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RESUMO

A hipercolesterolemia familiar ¢ uma doenca do metabolismo das
lipoproteinas causada por anormalidades genéticas que direta ou
indiretamente prejudicam a funcéo do receptor de lipoproteina de baixa
densidade (LDL). Esta condicdo é caracterizada pelo catabolismo
defeituoso da LDL, o qual resulta em aumento das concentracfes
plasmaticas de colesterol desde o nascimento e aterosclerose prematura.
Recentemente, estudos clinicos e pré-clinicos demonstraram uma
associacdo entre a hipercolesterolemia familiar e o desenvolvimento de
comprometimento cognitivo leve, considerado um estigio de transicdo
entre o envelhecimento saudavel e os primeiros sintomas da doenca de
Alzheimer — principal causa de prejuizos cognitivos em pessoas com mais
de 65 anos. De fato, hd mais de duas décadas o envolvimento da
hipercolesterolemia no acumulo e deposi¢do de peptideo B-amiloide (Ap)
cerebral vem sendo intensamente estudado. Por outro lado, inimeros
estudos recentes tém indicado o receptor de LDL como uma via
fisioldgica importante que medeia a regulagdo celular dos niveis de Ap
cerebral. Nesse sentido, hipotetizamos que os efeitos neurotdxicos
induzidos pelo AP podem ser potencializados em individuos com
hipercolesterolemia familiar, uma vez que a depuragio cerebral deste
peptideo  estaria  prejudicada.  Inicialmente, para  validar
experimentalmente esta hipétese, camundongos nocautes para o receptor
de LDL (LDLr”) — modelo experimental de hipercolesterolemia familiar
humana — foram expostos a administragdo intracerebroventricular (i.c.v.)
do APi-40. Os resultados desta tese demonstraram que camundongos
LDLr"- sdo mais susceptiveis a neurotoxicidade induzida pela
administragdo i.c.v. do AP1-40. Especificadamente, em comparacdo com
os camundongos C57BL/6 do tipo selvagem, os camundongos LDLr"
apresentam maior ativacdo glial, dano de membrana celular, disfungdo da
barreira hemato-encefélica (BHE), e desbalanco oxidativo e da atividade
da acetilcolinesterase no hipocampo apés a administragdo do Api-so.
Alteracfes na expressdo génica hipocampal e cortical de proteinas
envolvidas no processamento e metabolismo do AB (BACE-1, PS-1 e
LRP-1) e na indugéo do processo apoptotico (Bax e Bcl2), parecem estar
envolvidas no comprometimento neuronal dos camundongos LDLr".
Com o objetivo de avaliar mais precisamente a integridade da BHE dos
camundongos LDLr”, estes foram submetidos a uma dieta rica em
colesterol durante trinta dias. A dieta hipercolesterolémica levou a um
aumento ainda mais pronunciado na permeabilidade da BHE nos
camundongos LDLr"-. Além disso, a exposicdo a LDL isolada prejudicou



o0 desenvolvimento e polarizagdo de neurbnios hipocampais. Por fim,
tendo em mente a participagdo do receptor de LDL no metabolismo e
degradagdo do AP, nos avaliamos se o fibrato Genfibrozila seria capaz de
modular os niveis de receptores de LDL ao nivel cerebral. O Genfibrozila
foi capaz de aumentar os niveis de RNAm no tecido hepéatico, mas ndo no
hipocampo, de camundongos Swiss, e este efeito ndo foi relacionado com
mudangcas nos niveis de colesterol plasmatico. Em conjunto, os resultados
do presente estudo reforcam a particular associacdo da
hipercolesterolemia familiar e o desenvolvimento de prejuizos cognitivos
caracteristicos da doenca de Alzheimer. Além disso, os achados deste
estudo nos encorajam a buscar por moléculas que sejam capazes de
modular a expressao de receptores de LDL no SNC.

Palavras-chave: Hipercolesterolemia familiar. Receptor de LDL.
Doenca de Alzheimer. Peptideo B-amiloide. Barreira hemato-encefalica.



ABSTRACT

Familial hypercholesterolemia is a lipoprotein metabolism’s disorder
caused by genetic abnormalities that directly or indirectly affect the
function of the low density lipoprotein (LDL) receptor. This condition is
characterized by defective catabolism of the LDL which results, from the
time of birth, in increased plasma cholesterol concentrations and
premature atherosclerosis development. Recently, clinical and preclinical
studies have demonstrated an association between familial
hypercholesterolemia and mild cognitive impairment, considered to be a
transitional stage between normal aging and early-stage Alzheimer’s
disease — the main cause of cognitive decline in people over 65 years. In
fact, over the past decades the involvement of hypercholesterolemia in the
accumulation and deposition of cerebral -amyloid peptide (Ap) has been
intensively studied. On the other hand, compelling recent studies have
identified the LDL receptor as a pathway for mediating the cellular
regulation of brain AB levels. In this regard, we hypothesized that the Ap-
induced neurotoxic effects could be increased in individuals with familial
hypercholesterolemia, since the brain Ap clearance might be impaired in
this context. Firstly, to test this hypothesis LDL receptor knockout mice
(LDLr”), which is the most used mouse model of familial
hypercholesterolemia, were injected intracerebroventricularly with Aps.
0. The results presented herein show that LDLr”- mice were more
susceptible to Api-so-induced neurotoxicity. Specifically, LDLr’ mice
treated with ApPi40 presented increased glial activation, cellular
membrane damage, blood brain barrier (BBB) disruption, increased
acetylcholinesterase activity, and oxidative imbalance within the
hippocampus in comparison with ABi-so-treated C57BL/6 wild-type mice.
Alterations in hippocampal and cortical gene expression of proteins
involved in AB processing and metabolism (BACE-1, PS-1 and LRP-1)
and apoptosis (Bax and Bcl-2) appears to be related with neuronal damage
in the LDLr" mice. In order to assess the BBB integrity more accurately
in the LDLr” mice, these mice were treated for 30 days with a
hypercholesterolemic diet. A more pronounced BBB permeability was
observed in the LDLr” mice fed with hypercholesterolemic diet. In
addition, LDL cholesterol significantly affected neuronal polarity in vitro.
Finally, taking in account that the LDL receptor modulates AP
metabolism and degradation, we evaluated whether the Gemfibrozil
(fibrate) could modulate brain LDL receptor levels. Gemfibrozil
treatment increased gene expression of LDL receptor in the hepatic tissue,
but not in the hippocampus, of Swiss mice. This effect was not related



with changes in the plasma cholesterol levels. Overall, this data reinforce
the particular relation between familial hypercholesterolemia and the
characteristic  cognitive impairments of Alzheimer’s disease.
Additionally, our findings encourage us to look for compounds that are
capable of modulating LDL receptor expression in the brain.

Keywords: Familial hypercholesterolemia. LDL receptor. Alzheimer’s
disease. B-amyloid peptide. Blood brain barrier.
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1. INTRODUCAO

Desde 1784, quando foi isolado pela primeira vez a partir de
calculos biliares pelo pesquisador francés Frangois Poulletier, o
colesterol tem fascinado cientistas das mais diversas areas. Ha mais de
100 anos, esta molécula tem sido extensivamente estudada e sem duvida
é o lipideo que recebe maior publicidade (Brown e Goldstein, 1986;
Vance e Bosch, 2000). O colesterol, um alcool ndo saturado da familia
dos compostos esteroides, é essencial para o funcionamento normal de
todas as células animais. Além de componente estrutural indispensavel
das membranas celulares, o colesterol é também precursor biossintético
de hormonios esteroides (i.e., hormonios adrenais e gonadais), acidos
biliares e vitamina D, bem como desempenha papel critico em processos
de sinalizagdo e proliferacdo celular (Yeagle, 1991; Simons e Ikonen,
2000; Goedeke e Fernandez-Hernando, 2012). Por outro lado, apesar de
sua inegavel importancia, o colesterol tem sido considerado um
“inimigo” da saude, uma vez que niveis anormais de colesterol causam
consequéncias celulares sérias e podem levar a doengas, e.g., doencgas
cardiovasculares associadas a aterosclerose (Maxfield e Tabas, 2005;
lkonen, 2006).

Devido as inimeras fungdes fundamentais, é necessério que as
células tenham um suprimento apropriado e continuo de colesterol. Para
manter este suprimento, existem sistemas complexos de transporte,
biossintese e regulagdo. De fato, a homeostase do colesterol é um
processo intensamente regulado, sendo o figado o érgdo com papel
central. Em humanos, sob condicGes fisioldgicas, aproximadamente 80%
do colesterol total corporal é sintetizado endogenamente (sintese de novo
- cerca de 800 mg/dia) enquanto o restante é proveniente da dieta (Harvey
e Ferrier, 2012). Quase todos os tecidos estdo envolvidos na sintese de
colesterol, embora figado, intestino, cdrtex adrenal e tecidos reprodutivos
sejam os maiores responsaveis pela sintese endégena. Este composto
tetraciclico contendo vinte e sete &tomos de carbono € sintetizado a partir
de um Unico precursor, a acetilcoenzima A (acetil-CoA), em uma via que
envolve pelo menos trinta reacBes enziméticas diferentes e cerca de
quinze enzimas presentes no citosol e reticulo endoplasmatico (Figura 1)
(Bloch, 1965, 1987).

A sintese do colesterol inicia-se com a formacao de um composto
intermediario de seis carbonos, o 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-
CoA), a partir da condensacdo de trés moléculas de acetil-CoA. Esta
reacdo é catalisada pela enzima citosélica HMG-CoA sintase. Em
seguida, 0 HMG-CoA é reduzido a mevalonato, a custa de duas
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moléculas de NADPH pela ac¢do da enzima HMG-CoA redutase - uma
proteina integral da membrana do reticulo endoplasmatico - na reacdo
considerada a etapa limitante da sintese do colesterol e o principal ponto
de regulacdo desta via. O mevalonato sofre duas fosforilagbes e uma
descarboxilagdo originando a unidade isoprendide, o isopentenil-
pirofosfato. Um total de seis moléculas de isopentenil-pirofosfato é
necessario para formar o esqualeno, o Gltimo intermediario linear desta
via. A sintese do esqualeno resulta de reacGes de isomerizacao,
condensacdo, reducdo por NADPH e eliminacéo de pirofosfato. Na etapa
final a ciclizacdo do esqualeno forma os quatro anéis do ndcleo esteroide,
e um namero de subsequentes reacGes levam a producdo do colesterol
(Nelson e Cox, 2011; Sharpe e Brown, 2013).

o 0o 0 HMG-CoA sintase HO

M _.con I _con — HOMS“CQA
H.C~ ™8~ + HC” "CT 7S
¥ Ha O CH; O
Acetil-CoA Acetoacetil-CoA

3-hidroxi-3-metilglutaril- CoA
(HMG-CoA)

HMG-CoA redutase l

HO

HO S.
CoA

O CHy OH

Mevalonato

COLESTEROL

Isopentenil-PP

Figura 1. Principais etapas envolvidas na biossintese do colesterol (adaptado de
Song et al., 2013).

A insolubilidade do colesterol e de outros lipideos requer que
sejam transportados na circulagdo sanguinea como macromoléculas
esferoidais chamadas de lipoproteinas. As lipoproteinas plasmaticas sdo
compostas por um ntcleo hidrofébico contendo colesterol esterificado e
triglicerideos, e um revestimento hidrofilico que contem colesterol livre,
fosfolipidios e moléculas de proteinas (apolipoproteinas) (Hegele, 2009).

O colesterol e outros lipideos da dieta sdo absorvidos no lumen
intestinal e transportados nos quilomicrons (QM), as maiores € menos
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densas lipoproteinas, contendo alta propor¢ao de triglicerideos. Ao longo
dos capilares, a maior parte do seu contetdo de triglicerideos é liberada
nos tecidos e os QM remanescentes (contendo principalmente colesterol
e apolipoproteinas) sdo captados pelo figado. No figado, o colesterol
pode ser esterificado, convertido em &cidos biliares, secretado na bile ou
empacotado em lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) para ser
transportado para os tecidos extra-hepaticos. A remocéo de lipideos da
VLDL principalmente nos tecidos muscular e adiposo (acompanhada
pela perda de parte das apolipoproteinas) converte, gradualmente, parte
da VLDL em lipoproteina de baixa densidade, a LDL, que transporta
colesterol para os tecidos periféricos ou de volta para o figado. A
captagdo celular de LDL é regulada pelo receptor de LDL e pela
apolipoproteina B100 (apoB100) (Vance e Vance, 2008; Nelson e Cox,
2011).

O ultimo dos principais tipos de lipoproteinas, a lipoproteina de
alta densidade (HDL), origina-se no figado e no intestino delgado como
pequenas particulas ricas em proteina que contém relativamente pouco
colesterol, e que tem como principal funcdo o transporte reverso de
colesterol. A HDL capta o colesterol armazenado em tecidos extra-
hepaticos e transporta para que seja reutilizado ou excretado pelo figado
(Lewis e Rader, 2005).

1.1. RECEPTOR DE LDL E O METABOLISMO DO COLESTEROL
PERIFERICO

O gene do receptor de LDL humano localizado no brago curto do
cromossomo 19 (Russell et al., 1983) codifica uma glicoproteina
transmembrana de 160 kDa que consiste de 839 aminoacidos, a qual tem
sua sequéncia dividida em cinco dominios estruturais com distintas
finalidades (Yamamoto et al., 1984), como ilustrado na Figura 2A: (i)
dominio amino-terminal composto de 322 amino&cidos caracterizado
pela presenca de repeticGes altamente caracteristicas de residuos de
cisteina com funcéo de interacdo com os ligantes, os quais incluem as
lipoproteinas contendo apoB100 e apolipoproteina E (apoE); (ii) regido
constituida por aproximadamente 350 aminoécidos homéloga ao fator de
crescimento epidérmico (EGF) envolvida na dissociacdo dependente de
pH do complexo ligante-receptor; (iii) regido rica em residuos de treonina
e serina, formada por 58 aminoAcidos contendo moléculas de
carboidratos por meio de ligacbes O-glicosidicas; (iv) dominio
transmembrana contendo 22 aminoacidos hidrofébicos, com funcéo de
ancorar 0 receptor na membrana; (v) cauda citoplasmatica carboxi-
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terminal que consiste de um sequéncia de 50 aminoacidos responsavel
pela ligacdo do receptor a proteina clatrina, permitindo que o receptor
seja incorporado em vesiculas revestidas com clatrina durante o processo
de endocitose mediada por receptor (Russell et al., 1984; Goldstein e
Brown, 1984; Hobbs et al., 1990).

O receptor de LDL é o protdtipo de uma familia de receptores de
superficie celular (Figura 2), da qual também fazem parte a proteina 1
relacionada ao receptor de LDL (LRP-1), o receptor da VLDL, o receptor
2 de apoE e a megalina dentre outros (Li et al., 2001). Os membros desta
familia de receptores sdo funcional e estruturalmente relacionados ao
receptor de LDL. No entanto, diferencas na posi¢&o e no nimero de cada
um dos dominios descritos acima resultam na diversidade funcional e
estrutural desta familia de receptores (Go e Mani, 2012). Estes receptores
ligam inameros ligantes diferentes desempenhando fungdes cruciais em
varias vias fisiologicas. De maneira geral, captam ligantes do meio
extracelular para a degradacdo celular, usualmente provendo nutrientes
essenciais para as funcOes celulares. Além disso, controlam fenotipos
celulares ao modular os niveis extracelulares de proteases, de inibidores
de proteases e de fatores de crescimento (Hussain et al., 1999).

Dominio de ligagio do
ligante rico em
residuos de cisteina
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Figura 2. Familia dos receptores de lipoproteina de baixa densidade (LDL). Esta
familia de receptores é composta de proteinas transmembrana que compartilham
dominios estruturais que sdo caracteristicos do receptor de LDL (A) receptor de
LDL (protétipo da familia) e (B) membros da familia de receptores de LDL
(adaptado de Wasan et al., 2008).

A homeostase do colesterol plasmatico é principalmente regulada
pelo receptor de LDL, uma vez que este receptor medeia a remogao e o
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catabolismo de particulas de lipoproteinas contendo colesterol da
circulagdo sanguinea (Figura 3) (Brown e Goldstein, 1986; Hobbs et al.,
1992). Particulas de lipoproteinas circulantes ligam-se ao receptor de
LDL presente na superficie das células. O ligante fisiolégico mais
importante do receptor é a LDL, a qual contém uma Unica copia de
apoB100 e carreia aproximadamente 65 a 70% do colesterol plasmatico
em humanos. Outras lipoproteinas contendo apoE, tais como a VLDL, a
lipoproteina de densidade intermedidria (IDL) e a HDL também podem
ligar-se ao receptor de LDL (Innerarity e Mahley, 1978; Weisgraber et
al., 1978; Jeon e Blacklow, 2005).

Inicialmente, no metabolismo celular da LDL, a apoB100 presente
na superficie da lipoproteina plasmatica liga-se ao receptor, o qual esta
localizado na superficie celular. Em seguida, o complexo receptor-LDL
é internalizado via endocitose formando as vesiculas endociticas, 0s
endossomos, onde o pH acido permite que a LDL se dissocie do receptor
de LDL. Este ultimo, subsequentemente, é reciclado e pode retornar a
superficie da célula iniciando outro ciclo de endocitose. A LDL, por sua
vez, € entregue ao lisossomo quando as membranas do endossomo e do
lisossomo se fundem. Os componentes proteicos da LDL s&o hidrolisados
a aminodacidos, e os ésteres de colesterol a colesterol livre pela lipase
acida lisossomal. O colesterol ndo esterificado resultante atravessa a
membrana lisossomal, e no compartimento citoplasmatico, exerce suas
fungdes celulares, e.g., a sintese de membranas plasmaticas, acidos
biliares, e hormdnios esteroides. O acimulo de colesterol ndo esterificado
dentro da célula participa de mecanismos regulatérios que modulam o
contetdo de colesterol celular: (i) inibe a atividade da enzima HMG-CoA
redutase, resultando na inibigdo da sintese de colesterol; (ii) ativa a
enzima acil-CoA colesteril aciltransferase (ACAT), facilitando sua
esterificacdo e armazenamento; e (iii) inibe a sintese de receptores de
LDL, evitando a entrada de outras particulas de lipoproteinas e
protegendo as células do acimulo de colesterol (Jeon e Blacklow, 2005;
Nelson e Cox, 2011). As etapas da captacdo do colesterol pela via do
receptor de LDL estdo representadas na Figura 3.
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Figura 3. Diagrama da via endocitica mediada pelo receptor da lipoproteina de
baixa densidade (LDL) (adaptado de Nelson e Cox, 2011).

Quando a funcdo do receptor de LDL é diminuida, e.g., pacientes
com hipercolesterolemia familiar, ocorre insuficiente remocdo e
endocitose da LDL plasmatica levando ainda ao estimulo da sintese de
colesterol hepético, o que finalmente resulta em elevadas concentragdes
de LDL circulantes (Brown e Goldstein, 1984).

1.2. METABOLISMO DO COLESTEROL NO CEREBRO

Embora estudos pioneiros tenham estabelecido as bases
bioquimicas envolvidas no metabolismo do colesterol periférico, uma
melhor compreensdo acerca da homeostase do colesterol no sistema
nervoso central (SNC) ocorreu apenas a partir de estudos realizados na
Gltima década (Pfrieger, 2003a, 2003b, 2003c; Mulder, 2009; Pfrieger e
Ungerer, 2011). De modo interessante, aproximadamente 25% do
colesterol corporal total em seres humanos € encontrado no cérebro
(Dietschy et al. 1993; Bjorkhem e Meaney, 2004), sendo que este é
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sintetizado localmente pois as lipoproteinas plasmaticas ndo atravessam
a barreira hemato-encefalica (BHE)! (Dietschy, 2009).

O colesterol desempenha papel crucial para o desenvolvimento
neuronal e manutengdo da plasticidade e funcdo neuronal, sendo
requerido para a formacdo de axodnios, dendritos e conexdes sinapticas
(Pfrieger, 2003a, 2003b; Mulder, 2009). Ademais, € componente
estrutural das membranas neuronais e gliais, e o principal elemento das
bainhas de mielina, sendo essencial para uma eficiente transmissao de
impulsos eletroquimicos. A maioria do colesterol cerebral esta na forma
livre ndo esterificada presente nas bainhas de mielina (mais de 70%)
(Dietschy e Turley, 2001). Como a mielina tem uma taxa de renovacéao
lenta, este colesterol associado a mielina é praticamente imobilizado. Ao
passo que, o restante do colesterol esta presente nos neurdnios, células da
glia e lipoproteinas extracelulares, os quais mantém a homeostase do
colesterol no SNC (Figura 4) (Puglielli et al., 2003).

Como a maior parte do colesterol no cérebro adulto faz parte da
mielina, a sintese de colesterol no SNC é mais intensa durante a fase de
mielinizacdo. Apo6s a mielinizagdo, a sintese continua em niveis muito
baixos, e ocorre principalmente nos astrocitos. Por outro lado, nos
neurdnios, a sintese de colesterol ocorre principalmente durante o
desenvolvimento, diminuindo apds o nascimento (Dietschy e Turley,
2004; Nieweg et al., 2009). De acordo com a hipotese proposta por
Pfrieger e Ungerer (2011), no cérebro adulto, os astrocitos ndo apenas
sintetizam, mas também internalizam e reciclam o colesterol liberado de
terminais nervosos em degeneracdo para entrega-lo novamente aos
neurdnios. Essa “terceirizagdo” permite que os neurbnios gastem sua
energia em outros processos, como a geragao de potenciais de acdo e
elétrico, uma vez que a biossintese de colesterol é um processo demorado
gue consome muita energia envolvendo inlmeras reacBes e
intermediarios diferentes (Pfrieger e Ungerer, 2011).

Os astrocitos produzem colesterol e a apoE que, junto com os
fosfolipidios, formam lipoproteinas que sdo similares as HDL
plasmaticas (Boyles et al., 1985). Essas lipoproteinas sdo secretadas das
celulas astrocitarias por membros da familia dos transportadores ABC
(tais como ABCA1, ABCG1 e ABCG4). Por sua vez, a captacdo dessas

1 BHE: E a interface entre o sistema vascular e 0 SNC, sendo responséavel por manter
a homeostase cerebral. A BHE é um sistema complexo formado por células
endoteliais que revestem os microvasos cerebrais, separadas dos pericitos e processos
astrociticos pela lamina basal. Neurdnios e microglia também fazem parte desta
unidade neurovascular (Weiss et al., 2009).
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lipoproteinas pelos neurdnios se da por meio de endocitose mediada por
receptores membros da familia de receptores da LDL, incluindo o
receptor de LDL. Assumindo que o passo seguinte é conservado como
em outras células, as lipoproteinas contendo colesterol endocitadas séo
hidrolisadas nos lisossomos neuronais permitindo a liberacdo intracelular
de colesterol livre (Ledesma e Dotti, 2006).

O cérebro elimina o excesso de colesterol por meio da formagéo e
excrecdo para a circulacdo de oxisterdis, o que desempenha um papel
importante na regulacdo da homeostase do colesterol no SNC. Nas
células neuronais, o colesterol é convertido principalmente pela agdo da
CYP46A1 em 24-hidroxicolesterol (24-OH), que ao contrario do
colesterol, é capaz de transpassar a BHE. Apds sua secrecdo do cérebro,
0 24-OH no figado é metabolizado. Além de ser um metabolito para
eliminacdo do colesterol, o 24-OH também pode ser captado pelos
astrocitos, onde atua como uma molécula sinalizadora que regula a
homeostase do colesterol por meio da ativacdo dos receptores LXR. Estes
receptores nucleares aumentam a expressao de elementos relacionados
com a liberacédo de colesterol da célula, incluindo os transportadores ABC
e a apoE. O 27-hidroxicolesterol (27-OH) é outro oxisterol produzido no
cérebro em quantidades menores que o 24-OH. No entanto, a maioria do
27-OH flui da circulagdo para o cérebro (Figura 4) (Mulder, 2009).
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Figura 4. Metabolismo do colesterol no SNC. Transporte do colesterol (col) dos
astrcitos para os neurdnios no cérebro adulto. Os complexos colesterol-
apolipoproteina E (apoE) séo captados pelos neurdnios via endocitose mediada
por meio de receptores especificos pertencentes & familia de receptores de
lipoproteina de baixa densidade (LDL). O cérebro elimina o excesso de colesterol
por meio da formagdo e excrecdo na circulagdo de oxiesterdis, como 0 24-
hidroxicolesterol (24-OH), o qual, ao contrario do colesterol, é capaz de
transpassar a BHE (adaptado de Moreira et al., 2014).

A importancia do colesterol como um componente da maquinaria
singptica foi demonstrada experimentalmente por Mulder e
colaboradores em 2004, utilizando os camundongos nocautes para o
receptor de LDL (LDLr")2. Os autores demonstraram que camundongos

20 camundongo LDLr", desenvolvido em 1991 por Ishibashi e colaboradores, é
reconhecido como um modelo experimental de hipercolesterolemia familiar humana
(Zadelaar et al., 2007). Este camundongo apresenta hipercolesterolemia,
caracterizada por niveis moderados de colesterol presente na LDL, mesmo quando
submetidos a uma dieta padrdo, podendo desenvolver lesdes aterosclerdticas em
longo prazo. Ademais, quando estes sdo alimentados com dieta rica em colesterol
tornam-se severamente hipercolesterolémicos, com o desenvolvimento de intensa
aterosclerose adrtica e xantomas subcutaneos (Ishibashi et al., 1993).
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LDLr" adultos apresentam diminuicdo na proliferacdo celular e
densidade sinaptica no hipocampo, resultando em prejuizos de
aprendizado e memoria observados em diferentes testes comportamentais
(Mulder et al., 2004, 2007). Como o colesterol é requerido para a
homeostase celular, a captacdo neuronal de colesterol diminuida, devido
a auséncia do receptor de LDL, resulta em consequéncias deletérias nas
funcGes neuronais (Mulder et al., 2004, 2007). Nesse sentido, um estudo
recente do nosso grupo de pesquisa demonstrou que a exposicdo de
camundongos LDLr-, do nascimento a adolescéncia, & uma abordagem
indutora de neurogénese e plasticidade sinaptica (enriquecimento
ambiental), ndo foi capaz de prevenir os déficits de meméria espacial
nestes animais ao atingirem a idade adulta (Moreira et al., 2013). Assim,
no6s também especulamos que a fungdo mediada pelo receptor de LDL na
distribuicdo e na captacdo do colesterol celular seja primordial para a
homeostase neuronal.

1.3. HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

No ano de 1985, ap6s mais de uma década de trabalho e uma série
de artigos publicados, os pesquisadores americanos Michael Brown e
Joseph Goldstein foram agraciados com o prémio Nobel de Fisiologia ou
Medicina por identificarem e caracterizarem o receptor para a LDL,
atribuindo a deficiéncia no gene deste receptor a causa da
hipercolesterolemia familiar humana. Estas descobertas foram
determinantes para a elucidagdo das bases moleculares e bioquimicas da
hipercolesterolemia familiar, bem como revolucionaram o entendimento
acerca do metabolismo do colesterol e das lipoproteinas plasmaticas. A
partir destes estudos, cada etapa do metabolismo celular do colesterol foi
meticulosamente definida (Goldstein e Brown, 1973, 1974, 2009; Brown
e Goldstein, 1974, 1986).

Atualmente, estima-se que em todo 0 mundo existam cerca de 20
milhdes de individuos com hipercolesterolemia familiar, sendo esta
reconhecida pela Organizacdo Mundial de Salde (OMS) como um
problema de sade mundial (Santos et al., 2012; Watts et al., 2014). No
Brasil, a estimativa é que existam cerca de 300.000 individuos com
hipercolesterolemia familiar (Santos et al., 2012). Devido a alta
incidéncia, a Sociedade Brasileira de Cardiologia preocupou-se em reunir
os melhores especialistas em hipercolesterolemia familiar do pais e
publicou, em 2012, a | Diretriz Brasileira de Hipercolesterolemia
Familiar, um documento informativo que define critérios sobre o
diagndstico e o tratamento desta doenca (Santos et al., 2012).
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A hipercolesterolemia familiar ¢ uma doenga autossémica
codominante do metabolismo das lipoproteinas, caracterizada por niveis
aumentados de colesterol da LDL plasmatica e, consequente, aumento do
risco de desenvolvimento de doenca cardiovascular prematura (Muller,
1938; Brown e Goldstein, 1986). Mutacdes no gene que codifica o
receptor da LDL sdo as principais causas da hipercolesterolemia familiar,
representando cerca de 90% dos casos (Brown e Goldstein, 1974; Brown
e Goldstein, 1986). Até o momento, mais de 1.600 mutagdes e
polimorfismos distintos ja foram identificados no gene do receptor de
LDL em pacientes com hipercolesterolemia familiar (Nair, 2013;
Nordestgaard et al., 2013). No entanto, como representado na Figura 5,
outras raras mutagdes que podem ocorrer no gene que codifica a apoB100
(Soriaetal., 1989), no gene pré-proteina convertase subutilisina / Kexina
tipo 9 (PCSK9), o qual codifica a protease responsavel pela degradacéo
dos receptores de LDL (Abifadel et al., 2003), ou ainda, no gene que
codifica a proteina adaptadora de receptores de LDL (LDLRAP1) sdo
responsaveis por outras formas de hipercolesterolemia hereditaria com
fendtipos clinicos muito similares a hipercolesterolemia familiar (Myant,
1993; Civeira et al., 2004).
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Figura 5. Principais causas moleculares de hipercolesterolemia hereditaria.
Além de mutagBes no gene dos receptores de lipoproteina de baixa densidade
(LDL), a hipercolesterolemia hereditaria também pode ser resultado de mutacdes
no gene da apolipoproteina B (apoB), no gene pré-proteina convertase
subutilisina / Kexina tipo 9 (PCSK9), o qual codifica a protease responsavel pela
degradacdo dos receptores de LDL, bem como, no gene da proteina adaptadora
de receptores de LDL (LDLRAP1) (adaptado de Sniderman et al., 2014).
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A hipercolesterolemia familiar manifesta-se de duas formas
genéticas  (Khachadurian, 1964). Na forma mais rara da
hipercolesterolemia familiar (homozigética; prevaléncia de 1 em 1
milhdo de pessoas), ambos os alelos do gene do receptor de LDL estdo
mutados e a funcdo do receptor de LDL é reduzida severamente ou
completamente ausente, resultando em elevagdes de seis a dez vezes nos
niveis de LDL plasmaticos desde o nascimento (niveis de colesterol total
acima de 500 mg/dL)3, potencialmente levando ao infarto agudo do
miocardio j& no inicio da infancia, antes dos 15 anos de idade
(Khachadurian, 1964; Brown e Goldstein,1986; Ridker, 2014).

Em contraste, os individuos heterozigotos possuem cerca de 50%
de deficiéncia dos receptores de LDL, 0 que produz um aumento de duas
a trés vezes na concentracdo de LDL no plasma (niveis de colesterol total
entre 300 a 400 mg/dL). Esses individuos sdo susceptiveis a sofrer infarto
do miocéardio a partir dos 30 anos de idade (Khachadurian, 1964; Rader
et al., 2003; Liyanage et al., 2011; Ridker, 2014). A hipercolesterolemia
familiar heterozigética é consideravelmente mais comum, usualmente é
assumido que a prevaléncia seja de 1 em 500 pessoas, todavia, a
prevaléncia na populacdo em geral é aparentemente maior do que se
pensava (Benn et al., 2012; dos Santos e Maranhao, 2014). Benn e
colaboradores (2012) avaliando aproximadamente 70.000 individuos
provenientes do Copenhagen General Population Study mostraram uma
prevaléncia de 1 em 137 nesses individuos.

Clinicamente a hipercolesterolemia familiar é caracterizada pela
presenca de xantomas de tendGes, xantelasmas e aumentada deposicao de
colesterol nos vasos arteriais, levando ao desenvolvimento acelerado de
aterosclerose associada com alta incidéncia de eventos cardiovasculares,
particularmente a doenga arterial coronariana (DAC) (Khachadurian,
1964; Goldstein e Brown, 1977; Soufi et al, 2002). A
hipercolesterolemia familiar é responsavel por cerca de 5% - 10% dos
casos de DAC em individuos abaixo dos 55 anos (Burnett et al., 2005).
Quando néo tratada, a hipercolesterolemia familiar confere um risco cem
vezes maior para 0 desenvolvimento de DAC em homens jovens.
Mulheres com hipercolesterolemia familiar também apresentam um risco
substancial de desenvolvimento de DAC, contudo o risco é menor do que

8 De acordo com a V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da
Aterosclerose (Xavier et al., 2013) e com o Instituto Nacional do Coragdo, Pulméo e
Sangue dos Estados Unidos, niveis de colesterol plasmatico igual ou maior que 240
mg/dL ja sdo considerados muito alto. Os valores desejaveis sdo menores que 200
mg/dL.
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em homens, e, em média, as mulheres desenvolvem a doenga 10 anos
mais tarde (Jansen et al., 2002; Watts et al., 2007). Sem tratamento, 50%
dos homens heterozigotos desenvolverdo DAC antes dos 50 anos e 100%,
aos 70 anos; entre as mulheres heterozig6ticas, 12% terdo alguma
manifestacdo de DAC aos 50 anos e 74%, aos 70 anos (Marks et al.,
2000). Por fim, inimeros estudos vém demonstrando que a principal
causa de morte entre 0s pacientes com hipercolesterolemia familiar é a
doenca cardiovascular, e que cerca de 200.000 pessoas no mundo morrem
a cada ano de infartos do miocardio precoces devido a
hipercolesterolemia familiar (Civeira, 2004).

Nesse sentido, o principal objetivo no tratamento dos pacientes
com hipercolesterolemia familiar vem sendo reduzir a mortalidade
cardiovascular prematura, bem como a incidéncia de infartos do
miocardio (Reiner et al., 2011). De particular importancia, segundo a
OMS, o uso de terapia hipolipemiante pode aumentar a expectativa de
vida desses individuos em até 30 anos (Watts et al., 2014). De fato, a
expectativa de vida na hipercolesterolemia familiar aumentou
dramaticamente com o advento da terapia com estatinas (Scientific
Steering Committee on behalf of the Simon Broome Register Group,
1999). Neil e colaboradores (2008) acompanharam prospectivamente
3.382 pacientes com hipercolesterolemia familiar heterozigética entre
1980 e 2006, antes e apos a terapia com estatinas. A mortalidade por DAC
foi significativamente menor entre os usuarios de estatinas, com uma
reducdo de 48% entre pacientes sem doenca cardiovascular prévia e uma
reducdo de 25% naqueles com a doenca estabelecida. Resultados
similares foram observados em um grande estudo de coorte seguido por
guase 10 anos na Holanda (Versmissen et al., 2008). Outro estudo de
coorte com individuos sul-africanos com hipercolesterolemia familiar
homozigdtica demonstrou um retardo na ocorréncia de morte e maior
sobrevida com a terapia hipolipemiante (Koeijvoets et al., 2005).

As estatinas, farmacos inibidores da enzima HMG-CoA redutase,
foram desenvolvidas na década de 70, a partir dos estudos do
microbiologista japonés Akira Endo* (Endo, 2008, 2010), e sd0 o
tratamento  de  escolha  na  hipercolesterolemia  familiar.

4 A primeira estatina comercializada foi a lovastatina em 1987. Desde entéo seis
estatinas estdo no mercado: duas semi-sintéticas (sinvastatina e pravastatina) e quatro
sintéticas (fluvastatina, atorvastatina, rosuvastatina e pitavastatina) (Endo, 2010).
Atualmente, estima-se que 30 milhGes de pessoas em todo mundo utilizam as
estatinas. O faturamento de toda a classe de estatinas foi de $35,3 bilhdes em todo o
mundo em 2009 e de $19,7 bilhdes em 2012.
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Especificadamente, as estatinas de alta poténcia (atorvastatina e
rosuvastatina) e geralmente na maxima dose tolerada. Caso o paciente
ndo responda a monoterapia com estatinas, outros farmacos
hipolipemiantes podem ser usados concomitantemente tais como a
ezetimiba, resinas sequestradoras de acidos biliares, fibratos ou derivados
do &cido nicotinico (Reiner et al., 2011; Ito et al., 2011, Santos et al.,
2012; Watts et al., 2014). As estatinas ao inibirem a HMG-CoA redutase
consequentemente inibem a biossintese do colesterol, diminuindo o
conteudo intra-hepético de colesterol livre e reciprocamente regulando os
niveis de receptores de LDL hepaticos, o que por sua vez melhora o
catabolismo das particulas de lipoproteina contendo apoB (Ooi et al.,
2013).

Na hipercolesterolemia familiar heterozigotica, a qual se manifesta
com somente 50% dos receptores de LDL em funcionamento, ha em geral
uma boa resposta as estatinas que aumentam a expressao desses
receptores ao determinarem o bloqueio da sintese intracelular de
colesterol (Sniderman et al.,, 2014). Por outro lado, em pacientes
homozigotos, existe uma deficiéncia severa ou total na fung&o do receptor
de LDL, resultando em uma resposta a terapia com estatinas
marcadamente menor. As estatinas podem reduzir os niveis de colesterol
presente na LDL em pacientes homozigotos por potencialmente diminuir
a secrecdo hepética de apoB, no entanto esses pacientes usualmente
requerem a aferese (Watts et al., 2014). A aferese de lipoproteinas é
realizada quando a terapia medicamentosa é ineficiente ou néo tolerada
pelos pacientes, sendo normalmente uma opgdo para a
hipercolesterolemia familiar homozigdtica, ou para aqueles pacientes
com hipercolesterolemia familiar heterozigdtica severa (McGowan,
2013).

O desenvolvimento recente de anticorpos monoclonais contra a
PCSKQ, protease responsavel pela degradacédo dos receptores de LDL, é
uma revolugdo no tratamento da hipercolesterolemia familiar e de outros
tipos de hipercolesterolemia. Estas moléculas, administradas por via
subcutanea a cada 15 ou 30 dias, ligam-se a PCSK9 no plasma reduzindo
sua concentracdo, e assim, aumentando o ciclo intra-hepético do receptor
de LDL. Os estudos clinicos ja estdo em Fase Il e 111 e mostram redugdes
nos niveis de colesterol LDL de até 70% em pacientes com
hipercolesterolemia familiar heterozigética (Stein et al., 2012; Raal et al.,
2012). Além disso, outros pequenos estudos também reportaram que
alguns destes compostos podem ser eficazes em pacientes homozigotos
que apresentarem atividade do receptor de LDL residual (i.e., pelo menos
2%) (Stein et al., 2013).
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O avanco no tratamento da hipercolesterolemia familiar vem
resultando em um aumento na expectativa de vida, e consequentemente
aspectos que anteriormente eram impossiveis de serem visualizados
devido a alta mortalidade por eventos cardiovasculares comecaram a se
destacar. De particular interesse, Daniel Zambon e colaboradores (2010),
em um estudo com a participacdo de 47 individuos que apresentavam
hipercolesterolemia familiar e 70 individuos que ndo apresentavam
hipercolesterolemia familiar (participantes com mais de 50 anos),
demonstraram que a proporcdo de individuos com hipercolesterolemia
familiar que satisfazem os critérios diagnésticos de comprometimento
cognitivo leve (CCL) foi significativamente maior que a encontrada em
individuos controle sem hipercolesterolemia familiar. Os dados obtidos
neste estudo excederam a prevaléncia na populacdo em geral nesta idade
especifica, prevista a partir de outros estudos epidemioldgicos ou ainda a
prevaléncia observada em estudos epidemiolégicos com individuos que
apresentavam hipercolesterolemia esporadica. Nessa linha de evidéncia,
um estudo do nosso grupo de pesquisa (Moreira et al., 2012) e um estudo
de Ramirez e colaboradores (2011) corroboraram esta observagdo em
modelos experimentais de hipercolesterolemia familiar, ao demonstrar
que camundongos LDLr” e LDLr’"/apoB100 de “meia-idade”
apresentam caracteristicas indicativas de CCL.

O termo CCL refere-se a individuos que tém algum grau de perda
cognitiva quando comparados a pessoas normais da mesma faixa etaria,
mas que ndo preenchem critérios para deméncia, podendo representar,
em alguns casos, um estagio de transicao entre as alteragbes cognitivas
que fazem parte do envelhecimento normal e 0s primeiros sintomas da
doenca de Alzheimer (Petersen et al., 1999; Mariani et al., 2007).

1.4. DOENCA DE ALZHEIMER

Aproximadamente 36 milhfes de pessoas em todo o mundo
manifestam a doenca de Alzheimer, e em decorréncia do aumento na
expectativa de vida, é esperado que a prevaléncia global aumente para
115 milhGes de pessoas em 2050 (Querfurth e LaFerla, 2010; Wisniewski
e Gofii, 2014). A doenca de Alzheimer € uma doenca neurodegenerativa
cronica relacionada com a idade, responsavel pela maioria dos casos de
deméncia em idosos (Rocchi et al., 2003; Blennow et al., 2006; Castellani
et al., 2010). A doenga de Alzheimer é caracterizada por um substancial
e irreversivel declinio no ndmero de neurbnios colinérgicos que se
projetam, principalmente, do prosencéfalo basal para areas corticais e
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formacéo hipocampal (Gallagher e Colombo, 1995; Mufson et al., 2003;
Schliebs e Arendt, 2011).

Clinicamente, esta neuropatologia esta relacionada a um severo
prejuizo cognitivo, perda de memoéria e mudangas na personalidade
(como, e.g., uma mistura de comportamento agressivo com alucinagdes)
(McKhann et al., 1984; Waldemar et al., 2007; Van Beek e Claassen,
2011). Por outro lado, as caracteristicas neuropatoldgicas da doenca de
Alzheimer  sdo  emaranhados  neurofibrilares  intracelulares,
primariamente formados pela proteina tau hiperfosforilada, e placas
amiloides extracelulares em regides cerebrais como o cdrtex, hipocampo
e amigdala (Merz et al., 1983; Braak e Braak, 1988; Mattson et al., 2004;
Querfurth e LaFerla, 2010). As placas amiloides sdo depoésitos de
agregados fibrilares e amorfos de pequenos peptideos denominados f3-
amiloide (AB) no parénquima cerebral e nas paredes de vasos sanguineos
(Mann, 1989; Palop e Mucke, 2010).

O AP, um peptideo de 36 a 43 aminoacidos, ¢ produto do
metabolismo amiloidogénico da proteina precursora de amiloide (APP)
por grupos de enzimas denominadas secretases (Haass e De Strooper,
1999; Haass e Selkoe, 2007; Herring et al., 2011), como demonstrado na
Figura 6. A clivagem da APP pode ocorrer pelas vias ndo
amiloidogénica®, via mais comum, ou pela via amiloidogénica. A
produgdo do A requer a agdo inicial da p-secretase (BACE-1) sobre a
APP formando um fragmento C-terminal, que é substrato imediato para
a y-secretase®. A y-secretase pode atuar principalmente nas posicoes 40 e
42 gerando os ABi.a0 € APi.a2, respectivamente (LaFerla et al., 2007). As
placas amiloides consistem principalmente do Afi42, enquanto as
propriedades de solubilidade do Ap1.40 permitem a sua deposi¢do nos
vasos cerebrais (Weller et al., 1998).

5 Na via ndo amiloidogénica, ocorre a clivagem da APP dentro da sequéncia do AP
pela o-secretase seguida da y-secretase, o que resulta na producdo de um fragmento
denominado p3 e impede a produggo do AP (Haass e Selkoe, 2007).

6 A y-secretase € um complexo enzimatico de alto peso molecular composto
minimamente por quatro proteinas: presenilinas (incluindo a presenilina 1 - PS1),
nicastrina, APH-1 e PEN-2 (Haass e Selkoe, 2007).
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Figura 6. Processamento da proteina precursora amiloide (APP) pelas secretases.
Na via ndo amiloidogénica, a APP ¢ clivada primeiramente pela a-secretase
dentro da sequéncia do peptideo B-amiloide (AB) liberando APPsa. Posterior
processamento do residuo carbdxi-terminal resultante pela y-secretase libera o
fragmento p3. A via amiloidogénica € iniciada quando a B-secretase (BACE-1)
cliva a APP na regido amino-terminal do AP e libera APPsB. Em seguida a
clivagem do residuo carb6xi-terminal pela y-secretase resulta na formagao do Ap
(adaptado de De Strooper et al., 2010).

Grande parte das investigaces sobre a doenca de Alzheimer tem
sido focada na hipétese da cascata amiloide. Até o momento, esta
hipotese € a mais aceita para explicar as alteracfes neuropatolégicas
observadas na doenca de Alzheimer. A hipotese postula que o dano
neuronal caracteristico da doenca, em parte, ¢ atribuido a alteraces no
metabolismo do AP, e.g., aumento da produgdo e/ou redugdo na
degradacdo e eliminagdo. Os niveis aumentados de AP resultam em sua
agregacdo e formacdo dos oligdbmeros sollveis. Subsequente agregacédo
forma as fibrilas insolGveis, as quais finalmente precipitam-se como
placas amiloides extracelulares. Esta cascata toxica estd associada com
varios processos neuropatoldgicos como hiperfosforilacdo da proteina
tau, astrogliose, estresse oxidativo, e disfungéo sinaptica levando a perda
progressiva da funcéo neuronal e prejuizo cognitivo. Recentemente, esta
cascata foi revista e agora propde os oligdbmeros sollveis como as formas
mais patogénicas do AP (Haass e Selkoe, 2007; Ferreira e Klein, 2011).

Mutagdes nos genes relacionados com o processamento da APP
caracterizam a doenca de Alzheimer de origem genética (doenca de
Alzheimer familiar de inicio precoce, pacientes com menos de 65 anos).
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Os principais genes envolvidos sdo os genes que codificam a APP,
presenilina 1 (PS1) e presenilina 2 (PS2) (Levy et al., 1990; Goate et al.,
1994; Bertram e Tanzi, 2008). Dessa maneira, na forma familiar da
doenca de Alzheimer o acimulo e deposicdo de AP estdo relacionados
com o0 aumento na producdo deste peptideo. No entanto, as mutacdes
nesses genes representam apenas uma pequena proporcdo, sendo a
doenca de Alzheimer de origem esporadica (inicio tardio) responsavel
por 99% dos casos de doenca de Alzheimer. A etiologia dos dep6sitos de
AP na doenga de Alzheimer esporadica, na maioria dos casos ¢
desconhecida (Rocchi et al., 2003, 2009).

Como os mecanismos patofisiolégicos envolvidos na doenca de
Alzheimer ainda ndo estdo completamente elucidados torna-se
complicado o desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes.
Todavia, tendo em mente que o prejuizo da neurotransmissao colinérgica
no SNC contribui significativamente para os sintomas cognitivos
associados com a doenca de Alzheimer, as estratégias terapéuticas para
esta doenca foram direcionadas e, em 1997, o primeiro farmaco inibidor
da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi comercializado (Bartus, 2000).
Os inibidores de AChE ainda sdo os principais farmacos utilizados no
tratamento da doenca de Alzheimer leve a moderada, juntamente com
antagonistas ndo competitivos de moderada afinidade dos receptores de
N-metil-D-aspartato (NMDA)’ (Blennow et al., 2006; Mount e Downton,
2006). Os inibidores da AChE (donepezil, galantamina e rivastigmina)
aumentam a disponibilidade de acetilcolina no cérebro, fornecendo uma
melhora temporéria dos sintomas clinicos da doenca de Alzheimer e
estabilizam ou retardam por algum tempo o declinio da funcdo cognitiva
e da capacidade funcional dos individuos (Jacobsen, 2002; Nygaard,
2013). Apesar de representarem um importante passo no tratamento da
doenca, estes compostos sdo basicamente paliativos e possuem efeitos
limitados (Jackson, 2014). Estes farmacos ndo interferem diretamente
com 0s mecanismos dos processos neurodegenerativos, ou seja, ndo
alteram o curso da doenca (Grutzendler e Morris, 2001).

” A memantina é utilizada na clinica desde 1982 em pacientes com doenca de
Alzheimer moderada a severa. E um bloqueador de receptor NMDA. A
excitoxicidade é um mecanismo implicado na morte neuronal caracteristica desta
doenca, e que ocorre, em parte, devido ao aumento na ativagéo dos receptores NMDA
e consequente excesso de influxo de calcio intracelular (Mount e Downton, 2006).
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1.5. HIPERCOLESTEROLEMIA COMO FATOR DE RISCO PARA A
DOENCA DE ALZHEIMER

Evidéncias acumuladas ao longo das duas Ultimas décadas
apontam a hipercolesterolemia como um possivel fator desencadeador do
acumulo de AP na doenca de Alzheimer de origem esporadica (Sparks et
al., 1990, 1994; Kuo et al., 1998; Solomon et al., 2009). Os estudos
iniciaram nos anos 90 com Larry Sparks e colaboradores (1990 e 1993)
guando estes demonstraram que em torno de 70% dos individuos que
haviam falecido em decorréncia de DAC também apresentavam placas
amiloides em seus cérebros. Por outro lado, individuos com a mesma
idade e que haviam falecido devido a outras causas eram bem menos
susceptiveis a desenvolverem placas amiloides cerebrais. Posteriormente,
0s mesmos pesquisadores (1994) demonstraram por meio de tratamento
crbnico com dieta rica em colesterol a coelhos, que a conexdo entre
hipercolesterolemia e doenca de Alzheimer parece envolver o aumento
na formacdo de placas amiloides cerebrais. Do mesmo modo, Refolo e
colaboradores (2000) demonstraram que a exposi¢do a uma dieta
hipercolesterolémica resulta em um aumento significativo no acimulo de
AB no SNC de camundongos PSAPP® e que esse aumento se
correlaciona fortemente com o0s niveis de colesterol plasmético (Refolo
et al., 2000). Em seguida, os autores demostraram que o tratamento com
um farmaco redutor dos niveis de colesterol reduz os niveis de A
cerebral bem como as placas amiloides neste mesmo modelo animal de
doenca de Alzheimer (Refolo et al., 2001).

Nesse sentido, estudos clinicos e epidemioldgicos vém indicando
gue individuos hipercolesterolémicos sdo mais susceptiveis a
desenvolver a doenga de Alzheimer (Kivipelto et al., 2001, 2002, 2005).
Em especial, um estudo prospectivo de coorte realizado por Kivipelto e
colaboradores (2001) demonstrou que individuos que apresentam
elevados niveis de colesterol plasmatico durante a meia-idade apresentam
um aumentado risco de desenvolvimento de CCL e doenga de Alzheimer
em idades mais avangadas. Ademais, Sparks e colaboradores em 2005
demonstraram que quando individuos hipercolesterolémicos recebem
terapias que reduzem os niveis de colesterol, i.e., estatinas, apresentam
uma menor prevaléncia da doenca de Alzheimer e uma diminuicdo da
deterioragdo cognitiva (Sparks et al., 2005).

8 Camundongo PSAPP: Modelo de camundongo transgénico para doenca
de Alzheimer.
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Além disso, os estudos in vitro indicam que o colesterol modula
diretamente o processamento da APP e producdo de AP em células
neuronais (Simons et al.,, 1998; Ehehalt et al., 2003). Simons e
colaboradores (1998) demonstraram que a produgdo de AP em neurdnios
hipocampais é inibida completamente quando os niveis de colesterol na
membrana celular sdo reduzidos por compostos extratores de colesterol
(metil-p-ciclodextrina). Especificadamente, a reducdo dos niveis de
colesterol na membrana diminuiu a atividade da enzima BACE-1
(Simons et al., 1998). O colesterol é principalmente concentrado em
microdominios de membranas, os lipid rafts, os quais parecem ser o
principal local para o processamento amiloidogénico da APP (Vetrivel e
Thinakaran, 2010). Em contraste, a enzima a-secretase, a qual previne a
formagdo do AP, necessita de membranas com menos colesterol, como
os dominios fosfolipidicos ricos em &cidos graxos poli-insaturados de
cadeia longa, os quais sdo mais fluidos (Kojro et al., 2001). Portanto, o
aumento dos niveis de colesterol celular parece favorecer a associacao da
APP com as enzimas BACE-1 e y-secretase nos lipid rafts, entdo
estimulando a clivagem da APP em AP (Figura 7) (Ehehalt et al., 2003;
Xiong et al., 2008).
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Figura 7. O aumento de colesterol nas membranas celulares pode afetar a
produgdo do peptideo B-amiloide (AB) cerebral. Em condigdes de aumento de
colesterol celular, ha uma associacdo da APP com a B-secretase (BACE-1) nos

lipid rafts, estimulando a clivagem da APP em AP (adaptado de Moreira et al.,
2014).
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1.6. RECEPTOR DE LDL E O PEPTIDEO B-AMILOIDE

Os niveis de AP no cérebro sdo rigorosamente regulados por meio
de vérios processos: (i) sua sintese a partir da APP; (ii) degradagéo
proteolitica por enzimas degradadoras de amiloide; (iii) transporte da
circulacdo para o cérebro e (iv) sua depuracdo através da BHE (Prasanthi
et al., 2008). O transporte de AP através da BHE esta representando na
Figura 8A. O receptor de produtos de glicacdo avancada (RAGE) é
responsavel pelo transporte do AP da circulagdo para o cérebro. Este
receptor é pertencente a superfamilia das imunoglobulinas de superficie
celular e, possui uma grande gama de ligantes incluindo o AP (Yan et al.,
2000). Enquanto, a depura¢do do AP através da BHE, é mediada pelos
receptores da familia de receptores de LDL, principalmente pelo LRP-1,
0 qual é amplamente expresso pelos neurdnios, astrdcitos e micréglia do
parénquima cerebral, como também pelas células endoteliais, astrdcitos
e celulas musculares na BHE e artérias cerebrais (Herz e Marschang,
2003; Bu, 2009). Enquanto diversos trabalhos definem o papel do LRP-
1 na depuragdo do AP, estudos recentes apontam que o receptor de LDL
também desempenha papel importante no metabolismo e depuracéo do
AP, assim como na patogénese da doenca de Alzheimer (Castellano et
al., 2012).

Inicialmente Cao e colaboradores em 2006 observaram que a
delecéo do receptor de LDL em camundongos Tg2576°, resulta em um
aumento significativo na deposicdo amiloide cerebral. Ap6s a formacgédo
das placas esses animais deficientes para o receptor de LDL apresentam
prejuizos cognitivos significativamente maiores (Cao et al., 2006). Em
seguida no ano de 2011, Katsouri e Georgopoulos também mostraram
que a falta do receptor de LDL aumenta a deposicdo amiloide em
camundongos 5XFAD'® (Katsouri e Georgopoulos, 2011). Por outro
lado, o estudo de Kim e colaboradores (2009) mostrou que a
superexpressdo do receptor de LDL no cérebro de camundongos
transgénicos para doenga de Alzheimer reduziu marcadamente a
agregacdo do AP cerebral e aumentou a depuracdo deste peptideo do
cérebro (Kim et al., 2009). Ademais, Basak e colaboradores (2012)
mostraram que o receptor de LDL regula a captagdo e o metabolismo
celular de AP pelos astrocitos. O aumento da expressdo do receptor de

9 Camundongos Tg2576: Modelo de camundongo transgénico para doenca
de Alzheimer.
10 Camundongos 5XFAD: Modelo de camundongo transgénico para doenca
de Alzheimer.
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LDL aumentou a captagdo e depuracdo de ambos AB1-40 ¢ AB1-42 pelos
astrdcitos, enquanto a delecdo deste receptor apresentou o efeito oposto
(Basak et al., 2012). Finalmente, Castellano e colaboradores (2012)
mostraram que a depuracdo de AP exdgeno administrado no cérebro de
camundongos é aumentada com a superexpressdo do receptor de LDL.
Além disso, os autores observaram que a superexpressao do receptor de
LDL aumenta a taxa de depura¢do do AP do cérebro de camundongos
PDAPPI, Especificamente, estes resultados sugerem um mecanismo
onde o receptor de LDL regula o acimulo de Af cerebral via eliminagio
do cérebro mediada pela BHE (Castellano et al., 2012).

1.7. INFLUENCIA DA HIPERCOLESTEROLEMIA NA
INTEGRIDADE DA BHE

Estudos experimentais utilizando modelos animais de
hipercolesterolemia indicam que alteracdes metabélicas e disfuncionais
na BHE e a consequente neuroinflamacdo parecem preceder a producdo
e deposi¢do cerebral de AP induzida pela hipercolesterolemia (Sparks et
al., 2000; Ghribi et al., 2006; Takechi et al., 2010; Ullrich et al., 2010).
Sparks e colaboradores (2000) demonstraram que a hipercolesterolemia
afeta a integridade da BHE e desencadeia 0 aumento no extravasamento
de IgG em coelhos alimentados com uma dieta rica em colesterol (Sparks
et al., 2000). Além disso, Sparks e Streit (1997) reportaram um aumento
de ativacdo microglial e infiltragdo de leucécitos no cérebro de coelhos
hipercolesterolémicos.

Inflamacgéo cronica com ativagdo microglial tem sido implicada
como um evento importante na patogénese de muitas doencas
neurodegenerativas, incluindo a doenga de Alzheimer. A microglia
ativada pode contribuir para a neurodegeneracdo por meio da producgdo
de citocinas e espécies reativas. De fato, muitas linhas de evidéncia tém
apontado para um ciclo oxidativo-inflamatério na vasculatura cerebral
induzido pela hipercolesterolemia que poderia impactar areas relevantes
para a cognicao (Thirumangalakudi et al., 2008; Evola et al., 2010). Nesse
sentido, Thirumangalakudi e colaboradores (2008) utilizando os
camundongos LDLr” tratados com uma dieta hipercolesterolémica
observaram que alteracdes neuroinflamatdrias parecem ter papel primario
na disfungdo cognitiva induzida pela hipercolesterolemia. De acordo com
estas observagles, nos recentemente evidenciamos uma correlagdo

11 Camundongos PDAPP: Modelo de camundongo transgénico para doenca
de Alzheimer.



49

positiva entre os niveis elevados de colesterol periférico e disfuncao
mitocondrial no cortex cerebral, o que foi associado com estresse
oxidativo e prejuizo de meméria e aprendizado espacial em camundongos
LDLr" (de Oliveira et al., 2011).

H& algum tempo vem sendo sugerido que danos vasculares
presentes na doenca de Alzheimer podem ser importantes no
desenvolvimento desta doenca (Scheibel et al., 1989). A partir de 1993,
com os trabalhos de Jack C. de la Torre, surgiu a hip6tese vascular para
a forma esporadica da doenca de Alzheimer. Este autor prop0s que dois
fatores precisam estar presentes antes que ocorram a disfungéo cognitiva
e neurodegeneracdo caracteristicas da doenca de Alzheimer: (i) o
envelhecimento e (ii) a presenca de uma condicdo que diminua a perfuséo
cerebral (e.g., aterosclerose das artérias carétidas) (de la Torre e
Mussivand, 1993; de la Torre, 1999). Na mesma época, inimeros estudos
clinicos e histopatoldgicos apontaram uma ligagdo entre os fatores de
risco vasculares, tais como hipertensdo e hipercolesterolemia, e o
desenvolvimento da doenca de Alzheimer (Sparks et al., 1990, 1995;
Soneira e Scott, 1996). Nesse sentido, o estudo epidemioldgico de Strand
e colaboradores (2013) demonstrou que a disfuncdo vascular associada a
niveis elevados de colesterol periférico € uma das mais provaveis
explicacdes para a associagdo entre a hipercolesterolemia e a doenca de
Alzheimer (Strand et al., 2013).

Evidéncias clinicas e pré-clinicas vém demonstrando que a
disfungdo da BHE pode ser mais prevalente na doenca de Alzheimer do
gue previamente se pensou. Neste contexto, Ujiie e colaboradores (2003)
observaram que em camundongos Tg2576'% de 10 meses de idade a
permeabilidade da BHE é maior que em camundongos controle da
mesma idade. Os autores observaram que 0 aumento na permeabilidade
da BHE ja é evidente aos 4 meses de idade, antes mesmo do inicio da
doenga e da deposigdo de AP (Ujiie et al., 2013).

A condigdo  inflamatéria  periférica  associada &
hipercolesterolemia  desencadeia danos na BHE levando ao
extravasamento de proteinas séricas. As células do sistema imune
periférico interagem com o endotélio cerebral ativado, induzindo cascatas
de sinalizagdo intracelular, producdo de mediadores inflamatérios e
alteracdes nas juncGes oclusivas. A migracdo de células do sistema imune
periférico para o SNC resulta na amplificagéo da produgdo de mediadores

12 Camundongos Tg2576: Modelo de camundongo transgénico para doenca
de Alzheimer.
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inflamatdrios e consequentemente danos ao tecido cerebral (Figura 8B)
(Xiong et al., 2008; Takeda et al., 2014).

Além disso, prejuizos da fungdo da BHE podem ainda levar a um
aumento nos niveis de A cerebral por meio da desregulacdo da entrada
e saida deste peptideo no SNC. Nesse sentido, foi demonstrado no
modelo experimental de coelhos alimentados com uma dieta rica em
colesterol, que a hipercolesterolemia aumenta o acimulo de AP no
cérebro por meio da diminuicdo dos niveis de LRP-1 e aumento dos
niveis de RAGE na BHE (Prasanthi et al., 2008). A Figura 8B mostra 0s
principais eventos envolvidos na disfungdo da BHE induzida pela
hipercolesterolemia.

A) BHE -
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dependente de LRPs
Depuraciodo Ap

I

>  EntradadeAp
dépendente de RAGE

Capilar cerebral

Pericitos ~® — T O e

B) BHE
disfuncional

............ A umento da © )
/ o ® X expressio de ©
< AN RAGE

‘ e ! Diminuicio da
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Figura 8. Influencia da hipercolesterolemia na |ntegr|dade da barreira hemato-
encefalica (BHE). A BHE é formada pelas juncdes oclusivas que conectam as
células endoteliais aos capilares que irrigam o parénquima cerebral. Juntamente
com a lamina basal, 0s processos astrociticos e os pericitos formam a unidade
neurovascular. (A) Situacbes normais e (B) Situagbes patoldgicas, e.g., a
hipercolesterolemia, onde ocorrem danos na BHE (disfuncdo das juncbes
oclusivas) (adaptado de Moreira et al., 2014).
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Portanto, as evidéncias acumuladas ao longo dos Gltimos vinte
anos indicam uma associacao importante entre alteracfes na homeostase
do colesterol, em particular as encontradas em individuos com
hipercolesterolemia familiar, e a fisiopatologia da doenca de Alzheimer
de origem esporéadica.
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A hipercolesterolemia familiar resulta em niveis elevados de
particulas de LDL circulantes, sendo responsavel por altos indices de
morbidade e mortalidade por doencas cardiovasculares e grande
importancia do ponto de vista epidemiolégico. Segundo a | Diretriz
Brasileira de Hipercolesterolemia Familiar (2012) estima-se que no
Brasil existam de 250.000 a 300.000 portadores desta doenca. E
importante destacar, que estes dados poderiam ser ainda muito maiores
se ndo fosse o desafio de demonstrar a severidade desta condi¢do fazendo
com que inmeros casos sejam subdiagnosticados.

Por outro lado, outro grande desafio enfrentado pela sociedade
brasileira é o expressivo aumento da populacdo idosa, um fenémeno de
carater mundial. Segundo dados de 2012 do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), atualmente a relacdo entre a populacéo
idosa (pessoa de 60 anos ou mais) e pessoas com menos de 15 anos de
idade é 1:2. Embora estes nimeros reflitam um claro avango na qualidade
de vida de parte da populagdo, eles também alertam para a possibilidade
de que em um futuro préximo cresca significativamente o nimero de
pessoas acometidas por doencas relacionadas a idade, dentre elas a
doenca de Alzheimer. A doenca de Alzheimer é a causa mais comum de
prejuizos cognitivos em pessoas com mais de 65 anos de idade.
Atualmente estima-se haver cerca de 36 milhdes de pessoas com doenca
de Alzheimer no mundo. Este nimero praticamente ira dobrar a cada 20
anos, segundo dados fornecidos pelo Relatdrio de 2012 da Organizagdo
Mundial da Saude (OMS) realizado juntamente com a associacao
Internacional de Doenca de Alzheimer (ADI). N&o ha dados claros sobre
a incidéncia da doenca de Alzheimer no Brasil, entretanto, com base em
pesquisas de outros paises e dados do IBGE, estima-se que 1,2 milhéo de
pessoas sofram com a doenga, cerca de 100 mil novos casos por ano
(ABRAZ, 2014).

Dois aspectos inerentes a hipercolesterolemia familiar séo
potencialmente relacionados a patofisiologia da doenca de Alzheimer
esporadica. Inicialmente, destaca-se que o defeito primério na
hipercolesterolemia familiar € uma mutacao no gene que codifica para
0 receptor de LDL, resultando em reducdo funcional (parcial a
completa) deste. Salienta-se aqui que diversas evidéncias vém
demonstrando o envolvimento do receptor de LDL no metabolismo e
depuragdo do AP cerebral. Ademais, em decorréncia da mutagdo no gene
que codifica o receptor de LDL, os individuos com esta patologia sao,
por conseguinte, expostos a niveis muito elevados de colesterol
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plasmatico desde o nascimento. Diversas linhas de evidéncia também
indicam o colesterol como um fator modulador da producéo e depuracao
do AP e, subsequente, acimulo de placas amiloides.

Nesse sentido, nossa hipotese de trabalho é que os efeitos
neurotoxicos induzidos pelo AP podem ser potencializados em
individuos com hipercolesterolemia familiar, uma vez que a depuracéo
deste peptideo estaria comprometida. Para avaliar experimentalmente
esta hipétese, camundongos nocautes para o receptor de LDL (LDLr”),
modelo experimental de hipercolesterolemia familiar humana, foram
expostos a administragdo intracerebroventricular do AP e marcadores
comportamentais e bioquimicos de neurotoxicidade foram avaliados.
Ademais, os camundongos LDLr” também foram expostos ao
envelhecimento e ao tratamento com uma dieta rica em colesterol e a
integridade da BHE e metabolismo do AP foram avaliados.
Conjuntamente, os resultados deste estudo irdo contribuir para o
entendimento da relagdo entre hipercolesterolemia familiar e o
desenvolvimento de comprometimento cognitivo leve em individuos de
meia-idade. Outrossim, também poderao indicar o receptor de LDL como
um possivel alvo terapéutico na doenca de Alzheimer, com o intuito de
potencializar o metabolismo e depuragdo do AP cerebral.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar 0s mecanismos moleculares que relacionam a
hipercolesterolemia familiar & doenca de Alzheimer, com particular
énfase na neurotoxicidade induzida pelo Ap e integridade da BHE.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

<> Verificar os efeitos da administracdo intracerebroventricular do
AP 1-40 nos camundongos LDLr"- sobre a fungdo cognitiva, colinérgica,
antioxidante e resposta neuroinflamatoria;

X Verificar se 0s prejuizos cognitivos presentes em camundongos
LDLr" jovens e de “meia-idade” se relacionam a alteragdes na expressio
de genes envolvidos no metabolismo e depuragdo do AP e no processo
apoptotico;

X3 Avaliar se 0s prejuizos cognitivos e alteragbes na
permeabilidade da BHE em camundongos LDLr” sdo, ainda,
potencializados pela exposicdo a uma dieta hipercolesterolémica;

X3 Avaliar se a exposicéo a LDL prejudica a homeostase de células
neuronais;
X Avaliar se o tratamento de camundongos Swiss com 0 composto

Genfibrozila aumenta expressao génica hepatica e cerebral do receptor de
LDL.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. REAGENTES

Albumina de soro bovino, Nicotinamida adenina dinucleotideo
fostato reduzida, Glutationa oxidada, Glutationa redutase, Glutationa
reduzida, Peréxido de terc-butila, Iodeto de Acetiltiocolina, 5,5’-ditio-
bis-2-nitrobenzoato, Triton X-100, Peptideo p-amiloide 1-40,
Genfibrozila, Hidrato de cloral, Fluoresceina de sédio, os anticorpos anti-
GFAP e anti-tubulina, 0 meio de montagem CC/mount e a Tioflavina-S
foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. O anticorpo anti-
aquaporina 4 foi obtido da empresa Santa Cruz Biotechnology. O
Isoflurano foi obtido da empresa Abbot Laboratérios do Brasil. Os
reagentes para a extracdo de RNA, sintese de cDNA e reacdo de PCR em
tempo real foram obtidos da Promega Brasil e Applied Biosystems. Soro
de cavalo, 2°,7°- diclorodiidrofluoresceina acetato e 0s anticorpos
secundarios Alexa fluor foram adquiridos da empresa Life Technologies.
O lodeto de propideo foi adquirido da Calbiochem-Vovabiochem. Todos
0s outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.2. ANIMAIS

Camundongos da linhagem selvagem C57BL/6 e nocautes para o
receptor de LDL (LDLr") foram gentilmente cedidos pelo Departamento
de Fisiologia e Biofisica, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de
Campinas, Brasil. Os progenitores foram adquiridos do Jackson
Laboratories (Bar Harbor, Maine, EUA). Além disso, foram utilizados
camundongos Swiss albinos provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram alojados em
gaiolas plasticas (42 x 34 x 17 cm), com condi¢do controlada de
temperatura (23 + 1°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas,
fase clara das 7 horas as 19 horas), e com livre acesso a dgua e comida.
Todos os procedimentos utilizados no presente estudo foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica para o uso de Animais (CEUA/UFSC),
Processo  23080.040932/2010-28, PP00553, que segue normas
internacionais de utilizacdo de animais para pesquisa cientifica.

O camundongo LDLr” é um modelo experimental de
hipercolesterolemia familiar humana desenvolvido e descrito por
Ishibashi e colaboradores (1991 e 1993). Algumas caracteristicas deste
modelo animal podem trazer vantagens para sua utilizagdo, tais como: (i)
semelhanca a condi¢do humana de hipercolesterolemia familiar, causada
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por mutagGes no gene para o receptor de LDL; (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 avangadas do que outros
modelos de hipercolesterolemia (Zadelaar et al., 2007).

4.3. ADMINISTRACAO INTRACEREBROVENTRICULAR DO
PEPTIDEO -AMILOIDE

Primeiramente foi realizado o protocolo de agregagéo do APi-40. 0O
fragmento APi-40 foi dissolvido em PBS 0,1 M (pH 7,4) e incubado a
37°C por 4 dias, como descrito previamente (Prediger et al., 2007;
Piermartiri et al., 2010; Figueiredo et al., 2011; Santos et al., 2012). A
forma agregada do Api-40 (400 pmol/sitio) ou a solucdo veiculo (PBS)
foram administradas por via intracerebroventricular (i.c.v.) como descrito
por Laursen e Belknap (1986). Para isso, os camundongos foram
anestesiados com isoflurano 0,96% e uma microseringa Hamilton com
agulha 28 gauges de 3 mm de comprimento foi utilizada. A agulha foi
inserida unilateralmente (1 mm) no ponto médio equidistante entre os
olhos e a uma distancia igual entre os olhos e as orelhas, perpendicular
ao plano do cranio. Um volume de 3 pL das solugdes foi injetado
gradualmente durante um intervalo de 5 s no ventriculo lateral.

4.4, CULTIVO PRIMARIO DE NEURONIOS HIPOCAMPAIS

As culturas primarias de neurdnios hipocampais de fetos de ratos
Wistar (com 18 a 19 dias gestacionais) foram preparadas conforme
descrito por Caceres e colaboradores (1986), com pequenas
modificacdes. As ratas prenhas foram anestesiadas com isoflurano
0,96%, eutanasiadas por deslocamento cervical e os fetos removidos. Os
cérebros foram removidos e transferidos para uma placa de Petri
contendo uma solucdo estéril de tampdo de Hank’s gelado. Os
hipocampos foram dissecados, as meninges foram retiradas, o tecido
triturado e as células dissociadas por meio de leve tripsinizacéo (tripsina
0,25%, 15 minutos, 37°C) e mecanicamente com pipetas Pasteur de
pontas flambadas. Em seguida, as células foram semeadas na presenca de
meio de cultura MEM contendo 10% de soro de cavalo, 2 mM de
glutamina, piruvato de sodio e 5000 U/mL de penicilina/estreptomicina.
O plagueamento foi feito em placas de cultura contendo coverslips
previamente tratados com solucdo de poli-L-lisina a 10 pg/mL. As
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culturas foram mantidas em estufa com 95% de umidade, 5% CO; a 37°C.
Depois de 2 horas, 0 meio MEM foi trocado pelo meio Neurobasal
suplementado com 1% de B27, 0,5% de glutamax e 5000 U/mL de
penicilina/estreptomicina, o qual foi mantido durante o periodo de
cultura.

4.5. DESENHOS EXPERIMENTAIS

4.5.1. Experimento 1: Camundongos LDLr” sdo mais susceptiveis a
neurotoxicidade induzida pela injecao i.c.v. do AP1-40?

O objetivo do primeiro desenho experimental foi avaliar se a
auséncia do receptor de LDL, e consequente hipercolesterolemia,
potencializam a neurotoxicidade induzida pelo AP. Dessa forma,
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr” de 5 meses de idade
machos foram injetados pela via i.c.v. com o APi-40 agregado ou com a
solucdo veiculo (PBS), totalizando quatro grupos experimentais. A
administragdo aguda i.c.v. do APi-4 agregado (400 pmol/sitio) em
camundongos permite a investigacdo de mecanismos moleculares
envolvidos na toxicidade induzida pelo AP (Prediger et al., 2007, 2008;
Takeda et al., 2009; Piermartiri et al., 2010; Figueiredo et al., 2011;
Santos et al., 2012). Ademais, 0 modelo experimental da administracdo
i.c.v. do ABi-40 apresenta validade preditiva e de analogia (Takeda et al.,
2009). Dez dias ap6s o tratamento com o AP1.40, 0S camundongos foram
submetidos aos seguintes testes comportamentais: realocacdo de objeto,
alternancia espontanea e labirinto em cruz elevado (grupos independentes
de animais foram usados em cada teste, 8 animais por grupo
experimental). Ap0s a realizagdo do teste realoca¢do do objeto, no 14°
dia, os animais foram anestesiados (xilazina 10 mg/kg e quetamina 100
mg/kg, intraperitoneal - i.p.) e 0 sangue foi coletado por puncéo cardiaca
para a determinagdo dos niveis plasmaticos de colesterol total e de
colesterol HDL. Os animais foram, entéo, eutanasiados por deslocamento
cervical e, posteriormente, o cortex pré-frontal e o hipocampo dissecados
para a determinacdo da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE),
da atividade das enzimas antioxidantes glutationa redutase (GR),
glutationa peroxidase (GPx), superéxido dismutase (SOD), para a
quantificacdo dos niveis de glutationa (GSH), e para a mensuragdo dos
niveis de espécies reativas. Apos o teste da alternancia espontanea, cinco
animais de cada grupo experimental foram anestesiados (hidrato de cloral
40%) e perfundidos com paraformaldeido 4% para a coloragdo por
Tioflavina-S e para ensaios de imunofluorescéncia. Nos ensaios de
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imunofluorescéncia foi avaliada a densidade das proteinas acida fibrilar
glial (GFAP) e aquaporina 4 (AQP-4). Apds o teste do labirinto em cruz
elevado, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e,
posteriormente, o hipocampo foi dissecado, e, fatias de 400 pum de
espessura foram obtidas para realizacdo do ensaio de captacdo de iodeto
de propideo. O esquema do primeiro desenho experimental esta
representado na Figura 9.

Experimento 1:
Aﬁl_m 1.C.V.
400 pmol/sitio fices
ou PBS comportamentais
Dia 1 Dia 10 Dia 14
Camundongos CS7BL/6 e
LDLr- .
5 meses de idade Eu - a
Analises
bioquimicas

Figura 9. Desenho experimental 1: Camundongos LDLr" sdo mais susceptiveis
a neurotoxicidade induzida pela injegdo i.c.v. do APi-10?

4.5.2. Experimento 2: Os prejuizos cognitivos nos camundongos
LDLr” jovens e de “meia-idade” estio associados com alteragdes no
metabolismo do AP e em proteinas anti- e pro-apoptéticas?

O objetivo especifico do segundo desenho experimental foi buscar
evidéncias que associam 0s prejuizos cognitivos presentes nos
camundongos LDLr"- a alteracdes na expressdo de genes envolvidos no
metabolismo do AP e no processo apoptdtico. Dessa forma, foram
utilizados camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e camundongos
LDLr" adultos jovens (trés meses) e de “meia-idade” (quatorze meses)
machos. Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e,
posteriormente, o cortex pré-frontal e o hipocampo foram dissecados para
a determinacdo dos niveis de RNAm de proteinas envolvidas no
metabolismo do Ap (LRP-1, APP, BACE-1 e PS-1), e de proteinas anti-
e pré-apoptoticas (Bcl-2 e Bax respectivamente) por gPCR (Figura 10).
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Experimento 2:
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3 meses 3 meses Eutandsia
e analises de
expressio génica
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Figura 10. Desenho experimental 2: Os prejuizos cognitivos nos camundongos
LDLr" jovens e de “meia-idade” estio associados com alteracdes no
metabolismo do AP e em proteinas anti- e pré-apoptoticas?

4.5.3. Experimento 3: Os prejuizos cognitivos e alteragdes na BHE
em camundongos LDLr” sdo potencializados por uma dieta
hipercolesterolémica?

O objetivo especifico deste terceiro desenho experimental foi
investigar se os prejuizos cognitivos e alteracdes na permeabilidade da
BHE observados em camundongos LDLr” seriam potencializados pela
exposicdo a dieta hipercolesterolémica. Nesse sentido, camundongos
C57BL/6 do tipo selvagem e os camundongos LDLr”- de trés meses de
idade machos foram expostos a uma dieta hipercolesterolémica
(constituida por 20% de gordura saturada e 1,25% de colesterol como
descrito na Tabela 1, produzida na Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, SP, Brasil, Tabela 2) (de Oliveira et al., 2011, 2013) ou uma
dieta padrdo para roedores durante trinta dias. Apds trinta dias de
tratamento com as dietas, os camundongos foram submetidos aos testes
comportamentais de realocacdo do objeto, reconhecimento do objeto,
alternéncia espontanea e labirinto em cruz elevado (grupos independentes
de animais foram usados em cada teste, 8 animais por grupo
experimental). Apés a realizagdo do protocolo de testes
comportamentais, os animais foram anestesiados (xilazina 10 mg/kg e
guetamina 100 mg/kg, i.p.), o sangue foi coletado por puncéo cardiaca
para a determinacdo dos niveis de colesterol total e de colesterol HDL e,
posteriormente, o cortex pré-frontal e o hipocampo foram dissecados para
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a determinacdo dos niveis de RNAm de proteinas integrantes das jungdes
oclusivas da BHE (claudina-5 e ocludina). Em um grupo independente
de animais a permeabilidade da BHE dos animais a fluoresceina de sddio
foi avaliada no cdrtex pré-frontal, hipocampo e bulbo olfatério (Figura
11).

Tabela 1. Composicao das dietas experimentais.

Ingredientes (%) Dieta padrio _ Dieta
hipercolesterolémica
Proteina 272 2
Gordura 4 20
Carboidrato 46,5 4775
Acido célico - 05
Colina bitartrate - 05
Colesterol _ 125
Experimento 3
Andlises

Dieta padrao ou
Dieta hipercolesterolémica

l
|

comportamentais e ensaio da
fluoresceina de sodio

|
||

Dial
Camundongos C57BL/6 e
LDLr"-
3 meses de idade

Diz 30 Dia 34
Eutanasia
e andlises de

expressdio génica
Figura 11. Desenho experimental 3: Os prejuizos cognitivos e alteragdes na BHE
em camundongos LDLr” sdo potencializados por uma dieta
hipercolesterolémica?

4.5.4. Experimento 4: Quais as consequéncias da exposicdo de
células neuronais a LDL humana isolada?

Tendo em mente que a disfuncdo da BHE pode desencadear a
entrada de particulas de LDL plasmaticas no SNC (Hui et al., 2012), no
desenho experimental 4 nds investigamos se a exposicdo a LDL humana
isolada modifica a homeostase de células neuronais. Cultura priméria de
neurdnios hipocampais de rato (dia in vitro 0 ou dia in vitro 1) foi exposta
a LDL na concentracdo de 50 pg/mL durante 24 horas e o
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desenvolvimento neuronal foi avaliado por meio de ensaios de
imunofluorescéncia utilizando marcadores para actina e tubulina (Figura
12). Estes experimentos foram realizados no Instituto de Investigacion
Médica Mercedes y Martin Ferreyra na Universid Nacional de Cérdoba
durante o estagio sanduiche realizado no grupo de pesquisa coordenado
pelo Prof. Dr. Alfredo Caceres.

Experimento 4

LDL

50 pg/mL . -
mmnofluorescéncia

J |

| 24 horas |

Cultivo primario
newrdnios [ 1
hipocampais " A
Dia in vitro 0 i

Ensaios de

LDL

50 pg/mL . -
]IEluIlUﬂ uorescencia

J !

| 24 horas |

Cultivo primario
neurdnios [ |
hipocampais A g
Dia in vitre 1 -

Ensaios de

Figura 12. Desenho experimental 4: Quais as consequéncias da exposi¢do de
células neuronais & LDL humana isolada?

4.5.5. Experimento 5: Em busca de uma terapia capaz de aumentar
a expressao do receptor de LDL ao nivel cerebral.

Nosso desenho experimental 5 tem como objetivo avaliar se o
composto Genfibrozila, um fibrato hipolipemiante, é capaz de aumentar
a expressdao génica hepatica e cerebral do receptor de LDL em
camundongos. Para este fim, camundongos Swiss de trés meses de idade
machos foram tratados com o farmaco Genfibrozila (trés doses
diferentes: 1,3; 13 e 130 mg/kg, i.p.) ou com a solugéo veiculo (salina)
diariamente durante trinta dias. Ao final do tratamento, os camundongos
foram anestesiados (xilazina 10 mg/kg e quetamina 100 mg/kg, i.p.) e 0
sangue foi coletado por pungdo cardiaca para a determinacdo dos niveis
de colesterol total. Em seguida, os animais foram, entéo, eutanasiados por
deslocamento cervical e, posteriormente, o figado e o hipocampo
dissecados para a determinagédo dos niveis de RNAm do receptor de LDL
(Figura 13).
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Experimento 5

Genfibrozila
1,3;13 e 130 mg/kg
ou solucéo salinai.p.

|

| |
| |
Dia 1 Dia 30
Camundongos Swiss
3 meses

Eutanasia
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expressdo génica

Figura 13. Desenho experimental 5: Em busca de uma terapia capaz de aumentar
a expressdo do receptor de LDL ao nivel cerebral.

4.6. TESTES COMPORTAMENTAIS
4.6.1. Teste do campo aberto:

O teste do campo aberto foi utilizado para investigar a atividade
locomotora dos animais (Prut e Belzung, 2003). O aparelho feito de
acrilico transparente com assoalho cinza foi dividido por linhas pretas em
25 quadrados (10 x 10 cm) e cercado por paredes elevadas em 40 cm de
altura. Cada camundongo foi colocado no centro do campo aberto e 0
nimero total de cruzamentos foi registrado por 5 minutos. Um
cruzamento foi registrado quando o animal atravessou o quadrado com
as quatro patas.

4.6.2. Teste da realocacdo do objeto:

A memoria espacial dos camundongos foi avaliada no teste de
realocacdo de objeto. Este teste, baseado na tendéncia espontanea de
roedores, previamente expostos a dois objetos idénticos, a
posteriormente, explorar um dos objetos (realocado para uma nova
localizacdo espacial) por um tempo maior que o objeto ndo deslocado,
tem sido utilizado na avaliagdo de memorias dependentes do hipocampo
(Ferguson e Sapolsky, 2007; Assini et al., 2009). O aparelho utilizado
para o teste foi 0 campo aberto. Os objetos eram dois retdngulos plasticos
idénticos (3 cm lado x 4,5 cm lado x 4,5 cm altura) os quais foram colados
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ao chdo de maneira equidistante 7 cm de dois lados da caixa. O
procedimento consistiu em uma sessdo de habitua¢do ao campo aberto
com duracdo de 5 minutos, na qual o animal era colocado na caixa e
explorava-a livremente. Ap6s 24 horas, ocorreu a sessao treino, onde dois
objetos idénticos eram apresentados aos animais. Neste momento, foi
registrado o tempo de exploragdo de cada um dos objetos colocados na
caixa, durante 5 minutos. Depois do treino os animais retornavam as suas
gaiolas e aguardavam até o momento do teste, 180 minutos apés o treino.
No momento do teste, porém, um dos objetos era colocado em uma nova
posicdo no campo aberto. Neste momento registrava-se, hovamente, o
tempo de exploragdo de cada um dos objetos. Os seguintes
comportamentos foram considerados como exploracéo do objeto: cheirar,
tocar ou observar o objeto a menos de 1 cm de distancia. Este tempo de
exploracdo dos objetos foi utilizado para o calculo do indice de
localizag8o de objetos, o qual foi utilizado como pardmetro de meméria
(Assini et al., 2009). indice de localizacdo = [t(s) A1’ x 100/ {t(s) Al’ +
t(s) A1}]. Onde A1’ foi o tempo gasto pelos animais explorando o objeto
deslocado e Al foi o tempo gasto pelos animais explorando o objeto ndo
deslocado.

4.6.3. Teste do reconhecimento do objeto:

O teste de reconhecimento do objeto também foi utilizado para
avaliar memorias dependentes do hipocampo (Ainge et al., 2006). Neste
teste, o animal esta familiarizado com um objeto, e entdo, apds um tempo,
é apresentado simultaneamente ao mesmo objeto e a um novo objeto. Os
objetos utilizados apresentam nivel exploratdrio, complexidade fisica e
tamanho similares. Primeiramente, no dia anterior ao teste 0s animais
foram individualmente habituados ao campo aberto durante 5 minutos.
Na sessdo treino, dois objetos idénticos eram apresentados aos
camundongos. Neste momento, foi registrado o tempo de exploragdo de
cada um dos objetos colocados na caixa, durante 5 minutos. Os animais
retornaram as suas gaiolas imediatamente depois do treino. Uma hora
apos o treino, os animais foram reintroduzidos no campo aberto que
continha um objeto novo e um objeto previamente explorado. Neste
periodo registrava-se, novamente, o tempo de exploracdo de cada um dos
objetos durante 5 minutos. Os seguintes comportamentos foram
considerados como exploragdo do objeto: cheirar, tocar ou observar o
objeto a menos de 1 cm de distancia. Um indice de discriminacao - [t(s)
A2 x 100/ {t(s) A2 + t(s) Al}], onde A2 foi o tempo gasto pelos animais
explorando o objeto novo e Al foi o tempo gasto pelos animais
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explorando o objeto velho - foi utilizado para medir a memoéria de
reconhecimento (Greco et al., 2010).

4.6.4. Teste de alternancia espontanea:

O teste de alternancia espontinea realizado no labirinto em “T” foi
utilizado como um parametro qualitativo para avaliagdo da memoria
operacional em camundongos. A altern&ncia espontanea ocorre quando
ha a escolha do brago do labirinto em “T” que ndo foi selecionado no
treino anterior pelos animais (Spowart-Manning e van der Staay, 2004).
O aparato experimental foi feito de acrilico transparente preto contendo
um brago central e dois bracos laterais posicionados em um angulo de
90° em relacdo ao braco central. Os bragos tinham 10 cm de largura e as
paredes tinham 30 cm de altura. Na primeira sessao treino, 0s animais
foram forgados a escolher um dos bragos (direita, por exemplo), enquanto
0 outro estava trancado. Ap6s o camundongo explorar o brago direito,
eventualmente poderia voltar a posicéo inicial, onde era confinado por 5
segundos, enquanto a barreira do braco esquerdo era retirada. A partir
deste primeiro treino, ocorreram os treinos de livre escolha, nos quais 0s
camundongos podiam escolher livremente entre os bracos da direita ou
esquerda. Quando o animal entrava em um brago o outro era trancado, e
voltando ao brago inicial eram retidos por mais 5 segundos (inicio de uma
nova sessdo treino). O teste acaba quando os camundongos realizam 14
treinos ou apds 30 minutos (Spowart-Manning e van der Staay, 2004).

4.6.5. Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado ¢ o teste mais utilizado para avaliar o
comportamento do “tipo ansioso” em roedores (Rodgers et al., 2010). Por
outro lado, a repeticdo do teste 24 horas apés no labirinto em cruz elevado
(sessdo reteste) estd associada com mudangas comportamentais
acentuadas indicativas de aprendizado aversivo (Rodgers et al., 1996). O
aparato, feito de madeira e férmica, consiste de dois bracos abertos (18 x
6 cm), opostos a dois bracos fechados (18 x 6 cm), elevados 60 cm do
chdo. A &rea de juncéo dos quatro bragos (plataforma central) mede 6 x
6 cm. Os experimentos foram conduzidos em ambiente com baixa
luminosidade (12 lux), sendo que os comportamentos dos animais no
labirinto em cruz elevado foram registrados por uma camera de video
acoplada a um gravador de DVD instalado na sala adjacente a sala de
experimentos. Cada camundongo foi colocado na plataforma central de
frente para um braco fechado. Os animais foram observados durante um
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periodo de 5 minutos. Foram analisados 0s seguintes parametros: o
numero de entradas nos bragos abertos e nos bragos fechados, o tempo de
permanéncia nos bragos abertos e nos fechados (foi considerada uma
entrada quando as quatro patas do animal estivessem no interior do
braco). Estes dados foram utilizados para calcular a porcentagem de
entradas nos bragos abertos [%EA: entradas nos bracos abertos / (entrada
nos bragos abertos + entradas nos bracos fechados) x 100]; porcentagem
de permanéncia nos bragos abertos [%TBA: tempo nos bracos abertos /
(tempo nos bragos abertos + tempo nos bracos fechados) x100]. Além
disso, foi utilizado o nimero total de entradas nos bracos fechados como
uma medida de locomocao.

4.7. ANALISE DOS NIiVEIS DE LIPIDEOS PLASMATICOS

A quantificacdo do colesterol total (CT) e colesterol HDL no
plasma dos camundongos foi realizada utilizando reagentes comerciais
(Gold Analisa), seguindo as especificacdes do fabricante. A concentragédo
plasmética de colesterol contida nas lipoproteinas (VLDL, LDL + IDL)
foi determinada indiretamente através da diferenca entre os niveis de CT
e colesterol HDL e denominada de colesterol ndo-HDL (Sanchez-Muniz
e Bastida, 2008). Os resultados foram expressos em mg/dL.

4.8. ANALISES BIOQUIMICAS
4.8.1. Preparacao tecidual para as anélises bioquimicas:

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

4.8.2. Determinacdo da atividade da acetilcolinesterase (AChE):
A atividade da AChE foi determinada de acordo com o método

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

4.8.3. Sistema antioxidante vinculado a glutationa (GSH):

Os niveis de GSH foram determinados por meio do ensaio
fluorimétrico descrito por Hissin e Hilf (1976), com algumas
modifica¢des. Este ensaio baseia-se no principio de que 0s grupos tiois (-
SH) da GSH reagem especificamente com orto-ftalaldeido (OPT) (em pH
8,0), resultando na produgdo de um produto altamente fluorescente.
Primeiramente para a precipitacdo das proteinas, a amostra (sobrenadante
1) foi misturada ao &cido perclérico 0,6 M, e centrifugado a 14.000 rpm
(4°C) durante 10 minutos. O sobrenadante resultante (sobrenadante 2) foi
incubado com 0,1% (m/v em metanol) de orto-ftalaldeido em Na;HPQO4
100 mM, durante 15 minutos a temperatura ambiente. A intensidade de
fluorescéncia foi lida a um comprimento de onda de emissdode 420 nm e
de excitacdo de 350 nm. O contetido de GSH foi calculado utilizando uma
curva padrao e expresso como pmol de GSH/mg proteina.

A GR catalisa a reducéo da glutationa oxidada (GSSG) através da
oxidacdo do NADPH. Ao utilizar o substrato GSSG, a enzima leva ao
consumo de NADPH, que é acompanhado em 340 nm. A velocidade de
consumo de NADPH, em condicdes de saturacdo, expressa a atividade
enzimatica (Carlberg e Mannervik, 1985). O meio de reagdo continha
tampao fosfato 0,25 M (pH 7,0), 1 mM de EDTA e NADPH 0,2 mM.
Apo6s adicionar a amostra, 0 consumo inespecifico de NADPH foi
mensurado por 5 min a 340 nm. Ao adicionar o substrato GSSG 1 mM a
leitura foi realizada por 5 minutos adicionais e descontou-se 0 consumo
inespecifico de NADPH do decaimento por minuto obtido. O valor obtido
foi dividido pelo coeficiente de extingdo molar do NADPH (g = 6.220 M-
L em?) e multiplicado pelas dilui¢des. Os dados foram expressos como
nmol de NADPH oxidado/min/mg de proteina.

A GPx catalisa a reducdo de H202, bem como outros lipoperdxidos
e perdxidos organicos, utilizando a GSH reduzida como co-substrato e
produzindo GSSG. A GSSG ¢ reduzida pela GR com o consumo de
NADPH, que foi mensurado através da leitura em espectrofotdmetro em
340 nm (Wendel, 1981). Para este ensaio, 0 meio de reagcdo continha
tampdo fosfato 0,25 M (pH 7,0) 1 mM de EDTA, GSH 100 mM, GR 5
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U/ mL e NADPH 0,1 mM. Adicionou-se, neste meio, a amostra para
mensurar o consumo inespecifico de NADPH através de uma leitura por
5 minutos, a 340 nm. Ao adicionar o substrato (1 mM peréxido de ter-
butila), a leitura foi realizada por mais 5 minutos. Ao decréscimo de
absorbancia (340 nm) por minuto obtido descontou-se o consumo
inespecifico de NADPH. O valor obtido foi dividido pelo coeficiente de
extingdo molar do NADPH (g = 6.220 M* cm™) e multiplicado pelas
diluicbes. Os dados foram expressos como nmol de NADPH
oxidado/min/mg de proteina.

4.8.4. Determinacao da atividade da superdxido dismutase (SOD):

A SOD dismuta os anions superdxidos em H.O. e oxigénio
molecular. A atividade da SOD foi determinada como descrito por Misra
e Fridowich (1972). Este método tem como base a capacidade da SOD
em inibir a auto-oxidagéo da adrenalina em adrenocromo. Uma unidade
de enzima foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
inibir a taxa de oxidacéo da epinefrina em 50%. A amostra foi adicionada
a um tampao glicina 50 mM (pH 10,2). A reacdo enzimatica foi iniciada
pela adicdo de epinefrina e a cor foi medida a 480 nm. A atividade
enzimatica foi expressa em unidades (U)/mg de proteina.

4.8.5. Determinacao dos niveis de espécies reativas:

Os niveis de espécies reativas foram mensurados com base na
oxidag¢do da sonda 2°,7’- diclorodiidrofluoresceina acetato (DCF-DA) em
um composto fluorescente 2°,7’- diclorodiidrofluoresceina (DCF), como
previamente descrito (Hempel et al., 1999). A amostra foi incubada com
DCF-DA 80 mM a 37°C durante 15 minutos. A DCF-DA é des-
esterificada no interior das células por esterases endégenas para o acido
livre ionizado, DCFH. DCFH é oxidado em DCF pelas espécies reativas.
A formacéo deste derivado oxidado fluorescente foi monitorada com os
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 488 e 525 nm,
respectivamente. A producdo de espécies reativas foi quantificada
utilizando uma curva padréo de DCF e os dados foram expressos como
mol DCF/mg de proteina.

4.8.6. Determinacéo dos niveis de proteinas:

O contetdo de proteinas foi quantificado pelo método de Lowry
(1951), usando albumina de soro bovino como padréo.
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4.9. DETERMINACAO DO IMUNOCONTEUDO DE PROTEINA
ACIDA FIBRILAR GLIAL (GFAP) E AQUAPORINA 4 (AQP-4)

As densidades de GFAP e AQP-4 foram avaliadas por meio de
ensaios de imunofluorescéncia. Os camundongos foram anestesiados
com hidrato de cloral (40%) e logo perfundidos através do ventriculo
cardiaco esquerdo com solugdo salina (NaCl 0,9%), seguida por uma
solucdo fixadora de paraformaldeido 4% em PBS 0,1 M (pH 7,4). ApGs
a perfusdo, os cérebros foram removidos e pés-fixados na mesma solugédo
fixadora durante 24 horas a temperatura ambiente e crioprotegidos por
imers&o em solucéo de sacarose 30% em PBS 0,1 M a 4°C até afundarem.
Ap0s, os cérebros foram congelados por imersdo em isopentano resfriado
e armazenados em congelador (-80°C) para as analises posteriores. Cortes
coronais (40 pM) em série de hipocampo foram obtidos com um criostato
(Leica) a -25°C. Os cortes foram primeiramente blogqueados com 5% de
soro de cavalo, diluido em PBS 0,1 M contendo 2% de Triton X-100,
durante 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram
incubados overnight a 4 °C com o anticorpo de camundongo anti-GFAP
e o anticorpo feito em cabra anti- AQP4, em 1% de soro de cavalo diluido
em PBS 0,1 M contendo 0,5% de Triton X-100. Apds trés lavagens em
PBS 0,1 M, os cortes de tecido foram incubados com o anticorpo anti-
camundongo Alexa fluor 488 e anti-cabra Alexa fluor 568 em 1% de soro
de cavalo diluido em PBS 0,1 M contendo 0,5% de Triton X-100, durante
2 horas a temperatura ambiente. 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
CC/mount e cobertos com laminulas. As imagens dos cortes de
hipocampo foram capturadas em um microscopio confocal Olympus
FVi-10 e examinadas com o software Image J (Moreira et al., 2012; dos
Santos et al., in press).

4.10. COLORACAO PELA TIOFLAVINA-S

Para visualizagdo de placas amiloides foi realizada o método de
coloracdo pela Tioflavina-S. Os cortes hipocampais (40 um) foram
incubados em 0,5% de Tioflavina-S em etanol 50% durante 10 minutos.
Em seguida, os cortes foram lavados duas vezes em etanol 50% e uma
vez em PBS 0,1 M. Por fim, os cortes foram montados com o0 meio de
montagem C/C Mount e cobertos com laminulas. As imagens foram



71

capturadas em um microscopio confocal Olympus FVi-10 (Medeiros et
al., 2012).

4.11. ENSAIO DE CAPTACAO DE IODETO DE PROPIDEO EM
FATIAS HIPOCAMPAIS

Os animais foram eutanasiados e 0s hipocampos rapidamente
removidos e mantidos em tampdo Krebs-Ringer bicarbonato (KRB =
NaCl 122 mM; KCI 3 mM; CaCl2 1,3 mM; MgS04 1,2 mM; KH2PO4
0,4 mM; NaHCO3 25 mM; D-glicose 10 mM) gelado e gaseificado com
carbogénio (95% 02 - 5% CO2) para atingir o pH 7,4. As fatias (400 um
de espessura) foram obtidas utilizando-se um fatiador de tecidos
Mcllwain e pré-incubadas em placas de 96 pocos em tampao KRB por 1
horaa 37 °C. Apds este periodo de incubagdo, as fatias foram submetidas
ao ensaio de captagdo de iodeto de propideo. O iodeto de propideo é um
composto polar que entra apenas em células mortas ou com a membrana
plasmatica bastante danificada. Uma vez dentro das células, o iodeto de
propideo complexa-se com o DNA e induz uma intensa fluorescéncia
vermelha. Apos o periodo pré-incubacdo as fatias hipocampais foram
incubadas por 30 minutos com o iodeto de propideo 7 pg/mL a 37° C e
depois lavadas uma vez com o tampao KRB para a subsequente analise
em um microscopio de epifluorescéncia invertido. As fotos foram tiradas
utilizando-se uma maquina fotografica. As imagens foram capturadas e
entdo analisadas usando um software Scion Image. A area fluorescente
pela incorporagdo do iodeto de propideo (transformada em pixels) foi
detectada e analisada usando a opgéo density slice do software Scioncorp
através da divisdo da fluorescéncia do iodeto de propideo pela area total
da fatia (Piermartiri et al., 2010).

4.12. DETERMINACAO DA EXPRESSAO GENICA (RNAm)

A expressdo génica (RNAmM) foi determinada através de real-time
PCR quantitativo (qQRTPCR) como descrito por Engel e colaboradores
(2013). O cortex pré-frontal e hipocampo dos animais foram
homogeneizados em tamp&o de lise e 0 RNA total foi extraido com o kit
SV Total RNA Isolation. Cerca de 400 a 500 ng de RNA total foi utilizado
na sintese de cDNA, utilizando o kit Tagman Reverse Transcriptase e a
enzima Transcriptase Reversa (Multiscribe I1). A reacdo foi realizada
num Termociclador (Eppendorf), de acordo com o seguinte protocolo:
25°C por 10 minutos para o primer annealing, 48°C durante 1 hora para
sintese e 95°C por 5 minutos para inativacdo da enzima, seguindo as
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instrucbes do manual do produto. O gRT-PCR foi realizado num
equipamento ABI PRISM série 7900 da Applied Biosystems, utilizando
cerca de 10-100 ng de cDNA e o kit Power SYBR Green PCR Master Mix
da Applied Biosystems, na presenca de 0,5 UM de primers “forward” (F)
ou “reverse” (R). Os primers foram desenhados utilizando o programa
PrimerExpress (da Applied Biosystems). A reacdo de RT-PCR foi
realizada com o seguinte protocolo: 50°C por 2 minutos (incubacdo),
95°C por 10 minutos (ativacdo da Taq polimerase), seguido de 40 ciclos
de 95°C por 10 segundos e 60°C por 1 minuto. Para cada amostra, a
expressdo dos genes foi quantificada utilizando uma curva-padrédo de
cDNA de lisado celular total. Os resultados foram normalizados pela
expressdo de genes “padrdes” (housekeeping genes) de p-actina (ACTB).

4.13. DETERMINACAO DA PERMEABILIDADE DA BHE

A permeabilidade da BHE ao corante de baixo peso molecular,
fluoresceina de sédio, foi avaliada no cértex pré-frontal, hipocampo e
bulbo olfatério dos camundongos. Os animais foram anestesiados com
isofluorano e a fluoresceina de sddio 4% (4 mL/kg) foi injetada na veia
peniana. Ap6s 30 minutos da administracdo, 0s animais foram
anestesiados com a solucéo de hidrato de cloral (40%) e posteriormente
perfundidos com solucdo salina (NaCl 0,9%) e as estruturas cerebrais
dissecadas e processadas para analise da concentracao de fluoresceina de
sodio (Hawkins et al., 2007; Bohara et al., 2014).

4.14. ENSAIOS IN VITRO
4.14.1. Preparo da LDL humana

A fracdo LDL foi purificada a partir de plasma humano
proveniente do banco de sangue do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os procedimentos
experimentais para utilizacdo de plasma humano e isolamento da LDL
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
desta Universidade (parecer 943/10, FR 363814).

O isolamento da LDL foi realizado por ultracentrifugacdo de
gradiente de densidade descontinua, conforme descrito por Silva e
colaboradores (1998). Ao plasma foi adicionado EDTA 1 mg/mL e
sacarose 0,5% para evitar a agregacdo de LDL. Cinco mL de plasma-
EDTA foi ajustado a uma densidade de 1,22 g/mL com KBr 0,326 g/mL,
e em seguida foi adicionado NaCl 1,006 g/mL. A ultracentrifugacdo foi
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executada a 191.000 g por 2 horas a 4 °C em ultracentrifuga Hitachi
Himac CP80WX, rotor 40ST. ApoGs este processo, a camada contendo
LDL (porcdo superior) foi coletada e dialisada (25 x 16 mm) durante 16
horas a 4°C em PBS 148 mM (Na;HPO4 8 mM, KH2PO4 1,4 mM, KCI
2,6 mM, NaCl 136mm, pH 7,4). O teor de proteina da LDL isolada foi
determinado pelo método de Lowry et al. (1951).

4.14.2. Determinagdo da polaridade neuronal

Para analise da polaridade neuronal foi realizada a técnica de
imunofluorescéncia utilizando marcadores para actina e tubulina. Apds o
tratamento com a LDL plasmatica 50 pg/mL durante 24 horas, 0 meio de
cultura foi retirado e os neurdnios foram fixados com paraformadeido 4%
em PBS 0,1 M (pH 7,4) durante 20 minutos. Em seguida, 0s neurdnios
foram lavados com PBS 0,1 M e, entdo, bloqueados com 5% de soro de
cavalo diluido em PBS 0,1 M contendo 2% de Triton X-100, durante 1
hora a temperatura ambiente. Ap6s o bloqueio, as células foram
incubadas com o anticorpo primario de camundongo anti-tubulina e a
sonda rodamina faloidina (marcador de actina) em 1% de soro de cavalo
diluido em PBS 0,1 M contendo 0,5% de Triton X-100 durante 1 hora a
temperatura ambiente. Apds trés lavagens em PBS 0,1 M, as células
foram incubadas com o anticorpo anti-camundongo Alexa fluor 488 em
1% de soro de cavalo diluido em PBS 0,1 M contendo 0,5% de Triton X-
100, durante 1 hora a temperatura ambiente. Para finalizar, as células
foram lavadas trés vezes com PBS 0,1 M e montadas em laminas com
meio de montagem CC/mount (Kunda et al., 2001). As imagens foram
capturadas em um microscopio confocal Olympus FV 1000 e examinadas
com o software Image J.

4.15. ANALISES ESTATISTICAS

Todos os resultados foram expressos em média + erro padrdo da
média (EPM). No teste de realocacdo de objeto, reconhecimento do
objeto e alternancia espontanea, o teste t de Student foi utilizado para
avaliar se o indice de localizagdo, indice de discriminagdo e a
porcentagem de alternancias foram diferentes de um valor teérico de 50%
(i.e., nivel de chance).

As demais comparaces estatisticas foram realizadas utilizando o
teste t de Student, ou andlise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias.
Na sessdo resultados, os testes estatisticos realizados estdo explicitados
de acordo com cada metodologia experimental. Quando significante as
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ANOVAs, multiplas comparagdes post hoc foram feitas utilizando o teste
de Duncan. O nivel de significAncia adotado em todos 0s experimentos
foi p<0.05. Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando o
programa Statistica®. As estatisticas estdo também descritas nas legendas
das respectivas figuras.
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5. RESULTADOS

5.1. EXPERIMENTO 1: Camundongos LDLr" sdo mais susceptiveis a
neurotoxicidade induzida pela inje¢do i.c.v. do AP1-40?

Diversas evidéncias vém demonstrando o envolvimento do
receptor de LDL no metabolismo e depuragio do AP cerebral. E
importante mencionar que a remocao continua do Ap do cérebro para o
sangue é importante para prevenir o acimulo potencialmente neurotdxico
deste peptideo (Kim et al., 2009; Castellano et al., 2012). Por outro lado,
a hipercolesterolemia tem sido considerada um possivel fator
desencadeador do acimulo de AP no SNC (Sparks et al., 1994; Refollo
et al., 2001). Nesse sentido, a primeira hipotese deste estudo foi que
camundongos LDLr”-, um modelo experimental de hipercolesterolemia
familiar humana, sdo mais susceptiveis a neurotoxicidade induzida pela
injecdo i.c.v. do APi40 que camundongos selvagens da mesma idade.
Para testar esta hipdtese, camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e
LDLr" de 5 meses de idade foram tratados com o AP1-400u com a solugéo
veiculo PBS intracerebroventricularmente. Primeiramente, a memoria
espacial de referéncia foi avaliada por meio do teste de realocacdo do
objeto. Como demonstrado na Figura 14A, somente 0s camundongos
C57BL/6 do tipo selvagem tratados com PBS apresentaram um indice de
localizacdo significativamente maior que um valor teérico de 50% (i.e.,
nivel de chance). Por outro lado, os camundongos selvagens tratados com
APi1-40 € 0s camundongos LDLr" (independentemente da administracéo
do AP1-40) ndo foram capazes de identificar a mudanca espacial no campo
aberto, caracterizando prejuizo de aprendizado e meméria espacial.

Ademais, a memaria operacional foi avaliada por meio do teste de
alternancia espontdnea realizado no labirinto em “T”. Como demonstrado
na Figura 14B, somente os camundongos C57BL/6 do tipo selvagem
tratados com a solu¢do PBS mostraram uma porcentagem de alternancias
espontaneas significativamente maior que o valor tedrico de 50%,
enquanto os camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados com Api1-
40 € 0s camundongos LDLr”- (independentemente da administragdo do
AP1.40) apresentaram um indice de alternancias espontaneas similar a
50%. Posteriormente foi realizado o teste do labirinto em cruz elevado.
O labirinto em cruz elevado é o teste mais utilizado para avaliar o
comportamento do “tipo ansioso” em roedores (Rodgers et al., 2010).
Todavia, o reteste (24 horas apds) dos animais no labirinto em cruz
elevado estd associado com mudancas comportamentais indicativas de
aprendizagem aversiva (Rodgers et al., 1996). Como demonstrado na
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Figura 14C, ndo foram observadas diferencas na porcentagem de entradas
nos bracos abertos entre 0 Dia 1 e o0 Dia 2 no teste do labirinto em cruz
elevado em camundongos LDLr” tratados com APi-s0, caracterizando
déficit cognitivo. Em contraste, em camundongos C57BL/6 selvagens
tratados com PBS ou Ap1-40bem como em camundongos LDLr" tratados
com PBS foi observada uma diminuig&o significativa na porcentagem de
entradas nos bracos abertos entre o Dia 1 e Dia 2.
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Figura 14. Efeitos da auséncia do receptor de LDL/hipercolesterolemia e
administragdo i.c.v. do AP1.40 Sobre a cogni¢éo de camundongos C57BL/6 do tipo
selvagem e LDLr” nos testes (A) realocacdo do objeto, (B) alternancia
espontanea e (C) labirinto em cruz elevado. Os valores estdo expressos em média
* erro padrao da média (8 animais/grupo). O teste “t” foi utilizado para a analise
do teste de realocacdo do objeto e alternancia espontanea para determinar se o
indice de localizagdo e a porcentagem de alternancias diferiam
significativamente de um valor tedrico de 50% (i.e., nivel de chance). O teste “t”
também foi utilizado para analise do teste do labirinto em cruz elevado. *p<0,05
versus 50% (realocacdo do objeto e alternancia espontanea) e versus Dia 1
(labirinto em cruz elevado).
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Os niveis de colesterol total e colesterol ndo-HDL dos
camundongos C57BL/6 do tipo selvagens e LDLr" estdo apresentados
na Tabela 1. Como esperado, os niveis de colesterol total e de colesterol
ndo-HDL foram significativamente maiores nos camundongos LDLr"
guando comparados com os camundongos selvagens.

Tabela 2. Hipercolesterolemia em camundongos LDLr". Avaliacio dos niveis
plasméticos de colesterol ndo-HDL e colesterol total em camundongos C57BL/6
do tipo selvagem e LDLr"",

Colesterol Colesterol total
nio-HDL (mg/dL) (mg/dL)
C57BL/6 PBS 47.40+4.19 121,20+2.35
C57BL/6 AB;_49 36.85+6.12 115.60+3 49
LDLr"- PBS 112,70+3.89" 234.00+6.827
LDLr "~ AB; 4o 125.60+11,107 231.90+15.267

Os valores estdo expressos em média * erro padrdo da média (7 animais/grupo).
Os resultados deste experimento foram analisados por ANOVA de duas vias,
seguida pelo teste Duncan. A ANOVA indicou efeito da linhagem para os niveis
de colesterol ndo-HDL [F(1,24)=130,84, p<0,05] e para os niveis de colesterol
total [F(1,24)=163,94, p<0,05]. *p<0,05 comparado com camundongos
C57BL/6 do tipo selvagem tratados com PBS e #p<0,05 comparado com
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados com Af1-4.

Tendo em vista a estreita relacdo entre a disfuncdo do sistema
colinérgico e déficits de memoria espacial de referéncia e operacional
(Deiana et al., 2011), n6s avaliamos a atividade da AChE, enzima que
hidrolisa e inativa a acetilcolina regulando as concentracfes deste
neurotransmissor nas sinapses (Soreq e Seidman, 2001), no cortex pré-
frontal e hipocampo dos camundongos. Camundongos LDLr" tratados
com AP1-40 apresentaram um aumento significativo na atividade da AChE
no hipocampo em comparagdo com os camundongos LDLr” tratados
com a solugdo veiculo, bem como, em compara¢do aos camundongos
selvagens tratados com APi-40 (Figura 15B). Por outro lado, ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais na
atividade da AChE no cortex pré-frontal dos camundongos (Figura 15A).
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Figura 15. Efeitos da auséncia do receptor de LDL/hipercolesterolemia e
administragdo i.c.v. do APi40 na atividade da AChE de camundongos C57BL/6
do tipo selvagem e LDLr" no (A) cortex pré-frontal e (B) hipocampo. Os valores
estdo expressos em média = erro padrdo da média (4 animais/grupo). Os
resultados deste experimento foram analisados por ANOVA de duas vias,
seguida pelo teste Duncan. A ANOVA indicou efeito da linhagem [F(1,12)=4,39,
p<0,05] e do tratamento [F(1,12)=16,87, p<0,05] na atividade da AChE no
hipocampo. #p<0,05 comparado com camundongos C57BL/6 do tipo selvagem
tratados com APi.40 € &p<0,05 comparado com camundongos LDLr" tratados
com PBS.
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Considerando que, (i) a GSH desempenha papel fundamental na
protecdo celular contra o estresse oxidativo, principalmente no SNC
(Dringen e Hirrlinger, 2003), e que (ii) trabalhos anteriores tém
demonstrado que o sistema antioxidante vinculado & GSH pode ser
ativado como resposta ao estresse oxidativo em cérebros de pacientes
com doenca de Alzheimer (Lovell et al., 1995) como também de roedores
tratados com AP (Prediger et al., 2007); nds investigamos os niveis de
GSH e a atividade da GPx e GR no cértex pré-frontal e hipocampo dos
camundongos. De maneira geral, a auséncia do receptor de LDL resultou
em um comprometimento no sistema antioxidante vinculado & GSH, aqui
demonstrado pela redugdo na concentragao de GSH e nas atividades de
GPx e GR no cortex pré-frontal (Figura 16A, C e E) e no hipocampo
(Figura 16B, D e F) dos camundongos LDLr”. Paralelamente, o
tratamento de camundongos C57BL/6 do tipo selvagem com o APi.40
também diminuiu significativamente os niveis de GSH e a atividade das
enzimas antioxidantes GPx e GR no cortex pré-frontal (Figura 16A, C e
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E) e hipocampo (Figura 16B, D e F). De modo notavel, a administracao
icv. do APis em camundongos LDLr” levou a um aumento
significativo no contetdo de GSH e na atividade da GPx no cdrtex pré-
frontal (Figura 16A e C) e hipocampo (Figura 16B e D) em comparagédo
aos camundongos C57BL/6 selvagens tratados com Api.4 € LDLr”
tratados com PBS.
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Figura 16. Efeitos da auséncia do receptor de LDL/hipercolesterolemia e
administragdo i.c.v. do APi-40 SObre o sistema antioxidante vinculado a GSH de
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr"" no cortex pré-frontal e
hipocampo. (A e B) Niveis de GSH, (C e D) Atividade da GPx e (E e F) Atividade
da GR. Os valores estdo expressos em média *+ erro padrdo da média (7
animais/grupo). Os resultados deste experimento foram analisados por ANOVA
de duas vias, seguida pelo teste Duncan. A ANOVA indicou efeito da interacdo
entre linhagem e tratamento nos niveis de GSH [F(1,24)=17,54, p<0,05;
F(1,24)=4,12, p<0,05] e na atividade da GPx [F(1,24)=19,11, p<0,05;
F(1,24)=23,65, p<0,05] e GR [F(1,24)=16,34, p<0,05; F(1,24)=7,40, p<0,05] no
cortex pré-frontal e no hipocampo respectivamente. *p<0,05 comparado com
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados com PBS, #p<0,05 comparado
com camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados com APi.40 € &p<0,05
comparado com camundongos LDLr" tratados com PBS.
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A atividade da SOD e os niveis de espécies reativas também foram
aferidos no cortex pré-frontal e hipocampo dos grupos experimentais. A
administragdo i.c.v. do APi-40 diminuiu significativamente a atividade da
SOD no hipocampo dos camundongos C57BL/6 do tipo selvagem
(Figura 17B). Além disso, os camundongos LDLr" tratados com PBS
apresentaram uma forte tendéncia (p=0,10) de diminuicdo na atividade
da SOD no hipocampo. Por outro lado, os camundongos LDLr tratados
com AP1.40 apresentaram um aumento significativo na atividade da SOD
no hipocampo (Figura 17B). No cortex pré-frontal ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os grupos estudados na atividade da SOD
(Figura 17A). No que diz respeito aos niveis de espécies reativas, 0s
camundongos C57BL/6 tratados com Af1-40 apresentaram um aumento
significativo nos niveis de espécies reativas em ambas estruturais
cerebrais estudadas (Figura 17C e D). Além disso, os camundongos
LDLr" (independentemente do tratamento com Ai-40) apresentaram um
aumento significativo nos niveis de espécies reativas no cdrtex pré-
frontal e hipocampo em comparacdo com os camundongos C57BL/6
selvagens tratados com a solucéo PBS (Figura 17C e D).
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Figura 17. Efeitos da auséncia do receptor de LDL/hipercolesterolemia e
administra¢do i.c.v. do Ai.40 Na atividade da SOD e nos niveis de espécies
reativas de camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr" no (A e C) cortex
pré-frontal e (B e D) hipocampo. Os valores estdo expressos em média + erro
padrdo da média (7 animais/grupo). Os resultados deste experimento foram
analisados por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Duncan. A ANOVA
indicou efeito da interacdo entre linhagem e tratamento [F(1,24)=22,02, p<0,05]
na atividade da SOD no hipocampo, do tratamento [F(1,24)=5,08, p<0,05] nos
niveis de espécies reativas no cortex pré-frontal, e da interagéo entre linhagem e
tratamento [F(1,24)=6,39, p<0,05] nos niveis de espécies reativas no hipocampo.
*p<0,05 comparado com camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados com
PBS, #p<0,05 comparado com camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados
com AP1.40 € &p<0,05 comparado com camundongos LDLr" tratados com PBS.
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Considerando a habilidade do A em desencadear ativagdo glial e
consequentemente uma reacdo neuroinflamatdria intensa (Vehmas et al.,
2003), nds também investigamos o imunocontetdo da proteina GFAP
(utilizada como marcador de astrogliose) no hipocampo dos
camundongos. Os camundongos C57BL/6 tratados com Afi-40
apresentaram uma forte tendéncia (p=0,09) de aumento na
imunorreatividade para a GFAP. Por outro lado, também observamos
uma forte tendéncia (p=0,06) de aumento na imunorreatividade para a
GFAP nos camundongos LDLr” tratados com PBS. De modo notdrio,
observamos um aumento significativo na imunorreatividade para a GFAP
no hipocampo dos camundongos LDLr”" tratados com A1-40 comparados
com os camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados com Afi-40 €
LDLr" tratados com a solucéo veiculo (Figura 18C). Especificamente,
na Figura 18B pode-se observar a abundante astrogliose apresentada nos
camundongos LDLr" tratados com A1-so.
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Figura 18. Efeitos da auséncia do receptor de LDL/hlpercoIesteroIemla e
administrag&o i.c.v. do ABi.40 na imunorreatividade para GFAP em camundongos
C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr" no hipocampo. As imagens seriais de
imunofluorescéncia para a proteina GFAP (verde) foram obtidas com um
microscopio confocal Olympus FV-10i. (A) Localizagdo no hipocampo das areas
adotadas para as imagens representativas, barra de escala = 1000 um. (B)
Imagens representativas dos grupos experimentais, barra de escala = 100 pum e
20 pm. (C) Quantificacdo da densidade de marcagdo positiva para a GFAP. Os
valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (5 animais/grupo). Os
resultados deste experimento foram analisados por ANOVA de duas vias,
seguida pelo teste Duncan. A ANOVA indicou efeito da linhagem
[F(1,16)=11,90, p<0,05] e do tratamento [F(1,16)=9,40, p<0,05] na
imunorreatividade para a GFAP no hipocampo. *p<0,05 comparado com
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados com PBS, #p<0,05 comparado
com camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados com APi.40 € &p<0,05
comparado com camundongos LDLr" tratados com PBS.
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Em seguida, utilizamos a AQP-4, um canal de agua expresso
primariamente nos processos astrociticos (Nagelhus et al., 2004), como
um biomarcador de aumento de permeabilidade da BHE (Nicchia et al.,
2004). Um aumento significativo na imunorreatividade para a AQP-4 foi
observado no hipocampo dos camundongos LDLr", independentemente
do tratamento com APi-40 (Figura 19A e B).
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Imunofluorescéncia para AQP-4
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Figura 19. Efeitos da auséncia do receptor de LDL/hipercolesterolemia e
administragdo i.c.v. do AP0 na imunorreatividade para AQP-4 em
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr” no hipocampo. As imagens
seriais de imunofluorescéncia para a proteina AQP-4 (vermelho) foram obtidas
com um microscopio confocal Olympus FV-10i. (A) Imagens representativas dos
grupos experimentais, barra de escala = 100 um. (B) Quantificacéo da densidade
de marcagéo positiva para AQP-4. Os valores estdo expressos em média + erro
padrdo da média (5 animais/grupo). Os resultados deste experimento foram
analisados por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Duncan. A ANOVA
indicou efeito da linhagem [F(1,16)=8,69, p<0,05] na imunorreatividade para a
AQP-4 no hipocampo. *p<0,05 comparado com camundongos C57BL/6 do tipo
selvagem tratados com PBS e #p<0,05 comparado com camundongos C57BL/6
do tipo selvagem tratados com Af1.40.



87

Estudos anteriores demonstraram alteragdes na permeabilidade
das membranas celulares ap6s administragdo central do AP (Piermartiri
etal., 2010). Nesse sentido, realizamos o0 ensaio de captacdo de iodeto de
propideo em fatias hipocampais obtidas de camundongos C57BL/6 e
LDLr" ap6s a injecdo i.c.v. de APi4o. O tratamento com o APi-0
aumentou a captacdo do iodeto de propideo no hipocampo de
camundongos C57BL/6 selvagens (Figura 20A e B). Além disso,
camundongos LDLr” tratados com a solugdo PBS apresentaram um
aumento na captacdo de iodeto de propideo em comparacdo com 0s
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados com PBS, indicando
uma alta permeabilidade das células hipocampais como uma
consequéncia da auséncia do receptor de LDL (Figura 20A e B). De modo
interessante, observamos um aumento significativo na captacdo de iodeto
de propideo em camundongos LDLr” tratados com A4 €m
comparacdo com os camundongos selvagens tratados com AP1-40 € com
os LDLr" tratados com PBS (Figura 20A e B).

Ensaio de captacio de IP

=~

3 #

N

Captagdo IP (D.O.)
*

PBS AP PBS AP

C57BL/6 LDLr™

Figura 20. Efeitos da auséncia do receptor de LDL/hipercolesterolemia e
administragdo i.c.v. do ABi.40 Na permeabilidade celular analisada por meio do
ensaio de captacdo de iodeto de propideo (IP) em camundongos C57BL/6 do tipo
selvagem e LDLr”" no hipocampo. (A) Imagens representativas dos grupos
experimentais, barra de escala = 100 um. (B) Quantificacdo da area onde a
fluorescéncia de IP foi detectada por meio de andlise densitométrica. Os valores
estdo expressos em média = erro padrdo da média (4 animais/grupo). Os
resultados deste experimento foram analisados por ANOVA de duas vias,
seguida pelo teste Duncan. A ANOVA indicou efeito da interagdo entre linhagem
e tratamento [F(1,12)=8,24, p<0,05] na captagdo de IP no hipocampo. *p<0,05
comparado com camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados com PBS,
#p<0,05 comparado com camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados com
AP1-40 € &p<0,05 comparado com camundongos LDLr" tratados com PBS.
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Para finalizar este primeiro desenho experimental, com o objetivo
de investigar a presenca de placas amiloides no hipocampo dos
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr”" apés a infusdo do
AP1-40 realizamos a coloracéo por Tioflavina-S. Por meio da anélise de
microscopia confocal n6s observamos a auséncia de placas amiloides no
hipocampo dos camundongos dos diferentes grupos experimentais
estudados (Figura 21).

Coloragdo para placas amiloides

C57BL/6 PBS — LDLr"PBS

C57BL/6 AB, ,, LDLr* AB, ,, !

Figura 21. Efeitos da auséncia do receptor de LDL/hipercolesterolemia e
administragdo i.c.v. do APi40 na formagdo de placas amiloides analisadas por
meio da coloragdo por Tioflavina-S em camundongos C57BL/6 do tipo selvagem
e LDLr" no hipocampo. As imagens seriais da coloragio por Tioflavina-S
(verde) foram obtidas com um microscopio confocal Olympus FV-10i (4
animais/grupo). Imagens representativas dos grupos experimentais, barra de
escala = 1000 pm.
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5.2. EXPERIMENTO 2: Os prejuizos cognitivos nos camundongos
LDLr" jovens e de “meia-idade” estdo associados com alteragdes no
metabolismo do AP ¢ em proteinas anti- € pré-apoptdticas?

Em um trabalho anterior realizado por nosso grupo de pesquisa,
corroboramos experimentalmente os achados clinicos de Daniel Zambon
(2010), indicando os camundongos LDLr”~ de “meia-idade” (quatorze
meses) como um modelo animal de CCL. Observamos que o
envelhecimento esta relacionado a uma intensificacdo dos prejuizos
cognitivos nos camundongos LDLr”, que aos quatorze meses
apresentaram prejuizos cognitivos em todos os testes realizados (testes
de memoria operacional, de referéncia espacial e procedural) (Moreira et
al.,, 2012). Nesse sentido, no desenho experimental 2, objetivamos
verificar se 0s prejuizos cognitivos presentes nos camundongos LDLr"
jovens e de “meia-idade” estdo associados com alteragdes na expressao
génica cerebral de proteinas envolvidas no processamento e metabolismo
do AP e no processo apoptotico. Para este fim, foram utilizados
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr” adultos jovens (trés
meses) e de “meia-idade” (quatorze meses).

O LRP-1, receptor membro da familia dos receptores de LDL, é
também responsavel pelo efluxo de AP através da BHE (Zlokovic, 2004).
Considerando que pacientes com doenca de Alzheimer esporédica
parecem apresentar prejuizo na depuragdo de AP do SNC para a
circulagdo sanguinea (Kanekiyo et al., 2013), e que em modelos
experimentais de doenca de Alzheimer a expressdo do LRP-1 na BHE
esta diminuida (Deane et al., 2009), neste trabalho nds investigamos 0s
niveis de RNAm deste receptor no cortex pré-frontal e hipocampo dos
camundongos. De maneira geral, 0s nossos resultados mostraram que
tanto o envelhecimento como a auséncia do receptor de LDL modularam
diferentemente a expressdo génica do LRP-1 nas diferentes estruturas
cerebrais analisadas dos camundongos (Figura 22). No cortex pré-frontal,
a expressdo génica do LRP-1 foi reduzida nos camundongos LDLr"
jovens e nos camundongos selvagens de “meia-idade” (p=0,07) (Figura
22A). J& no hipocampo, observamos um aumento significativo na
expressao génica do LRP-1 nos camundongos C57BL/6 do tipo selvagem
decorrente do envelhecimento (Figura 22B). A falta do receptor de LDL
também resultou no aumento significativo da expressdo génica de LRP-
1 no hipocampo, independentemente da idade dos animais (Figura 22B).
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Figura 22. Efeitos da auséncia do receptor de LDL/hipercolesterolemia e do
envelhecimento na expressdo génica do LRP-1 em camundongos C57BL/6 do
tipo selvagem e LDLI"" no (A) cortex pré-frontal e no (B) hipocampo. Os valores
estdo expressos em média + erro padrdo da média (6-8 animais/grupo). Os
resultados deste experimento foram analisados por ANOVA de duas vias,
seguida pelo teste Duncan. A ANOVA indicou efeito da interacdo entre linhagem
e idade [F(1,28)=9,68, p<0,05] na expressdo génica do LRP-1 no cortex pré-
frontal e da interacdo entre linhagem e idade [F(1,26)=37,83, p<0,05] na
expressdao génica do LRP-1 no hipocampo.*p<0,05 comparado com
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem de 3 meses de idade, #p<0,05
comparado com camundongos C57BL/6 do tipo selvagem de 14 meses de idade
e &p<0,05 comparado com camundongos LDLr" de 3 meses de idade.

InGmeros estudos in vitro demonstraram que o colesterol parece
modular diretamente o processamento da APP nas células neuronais
(Bodovitz e Klein 1996; Simons et al., 1998; Frears et al., 1999; Ehehalt
et al., 2003). Neste estudo, nds analisamos parametros relacionados com
0 processamento da APP, i.e., a expressao génica da APP, BACE-1 (-
secretase) e PS-1 (proteina componente do complexo enzimatico y-
secretase), no cortex pré-frontal e hipocampo dos animais. A Figura 23B
mostra que o envelhecimento causou um aumento significativo nos niveis
de RNAm da APP no hipocampo dos camundongos C57BL/6 do tipo
selvagem, enquanto no hipocampo dos camundongos LDLr" de “meia-
idade” ndo foram observadas alteracdes na expressao génica da APP. Ja
no cortex pré-frontal, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre
0S grupos experimentais na expressao génica da APP (Figura 23A).

A modulacéo da expressdo génica da BACE-1 foi evidenciada
somente no cArtex pré-frontal. Nesta estrutura, a auséncia do receptor de
LDL induziu um aumento significativo nos niveis de RNAm da BACE-
1 nos animais jovens (Figura 23C). No hipocampo néo foram observadas
diferencas estatisticas entre os grupos experimentais em relacdo a
expressdo génica da BACE-1 (Figura 23D).
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De maneira interessante, a expressao génica da PS-1 aumentou
significativamente em ambas estruturas cerebrais dos camundongos
LDLr" de “meia-idade” quando comparados com os camundongos
C57BL/6 selvagens de mesma idade (Figura 23E e F). Por outro lado, o
envelhecimento também desencadeou um aumento nos niveis de RNAmM
da PS-1 no hipocampo dos camundongos C57BL/6 do tipo selvagem
(p=0,08) (Figura 23F).
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Figura 23. Efeitos da auséncia do receptor de LDL/hipercolesterolemia e do
envelhecimento na expressdo génica de proteinas envolvidas no processamento
do AB: (A e B) APP, (C e D) BACE-1 e (E e F) PS-1 em camundongos C57BL/6
do tipo selvagem e LDLr" no cértex pré-frontal e no hipocampo. Os valores est&o
expressos em média + erro padrdo da média (6-8 animais/grupo). Os resultados
deste experimento foram analisados por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste
Duncan. A ANOVA indicou efeito da interacdo entre linhagem e idade
[F(1,26)=5,83, p<0,05] na expressdo génica da APP no hipocampo, da interacdo
entre linhagem e idade [F(1,28)=10,44, p<0,05] na expressdo génica da BACE-
1 no cortex pré-frontal, da linhagem [F(1,26)=5,43, p<0,05] na expressdo génica
da PS-1 no cortex pré-frontal, e do envelhecimento [F(1,26)=10,10, p<0,05] na
expressdo génica da PS-1 no hipocampo. *p<0,05 comparado com camundongos
C57BL/6 do tipo selvagem de 3 meses de idade, #p<0,05 comparado com
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem de 14 meses de idade e &p<0,05
comparado com camundongos LDLr" de 3 meses de idade.
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Acredita-se que a degeneracdo neuronal caracteristica na doenca
de Alzheimer é em parte mediada por processos apoptoticos induzidos
pelo AP (Shimohama, 2000). Nesse sentido, nds também analisamos a
expressao génica de proteinas pertencentes a familia Bcl-2: Bcl-2 e Bax.
De maneira interessante, ja aos trés meses de idade, os camundongos
LDLr" apresentaram uma diminuicéo significativa na razdo Bcl-2/Bax
(niveis de RNAm) em ambas estruturas cerebrais estudadas quando
comparados com os camundongos selvagens de mesma idade (Figura
24A e B). Além disso, também observamos que o envelhecimento
diminuiu significativamente a razdo Bcl-2/Bax (niveis de RNAm) no
cortex pré-frontal dos camundongos C57BL/6 do tipo selvagem de
“meia-idade” (Figura 24A).
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Figura 24. Efeitos da auséncia do receptor de LDL/hipercolesterolemia e do
envelhecimento na razdo Bcl-2/Bax (expressdo génica) no (A) cortex pré-frontal
e (B) hipocampo de camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr”. Os
valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (6-8 animais/grupo).
Os resultados deste experimento foram analisados por ANOVA de duas vias,
seguida pelo teste Duncan. A ANOVA indicou efeito da interacdo entre linhagem
e idade [F(1,28)=5,00, p<0,05] na razéo Bcl-2/Bax no cortex pré-frontal e da

linhagem [F(1,26)=7,91, p<0,05] na razdo Bcl-2/Bax no hipocampo. *p<0,05
comparado com camundongos C57BL/6 do tipo selvagem de 3 meses de idade.

5.3. EXPERIMENTO 3: Os prejuizos cognitivos e alteracdes na BHE
em camundongos LDLr” sdo potencializados por uma dieta
hipercolesterolémica?

No desenho experimental 3, camundongos C57BL/6 do tipo
selvagem e LDLr" de trés meses de idade foram expostos a uma dieta
hipercolesterolémica por trinta dias. O objetivo especifico neste desenho
experimental foi exacerbar os niveis de colesterol plasmatico dos
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camundongos LDLr"- e avaliar se os prejuizos cognitivos e a disfuncéo
da BHE ja observados nestes camundongos seriam potencializados.

Primeiramente, a atividade locomotora espontanea dos animais foi
avaliada no teste do campo aberto. Os camundongos LDLr”-tratados com
a dieta padrdo apresentaram um namero de cruzamentos totais no campo
aberto significativamente maior quando comparados com camundongos
C57BL/6 selvagens também tratados com dieta padrdo (Figura 25A).
Além disso, quando os camundongos LDLr"- foram tratados com a dieta
hipercolesterolémica o nimero de cruzamentos totais no campo aberto
foi ainda maior (Figura 25A).

Em seguida, o teste de realocacdo do objeto foi utilizado
novamente para avaliar a memoria espacial de referéncia. Camundongos
LDLr" apresentaram prejuizo de memodria espacial impendentemente da
dieta. Como demonstrado na Figura 25B, os camundongos C57BL/6 do
tipo selvagem apresentaram um indice de localizagdo maior que um valor
tedrico de 50%, enquanto os camundongos LDLr” tratados com a dieta
padrdo ou tratados com a dieta hipercolesterolémica ndo foram capazes
de identificar a alteracdo espacial no campo aberto. A dieta
hipercolesterolémica ndo causou déficits cognitivos nos camundongos
C57BL/6 selvagens (Figura 25B).

Posteriormente, a memoria espacial de referéncia também foi
avaliada por meio do teste de reconhecimento do objeto. Como mostrado
na Figura 25C, camundongos LDLr” (independentemente da dieta)
passaram um tempo significativamente maior explorando o objeto velho.
Por outro lado, os camundongos C57BL/6 (independentemente da dieta)
exploraram o objeto novo por um periodo de tempo significativamente
maior, como indicado pelo aumento significativo no indice de
reconhecimento em comparagdo com um valor teérico de 50% (Figura
25C). A memdria operacional dos animais foi novamente avaliada por
meio do teste de alternancia espontanea. Camundongos LDLr"
(independente da dieta) apresentaram indices de alternancias espontaneas
similares ao valor teérico de 50%, enquanto os camundongos C57BL/6
tratados com dieta padrdo ou com dieta hipercolesterolémica ndo
apresentaram prejuizo cognitivo neste teste comportamental, pois seus
indices de alternancias espontaneas foram significativamente maiores
que 50% (Figura 25D).
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Figura 25. Efeitos da dieta hipercolesterolémica sobre a cognicdo e a atividade
locomotora espontanea de camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr™".
(A) campo aberto, (B) teste de realocagdo do objeto, (C) teste de reconhecimento
do objeto e (D) teste de alternancia espontanea. Os valores estdo expressos em
média + erro padrdo da média (8 animais/grupo). Os resultados da analise da
locomog&o espontanea foram analisados por ANOVA de duas vias, seguida pelo
teste Duncan. A ANOVA indicou efeito da linhagem [F(1,28)=30,24, p<0,05] na
atividade locomotora. O teste “t” foi utilizado para a analise do teste de
realocagdo do objeto, reconhecimento do objeto e alternancia espontanea, para
determinar se o indice de localizagcdo, o indice de reconhecimento e a
porcentagem de alternancias diferiam significativamente de um valor teérico de
50% (i.e., nivel de chance). *p<0,05 versus camundongos C57BL/6 do tipo
selvagem tratados com dieta padrdo (atividade locomotora) e versus 50%
(realocacdo do objeto, reconhecimento do objeto e alternéncia espontanea),
&p<0,05 versus camundongos LDLr" tratados com dieta padrdo (atividade
locomotora).

Por fim, a aprendizagem aversiva dos camundongos foi
novamente avaliada no reteste do labirinto em cruz elevado. Em todos os
grupos experimentais foi observada uma diminuicdo significativa na
porcentagem de entradas nos bracos abertos entre 0 Dia 1 e Dia 2,
caracterizando o aprendizado da tarefa (Figura 26).
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Figura 26. Efeitos da dieta hipercolesterolémica sobre a aprendizagem aversiva,
no reteste do labirinto em cruz elevado, de camundongos C57BL/6 do tipo
selvagem e LDLr". Os valores estdo expressos em média + erro padréo da média

(8 animais/grupo). O teste “t” foi utilizado. *p<0,05 versus Dia 1 (teste).

Os niveis de colesterol plasmatico total e de colesterol ndo-HDL
dos camundongos C57BL/6 e LDLr" estdo demonstrados na Figura 27.
Os niveis de colesterol total e de colesterol ndo-HDL dos camundongos
LDLr" tratados com dieta padrdo foram significativamente maiores
qguando comparados com os camundongos C57BL/6 do tipo selvagem
(Figura 27A e B). Ademais, quando os camundongos LDLr" foram
tratados com uma dieta hipercolesterolémica, os niveis de colesterol total
e de colesterol ndo-HDL foram maiores em comparagdo aos
camundongos LDLr" tratados com uma dieta padrdo, bem como em
comparagdo aos camundongos C57BL/6 do tipo selvagem expostos a
dieta hipercolesterolémica. Por outro, os niveis de colesterol total e
colesterol ndo-HDL nos camundongos C57BL/6 ndao foram modificados
significativamente pela dieta hipercolesterolémica (Figura 27A e B). No
entanto, é importante destacar que houve um aumento de
aproximadamente 16% nos niveis plasmaticos de colesterol total nos
camundongos selvagens quando foram tratados com uma dieta
hipercolesterolémica (Figura 27C).
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Figura 27. Efeitos da dieta hipercolesterolémica nos niveis plasmaticos de (A)
colesterol total e (B) colesterol ndo-HDL em camundongos C57BL/6 do tipo
selvagem e LDLr” e (C) de colesterol total nos camundongos C57BL/6
selvagens. Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (5
animais/grupo). Os resultados deste experimento foram analisados por ANOVA
de duas vias, seguida pelo teste Duncan. A ANOVA indicou efeito da interacéo
entre linhagem e dieta nos niveis plasmaticos de colesterol total [F(1,16)=152,78,
p<0,05] e de colesterol ndo-HDL [F(1,16)=139,47, p<0,05]. *p<0,05 versus
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados com dieta padrédo, #p<0,05
versus camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados com dieta
hipercolesterolémica e &p<0,05 versus camundongos LDLr tratados com dieta
padréo.

Considerando que alteracdes metabolicas e disfuncionais na BHE
e a consequente neuroinflamagdo parecem preceder o aumento na
produgdo e deposigdo de AP induzida pela hipercolesterolemia (Ghribi et
al., 2006; Ullrich et al., 2010), a permeabilidade da BHE foi avaliada nos
camundongos através do ensaio da fluoresceina de sédio (um composto
gue normalmente ndo ultrapassa a BHE). Como demonstrado na Figura
28 os camundongos LDLr tratados com a dieta padrdo apresentaram um
aumento na permeabilidade ao corante de baixo peso molecular
fluoresceina de sédio no cdrtex pré-frontal (p=0,09) (Figura 28A) e no
hipocampo (Figura 28B) quando comparados aos camundongos
C57BL/6 do tipo selvagem também tratados com a dieta padrdo.
Ademais, a dieta hipercolesterolémica desencadeou um aumento do
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extravasamento da fluoresceina de sddio no cortex pré-frontal e
hipocampo dos camundongos C57BL/6 selvagens e dos camundongos
LDLr". No caso dos LDLr" tratados com a dieta hipercolesterolémica o
aumento na permeabilidade da BHE nestas estruturas cerebrais foi
significativamente maior que nos camundongos LDLr” tratados com
dieta padrdo e que os camundongos selvagens tratados com a dieta
hiperocolesterolémica (Figura 28A e B). Em relacdo ao bulbo olfatério,
os camundongos LDLr”- (independentemente da dieta) apresentaram
aumento na permeabilidade da BHE a fluoresceina de sodio (Figura 28C).
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Figura 28. Efeitos da dieta hipercolesterolémica na permeabilidade da BHE a
fluoresceina de so6dio no (A) cortex pré-frontal, (B) hipocampo e (C) bulbo
olfatério em camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr". Os valores estdo
expressos em média + erro padrdo da média (6-7 animais/grupo). Os resultados
deste experimento foram analisados por ANOVA de duas vias, sequida pelo teste
Duncan. A ANOVA indicou efeito da linhagem [F(1,24)=7,99, p<0,05] e da dieta
[F(1,24)=11,08, p<0,05] na permeabilidade da BHE a fluoresceina de sédio no
cortex pré-frontal, da linhagem [F(1,23)=10,96, p<0,05] e da dieta
[F(1,23)=8,18, p<0,05] na permeabilidade da BHE a fluoresceina de sédio no
hipocampo e da linhagem [F(1,24)=7,14, p<0,05] na permeabilidade da BHE a
fluoresceina de sédio no bulbo olfatério. *p<0,05 versus camundongos C57BL/6
do tipo selvagem tratados com dieta padrdo, #p<0,05 versus camundongos
C57BL/6 do tipo selvagem tratados com dieta hipercolesterolémica, &p<0,05
versus camundongos LDLr tratados com dieta padréo.
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A BHE é formada principalmente pelas juncdes oclusivas
presentes entre as células endoteliais dos capilares que perfundem o
parénquima cerebral (Weiss et al., 2009). Nds também avaliamos a
expressdo génica das proteinas integrantes das jungdes oclusivas,
claudina-5 e ocludina, no coértex pré-frontal e hipocampo dos
camundongos. De modo interessante, os camundongos LDLr”
apresentaram uma diminuicdo nos niveis de RNAmM de ambas as
proteinas integrantes jungdes oclusivas no hipocampo (Figura 29B e D).
A exposicdo a dieta hipercolesterolémica nos camundongos C57BL/6
selvagens causou uma diminuicdo nos niveis de RNAm de claudina-5 e
ocludina no hipocampo (Figura 29B e D). Em contraste, a dieta
hipercolesterolémica nos camundongos LDLr” desencadeou um
aumento na expressao génica hipocampal proteinas integrantes das
juncdes oclusivas em comparagdo aos camundongos LDLr”-alimentados
com a dieta padrdo (Figura 29B e D). No cértex pré-frontal, ndo foram
observadas diferencas significativas na expressdo génica das proteinas
integrantes das jungdes oclusivas estudadas (Figura 29A e C).
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Figura 29. Efeitos da dieta hipercolesterolémica na expressao génica da (A e B)
claudina-5 e (C e D) ocludina no cortex pré-frontal e hipocampo de camundongos
C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr". Os valores estdo expressos em média + erro
padrdo da média (5 animais/grupo). Os resultados deste experimento foram
analisados por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Duncan. A ANOVA
indicou efeito da interacdo entre linhagem e dieta [F(1,16)=56,81, p<0,05] na
expressdo génica da claudina-5 no hipocampo e interagdo entre linhagem e dieta
[F(1,16)=16,00, p<0,05] na expressdo génica da ocludina no hipocampo.
*p<0,05 versus camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados com dieta
padrdo e &p<0,05 versus camundongos LDLr" tratados com dieta padréo.

5.4. EXPERIMENTO 4: Quais as consequéncias da exposi¢do de células
neuronais a LDL isolada humana?

A disfuncdo da BHE pode desencadear a entrada de particulas de
LDL plasmaticas no SNC (Hui et al., 2012). Um namero consideravel de
evidéncias demonstrou a presenca de apoB100, apolipoproteina
constituinte da LDL, em cérebros de animais hipercolesterolémicos
(Chen et al., 2010; Loffler et al., 2013). Nesse sentido, nossa hipotese no
desenho experimental 4 foi de que a exposicdo a LDL isolada humana
modifica a homeostase de células neuronais. O desenvolvimento
neuronal requer dramaticas mudancas morfoldgicas (Céceres et al.,
2012). A Figura 30 demonstra que neurdnios de dia in vitro 0 expostos a
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LDL 50 pg/mL durante 24 horas, apresentaram diminui¢cdo do
desenvolvimento neuronal do estagio 2 para o estagio 3 de polaridade,
indicando que a exposicdo a LDL resulta na inibicao da formacéao axonal.
Enquanto, os neurdnios nao expostos a LDL desenvolveram até o estagio
3 de polaridade, estendendo um Unico e longo ax6nio e inlmeros neuritos
curtos (Figura 30).
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Figura 30. Efeitos da exposicdo a LDL 50 pg/mL durante 24 horas no
desenvolvimento de neurbnios primérios hipocampais. Marcagdo para actina
(vermelho) e para tubulina (verde). (A) Imagens representativas, barra de escala
=100 pum. As imagens foram obtidas com um microscdpio confocal Olympus
FV-1000. (B) Quantificacdo da porcentagem de células no estagio 2 e estagio 3
de polaridade.

Ademais, 0s neurdnios em estagio 3 de polaridade (dia in vitro 1)
incubados 24 horas com LDL 50 pg/mL apresentaram uma diminuicdo
significativa no comprimento dos axénios (Figura 31).
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Figura 31. Efeitos da exposicdo a LDL 50 pg/mL durante 24 horas no
comprimento axonal em neurdnios primarios hipocampais em desenvolvimento.
Marcagdo para actina (vermelho) e para tubulina (verde). (A) Imagens
representativas, barra de escala = 100 pm. As imagens foram obtidas com um
microscopio confocal Olympus FV-1000. (B) Quantificagdo do comprimento
axonal dos neurdnios no estagio 3 de polaridade. O teste “t” foi utilizado para a
analise do comprimento axonal. *p<0,05 versus neurdnios controle.
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5.5. EXPERIMENTO 5: Em busca de uma terapia capaz de aumentar a
expressdo do receptor de LDL ao nivel cerebral.

Recentes estudos apontam o receptor de LDL como uma via
importante na regulag@o dos niveis de AP cerebral e que o aumento nos
niveis de receptor de LDL no cérebro pode promover a degradacdo do
AP (Kim et al., 2009; Castellano et al., 2012). N6s hipotetizamos que o
receptor de LDL possa ser um possivel alvo terapéutico na doenca de
Alzheimer. Neste contexto, o quinto objetivo especifico deste estudo foi
avaliar se o composto Genfibrozila, um fibrato hipolipemiante, seria
capaz de aumentar a expressao génica do receptor de LDL no hipocampo
e figado de camundongos. Inicialmente, o efeito do Genfibrozila nos
niveis plasmaticos de colesterol total nos camundongos foi investigado.
Como ilustrado na Figura 32C, ndo foram observadas diferengas
significativas nos niveis de colesterol total entre os grupos experimentais.
Além disso, o tratamento de trinta dias com o Genfibrozila (doses de 1,3;
13; 130 mg/kg) néo foi capaz de alterar a expressdo génica do receptor
de LDL no hipocampo de camundongos Swiss (Figura 32A). Enquanto
no figado, o Genfibrozila na dose de 1,3 mg/kg aumentou
significativamente os niveis de RNAm do receptor de LDL (Figura 32B).
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Figura 32. Efeito do tratamento com o Genfibrozila (1,3; 13 e 130 mg/kg) na
expressdo génica do receptor de LDL (A) no hipocampo e (B) no figado, (C) e
nos niveis plasmaticos de colesterol total em camundongos Swiss. Os valores
estdo expressos em média + erro padrdo da média (6 animais/grupo). Os
resultados deste experimento foram analisados por ANOVA de uma via, seguida

pelo teste Duncan. *p<0,05 versus camundongos Swiss tratados com a solucéo
veiculo.
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6. DISCUSSAO

Ha mais de duas décadas o envolvimento da hipercolesterolemia
na patofisiologia da doenca de Alzheimer vem sendo intensamente
estudado (Sparks et al., 1994; Kivipelto et al., 2001). Contudo, evidéncias
mais recentes também indicam o envolvimento do receptor de LDL no
metabolismo e depuracdo do Af cerebral (Castellano et al., 2012). Nesse
sentido, a hipercolesterolemia familiar € uma condicéo que propicia uma
observacdo Unica acerca da relagdo entre anormalidades na funcéo do
receptor de LDL e o posterior desenvolvimento da doenca de Alzheimer:
os individuos afetados por esta condicdo apresentam reducao
funcional do receptor de LDL e, por conseguinte, niveis elevados de
colesterol plasmatico desde o nascimento. Nessa linha de evidéncia,
Daniel Zambon e colaboradores (2010) demonstraram que pacientes com
hipercolesterolemia familiar de meia-idade (média de 50 anos de idade)
apresentaram um aumento particular na incidéncia de CCL (Zambon et
al., 2010). Nesse sentido, considerando os estudos prévios que
evidenciaram que a falta do receptor de LDL resulta em detrimento na
metabolizagdo e depuragdo do AP cerebral, bem como os estudos que
indicam que o aumento nos niveis de colesterol plasmatico é capaz de
desencadear o aumento na deposi¢do de AP cerebral, pode-se supor que
os efeitos neurotoxicos induzidos pelo AP podem, ainda, ser
potencializados em individuos com hipercolesterolemia familiar, uma
vez que a depuracao deste peptideo estaria comprometida. Dessa forma,
a primeira pergunta nesta tese foi: Camundongos LDLr”, modelo
experimental de hipercolesterolemia familiar humana, sdo mais
susceptiveis a neurotoxicidade induzida pela administragdo i.c.v. do Af?

Primeiramente, nossos  resultados  demonstraram  que
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e os camundongos LDLr"
tratados com Afi-40 apresentaram prejuizos de memaria operacional e
espacial de referéncia. No caso dos camundongos LDLr”, no entanto, 0s
déficits de memdria ocorreram independentemente do tratamento com o
AP140, como previamente demonstrado (Mulder et al., 2004,
Thirumangalakudi et al., 2008; de Oliveira et al., 2011). De fato, um
estudo preliminar de Mulder e colaboradores (2004), o qual avaliou
diversos pardmetros comportamentais de camundongos LDLr",
demonstrou que estes animais apresentam deficits de memdria
operacional e espacial de referéncia (nos testes labirinto aquéatico de
Morris e alternancia espontanea), os quais foram posteriormente
associados a diminuicéo na proliferacéo celular e densidade sinaptica no
hipocampo, devido a diminuicdo na captagdo do colesterol celular em
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decorréncia a falta do receptor de LDL (Mulder et al., 2004, 2007).
Todavia, em parte devido a natureza qualitativa dos testes de realocacdo
do objeto e de alternancia espontanea, no presente estudo nés nédo
conseguimos identificar um efeito adicional do tratamento com o AP1-40
nos camundongos LDLr” em relagdo a intensificacdo do declinio
cognitivo. Assim, na sequéncia, nds realizamos outro teste
comportamental, o labirinto em cruz elevado, com o objetivo de tentar
visualizar diferencas entre os grupos experimentais. Os efeitos
observados no reteste do labirinto em cruz elevado representam uma
forma biologicamente adaptativa de aprendizado e memédria, onde a
experiéncia de um ambiente novo rapidamente leva a reducdo no conflito
aproximacdo/aversdo (Rodgers et al., 1996). Em resumo, no teste 0s
animais adquirem informagOes sobre as areas seguras e perigosas do
labirinto, enquanto a reexposi¢cdo ao labirinto em cruz elevado,
usualmente 24 horas ap6s o0 primeiro teste, induz alteracGes
comportamentais dependentes da experiéncia anterior e representa um
indice de aquisicdo, consolidacdo, e retencdo de memdria. Quando os
roedores sd0 expostos a sessdo reteste, a exploragdo aos bragos abertos é
reduzida, significando aprendizagem (indice de memoria aversiva)
(Rodgers et al., 1996). De maneira notavel, ndo foram observadas
diferencas na porcentagem de entradas nos bracos abertos entre o Dia 1 e
o0 Dia 2 nos camundongos LDLr”- tratados com o Api-40, caracterizando
um déficit cognitivo neste paradigma comportamental. Por outro lado,
para os camundongos C57BL/6 tratados com o Ai-40€ LDLr”" tratados
com PBS, houve uma diminuigdo na porcentagem de entradas nos bragos
abertos durante o Dia 2 em comparagdo ao Dia 1.

Embora ndo induza todas as caracteristicas patoldgicas da doenca
de Alzheimer, como placas amiloides (Takeda et al., 2009), a infusdo
aguda de Api-40 no cérebro de roedores é um modelo experimental (til
para a investigacdo dos mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos
toxicos induzidos pelo AP (Prediger et al., 2007). Nesse sentido,
trabalhos anteriores demonstraram que 0s prejuizos de aprendizado e
memoria induzidos pela inje¢do i.c.v. do APi40 agregado em
camundongos estéo associados com estresse oxidativo, neuroinflamacao,
déficits sindpticos, excitotoxicidade glutamatérgica, e morte neuronal
(Prediger et al., 2007, 2008; Piermartiri et al., 2010; Santos et al., 2012;
Figueiredo et al., 2011; dos Santos et al., 2013). Portanto, com a intencéo
de responder a nossa pergunta inicial, noés investigamos alguns dos
principais mecanismos relacionados aos prejuizos cognitivos induzidos
pelo APia0. Em particular, nés observamos que o tratamento dos
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem com o Api4 induziu uma
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ativacdo astrocitaria pronunciada no hipocampo destes animais. Em
contraste, camundongos LDLr’- apresentaram niveis basais de ativagdo
glial elevados. Nesse sentido, a disfungdo da BHE com infiltragcdo de
componentes sanguineos ao parénquima cerebral podem levar ao dano
neuronal e glial combinados com uma persistente ativacdo de micrdglia
e astrécitos (Rapp et al., 2008). De particular interesse, 0s camundongos
LDLr apresentaram uma imunorreatividade para a AQP-4 no
hipocampo aumentada. A AQP-4 ¢ o principal canal de agua expresso no
SNC, sendo particularmente expresso nos processos astrociticos que se
comunicam com a BHE (Nagelhus et al., 2004). A localizagcdo de AQP-
4 nos processos astrociticos proximos as células endoteliais é consistente
com o papel que os astrocitos desempenham na inducéo,
desenvolvimento e manutencéo da integridade da BHE, garantindo assim
um ambiente cerebral adequado para a fungo neuronal (Nicchia et al.,
2004). Segundo Tomas-Camardiel e colaboradores (2005), os primeiros
sinais de disfuncdo da BHE coincidem com um forte aumento nos niveis
de RNAm da AQP-4 em células gliais perivasculares. A disfuncdo da
BHE também pode permitir a entrada no cérebro do AP circulante. O AP
é transportado através da BHE via dois receptores: RAGE e LRP-1
(Deane et al., 2004). O influxo do AP do sangue para o cérebro ¢ mediado
pelo RAGE, enquanto o efluxo do cérebro para sangue é mediado pelo
LRP-1 (Zlokovic et al., 2004). A depuracdo do cérebro para o sangue é
essencial para a regulagdo dos niveis de AP no cérebro e uma
desregulacdo da BHE pode contribuir para o aumento nos niveis de AP
cerebral (Prasanthi et al., 2008). Todavia, um resultado importante do
nosso estudo foi a observacdo de uma interacdo entre os fatores linhagem
e tratamento na ativacédo glial, evidenciando que em camundongos LDLr
I a reatividade astrocitaria foi ainda mais intensa quando estes animais
foram tratados com APi-4o.

Embora os astrdcitos proporcionem neuroprotecdo por meio da
liberacdo de fatores neurotréficos, os astrdcitos reativos podem provocar
e potencializar processos neuropatol6gicos, devido ao aumento da
producdo de mediadores inflamatorios e espécies reativas (Wyss-Coray e
Rogers, 2012; Sofroniew e Vinters, 2010). Nesse cenario, a capacidade
das células de resistir ao estresse oxidativo é dependente dos mecanismos
de defesas antioxidantes que detoxificam as espécies reativas antes que
estas causem danos celulares (Le et al., 2011). Em particular, a GSH é o
principal antioxidante end6geno, que desempenha um papel fundamental
na detoxificacdo de espécies reativas e regulacdo do ambiente redox
intracelular (Lewerenz e Maher, 2011). No presente estudo, nés
observamos uma diminuicdo significativa no sistema antioxidante
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dependente da GSH no cortex pré-frontal e hipocampo dos camundongos
C57BL/6 tratados com Apai.40, evidenciada pela diminui¢do no contetdo
de GSH e na atividade das enzimas antioxidantes GPx e GR. Por outro
lado, os camundongos LDLr"- apresentaram um desequilibrio do sistema
da GSH como demonstrado pela diminuicdo nos niveis de GSH, e nas
atividades das enzimas GPx e GR nas estruturas cerebrais estudadas.
Nessa linha de evidéncia, Oliveira e colaboradores (2005) mostraram que
o estresse oxidativo no tecido cerebral dos camundongos LDLr"- é devido
primariamente ao baixo contetido de nucleotideos de piridina no estado
reduzido (NADPH), os quais sdo consumidos em virtude do aumento na
lipogénese nos camundongos LDLr”. Portanto, como a GR catalisa a
reducdo da GSH oxidada & GSH reduzida a custa de NADPH, a inibicéo
na atividade do sistema antioxidante dependente da GSH observada no
cortex pré-frontal e hipocampo dos camundongos LDLr”- provavelmente
esta relacionada ao baixo contetdo celular de NADPH nos camundongos
LDLr”". De modo notdrio, quando os camundongos LDLr” foram
injetados com o APi-40 Observamos uma indugdo no sistema da GSH,
como indicada pelo aumento nos niveis de GSH e na atividade da GPx.
De fato, as defesas antioxidantes vinculadas a GSH sdo conhecidas por
serem estimuladas sob condi¢Bes de estresse celular, incluindo apés
estresse oxidativo (Arumugam et al., 2006). Um dos caminhos pelos
guais a célula regula sua capacidade antioxidante enddgena é por meio
da ativacao do fator de transcri¢do relacionado ao fator E2 (Nrf2) (Joshi
e Johnson, 2012). Este fator de transcricdo quando ativo liga-se aos
elementos responsivos antioxidantes (ARE) acelerando a transcricdo de
genes de enzimas antioxidantes (Ray et al., 2012).

De acordo com a ativagdo da via do Nrf2, nds também
demonstramos que a atividade da SOD foi aumentada no hipocampo dos
camundongos LDLr tratados com ABi.40. NO entanto, mesmo com essa
resposta antioxidante compensatoria, 0s niveis de espécies reativas ainda
permaneceram aumentados. Como é evidente pela terminologia, espécies
reativas sdo extremamente reativas para com diferentes moléculas
fundamentais para a célula e iniciam uma cascata de reacdes oxidativas
ao mesmo tempo em que levam a morte neuronal (Uttara et al., 2009).
Nesse sentido, as membranas lipidicas neuronais sdo enriquecidas de
acidos graxos poli-insaturados, 0s quais sdo especialmente sensiveis ao
ataque de radicais livres (LeBel e Bondy, 1991). Nesse trabalho,
utilizamos o corante fluorescente iodeto de propideo para analisar 0s
danos as membranas plasmaticas em fatias de hipocampo. De modo
interessante, a avaliacdo do dano celular nas fatias de hipocampo, por
meio da captacdo do iodeto de propideo pelas células mortas ou em
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degeneracdo com as membranas danificadas, demonstrou uma forte
incorporagdo do corante no hipocampo dos camundongos LDLr”
expostos ao APi-40, evidenciando que estes camundongos foram mais
vulneraveis as alteracGes oxidativas e inflamatorias induzidos pelo Ap.
Anteriormente, Santos e colaboradores (2012) observaram um
aumento na atividade da AChE no hipocampo de camundongos Swiss
apos a administragdo i.c.v. do Apis. NoO presente trabalho os
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados com Afis N80
apresentaram alteraces na atividade da AChE. Nesse sentido, sabe-se
gue camundongos Swiss e C57BL/6 apresentam uma susceptibilidade
diferente a toxicidade induzida pela administragdo i.c.v. do APi-40, €M
especial no que diz respeito ao estresse oxidativo (Prediger et al., 2007).
De fato, em condicOes de estresse oxidativo a atividade da AChE pode
ser aumentada (Moreira et al., 2012; Santos et al., 2012; Khadrawy et al.,
2011). Digno de nota, em um estudo prévio do nosso grupo de pesquisa
também indicamos que 0 aumento na atividade da AChE cerebral parece
ser um evento inicial associado aos prejuizos cognitivos induzidos pela
hipercolesterolemia em camundongos Swiss (Moreira et al., 2014). No
presente estudo, observamos um aumento significativo na atividade da
AChE no hipocampo de camundongos LDLr" tratados com o APi-4o.
Com base em tais observagdes, podemos supor que este evento (aumento
da atividade da AChE) contribuiu para os prejuizos cognitivos mais
intensos observados nos camundongos LDLr” expostos ao APi-40 NO
reteste do labirinto em cruz elevado. Rodgers e colaboradores (1996)
demonstraram que mecanismos colinérgicos estdo envolvidos na
sensibilizacdo ao medo que parece ocorrer entre a exposi¢do inicial e
subsequente ao labirinto em cruz elevado. Adicionalmente, trabalhos
anteriores mostraram que a atividade da AChE esta aumentada em placas
amiloides, sendo um fendmeno precoce no processo de deposicdo
amiloide (Moran et al., 1993). De fato, Sherna e colaboradores (1997)
demonstraram que o distdrbio na homeostase do célcio est4 relacionado
com o aumento da atividade da AChE dentro de placas amiloides e
emaranhados neurofibrilares, sendo a relacdo entre os prejuizos da
homeostase do célcio e o estresse oxidativo bem caracterizada (Lafon-
Cazal et al., 1993). Além disso, ha uma clara conexdo entre o sistema
colinérgico e o metabolismo da APP, uma vez que prejuizos no sistema
colinérgico podem também contribuir para a patologia amiloide (Yan e
Feng, 2004). No entanto, no presente estudo ndo foram encontradas
evidéncias de que a toxicidade induzida pelo AP foi associada com
deposicédo amiloide no hipocampo dos camundongos C57BL/6 e LDLr"-
. Novos estudos, contudo, sdo necessarios para avaliar alteracGes na
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deposicio do AP nos camundongos LDLr”- utilizando técnicas que
possam detectar mudangas iniciais nestes parametros, uma vez que as
placas amiloides sdo formadas somente em estagios bastantes avancados
de toxicidade do AP.

Desta forma, com o intuito de investigar melhor os eventos
relacionados aos prejuizos cognitivos apresentados pelos camundongos
LDLr", nds analisamos a expressdo de genes envolvidos no metabolismo
e depuragdo do AB em camundongos LDLr” adultos jovens (trés meses)
e de “meia-idade” (quatorze meses). Previamente, nosso grupo de
pesquisa corroborou experimentalmente os dados clinicos encontrados no
estudo de Daniel Zambon, caracterizando os camundongos LDLr”- de
“meia-idade” como um modelo experimental de CCL. Ademais,
demonstramos que estes prejuizos cognitivos nos camundongos LDLr"
de “meia-idade” foram associados com desbalango antioxidante, dano
oxidativo e aumento na atividade da AChE em regibes cerebrais
associadas com os processos de aprendizado e memodria, particularmente
no cortex pré-frontal (Moreira et al., 2012). Além disso, Ramirez e
colaboradores, em 2011, demonstraram em camundongos LDLr”"
/apoB100 de dezoito meses a presenca de [-amiloidose em vasos
cerebrais (Ramirez et al., 2011). Como originalmente proposto por
Zlokovic e colaboradores (1993), o transporte através da BHE regula de
maneira importante os niveis de A cerebral. De acordo com esta teoria,
receptores na BHE controlam os niveis de Ap no cérebro por regularem
de um lado o influxo do AP circulante para dentro do cérebro via RAGE,
e por outro lado, o0 efluxo do AP do cérebro para o sangue através da BHE
via LRP-1. Dessa forma, comegamos investigando a expressao génica do
LRP-1. De modo notério, nossos resultados demonstraram que a idade
modifica a expressdo génica do LRP-1 de maneira diferente nas duas
linhagens de camundongos estudadas. Os camundongos C57BL/6 do tipo
selvagem de quatorze meses apresentaram um aumento nos niveis de
RNAmM do LRP-1 no hipocampo. Em contraste, no estudo de Shibata
publicado no ano de 2000, foi observado uma imunorreatividade
diminuida para o LRP-1 em microvasos cerebrais em camundongos
C57BL/6 de nove meses de idade. Por outro lado, a auséncia do receptor
de LDL foi acompanhada por um aumento na expressdo génica do LRP-
1 no hipocampo dos camundongos jovens, mas ndo foi modulada com o
envelhecimento. Enquanto que no cortex-pré-frontal os camundongos
LDLr" de trés meses de idade apresentaram uma diminuicdo na
expressdo génica do LRP-1, o que ndo foi mantido com a idade. Nessa
linha de evidéncia, a doenca de Alzheimer esta associada com alteracfes
nas distribuigdes de ambos receptores LRP-1 e RAGE na BHE no
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hipocampo dos pacientes (Donahue et al., 2006). Segundo Donahue e
colaboradores (2006), em casos severos de doenca de Alzheimer hd uma
diminuicédo dos niveis de LRP-1 na microvasculatura cerebral, enquanto
existe um aumento nos niveis de RAGE.

Estudos prévios utilizando coelhos (Ghribi et al., 2006) e
camundongos (Thirumangalakudi et al.,, 2008) demonstraram um
aumento no processamento amiloidogénico da APP em condicGes de
hipercolesterolemia. O A resulta da clivagem sequencial da APP pelas
proteases de membrana denominadas BACE-1 ¢ y- secretases (Haass e
Selkoe, 1993). Nossos resultados demonstraram um aumento na
expressdo génica da APP no hipocampo dos camundongos C57BL/6 do
tipo selvagem de “meia-idade”, o que ndo foi observado no cortex pré-
frontal. A APP, um componente da patogénese da doenca de Alzheimer,
normalmente ajuda a manter as sinapses funcionais (Nicolas e Hassan,
2014). Os dados da literatura sdo bastante conflitantes em relacdo a
modulacdo da expressdo da APP pelo envelhecimento. Por exemplo,
Lukiw (2004) observou o aumento da expressdo da APP no cérebro de
individuos idosos. No entanto, outros estudos demonstraram que a
expressdo da APP é uniforme com o envelhecimento. Recentemente,
Primiani e colaboradores (2014) observaram em individuos de meia-
idade que a expressdo génica da APP no cortex pré-frontal ndo se
modifica com o envelhecimento. De maneira similar, em um estudo
experimental foi demonstrado que o envelhecimento ndo causa
modificacbes na expressdo do gene da APP no hipocampo de
camundongos C57BL/6 de 24 meses de idade (Csiszar et al., 2013).
Ademais, nos camundongos LDLr"- ndo foram observadas modificacdes
significativas na expressdo da APP em ambas estruturas cerebrais
estudadas. Nossos resultados estdo de acordo com o estudo prévio de
Thirumangalakudi e colaboradores (2008), onde ndo foram observadas
diferencas na expressdo da APP no cortex cerebral de camundongos
LDLr" jovens.

No estudo de Thirumangalakudi e colaboradores (2008), os
autores também observaram que os camundongos LDLr"- apresentam um
aumento nos niveis de RNAm da enzima BACE-1 no cdrtex cerebral, 0
que corrobora com nossos dados. NGs observamos um aumento na
expressdo génica da BACE-1 no cortex pré-frontal dos camundongos
LDLr de trés meses de idade, o qual ndo foi mantido com o
envelhecimento. Por outro lado, a expressdo génica da PS-1 estd
aumentada nos camundongos LDLr” de quatorze meses no cortex pré-
frontal e hipocampo. Uma consequéncia obvia do aumento da expresséo
da BACE-1 efou PS-1 é o aumento do processamento da APP
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(Thirumangalakudi et al., 2008). Este aumento no processamento
amiloidogénico da APP pode ser uma influéncia direta do colesterol, ou
mais precisamente de alteracbes na distribuicdo, transporte e
metabolismo do colesterol nas membranas e em compartimentos
subcelulares (Sambamurti et al., 2004). Ghribi e colaboradores (2006)
observaram em neurénios hipocampais de coelhos
hipercolesterolémicos, a colocalizacdo da BACE-1 e de colesterol e o
aumento na expressao e atividade desta enzima, sugerindo que o
colesterol pode modular a via amiloidogénica.

O acumulo e deposi¢do de AP no cérebro de pacientes com doenca
de Alzheimer desencadeia morte neuronal apoptética (Shimohama,
2000), assim como em cérebros de camundongos APP/PS1 (Long et al.,
2013). Ademais, tem sido demonstrado que a APP, durante a apoptose,
pode ser eficientemente clivada pela familia de proteases associadas a
apoptose, resultando na formacao aumentada de AP (Pereira et al., 2004).
Nesse sentido, nds observamos que os camundongos LDLr"
hipercolesterolémicos (independentemente da idade) apresentaram uma
diminuicdo na razdo da expressdo génica Bcl-2/Bax em ambas estruturas
cerebrais estudadas. Enquanto os camundongos selvagens de quatorze
meses de idade apresentaram uma diminuicdo da razdo Bcl-2/Bax no
cortex pré-frontal. Os membros da familia Bcl-2 desempenham um papel
importante na via mitocondrial da apoptose, dentre eles a Bax é um fator
promotor da apoptose. A Bax pode iniciar a abertura do poro mitocondrial
induzindo a liberag&o de proteinas apoptéticas para o citoplasma, as quais
executardo os eventos apoptéticos (Shimizu et al., 1999; Tsujimoto e
Shimizu, 2000). Por sua vez a Bcl-2, uma proteina anti-apoptotica,
estabiliza a integridade mitocondrial atenuando a liberacéo de citocromo
¢ e impedindo a apoptose (Xian et al., 2014). Dessa forma, nossos
resultados sdo indicativos de uma maior ativacdo dos mecanismos
apoptéticos no cérebro dos camundongos LDLr" ja aos trés meses de
idade. O que vai de acordo com os resultados que encontramos no ensaio
de captacdo de iodeto de propideo, onde observamos que estes
camundongos apresentam aumentada permeabilidade das membranas
hipocampais.

Contudo, ndo estd claro, ainda, como o colesterol plasmatico
poderia afetar as funcGes cerebrais, uma vez que colesterol presente nas
lipoproteinas ndo permeia a BHE (Dietschy e Turley, 2001). Por outro
lado, os oxisterdis, derivados metabdlicos do colesterol, sdo capazes de
transpassar as membranas lipofilicas (Bjorkhem et al., 2002). H& um
fluxo continuo de 270H da circulagdo sanguinea para o SNC. Em
pacientes com prejuizos da integridade da BHE ocorre um acimulo no
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liquor do principal produto de degradacgdo do 270H (Saeed et al., 2014).
Saeed e colaboradores (2014) apontaram este metabolito do 270H como
um possivel biomarcador para condi¢6es que causam danos na BHE.

Neste contexto, nosso proximo passo foi investigar se os prejuizos
cognitivos e alteragdes na BHE em camundongos LDLr” séo, ainda,
potencializados pela exposi¢do a uma dieta hipercolesterolémica. Nesse
sentido, camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr” foram
expostos durante trintas dias a dieta padrdo para roedores ou a dieta
hipercolesterolémica (1,25% de colesterol). Nossos resultados
demonstraram que, independentemente da dieta adotada, o0s
camundongos LDLr”- apresentaram prejuizo de meméria operacional e
espacial de referéncia. Novamente, devido os testes comportamentais
realizados, fornecerem somente um indice qualitativo, ndo observamos
uma maior reducdo na fungdo cognitiva dos camundongos LDLr"
tratados com a dieta rica em colesterol, o que corrobora com nossos dados
prévios (de Oliveira et al., 2011) e com trabalhos de outros grupos de
pesquisa (Thirumangalakudi et al., 2008). Novamente, realizamos o teste
e reteste do labirinto em cruz elevado, no entanto, ao contrario do Af a
dieta hipercolesterolémica ndo causou prejuizo de aprendizagem aversiva
nos camundongos LDLr"".

Por outro lado, ao contrario dos camundongos LDLr”, o
tratamento de camundongos C57BL/6 selvagens por um més com a dieta
hipercolesterolémica, ndo foi capaz de modificar significativamente os
niveis de colesterol (aumento de cerca de 16% em relagdo aos animais
gue ingeriram a dieta padrdo) e desencadear déficits cognitivos. Contudo,
estudos prévios que utilizaram um periodo maior de exposicdo a dieta
hipercolesterolémica (pelo menos dois meses) e/ou um maior teor de
colesterol na dieta (até 5%) demonstraram prejuizos cognitivos em
roedores ndo modificados geneticamente induzidos por uma
hipercolesterolemia leve (Thirumangalakudi et al., 2008; Ullrich et al.,
2010; Moreira et al., 2014). Nesse sentido, recentemente demonstramos
gue camundongos Swiss expostos a dieta hipercolesterolémica (1,25%)
por 60 dias apresentaram prejuizo cognitivo no teste de realocacdo de
objeto. Este resultado demonstrou que, mesmo uma elevagdo leve nos
niveis de colesterol plasméatico (em torno de 50%), e por um periodo
relativamente curto (dois meses), é capaz de induzir déficit cognitivo em
camundongos (Moreira et al., 2014).

Cabe ressaltar que, mesmo sem diferengas estatisticas, pode-se
observar que os camundongos C57BL/6 tratados com a dieta
hipercolesterolémica apresentaram um aumento moderado (16%) nos
niveis plasmaticos de colesterol. Esta hipercolesterolemia leve induzida
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pela exposicdo a dieta rica em colesterol nos camundongos C57BL/6 foi
associada com aumento na permeabilidade da BHE a fluoresceina de
sodio no coértex pré-frontal e hipocampo. Ademais, este aumento na
permeabilidade da BHE a fluoresceina de sédio também foi observado
nas estruturas cerebrais dos camundongos LDLr”- alimentados com a
dieta padrdo. Notavelmente, quando estes camundongos foram tratados
com a dieta hipercolesterolémica o aumento na permeabilidade da BHE
no cortex pré-frontal e hipocampo foi ainda mais pronunciado. Digno de
nota, observamos também um aumento na permeabilidade da BHE no
bulbo olfatério dos camundongos LDLr”- (independentemente da dieta).

Com intuito de investigar de maneira mais detalhada a integridade
da BHE, nos analisamos os niveis de RNAm das proteinas integrantes
das jungdes oclusivas. As juncBes oclusivas vedam o endotélio
microvascular e representam o ndcleo da BHE (Weiss et al., 2009). Neste
estudo, a dieta hipercolesterolémica causou uma diminui¢éo na expressdo
génica da claudina-5 e ocludina no hipocampo dos camundongos
C57BL/6. Além disso, os camundongos LDLr”- tratados com dieta
padrdo também apresentaram diminuicdo na expressdo génica das
proteinas pertencentes das juncdes oclusivas no hipocampo. Todavia,
guando estes camundongos foram tratados com a dieta rica em colesterol
ocorreu uma ativacdo da expressdo génica destas proteinas,
provavelmente por um mecanismo compensatorio. E importante
mencionar que, apesar da verificacdo deste efeito compensatério na
expressao génica das proteinas integrantes das jungdes oclusivas, 0s
valores nos niveis de expressdo ndo se igualam aos niveis do grupo
controle e a permeabilidade a fluoresceina de sodio (teste funcional da
BHE), é bastante elevada nos camundongos LDLr”- submetidos a dieta
hipercolesterolemica. Durante processos inflamatérios sistémicos
alteracdes na cinética das juncdes oclusivas e consequentemente
disfuncdo da BHE tém sido descritas. O aumento na atividade imune
periférica e consequente aumento na permeabilidade da BHE podem
afetar o sistema imunoldgico cerebral desencadeando processos
neuroinflamatérios (Takeda et al., 2014). No cortex pré-frontal a dieta
hipercolesterolémica ndo alterou os niveis de RNAm das proteinas
claudina-5 e ocludina, desta forma podemos supor que possivelmente
nesta estrutura cerebral a participacdo das outras células que formam a
BHE foi mais proeminente para determinar a maior permeabilidade. As
células gliais (especialmente os astrocitos), os pericitos, 0s neurénios
juntamente com a lamina basal estdo préximos as células endoteliais
cerebrais e constituem o que é denominado unidade neurovascular, um
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conceito proposto para ressaltar as interac@es funcionais que controlam a
integridade da BHE (Weiss et al., 2009).

Além dos oxisterois, em situacdes de disfungdo da BHE a LDL
plasmatica também pode ser encontrada no SNC. Recentemente, Loffler
e colaboradores  (2013)  observaram  em  camundongos
hipercolesterolémicos apoB-APP, um actimulo de apoB100 em vasos
cerebrais. Ademais, Chen e colaboradores (2010) utilizando coelhos
hipercolesterolémicos demonstraram gque o0 aumento na permeabilidade
na BHE induzido pela dieta hipercolesterolémica desencadeia o
extravasamento de particulas contendo apoB100, i.e. LDL plasmaticas,
para os cérebros destes animais. Ademais, 0s autores observaram que a
presenca destas lipoproteinas plasmaticas nos cérebros dos animais esta
associada com o acumulo de colesterol intraneuronal, disfuncéo
endossomal, e ainda aumento da produgcdo de AP e prejuizo da
integridade sinptica (Chen et al., 2010). Posteriormente, 0 mesmo grupo
de pesquisa investigou o impacto do tratamento com LDL plasmatica em
neurdnios primarios corticais. A LDL plasmatica desencadeou 0 aumento
de colesterol endossomal, o que desencadeou modificagbes no pH
endossomal levando ao acimulo e aumento na atividade da BACE-1,
aumento nos niveis de AP e diminui¢@o da proteina sinaptofisina (Hui et
al., 2012). Neste cenério, em nosso trabalho observamos que a LDL
plasmética prejudica o desenvolvimento de neurbnios hipocampais: (i)
impedindo o crescimento axonal de neur6nios no estagio 2 de polaridade,
e (ii) diminuindo o comprimento axonal de neurdnios no estagio 3 de
polaridade. Em conjunto estes resultados demonstraram que a exposi¢ao
a LDL plasmatica foi potencialmente prejudicial para o desenvolvimento
e maturacdo das células neuronais, 0 que possivelmente esta relacionado
com 0 acumulo e modificacdo na compartimentalizagdo do colesterol
celular.

Em conjunto as evidéncias levantadas ao longo desta Tese
apontam a relagdo entre situagdes em que ocorre disfuncdo na
homeostase do colesterol, particularmente a hipercolesterolemia familiar,
e alteracdes no SNC caracteristicas da doenca de Alzheimer. Nesse
sentido, considerando que estudos recentes tém identificado o receptor de
LDL como uma via fisiolégica importante que medeia a regulacéao celular
dos niveis de AP cerebral e sugerem que o aumento nos niveis deste
receptor pode promover o aumento na degradacdo deste peptideo no
cérebro, nds postulamos que o receptor LDL pode ser um importante alvo
terapéutico na doenga de Alzheimer (de Oliveira et al., 2014) e que
compostos que induzam a expressao deste receptor no cérebro poderiam
ser interessantes agentes moduladores do depdsito de Ap.
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Neste estudo foi avaliado se o composto Genfibrozila poderia
modular a expressdo génica do receptor de LDL a nivel hepético e
cerebral. Para isto, camundongos Swiss foram tratados durante trinta dias
com trés diferentes doses deste composto. Fibratos, como o Genfibrozila,
reduzem os niveis plasmaticos de colesterol e triglicerideos em pacientes
com hiperlipidemia por meio de mecanismos que ainda ndo estdo
totalmente elucidados (Camara-Lemarroy et al., 2015). Além disso, o
Genfibrozila foi capaz de aumentar os niveis de RNAm do receptor de
LDL em células hepaéticas (células HepG2) por uma via diferente que as
estatinas, a qual parece estar mais associada com o0 aumento da
estabilidade do que da sintese do RNAm do receptor de LDL (Goto et al.,
1997). De maneira interessante, nds observamos um aumento nos niveis
de RNAmM hepatico do receptor de LDL na dose de 1,3 mg/kg. Contudo,
ndo foram observadas diferengas na expressao génica deste receptor no
hipocampo dos camundongos tratados com o Genfibrozila. O porqué
desta diferenca entre os dois tecidos ainda precisa ser elucidado, nossos
resultados sdo ainda incipientes, mas, pode-se especular a possibilidade
do tratamento néo ter resultado em concentracOes efetivas da molécula
no SNC. Ademais, ndo foram observadas alteracbes nos niveis
plasmaticos de colesterol dos animais ap6s o tratamento com o fribrato.
E importante mencionar, que diversas evidéncias vém demonstrando que
as estatinas diminuem os riscos para a doenca de Alzheimer, no entanto,
na maioria dos estudos sua agdo foi relacionada principalmente aos seus
efeitos pleiotropicos (e.g., reducdo do estresse oxidativo e inflamacéo)
nao havendo dados conclusivos de que estes compostos possam aumentar
0s niveis de receptores de LDL no SNC (Chatterjee et al., 2014; Williams,
2015).

Nesta tese  observamos  experimentalmente que a
hipercolesterolemia familiar esta associada a uma maior susceptibilidade
aos efeitos neurotoxicos induzidos pelo AP, bem como a alteragdes no
metabolismo deste peptideo, indugdo de apoptose e aumento na
permeabilidade da BHE em regides cerebrais associadas com o0s
processos de aprendizagem e memdria, como esquematizado na Figura
33. Os achados deste trabalho reforcam a associacdo da
hipercolesterolemia familiar & patofisiologia da doenca de Alzheimer
esporadica. Finalmente, nos leva a pensar no receptor de LDL como um
possivel alvo terapéutico na doencga de Alzheimer.
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Envelhecimento Envelhecimento

LDLr" ‘ C57BL/6

Dieta HC Dieta HC

rejuizo COgI']jtiVO Prejuizo cognitivo

Disfungdo colinérgica Disfuncio colinérgica
L. Resposta antioxidante
Resposta antioxidante Astrogliose
Astrogliose Dano na membrana celular

Permeabilidade da BHE
Dano na membrana celular Alteracdes metabolismo e processamento

Permeabilidade da BHE Ad‘) Ap
. poptose
Alteragdes metabolismo ¢
processamento do A3
Apoptose

Figura 33. A auséncia de funcéo do receptor de LDL aumenta a susceptibilidade
a neurotoxicidade induzida pelo peptideo p-amiloide (AP), dieta
hipercolesterolémica (HC) e envelhecimento em camundongos. De maneira
geral, os resultados obtidos nesta tese demonstraram que em comparagdo aos
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem, os camundongos LDLr" apresentaram
prejuizo cognitivo, disfungdo colinérgica, resposta antioxidante, astrogliose,
dano a membrana celular, astrogliose, disfuncdo da barreira hemato-encefalica
(BHE), alteragdes no metabolismo e processamento do AP e apoptose mais
pronunciados ap6s a administragdo do AP e tratamento com a dieta HC, e devido
ao envelhecimento.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesta tese podemos
inferir que:

<> Camundongos LDLr" sdo mais susceptiveis a neurotoxicidade
induzida pela administragdo i.c.v. do AB1-40 COMO sumarizado na Tabela
3. Especificadamente, em comparagcdo com 0s camundongos C57BL/6
do tipo selvagem, os camundongos LDLr”- apresentam maior ativacio
glial, dano de membrana celular, permeabilidade da BHE, e desbalanco
oxidativo no hipocampo apds a administracdo do AP1-4o;

Tabela 3. Sumaério dos efeitos da administragdo i.c.v. do APi-40 €m parametros
bioquimicos e comportamentais em camundongos C57BL/6 e LDLr ™.

L Funcio Atividade Resposta . Permeabilidade N
Genotipo Tratamento N . Astrogliose Captagdo IP
cognitiva AChE Antioxidante BHE
C57BL/6 PBS Normal Normal Nommal Normal Normal Normal
C57BL/6 APy Prejuizo Normal Diminuigao Aumento Normal Aumento
LDLr~ PBS Prejuizo Normal Diminuigao Aumento Aumento Aumento
Prejui Al 1t Al 1t
LDLr" APy S].lllZD Aumento Aumento _@eﬂ ° Aumento mento
mais intenso mais intenso mais intenso
o - .. ”
<> Camundongos LDLr” jovens e de “meia-idade” apresentam

alteracdes na expressdo de genes codificadores de proteinas envolvidas
no processamento da APP, na depurag¢do do AP e apoptose;

<> Camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e camundongos
LDLr" expostos a dieta hipercolesterolémica apresentaram um aumento
na permeabilidade da BHE. No caso dos camundongos LDLr” essa
permeabilidade foi mais pronunciada e também foram observados
prejuizos de memoria operacional e espacial de referéncia, bem como
aumento significativo nos niveis de colesterol plasmético;

X A exposicdo a LDL prejudicou o desenvolvimento e polarizacdo
de neurénios hipocampais;

X O composto Genfibrozila aumentou os niveis de RNAm do
receptor de LDL no tecido hepatico em camundongos Swiss, mas ndo no
hipocampo.
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8. PERSPECTIVAS

Alguns aspectos relacionados a este trabalho ainda precisam ser
melhor elucidados, desta forma, nosso grupo propbGe algumas
perspectivas:
<> Avaliar os niveis de AP no cérebro de camundongos LDLr"
jovens e de “meia-idade”. Além disso, realizar o ensaio de fluoro Jade B
nos cortes cerebrais destes animais para avaliar a neurodegeneragao;

X Investigar o efeito da dieta hipercolesterolémica na expressao
das proteinas integrantes das jungdes oclusivas nos cérebros dos
camundongos LDLr"-e C57BL/6 selvagens;

<> Avaliar o efeito do envelhecimento e da exposicdo a dieta
hipercolesterolémica em parametros neuroinflamatérios e de
permeabilidade da BHE de camundongos LDLr” por meios de ensaios
de imunofluorescéncia.
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