdo convertidos por enzimas presentes nas bactérias intestinais
em acido quenodesoxicolico e acido codlico (CHIANG; LI, 2009).

Fisiologicamente, oxiesterois, especialmente o 27-OH, tém sido implicados em
processos imunes, homeostase de massa Ossea ¢ mielinizacdo e sobrevivéncia neuronal
(NEVIUS et al., 2015; SOROOSH et al.,, 2014, THEOFILOPOULOS et al., 2014).
Entretanto, situacdes onde os niveis circulantes dessas moléculas estio aumentados, por
exemplo em casos de falha genética ou em quadros de hipercolesterolemia, essas moléculas
contribuem para o surgimento de doencas (POLI; BIASI; LEONARDUZZI, 2013; TESTA
et al., 2018). A contribuicao dos oxiesterdis na fisiopatologia de diferentes doengas ocorre

em razdo de suas caracteristicas reativas que favorece um quadro de estresse oxidativo,
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promovendo a liberagdo de mediadores pro-inflamatorios, como interleucina-8 e o fator de
necrose tumoral (TNF-a) (PRUNET et al., 2006).

Os niveis de oxiesterdis sao especialmente alterados em algumas condig¢des, como
na sindrome metabolica e diabetes melittus e tém sido sugeridos como biomarcadores para
estas condi¢des (SAMADI et al., 2019). Os alvos moleculares com os quais os oxiesterois
podem interagir sdo diversos, como receptores LXRa e B, ROS (do inglés, retinoid-related
orphan receptor) ERa (do inglés, strogen receptor), INSIG (do inglés, Insulin-Induced Gene
I). A variedade de receptores ativados ou antagonizados pelos oxiesterdis explicam a
variedade de efeitos que essas moléculas podem exercer no metabolismo do colesterol,
lipideos e glicose, além dos efeitos sob o sistema imune. E importante destacar que a ampla
familia dos oxiesterdis compartilham similaridades quimicas e estruturais, porém podem
apresentar efeitos fisioldgicos distintos e até mesmo antagonicos (JAKOBSSON etal., 2012;

LAPPANO etal., 2011; RACCOSTA et al., 2013; UMETANI et al., 2007).

1.9 MODELOS ANIMAIS PARA O ESTUDO DOS OXISTEROIS

A funcdo e o metabolismo dos oxiesterdis no contexto de diversas doengas tém sido
melhor compreendidos através da utilizagdo de modelos murinos. Manipulagdes genéticas,
como a superexpressao ou a delecdo de genes para algumas enzimas envolvidas na sintese
dessas moléculas, tém contribuido no entendimento do envolvimento desses oxiesterois no
desenvolvimento das doencas (BJORKHEM; LEONI; MEANEY, 2010; MAIOLI et al.,
2013). Uma descricdo dos principais modelos utilizados atualmente e suas respectivas

caracteristicas sdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Principais modelos animais para estudos dos oxiesteradis.

Enzima Abordagem Observacoes Doenca Referéncias
relacionada
Cyp7al | Cyp7al nocaute/ Aumento da (SCHWARZ et
Cyp7al-/- expressao de al., 1996)
Cyp7bl
Cyp7bl Cyp7bl nocaute/ | Aumento dos | Doenga neonatal | (HEVERIN et
Cyp7bl-/- niveis de 25-OH e | do  figado e | al,, 2017,
27- OH paraplegia SETCHELL et
espastica tipo 5 al., 1998;
TSAOUSIDOU
et al., 2008)
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Cyp27al | Cyp27al Reducao Xantomatose (ALI et al.,
nocaute/ significativa de 27- | cerebrotendinea | 2013;
Cyp27al-/- OH. BJORKHEM;

Prejuizo da sintese LEONI;
de acidos biliares MEANEY,
2010)

Cyp27al | Cyp7alsuper Aumento de 27- (HENDRIKX et
expressao/ OH. al., 2015)
Cyp27al+/+ Reducao da

inflamacdo

Cyp46 Cyp46 Aumento da (MAIOLI et al.,
superexpressao produg¢do de 24- 2013)
no cérebro/ | OH cerebral
Cyp46+/+

Busca na base de dados Pubmed em 20/02/2021. Foram incluidos estudos de interesse para
esta tese.

1.10 EFEITOS DOS OXIESTEROIS NO SNC E NA MEMORIA: ESTARIAMOS
IGNORANDO AS DIFERENCAS SEXUAIS?

A producdo de oxiesterdis no SNC ocorre desde o desenvolvimento, sendo que ja
foram identificadas algumas moléculas como 7a-, 7B-, 22R-, 24S-, 25- e 27-
hidroxicolesterol no cortex e na medula espinal em embrides de camundongos (WANG et
al., 2009). Devido a sua diversidade quimica, os oxiesterdis podem exercer diferentes efeitos
no SNC, sendo que no presente estudo serdo destacados os efeitos do 27-OH no SNC
(DUANE; JAVITT, 1999).

O 27-OH tem sido postulado como uma possivel conexao entre o colesterol periférico
e o aumento da susceptibilidade para prejuizos cognitivos e¢ a doenca de Alzheimer
(GHRIBI, 2008). Estudos clinicos relataram niveis aumentados do 27-OH tanto no fluido
cerebrospinal (LEONI et al., 2004; WANG et al., 2016) como em tecido cerebral (HEVERIN
et al., 2004) de individuos com a doenca de Alzheimer em comparacao a individuos controle
da mesma faixa etdria. Estudos in vitro utilizando células da linhagem SH-SYS5Y
demonstraram que o 27-OH promove o aumento da produgdo da proteina beta-amiloide
(AP42) através do aumento dos niveis da proteina precursora amiloide (APP), bem como da
enzima beta-secretase (BACE-1), responsavel pela clivagem de APP nos peptideos beta-
amiloides (PRASANTHI et al., 2009). Em fatias hipocampais de coelho foi observado um

resultado semelhante, além da observagdo do aumento do peptideo AP40 e da fosforilagdo
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da proteina tau, outro marcador neuropatoldgico da doenca de Alzheimer (MARWARHA et
al., 2010).

Tem sido postulado que o 27-OH estimula o trafego de colesterol produzido pelos
astrocitos para os neurdnios, aumentando a concentragao de colesterol na membrana
plasmatica e também a conversdao do excesso de colesterol intracelular em 24-OH.
Reforcando a ideia de que o 27-OH periférico interfere no metabolismo do colesterol no
SNC, levando ao acimulo da molécula em neurdnios causando disfuncao dessas células.
(WANG et al., 2020a). Staurenghi e colaboradores demonstraram em cultura primaria que
oxiesterdis promovem a ativacdo de astrécitos, aumentando a liberagdo de mediadores
inflamatorios. Adicionalmente, foi demonstrada uma sinaptotoxicidade em consequéncia da
ativagdo astrocitaria induzida pelos oxiesterois (STAURENGHI et al., 2021).

De interesse para este trabalho, diversos estudos t€ém demonstrado agao dessas
moléculas na memoria. Animais com dele¢do da enzima CYP27A1 que produz o 27-OH,
quando submetidos a uma dieta que induz aumento de colesterol, ndo apresentaram os
prejuizos de memoria como os observados em animais selvagens (MAIOLI et al., 2013). Em
contrapartida, o aumento da expressao da CYP27A1 induz per se prejuizo na performance
de camundongos em testes de memoéria (CEDAZO-MINGUEZ et al., 2017). As alteragdes
que acompanham esses efeitos sobre a memoria sdo principalmente alteragcdes moleculares
e morfologicas a nivel sinaptico (MERINO-SERRALIS et al., 2019). Uma descri¢ao mais
detalhada destas evidéncias cientificas sobre os efeitos dos oxiesterdis na memoria pode ser

visualizada na Tabela 4.

Tabela 4- Evidéncias obtidas em modelos animais genético dos efeitos dos oxiesterois
na memoria.

Modelo Sexo | Caracteristica Observacoes Alteracoes | Referéncia
comportamentais | moleculares
Cyp46al Fémeas | Aumento nos Melhora da Aumento | (MAIOLI
superexpressao e niveis de 24- | memoria espacial | nos niveis | etal.,
Machos OHC no teste do de proteinas | 2013)
labirinto aquético | sinapticas
GluAl, PSD
95,
sinapsina-1
e
sinaptofisina
no
hipocampo
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Cyp46al—/— | Macho Reducao Prejuizo em Prejuizo da | (KOTTI et
significativa | memoria espacial LTP al., 2006)
de 24-OHC € associativa

Cyp27al Nao Aumento nos Prejuizo de Diminuicao | (CEDAZO-
superexpressdo | descrito | niveis de 27- memoria da MINGUEZ
OHC expressao | etal.,2017)

de ARC e

GLUT4 no

hipocampo

Cyp27al—/— | Macho Reducao A delecao do gene | A delegao | (HEVERIN
significativa previne os do gene etal., 2015)
de 27-OHC prejuizos de previne a

memoria redugdo da
induzidos por uma proteina
dieta rica em ARC
colesterol

Busca realizada na base de dados Pubmed em 20/02/2021. A busca foi realizada utilizando
as palavras-chave: oxisterols+memory. Foram incluidos estudos relevantes para esta tese.

Nota-se que a maior parte dos estudos (Tabela 4) utilizou apenas animais machos, e
nenhum estudo realizado at¢é o momento comparou a influéncia do sexo dos animais.
Entretanto, evidéncias clinicas apontam que o metabolismo de oxiesterois ¢ diferente entre
homens e mulheres. Dzeletovic e colaboradores (1995) reportaram uma concentragao mais
alta de 27-OH no plasma de homens do que de mulheres. Além da diferenca de concentragdo
periférica desse metabdlito, o 27-OH apresenta um maior influxo cerebral em homens do
que em mulheres (BERTOLOTTI et al., 2012; DZELETOVIC et al., 1995; PARRADO-
FERNANDEZ et al., 2020). Em humanos saudaveis, utilizando anélise de espectrometria de
massa, homens apresentam uma média mais elevada de 27-OH (0,2 pg/mL) e 25-OH (7,5
ng/mL) do que as mulheres (0,14 ng/mL e 6,4 ng/mL, respectivamente) (WUOLIKAINEN
et al., 2014). Diante dessas observagdes em humanos, investigar tais diferencas sexuais em

modelos animais, torna-se imperativo.



47

2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A HF consiste em um dos disturbios metabdlicos mais comuns em todo o mundo.
Além do aumento da predisposi¢do para doengas cardiovasculares, evidéncias clinicas
apontam para os problemas neuroldgicos como consequéncia do quadro de HF, com
destaque para os prejuizos de memodria. Além da HF em particular, disturbios no
metabolismo do colesterol t€ém sido considerados como um gatilho para deméncia e a doenga
de Alzheimer. O metabolito oxidado do colesterol 27-OH representa uma possivel conexao
entre os efeitos deletérios no SNC em consequéncia dos altos niveis periféricos de colesterol,
uma vez que este, ao contrario do colesterol, atravessa a BHE. Adicionalmente, estudos em
humanos mostraram que o influxo do 27-OH para o cérebro difere significativamente entre
homens e mulheres.

Corroborando os resultados em humanos, estudos pré-clinicos tém revelado prejuizos
em processos de aprendizado e memodria em modelos animais da HF. As alteragdes que
acompanham este perfil comportamental estdo principalmente relacionadas a ativagdo de
vias inflamatdrias e apoptdticas, com aumento da ativagdo astrocitaria na regido do
hipocampo. A grande maioria dessas observagdes foi obtida em estudos utilizando roedores
machos, desconsiderando a possibilidade da existéncia de particularidades sexuais.

Neste sentido, esta tese apresenta como hipdtese a existéncia de dimorfismo sexual
quanto ao impacto da hipercolesterolemia sobre os processos de memoria e plasticidade
sindptica e as alteracdes moleculares subjacentes em camundongos, sendo que a sinalizacao

do 27-OH estaria envolvida nestas diferencas observadas entre machos e fémeas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a existéncia de dimorfismo sexual quanto ao impacto da
hipercolesterolemia sobre processos de memoria e plasticidade sinéptica hipocampal em
camundongos LDLr-/- machos e fémeas, bem como avaliar o envolvimento dos oxiesterois

em tais parametros.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos da delecdo do receptor LDLr em camundongos machos e fémeas,
sobre:
i.  Desempenho em testes de memorias dependentes do hipocampo;
ii. A plasticidade sindptica hipocampal,;
iii. O imunoconteudo de proteinas sinapticas no hipocampo;
iv. A ativagdo astrocitaria no hipocampo;
v.  Os niveis periféricos de 27-OH.
e Avaliar a influéncia da dele¢do do gene LDLr em cultura primaria de neurdnios
sobre:
vi. A expressao de genes relacionados a proteinas plasmaticas.

e Avaliar os efeitos de altos niveis periféricos de 27-OH em camundongos machos ¢

fémeas Cyp27Tg sobre:
vii. A expressdo de genes relacionados a sintese de colesterol no hipocampo e
cortex;

viii. A expressdo de genes relacionados ao metabolismo do colesterol no
hipocampo e cortex;
ix. O imunoconteudo de proteinas relacionadas a sintese de colesterol.
e Avaliar a influéncia do tratamento de cultura primaria de neurénios com 27-OH
sobre:

Xx. A expressdo de genes relacionados a sintese de colesterol no SNC.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 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 (ISHIBASHI et al., 1993), foram gentilmente cedidos pelo Departamento de Fisiologia
e Biofisica, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP, Brasil)
e mantidos no Biotério do Departamento de Bioquimica no Centro de Ciéncias Bioldgicas.
Os progenitores foram adquiridos do Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine, EUA). Neste
trabalho foram usados animais com idade entre 4 ¢ 5 meses, machos e fémeas, com peso
aproximado de 25 g, os quais foram alojados em gaiolas plasticas (42 x 34 x 17 cm — 4
animais por gaiola), com temperatura de 23 + 1°C e ciclo claro/escuro de 12 horas (7:00 as
19:00 h), e com livre acesso a bebida e ragdo padrdo. Todos os procedimentos utilizados no
presente estudo foram previamente aprovados pelo Comité de Etica para o uso de Animais
(CEUA/UFSC, protocolo 6725220321).

Em experimentos realizados no Instituto Karolinska foram também utilizados
camundongos transgénicos machos e fémeas da linhagem CYP27A1Tg que superexpressam
a enzima CYP27A1, responsavel por converter colesterol em 27-OH, com 4-5 meses de
idade. Esses animais apresentam niveis 5-6 vezes maiores de 27-OH no soro e no cérebro
em comparagdo a animais selvagens (CEDAZO-MINGUEZ et al., 2017). Como controle
foram utilizados os animais da mesma ninhada sem a mutacdo (selvagens). Além disso,
foram utilizados camundongos nocaute para a enzima CYP7B1 machos com 5 meses de
idade. Esses animais apresentam uma redugdo significativa na producao de 7-HOCA
acompanhada por um aumento de 3-4 vezes nos niveis de 27-OH e 25-OH (LI-HAWKINS
et al., 2000). Todos os animais foram originados da linhagem C57BL/6 J. Os animais foram
alimentados com dieta padrao e agua ad libitum, alojados em grupos de 4-5 por caixa em um
ciclo claro/escuro de 12 horas. Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo
com a regulacdo Européia e aprovados pelo comité de ética do Instituto Karolinska (nimero

de permissao ética ID S33-13).
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4.2 CULTURAS PRIMARIAS DE NEURONIOS CORTICO-HIPOCAMPAIS E
SILENCIAMENTO DO LDLR

As culturas primarias de neuronios cortico-hipocampal foram preparadas a partir de
cérebro de embrides (E18) C57B16 como previamente descrito (MATEOS et al., 2009). Para
diminuir a expressao enddgena do receptor LDLr foi utilizado RNA de interferéncia (siRNA,
do inglés, small interference RNA) disponivel comercialmente direcionado para diferentes
regides do gene do LDLr (ON-TARGETplus SMARTpool, Cat. No. L048572-00-0005,
Dharmacon) e como reagente de transfec¢do Lipofectamina 3000 (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific). Ap6s 1 e 7 dias in vitro (DIV), as culturas de neurdnios cortico-
hipocampais (70% de confluéncia) foram incubadas com 50 nM de siRNA para o gene LDLr
e siRNA sem alvo especifico por 48 horas e entdo coletadas para analises de qPCR. Os
experimentos com cultura primaria foram conduzidos a partir da aprovacao do comité de

ética regional do Instituto Karolinska (Suécia).

4.3 DESENHOS EXPERIMENTAIS

Os desenhos experimentais foram elaborados com base nas perguntas experimentais
descritas abaixo. As técnicas e protocolos escolhidos para responder tais perguntas estdo

descritos detalhadamente na sessao seguinte.

4.3.1 Pergunta experimental 1: Camundongos LDLr-/- apresentam diferencas

sexuais no desempenho de testes comportamentais de memoria?

Com o objetivo de comparar o desempenho de camundongos machos e fémeas LDLr-
/- em testes comportamentais para a avaliacdo de diferentes tipos de memorias, foram
realizados dois protocolos experimentais. O primeiro protocolo foi proposto para avaliar o
desempenho dos animais em tarefas de memoria dependentes de hipocampo e consistiu em:
3 dias de habitua¢do no aparato de campo aberto, seguido do teste de realocagdo de objeto,
em seguida, os animais foram submetidos a avaliacdo locomotora no campo aberto circular

e, por fim, ao teste do labirinto em Y modificado. Ao final do protocolo, o hipocampo foi
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coletado para a realizacdo da técnica de Western blotting. Um esquema representativo €
ilustrado na Figura 7.

O segundo protocolo comportamental foi proposto para avaliar a memoria de
reconhecimento € a memoria aversiva de longo prazo. Este protocolo consistiu em: habituar
os animais no aparato do campo aberto no primeiro dia, em seguida os animais foram
submetidos ao teste de reconhecimento de objeto, apds dois dias de intervalo, os animais
foram submetidos ao teste do medo condicionado ao contexto. Por fim, os animais foram
perfundidos com salina seguido de paraformaldeido e o encéfalo foi coletado para posterior
realizagdo de técnicas de imunofluorescéncia e coloracdo por hematoxilina eosina. Um
esquema representativo deste desenho experimental ¢ ilustrado na Figura 8. Os testes

comportamentais foram realizados por ordem crescente de aversividade.

Figura 7. Esquema representativo do protocolo comportamental 1.
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Figura 8. Esquema representativo do protocolo comportamental 2.
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4.3.2 Pergunta experimental 2: A delecdo do receptor LDL leva a reducio da

plasticidade hipocampal em camundongos machos e fémeas?

Para responder tal pergunta, grupos independentes de animais C57Bl6 e LDLr-/-
machos e fémeas foram destinados a andlise de eletrofisiologia no hipocampo, onde um
protocolo de estimulos de alta frequéncia foi aplicado e o potencial excitatdrio pds-sindptico
(PEPS) foi registrado. Além disso, o imunocontetido de proteinas sinapticas foi mensurado
no hipocampo de animais provenientes do protocolo comportamental 1. Por fim, utilizando
a técnica de RNA de interferéncia em cultura primaria de neurdnios, foi testado in vitro o
impacto da reducdo da expressdo do LDLr sobre a expressdao de genes que controlam a
expressao de proteinas sinapticas. A Figura 9 ilustra um esquema representativo da avaliacao
do impacto da delecao do LDLr na plasticidade sinaptica hipocampal.

Figura 9. Esquema de experimentos utilizados para avaliacao do PEPS hipocampal e
imunoconteudo e expressiao génica de proteinas sinapticas.
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4.3.3 Pergunta experimental 3: A ativacio astrocitaria e a atrofia hipocampal estao
relacionadas com os prejuizos cognitivos observados em camundongos LDLr-/- machos

e fémeas?

Para responder esta questdo foram realizadas analises histoldgicas da regido do
hipocampo, a imunomarcagao para GFAP (astrogliose) e coloracao com hematoxilina eosina
a partir dos animais que passaram pelo protocolo comportamental 2.

Figura 10. Esquema de experimentos utilizados para avaliacdo da astrogliose e
volume hipocampal em camundongos C57BIl6 e LDLr-/- machos e fémeas.
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4.3.4 Pergunta experimental 4: O 27-hidroxicolesterol representa a conexao entre os
altos niveis periféricos de colesterol e as alteracées cerebrais e comportamentais

observadas em camundongos LDLr-/- machos e fémeas?

Para elucidar tal questao foi realizada a dosagem periférica do principal oxiesterol
periférico, o 27-OH, no plasma de animais C57Bl16 e LDLr-/- machos e fémeas através da

técnica de Elisa.
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4.3.5 Pergunta experimental 5: Os altos niveis circulantes de 27-hidroxicolesterol
causa diferente impacto na homeostase cerebral do colesterol em camundongos machos

e fémeas?

Para elucidar tal questionamento, animais C57Bl16 e CYP27A1Tg machos e fémeas
foram sacrificados e regides cerebrais relacionadas ao processamento de memorias, como o
hipocampo e o cortex pré-frontal, foram dissecadas para analise posterior. Foi avaliada a
regulagdo de genes que estdo envolvidos na homeostase cerebral do colesterol nas regides
cerebrais citadas. Adicionalmente, a fim de investigar se o metabdlito cerebral do 27-OH, o
7-HOCA, poderia ser o mediador envolvido nos efeitos observados, foram também
utilizados animais machos nocaute para a enzima CYP7B1. Um esquema representativo dos
experimentos utilizados para a avaliagcdo da influéncia do aumento da produgao de 27-OH

periférico sobre o metabolismo cerebral de colesterol esta ilustrado abaixo (Figura 11).

Figura 11. Esquema de experimentos utilizados para avaliacdo dos genes relacionados
a homeostase cerebral em camundongos com expressio aumentada de 27-OH.
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4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

Uma hora antes de todos os testes comportamentais, os animais foram aclimatados na

sala de experimentagdo comportamental. Os testes comportamentais foram realizados no
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periodo claro entre 9:00 e 17:00 h. Ao final do teste de cada animal, os aparatos foram limpos
com solucdo de etanol 10%. Todos os testes comportamentais foram gravados por um
sistema de cameras e posteriormente analisados. Os testes para avaliagdo de locomogao
foram analisados com o software Any maze®, e os parametros de memoria foram

quantificados manualmente.

4.4.1 Teste do campo aberto

O teste do campo aberto foi utilizado para investigar a atividade locomotora dos
animais. Neste trabalho utilizamos: i) o campo aberto quadrado, o qual consiste em uma
caixa de acrilico transparente (30 x 40 x 40 cm), sem cobertura e com assoalho cinza, ii) o
campo aberto circular, o qual consiste em uma base (50 x 50 cm), com delimitagdao de 30 cm
de diametro e paredes transparentes de acrilico de 30 cm. Em ambos, cada camundongo foi
colocado no centro da arena, permitindo sua movimentagao livremente no aparato durante o
periodo de 5 minutos. A movimentag¢do do animal no aparato foi gravada com um sistema

de cameras e a distancia total percorrida foi medida com os auxilio do software Anymaze®.

4.4.2 Teste de realocacio de objeto

Este teste baseia-se na tendéncia espontanea de roedores, previamente expostos a
dois objetos idénticos, a posteriormente explorar um dos objetos (realocado para uma nova
localizagdo espacial) por um tempo maior do que o objeto ndo deslocado. E um teste
utilizado na avaliacdo de memorias dependentes do hipocampo (ASSINI; DUZZIONI;
TAKAHASHI, 2009; FERGUSON; SAPOLSKY, 2007). O aparato utilizado para o teste da
realocacao de objeto ¢ o mesmo utilizado no teste do campo aberto. Os objetos consistiram
em pecas de Lego® montadas de maneira idéntica (3 cm lado x 4,5 cm lado x 4,5 cm altura)
os quais foram colados no chdo de maneira equidistante (7 cm) de dois lados do campo
aberto. O procedimento consistiu em trés sessdes de habituacdo ao campo aberto em dias
consecutivos com duracdo de 5 minutos, quando o animal foi colocado no aparato para
explora-lo livremente. Apds 24 horas, os animais foram reexpostos ao campo aberto por 5
minutos, contudo nesta apresentagdo (treino) dois objetos idénticos foram apresentados aos

animais. Neste momento, foi registrado o tempo de exploracdo de cada um dos objetos
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colocados no aparato. Apos a sessao de treino, os animais retornaram as suas caixas moradia
e aguardaram até o momento do teste, 180 minutos apos o treino. Na sessdo de teste um dos
objetos foi alterado de posicao no aparato. Neste momento registrou-se novamente o tempo
de exploragao de cada um dos objetos. Os seguintes comportamentos foram considerados
como exploragdo do objeto: cheirar, tocar ou se aproximar do objeto a menos de 1 cm de
distancia. Os tempos de exploracdo dos objetos nas sessdes de treino e teste foram utilizados
para o calculo do indice de localizacao de objetos, usado como parametro de memoria. Foi
calculado o indice de discriminacao - [t(s) A2 x 100/ {t(s) A2 +t(s) Al}], onde A2 ¢ o tempo
gasto pelos animais explorando o objeto realocado e Al ¢ o tempo gasto pelos animais

explorando o objeto ndo realocado (ASSINI et al., 2009).

4.4.3 Teste do labirinto em Y modificado

Este teste baseia-se na preferéncia inata dos roedores em explorar ambientes novos.
O aparato do labirinto em Y consiste em trés bragos iguais, elevados a 50 cm do chao, feito
de madeira coberto com pléstico impermeavel cinza. Os trés bracos sdo randomicamente
denominados: “inicio”, no qual o animal ¢ colocado e inicia a exploragdo, “outro” brago, que
se mantém aberto durante as duas sessdes, € 0 brago “novo”, o qual ¢ mantido fechado
durante a sessdo de treino e aberto somente durante a sessdo de teste. O teste consistiu em
duas sessoes, treino e teste, com intervalo de 120 minutos entre as sessoes. Durante a
primeira sessdo, o animal pode explorar livremente os dois bragos abertos (“inicio” e o
“outro”) por 8 minutos, sendo que o braco “novo” permaneceu fechado. Apos o intervalo de
120 minutos, uma segunda sessdo foi executada sendo que nesta os trés bragos estavam
abertos. Novamente, o animal pode explorar livremente o aparato. O niimero de entradas, o
tempo gasto em cada brago e em ambas as sessdes foram mensurados. A entrada em um
braco foi considerada quando o animal entrou no brago com as quatro patas. Os dados foram
calculados e expressos como percentual de tempo ou numero de entradas no brago novo
(Tnovo % 100)/(Total), onde o Tnovo € o tempo/nimero de entradas no brago novo, € o Total

¢ a soma de tempo/entradas nos trés bracos (KASTER et al., 2015; MATHEUS et al., 2016).
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4.4.4 Teste de reconhecimento de objeto

E um teste utilizado para avaliagio da memoria de reconhecimento de objetos. No
dia anterior ao teste, os animais foram habituados por 5 minutos no aparato do campo aberto.
Os animais foram submetidos a duas sessdes, na primeira (treino - aquisi¢do), os animais
foram expostos a dois objetos idénticos no campo aberto e sua atividade exploratoria foi
registrada. Ap6s 90 minutos, a segunda sessdo (teste) foi realizada, onde os animais foram
expostos a dois objetos ndo similares, um objeto familiar do primeiro ensaio € um objeto
novo. Os seguintes comportamentos foram considerados como exploracdo dos objetos:
cheirar, tocar ou se aproximar do objeto a menos de 1 cm de distancia. Foi calculado o indice
de discriminagao - [t(s) A2 x 100/ {t(s) A2 + t(s) Al}], onde A2 ¢ o tempo gasto pelos
animais explorando o objeto novo e Al € o tempo gasto pelos animais explorando o objeto

conhecido.

4.4.5 Medo condicionado ao contexto

O condicionamento de medo contextual foi realizado em uma caixa retangular (35 x
20 x 30 cm) com paredes laterais de aluminio, parede frontal e teto de acrilico, e piso
gradeado (barras de aco inoxidavel de 3 mm de diametro, espacadas por 9 mm de distancia)
conectado a um gerador de choques elétricos (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil). O teste
consistiu em duas sessdes, com intervalo de 24 horas. A primeira sessdo (treino-
contextualizagdo) consistiu em colocar os animais dentro da caixa para explorar por 4
minutos. Aos 3 minutos, um choque de 0,4 mA com duracao de 3 segundos foi aplicado e
aos 3:30 minutos o mesmo estimulo foi repetido. Aos 4 minutos o animal foi retirado do
aparato e retornou a sua caixa moradia. No dia seguinte, o animal foi novamente colocado
na mesma caixa por 4 minutos (teste), sem a aplicacdo de nenhum choque, e o
comportamento de congelamento (completa imobilidade do animal) foi quantificado como

um parametro de memoria (FANSELOW, 1980; MACHADO et al., 2018).
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4.5 EXPERIMENTOS EX VIVO E ANALISES BIOQUIMICAS

4.5.1 Eletrofisiologia

Os registros de eletrofisiologia foram realizados de acordo com trabalhos prévios
(BORTOLOTTO et al., 2011). Camundongos machos e fémeas da linhagem C57BI6 e
LDLr-/- foram rapidamente decapitados. Os encéfalos foram rapidamente removidos e
mantidos em uma solu¢do padrao de fluido cerebrospinal artificial (aCSF) gaseado com uma
mistura de gases de 95% de Oz e 5% de CO», contendo 124 mM de NaCl, 4,5 mM de KClI,
2mM de CaCl,, ImM de MgCl,, 26 mM de NaHCO3, 1,2 mM de NaH,PO4 ¢ 10 mM de D-
glicose e mantida em gelo. Fatias do hipocampo com 400 pm de espessura foram obtidas
utilizando um vibratomo manual (World Precision Instruments, Reino Unido) e mantidas
em solucao aCSF oxigenada por pelo menos 60 minutos para estabilizagdo antes de iniciar
o protocolo. Em seguida, individualmente, as fatias foram transferidas para uma camara de
registros e perfundidas com aCSF oxigenado a 30°C em um fluxo de 2 mL/min. Eletrodos
bipolares de niquel-cromo foram posicionados nas fibras colaterais de Schaffer (regido CA1
do hipocampo) e os estimulos foram entregues por meio de uma unidade de isolamento de
estimulos (A395, WPI instruments, Reino Unido) a uma frequéncia de 0,06 Hz.
Microeletrodos de vidro (2-8 MQ) preenchidos com aCSF foram usados para registrar os
PEPS no stratum radiatum da regido CAl do hipocampo. Os registros foram obtidos
utilizando um amplificador MutilClamp700B (Molecular Devices, EUA) e digitalizados
utilizando uma placa de aquisi¢cao de dados PCI (National Instruments, EUA).

Primeiramente, foi realizada uma curva de input-output (i/0) para avaliar o limiar para
a resposta maxima, o estimulo escolhido para trabalhar foi ajustado para evocar PEPS com
metade da amplitude maxima (50%). Apds 20 minutos de registros basais, um estimulo
tetanico (100Hz, 1 s) foi usado para induzir a potenciacao de longa duracao (LTP, do inglés
long-term potentiation). Apo6s o estimulo, os PEPS foram registrados por mais 60 minutos.
O slope e a amplitude média dos PEPS durante os registros basais foram estabelecidos como
100%, e as mudancas nos PEPS apos o estimulo foram expressos como percentual de

diferenca em relagdo ao basal.
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4.5.2 Western blotting

A técnica de Western Blotting foi utilizada para quantificagdo das proteinas PSD95,
SNAP25, sinaptopodina, aromatase, proteinas envolvidas na manuten¢do e plasticidade
sindptica, e também do LDLr, no hipocampo dos animais. Os animais foram anestesiados
com isoflurano e rapidamente ortotanasiados por decapitagao. Os hipocampos dos animais
foram dissecados a 4°C, colocados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até a
realizagdo das andlises. Para preparo das amostras, os tecidos foram homogeneizados
mecanicamente em 300 puL do tampao de homogeneizagao (Tris 50 mM, pH 7,0; EDTA 1
mM; NaF 100 mM; PMSF 0,1 mM; Na3VOs4 2 mM; Triton X-100 1%; glicerol 10% e
coquetel inibidor de proteases, Sigma-Aldrich, EUA). Os lisados foram centrifugados
(10.000 x g por 10 min a 4°C) para eliminar os restos celulares, e os sobrenadantes foram
diluidos 1/1 (v/v) em solugdo contendo Tris 100 mM, pH 6,8; EDTA 4 mM e SDS 8% e
aquecidos a 100°C por 5 minutos. A seguir, foram adicionados nas amostras o tampao de
dilui¢do (Tris 100 mM, glicerol 40% e azul de bromofenol, pH 6,8) 25:100 (v/v) e B-
mercaptoetanol (concentragao final 8%). A dosagem de proteinas foi determinada através do
método descrito por Peterson (PETERSON, 1977).

As amostras de hipocampo obtidas do protocolo experimental 1 foram
homogeneizadas em um tampao 50 mM de Tris, contendo 1 mM de Na3VOs, 1% de triton
X-100, 10% de glicerol 100% e coquetel inibidor de proteases (Sigma-Aldrich, EUA). Para
eliminacdo de residuos, as amostras foram centrifugadas (3.000 rpm por 10 min a 4°C). Para
a eletroforese, 50 ug de proteina total em tampao composto por acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) (ImM), 100 mM de fluoreto de sédio (NaF), 0,1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF) e 2 mM de ortovanadato de sddio foram separados em gel de
eletroforese composto por 12% de poliacrilamida-dodecil sulfato de soédio (SDS).
Posteriormente, as proteinas foram transferidas para uma membrana de fluoreto de
polivinilideno, que foi bloqueada com uma solu¢do de albumina 5%. Apos as devidas
lavagens com tampao Tris 10 mM, 0,075% de Tween-20 (TBST), as membranas foram
incubadas a 4°C durante a noite com os seguintes anticorpos primarios: anti-PSD95 (Abcam,
1:1000, ab2723), anti-SNAP25 (Abcam, 1:500, ab41455), anti-sinaptopodina (Sigma, 1:500,
S9442) anti-aromatase (Sigma, 1:200, SAB4500606), anti-LDLr (Abcam, 1:500, ab52818).
Na sequéncia, as membranas foram incubadas com os seus respectivos anticorpos
secundarios (Licor, 1:1000, IgG IRDye® 800CW ou 680CW) por 2 horas em temperatura

ambiente. Para controle de carregamento, utilizou-se a detec¢ao da proteina B-actina ou -
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tubulina. A densidade optica (D.O.) das bandas detectadas foi obtida através do programa
Imagel. Os valores apresentados foram expressos como % do controle, derivados da divisdo
da D.O. da banda da proteina de interesse pela respectiva D.O. da banda de B-actina ou f-

tubulina.

4.5.3 Dosagem de colesterol total e 27-OH

A dosagem de colesterol total foi realizada pelo método colorimétrico utilizando kit
comercial LabTest®. O ensaio de Elisa (do inglés, Enzyme Linked Immunono Sorbent
Assay), foi realizado utilizando kit comercial Abbexa®. O teste ¢ baseado em um ensaio
competitivo, a concentracao de 27-OH foi calculada baseada na curva padrao fornecida

pelo fabricante.

4.5.4 PCR quantitativo

Apos dissecdo do hipocampo e cortex cerebral, as amostras foram homogeneizadas
em agua miliQ contendo inibidores de proteases e fosfatases. Posteriormente, o RNA foi
extraido utilizando um kit comercial (Qiagen®), seguindo as instru¢gdes do fabricante. Os
ensaios de amplificacdo de transcriptase reversa e PCR quantitativo em tempo real (RT-
gPCR) foram realizados usando primers especificos para os genes alvo (PSD95, SNAP25,
Arc, LDLr, SREBP1, SREBP2, LXRf, LXRa, LRP1 e CYP7BI, Life Technologies). O
numero de copias do mRNA de todos os alvos foi ajustada pelo nimero de copias do mRNA
do GAPDH e os valores foram calculados em relacdo aos respectivos controles (definido

como 100%).

4.6 TECNICAS HISTOLOGICAS

4.6.1 Perfusao
Logo apos o término dos testes comportamentais, os animais foram anestesiados com

hidrato de cloral 40% e submetidos a perfusdo cardiaca com solugdo salina 0,9%, seguido
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de solucdo de paraformaldeido 4% (PFA). Em seguida, o encéfalo foi removido da calota

craniana (GIL-MOHAPEL et al., 2013; PAZINI et al., 2016a).

4.6.2 Processamento do Tecido

Apo6s serem removidos, os encéfalos foram mantidos por 24 horas em solugao PFA
4% e entdo transferidos para uma solucdo de sacarose 30%. Ap0s a saturacao do tecido em
sacarose, cortes coronais seriados com espessura de 30 um foram obtidos utilizando o
Vibratomo (Series® 1000, St. Louis, MO, USA). As fatias foram coletadas em 1/6 séries e
armazenadas em solucdo tampao fosfato (PBS) contendo 0,5% de azida so6dica e mantidas

em temperatura de 4°C.

4.6.3 Imunofluorescéncia para GFAP

A densidade da proteina 4cida fibrilar glial (GFAP), um marcador astrocitario, foi
avaliada através do ensaio de imunofluorescéncia. Os cortes da regido do hipocampo foram
primeiramente bloqueados com 5% de albumina, diluido em PBS 0,1 M contendo 2% de
Triton X-100, durante 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram
incubados durante a noite a 4°C com o anticorpo de coelho anti-GFAP (Abcam, 1:300,
Ab7260), em 1% de albumina diluido em PBS 0,1 M contendo 0,5% de Triton X-100. Apos
trés lavagens em PBS 0,1 M, os cortes de tecido foram incubados com o anticorpo anti-
coelho Alexa fluor 488 (Invitrogen, 1:1000, A32731) 1% de albumina em PBS 0,1 M
contendo 0,5% de Triton X-100, durante 2 horas a temperatura ambiente, protegidos da luz.
Os cortes foram lavados trés vezes com PBS 0,1 M e, entdo, incubados com DAPI 0,5 pg/mL
em PBS 0,1 M durante 10 minutos. Por fim, os cortes foram novamente lavados trés vezes
com PBS 0,1 M e montados em laminas com meio de montagem ProLong Gold Antifade
cobertos com laminulas. As imagens dos cortes de hipocampo foram capturadas em um

microscopio confocal Orion e examinadas com o software Imagel.

4.6.4 Coloracao hematoxilina-eosina e avaliacio do volume hipocampal
A analise do volume hipocampal foi realizada utilizando fatias dessa regido coradas
com hematoxilina-eosina (HE). Apds montagem das fatias em ladminas gelatinizadas, essas

foram submetidas a dois banhos de xilol puro por 10 minutos, seguidos de sucessivos banhos
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de 5 minutos de 4lcool em concentragdo decrescente (100%-50%) e posterior hidratagio das
amostras com agua. Em seguida, as 1aminas foram incubadas por 5 minutos com o corante
Hematoxilina de Meyer, seguida de lavagem com agua corrente e incubacao de 5 minutos
com Eosina amarelada, seguida de lavagem com dagua corrente. Por fim, sucessivas
desidratacdes das amostras com incubagdes de 2-3 minutos com alcool e xilol foram
executadas. Apos o protocolo de coloragdo, as laminas foram secas em temperatura ambiente
e a laminula foi colocada utilizando como o meio de montagem o Entelan. As imagens foram
capturadas com um escaneador de laminas ZEISS Axio Scan.Z1 (Jena, Alemanha), equipado
com objetivas de 2,5x, 10x, 20x e 40x, com auxilio do programa ZEN Wildfield 2012 Blue
Edition. A area da formagdo hipocampal foi medida em cada se¢do coronal usando o
principio de Cavalieri. O volume foi estimado utilizando a seguinte formula: XA x T X I,
onde XA ¢ a soma das areas de cada regido de interesse (hipocampo total), T ¢ a espessura

da se¢do (30 um), e I ¢ o nimero de intervalos de secao.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados utilizando o software STATISTICA 7.0. Todos os valores
foram expressos como média + erro padrdo da média. Os dados passaram pelo teste de
normalidade de Grubb’s e todos apresentaram uma distribuicdo normal (p>0,05). A
significancia estatistica foi determinada utilizando o teste T de Student para amostras
independentes (nos testes de labirinto em Y modificado e teste de reconhecimento do objeto)
ou analise de variancia (ANOVA) de duas vias quando comparando grupos (campo aberto,
Western Blotting, PCR). Quando analisado apenas um fator experimental (gendtipo ou
cultura celular), ANOVA de uma via foi aplicada. Quando o animal foi exposto ao mesmo
contexto mais de uma vez, ANOVA com medidas repetidas foi utilizada (campo aberto com
consecutivas exposi¢des). Quando adequado, comparacdo entre multiplos grupos foi
realizada através do teste post-hoc de Newman-Keuls. Diferencas entre os grupos foram

consideradas estatisticamente significantes quando p < 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 PERGUNTA EXPERIMENTAL 1: CAMUNDONGOS LDLR-- APRESENTAM
DIFERENCAS SEXUAIS NO DESEMPENHO DE TESTES COMPORTAMENTAIS
DE MEMORIA?

Como primeira etapa neste estudo, foi avaliado o desempenho de camundongos
LDLr-/- machos e fémeas em diferentes testes comportamentais que avaliam memorias
dependentes do hipocampo. A Figura 12 apresenta os efeitos da HF sobre a memoria
espacial, avaliada através dos testes de realocagdao de objeto e labirinto em Y modificado
(Figura 12A e 12B, respectivamente). Foi observado que camundongos LDLr-/- machos e
fémeas apresentaram prejuizos na tarefa de reconhecer o objeto realocado (Figural2 C) e
também o braco novo (Figural2 E e F), indicando um prejuizo na memoria espacial desses
animais. O teste T de Student foi utilizado para a analise dos resultados do teste de realocagao
do objeto e labirinto em Y modificado para determinar se o indice de localizagdo e a
porcentagem de exploragdo diferiam significativamente de um valor tedrico de 50% e 30%,
respectivamente. A ANOVA com medidas repetidas indicou um efeito significativo do fator
repeticdo na locomocdo dos animais no campo aberto [F(2,42)=37,617, p<0,0001],

indicando uma habituagdo ao aparato.

Figura 12. Efeitos da delecdo do LDLr sobre a memoria dependente do hipocampo
em camundongos machos e fémeas.
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Legenda: Para a avaliagdo da memoria espacial dos camundongos C57B16 e LDLr-/- machos e fémeas foi
realizado o teste de realocacdo de objeto (A-C) e o teste do labirinto em Y modificado (D-F). Os valores estdo
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expressos em média + erro padrdo da média (8-12 animais/grupo). *p< 0,05 fator tempo (B), *p<0,05 versus
50% (C), *p<0,05 33% (E ¢ F).
Nesta primeira bateria de testes comportamentais foi avaliada também a locomogao

dos animais no teste do campo aberto utilizando os aparatos quadrangular e circular. A
Figura 13A apresenta o perfil locomotor avaliado no primeiro dia de habituagdo para o teste
de realocacdao de objeto no campo aberto quadrado, enquanto a Figura 13B representa a
locomogao avaliada no campo aberto circular. Neste ultimo, o tempo no centro (Figura 13C)
e numero de entradas no centro (Figura 13D) foram também mensurados. A ANOVA de
duas vias indicou um efeito significante da interacdo genotipo vs. sexo na distancia
percorrida no aparato quadrado [F(1, 35)=4,1970; p=0,04805] e no aparato circular [F(1,
28)=5,6242; p=0,02483], ¢ uma tendéncia no numero de entradas no centro [F(1,
30)=3,6352; p=0,06619]. Posteriormente, o teste pos-hoc de Newman-Keuls revelou que
apenas as fémeas LDLr-/- apresentaram aumento significativo na distancia percorrida
(p<0,05), o que também levou a uma tendéncia ao aumento no nimero de entradas no centro

(p=0,06).

Figura 13. Efeitos da delecio do LDLr sobre a atividade locomotora em
camundongos machos e fémeas.
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Legenda: Para a avaliagdo da atividade locomotora dos animais C57B16 e LDLr-/- machos e fémeas foi
realizado o teste do campo aberto, onde foi avaliado a distancia percorrida no aparato quadrado (A) e no aparato
circular (B), assim como o tempo gasto (C) e o nimero de entradas (D) no centro do aparato. Os valores estdo
expressos em média + erro padrdo da média (8-12 animais/grupo). *p<0,05 comparado com camundongos
C57BL/6 do tipo selvagem do mesmo sexo. #p<0,05 comparado com camundongos LDLr-/- do outro sexo.
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No segundo protocolo comportamental foi avaliado o desempenho dos animais no
teste de realocacdo de objeto e no teste do medo condicionado ao contexto. A figura 14
ilustra os resultados obtidos no teste de reconhecimento de objeto e no teste do medo

condicionado ao contexto (Figura 14A e B, respectivamente).

Na habituagao ao aparato do campo aberto o mesmo perfil hiperlocomotor observado
anteriormente foi reproduzido em camundongos LDLr-/- fémeas (Figura 14C). A ANOVA
de duas vias indicou efeito significante dos fatores genotipo [F(1, 40)=7,4668; p=0,00931]
e sexo [F(1, 40)=21,131; p=0,00004] na atividade locomotora do campo aberto.
Posteriormente, o post-hoc Newman Keuls revelou aumento significativo da locomog¢ao no

grupo LDLr-/- fémeas (p<0,05).

Para avaliacdo da memoéria de reconhecimento (Figura 14D) o teste T de Student foi
utilizado para determinar se o indice de localizacdo e a porcentagem de exploracao diferiam
significativamente do valor teérico de 50%. Os camundongos LDLr-/- machos ndo foram
capazes de reconhecer o objeto novo na sessdo teste, enquanto que as fémeas do mesmo
genotipo ndo apresentaram esse prejuizo. Quando foi avaliada a memoria aversiva de longa
duracdo (Figura 14E), a ANOVA de duas vias indicou um efeito significante dos fatores
genotipo [F(1, 40)=7,8783; p=0,00769] e sexo [F(1, 40)=8,0208; p=0,00721] sobre o tempo
de congelamento na sessao de teste. O teste pos-hoc de Newman-Keuls revelou que
camundongos machos LDLr-/- apresentaram reducdo significativa do tempo de
congelamento em comparagdo aos machos selvagens e em comparagdo as fémeas LDLr-/-
(p<0,05). Adicionalmente, foram também observadas diferencgas significativas no tempo de

congelamento entre os camundongos C57BL6 machos e fémeas (p<0,05).
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Figura 14. Efeitos da delecio do LDLr sobre as memdrias de reconhecimento e
aversiva de longo prazo em camundongos machos e fémeas.
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Legenda: Para avaliagdo da memoria de reconhecimento e a memoria aversiva de logo prazo dos animais
C57BI16 e LDLr-/- machos e fémeas foram realizados os testes de reconhecimento de objeto (A, C e D) e medo
condicionado ao contexto (B e E). Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (10-12
animais/grupo). *p<0,05 comparado com camundongos C57BL/6 do tipo selvagem do mesmo sexo. #p<0,05
comparado com camundongos LDLr-/- do outro sexo. *p<0,05 versus 50%.

5.2 PERGUNTA EXPERIMENTAL 2: A DELECAO DO RECEPTOR LDL LEVA A
REDUCAO DA PLASTICIDADE HIPOCAMPAL EM CAMUNDONGOS MACHOS
E FEMEAS?

Para avaliar se os prejuizos de memoria dependente de hipocampo observados
poderiam ser causados por um prejuizo funcional nesta estrutura, primeiramente foi
realizado o protocolo de eletrofisiologia. Um estimulo de alta frequéncia foi aplicado na via
colateral de Schaffer, na sub-regido CA1 do hipocampo dorsal (Figura 15A), e PEPS foi
claramente reduzido em animais LDLr-/- machos (Figura 15C) e fémeas (Figura 15D)
quando comparado aos animais selvagens do mesmo sexo. O teste T de Student revelou que
slope do PEPS foi significativamente reduzido em camundongos LDLr-/-, tanto em machos

(C) quanto em fémeas (D) (p<0,0001, para ambos).

Ao avaliar a média de resposta de todos os grupos, a ANOVA de duas vias indicou
um efeito significativo no fator interagdo gendtipo vs. sexo [F(1, 40)=69,464; p<0,00001].
Posteriormente, o teste pos-hoc de Newman Keuls indicou uma diferenga sexual tanto entre

os animais selvagens quanto entre os animais LDLr-/-, sendo que as fémeas selvagens
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apresentaram aumento do PEPS quando comparada aos machos selvagens (p<0,05),
enquanto que nas fémeas LDLr-/- a resposta esté significativamente reduzida em relag@o aos

machos do mesmo gendtipo (p<0,05) (Figura 15B).

Figura 15. Efeitos da HF sobre a resposta excitatoria pos-sinaptica no hipocampo de
camundongos machos e fémeas.
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Legenda: Para avaliagdo funcional do hipocampo dos animais C57B16 e LDLr-/- machos e fémeas foi aplicado
o protocolo de eletrofisiologia (A). A média do slope dos 10 tltimos minimos de registro (B) foi utilizada para
comparar todos os grupos. O slope do PEPS foi significativamente reduzido tanto em machos (C) quanto em
fémeas (D). Os valores estdo expressos em média £+ erro padrdo da média (n= 5 animais/grupo). *p<0,05
comparado com camundongos C57BL/6 do tipo selvagem do mesmo sexo. #p<0,05 comparado com
camundongos LDLr-/- do outro sexo.

Além da avaliagdo funcional do hipocampo, foi avaliado o imunocontetdo de
proteinas sinapticas envolvidas com a LTP, ilustradas na figura 16. A ANOVA de duas vias
indicou auséncia efeito (fatores isoladamente ou interacdo genotipo vs. sexo) no
imunoconteudo de sinaptopodina [F(1,28)=0,00550; p=0,94139, Figura 16B] ou de sua
enzima regulatéria aromatase [F(1,24)=0,67943; p=0,41790, Figura 16A]. Quando foi
avaliada a proteina pds-sinaptica PSD95 também ndo foram observadas diferengas
significativas entre os grupos [F(1, 12)=0,42735; p=0,52562, Figura 16D]. Por outro lado, a
ANOVA indicou um efeito significante para a interagao sexo vs. gendtipo no imunocontetido
da proteina pré-sinaptica SNAP25 [F(1,26)=8.9232; p=0,006607, Figura 16C].

Posteriormente, o teste pos-hoc de Neuman Keuls revelou uma redugdo significativa neste
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marcador nos animais LDLr-/- machos (p<0,05) em comparacdo a linhagem controle e a

animais LDLr-/- fémeas.

Figura 16. Efeitos da HF sobre o imunocontetudo de proteinas sinapticas no
hipocampo de camundongos machos e fémeas.
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Legenda: A avaliagcdo do imunocontetdo das proteinas aromatase (A), sinaptopodina (B), SNAP25
(C) e PSDY5 (D) no hipocampo dos animais C57B16 e LDLr-/- machos e fémeas foi realizada através
da técnica de Western Blotting. Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (4-8
animais/grupo). *p<0,05 comparado com camundongos C57BL/6 do tipo selvagem do mesmo sexo.
#p<0,05 comparado com camundongos LDLr-/- do outro sexo.

Para investigar a influéncia do LDLr em neur6nios sobre a expressdo de proteinas
sinapticas, foi induzida a redugdo na expressao de LDLr utilizando a técnica de siRNA em
cultura primaria de neur6nios. A ANOVA de uma via, seguida do teste pos-hoc de Newman
Keuls indicou um efeito significante do tratamento com siLDLr, levando a uma redugdo na

expressdo do receptor LDLr de 25% em neurénios imaturos [F(2, 6)=11,299; p=0,00924,
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Figura 17A e C], e 45% em neuronios maduros [F(2, 3)=263,04; p=0,00043, Figura 17B ¢
G]. A ANOVA de uma via indicou auséncia de efeito da redugdo da expressdo do LDLr
sobre o imunoconteudo das proteinas sinapticas ARC [F(2, 6)=1,2131; p=0,36103], SNAP25
[F(2, 6)=2,6266; p=0,15158] e PSD95 [F(2, 6)=2,1985, p=0,19219] em neurdnios imaturos
(Figura 17D, E e F, respectivamente). Resultados semelhantes foram obtidos em neurdnios
maduros: ARC [F(2, 6)=2,9145; p=0,13050], SNAP25 [F(2, 6)=0,11830; p=0,89046] ¢
PSDO95 [F(2, 6)=0,20814; p=0,81772] (Figura 17H, I e J, respectivamente).

Figura 17. Efeito da reducdo da expressio do LDLr sobre a expressiao génica de
proteinas sinapticas em cultura primaria de neuronios de camundongos.
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Legenda: Efeitos do tratamento de cultura primaria de neurdnios com siRNA no dia in vitro 1 (A) e no dia in
vitro 7 (B) sobre a expressao de proteinas sindpticas ARC (D e H), SNAP25 (E e I) e PSD95 (F e J). Os valores
estdo expressos em média + erro padrao da média (n bioldgico = 3 animais/tratamento). *p< 0,05 em relacdo

ao grupo controle.

5.3 PERGUNTA EXPERIMENTAL 3: A ATIVACAO ASTROCITARIA E A ATROFIA
HIPOCAMPAL ESTAO RELACIONADAS COM OS PREJUIZOS COGNITIVOS
OBSERVADOS EM CAMUNDONGOS LDLR-/- MACHOS E FEMEAS?

Com o proposito de avaliar se a ativacdo astrocitaria poderia ser um dos fatores
envolvidos na disfungdo de memoria em ambos os sexos, foi analisada a expressdao da

proteina glial fibrilar acida (GFAP), um marcador de astrogliose, especificamente na regiao
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CA1 do hipocampo. A figura 18 ilustra o percentual de area marcada com GFAP. A ANOVA
de duas vias indicou efeitos significantes dos fatores gendtipo [F(1, 20)=6,0708;
p=0,022930] e sexo [F(1, 20)=11,489; p=0,00291] no percentual de area marcada com
GFAP. Posteriormente, o teste pos-hoc de Newman Keuls revelou que camundongos machos
e fémeas LDLr-/- apresentam um aumento significativo na imunomarcagao para GFAP no
hipocampo em relagdo aos seus controles selvagens (p<0,05, Figura 18B). Além disso, foi
observada uma diferenca significativa entre os sexos, sendo que as fémeas LDLr-/-
apresentaram reducdo neste parametro em comparagao aos machos do mesmo genotipo

(p<0,05).

Figura 18. Efeitos da HF sobre a ativacio astrocitaria na regiao CA1 do hipocampo
de camundongos machos e fémeas.
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Legenda: Para avaliagdo da ativagdo astrocitaria dos animais C57B16 e LDLr-/- machos e fémeas, foi realizado
os a marcagdo com GFAP na regido CA1 do hipocampo (A). Foi utilizado o percentual da area marcada como
parametro de densidade de marcagdo (B). Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (6
animais/grupo) *p<0,05 comparado com camundongos C57BL/6 do tipo selvagem do mesmo sexo. #p<0,05
comparado com camundongos LDLr-/- do outro sexo.

Adicionalmente, foi avaliado se os prejuizos de memoria poderiam estar relacionados
com uma atrofia da regido hipocampal, sendo realizada a técnica coloragdo hematoxilina-
eosina e calculou-se o volume desta estrutura utilizando o principio de Cavalieri. A ANOVA
de duas vias indicou auséncia de diferencgas significativas entre os grupos [F(1, 17)=0,41504;

p=0,52802, Figura 19].
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Figura 19. Efeitos da HF sobre o volume do hipocampo de camundongos machos e
fémeas.

A)

Ventral Intermediaria Dorsal

B) 8+ [J Selvagem = LDLr-/-
©
£
N
g '
5 4 T
o
2
K=
g 21
=
o
>
0-
Macho Fémea

Legenda: Para avaliagdo do volume hipocampal dos animais C57B16 e LDLr-/- machos e fémeas, foi realizado
a coloracdo de hematoxilina-eosina (A) e o volume hipocampal foi estimado através do principio de Cavalieri
(B) Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (4-6 animais/grupo).

5.4 PERGUNTA EXPERIMENTAL 4: O 27-HIDROXICOLESTEROL REPRESENTA A
CONEXAO ENTRE OS ALTOS NIVEIS PERIFERICOS DE COLESTEROL E AS
ALTERACOES CEREBRAIS E COMPORTAMENTAIS OBSERVADAS EM
CAMUNDONGOS LDLR-/- MACHOS E FEMEAS?

A figura 20 ilustra os niveis de colesterol e de 27-OH (avaliados em grupos
independentes de animais) em camundongos machos e fémeas das linhagens controle e
LDLr-/-. A ANOVA indicou efeito significante do fator genotipo [F(1, 17)=83,82; p<0,05]
nos niveis de colesterol total e um efeito significante do fator interacdo gendtipo vs. sexo
[F(1, 26)=14,083; p=0,00089] nos niveis de 27-OH. A analise pos-hoc de Newman-Keuls
revelou que ambos sexos apresentaram aumento significativo nos niveis de colesterol total
(cerca de 2-3x superiores) do que os animais selvagens (p<0,05, Figura 20A), um resultado
jé& esperado para esse modelo animal. Entretanto, quando analisamos os niveis do metabdlito
27-OH, ocorreu um aumento significativo apenas nas fémeas LDLr-/- (p<0,05, Figura 20B).
Esse resultado sugere a existéncia de diferengas quanto ao sexo no metabolismo periférico

do colesterol.
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Figura 20. Concentracio plasmatica de colesterol total e 27-OH em camundongos
machos e fémeas LDLr-/-.
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Legenda: Efeitos do modelo de HF nos niveis periféricos de colesterol (A) e 27-OH (B) em camundongos
C57Bl6 e LDLr-/- machos e fémeas de 4-5 meses de idade. Os dados estdo representados como média = EPM.
(n=5-8 animais/grupo) *p<0,05 comparado com camundongos C57BL/6 do tipo selvagem do mesmo sexo.
#p<0,05 comparado com camundongos LDLr-/- do outro sexo.

O cérebro possui um mecanismo efetivo para elimina¢do do excesso de 27-OH através
da sua metabolizagdao a 7-HOCA pela agao da enzima CYP7B1. Entretanto, até o0 momento
nao se sabe exatamente quais sdo os efeitos desse metabodlito no SNC. Diante da diferenga
nas concentragdes periféricas previamente observada, investigamos se a metabolizacao

cerebral do 27-OH poderia diferir entre os sexos.

5.5 PERGUNTA EXPERIMENTAL 5: OS ALTOS NIiVEIS CIRCULANTES DE 27-
HIDROXICOLESTEROL CAUSAM DIFERENTE IMPACTO NA HOMEOSTASE
CEREBRAL DO COLESTEROL EM CAMUNDONGOS MACHOS E FEMEAS?

Esta questdo foi respondida utilizando animais com a expressdo aumentada da
CYP27A1 (CYP27A1Tg). Uma vez que a CYP27AT1 converte o colesterol em 27-OH, os
camundongos transgénicos CYP27A1Tg apresentam concentracdes 3-5 vezes maiores do
metabolito 27-OH na circulagdo quando comparados a animais ndo mutados (283 + 11 x 48
+ 2 ng/mL, respectivamente), uma caracteristica reproduzida tanto em machos quanto em
fémeas (MEIR et al., 2002). Foi avaliada a expressao génica da enzima CYP7B1 no cortex
pré-frontal e hipocampo (Figura 21A e B), duas regides importantes para o processamento
de memorias, em camundongos C57Bl6 e CYP27A1Tg comparando machos e fémeas. A
ANOVA indicou um efeito significante da interacdo genotipo vs. sexo [F(1, 13)=7,7735;
p=0,01538] no hipocampo e efeito significante do gendtipo [F(1, 14)=11,437; p=0,00447]
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no cortex pré-frontal. Posteriormente, o teste post-hoc de Newman-Keuls indicou um
aumento significativo da expressdo da CYP7B1 apenas nos animais CYP27A1Tg machos,
tanto no hipocampo (p<0,05) quanto no cortex-pré-frontal (p<0,05).

Figura 21. Expressiao génica da enzima CYP7B1 no cérebro de camundongos machos
e femeas CYP27A1.
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Avaliagdo da expressdo génica de CYP7B1 no hipocampo (A) e cortex pré-frontal (B) em camundongos
C57Bl6 e CYP27A1Tg machos e fémeas de 4-5 meses de idade. Os dados estdo representados como média +
EPM. (n=4-5 animais/grupo). *p<0,05 comparado com camundongos C57BL/6 do tipo selvagem do mesmo
sexo. #p<0,05 comparado com camundongos CYP27A1Tg do outro sexo.

Diante da diferenca sexual observada na metabolizagdo do 27-OH no cérebro,
avaliamos se a expressao de genes relacionados a homeostase de colesterol no cérebro estaria
sendo afetada por essas diferencas. Para isto, foi avaliada expressdo dos genes SREBP1 e
SREBP2 envolvidos no controle da expressdo do receptor LDL e expressos nos astrocitos.
No hipocampo, a ANOVA indicou efeito significante da interacdo genétipo vs. sexo para
SREBP1 [F(1, 15)=12,244; p=0,00323, Figura 22A] e para SREBP2 [F(1, 15)=7,8037;
p=0,01364, Figura 22B]. Posteriormente, o teste post-hoc de Newman-Keuls revelou um
aumento na expressdo destes marcadores no hipocampo e cortex pré-frontal em machos
CYP27A1Tg (Figura 22A e B, p<0,05). No cortex pré-frontal, a ANOVA indicou auséncia
de efeito para o na expressio de SREBP1 [F(1, 3)=0,38982; p=0,57665], ¢ um efeito
significante do fator gendtipo na expressdao do SREBP2 [F(1, 16)=15,933, p=0,00105]. O
teste post-hoc de Newman-Keuls revelou aumento na expressao do SREBP2 em fémeas

CYP27A1Tg (Figura 22D, p<0,05).
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Figura 22. Expressio génica do fator de transcricio SREBP1 e SREBP2 no cérebro
de camundongos machos e femeas CYP27A1Tg.
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Avaliagao da expressdo génica de SREBP1 (A e C) e SREBP2 (B e D) no hipocampo (A e B) e cortex pré-
frontal (C e D) em camundongos C57Bl6 e CYP27A1Tg machos e fémeas de 4-5 meses de idade. Os dados
estdo representados como média = EPM. (n=4-5 animais/grupo). *p<0,05 comparado com camundongos
C57BL/6 do tipo selvagem do mesmo sexo. #p<0,05 comparado com camundongos CYP27A1Tg do outro
Sexo.

Foi avaliado também a expressao dos genes que controlam os receptores nucleares
LXR a e B. Esses receptores medeiam a ativagao de outros genes que controlam o efluxo de
colesterol a partir dos astrécitos para os neurdnios, como dos transportadores ABCAI e
ABCA2 e da ApoE (MOUZAT et al., 2019). A ANOVA indicou auséncia de diferencas
significativas sobre a expressao LXRa no hipocampo [F(1, 15)=2,3204; p=0,14849, Figura
23A] e no cortex pré-frontal [F(1, 16)=0,19985; p=0,66084, Figura 23C], bem como para a
expressdao de LXRp no hipocampo [F(1, 15)=1,6186; p=0,22265, Figura 23B] e no cortex
pré-frontal [F(1, 16)=1,9804; p=0,17848, Figura 23D].
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Figura 23. Expressiao génica de LXRa e LXRp no cérebro de camundongos machos e
femeas CYP27A1.
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Avaliagao da expressdo génica de LXRa (A e C) e LXRp (B e D) no hipocampo (A e B) e cortex pré-frontal
(C e D) em camundongos C57B16 ¢ CYP27A1Tg machos ¢ fémeas de 4-5 meses de idade. Os dados estdo
representados como média = EPM. (n=4-5 animais/grupo).

A seguir, foi avaliada a expressdo de genes para receptores responsaveis pela
captagdo de colesterol proveniente dos astrocitos pelos neurdnios. Primeiramente no
hipocampo, a ANOVA de duas vias indicou auséncia de efeito significante da interagao
genotipo vs. sexo [F(1, 16)=0,38711; p=0,54259, Figura 24A]. Por outro lado, no cortex pré-
frontal foi observado um efeito significante da interacao dos dois fatores [F(1, 16)=16,146;
p=0,0002, Figura 24B]. O teste post-hoc de Newman-Keuls indicou um aumento na
expressao do gene do LRP1 em camundongos CYP21A1 fémeas no cortex pré-frontal

(p<0,05, Figura 24B).



76

Figura 24. Expressao génica de LRP1 no cérebro em camundongos machos e fémeas
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Avaliacao da expressdo génica do LRP1 (A) no hipocampo e cortex pré-frontal (B) em camundongos C57Bl6
e CYP27A1Tg machos e fémeas de 4-5 meses de idade. Os dados estdo representados como média + EPM. .
(n=4-5 animais/grupo). *p<0,05 comparado com camundongos C57BL/6 do tipo selvagem do mesmo sexo.
#p<0,05 comparado com camundongos CYP27A1Tg do outro sexo.

Adicionalmente, a ANOVA indicou efeito significante do fator gendtipo no
hipocampo [F(1, 16)=9,4362; p=0,00730, Figura 25A] e cortex pré-frontal [F(1, 16)=12,952;
p=0,00240, Figura 25E] para a expressao génica do LDLr. O teste post-hoc de Newman-
Keuls revelou um aumento na expressao do LDLr tanto em machos quanto em fémeas
CYP27A1Tg nas duas regides avaliadas (Figura 25A e E). Contudo, quando analisado o
imunoconteudo do receptor, a analise ANOVA de duas vias indicou auséncia de efeito para
o precursor [F(1, 16)=,17521, p=0,68108, Figura 25B e D] e para a taxa de maturacao [F(1,
16)=,03516, p=0,85363, Figura 25C e D].
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Figura 25. Expressiao génica e imunoconteiido do LDLr no cérebro de camundongos
machos e fémeas CYP27A1.
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Avaliagao da expressdo génica do LDLr (A) no hipocampo e cortex pré-frontal (E) e do imunocontetudo
hipocampal do precursor do LDLr (B e D) bem como a taxa de maturagdo (C e D) em camundongos C57B16
e CYP27A1Tg machos e fémeas de 4-5 meses de idade. Os dados estdo representados como média + EPM.
(n=4-5 animais/grupo). *p<0,05 comparado com camundongos C57BL/6 do tipo selvagem do mesmo sexo.

Posteriormente, foi realizado o tratamento de cultura primaria de neurénios com 1
uM de 27-OH. A concentragdo de 27-OH, bem como o tempo de tratamento e coleta das
células foi determinada com base no estudo de Merino-Serrais e colaboradores (2019), com
algumas modificac¢des. Neste estudo, foi observado que esta concentragdo € suficiente para
induzir prejuizos sindpticos e alteragdes morfoldgicas neuronais (MERINO-SERRALIS et al.,
2019). Com o objetivo de confirmar os achados in vivo, foi avaliado o efeito desse
tratamento sobre a expressdo dos receptores LDLr e LRP1 (Figura 26A e B,
respectivamente). Adicionalmente, avaliamos também a expressdo da enzima responsavel
pela conversdo do 27-OH em 7-HOCA, a CYP7B1 (Figura 26C). A ANOVA de uma via
indicou efeito significante do tratamento com 27-OH sobre a expressdo do LDLr [F(2,
6)=8,3142; p=0,01864] e do LRP1 [F(2, 6)=17,252, p=0,00325]. Concomitantemente, nesse
mesmo grupo experimental, um aumento na expressao da enzima CYP7B1 [F(2, 6)=14,832,

p=,00476] CYP7B1 também foi observado, indicando a metabolizagdo do 27-OH.
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Figura 26. Expressiao génica do LDLr, LRP1 e CYP7B1 em cultura priméaria de
neuronios tratados com 27-OH.
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Avaliagdo da expressdo génica do LDLr (A) LRP1 (B) e da enzima CYP7BI1 (C) em cultura primaria de
neurdnios tratadas com 1uM de 27-OH. Os dados estdo representados como média + EPM. (n bioldgico = 3
animais/tratamento). *p<0,05 comparado com o grupo ndo tratado e com o controle DMSO.

Investigou-se também o possivel envolvimento do 7-HOCA como mediador dos
efeitos do 27-OH sobre 0 a homeostase do colesterol no cérebro de machos. Para isso, foram
utilizados animais nocaute para a enzima CYP7B1. Esses animais, quando comparados aos
animais selvagens, apresentam altas concentragdes de 27-OH no plasma (4 ng/mL x 1
ng/mL) e no cérebro (4,5 ng/mg x 0,5 ng/mg), ja a producdo de 7-HOCA ¢ drasticamente
reduzida (MELJON et al., 2019).

Quando avaliamos os genes envolvidos na homeostase do colesterol, a ANOVA
indicou auséncia de efeitos significantes para o genotipo sobre a expressao de SREBP1 [F(1,
8)=2,6383, p=0,1429, Figura 27A] e SREBP2 [F(1, 8)=0,53078; p=0,48706, Figura 27B] no
hipocampo. Resultados semelhantes foram observados para a expressdo de SREBP1 [F(1,
3)=0,38982, p=0,57665, Figura 27C] e SREBP2 [F(1, 3)=0,08372, p=0,79116, Figura 27D]

no cortex pré-frontal.
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Figura 27. Expressao génica do fator de transcricio SREBP1 e SREBP2 no cérebro
de camundongos nocaute para a CYP7B1 machos.
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Avaliagao da expressdo génica de SREBP1 (A e C) e SREBP2 (B e D) no hipocampo (A e B) e cortex pré-
frontal (C e D) em camundongos C57BI6 e nocaute para CYP7B1 machos 5 meses de idade. Os dados estdo

representados como média £ EPM. (n = 2-5 animais/grupo).

Quando avaliamos genes que controlam a expressdo de LXRa e § no hipocampo, a

analise de ANOVA de uma via indicou efeito significante do gendtipo para a expressao do
LXRa [F(1, 10)=10,823, p=0,00815, Figura 28A] e auséncia de efeito para LXRp [F(1,
10)=0,56112, p=0,47106, Figura 28B]. No cortex pré-frontal, ANOVA indicou auséncia de
efeito para o LXRa [F(1, 4)=2,2358, p=0,20917, Figura 28C] e LXRp [F(1, 2)=5,9722,

p=0,13448, Figura 28D].
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Figura 28. Expressiao génica do fator do gene LXRa e LXRp no cérebro de
camundongos nocaute para a CYP7B1 machos.
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Avaliag@o da expressdo génica de LXRa (A e C) e LXRp (B e D) no hipocampo (A e B) e cortex pré-frontal
(C e D) em camundongos C57Bl6 e nocaute para CYP7B1 machos 5 meses de idade. Os dados estdo
representados como média £ EPM. (n = 2-5 animais/grupo). *p<0,05 comparado com camundongos C57BL/6
do tipo selvagem.

Quando avaliamos os receptores que captam colesterol para o interior dos neurdnios,
a ANOVA de uma via indicou auséncia de efeitos significantes do genotipo sobre a
expressao de LDLr [F(1, 8)=2,3225; p=0,16602, Figura 29A] e LRP1 [F(1, 8)=1,2055;
p=0,30416, Figura 29A] no hipocampo. Resultados semelhantes foram observados para a
expressao do LDLr [F(1, 3)=5,1142; p=0,10878, Figura 29C] e LRP1 [F(1, 3)=1,4810;
p=0,31062, Figura 29D] no cortex pré-frontal.
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Figura 29. Expressiao génica do fator do gene LDLr e LRP1 no cérebro de
camundongos nocaute para a CYP7B1 machos.
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Avaliagdo da expressao génica de LDLr (A e C) e LRP1 (B e D) no hipocampo (A e B) ¢ cortex pré-frontal (C
e D) em camundongos C57BI16 e nocaute para CYP7B1 machos 5 meses de idade. Os dados estdo representados
como média = EPM. (n = 2-5 animais/grupo).
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6. DISCUSSAO

Nas ultimas duas décadas uma crescente linha de evidéncias tem suportado que
distarbios no metabolismo do colesterol poderiam ser um gatilho precoce para o surgimento
de alteragdes do funcionamento do SNC, culminando com o desenvolvimento de deméncia
ou da doenca de Alzheimer (LOERA-VALENCIA et al., 2019; PAPPOLLA et al., 2003).
Nesta perspectiva, a HF ¢ um distarbio do metabolismo do colesterol altamente prevalente
em todo o mundo que possibilita estudar os efeitos da exposi¢do prolongada a altos niveis
de colesterol no SNC desde o nascimento (MYTILINAIOU et al., 2018). Na sua primeira
descricdo realizada em 1938, a HF foi caracterizada pela alta taxa de doencas
cardiovasculares, especialmente o infarto agudo do miocardio em pacientes muito jovens
(MULLER, 1938). Somente em 2008 foi reportado pela primeira vez os efeitos da HF sobre
a memoéria (CRUZ-SANCHEZ et al.,, 2008). Estes achados foram posteriormente
confirmados em um estudo publicado por Zambon e colaboradores (2010), o qual
demonstrou que portadores de HF de meia-idade apresentaram uma elevada incidéncia de
comprometimento cognitivo moderado em comparagdo com individuos controle (ZAMBON
et al.,, 2010). Além disso, o comprometimento cognitivo ocorre precocemente nesses
pacientes, surgindo antes dos 50 anos de idade (ARIZA et al., 2016; SUAREZ BAGNASCO,
2017).

Um padrao distinto ¢ observado quando se olha para as duas principais consequéncias
da HF em relagdo ao sexo. Quanto ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares, homens
portadores de HF sdo mais susceptiveis do que mulheres (COUTINHO et al., 2021; PEREZ
GARCIA, 2018), apesar de que em um amplo estudo clinico com criangas e adolescentes (0-
19 anos) portadoras de HF foi demonstrado que os individuos do sexo feminino apresentam
maiores niveis de colesterol total e LDL do que os do sexo masculino (HOLVEN et al.,
2018). Por outro lado, quando se trata de deméncias e da doenga de Alzheimer, as mulheres
apresentam maior prevaléncia do que homens (BEAM et al., 2018; VINA; LLORET, 2010).
Apesar da dualidade observada, ndo existem estudos em humanos investigando possiveis
diferengas entre homens e mulheres quanto ao impacto da HF sobre a memoria.

E importante destacar que na populagio em geral, as mulheres que se encontram em
estagio pré-menopausa também apresentam menor incidéncia de doencgas cardiovasculares,
quando comparadas a homens da mesma idade. Porém, a queda dos niveis de estrogénio
apds a menopausa ¢ a associada ao aumento do risco para tais doencgas, ao passo que a

reposicao destes hormonios precocemente, no periodo pés-menopausa, previne esse evento
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(CHELLA KRISHNAN; MEHRABIAN; LUSIS, 2018; SPETH et al., 2018). De maneira
similar, a piora cognitiva também surge com a queda dos niveis de estrogénio e pode ser
prevenida ou amenizada pela reposi¢ao do mesmo (CLEGG et al., 2017; IMTIAZ et al.,
2017). De fato, existem diversos estudos apontando o estrogénio como um fator
neuroprotetor (MERCHENTHALER; DELLOVADE; SHUGHRUE, 2003). Contudo,
conforme reportado por Ariza (2016) e Suarez Bagnasco (2017), o declinio cognitivo nos
portadores de HF inicia-se precocemente (antes dos 50 anos), precedendo o periodo do
decaimento hormonal.

No que diz respeito a estudos pré-clinicos, o0 modelo animal de dele¢do do receptor
LDL tem sido amplamente utilizado como ferramenta para o estudo dos efeitos da HF no
cérebro, especialmente da sua relagcdo com prejuizos no aprendizado e na memoria. Estudos
utilizando camundongos LDLr-/- machos mostraram prejuizos de aprendizagem, memoria
espacial e aversiva, sendo este efeito independente da dieta (padrdo x hipercolesterolémica)
e da idade (jovens x idosos) (MOREIRA et al., 2012b, 2013; MULDER et al., 2004; WANG
et al., 2014). Entretanto, conforme apresentado na secao de Introducdo desta tese, poucos
trabalhos utilizaram fémeas para avaliar tais parametros, tdo pouco investigaram possiveis
diferengas entre os sexos. Neste sentido, a primeira pergunta respondida nesta tese foi:
Camundongos LDLr-/- apresentam diferencas sexuais no desempenho de testes
comportamentais de memoria?

Para responder esta questao foram realizadas duas baterias de testes comportamentais
visando a avaliacdo de diferentes tipos de memoria. No primeiro protocolo, os animais
LDLr-/- machos e fémeas ndo foram capazes de reconhecer o objeto realocado ou o brago
novo nos testes de realocagdo de objetos e labirinto em Y modificado, respectivamente. Os
resultados obtidos nestes testes mostram, de maneira qualitativa, que os animais LDLr-/- de
ambos sexos nao foram capazes de lembrar da localizacao dos objetos ou do ambiente que
haviam sido previamente expostos, diferente dos animais selvagens que foram capazes de
desempenhar satisfatoriamente estas tarefas. Ja no segundo protocolo comportamental foi
observado que apenas camundongos machos LDLr-/- apresentaram prejuizos na memoria de
reconhecimento, pois nao foram capazes de reconhecer o objeto novo no teste de
reconhecimento de objeto, enquanto que fémeas do mesmo gendtipo e os animais da
linhagem controle ndo apresentam este prejuizo. Ao avaliar a memoria aversiva de longa
duragdo, observou-se que os camundongos machos LDLr-/- ndo foram capazes de lembrar
do choque aplicado naquele contexto, em relacao aos animais selvagens machos. De maneira

interessante, as fémeas apresentaram um menor tempo de congelamento em relagdo aos
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machos, sendo que a mesma diferenca sexual foi previamente descrita por Hwang e
colaboradores no teste de medo condicionado ao contexto em animais selvagens (HWANG
et al., 2010).

Este conjunto de resultados comportamentais corroboram estudos clinicos que
descrevem prejuizo precoce de memoria em pacientes com HF (ARIZA et al., 2016;
ZAMBON et al., 2010). Além disso, confirmam resultados prévios que demonstraram o
desenvolvimento precoce de comprometimento cognitivo em animais LDLr-/- adultos
jovens (3-6 meses de idade) (DE OLIVEIRA et al., 2011, 2013; ENGEL et al., 2019;
MOREIRA et al., 2012b, 2014).

De maneira geral, os testes do primeiro protocolo sdo utilizados para avalia¢do de
memorias dependentes de hipocampo (ASSINI; DUZZIONI; TAKAHASHI, 2009;
FERGUSON; SAPOLSKY, 2007), especialmente da regido CA1 do hipocampo dorsal, que
esta sabidamente envolvida com a consolidacdo de memorias espaciais (HARLAND et al.,
2021). Neste aspecto, observou-se no presente trabalho que o modelo animal de HF utilizado
¢ caracterizado por prejuizos de memorias espaciais de maneira independente do sexo, sendo
que estes prejuizos estdo associados tanto aos efeitos deletérios da hipercolesterolemia
quanto a delecao do receptor LDL. Destaca-se que em testes como o medo condicionado ao
contexto e o reconhecimento de objeto, que envolvem outras areas cerebrais além do
hipocampo, como o cortex pré-frontal e o cortex pré-limbico (DA SILVA et al., 2020;
TANIMIZU; KONO; KIDA, 2018), apenas camundongos LDLr-/- machos apresentaram
prejuizos. Estes resultados nos levam a especular que estas dreas seriam menos
comprometidas ou seriam afetadas mais tardiamente em animais LDLr-/- fémeas, sendo que
estudos adicionais s30 necessarios para investigar esta importante questo.

Cabe destacar uma diferenca sexual que foi reproduzida nos dois protocolos
comportamentais, a hiperlocomolo¢do das fémeas LDLr-/-. O aumento da atividade
locomotora ¢ evidente tanto em relagdo ao grupo dos animais selvagens quanto em relagao
aos camundongos LDLr-/- machos. Estes resultados estdo de acordo com resultados prévios
do nosso grupo de pesquisa avaliando a atividade locomotora de camundongos LDLr-/-
fémeas com 3 meses de idade (SZCZEPANIK et al., 2016). Essa clara diferenca
comportamental observada entre camundongos machos e fémeas da linhagem LDLr-/-
indica que diferentes regides cerebrais (como o estriado e o cortex pré-frontal) envolvidas
com o controle motor podem ser afetadas de maneira diferente em cada sexo numa situagao

de hipercolesterolemia.
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Existem estudos prévios relatando que camundongos LDLr-/- machos (3-5 meses de
idade) também apresentaram hiperlocomoc¢do quando comparados aos controles selvagens.
Contudo, Oliveira et al. (2020) e Elder et al. (2008) mostraram que essa hiperlocomogao ¢
exacerbada por uma dieta rica em colesterol, indicando que esse efeito pode ser relacionado
aos niveis de colesterol (DE OLIVEIRA et al., 2020a; ELDER et al., 2008). Enquanto que,
De Paula e colaboradores (2020) ndo observaram alteracdo na atividade locomotora no
campo aberto ou na laténcia para a queda no teste do rotarod em camundongos LDLr-/-
machos (DE PAULA et al., 2020). A atividade locomotora ¢ controlada por muitas areas
cerebrais além do hipocampo (BEVAN, 2021) e que ndo foram exploradas aqui, o que ¢ uma
limitagdo deste trabalho. Desta forma, a investigacdo de possiveis alteracdes cerebrais
relacionadas com a diferenca sexual observada na atividade locomotora devera ser melhor
explorada em estudos futuros.

Com base nas respostas comportamentais obtidas a partir da primeira pergunta desse
estudo, fica claro que o hipocampo ¢ uma regido comprometida em ambos 0s sexos no
presente modelo de HF. Os mecanismos do padrao de separacdo de memoria espacial e
temporal dependem de modificagdes nas sinapses pré-existentes na via colateral de Schaffer
na regido CA1 apos a aplicacdo de estimulos de alta frequéncia (BLISS; COLLINGRIDGE;
MORRIS, 2014; BLISS; GARDNER-MEDWIN, 1973; CAJIGAS; WILL; SCHUMAN,
2010; GILBERT; KESNER; LEE, 2001; POO et al., 2016). Baseado nessa premissa surgiu
a segunda pergunta desta tese: A dele¢do do receptor LDL leva a redu¢do da plasticidade
hipocampal em camundongos machos e fémeas?

Os resultados do presente estudo sdo pioneiros em demonstrar que os prejuizos de
memoria de camundongos LDLr-/- machos e fémeas sdo acompanhados por reducdo da
resposta ao protocolo de LTP aplicado na via colateral de Schafer no hipocampo. Esse
prejuizo funcional pode estar relacionado a auséncia do receptor LDL no cérebro desses
animais, o que pode levar a uma captacdo ineficiente de colesterol para os neuronios, e
redugio do colesterol intracelular (BORRONI; VALLES; BARRANTES, 2016).
Construindo essa linha de evidéncia, ja foi demonstrado que a indug¢dao do efluxo do
colesterol a partir de neurénios hipocampais (KOUDINOV; KOUDINOVA, 2001), assim
como redugdo de colesterol no cérebro em modelos animais genéticos senescéncia precoce
(por exemplo, senescent-accelerated mice strain 8 -SAMP8) (PEREZ-CANAMAS et al.,
2016) reduz significativamente a resposta pos-sindptica apds o estimulo da LTP.

Por outro lado, na hipercolesterolemia esporadica, onde ha altos niveis de colesterol

circulante, porém uma expressao normal do receptor LDL, também ¢ observado prejuizo na
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transmissdo sinaptica da via colateral de Schafer associado ao dano cognitivo (HWANG et
al., 2010). Do mesmo modo, niveis 2-3x superiores de colesterol sdo encontrados nos
animais LDLr-/- desde o nascimento (ISHIBASHI et al., 1993). Apesar do colesterol em
condi¢gdes normais nao ser capaz de cruzar a BHE, tanto a hipercolesterolemia esporadica
(KALAYCI et al., 2009) como a HF (DE OLIVEIRA et al., 2020a) podem causar aumento
na permeabilidade da BHE em animais jovens, o que pode levar ao acaimulo de colesterol
nos neurdnios piramidais localizados na regiao CA1 (BUKIYA et al., 2017). Logo, essas
evidéncias apontam que um desbalanco (positivo ou negativo) das concentragdes
intracelulares do colesterol podem comprometer as fun¢des neuronais.

Cabe destacar que uma diferenga no padrdo de resposta a LTP foi observada entre os
sexos nos animais selvagens. As fémeas selvagens apresentam um aumento no PEPS quando
comparado com os machos selvagens. Isso pode ser explicado porque principalmente
durante a fase proestro, quando ocorre um aumento da liberagdo de estrogénio, ocorre um
aumento significativo (30% superior em comparacao a fase estro) da densidade de espinhos
dendriticos em neuronios piramidais na regido CAl em comparagdo aos machos
(MURAKAMLI, et al 2006), o que pode explicar uma maior eficiéncia sinaptica. No presente
trabalho, ndo foi avaliado o periodo do ciclo em que as fémeas se encontravam no dia do
experimento de eletrofisiologia, logo, assume-se que ha esse viés. Contudo, isso reflete uma
variacdo naturalmente presente quando se avalia fémeas, e mesmo com essa variagdo
inerente ao sexo, foi possivel observar diferengas em relagao aos machos selvagens.

E sabido que a LTP ocorre mediante alteragdes a nivel molecular e na maquinaria
estrutural nos neurdnios (NICOLL, 2017; POO et al., 2016). Neste sentido, na busca por
alteracdes moleculares subjacentes aos prejuizos cognitivos e de plasticidade sindptica
observados nos animais LDLr-/- avaliou-se o imunoconteido hipocampal de algumas
proteinas envolvidas na plasticidade sinaptica. Foi observada uma reducdo nos niveis da
proteina pré-sinaptica SNAP25 somente em machos, apesar dos prejuizos funcionais na
plasticidade hipocampal terem sido observados em ambos os sexos. Porém, deve ser
mencionado que no presente estudo foi quantificada a SNAP25 total, que ¢ composta por
duas isoformas. A isoforma “a” estd relacionada com o processo de sinaptogénese e
crescimento axonal e ¢ dominante durante o desenvolvimento, enquanto que a isoforma “b”
¢ predominante durante a idade adulta e estd envolvida com a estabiliza¢do do aparato de
liberacdao de vesiculas sindpticas (BARK et al., 1995). Foi demonstrado que animais com
delecdo da SNAP25b apresentam reducao da magnitude de resposta a LTP, mesmo sem

alteracdo no conteudo total dessa proteina (IRFAN et al., 2019). Adicionalmente, nesse
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mesmo estudo foi demonstrado que camundongos fémeas selvagens jovens apresentam
predominancia na isoforma “a” em relacdo aos machos, indicando um atraso na
maturacao/troca da isoforma “a” (presente no desenvolvimento) para a isoforma “b” (IRFAN
et al., 2019). Portanto, estas diferencas no balango entre as isoformas da SNAP25 poderia
ser uma das explicagdes para o fato das fémeas LDLr-/- ndo apresentarem alteragdes no
imunoconteudo total de SNAP25, diferentemente dos machos, apesar de apresentarem
reducao dos PEPS.

A sinaptopodina ¢ uma proteina associada a actina e principalmente encontrada em
espinhos dendriticos maduros (DELLER et al., 2000) e ¢ regulada pela enzima aromatase
(FESTER et al., 2017). Outra proteina aqui avaliada foi a PSD95, uma proteina de
ancoramento de receptores que ¢ amplamente distribuida na por¢cdo pos-sindptica e €
responsavel por manter a eficiéncia sindptica (BEIQUE; ANDRADE, 2003). No presente
estudo, apesar dos prejuizos comportamentais e de plasticidade sinaptica observados no
modelo animal de HF, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos
experimentais no imunoconteudo das proteinas supracitadas. Estes resultados obtidos em
experimentos ex vivo foram corroborados por estudos in vitro. A dele¢ao parcial do LDLr
especifica em neurdnios (sejam maturos ou imaturos) ndo alterou a expressao de genes que
regulam proteinas envolvidas na plasticidade sinaptica, como Arc, PSD95 e SNAP2S5.
Portanto, os resultados obtidos com essa abordagem de delecao pontual do LDLr nos levam
a hipotetizar que alguns resultados observados in vivo no modelo animal LDL-/- sejam
consequéncia de respostas compensatorias da delecio do LDLr durante o
neurodesenvolvimento. Neste sentido, a delecdo genética do LDLr em animais jovens (3
meses) parece ser mais prejudicial a plasticidade hipocampal no que diz respeito a
proliferagdao e desenvolvimento de novos neuronios no giro denteado hipocampo (ENGEL
et al., 2019), do que a nivel sinaptico. Corroborando esta visdo, dois trabalhos prévios
descreveram uma redu¢do nos niveis da proteina sinaptofisina especificamente na regiao
CAL1 do hipocampo em camundongos LDLr-/- machos envelhecidos (12 meses de idade)
(MULDER et al., 2004, 2007; WANG et al., 2014). Em conjunto, esses resultados sugerem
que alteracdes nos niveis de proteinas sinapticas exercem menor participacao na disfuncao
sinaptica em animais jovens (como utilizado no presente estudo), enquanto que em animais
LDLr-/- envelhecidos parece ser um fator mais determinante.

Alternativamente, avaliamos se o prejuizo no desempenho de tarefas dependentes do
hipocampo e a redugdo da LTP hipocampal observados em camundongos LDLr-/- poderiam

estar relacionados a degeneracgdo e atrofia desta regido. Entretanto, no presente estudo nao
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foi observada alteracdo de volume da regido do hipocampo, indicando que, a0 menos em
animais jovens, as altera¢des causadas pela HF ndo sdo suficientes para causar uma atrofia
dessa regido. Por outro lado, estudos prévios demonstraram uma ativacao astrocitaria € a
neuroinflamac¢ao no hipocampo de camundongos LDLr-/- machos de 3 meses de idade (DE
OLIVEIRA et al., 2020a; DE PAULA et al., 2020). A ativacdo de astrdcitos, juntamente
com ativacdo de microglia, propicia a liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias, como
interleucina-1p, interferon-y, interleucina-6 ¢ TNF-a (MCGEER, E.G.; MCGEER, P.L.,
2010), e algumas destas moléculas sdao capazes de inibir a LTP hipocampal (BELLINGER
etal., 1995; SCHMID; LYNCH; HERRON, 2009). Entretanto, além de mediar a inflamacao
no SNC, os astrocitos desempenham um papel primordial no suporte e manuten¢do da
eficiéncia sinaptica (ARAQUE et al., 1999). Conforme citado, dados prévios apontam para
um aumento da ativagao astrocitaria (DE OLIVEIRA et al., 2020a; DE PAULA et al., 2020)
no hipocampo dos animais LDLr-/-. No presente estudo nds reforgamos estes achados,
demonstrando o aumento da imunomarcagdo para GFAP especificamente na regido CAl.
De fato, um prejuizo sindptico hipocampal no que diz respeito a niveis de proteinas parece
estar envolvido nos prejuizos cognitivos nos animais LDLr-/- em fases mais tardias, quando
os animais estdo envelhecidos e ja perderam boa parte da capacidade plastica (WANG et al.,
2014). Enquanto que em idades mais jovens, em uma fase mais inicial do prejuizo cognitivo,
o fator chave para esse gatilho parece ser o estresse oxidativo e a neuroinflamacdo (DE
OLIVEIRA et al., 2014b; MOREIRA et al., 2012b; THIRUMANGALAKUDI et al., 2008).

Apesar do fato do colesterol periférico ligado a lipoproteinas nao atravessar a BHE,
0 27-OH, o metabdlito do colesterol mais abundante na periferia, pode representar a conexao
entre o aumento nos niveis periféricos de colesterol e os prejuizos observados no SNC. O
27-OH ¢ formado pela oxidacao do colesterol através da enzima CYP27A1 que ¢ expressa
na maior parte dos orgaos e tecidos, e o alto nivel de colesterol na periferia € associado com
aumento na producdo de 27-OH na circulagdo e aumento do transporte desse para o cérebro
(HEVERIN et al., 2005). Estudos observacionais ja correlacionaram os niveis periféricos de
27-OH com o declinio cognitivo (MATEOS et al., 2011; WANG et al., 2016b). Além disso,
foi descrita uma associagdo positiva entre os niveis de 27-OH e o prejuizo cognitivo
moderado (LIU et al, 2016). Estudos clinicos também revelaram niveis elevados do 27-OH,
tanto no fluido cerebrospinal (LEONI et al., 2004; WANG et al., 2016a) quanto no tecido
cerebral (HEVERIN et al., 2004), em individuos com a doenca de Alzheimer.

Com base nesses achados, no presente estudo foi investigado se os prejuizos

cognitivos observados em camundongos LDLr-/- machos e fémeas seriam uma
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consequéncia da produgdo exacerbada de 27-OH. Surpreendentemente, embora
camundongos LDLr-/- machos e fémeas apresentem aumento de 2-3x do colesterol total,
apenas as fémeas apresentaram aumento significativo nos niveis de 27-OH na periferia.

O transporte de 27-OH do sangue para o cérebro ¢ dependente da taxa do seu
metabolismo cerebral, bem como da integridade da BHE (ALI et al., 2013; LEONI et al.,
2004). O cérebro possui um sistema eficiente para controlar o excesso de 27-OH,
convertendo-o em 7-HOCA e, posteriormente, eliminando-o para a periferia. Este sistema
inclui a acdo das enzimas CYP27A1 e CYP7BI, sendo esta ultima restrita a neurénios
(MEANEY et al.,, 2007). Tem sido demonstrado que em individuos com doengas
neurologicas existe uma correlagdo positiva entre os niveis desse 7-HOCA no liquido
cefalorraquidiano e aumento da permeabilidade da BHE (medida pelo influxo de albumina
para cérebro), sendo esta correlagdao foi mais evidente em mulheres (SAEED et al., 2014).
Recentemente, foi reportado por Parrado-Fernandez e colaboradores (2020) que mulheres
metabolizam mais rapidamente ou de maneira mais eficiente o 27-OH, convertendo-o em 7-
HOCA, enquanto os homens apresentam menor taxa desse metabolismo. Nesse mesmo
estudo, uma tendéncia ao aumento da expressao da enzima CYP7BI1, responsavel pela
conversio de 27-OHC em 7-HOCA, foi reportada em mulheres (PARRADO-FERNANDEZ
et al., 2018; PARRADO-FERNANDEZ et al., 2020).

Deve ser destacado que, no sentido oposto ao que foi observado no modelo animal
utilizado no presente estudo, onde fémeas apresentaram aumento nos niveis periféricos de
27-OH, em humanos, ¢ reportado que homens apresentam niveis circulantes de 27-OH mais
elevados do que as mulheres (WUOLIKAINEN et al., 2014, DZELETOVIC et al., 1995).
Entretanto, o influxo de 27-OH para cérebro ¢ aumentado em homens em relacdo as
mulheres (BERTOLOTTI et al.,, 2012; PARRADO-FERNANDEZ et al., 2020). Esse
conjunto de dados, somado ao aumento da permeabilidade da BHE ja reportado em
camundongos machos LDLr-/- (DE OLIVEIRA et al., 2020a), sugere que pode haver um
maior influxo de 27-OH para o cérebro dos machos levando a uma redugao periférica desse
metabolito. Para confirmar essa hipotese, uma andlise da permeabilidade da BHE em fémeas
LDLr-/- e a dosagem de 27-OH no cérebro dos camundongos LDLr-/- ¢ necessaria, sendo
que estes resultados ainda ndo foram descritos na literatura.

Cabe ressaltar que os altos niveis de 27-OH encontrados nas fémeas LDLr-/-
coincidem com o aumento da locomogdo observado nesse grupo experimental.
Fundamentando essa proposicao, a inje¢ao intravenosa de 27-OH em altas doses em ratos

machos levou a prejuizo de memoria acompanhado pelo aumento da distancia percorrida no



90

labirinto aquético (ZHANG et al., 2015). Além disso, animais CYP27A1Tg (com altos
niveis circulantes de 27-OH) também apresentam perfil de hiperlocomog¢do (dados nao
publicados — Grupo Angel-Cedazo Minguez).

Mesmo o 27-OH sendo um resultado da metaboliza¢dao do colesterol e apresentar
concentragdes proporcionais a seu precursor, ja foi demonstrado em camundongos
CYP27A1Tg (que possuem producdo aumentada de 27-OH) que os danos cerebrais causados
pelos 27-OH independem dos niveis de colesterol. Neste mesmo estudo, os pesquisadores
mostraram tanto em animais quanto em humanos que o 27-OH prejudica o metabolismo
cerebral de glicose (CEDAZO-MINGUEZ et al., 2017).

O conhecimento disponivel até o momento indica que a sintese € o metabolismo do
colesterol no cérebro sao independentes da periferia, sendo que, especialmente na idade
adulta, o principal fornecimento de colesterol para os neuroénios provém dos astrocitos
(PFRIEGER, 2003). Porém, um estudo in vitro apontou para o 27-OH como uma molécula
capaz de interferir na comunicag@o que ocorre entre neuronios e astrocitos durante a sintese
de colesterol no SNC (WANG et al., 2020a). Levando em conta tais observagdes sobre a
influéncia do 27-OH no metabolismo cerebral de colesterol bem como as diferengas sexuais
observadas nos niveis desse oxiesterol, foi elaborada a ultima pergunta experimental desta
tese: Altos niveis circulantes de 27-hidroxicolesterol causam diferente impacto na
homeostase cerebral do colesterol em camundongos machos e fémeas? Para responder esta
questdo, investigamos a possivel existéncia de alteragdes na expressao de genes e proteinas
envolvidas na sintese cerebral de colesterol em ambos sexos utilizando camundongos
CYP27A1Tg que apresentam altos niveis circulantes de 27-OH.

Os resultados do presente estudo indicam que, embora machos e fémeas apresentem
altos niveis periféricos de 27-OH neste modelo animal (MEIR et al., 2002), a expressao da
enzima CYP7B1 ¢ aumentada no hipocampo e cortex pré-frontal apenas nos machos
transgénicos em relacdo a seu controle selvagem, o que sugere um aumento na produ¢ao de
7-HOCA apenas em machos expostos a uma alta concentragdo de 27-OH. O mesmo
resultado foi observado apds a incubagao de células neuronais com o 27-OH. Seguindo essa
observacdo, a expressao dos genes envolvidos na sintese cerebral de colesterol como
SREBP1 e SREBP2, bem como dos genes que regulam a expressao de receptores que captam
o colesterol como LDLr e LRP1, foi aumentada em machos CYP27A1Tg. Nas fémeas
transgénicas, apenas os genes LDLr e LRP1 estao regulados positivamente.

Corroborando estes achados, o aumento na expressao de LDLr e LRP1 também foi

observado quando as células neuronais foram expostas ao 27-OH in vitro. Particularmente,
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esse aumento da expressdo do LDLr diante da exposicao a altas concentragdes de 27-OH
nos leva a questionar como essa regulacao ocorreria nas fémeas LDLr-/- que apresentaram
altas concentragdes de 27-OH porém nao dispdem da maquinaria para sintese do receptor.
Esta ¢ uma situagdo factivel em portadores de HF onde existem altos niveis de 27-OH
circulantes (BAILA-RUEDA et al, 2014). De Oliveira e colaboradores (2021)
demonstraram que camundongos LDLr-/- machos de 3 meses apresentam um aumento na
expressao do receptor LRP1. Entretanto, esse mecanismo compensatorio nao ¢ suficiente
para reverter os danos de memoria observados (DE OLIVEIRA et al., 2020b). Engel e
colaboradores (2019) também observaram em cultura de células neuronais que mesmo apos
a dele¢do do LDLr essas células ainda sdo capazes de captar o colesterol (ENGEL et al.,
2019). Esses dados evidenciam que os efeitos observados neste estudo nao se devam a uma
deficiéncia na captacdo de colesterol, mas que possivelmente o proprio LDLr desempenha
um papel na resposta dos PEPS e o desenvolvimento cerebral com a auséncia do receptor
também seja um fator importante a ser considerado. Essa hipotese ¢ também refor¢ada por
resultados clinicos, onde observa-se que pacientes que nascem com essa condi¢cdo
apresentam maior declinio cognitivo (ARIZA et al., 2016). Além disso, em ensaios pré-
clinicos foi também demonstrado que abordagens capazes de aumentar a plasticidade
cerebral, como o enriquecimento ambiental, aplicadas desde o nascimento (quando SNC esta
ainda se desenvolvendo) ¢ capaz de melhorar alguns parametros comportamentais em
animais LDLr-/- (MOREIRA et al., 2013).

Fazendo uma analise geral dos genes que regulam a sintese (SREBP1 ¢ 2) e a
captagdo do colesterol cerebral (LDLr e LRP1), é possivel inferir que os camundongos
machos parecem sofrer maior influéncia do 27-OH proveniente da periferia sobre
homeostase cerebral de colesterol, isso poderia ser devido a duas razdes: i) uma maior
permeabilidade da BHE; i1i) uma maior sintese de 7-HOCA e este por sua vez estaria
mediando os demais efeitos.

Neste sentido, foi também avaliado o possivel envolvimento do metabolito 7-HOCA
como mediador nessas alteragdes observadas em machos. Para isso, utilizamos animais com
delecao do gene da CYP7B1 e avaliamos os respectivos genes envolvidos na homeostase do
colesterol. Nesses animais com inibi¢do da produ¢dao de 7-HOCA ndo foram observadas
alteragdes na regulacdo dos genes, trazendo um forte indicio de que os efeitos do 27-OH
sobre a homeostase do colesterol no cérebro de machos expostos a altas concentragdes desse

oxiesterol sao mediadas pelo 7-HOCA.
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Os efeitos do 7-HOCA no cérebro nao estdo bem elucidados, sendo assim, este
trabalho tras as primeiras evidéncias de que esse pode ser o mediador dos efeitos do 27-OH
sobre a homeostase cerebral de colesterol em machos. Além de elevadas concentracoes
plasmaticas e cerebrais de 27-OH na circulagao dos animais nocautes para CYP7B1, sao
também observadas concentracdes elevadas de 25-OH, o que impede que a discussdo das
diferengas observadas aqui, sejam limitadas apenas ao metabdlito 7-HOCA (MELJON et al.,
2019). Ha muito tempo o 25-OH foi descrito como inibidor da ativacdo de SREBPs via
ligacdo com o INSIG (gene indutor de insulina), freando a sintese endogena de colesterol.
Este ¢ também, possivelmente o mecanismo pelo qual ocorre o controle das concentragdes
cerebrais de colesterol destes animais dentro da normalidade (RADHAKRISHNAN et al.,
2007). Das poucas evidéncias clinicas disponiveis, ¢ apontado o aumento deste metabolito
(7-HOCA) no liquido cefalorraquidiano de pacientes com danos no SNC, indicando um
possivel envolvimento deste metabolito nesses eventos (SAEED et al., 2014). Os dados aqui
obtidos adicionam aos estudos pré-clinicos evidéncias de que o 7-HOCA possa estar
mediando os efeitos do 27-OH sobre a homeostase do colesterol no cérebro. Porém, uma
limita¢do desta etapa do presente estudo ¢ que as avaliagcdes foram realizadas somente em
animais machos, o que nos impede de afirmar que isso ¢ um achado dependente do sexo.

Em conjunto, os resultados do presente estudo indicam que camundongos selvagens
machos e fémeas, os quais apresentaram niveis normais de colesterol (cerca de 100 mg/dL)
e de 27-OH (cerca de 300ng/mL), auséncia de ativacdo astrocitaria exacerbada e um
adequado funcionamento da circuitaria hipocampal o que resulta em uma resposta excitatoria
pos-sinaptica (PEPS) suficiente para uma boa resposta comportamental nos testes de
memoria. Em contraste, os camundongos LDLr-/- machos e fémeas, os quais apresentam
aumento nos niveis circulantes de colesterol (cerca de 200-250 mg/dL) associado a ativacao
astrocitaria e a redugdo da plasticidade sinaptica hipocampal observada através da reducao
(cerca de 50% em relagdo aos camundongos selvagens) no registro do PEPS o que resulta
em um prejuizo comportamental nos testes de memoria. Essa alteracdo funcional, esta
possivelmente relacionada a auséncia do receptor LDL desde o neurodesenvolvimento ou,
alternativamente, de um papel do receptor em si na sustentacdo da LTP, uma vez que sua
delecdo aguda em células neuronais ndo causou perturba¢des na maquinaria sinaptica.

Os animais LDLr-/- fémeas apresentaram aumento significativo de 27-OH (cerca de
600 ng/mL) em relagdo aos demais grupos. Ademais, o prejuizo da BHE representado em
machos LDLr-/- foi previamente demonstrado (DE OLIVEIRA et al., 2020a), o que sugere

que nesses animais, assim como observado na clinica, o influxo de 27-OH para o cérebro em
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machos em situagdes de aumento de colesterol ou de 27-OH pode estar facilitado (Figura
30, lado direito). Ainda, utilizando camundongos CYP27A1Tg foi observado que machos
parecem ser mais afetados, no que diz respeito a homeostase cerebral de colesterol, e
apresentaram aumento na expressao da enzima CYP7B1, indicando aumento na conversao
do 27-OH em 7-HOCA, o que sugere que diferencas sexuais na metabolizagao ou influxo de
27-OH para o cérebro. Esses dados permitem uma visdo geral das diferencas sexuais sobre
o controle que os oxiesterdis exercem sobre a homeostase do colesterol. Entretanto, estudos
adicionais sao necessarios para identificar alvos moleculares responsaveis essas diferencas
e suas consequéncias.

O presente trabalho adiciona a literatura novas evidéncias de que animais LDLr-/- de
ambos 0s sexos apresentam prejuizos de memoria, especialmente aquelas que dependem do
funcionamento da circuitaria hipocampal. Nesse modelo animal, os niveis periféricos de 27-
OH ndo sdo suficientes para explicar os prejuizos de funcionalidade hipocampal observados,
e parecem estar mais relacionados a propria auséncia do LDLr e/ou a exposi¢ao do colesterol
desde o nascimento (Figura 30). Além disso, de maneira pioneira, foi reportado aqui que
quando se analisa isoladamente o efeito de altos niveis de 27-OH em machos e fémeas,
observou que os genes envolvidos no metabolismo cerebral de colesterol em machos sao
mais afetados.

O esclarecimento das diferengas no metabolismo cerebral do colesterol entre machos
e fémeas pode indicar novos alvos para abordagens terapéuticas, representando um

tratamento mais adequado de acordo com as particularidades sexuais.
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Figura 30. Resumo ilustrado simplificado dos principais achados desta tese.
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7. SUMARIO DE RESULTADOS

e Camundongos LDLr-/- machos apresentaram prejuizos de memoria espacial, de
reconhecimento € memoria aversiva, quando comparados com o grupo controle
selvagem. Enquanto que as fémeas LDLr-/- apresentaram apenas prejuizos de
memoria espacial.

e (Camundongos LDLr-/- fémeas apresentaram aumento da atividade locomotora em
comparagdo aos seus respectivos controles selvagens e também em comparagdo aos
camundongos machos LDLr-/-.

e (Camundongos LDLr-/- machos e fémeas apresentaram prejuizo no PEPS na via
colateral de Schafer na regido CA1 do hipocampo. Esta alteragao nao foi relacionada
com alteragdes no imunocontetido de proteinas envolvidas na manutengdo e
estruturacdo sindptica (sinaptopodina, aromatase, SNAP25, PSD95) em fémeas
LDLr-/-, porém uma redugdo da proteina SNAP25 foi observada no hipocampo de
LDLr-/- machos.

e A reducdo na expressdo do gene LDLr-/- em cultura primaria de neurdnios nao
alterou a regulacdo de genes das proteinas SNAP25, PSD95 e Arc.

e Camundongos machos e fémeas LDLr-/- apresentaram aumento da imunomarcagao
para GFAP na regido CAl do hipocampo, mas ndo apresentaram alteragdes do
volume hipocampal total.

e (Camundongos machos e fémeas LDLr-/- apresentaram aumento significativo do
colesterol total circulante quando comparado com seus respectivos controles.
Entretanto, apenas as fémeas LDLr-/- apresentaram aumento significativo no
metabolito oxidado do colesterol, 27-OH.

e (Camundongos machos CYP27A1 apresentaram aumento na expressao de genes
CYP7B1, SREBP1, SREBP2, LDLr ¢ LRP1. Enquanto que camundongos fémeas
CYP27A1 apresentaram aumento da expressao de genes LDLr e LRP1.

e Camundongos CYP7BI1-/- apresentaram alteragcdes nos genes SREBP1, SREBP2,
LDLre LRPI.
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8. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que camundongos LDLr-/- machos e
fémeas apresentam prejuizo de memoria dependente de hipocampo associado a prejuizo
funcional nessa estrutura, o que nao estd relacionado a mudangas no imunoconteudo de
proteinas sinapticas. Em conjunto, com os resultados obtidos no modelo animal de delecdo
do LDLr e os resultados obtidos com a delecao parcial do receptor especificamente em
neurdnios nos permitem inferir que o prejuizo funcional pode ser decorrente da auséncia do
receptor desde o neurodesenvolvimento ou do papel do proprio receptor no PEPS.

Com os dados aqui encontrados reforcamos a ideia de que a auséncia do LDLr
associado a altos niveis de colesterol periférico desde o nascimento na condicao da HF, ¢
determinante para observacao dos prejuizos cognitivos e independe dos niveis periféricos de
27-OH, uma vez que apenas fémeas apresentaram altas concentragdes periféricas deste
metabolito contudo ambos apresentaram prejuizos cognitivos. Por outro lado, isso ndo exclui
0 27-OH como a conexao entre o colesterol periférico e o SNC em outros contextos (que
nao a HF). Aqui observamos em camundongos com altas concentracdes circulantes de 27-
OH que os genes relacionados a homeostase cerebral do colesterol no hipocampo e cortex
pré-frontal sdo mais afetados em machos. Esse dado abre um leque de possibilidades para
explorar o impacto dos oxiesterdis sobre o cérebro de machos e fémeas e como isso pode

estar relacionado a alteragdes de memoria.
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