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RESUMO

A hipercolesterolemia familar ¢ uma doenga do metabolismo das
lipoproteinas causada principalmente por mutacdes no gene do receptor
de lipoproteina de baixa densidade (LDL). A resultante perda da funcédo
do receptor de LDL (LDLr) tem como principal consequéncia o
aumento das concentragBes plasmaticas de colesterol. Estudos clinicos
reportam, com certa frequéncia, a comorbidade entre a
hipercolesterolemia e transtornos de humor, como a depressdo. Além
disso, aumento na permeabilidade da barreira hematoencefalica, reducédo
na proliferacdo celular hipocampal adulta e prejuizos comportamentais
de aprendizado e memoria foram reportadas em camundongos LDLr"
(nocautes para o LDLr, modelo animal de hipercolesterolemia familiar).
O primeiro objetivo deste estudo foi verificar o comportamento de
camundongos LDLr” em testes preditivos para a depressdo. Sabendo
que a neurogénese hipocampal adulta é importante para a manutencéo
do humor e da cognigdo, o segundo objetivo foi verificar se a
comorbidade entre a hipercolesterolemia e a depressdo envolve
alteracbes na neurogénese hipocampal adulta. Nossos resultados
demonstraram  que os camundongos  LDLr”  apresentaram
comportamento tipo-depressivo (anedonia, diminui¢do do auto-cuidado
e da motivacdo) em testes preditivos para depressdo. Este
comportamento  tipo-depressivo  foi  revertido pelo tratamento
antidepressivo repetido (fluoxetina, 7 dias). Os camundongos LDLr"
também apresentaram aumento na atividade da monoamina oxidase
(MAO) A no cortex cerebral e no hipocampo. Neste estudo as analises
comportamentais também revelaram comprometimento de funcdo
cognitiva dependente do giro denteado (GD) hipocampal, o que
corroborou a reducdo na proliferacdo e neurogénese das células
precursoras neuronais (CPNs) observada nesta estrutura. Em outra etapa
experimental, em cultivo primario de CPNs isoladas do GD de
camundongos C57BL/6 adultos, foi caracterizada uma maior expressdo
génica de enzimas de sintese de colesterol e do LDLr no estdgio
proliferativo, enquanto os genes do LRP1 e de enzimas de degradagdo
tém sua expressdo aumentada durante a diferenciacdo celular.
Corroborando os resultados obtidos em camundongos LDLr”, tanto a
exposi¢ao destas células @ LDL humana isolada, quanto o silenciamento
génico do LDLr (LDLr siRNA), reduziram a proliferacdo de CPNs. O
tratamento com LDL também reduziu a diferenciacdo neuronal de
CPNs, induziu acimulo de goticulas lipidicas intracelulares e inibiu a
expressdo génica de enzimas de sintese do colesterol e do LDLr. Por sua



vez, 0 LDLr siRNA reduziu também os niveis de RNAm do LRP1. A
analise de microarray revelou que a LDL inibiu fortemente processos
celulares relacionados ao metabolismo do colesterol. O tratamento com
siRNA alterou a expressao relativa de muitos genes, no entanto a anélise
de ontologia ndo revelou associagdo significativa destes genes com
processos celulares especificos. Ainda, ambos o0s tratamentos
aumentaram a capacidade de reserva das CPNs no teste de funcéo
mitocondrial. Em conjunto, estes resultados caracterizam o fenétipo
tipo-depressivo e a reducdo da neurogénese hipocampal adulta em um
modelo experimental de hipercolesterolemia familiar, sendo que a
neurogénese parece ser influenciada tanto pela presenca da LDL no
nicho neurogénico quanto pela funcdo do LDLr. Conjuntamente, estes
dados destacam o papel do metabolismo do colesterol na neurogénese
adulta e reforcam as observacdes clinicas que associam a
hipercolesterolemia a depressao.

Palavras-chave: Depressao; Hipercolesterolemia familiar; Neurogénese
adulta; LDL; Receptor de LDL; Colesterol.



ABSTRACT

Familial hypercholesterolemia is a lipoprotein metabolism disorder
caused primarily by mutations in the low-density lipoprotein receptor
(LDLr) gene, causing loss of function of the LDLr and increased plasma
cholesterol. Clinical studies frequently report comorbidity between
hypercholesterolemia and depression. Supporting those observations,
pre-clinical studies from our group have shown impairments in the CNS
of LDLr” mice (knockout mice for the LDLr, a murine model of
familial  hypercholesterolemia). Increased blood brain  barrier
permeability, reduced hippocampal cell proliferation, and learning and
memory impairments in behavioral tasks are some of the CNS
abnormalities observed in these mice. The first aim in this study was to
verify the behavior of LDLr”" mice in predictive tasks for depression.
Considering that adult neurogenesis is thought to play a role in both
mood regulation and cognition, the following objective in this study
aimed to avaluate if an impairment in proliferation and differentiation of
hippocampal adult neural stem cells (aNSC) may be underlying the co-
morbidity between hypercholesterolemia and depression. Endorsing this
hypothesis, in the present study we show that LDLr”- mice present a
depressive-like behavior (anhedonia, reduction in self-care and
motivational behavior). This depressive-like behavior was abolished by
repeated antidepressant treatment (fluoxetine, 7 days). In addition, the
LDLr" mice presented increased MAO-A activity in the cerebral cortex
and hippocampus. Moreover, a deficit in dentate gyrus (DG)-dependent
cognitive task was observed in these mice using a DG-dependent
behavioral test, corroborating the reduction in DG cell proliferation and
neurogenesis. Primary culture of aNSCs isolated from the DG of adult
C57BL/6 mice demonstrated that the expression of enzymes involved in
cholesterol synthesis (HMG-CoA reductase and squalene synthase) and
of LDLr peaks during the proliferation stage of the neurogenic process.
On the other hand, the expression of LRP1, cholesterol 24-hydroxylase,
and sterol 27-hydroxylase is up-regulated during the differentiation
stage. In agreement with the observations from the LDLr” mice,
exposure to both human LDL as well as silencing of the LDLr (using an
LDLr siRNA) reduced cell proliferation and/or neuronal differentiation
of aNSCs monolayers. LDL treatment was also associated with an
increase in the number of lipid droplets and a down-regulation of
MRNA levels of the LDLr and enzymes involved in cholesterol
synthesis, whereas LDLr siRNA also reduced LRP1 gene expression.
Microarray analysis showed that LDL down-regulated cholesterol



metabolism. On the other hand, LDLr siRNA altered the relative
expression of hundreds of genes, however a gene ontology analysis
failed to define a clear relationship with cellular functions. In addition,
both treatments increased the reserve capacity of aNSCs to respond to
mitochondrial stress. Altogether, this study describes the depressive-like
phenotype and deficits in adult hippocampal neurogenesis in an
experimental model of familial hypercholesterolemia. These deficits
may result from LDL being present in the neurogenic niche and from
compromised LDLr function. In conclusion, the present data implicate
cholesterol metabolism as a modulator of adult hippocampal
neurogenesis and support the observed co-morbidity between
hypercholesterolemia and depression.

Keywords: Depression; Familial hypercholesterolemia;  Adult
neurogenesis; LDL; LDL receptor; Cholesterol.
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APRESENTAGCAO

Esta Tese de Doutorado esta organizada na forma de uma introducgéo
geral, contendo a revisdo da literatura, seguida por trés capitulos. Cada
capitulo contém materiais e métodos, resultados e discussdo. Ao final,
ha uma breve conclusdo geral dos resultados obtidos. As referéncias
bibliograficas foram organizadas em secéo Unica.
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1. INTRODUCAO
1.1. Transtorno depressivo maior

Segundo o ultimo levantamento da Organizagdo Mundial da
Saude, realizado em 2012, estima-se que o transtorno depressivo maior
ou depressdo, afeta em torno de 350 milhdes de pessoas em todo o
mundo. Com relagdo ao Brasil, sao poucos os dados epidemiologicos
sobre a prevaléncia de transtornos depressivos. Contudo, recentemente
um estudo de meta-analise compilou os dados disponiveis de diversas
observagdes realizadas até o ano de 2013. Este estudo concluiu que entre
a populacdo brasileira adulta a prevaléncia de episodios depressivos
durante a vida é de 17%, e que essa prevaléncia é maior na populagio
feminina (21,6%), dado que corrobora a prevaléncia na populagédo
mundial (Silva et al., 2014). Outro estudo, baseado no censo do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatitica (IBGE), concluiu que a prevaléncia
absoluta (pessoas afetadas naquele momento) de depressdo no Brasil €
de cerca de 4% (4,8% na regido Sul), o que se traduz em
aproximadamente 8 milhoes de pessoas afetadas (Munhoz et al., 2016).

A depressao pode ser caracterizada pela presenca de humor
deprimido, perda de interesse ou prazer, diminuicao de animo,
sentimento de culpa ou baixa autoestima, distarbios de sono ou apetite, e
baixa capacidade de concentragio (WHO, 2012). Estas alteracoes
podem tornar-se crénicas ou recorrentes e resultar em prejuizos
significativos, sendo que os transtornos depressivos ja sao considerados
a principal causa de incapacitagdo durante a vida (Ferrari et al., 2013).
Na sua forma mais severa a depressio pode levar ao suicidio.
Mundialmente, cerca de 1 milhao de casos resultam em suicidio todos os
anos, o que se traduz em 3000 6bitos por suicidio todos os dias (WHO,
2012).

Na auséncia de marcadores especificos, o diagnoéstico da
depressio é baseado na observagao clinica dos sintomas, com base nos
seguintes critérios estabelecidos no Manual Diagnastico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM-V): i) humor deprimido; ii) diminuigdo
marcante no interesse ou prazer em todas ou quase todas as atividades
(anedonia); iii) aumento ou diminuicdo de peso ou apetite; iv) insénia ou
hipersonia; v) agitagdo ou retardo psicomotor; vi) fadiga ou falta de
energia; vii) sentimentos de culpa ou desvalia excessivos; Viii)
diminuigao na capacidade de concentragao; ix) pensamentos recorrentes
de morte ou ideagdo suicida. Um episodio depressivo é caracterizado
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pela constatacdo de no minimo cinco entre os nove sintomas citados e
exige a presen¢a de pelo menos um dos dois primeiros (humor
deprimido ou anedonia) presentes na maior parte do tempo, com uma
duracdo minima de duas semanas. A severidade da doenca ¢é julgada
como leve, moderada ou grave com base no grau de prejuizo
ocupacional e social (Associacao Americana de Psiquiatria, 2013).

A depressdo possui uma importante carga hereditaria, cerca de
40-50% dos casos estdao associados a um componente genético,
enquanto os casos remanescentes (50-60%) parecem ser causados por
trauma na infancia, estresse emocional e doenca precedente (Berton e
Nestler, 2006). Com base em evidéncias clinicas e experimentais,
algumas hipéteses sugerem mecanismos envolvidos na fisiopatologia
deste transtorno. Em 1965 Schildkraut postulou que a depressao estaria
associada a uma reducdo nos niveis de neurotransmissores
monoaminérgicos no cérebro (Figura 1). Esta ideia foi refor¢ada alguns
anos depois por observagoes clinicas de que pacientes usando reserpina
(originalmente empregado com anti-hipertensivo) desenvolviam
sintomas de depressio, isto porque este composto depleta monoaminas
nao apenas perifericamente, mas também no sistema nervoso central
(SNC) (Berton e Nestler, 2006; Heninger et al., 1996). Outro aspecto
que reforga esta hipotese ¢ a atividade antidepressiva de compostos que
aumentam a disponibilidade de monoaminas na fenda sinaptica inibindo
sua recaptagdo, como por exemplo, os inibidores seletivos da recaptagao
de serotonina (ISRS) como a fluoxetina, ou por inibi¢do da sua
degradagéo, por exemplo, os inibidores da enzima monoamina oxidase
(MAO), como a tranilcipromina (Berton e Nestler, 2006; Heninger et al.,
1996).

Apesar de aumentar a disponibilidade de monoaminas de maneira
imediata, os antidepressivos produzem seus efeitos benéficos sobre o
humor somente semanas ap6s o inicio do tratamento (Berton e Nestler,
2006). Atualmente estd claro que o aumento agudo nos niveis de
monoaminas induzido por antidepressivos resulta em alteragoes
secundarias a logo prazo que envolvem a modulagdo transcricional e
traducional de fatores determinantes na plasticidade neuronal (Altar,
1999; Duman et al., 2000, 2001; Nestler et al., 2002a; Pittenger e
Duman, 2008).
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Figura 1. Hip6tese monoaminérgica da depressao
a Nourén!o_;_v#miptm

“ Neurdnio pos-sinaptico ~ : e, y

(@ No cérebro de individuos saudaveis, 0s neurotransmissores
monoaminérgicos (dopamina, noradrenalina e serotonina - amarelo) sao
liberados e se ligam nos receptores localizados em neuronios pos-sinapticos. (b)
Pacientes depressivos apresentam reducdo nos niveis sinapticos de monoaminas.
(c) O blogueio dos sitios de recaptagdo ou inibi¢do da monoamina oxidase pelo
tratamento com antidepressivos aumenta as concentragoes e biodisponibilidade
de monoaminas na fenda sindptica, os quais ativam seus receptores poés-
sinapticos, sendo o humor restabelecido. Adaptado de Castren (2005).

Durante muitos anos acreditou-se que o cérebro ndo sofria
alteragdes significativas depois de finalizado seu processo de
desenvolvimento.  Entretanto, atualmente  existem  evidéncias
consistentes de que o cérebro é na verdade, capaz de continuar ajustando
e remodelando sua estrutura durante toda a vida. O conjunto de fatores
que resulta na sua resposta e adaptacdo a uma variedade de estimulos
internos e externos é conhecido como neuroplasticidade e engloba
diferentes processos: formacdo dendritica, remodelagem sinaptica,
desenvolvimento axonal, extensdo neuritica, sinaptogénese e
neurogénesse (Cotman e Nieto-Sampedro, 1984; Kempermann et al.,
2002; Lamprecht e LeDoux, 2004; Zilles, 1992).

Diversos estudos tém demonstrado que alteragdes na
neuroplasticidade em regides cerebrais como o hipocampo podem
influenciar na predisposi¢ao e na recuperagdo dos sintomas da depressao
(Duman, 2002; Duman e Monteggia, 2006). A hipdtese neurotréfica da
depressdo postula que a falta de fatores troficos que promovam a
neuroplasticidade estd relacionada ao mecanismo implicado na génese
da depressdo. Por outro lado, o reestabelecimento do suporte tréfico, que
resulta na melhora da neuroplasticidade (Figura 2), vem sendo associado
a melhora dos sintomas apds o tratamento. Esta necessidade de
restabelecimento dos niveis de fatores neurotréficos seria uma das
possiveis explicagcdes para a janela terapéutica observada apos o
tratamento com antidepressivos classicos (Duman, 2002; Duman e
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Monteggia, 2006). Por exemplo, varios estudos utilizando roedores
mostraram que o efeito antidepressivo da fluoxetina ¢ dependente da
modulagdo da neurogénese (David et al., 2009; Malberg et al., 2000;
Santarelli et al., 2003).

Figura 2. Hip6tese neurotréfica da depressédo

Plasticidade hipocampal
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‘ L “""‘"I"“"" Depressio/Estrasse 4 neesut

v A neesuT s\our
Atrofia cw morte Aumento da
neuroginese

A da vulnerabdidad: stante de fatores

amblentais e genéticos

Alteragdes estruturais na plasticidade hipocampal em reposta ao estresse e
depressao: atrofia e remodelagem de neurénios piramidais em CA3, com
redu¢do do numero e comprimento dos dendritos apicais, e diminui¢do da
neurogénese de células granulares no giro denteado. Este efeito em ambas as
regides hipocampais pode ser mediado por uma reducao na expressao do fator
neurotréfico derivado do cérebro, BDNF. Os antidepressivos aumentam 0s
niveis de serotonina (5- HT) e noradrenalina (NE), modulando vias de
sinalizagdo intracelular implicadas na regulagdo da expressao de BDNF, o que
resulta no aumento da arborizagdo dendritica em CA3 e da neurogénese no giro
denteado. Adaptado de Duman (2004a).
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1.2.  Neurogénese

A neurogénese adulta, ou seja, posterior ao periodo embrionario e
pos-natal, é um importante contribuinte para a neuroplasticidade ao
longo da vida. A primeira evidéncia acerca da neurogénese no cérebro
adulto, em roedores, apresentada por Joseph Altman e Gopal Das nos
anos 60 (Altman e Das, 1965) foi desacreditada pela comunidade
cientifica. Pouco mais de uma década depois, Fernando Nottebohm e
Michael Kaplan também foram fortemente criticados ao demonstrarem
evidéncias de neurogénese em roedores e aves adultos, respectivamente
(Kaplan e Hinds, 1977; Nottebohm, 1989). Somente nos anos 90 este
conceito foi reavaliado com as diversas publicacdes de Elizabeth Gould,
Fred Gage e Peter Eriksson, entre outros pesquisadores, que
impulsionaram uma explosdo na pesquisa da existéncia, funcao e
implicagdes da neurogénese adulta em mamiferos (Eriksson et al., 1998;
Gage, 2002; Gould et al., 1999a). A partir de entao intmeros estudos
vem explorando diversos temas relacionados a neurogénese incluindo o
entendimento de suas bases moleculares, envolvimento no aprendizado
e memoria, estratégias de estimulo (como enriquecimento ambiental,
exercicio fisico), seu papel em doengas neurodegenerativas, e na
recuperacado de danos induzidos por traumas e doengas
cerebrovasculares (Kempermann et al., 1997; van Praag et al., 1999;
Zhao et al., 2008).

Diferentemente do periodo embrionario, onde a neurogénese
ocorre amplamente resultando no estabelecimento das diferentes
camadas corticais cerebrais, a neurogénese na idade adulta resulta na
adicao de células a camadas pré-existentes. No cérebro adulto a
neurogénese esta restrita a duas regides: zona subgranular (SGZ) do giro
denteado (GD) hipocampal (Figura 3) e a zona subventricular (SVZ) dos
ventriculos laterais (os neurénios originados na SVZ migram
rostralmente e sdo incorporados ao bulbo olfatorio) (Kriegstein e
Alvarez-Buylla, 2009). Dentre estes nichos, a neurogénese hipocampal
atrai mais atencéo, devido o seu envolvimento em funcdes cognitivas
complexas, particularmente, a meméria e comportamentos afetivos. A
neurogénese hipocampal resulta em novas células granulares
excitatérias no GD, cujos ax6nios formam o trato de fibras musgosas
que ligam o GD a regido CA3 (Kempermann et al., 2015).

Os novos neurbnios se originam especificamente de uma
populacdo de células precursoras do tipo glia radial (células tipo 1). As
células do tipo 1 possuem propriedades astrociticas (GFAP+),
expressam marcadores de células tronco (nestina+) e se dividem
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raramente (Palmer et al., 1997; Seri et al., 2001). Seu corpo celular
localiza-se na SGZ enquanto seus processos adentram a camada
molecular (Figura 3). Estas células ddo origem a progenitores
intermediarios (células tipo 2a), primeiramente com fenétipo glial
(GFAP+; proteina glial fibrilar acida) e depois neuronal (tipo 2b;
NeuroD1; Fator de diferenciacdo neurogénica, e Prox1+; prospero
homeobox 1). Apesar das células do tipo 1 responderem a estimulos
externos, aumentando sua proliferacdo celular (Huttmann et al., 2003), a
maior parcela da expansdo clonal depende das células do tipo 2
(Kronenberg et al., 2003).

Passando por um estagio transitorio de neuroblasto (tipo 3,
DCX+; doublecortina), quando as novas células encerram seu ciclo
celular ja estdo definidas quanto a linhagem (NeuN+; antigeno nuclear
neuronal). A partir dai, iniciam a fase de maturacdo, durante a qual
projetam seus dendritos para a camada molecular e seus ax6nios para a
regido CA3. Apobs um periodo de algumas semanas, nas quais ocorre
intensa plasticidade sinaptica, estas células se tornam indistinguiveis das
células granulares pré-existentes.

As fases iniciais servem como um meio de expansdo de células
que poderdo vir a se diferenciar em neurdnios. Logo apos a saida do
ciclo celular, a grande maioria das novas células é eliminada, e a fase
p6s mitdtica subsequente, para as células remanescentes, € considerada
o periodo de aperfeicoamento. Neste momento ocorre o0 estabelecimento
de conexdes sinapticas funcionais, crescimento axonal e dendritico, e
sinaptogénese. Estima-se que este processo completo de neurogénese
leva cerca de 7 semanas (Kempermann et al., 2015). Estudos sugerem
que estimulos que afetam a fase de expansdo celular (principalmente
células tipo 2) tendem a ser mais inespecificos (ativagdo sinaptica em
convulsdes, exercicio fisico), enquanto que estimulos mais especificos
que refletem em fungdes dependentes do hipocampo (ambiente
enriquecido, tarefas de aprendizado) parecem regular o ndmero de
células que sobreviverdo na fase pés mitética (Dobrossy et al., 2003;
Gould et al., 1999Db).
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Figura 3. Neurogénese adulta no hipocampo
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A neurogénese na SGZ do GD ocorre em 5 estagios: Estagio 1. Ativacdo das
células tronco quiescentes (tipo 1-azul) cujos corpos celulares estio localizadas
na SGZ e possuem processos radiais que se projetam através da GCL até a ML e
hilo. Estagio 2. Proliferacdo das células precursoras ndo radiais (tipo 2a) (azul
claro) e células amplificadoras (tipo 2b). Estagio 3: geragdo de neuroblastos que
j& expressam o marcador neuronal DCX (verde). Estagio 4. Migragao:
Neuroénios imaturos (verde) migram uma curta distancia até a camada de células
granulares. Estagio 5. Direcionamento axonal e dendritico: Neur6nios imaturos
projetam seus prolongamentos axonais ao longo da via das fibras musgosas para
a camada de células piramidais em CA3. Integragdo sinaptica: Novos neurénios
recebem informagéo do cortex entorrinal e transmitem para CA3 e hilo. BLBP:
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proteina ligadora de lipideo do cérebro; CA: cornus ammon; SGZ: zona
subgranular; DCX: doublecortina; GABA: &cido gama-butirico; GCL: camada
de células granulares; GD: giro denteado; GFAP: proteina glial fibrilar acida;
LTP: potenciacdo de longa duragdo; MCM2: proteina de manutengdo do mini-
cromossoma; ML: camada molecular; NeuN: antigeno nuclear neuronal; Prox1:
prospero homeobox 1; Sox2: regido Y determinante do sexo-box 2; Thr2: t-box
brain 2. Adaptado de Ming e Song (2011).

Com o envelhecimento, a taxa de neurogénese hipocampal
diminui consideravelmente, e sua contribuigdo quantitativa no namero
total de células granulares no adulto nao esta clara, podendo ser de fato
mais qualitativa (Kempermann et al., 2002). O hipocampo ¢
fundamental para a formagao de memorias episodica e espacial (Squire,
1992). Neste sentido, acredita-se que o GD contribua com a aquisicao
destas memorias atuando como um separador de padrdes (Leutgeb et al.,
2007), isto ¢, formando distintas representacoes para estimulos
semelhantes no tempo e espaco, porém niao idénticos (Marr, 1971).
Gragas a esse padrao de separagdo, podemos lembrar onde estacionamos
o carro hoje de manha, em oposi¢ao onde paramos ontem ou na semana
passada, por exemplo.

Em modelos experimentais utilizando roedores, a inducao de
lesdo hipocampal pela administracao de neurotoxinas diretamente no
GD causa prejuizos na memoria dependente deste padrao de separagio
(Gilbert et al., 1998, 2001; Hunsaker e Kesner, 2008). Ainda que o
mecanismo envolvido nio esteja totalmente elucidado, sabe-se que a
neurogénese adulta tem um importante papel para o desempenho da
separacao de padroes no GD (Aimone et al., 2009; Clelland et al., 2009).
Nesse sentido, uma estratégia amplamente utilizada para avaliar a
fungdo da neurogénese adulta é o estudo das consequéncias da ablagao
da neurogénese sobre processos relacionados a memoria. Shors e
colaboradores (2001) demonstraram que a redug¢do na neurogénese
hipocampal em ratos, por meio de uma neurotoxina dirigida as células
proliferativas, prejudicou a aquisicio de memorias associativas
dependentes do hipocampo, mas nao daquelas ndo dependentes desta
estrutura. Por outro lado, roedores submetidos a tarefas de aprendizado
dependentes do hipocampo apresentaram aumento na proliferacao
celular no GD, enquanto que a exposigao a tarefas nao dependentes do
hipocampo ndo alteraram o namero de novas células (Gould et al.,
1999h). Além disso, reforgando esta associagdo entre proliferagdo
celular no GD e memoria, Nilsson e colaboradores (1999) observaram
que o enriquecimento ambiental, além de induzir neurogénese,
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(Kempermann et al., 1997; van Praag et al., 2000) melhora a memoria
espacial em ratos.

Dada a importancia do hipocampo em processos relacionados a
aprendizado, memoria e modulagdo de humor, o papel da neurogénese
hipocampal vem sendo amplamente estudado neste contexto, assim
como sua implicagdo na fisiopatologia e tratamento de doencgas
neurodegenerativas e neuropsiquiatricas (Kempermann et al., 2008). A
diminuicdo na neurogénese pode nao explicar os transtornos
psiquiatricos como um todo, mas corrobora 0s aspectos dependentes do
hipocampo observados nestas patologias, o que contribui para que
transtornos como a depressao, deméncia e esquizofrenia sejam também
consideradas “transtornos de neurodesenvolvimento” (Kempermann et
al., 2008).

A hipotese de que a diminuigdo na neurogénese adulta pode estar
implicada na etiologia da depressao surgiu primeiramente a partir de
evidéncias de uma drastica diminuigdo da neurogénese hipocampal em
animais submetidos ao estresse - hipotese neurotrofica (Figura 2)
(Duman et al., 2001; Gould et al., 1997; McEwen, 1999). A exposigao
de roedores, por exemplo, a protocolos de estresse agudo ou crénico é
amplamente utilizada como ferramenta experimental de indugdo de
comportamento tipo-depressivo, uma vez que a ocorréncia de eventos
estressores durante a vida é reconhecida como o principal fator de risco
para episodios depressivos (Kendler et al., 1999; Nestler et al., 2002b;
Paykel, 2001; Yadid et al., 2000). No entanto, a evidéncia pré-clinica de
maior impacto sugerindo um papel da neurogénese hipocampal na
depressao surgiu da observagao de que a maioria dos antidepressivos e
intervenc¢des ambientais que possuem efeito tipo-antidepressivo também
estimula a neurogénese (Duman, 2004b; Malberg et al., 2000; van Praag
et al., 1999b). Neste sentido, sugere-se que a laténcia para o efeito
terapéutico de antidepressivos pode estar relacionada, dentre outros
fatores, com o periodo necessario para a maturagdo de novos neuronios
no GD (Kempermann e Kronenberg, 2003). Entretanto, alguns autores
sugerem que uma supressao da neurogénese, isoladamente, nao é capaz
de resultar em fendtipo tipo-depressivo, mas sim, que esta redugio
guando somada a uma predisposicao genética ou outros fatores
ambientais resulta em alteragoes fisiopatologicas (Sahay e Hen, 2008).
Além disso, segundo os autores, alteracoes no desenvolvimento do GD
no inicio do periodo poés-natal, teriam maiores consequéncias em
modelos animais de depressao do que alteragdes hipocampais ja na
idade adulta.
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Inicialmente, a teoria proposta por Jacobs e colaboradores (2002;
2000) tinha como protagonista a serotonina, dado o seu importante papel
tanto na depressdo quanto na neurogénese hipocampal. Ao mesmo
tempo, complementando esta teoria, Ronald Duman aponta a via de
sinalizagio AMPc (Adenosina monofosfato ciclico) - CREB (proteina
de ligacao responsiva ao AMPc)-BDNF (fator neurotréfico derivado do
cérebro) como principal mediador da reestruturagdo dendritica, reducao
na sobrevivéncia neuronal e diminui¢ao na neurogénese hipocampal na
depressao (Figura 2) (D’Sa e Duman, 2002). Esta hipétese impulsionou
o0 entendimento do possivel papel da neurogénese adulta no contexto de
diversas outras alteragdes bioguimicas e moleculares observadas na
depressdo (Pittenger e Duman, 2008). Outro aspecto que reforca esta
hipétese é baseado em alteragdes morfologicas e morfométricas no
hipocampo de pacientes depressivos (Sheline, 2000), que demonstram
nao apenas reducdo no volume, mas também anormalidades na
substancia cinzenta. Até certo estagio, as alteragdoes parecem ser
reversiveis nas fases de remissao da doenca (Frodl et al., 2002). Em sua
hipétese, Jacobs e colaboradores, também sugerem que um prejuizo na
neurogénese adulta seria responsavel por tais mudangas estruturais
transitorias (Jacobs, 2002). As oscilagoes bioguimicas associadas a
depressio, como hipercortisolemia e alteragdes no sistema
serotoninérgico, nao apenas influenciam a morfologia hipocampal, mas
também afetam a neurogénese adulta. Por conter uma alta densidade de
receptores de glicocorticdides, o hipocampo ¢ consideravelmente
impactado por elevados niveis de cortisol. O estudo experimental de
McEwen e colaboradores (1999) demonstrou que os glicocorticoides
contribuem para a atrofia de neurdonios hipocampais e reducdo da
neurogénese. Por outro lado, em camundongos a indugdo da
neurogénese por estimulos ambientais, leva ao aumento do volume do
giro denteado (Kempermann et al., 1997).

1.3. Hipercolesterolemia
1.3.1. Hip6tese vascular da depresséo

As hipoteses da etiologia da depressao relacionadas aos
neurotransmissores monoaminérgicos e a neuroplasticidade, apesar de
contribuirem significativamente para o estabelecimento de terapias, nao
respondem a uma série de questoes, tais como “quais 0S mecanismos
envolvidos nas alteragdes monoaminérgicas e de neuroplasticidade?”.
Neste sentido, outras teorias vém sendo propostas, dentre elas a
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participagdo de mecanismos inflamatérios e do estresse nitroxidativo
tem recebido grande atengio (Leonard e Maes, 2012; Maes et al., 2009,
2012). Por outro lado, outras hipdteses associam a fisiopatologia da
depressdao com alteracfes em sistemas especificos, como 0 sistema
vascular. Com intuito de correlacionar a doenga cerebrovascular a
depressao, Alexopoulos e colaboradores postularam a “hipétese vascular
da depressao” (Alexopoulos, 2006; Alexopoulos et al., 1997b, 1997a).
Os autores relacionam o quadro depressivo associado a doenca
cerebrovascular, aos fatores de risco para doenga vascular e a lesoes
cerebrovasculares difusas ou multifocais em exames de neuroimagem
cerebral (Krishnan et al., 1997; Sneed e Culang-Reinlieb, 2011). Ainda
que existam indicios isquémicos nestas lesdes, 0 mecanismo envolvido
na isquemia é desconhecido apesar de apontar para danos as células
endoteliais e aterosclerose (Sneed e Culang-Reinlieb, 2011). Assim,
alteracdes estruturais no cérebro, devido a aterosclerose, representam
uma variavel importante neste cenario (Krishnan e McDonald, 1995).
Alguns estudos demonstraram que a aterosclerose grave esta associada a
alta prevaléncia de transtornos depressivos, havendo forte correlagao
com coronariopatia grave e calcificagao da aorta (Tiemeier et al., 2004).
Além disso, enfermidades cardiovasculares estdo positivamente
correlacionadas com a ocorréncia de depressio (Van der Kooy et al.,
2007; Vural et al., 2009). No Brasil, por exemplo, enquanto a
prevaléncia de depressdo na populacdo em geral é de cerca de 4%, esse
percentual é expressivamente maior em pessoas com hipertensao arterial
(7,5%), diabetes mellitus (8,6%) e doencas cardiovasculares (14%)
(Munhoz et al., 2016).

Nesse contexto acredita-se que a depressao relacionada a
alteragdes cerebrovasculares, tem como fatores de risco a
hipercolesterolemia, hipertensio arterial sistémica e diabetes mellitus
dentre outros fatores de risco cardiovascular (Gothe et al., 2012;
Krishnan e McDonald, 1995). A hipercolesterolemia pode ser
caracterizada por colesterol plasmatico igual ou maior que 200 mg/dL.
Especificamente no Brasil, um estudo conduzido em nove capitais e
envolvendo 8.045 individuos com idade média de 35 + 10 anos, mostrou
gue 38% dos homens e 42% das mulheres possuem niveis de colesterol
total acima de 200 mg/dL (Sposito et al., 2007).

Particularmente, diversos estudos clinicos sugerem uma
associagdo entre a hipercolesterolemia e transtornos psiquiatricos, como
ansiedade e depressao (Davison e Kaplan, 2012; Nakao et al., 20014a;
Tyrovolas et al., 2009; Vural et al., 2007), e com maior risco de suicidio
(Tanskanen et al., 2000; Fiedorowicz e Coryell, 2007). Apesar de niveis
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diminuidos de colesterol também serem reportados em individuos
depressivos (Persons e Fiedorowicz, 2016), a hipercolesterolemia, por
sua vez, também parece estar relacionada com insucesso da terapia
antidepressiva: com demora na remissao dos sintomas ou resiliéncia ao
tratamento (losifescu et al., 2005; Isingrini et al., 2010; Papakostas et
al., 2003; Sonawalla et al., 2002). Em contrapartida, niveis moderados
de colesterol, parecem proteger a satde mental (Soeda et al., 2006).

Nesta linha de evidéncias experimentais, o estudo de Strekalova e
colaboradores (2015) demonstrou que camundongos C57BL/6J expostos
durante 3 semanas a uma dieta com teor aumentado de colesterol (0,2%
de colesterol) apresentaram comportamento tipo-depressivo nos testes
de suspensao pela cauda e da natacao forgada. Por outro lado, quando a
dieta com alto teor de colesterol foi descontinuada e a dieta padrao foi
reintroduzida por 10 dias adicionais, este efeito comportamental
desapareceu. A despeito da ingestdo da dieta rica em colesterol, os
autores nao evidenciaram aumento nos niveis plasmaticos de colesterol
total nestes animais. Outro trabalho que corrobora as observacdes
clinicas, ¢ o estudo de Isingrini e colaboradores (2010), que observou
que camundongos submetidos ao estresse cronico nao responderam ao
tratamento antidepressivo quando mantidos em uma dieta rica em
gordura (0,15% de colesterol). Todavia, 0s autores nao descreveram
alteracdes no perfil lipidico dos animais submetidos a ingesta desta
dieta.

Muito além das complicacdes cardiovasculares, irregularidades
no metabolismo do colesterol sdo apontadas, em estudos clinicos e pre-
clinicos, como fatores importantes no desenvolvimento de distdrbios do
SNC. AlteracBes no nivel de colesterol circulante (hipercolesterolemia)
ou intracelular (como o que ocorre nos portadores de doenca de
Niemann-Pick tipo C), incluindo mutagBes nos genes codificantes das
proteinas envolvidas no seu metabolismo (sintese, absorcdo e
catabolismo), parecem causar perturbacdes na homeostase do SNC.

1.3.2.  Metabolismo do colesterol e o receptor de LDL

Importante componente de membranas nos organismos
eucariotas, o0 colesterol auxilia na formagdo de uma barreira
semipermedvel entre compartimentos celulares e na manutencdo da
fluidez das membranas celulares (Mukherjee et al., 1998; Yeagle, 1985).
Também modula a funcdo de proteinas de membrana e participa de
diversos processos de transporte e sinalizagdo transmembrana, como por
exemplo, a sinalizacdo acoplada a proteina G. Os metabolitos do
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colesterol, como os esterdides e a vitamina D, tem papel bioldgico
importante como moléculas sinalizadoras celulares, regulando por
exemplo, a proliferacdo celular (Fernandez et al., 2005), j& os acidos
biliares atuam na solubilizacéo de lipideos (Ikonen, 2008).

Diferente da maioria dos fosfolipideos, o colesterol é um lipideo
constutido de 4 anéis de carbono ligados, que constituem o ndcleo ciclo-
pentano-peridro-fenantreno. As células obtém colesterol da circulagdo
através de lipoproteinas plasmaticas, como a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) ou o sintetizam endogenamente a partir de
acetilcoenzima A (acetil-CoA) (Figura 4) (Bloch, 1992). Quase todos o0s
tecidos estao envolvidos na sintese de colesterol, embora figado,
intestino, cortex adrenal e tecidos reprodutivos sejam 0s maiores
responsaveis pela sintese endogena (Bloch, 1965, 1987).

Os niveis de colesterol intracelular sdo finamente regulados
retrogradamente a nivel transcricional e pos-transcricional (Brown e
Goldstein, 1997; Goldstein e Brown, 1990). Quando a disponibilidade
de colesterol intracelular esta diminuida a proteina ligadora do elemento
regulatério de esterdis (SREBP) coordena a transcri¢do de hidroxi 3-
metilglutarilcoenzima A redutase (HMGCR), enzima que coordena a
etapa limitante da biossintese de colesterol, e de quase todas as enzimas
subsequentes na via do mevalonato, no reticulo endoplastmatico (RE)
(Sakakura et al., 2001). Do RE, o colesterol é secretado para outros
compartimentos celulares como o complexo de Golgi ou € associado a
proteinas transportadoras como SCP-2, StAR e caveolina. Ainda no RE,
o excesso de colesterol também pode ser esterificado pela
acetilcoenzima A colesterol acetiltransferase (ACAT) e armazenado em
goticulas lipidicas.

As SREBPs também ativam a transcricdo do receptor de LDL
(LDLr), responsavel pela maior parte da captacdo de colesterol pelas
células, processo que serad descrito no decorrer desta sessdo. O receptor
hepatico X (LXR), de hormdnios nucleares também contribui para a
homeostase do colesterol. Os LXRs sdo importantes reguladores
transcricionais de genes envolvidos na resposta ao colesterol em
excesso, ativando a transcri¢do de genes responsaveis pelo transporte
reverso de colesterol, como os transportadores ABC, transportadores de
cassete de ligagdo de ATP (ABCAL e ABCGL) (Beaven e Tontonoz,
2006; Tontonoz e Mangelsdorf, 2003).
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Figura 4. Principais etapas da biossintese do colesterol
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A sintese do colesterol inicia-se com a formagao de um composto intermediario
de seis carbonos, o 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), a partir da
condensagdo de trés moléculas de acetil-CoA. Em seguida, 0 HMG-CoA ¢
reduzido a mevalonato, a custa de duas moléculas de NADPH pela a¢ido da
enzima HMG-CoA redutase - uma proteina integral da membrana do reticulo
endoplasmatico - na reacdao considerada a etapa limitante da sintese do
colesterol e o principal ponto de regulagdo desta via. O mevalonato sofre duas
fosforilagdes e uma descarboxilagdao originando a unidade isoprendide, o
isopentenil- pirofosfato que ir& participar da formacdo dos dois intermediarios
seguintes geranil e farnesil pirofosfatos. A sintese do esqualeno resulta de
reagdes de isomerizagdo, condensagio, redugdo por NADPH e eliminagao de
pirofosfato promovidas pela enzima esqualeno sintase. Na etapa final a
ciclizagao do esqualeno forma os quatro anéis do nacleo esteréide, e um niamero
de subsequentes reacdes levam a produgdo do colesterol (Nelson et al., 2009;
Sharpe e Brown, 2013).

O colesterol obtido da dieta é inicialmente transportado do
intestino ao figado, para ser entdo, distribuido aos demais orgios e
tecidos. Para o transporte no meio hidrofilico dos fluidos carreadores
corporeos, linfa e sangue, os enterécitos e hepatodcitos empacotam o
colesterol e ésteres de colesterol em lipoproteinas de varios tamanhos e
composicdes, que sdo subsequentemente modificadas na circulagio.
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Apos absorvido pelos enterdcitos no intestino delgado, o colesterol ¢é
empacotado, juntamente com triglicerideos, a quilomicrons. Uma parte
destes triglicerideos ¢ hidrolisada na circulagdo e novas apoproteinas,
como a apoE, s3o adicionadas gerando os chamados quilomicrons
remanescentes, que sdo captados pelos hepatocitos. Os hepatocitos por
sua vez, secretam lipideos nas lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDLs) que sdo processadas, na circulagdo, em LDL, a principal
lipoproteina de distribui¢do de colesterol as células. Quando tecidos
extra-hepaticos possuem colesterol em excesso este pode ser captado
pela lipoproteina de alta densidade (HDL) originalmente sintetizada no
figado. A HDL retorna o colesterol ao figado no processo chamado de
transporte reverso de colesterol. Do figado, o colesterol ¢ secretado na
bile (como colesterol ou metabolizado em acidos biliares), que ¢é
liberada no intestino delgado, onde pode ocorrer reabsor¢do deste
colesterol e sais biliares (ciclo enterohepatico) ou excregdo através das
fezes (Ikonen, 2008). O cérebro esta isolado deste sistema, mas no SNC,
as lipoproteinas também sdo a forma de transporte de lipideos entre os
diferentes tipos celulares, este mecanismo sera discutido adiante.

As particulas da lipoproteina LDL, carreadora de colesterol, sdo
captadas pelas células por meio de endocitose mediada por receptor,
transportadas aos endossomos primarios, depois aos endossomos tardios
e finalmente, aos lisossomos onde os ésteres de colesterol sio
hidrolisados a colesterol livre pela lipase acida (AL) (Maxfield e
Wiistner, 2002; Soccio e Breslow, 2004). Os receptores sdo entdo
reciclados de volta a membrana plasmatica (Figura 5) (Brown e
Goldstein, 1976, 1986). Os receptores da familia do LDLr compreendem
cerca de 10 diferentes receptores, sendo o LDLr o mais conhecido e
estudado. Como outros membros importantes desta familia ainda
podemos citar a proteina 1 relacionada ao LDLr (LRP1), o receptor de
VLDL, a megalina, ¢ o receptor de apoE 2 (apoER2) (Hobbs et al.,
1990; Hussain et al., 1999).
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Figura 5. Captagdo de colesterol pelo receptor da lipoproteina de baixa
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Os receptores de LDL sdo sintetizados e empacotados em vesiculas no
complexo de Golgi, as quais sdo transportadas para a membrana plasmatica. Na
membrana plasmatica, os receptores funcionais estdo agrupados dentro de
vesiculas revestidas contendo a proteina clatrina. As LDL plasmaticas vao
interagir com o receptor de LDL por meio da ligagdo da apolipoproteina B100
(apoB100) presente na lipoproteina com o dominio de ligacdo do ligante do
receptor de LDL, ocorrendo entdo a endocitose da vesicula revestida e
internalizacdo do complexo receptor-lipoproteina. Em seguida nos endossomos
ocorre a diminui¢do do pH levando a dissociacdo deste complexo. Os receptores
intactos sdo transportados de volta para a membrana plasmatica para a
reutilizacdo, enquanto as lipoproteinas nos lisossomos sdo degradas em
colesterol e aminoacidos. Adaptado de Nelson e Cox, (2009).
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O estudo da via celular de ligagdo, internalizacdo e degradacdo da
LDL levou a caracterizagdo do LDLr, em 1974, pelos pesquisadores
Goldstein e Brown. O LDLr é uma glicoproteina transmembrana
composta por 839 residuos de aminoacidos e medeia a captagdo celular
de lipoproteinas contendo apolipoproteina B (apoB) e apolipoproteina E
(apoE). Os estudos sobre endocitose mediada por receptor de Goldstein
e Brown revelaram algumas das caracteristicas funcionais do LDLr que
sdo aplicaveis a maioria dos receptores desta familia. Estas incluem o
agrupamento destes receptores em vesiculas revestidas pela proteina
clatrina, o que é mediado por proteinas adaptadoras; o desacoplamente
de ligantes induzido por modificacbes de pH; e a reciclagem dos
receptores e seu retorno a superficie celular apés a liberacdo do ligante
(Brown e Goldstein, 1979).

O entendimento da estrutura do LDLr revelou regides funcionais
importantes deste receptor (Russell et al., 1989). Por exemplo, 0s
ligantes se associam a uma regido N-terminal de sete repeti¢bes de
residuos de cisteina, cada uma contendo 40 residuos de aminoacidos
(Figura 6). O receptor de LDL também contém uma sequéncia de 411
residuos de aminoacidos similar ao precursor do fator de crescimento
epidérmico (EGF), que compreende 6 segmentos do tetrapeptideo
YWTD, importante para o desacoplamento dos ligantes no pH &cido dos
endossomos (Davis et al., 1987). A terceira regido ¢ rica em residuos
serina e treonina associados por meio de ligagdes O-glicosidicas, no
entanto ndo possui finalidade funcional para o receptor. Na sequéncia ha
um dominio de ancoramento transmembrana de residuos hidrofobicos.
A ultima regido funcional ¢ a por¢do C-terminal citoplasmatica de 50
residuos de aminoécidos, reconhecida pelas proteinas acopladoras que
associam o receptor as vesiculas revestidas por clatrina (Brown e
Goldstein, 1986; Hobbs et al., 1990; Hussain et al., 1999).
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Figura 6. Familia dos receptores de lipoproteina de baixa densidade
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Esta familia de receptores é composta de proteinas transmembrana que
compartilham dominios estruturais que sdo caracteristicos do receptor de LDL
(A) (prototipo da familia) e (B) membros da familia de receptores de LDL
Adaptado de Wasan et al. (2008).

A expressdo do LDLr ¢é regulada principalmente pelos niveis de
colesterol, mas também por moléculas ndo esterdides, como fatores de
crescimento e¢ hormoénios, cujo mecanismo ainda precisa ser melhor
elucidado (Makar et al., 1998; Pak et al., 1996; Rudling et al., 1996). O
LDLr tem um unico promotor constituido de 200 pares de base. A
regido promotora contém 2 dominios TATA box e 2 sitios de ligagdo
Spl. Estes sitios sdo responsaveis pela transcrigdo génica basal do
LDLr. Entre estes dois sitios Spl encontra-se o elemento regulador de
esterol 1 (SRE1). Na auséncia de esterois, as SREBPs ligam-se ao SRE1
e atuam sinergicamente ao Spl para levar a indugdo maxima da
transcri¢do do gene do LDLr. Os esterdis regulam indiretamente a
ligacdo das SREBPs ao SREl. Os fatores de transcricio SREBPs
usualmente estdo associados & membrana do RE (Figura 7). Na auséncia
de esterdis, estes fatores tornam-se susceptiveis a clivagem proteolitica
que resulta na liberacdo de um polipeptideo N-terminal. Este peptideo,
ao chegar no nucleo se liga ao sitio SRE1 e promove a transcri¢do de
genes que contém esta sequéncia, como o LDLr. Ao contrario, quando
as células apresentam niveis regulares de esterodis, a protedlise dos
SREBPs esta inibida e a transcricdo do gene LDLr mantida ao nivel
basal (Brown e Goldstein, 1986, 1997; Hobbs et al., 1990; Hussain et
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al., 1999). Ja o gene promotor do LRP1 ndo possui os sitios de ligacao
TATA box e SRE1 e portanto, ndo ¢ regulado por SREBPs e flutuacdes
nos nives de esterois (Gaéta et al., 1994; Kiitt et al., 1989).

Figura 7. Regulacdo do metabolismo do colesterol por SREBP
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Quando da diminuicdo dos niveis de colesterol, por exemplo, o complexo
SRBEP é transportado ao complexo de Golgi onde ocorre proteélise de sua
subunidade N-terminal. Apés clivado o SREBP adentra o ndcleo e ativa a
expressdo de proteinas de sintese e captagdo de estero6is e lipideos. HMGCR: 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase. INSIG-1: gene induzido pela insulina;
LDLR: receptor de LDL; SCAP: proteina de ativagdo da clivagem do SREBP;
SRE: elemento regulatério de esterol; SREBP: proteinas de ligacdo
do elemento de regulagdo do esterol; S1IP e S2P: proteases dos sitios 1 e 2;
Adaptado de Bien e Espenshade (2010).

1.3.3. Hipercolesterolemia familiar

Atualmente, estima-se que em todo o mundo existam cerca de 20
milhdes de individuos com hipercolesterolemia familiar (HF), sendo
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esta reconhecida pela Organizagdo Mundial de Satde como um
problema de satde global (Santos e Maranhao, 2014; Watts et al., 2014).
A HF ¢ a manifesta¢do fenotipica de uma anormalidade no metabolismo
de lipoproteinas, que pode ser causada por uma variedade de alteracdes
genéticas. Apo6s a importante descoberta de Brown e Goldstein (1974)
de que mutagdes no gene que codifica o LDLr sdo a principal causa da
HF, mais de 1500 mutacdes neste gene foram caracterizadas (Goldstein
e Brown, 1974; Leigh et al., 2008), sendo que estas representam mais de
80% dos casos de HF monogénica (Soufi et al., 2009). Devido sua alta
prevaléncia, a HF ¢ uma das mais importantes doencas de carater
hereditario. A sua variagdo heterozigdtica ¢ consideravelmente mais
comum, com prevaléncia de cerca 1 em 200 pessoas (Santos e
Maranhao, 2014), o que ecleva a estimativa para 34 milhdes de
individuos afetados no mundo todo (Nordestgaard et al., 2013). Os
portadores de HF homozigotos, sdo afetados de maneira mais severa ¢
classificados como receptores negativos (atividade residual do receptor
< 2%) ou receptores defectivos (2-25% de atividade residual).
Obviamente, os individuos LDLr-negativos tém maiores niveis de LDL
plasmatica e pior prognostico clinico (Nordestgaard et al., 2013).

As mutagdes no LDLr resultam em diminui¢do da endocitose da
lipoproteina, o que torna caracteristico na HF niveis elevados de
colesterol presente na LDL plasmatica. Os diversos polimorfismos no
gene do receptor de LDL podem afetar tanto o dominio do receptor alvo
do principal ligante - a apoB-100 presente na LDL-, quanto outros
dominios da lipoproteina, e, at¢ mesmo, a recirculagdo dos receptores
que, normalmente, sdo reciclados apds a endocitose. Uma das proteinas
reguladoras do processo de endocitose do receptor ¢ a pro-proteina
convertase subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9). A PCKS9 se liga ao
LDLr, que fica entdo marcado para degradacdo lisossomal, diminuindo a
captacdo de colesterol da circulagdo (McKenney, 2015). Mutagdes
resultantes em ganho de fun¢do da PCSK9 resultam em maior
degradacdo do LDLr e ocorrem em 1% dos casos de HF. Ja
anormalidades no gene da apoliproteina B, representam cerca de 5% dos
casos (Nordestgaard et al., 2013; Soutar e Naoumova, 2007). A proteina
adaptadora do receptor (LDLRAP), que auxilia no acoramento do LDLr
na membrana e na sua internalizagdo clatrina-dependente, também pode
apresentar mutacdes que resultam em HF (Soutar e Naoumova, 2007).

Os portadores de HF podem ser homozigotos para a mesma
mutagdo em ambos alelos do mesmo gene ou podem ser heterozigotos
compostos com diferentes mutagdes em cada alelo do mesmo gene.
Raramente, os individuos podem ser heterozigotos com mutacdes em
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dois genes diferentes que afetam a fungdo do LDLr. A severidade do
fendtipo depende da qualidade da funcdo residual do receptor. A
variabilidade no fenétipo é possivel devido a variantes genéticas ou
influéncias epigenéticas (Cuchel et al., 2014), podendo ainda, ser
modulada por habitos de vida (Nordestgaard et al., 2013).

O dianoéstico da HF pode seguir diversos critérios, considerando
historico familiar, historia clinica, exame fisico, niveis de LDL e analise
genética. Recentemente, a Associagdo Americana de Cardiologia propos
um protocolo para o diagnostico de HF sem teste genético. Esta diretriz
classifica a HF heterozigdtica pela presenga de histérico familiar para
doenca cardiovascular prematura, ou colesterol elevado, ¢ LDL > 190
mg/dL em adultos ou > 160 mg/dL em criangas, confirmados em duas
ocasides; LDL > 400 ¢ considerada diagnostico da forma homozigotica
(Gidding et al., 2015), no entanto para a confirma¢do desta forma
recomenda-se a verificacdo de outros critérios (Cuchel et al., 2014).

Clinicamente a elevacdo nos niveis de LDL resulta na presenga
de xantomas de tenddes, xantelasmas e aumentada deposicdo de
colesterol nos vasos arteriais, levando ao desenvolvimento acelerado de
aterosclerose associada a alta incidéncia de eventos cardiovasculares,
particularmente a doenga arterial coronariana (Brown e Goldstein, 1976;
Soufi et al., 2002). Quando néo tratados, homens com HF heterozigética
desenvolvem doenca cardiovascular antes dos 55 anos de idade e
mulheres por volta dos 60. Individuos com a forma homozigética
tipicamente desenvolvem comprometimento cardiovascular muito
precocemente, e se ndo tratados, podem morrer antes dos 20 anos de
idade (Nordestgaard et al., 2013). Por este motivo recomenda-se que
uma terapia hipolipemiante seja iniciada o quanto antes. Em pacientes
com a forma heterozigdtica, o objetivo inicial ¢ a reducdo de 50% da
LDL plasmatica (Watts et al., 2014).

Certamente a descoberta das estatinas (Endo et al., 1977),
representa um marco no tratamento HF e prevencdo das suas
complicagdes cardiovasculares. As estatinas, inibidores da enzima
limitante da velocidade da biossintese do colesterol (HMG-CoA
redutase), diminuem consideravelemente a sintese de colesterol
intracelular, assim estimulando a sintese de LDLr e levando a redugdo
dos niveis de LDL plasmatica em média de 35 a 55%, dependendo da
estatina (Hajar, 2011). Um estudo de meta-analise sumarizando
resultados de 174.000 participantes em 27 estudos, concluiu que as
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estatinas reduzem o risco de eventos cardiovasculares em 21% para cada
40 mg/dL de LDL reduzidas (Cholesterol Treatment Trialists’ (CTT)
Collaboration et al., 2015). Como consequéncia direta da reducdo de
eventos cardiovasculares houve um significativo aumento na expectativa
de vida dos portadores de HF, o que possibilitou o acompanhamento ¢ a
identificagdo do perfil de aparecimento de outras patologias
evidenciadas em fases mais avangadas do envelhecimento.

1.3.4. Hipercolesterolemia familiar e o sistema nervoso central

Além de ser reconhecida como um dos fatores de risco mais
importantes para o desenvolvimento da doenga arterial coronariana, a
hipercolesterolemia vem sendo associada a um maior risco de
deterioragdo cognitiva e posterior desenvolvimento de doenga de
Alzheimer (Kivipelto et al., 2001; Sparks et al., 2005). Particularmente,
nos portadores de HF parece existir uma maior incidéncia de prejuizos
cognitivos, com relagdo a hipercolesterolemia esporadica, o que indica
que a disfun¢do do LDLr e a hipercolesterolemia precoce, que acomete
os individuos com HF, podem ter um papel determinante como fator de
risco para o comprometimento do SNC (Zambon et al., 2010).

Esta correlagdo entre disturbios no metabolismo do colesterol,
particularmente na HF, e altera¢des sobre o SNC também ¢ reportada
em modelos experimentais. Em especial, os camundongos nocautes para
o receptor de LDL (LDLr”), desenvolvidos por Ishibashi e
colaboradores  (1993), reconhecidos como um modelo de
hipercolesterolemia familiar humana (Zadelaar et al., 2007), vem sendo
utilizados também como ferramenta para o estudo de alteracdes no SNC.
Dentre as anormalidades descritas no SNC dos camundongos LDLr”
podemos destacar ativacdo de células da glia, aumento na produgdo de
citocinas e mediadores inflamatdrios; e também prejuizo do sistema
antioxidante e na atividade de complexos da cadeia respiratoria
mitocondrial (de Oliveira et al., 2011; Thirumangalakudi et al., 2008).
Recentemente nosso grupo também demonstrou que a astrogliose nestes
animais esta associada a um aumento na permeabilidade da barreira
hematoencefalica (BHE) no hipocampo (de Oliveira et al., 2014).
Estudos prévios do nosso grupo e de outros também demonstraram que
os camundongos LDLr”" apresentam prejuizos na memoria espacial e de
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trabalho (Moreira et al., 2012; Mulder et al., 2004, 2007; de Oliveira et
al., 2014). Como o colesterol é requerido para a homeostase celular,
acredita-se que a diminui¢do na captag@o neuronal de colesterol, devido
a mutagdes no LDLr, pode resultar em consequéncias deletérias tanto
estruturais quanto funcionais no SNC.

O colesterol ¢ o principal componente lipidico das membranas
celulares do SNC, o qual concentra 23-25% do contetido de colesterol
corporal. Enquanto em tecidos periféricos o colesterol representa cerca
de 2-3 mg/g de tecido, no cérebro chega a compor 15-30 mg/g de tecido
(Dietschy, 2009). Neuro6nios precisam sintetizar uma grande quantidade
de superficie de membranas para seus axdnios, dendritos e sinapses,
incluindo espinhas dendriticas pds-sinapticas e vesiculas pré-sinapticas,
para as quais uma grande quantidade de colesterol ¢ necessaria (Goritz
et al., 2005; Pfenninger, 2009). Outra func¢do primordial do colesterol
no SNC, ¢ seu papel na bainha de mielina, onde funciona como uma
camada de isolamento, que possibilita uma maior velocidade na
condugdo de estimulos nervosos (Dietschy, 2009).

O colesterol também modula fungbes celulares através da
atividade biologica de seus produtos oxidados, os oxisterois (Bjorkhem,
2006; Janowski et al., 1999). A demanda de colesterol para a fisiologia
neuronal ¢ grande tanto no periodo de desenvolvimento, periodo de
mielinizagdo, quanto no adulto. Em adultos a deple¢do de colesterol
neuronal prejudica, principalmente, a exocitose de vesiculas sinapticas,
a atividade neuronal e a neurotransmissdo, o que leva a degeneragdo de
espinhas dendriticas e sinapses (Linetti et al., 2010; Liu et al., 2010).

E notério que, apesar da clareza quanto ao metabolismo
periférico do colesterol, quando falamos de células neuronais ainda
existem muitas lacunas a serem preenchidas. Fora do SNC, o colesterol
pode ser sintetizado de novo, processo que envolve mais de 30 enzimas,
ou obtido da dieta (associado a lipoproteinas). No entanto, a BHE
impede a captagdo, pelo SNC, de lipoproteinas da circulagdo. Desta
forma, a maior parte do colesterol cerebral (~95%) resulta da sintese in
situ, principalmente por células gliais (Dietschy, 2009). Outra
caracteristica adaptativa a esta grande demanda, ¢ a eficiente reciclagem
do colesterol cerebral, que apresenta uma meia-vida entre 1 e 5 anos,
comparada a algumas horas na periferia (Andersson et al., 1990). Além
da diferenca na meia-vida, as lipoproteinas carreadoras deste colesterol
também diferem entre os compartimentos periférico e cerebral. No
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fluido cérebro espinal os tipos predominantes de lipoproteinas sdo a
apoE (0, 3 £ 0, 2 mg/dL) e apoA-I (0, 37 + 0,08 mg/dL) e em menores
qguantidades apoJ, apoD, apoA-l1l e apoA-IV (Borghini et al., 1995;
Koch et al., 2001). E possivel que algumas apolipoproteinas sintetizadas
perifericamente adentrem o0 SNC, como a apoA-I e II que acredita-se
sejam capazes de adentrar pelo plexo corodide (Pitas et al., 1987).

Com relac@o a sintese de colesterol, a hipotese mais aceita ¢ de
que os neurdnios no periodo embrionario sdo autossuficientes em
colesterol, e posteriormente passam a depender do suporte astrocitario
(Pfrieger, 2003). Uma das razdes evolutivas para esta transi¢do
provavelmente é o alto custo energético da sintese de esterdis e
envolvimento de diversas enzimas distribuidas em diferentes
compartimentos celulares. Assim, os neuronios, que possuem uma alta
demanda energética pela geracdo de potenciais de acdo nos axonios, nao
gastam energia com a sintese e o transporte de colesterol produzido no
corpo celular, apenas o captam de outras fontes (de Chaves et al., 1997;
Vance et al., 1994).

Ap6s a sintese do colesterol, os astrocitos o secretam juntamente
com a apoE e fosfolipideos, formando lipoproteinas similares as HDL
plasmaticas (Boyles et al., 1985). A secre¢do ocorre por meio de
transportadores ABC (tais como ABCA1, ABCG1 e ABCG4). Por sua
vez, a captacdo dessas lipoproteinas pelos neuronios se da por meio de
endocitose mediada por receptores da LDL, principalmente o LDLr e o
LRP1. Assumindo que o passo seguinte € conservado como em outras
células, as lipoproteinas contendo colesterol endocitadas sao
hidrolisadas nos lisossomos neuronais permitindo a liberagdo
intracelular de colesterol livre (Petrov et al., 2016).

O excesso de colesterol ¢ eliminado por meio da formagdo e
excrecdo para a circulacdo de oxisterois, o que desempenha um papel
importante na regulacdo da homeostase do colesterol no SNC. Nas
células neuronais, o colesterol ¢ convertido principalmente pela acdo da
enzima colesterol 24-hidroxilase (CYP46A1) em 24-hidroxicolesterol
(24-OH), metabolito capaz de transpassar a BHE, que entdo serd
metabolizado no figado. Além de ser um metabdlito para eliminagdo 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 ativagdo dos receptores LXR. Estes receptores nucleares
aumentam a expressdo de elementos relacionados com a liberagdo de
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colesterol da célula, incluindo os transportadores ABC e a apoE. O 27-
hidroxicolesterol (27-OH) ¢ outro oxisterol produzido no cérebro em
quantidades menores que o 24-OH. No entanto, a maioria do 27-OH ¢
produzido perifericamente e flui da circulagdo para o cérebro (Figura 8)

(Petrov et al., 2016).
Figura 8. Metabolismo do colesterol no sistema nervoso central
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O transporte do colesterol (col) dos astrocitos para os neurdnios requer a ligagao
do colesterol a apolipoproteina E (apoE) em secrecdo pelos transportadores
ABC. Os complexos col-apoE sdo captados pelos neurdnios via endocitose
mediada pelo LDLr e LRP-1. O excesso de colesterol ¢ convertido em 24-
hidroxicolesterol (24-OH) pela CYP46Al. O 27-hidroxicolesterol (27- OH) ¢
produzido no SNC e na periferia (majoritariamente) e também atravessa a BHE.
Adaptado de Moreira et al. (2015).

Diferentemente do cérebro adulto, que depende do fornecimento
astroglial de colesterol, os neur6nios em desenvolvimento s&o
autossuficientes. De fato, a diferenciacdo neuronal, em particular a
sinaptogénese, ¢ um processo dependente de colesterol (Pfrieger, 2003).
Apesar de a demanda de colesterol pelas células precursoras neuronais
(CPN) durante o desenvolvimento do SNC de mamiferos ainda ser um
tanto incompreendida, sabe-se que a interferéncia na biossintese de
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colesterol leva a defeitos no desenvolvimento que antecedem a
neurogénese (Tozawa et al, 2001). Recentemente um estudo
demonstrou que a supressao especifica da atividade da enzima de sintese
do colesterol, esqualeno sintase, nas CPNs da zona subventricular de
camundongos embriondrios, causa apoptose nos neurdnios derivados
destes progenitores o que ocasiona microcefalia e letalidade ao
nascimento (Saito et al., 2009).

Contudo, exceto o desenvolvimento embrionario, somente alguns
poucos estudos demonstram o papel de receptores da familia do LDLr
em nichos neurogénicos adultos. Por exemplo, o LRP2 ¢ expresso na
parede lateral dos ventriculos laterais, onde parte das CPNs esta
localizada. A supressdo deste receptor, através de manipulagio genética,
em camundongos, resulta na diminui¢ao da capacidade proliferativa das
CPNs (Gajera et al., 2010). Ja o LRP1 é necessario para a diferenciagdo
de CPNs da zona subventricular em oligodendroécitos (Hennen et al.,
2013). Além disso, Gan e colaboradores, demonstraram que as CPNs
secretam apoE; e que o receptor de apoE medeia a ativacdo de vias de
sobrevivéncia nestas células e sua diferenciacdo em oligodendrodcitos
(Gan et al., 2011).

Com exce¢do a essas poucas publicagdes, apenas os estudos de
Mulder e colaboradores exploraram o papel do colesterol e do LDLr,
assim como o efeito de condigdes como a HF, sobre a neurogénese
adulta. Os autores evidenciaram em camundongos LDLr”~ adultos uma
diminui¢do na proliferacdo celular no GD hipocampal e reduzida
densidade sindptica nas regides GD e CA1 (Mulder et al., 2004, 2007).
Por outro lado, um estudo recente do nosso grupo demonstrou que o
exercicio fisico voluntério (reconhecido por induzir proliferacdo celular
hipocampal e plasticidade sindptica) durante 4 semanas, foi capaz de
reverter os déficits de memoria espacial dos camundongos LDLr”" de 6
meses de idade (Moreira et al., 2013).



51

2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A hipercolesterolemia é reconhecida como um dos principais
fatores de risco para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares.
Contudo, os estudos nas tltimas décadas também demonstram um papel
da hipercolesterolemia no desenvolvimento de neuropatologias.
Inicialmente, diversos estudos clinicos apresentaram evidéncias da
relagdo entre a hipercolesterolemia familiar e o desenvolvimento de
prejuizos cognitivos, bem como da doenca de Alzheimer esporadica, 0
que motivou a investigagio do SNC em camundongos LDLr”, e
propiciou a caracterizacao deste modelo experimental de
hipercolesterolemia familiar em testes comportamentais de memoaria e
aprendizado.

Evidéncias clinicas também sugerem uma comorbidade entre a
hipercolesterolemia e transtornos de humor, como a depressdao. No
entanto, existem poucos estudos pré-clinicos explorando esta
associagdo. Contudo vale destacar que alteragdes relacionadas a
plasticidade sinaptica e proliferagao celular hipocampal foram
observadas previamente em camundongos LDLr”. Considerando a
estreita relagdo entre reducdo da neuroplasticidade e depressdao, nés
hipotetizamos que existe uma associagdo entre a hipercolesterolemia e a
depressdo, que pode estar relacionada, dentre outros aspectos, a
alteragdes na neurogénese hipocampal adulta.

Para verificar experimentalmente esta hipotese, parametros
comportamentais e neuroquimicos relacionados a depressio e a
neurogénese hipocampal adulta foram avaliados em camundongos
LDLr". Adicionalmente, sabendo que a causa primaria da
hipercolesterolemia familiar ¢ uma mutagio no gene que codifica para o
receptor de LDL e que, consequentemente, os individuos sao expostos a
niveis elevados de colesterol plasmatico desde o nascimento, o efeito da
toxicidade do colesterol e da delecdo do receptor de LDL sobre a
neurogénese adulta foi discriminado experimentalmente in vitro. Os
resultados deste estudo irao contribuir para a compreensao dos efeitos da
hipercolesterolemia sobre o SNC, particularmente sobre a neurogénese
adulta, permitindo um maior entendimento da relacao entre a
hipercolesterolemia e doengas neuropsiquiatricas, como a depressao.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Estudar as alteracbes comportamentais, neuroquimicas e de
neuroplasticidade que correlacionam a hipercolesterolemia a depresséo,
em modelos experimentais in vivo e in vitro.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o comportamento tipo-depressivo e 0 metabolismo
dos neurotransmissores monoaminérgicos em camundongos
LDLr”, modelo experimental de hipercolesterolemia
familiar;

e Avaliar a plasticidade hipocampal, refletida na neurogénese
adulta e pardmetros comportamentais dependentes do
hipocampo no modelo experimental de camundongos LDLr"

e Caracterizar os principais aspectos relacionados a sintese e ao
metabolismo do colesterol em células precursoras neuronais
de camundongos C57BL/6 adultos;

e Estudar, in vitro, o efeito da toxicidade do colesterol e da
delecdo do receptor de LDL sobre a proliferacdo e
diferenciagdo de células precursoras neuronais de
camundongos C57BL/6 adultos.
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4. CAPITULOI

A hipercolesterolemia familiar estd associada ao comportamento tipo-
depressivo e alteracoes no metabolismo de monoaminas em
camundongos?

Este capitulo apresenta os métodos e resultados relacionados ao
primeiro objetivo especifico desta tese e que compdem o artigo
cientifico  intitulado:  “Is  there an  association  between
hypercholesterolemia and depression? Behavioral evidence from the
LDLr”- mouse experimental model” publicado no periédico Behavioural
Brain Research.

4.1. Materiais e métodos
4.1.1. Protocolo experimental 1

O objetivo do primeiro bloco experimental foi avaliar em
camundongos modelo experimental de hipercolesterolemia familiar
humana, se a auséncia do LDLr, e consequente hipercolesterolemia,
estdo associadas a alteragdes comportamentais e bioquimicas,
caracteristicas de modelos animais de depressdo. Para responder esta
pergunta, camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr”~ de 3
meses de idade machos e fémeas foram submetidos a um tratamento
repetido com o antidepressivo inibidor da recaptagdo de serotonina,
fluoxetina (10 mg/kg; v.0.) por 7 dias (periodo no qual foram
paralelamente avaliados no paradigma de preferéncia pela sacarose).
Apds este periodo, os camundongos foram submetidos aos testes
comportamentais de suspensdo pela cauda, do campo aberto e de
borrifagem de sacarose. Apds os testes comportamentais, os animais
foram anestesiados (xilazina 10 mg/kg e cetamina 100 mg/kg, i.p.) e 0
sangue foi coletado por puncdo cardiaca para a determinacdo dos
niveis de colesterol utilizando reagentes comerciais. Em seguida o
cortex e¢ o hipocampo foram dissecados para a determinacdo da
atividade das diferentes isoformas da monoamina oxidase (MAO-A e
MAO-B). Paralelamente, investigamos se a exposi¢dao por 24h a LDL
humana isolada (100 e 300pg/mL) modifica a atividade da MAO e a
produgdo de espécies reativas em células SH-SY5Y de neuroblastoma
humano. O esquema do primeiro bloco experimental esta representado
na Figura 9.
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Figura 9. Protocolo experimental 1

A
EsRuida i wivie camundongos CSTBLIG & LOLr

Fluceading {10 mglg) ou oo Tests do borrifagem da SSLaross  ax.idede 4 MAD
Tosis do prefendncia pela sacarose Tosle do suspensbs pels cauda [<TETTE

Dia 1 Dia 7
B
Estudo in witroe oflulas SH=5Y5Y
- _ Atredads Sa NAD o LDV pleasidics sokida o PBS
LD plaeemiiice soladn oo PRS Praduso de BR R
24h ih

Investigacao da associagdo entre hipercolesterolemia familiar e comportamento
tipo-depressivo e alteragdes no sistema monoaminérgico. ER: espécies reativas;
LDL.: lipoproteina de baixa densidade; MAQO: monoamina oxidase.

4.1.2. Estudo in vivo
4.1.2.1. Animais

Camundongos C57BL/6 selvagens e nocautes para o receptor de
LDL (LDLr”), machos e fémeas, foram gentilmente cedidos pelo
Departamento de Fisiologia e Biofisica, Instituto de Biologia,
Universidade Estadual de Campinas, Brasil, cujos progenitores foram
adquiridos de Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine, EUA). Os
animais foram alojados em gaiolas plasticas (42 x 34 x 17 cm), com
condigao 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 agua e comida. Todos os procedimentos utilizados no presente
estudo foram previamente aprovados pelo Comité de Etica para o uso de
Animais (CEUA/UFSC), Protocolo PP00948, que segue normas
internacionais de utilizagdo de animais para pesquisa cientifica.

O camundongo LDLr” ¢ um modelo experimental de
hipercolesterolemia familiar humana desenvolvido e descrito por
Ishibashi e colaboradores (1993). Podemos citar algumas vantagens da
utilizacdo deste modelo animal: (i) semelhanca a condi¢gdo humana de
hipercolesterolemia familiar, causada por mutagdes no gene para 0
receptor de LDL; (ii) o perfil de lipoproteinas plasmaticas, que se
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assemelha ao de humanos, estando a maior parte do colesterol confinado
na fragdo LDL; e (iii) o grau de dislipidemia intermediario,
desenvolvendo lesdes menos avangadas do que outros modelos de
hipercolesterolemia (Zadelaar et al., 2007).

4.1.2.2. Tratamento

A fluoxetina (Sigma, St Louis, MO, USA), foi dissolvida
diariamente em &gua destilada e administrada uma vez ao dia, durante 7
dias, por via oral (v.0., gavagem) na dosagem de 10 mg/kg (Moretti et
al., 2012), em um volume constante de 10 mL/kg de peso corporal. O
grupo controle recebeu agua destilada.

4.1.2.3. Testes comportamentais
4.1.2.3.1. Teste de preferéncia pela sacarose

A anedonia ¢ um sintoma classico na depressdo e envolve a
diminui¢do da libido e falta de interesse por experiéncias prazerosas. O
consumo de sacarose ¢ mensurado como um indicativo de altera¢des no
comportamento hedonico. Nas 48 h que precederam o inicio do teste os
animais foram alojados individualmente, sendo que nas ultimas 24 h
foram privados de agua e comida. Nos 7 dias subsequentes foram
expostos ao paradigma da escolha entre uma garrafa de agua e outra
contendo uma solucdo de sacarose 1% (100 mL cada). Este
procedimento foi adaptado do trabalho de Luo e colaboradores (2008), e
o consumo total de sacarose foi calculado pela quantia da solugdo de
sacarose consumida em relacdo ao volume total de liquido consumido
([consumo de sacarose/consumo total de liquido (sacarose + &agua)
1*100).

4.1.2.3.2. Teste de borrifagem da sacarose

Este teste foi realizado como descrito por Isingrini e
colaboradores (2010), e consistiu em borrifar uma solicio 10% de
sacarose no dorso de cada animal posicionado individualmente em uma
caixa de acrilico (9 x 7 x 11 cm). Devido a viscosidade e palatabilidade
da solugdo de sacarose, logo apds a borrifagem o animal inicia um
comportamento de auto-limpeza. Apos a aplicagdo da solugdo o tempo
de laténcia para a auto-limpeza e o tempo total de auto-limpeza foram
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mensurados durante 5 min como um indice de auto-cuidado e
comportamento motivacional, considerado um paralelo aos sintomas de
apatia na depressdo. O aparato foi limpo com uma solu¢do de etanol
10% entre cada sessdo a fim de remover vestigios do animal anterior.

4.1.2.3.3. Teste de suspensao pela cauda (TSC)

Este teste é baseado nas observagdes de que animais submetidos a
curtos e inescapaveis periodos de estresse sendo suspendidos pela cauda,
irdo adotar uma postura imoével (Steru et al., 1985). Portanto, os
camundongos foram considerados iméveis quando houve auséncia de
movimento ou movimentacdo passiva. A duragdo total da imobilidade
induzida pela suspensdo pela cauda foi registrada por observador
experiente durante o periodo total de 6 minutos, em que oS
camundongos estavam suspensos a 50 centimetros do chdo, presos por
uma fita adesiva a 1 centimetro da base de suas caudas (Brocardo et al.,
2008).

4.1.2.34. Teste do campo aberto (TCA)

A fim de excluir a possibilidade de que uma alteracdo no tempo
de imobilidade seja devido a algum efeito na funcdo locomotora, os
animais foram submetidos ao TCA durante 6 minutos, como descrito
por Rodrigues e colaboradores (2002). Esse teste foi realizado em uma
caixa de madeira medindo 40 x 60 x 50 cm, com a base dividida em 12
quadradantes iguais. O nimero de quadrantes cruzados com as quatro
patas é o parametro utilizado para avaliar a atividade locomotora. A base
da caixa foi limpa com alcool 10% entre os testes.

4.1.2.4. Ensaios bioquimicos
4.1.24.1. Quantificagdo de colesterol plasmatico

A quantificacdo do colesterol total no plasma dos camundongos
foi realizada utilizando reagentes comerciais (Gold Analisa, Minas

Gerais), seguindo as especificagfes do fabricante. Os resultados foram
expressos em mg/dL.
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41.2.4.2. Ensaio de atividade da monoamina oxidase

A atividade das isoformas A e B da enzima monoamina oxidase
(MAO) foram mensuradas em isolados mitocondriais obtidos a partir de
do homogenato de cértex cerebral e hipocampo e em lisados de células
SH-SY5Y (descrito no estudo in vitro). A determinacgéo da atividade foi
avaliada por método fluorimétrico de deteccdo da formacdo do
composto fluorescente 4-hidroxiquinolina (4-HQ) a partir do substrato
quinuramina, como descrito por Matsumoto e colaboradores (1985). O
cortex cerebral e hipocampo foram homogeneizados (1:4 m/v) em
tampédo PBS 0,1 M (pH 7,4) contendo 0,32 M de sacarose. As células
SH-SY5Y foram coletadas neste mesmo tampdo. Na sequéncia as
amostras foram centrifugadas a 900 x g durante 5 minutos a 4 °C, o
sobrenadante obtido foi centrifugado a 12500 x g por 15 minutos a 4 °C
e 0 sedimento obtido foi gentilmente dissolvido em tampé&o sacarose. O
ensaio foi realizado em duplicata técnica em volume final de 500 pL
contendo 0,5 mg de proteina de amostra e incubado por 30 minutos a 37
°C. A atividade das isoformas MAO-A e B foram discriminadas
farmacologicamente pela adicdo de 250 nM de selegilina (inibidor
seletivo da MAO-B) ou 250 nM de clorgilina (inibidor seletivo da
MAO-A) ao meio de reacdo. A reacdo (contendo os preparados
mitocondriais e inibidores) foi pré-incubada a 37 °C por 5 minutos e a
reacdo enzimatica iniciada pela adicdo de 50 uL de kinuramina (90 uM
para MAO-A e 60 uM para MAO-B). Os resultados foram expressos
como nmol de 4-HQ/min/mg de proteina.

4.1.3. Estudo in vitro
4.1.3.1. Materiais

Células de neuroblastoma humano SH-SY5Y, meio Eagle
modificado por Dulbecco/Mistura nutrientre F12 (DMEM/F12),
antibidtico-antimicético, soro bovino fetal (SBF) adquiridos de GIBCO
(Grand Islanda NY, USA), diacetato de 2°, 7’-diclorodihidrofluoresceina
(DCFH-DA) adquiridos de Sigma (St. Louis, MO, USA) e lipoproteina
de baixa densidade isolada de plasma humano por ultracentrifugacdo em
gradiente descontinuo de densidade, como descrito a seguir.
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4.1.3.2. 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 utilizagcdo 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 em gradiente descontinuo de
densidade, 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. O 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 executada a 191.000 x g por 2
horas a 4 °C em ultracentrifuga Hitachi Himac CP80WX, rotor 40ST.
Apobs 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 (Na2HPO4 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 (1951).

4.1.3.3. Cultivo celular e tratamento

As células de neuroblastoma humano da linhagem SH-SY5Y
foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ/UFRJ) e
mantidas em DMEM/F12 suplementado com 10% de SBF, 100
unidades/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 2 mM de
glutamina, mantidas em estufa com 95% de umidade, a 37 °C em 5% de
COa.

Para os tratamentos as células foram plaqueadas em frascos (1 x
10° células) em DMEM/F12 suplementado com SBF 10% por 24 h.
Apos este periodo 0 meio foi substituido por DMEM/F12, sem SBF,
contendo LDL (100 e 300 pg/mL) ou PBS (Hui et al., 2012; Moreira et
al., 2014). Apbs 24 h de incubacdo, as células foram coletadas e a
atividade da MAO avaliada como descrito previamente. Em outro
experimento as células foram plaqueadas em placas de 24 pocgos (1x10°
células/pogo), tratadas com LDL (100 e 300 pug/mL) ou PBS por 24 h, e
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apos, a producdo de espécies reativas (ER) foi avaliada. Além disso,
também foi realizado um ensaio cinético (1 h), que avaliou a producéo
de ER no decorrer do tempo de exposicdo a LDL (2 x 10° células/poco).

4.1.3.4. Determinacgao da geracao de espécies reativas

A producdo intracelular de espécies reativas foi detectada por
meio do composto que permeia a membrana celular diacetato de 2°-7’-
dihidrodiclorofluoresceina (DCFH-DA) (Colle et al., 2016). Uma vez no
espaco intracelular, o DCFH-DA é hidrolisado por esterases e forma
DCFH, que fica retido intracelularmente por ndo possuir capacidade de
permear a membrana. O DCFH reage com ER intracelulares e forma o
produto fluorescente DCF. No ensaio, as células foram incubadas com
DCFH-DA (10 uM) por 30 minutos antes (para o ensaio cinético) ou
depois (para o tratamento de 24 h) da exposicdo a LDL. No ensaio
cinético também foi utilizada a sonda dihidrorodamina (DHR). A
intensidade de fluorescéncia foi mensurada usando fluorimetro leitor de
placas (excitacdo 488 nm e emissdo 520 nm).

4.1.3.5. Determinacdo de proteinas

O conteudo de proteinas foi quantificado pelo método de Lowry
(1951), usando albumina de soro bovino como padrao.

4.1.4. Analise estatistica

As andlises estatisticas foram feitas utilizando-se uma andlise de
variancia (ANOVA) de duas vias (linhagem, tratamento), seguida do
teste de Duncan; ou teste t de Student e estdo também descritas nas
legendas das respectivas figuras. O nivel de significancia adotado para
todos os experimentos foi p < 0,05. Todos os resultados foram expressos
em média + erro padrdo da média (EPM). Todos os testes estatisticos
foram realizados utilizando o programa Statistica® e as figuras
representativas elaboradas no programa GraphPad Prism.
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4.2. Resultados

Ao mesmo tempo que estudos clinicos demonstram evidéncias de
uma associagdo entre a hipercolesterolemia e transtornos de humor,
como a depressao, estudos pré-clinicos reportam um compromentimento
no SNC de camundongos LDLr”, modelo experimental de HF. Neste
sentido, a primeira hip6tese do presente estudo foi que camundongos
LDLr" apresetam fendtipo tipo-depressivo em testes comportamentais.
O comportamento foi avaliado por meio dos testes preditivos de
preferéncia pela sacarose, do teste de borrifagem da sacarose e do teste
de suspenséo pela cauda, em camundongos C57BL/6 e LDLr"- machos e
fémeas de 3 meses de idade.

Como demonstrado na Figura 10A e os camundongos LDLr”
apresentaram um comportamento aneddnico evidenciado pela menor
preferéncia pelo consumo da solucdo de sacarose 1% e este
comportamento foi revertido ao 7° dia pelo tratamento antidepressivo
repetido. A analise por ANOVA de duas vias indicou efeito do genétipo
[F(1, 16) = 16,67, p < 0,001] e interagdo entre gendtipo e tratamento
[F(1, 16) = 4,52, p < 0,05] , enquanto ndo houve efeito do tratamento
[F(1, 16) = 0,73, p = 0,40]. A andlise post hoc de Duncan indica que a
diminuicdo no consumo de sacarose pelos comundongos LDLr” foi
revertida pelo tratamento com fluoxetina somente no dia 7 (Figura 10B,
p < 0,05). Adicionalmente, a fim de estimar o comportamento
motivacional e de auto-cuidado, os camundongos selvagens e LDLr"
foram comparados no teste de borrifagem da sacarose. Com relagdo ao
tempo para iniciar a auto-limpeza, a analise por ANOVA de duas vias
revelou efeito significativo do tratamento [F(1,31) = 5,99, p < 0,05]. A
analise pelo post hoc evidenciou um aumento na laténcia para o inicio
da auto-limpeza nos camundongos LDLr” quando comparados aos
C57BL/6 (p < 0,05, Figura 10C). Para o tempo total de auto-limpeza, a
ANOVA de duas vias demonstrou efeito significativo do tratamento
[F(1, 31) = 6,41, p < 0,05] e interacdo tratamento x gendtipo [F(1, 31) =
7,50, p < 0,05]. As comparagdes na analise post hoc demonstraram uma
diminuicdo no tempo total de auto-limpeza quando comparados
camundongos LDLr” e C57BL/6 (p < 0,05, Figura 10D). O tratamento
com fluoxetina foi eficaz em reverter o aumento na laténcia para auto-
limpeza (p < 0,05, Figura 10C) e também a diminuicdo no tempo total (p
<0,01, Figura 10D).

A Figura 10E ilustra que os camundongos LDLr”- apresentam
um comportamento tipo-depressivo no TSC, evidenciado por uma
diminuicdo no tempo de imobilidade em comparacdo aos camundongos
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selvagens. A ANOVA de duas vias revelou diferengas significativas
para o tratamento [F(1,31) = 23,96, p < 0,001] e interacdo genotipo x
tratamento [F(1, 31) = 7,76, p <0,01]. A analise post hoc indicou que 0
aumento no tempo de imobilidade no grupo LDLr” foi revertido pelo
tratamento repetido com fluoxetina (p < 0,001, Figura 10E). Ainda, a
imobilidade no TSC foi independente de efeitos sobre a locomogdo dos
animais, como demonstrado na ANOVA de duas vias ndo ha diferencas
significativas para gendtipo [F(1, 31) = 0,19, p = 0,66], tratamento [F(Z,
31) = 0,11, p = 0,74] ou interacdo entre ambos [F(1, 31) = 0,082, p =
0,78; Figura 10F].

Os niveis de colesterol total dos camundongos C57BL/6 do tipo
selvagens e LDLr" estdo apresentados na Tabela 1. Como esperado, 0s
niveis plasmaticos de colesterol total foram significativamente maiores
nos camundongos LDLr” quando comparados com os camundongos
selvagens. De maneira inesperada, o tratamento com fluoxetina reduziu
os niveis de colesterol total nos camundongos LDLr”-. E importante
mencionar, que apesar desta diminuicdo os niveis de colesterol total nos
camundongos LDLr”- ndo voltaram aos padrdes normais (i.e., ndo sdo
comparaveis aos niveis apresentados pelos camundongos selvagens).

Tabela 1. Niveis plasmaticos de colesterol total em camundongos C57BL/6 do
tipo selvagem e LDLr™",

Genétipo Tratamento Colesterol total (mg/dL
C57BL/6 Veiculo 123 +£2,87

LDLr" Veiculo 234 + 5,99 *

C57BL/6 Fluoxetina 117 £ 1,96

LDLr" Fluoxetina 198 £5,76 #

Os dados estéo representados como média + S.E.M. (erro padrdo da média) (n =
6 animais por grupo). Os resultados deste experimento foram analisados por
ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Duncan. A ANOVA indicou efeito da
linhagem [F(1, 20) = 451,48, p < 0,001]; do tratamento [F(1, 20) = 22,37, p <
0,001] e interacéo entre linhagem e tratamento [F(1, 20) = 11,13, p<0,01]. *p <
0,001 vs. camundongos C57BL/6 do tipo selvagem tratados com agua, # p <
0,001 vs. camundongos LDLr tratados com agua.
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Figura 10. Comportamento tipo-depressivo e efeito da administracio da
fluoxetina em camundongos C57BL/6 e LDLr"
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Teste de preferéncia pela sacarose (A e B), de borrifagem da sacarose (C e D),
suspensdo pela cauda (E) e campo aberto (F). Os valores estdo expressos em
média + erro padrdo da média (7-10 animais/grupo). Os resultados deste
experimento foram analisados por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste
Duncan. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 vs. camundongos C57BL/6 do
tipo selvagem tratados com agua, &p < 0,05, &&p < 0,01 e &&&p < 0,001 vs.
camundongos LDLr" tratados com &gua.

A fim de verificar se os niveis de colesterol plasmaticos se
relacionam com o comportamento tipo-depressivo, foi realizada a
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andlise de correlagdo entre estes pardmetros. De fato, os niveis de
colesterol total no plasma foram negativamente correlacionados com a
preferéncia pela sacarose (r = -0,9317, p < 0,001) e com o tempo total
de auto-limpeza no teste de borrifagem da sacarose (r = -0,5584, p <
0,05) e positivamente correlacionados com o tempo de imobilidade no
TSC (r = 0,6129, p < 0,01), sugerindo uma associagdo entre a

hipercolesterolemia e 0 comportamento tipo-depressivo  nos
comundongos LDLr" (Figura 11).

Figura 11. Coeficiente de correlacio de Pearson entre os niveis de colesterol
plasmatico e 0 comportamento tipo-depressivo
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Teste de preferéncia pela sacarose (A) borrifagem da sacarose (B) e de
suspensdo pela cauda (C).

Tendo em vista a estreita relaciao entre a disfuncido do sistema
monoaminérgico e os transtornos de humor (Heninger et al., 1996), a
atividade da MAO, enzima que hidrolisa e inativa 0s neurotransmissores
monoaminérgicos regulando suas concentragdes nas sinapses (Youdim e
Bakhle, 2006) foi avaliada no cortex cerebral e no hipocampo dos
camundongos LDLr”- e selvagens. Os camundongos LDLr”
apresentaram um aumento significativo nas atividades de ambas
isoformas, MAO-A e MAO-B hipocampais, em comparagdo aos
camundongos selvagens (+ = 2,08, p < 0,05 ¢ ¢t = 2,50, p < 0,05,
respectivamente; Figura 12A e B). Por outro lado, ndo houve diferenga
estatistica entre 0s grupos experimentais na atividade de ambas as
isoformas da MAO no cortex cerebral (Figura 12C e D, p > 0,05).

Alguns trabalhos demonstraram a presenca de apoB100,
apolipoproteina constituinte da LDL, no cérebro de animais
hipercolesterolémicos (Chen et al., 2010; Loffler et al., 2013). Com base
no trabalho anterior do nosso grupo, podemos especular que o aumento
na permeabilidade da BHE observada nos camundongos LDLr” (de
Oliveira et al., 2014) pode desencadear a entrada de particulas de LDL
plasmaticas no SNC (Hui et al., 2012; Loffler et al., 2013).
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Figura 12. Atividade das isoformas da monoamina oxidase em
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr™"
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Hipocampo (A e B) e cortex cerebral (C e D). Os valores estdo expressos em
média + erro padrao da média (6-9 animais/grupo). Os resultados obtidos foram
avaliados por teste t. *p < 0,05 vs. camundongos C57BL/6 do tipo selvagem.

No intuito de avaliar a possivel toxidade das particulas de LDL,
no que diz respeito ao processamento das monoaminas, investigamos se
a exposi¢do por 24h a LDL humana isolada (100 e 300 pg/mL) modifica
a atividade da MAO em células SH-SY5Y de neuroblastoma humano. A
andlise de variancia indicou efeito [F(2,6) = 9,09, p < 0,05] do
tratamento com LDL na atividade da MAO-A, isoforma predominante
neste tipo celular (Fitzgerald et al., 2007). O teste post hoc de Duncan
mostrou efeito significativo da exposi¢ao a LDL (300 ug/mL; p <0,001)
sobre o aumento da atividade da MAO-A (Figura 13A). Devido sua
localizagdo predominante na membrana mitocondrial externa, acredita-
se que uma atividade excessiva da MAO pode estar relacionada com
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dano mitocondrial (Hauptmann et al., 1996). Por outro lado, uma
disfuncdo mitocondrial decorrente de estresse oxidativo também pode
alterar a atividade desta enzima (Konradi et al., 1986). Portanto,
utilizando as sondas DCFH e DHR avaliamos o efeito do tratamento
com LDL humana isolada sobre a produgdo de espécies reativas apos
24h de exposicdo (Figura 13B) e também durante a primeira hora de
exposi¢cdo (com medidas a cada minuto - Figura 13C e E; e a variacio
entre 0 minuto 1 e o minuto 60 - Figura 13D e F). A ANOVA de uma
via indicou efeito do tratamento nos niveis de espécies reativas em 24h
[F(2,9)=10,55, p < 0,05] e em 1h [F(2,6)=5,77, p < 0,05] para DCF e
[F(2, 3)=9,75, p < 0,05] para DHR. A analise post hoc demonstrou que
a exposicdo das células SH-SY5Y com LDL aumenta a geragdo de
espécies nitro-oxidativas desde a primeira hora de exposicdo e que este
efeito persiste por 24 h (300 ug/mL; p < 0,05).
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Figura 13. Efeito da exposi¢do a LDL sobre a atividade da monoamina
oxidase e producao de espécies reativas em células SH-SY5Y
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Atividade da MAO (A). Producao de espécies reativas apés 24 (B) ou 1h (C a
F) da exposi¢do a LDL 100 e 300pg/mL. Fluorescéncia de DCF (B a D) e de
DHR (E e F). Os valores estdao expressos em média + erro padrao da média
(n=2-4 experimentos independentes). URF- Unidades relativas de fluorescéncia.
Os resultados foram analisados por ANOVA de uma via, seguida pelo teste

Duncan. *p<0,05 e ***p<0,001 vs. o grupo controle.
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4.3, Discusséo

Durante as duas Ultimas décadas diversos estudos
epidemiol6gicos comprovaram a relagdo entre a hipercolesterolemia na
idade adulta e o comprometimento cognitivo em idades avangadas,
destacando o papel do colesterol na patologia de doencas
neurodegenerativas, como o Alzheimer (Kivipelto et al., 2001; Solomon
et al., 2009). Particularmente, individuos com HF, expostos a elevados
niveis de colesterol desde o inicio da vida, apresentam elevada
incidéncia de comprometimento cognitivo, em anos posteriores
(Zambén et al., 2010). Neste sentido, a literatura também aponta para a
associacdo deste distUrbio metabdlico a transtornos de humor, como a
depressdo (Nakao et al., 2001b; Tyrovolas et al., 2009; Vural et al.,
2007). Somando ao conjunto de evidéncias experimentais sobre os
distarbios cognitivos na HF (Moreira et al., 2012; Mulder et al., 2004;
de Oliveira et al., 2011; Thirumangalakudi et al., 2008), o presente
estudo demonstra, pela primeira vez, que os camundongos LDLr”
também apresentam um fendtipo tipo-depressivo. Estes resultados
corroboram as observagdes clinicas de que a comorbidade entre
depressdo e prejuizo cognitivo leve aumenta significativamente a chance
de os individuos desenvolverem deméncia, sendo que a depressdo é um
dos transtornos neuropsiquiatricos mais comumente associados a doenga
de Alzheimer (Modrego e Ferrandez, 2004).

Neste estudo o fendtipo tipo-depressivo foi evidenciado por meio
de diferentes critérios comportamentais. O paradigma da anedonia,
inabilidade de sentir prazer, foi avaliado experimentalmente pelo teste
de preferéncia da sacarose. Os camundongos LDLr” apresentaram um
consumo reduzido de sacarose, caracterizando um comportamento tipo-
anedo6nico, que parece ser um dos padrdes comportamentais mais
frequentemente observados em modelos animais de depressdo (Vural et
al., 2007).

Este comportamento tipo-anedbnico dos camundongos LDLr”
também foi caracterizado no teste de borrifagem da sacarose. Este
resultado indica uma reducdo no comportamento motivacional e de
auto-cuidado, similar ao produzido por protocolos experimentais de
inducdo de comportamento tipo-depressivo, como 0 estresse crénico
imprevisivel e a administragdo cronica de corticosterona (Isingrini et al.,
2010), o que uma vez mais endossa a caracterizagdo do fendtipo tipo-
depressivo dos camundongos LDLr".

O TSC tem sido majoritariamente utilizado como ferramenta para
avaliacdo da atividade e tipo-antidepressiva de substéncias, e é baseado



70

na premissa de que diversas classes de antidepressivos reduzem o tempo
de imobilidade de animais neste teste (Steru et al., 1985). No entanto,
além de seu emprego na triagem de novos compostos antidepressivos,
também é empregado como ferramenta de caracterizacdo de
comportamento tipo-depressivo em animais submetidos a modelos de
depressdo e camundongos transgénicos (Martin-de-Saavedra et al.,
2013). Corroborando as observagBes no teste de preferéncia e
borrifagem da sacarose, os camundongos LDLr”- também demonstraram
comportamento tipo-depressivo no TSC. Neste sentido, Strekalova e
colaboradores (2015) demonstraram que o consumo de uma dieta com
alto teor de colesterol por camundongos C57BL/6J resultou em
comportamento tipo-depressivo no TSC, contudo os autores nao
avaliaram os niveis de colesterol plasmatico nestes animais.

Conjuntamente, estes resultados constituem  evidéncias
experimentais da relacdo entre o comportamento tipo-depressivo e a
hipercolesterolemia. De fato, este estudo demonstra uma correlacéo
significativa entre os niveis de colesterol plasmatico e comportamento
tipo-depressivo, nos testes de preferéncia pela sacarose, borrifagem de
sacarose e no TSC nos camundongos LDLr ",

A hip6tese monoaminérgica, primeira teoria a propor um
mecanismo etioldgico para a depressdo, postula que esta condicdo esta
relacionada a uma reducdo nos niveis de neurotransmissores
monoaminérgicos no cérebro (Schildkraut, 1995). Em conformidade
com esta hipdtese, alguns estudos sugerem que a MAO, enzima que
metaboliza as monoaminas, pode estar inapropriadamente ativa em
individuos depressivos, o que leva a reducdo nos niveis destas aminas
biogénicas no SNC (Meyer et al., 2006). Ambas as isoformas da MAO,
A e B, catalisam a desaminacdo oxidativa dos neurotransmissores
monoaminérgicos (Bortolato et al., 2008). A ativa¢do anormal da MAO
¢ reportada em transtornos neuropsiquidtricos e  doencas
neurodegenerativas como a depressdo, ansiedade, e nas doencas de
Parkinson e Alzheimer (Meyer et al., 2006; Sherif et al., 1991,
Takehashi et al., 2002; Youdim e Tipton, 2002).

Corroborando esta linha de evidéncia, o presente estudo
demonstra um aumento significativo na atividade da MAO-A e da
MAO-B hipocampais nos camundongos LDLr". Estas alteragdes podem
estar refletindo niveis da proteina que sdo influenciados, dentre outros
fatores por reguladores epigenéticos (Mousseau e Baker, 2012). De fato,
a expressdo e a atividade da MAO podem ser modificadas por fatores
extrinsecos; por exemplo, Lee e colaboradores (2010) demonstraram
que uma dieta rica em gordura induziu aumento na expressao génica da
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MAO-A no hipotadlamo de camundongos C57BL/6. Ademais, por estar
localizada predominantemente na membrana externa da mitocOndria,
uma ativacdo prolongada da MAO pode levar a danos mitocondriais
(Hauptmann et al., 1996). Paralelamente, uma disfuncdo mitocondrial e
consequente estresse oxidativo pode conduzir a uma ativagdo excessiva
da MAO (Konradi et al., 1986).

Os subprodutos das reacdes catabdlicas mediadas pela MAO
incluem varias moléculas capazes de produzir outras espécies reativas
induzindo, por exemplo, apoptose neuronal em condicOes
neurodegenerativas (Bortolato et al., 2008). Por outro lado, acredita-se
que os efeitos terapéuticos de muitos inibidores da MAO se devem
também por resultarem em uma supressdo do estresse oxidativo e
desbalanco redox induzido pela atividade da MAO (Bortolato et al.,
2008). Neste sentido, o aumento na atividade da MAO observado no
hipocampo dos camundongos LDLr”- pode estar relacionado a estresse
oxidativo e disfun¢do mitocondrial. Resultados recentes do nosso grupo
embasam esta hipdtese. Nestes estudos observou-se aumento da geracéo
de espécies reativas no hipocampo, desregulacdo de defesas
antioxidantes e prejuizo na funcdo mitocondrial cerebral dos
camundongos LDLr” (Moreira et al., 2012; de Oliveira et al., 2011,
2014).

Outra evidéncia recente publicada por nosso grupo foi a
observacdo de que os animais LDLr” possuem a permeabilidade da
barreira hematoencefalica (BHE) aumentada (de Oliveira et al., 2014). O
aumento da permeabilidade da BHE pode possibilitar, por exemplo, a
entrada da LDL no cérebro resultando em elevada endocitose e acumulo
de colesterol pelos neurdnios (Chen et al., 2010; Hui et al., 2012). Com
0 objetivo de elencar mecanismos envolvidos nas alteracdes no
metabolismo monoaminérgico, células de neuroblastoma humano foram
expostas a LDL plasmatica isolada. Corroborando os resultados in vivo,
previamente mencionados, foi observado um aumento na atividade da
MAO nas células SH-SY5Y apo6s o tratamento in vitro com LDL, e este
efeito foi combinado com o aumento na producdo de espécies reativas.
Com base nestes resultados é possivel especular que a alteragdo na
atividade da MAO esta, pelo menos em parte, associada ao estresse
oxidativo.

Em conjunto estes dados fornecem as primeiras evidéncias
experimentais do fenétipo tipo-depressivo em camundongos LDLr,
modelo de HF. Especificamente, quando comparados a camundongos
C57BL/6 do tipo selvagem, os LDLr” demostraram comportamento
tipo-depressivo, que foi correlacionado com a hipercolesterolemia.
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Além disso, este estudo também demonstrou alteracdo no metabolismo
monoaminérgico em camundongos LDLr” e em células neuronais
expostas a LDL, e o possivel envolvimento do estresse oxidativo neste
processo.
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5. CAPITULO I

Camundongos LDLr”- apresentam alteragoes na plasticidade
hipocampal,  refletidas na neurogénese e em  pardmetros
comportamentais dependentes do hipocampo?

Este capitulo apresenta os resultados relacionados ao segundo objetivo
especifico desta tese.

5.1. Materiais e métodos
5.1.1. Protocolo experimental

O objetivo deste bloco experimental foi avaliar se a
hipercolesterolemia familiar esta associada a alteracdes em pardmetros
comportamentais dependentes do hipocampo, e na proliferacao celular
hipocampal no cérebro adulto. O GD hipocampal é uma das poucas
regides do cérebro de mamiferos onde ocorre neurogénese na idade
adulta (Gage, 2000). Com o objetivo de caracterizar a neurogénese
hipocampal adulta em um modelo experimental de hipercolestertolemia
familiar, camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr”- de 3 meses
de idade machos receberam injecdes de 5-bromo-2’-deoxiuridina
(BrdU) (100 mg/Kkg, i.p. 2 vezes ao dia por 3 dias) e foram subdivididos
em 2 grupos e eutanasiados 1 dia ou 28 dias apos a ultima injecao
(analise da proliferagao ou sobrevivéncia celular, respectivamente). Para
a caracterizagdo do comportamentos-dependente do hipocampo, os
animais foram submetidos aos testes de mudanga métrica (teste que
avalia a integridade funcional do GD) e 24 h depois, ao teste de ordem
temporal (teste que avalia a integridade da regido CA). O teste da
mudanga métrica foi realizado apos 7 dias de habituagdo no aparato
comportamental (Figura 14). Apés os testes comportamentais, os
animais foram anestesiados (hidrato de cloral 10%), perfundidos com
solucdo salina seguida de paraformaldeido 4% e os encéfalos removidos
da calota craniana para caracterizacdo imunohistolégica. As amostras
foram imunomarcadas com anticorpos anti-BrdU, anti-Ki-67 (marcador
endégeno de atividade mitética), e NeuN (marcador nuclear de
neurénios em estagio avancado de maturacdo) e o nimero de células
positivas para cada marcador na regido subgranular do GD hipocampal
foi quantificado. Outro grupo de animais foi eutansiado por
deslocamento cervical e o cortex cerebral e o hipocampo foram
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dissecados para a determinagio dos niveis de RNAmM de BDNF e TrkB
por gRT-PCR.

Figura 14. Protocolo experimental 2
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Avaliagdo do efeito da hipercolesterolemia familiar sobre a neurogénese
hipocampal adulta e parametros comportamentais dependentes do hipocampo.

5.1.2. Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 e nocautes para o
receptor de LDL (LDLr”"), machos, de 3 meses de idade, 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 agua e comida.
Todos o0s procedimentos utilizados no presente estudo foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica para 0 uso de Animais
(CEUA/UFSC), Protocolo PP00948, que segue normas internacionais de
utilizacdo de animais para pesquisa cientifica.

5.1.3. Tratamento

O 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU), ¢ um andlogo da timidina
que se incorpora ao DNA durante a fase S do ciclo celular (Cooper-
Kuhn e Georg Kuhn, 2002), e foi utilizado para marcar as células em
proliferacdo. O BrdU (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) foi
dissolvido em 0,1 M PBS, pH = 7,2 e administrado duas vezes ao dia
(12/12 h; 08:00 h e 20:00 h) durante 3 dias, por via intraperitoneal (i.p.)
na dosagem de 100 mg/kg.
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5.1.4. Testes comportamentais
5.14.1. Aparato experimental e ambientacéo

O aparato experimental para os testes da mudanca métrica e da
ordem temporal consistiu de uma caixa de madeira medindo 40 x 60 X
50 cm. Cinco conjuntos de objetos foram utilizados (um conjunto para a
ambientacdo, um para o teste da mudanga métrica e trés conjuntos para
o teste de ordem temporal). Os objetos incluiram blocos de brinquedo do
tipo LEGO®, pequenas garrafas de cerdmica, recipientes de vidro, etc. e
variaram em tamanho entre 2,5 e 5 cm na base e entre 5 e 15 cm de
altura (Hunsaker et al., 2009, 2010). Os objetos foram escolhidos de
forma que apresentassem textura e caracteristicas visuais Unicas, a fim
de que fossem facilmente discriminados pelos animais. Durante os
intervalos entre ambientacdo e sessGes de teste, os animais foram
colocados em um caixa limpa e vazia. O aparato experimental foi limpo
com etanol 70% ap6s cada teste para que odores ndo influenciassem a
exploragdo dos objetos pelo proximo animal. Imagens de todas sessdes
teste foram adquiridas através do programa ANY-maze (Stoeling Co.,
Wooddale, IL, USA), por meio de uma cadmera de video (Logitech,
Newark, CA, USA), posicionada acima do campo experimental.

Todos os animais (8-15 por grupo experimental) passaram pelo
periodo de 7 dias de ambientacdo ao aparato. Nos 3 primeiros dias 0s
animais foram manuseados pela cauda e colocados no aparato vazio por
1 minuto e retornados para suas caixas. Nos 2 dias seguintes 0s animais
ficaram no aparato vazio por 5 minutos e entdo foram retornados para
suas caixas. Nos 2 Ultimos dias os animais foram ambientados no
aparato por 10 minutos na presenca de 2 objetos, retornados para suas
caixas. Nos dias 8 e 9 os animais foram submetidos aos testes de
mudanga métrica e ordem temporal, respectivamente (Dere et al., 2005).

5.1.4.2. Teste da mudanca métrica

Este teste consistiu de uma sessdo de habituacdo e uma sessdo
teste. Cada camundongo foi colocado no aparato experimental contendo
2 objetos 40 cm distantes um do outro. Ap6s 15 min de livre exploragéo
do aparato e objetos (sessdo de habituagdo), o animal foi removido e
colocado em uma caixa limpa e vazia, por 3 min. Neste intervalo os
objetos foram aproximados a 20 cm de distancia entre si. O camundongo
foi novamente colocado na arena experimental para um periodo de 5
min de re-exploracdo dos objetos (sessdo teste). Para o periodo de
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habituacdo (15 min), o tempo total de exploragdo dos objetos foi
dividido em 3 partes, para facilitar a comparacéo entre os 5 min finais da
sessdo de habitacdo e os 5 min exploragdo na sesséo teste. Quando nédo
houve declinio no tempo de exploracdo dos objetos na sessdo de
habituacdo (entre as 3 divisdes de 5 min), isto foi considerado um
indicativo de que o animal ndo se habitou aos objetos e este foi
removido da anélise. Uma diminuigéo de 10% da exploracdo inicial foi
adotada como critério de corte.

5.1.4.3. Teste da ordem temporal

O teste de ordem temporal foi composto por 3 sessdes de
habituacdo e 1 sessdo teste. Na primeira sessdo de habituagéo 2 objetos
idénticos (A) foram centralizados e posicionados a pelo menos 10 cm
das extremidades do aparato experimental. Cada camundongo pode
explorar os objetos livremente por 5 min, quando foi removido e
colocado em uma caixa limpa e vazia por 3 min. Neste intervalo os
objetos foram substituidos pelo segundo par de objetos idénticos entre si
(B). O procedimento anterior foi repetido, e da mesma forma com um
terceiro par de objetos (C). Apds a terceira sessdo de habituagdo os
camundongos foram colocados novamente por 3 minutos em uma caixa
vazia, quando um objeto A da primeira sessdo e um objeto C da terceira
sessdo foram posicionados. O camundongo foi colocado no aparato para
uma nova sessao de exploracdo de 5 min, esta foi a sessdo teste. Caso
algum animal tenha apresentado uma clara preferéncia por um dos pares
de objetos (A-C) nas sessdes de habituacdo (tempo de exploracdo maior
que 30 s), este foi removido das analises.

5.1.4.4. Analise comportamental

Uma razdo de exploracdo para o teste da mudanca meétrica foi
calculada para faciliar a comparacdo entre a sessao teste e os Gltimos 5
min da sessdo de habituagdo, como descrito previamente (Goodrich-
Hunsaker et al., 2005; Kannangara et al., 2015). A raz&o foi calculada de
acordo com a seguinte equacdo: [ (tempo de exploragdo durante os 5
min da sessdo teste) / (tempo de exploragdo durante os 5 min da sesséo
teste + tempo de exploracdo durante os 5 min finais da sessdo de
habituacéo) ].

Todos os valores estdo entre 0 e 1 e uma razdo de exploragdo aumentada
na sessdo teste em relacdo aos 5 min finais da habituacdo &
representanda por um valor > 0,5.
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A exploracdo no teste de ordem temporal também foi convertida
em uma razdo entre -1 e 1. Esta razdo foi calculada da seguinte forma:
[(exploracdo do objeto A- exploracdo do objeto C)/ (exploragdo do
objeto A + exploracédo do objeto C)].

5.1.5. Analise da neurogénese hipocampal adulta

Os camundongos foram anestesiados com hidrato de cloral (40%;
i.p.) e logo perfundidos através do ventriculo cardiaco esquerdo com
solugdo salina (NaCl 0,9%), seguida por uma solug¢do fixadora de
paraformaldeido 4% em PBS 0,1 M (pH 7,4). Apés a perfusao, o0s
encéfalos foram removidos e poés-fixados na mesma solugio fixadora
durante 24 horas a temperatura ambiente e crioprotegidos por imersao
em solugio de sacarose 30 % em PBS 0,1 M a 4 °C. Apds, os encéfalos
foram congelados por imersao em isopentano resfriado e armazenados a
-80 °C) para as analises posteriores. Cortes coronais (40 uM) em série
de hipocampo foram obtidos com um criostato (Leica) a -25 °C.

A fim de avaliar a proliferacdo celular e sobrevivéncia na camada
subgranular do GD, uma série de cortes foi processada para a deteccdo
do BrdU incorporado a partir das injecGes e do marcador enddgeno de
proliferacdo Ki67, uma proteina nuclear expressa durante todas as fases
ativas do ciclo celular (Christie e Cameron, 2006; Scholzen e Gerdes,
2000). Os cortes foram submetidos a desnaturacdo acida do DNA em
solu¢do HCI 2N a 65 °C por 30 min e pré-incubagdo com solugdo de
bloqueio (0,1M TBS, 0,15M NaCl, 0,1M Tris-HCI, pH 7,5; soro de
cabra 5%; e Triton X-100 0,25%), e entdo incubados com os anticorpos
primarios por 48 h a 4 °C: anti-BrdU produzido em camundongo (1:60;
DAKO), anti-Ki67 produzido em coelho (1:200; Vector Laboratories).
Apos lavagem em PBS 0,1 M, os cortes de tecido foram incubados com
o anticorpo anti- camundongo Alexa fluor 488 (1:500; Jackson
ImmunoResearch) e anti-coelho Alexa fluor 568 (1:500; Jackson
ImmunoResearch) em 1% de soro de cabra diluido em PBS 0,1 M
contendo 0,5% de Triton X-100, durante 2 horas a temperatura
ambiente.

A diferenciacdo das células proliferativas para a linhagem
neuronal foi quantificada pela dupla marcacdo BrdU/NeuN. Apods a
desnaturagdo do DNA e bloqueio os cortes form incubados por 48 h a 4
°C com os anticorpos anti-BrdU produzido em rato (1:60; DAKO) e
anti-NeuN produzido em camundongo (1:50; Chemicon). Apds lavagem
em PBS 0,1 M, os cortes foram incubados com o anticorpo anti- rato
Alexa fluor 488 (1:500; Jackson ImmunoResearch) e anti-camundongo



78

Alexa fluor 568 (1:500; Jackson ImmunoResearch) em 1% de soro de
cabra diluido em PBS 0,1 M contendo 0,5% de Triton X-100, durante 2
horas a temperatura ambiente. Por fim, os cortes foram novamente
lavados com PBS 0,1 M e montados em laminas com meio de
montagem CC/mount e cobertos com laminulas e armazenadas a 4 °C
protegidas de luminosidade.

5.1.6. Quantificagdo morfologica

As contagens das células imunomarcadas foram realizadas
utilizando microscopio de fluorescéncia (Leica DM5500 B). O numero
de células imunopositivas para BrdU e Ki-67 no GD hipocampal foi
estimado manualmente pela contagem das células positivas localizadas
entre dois a trés didmetros nucleares entre a camada de células
granulares. Todos os cortes do GD (de ~1,34 mm posterior ao Bregma a
3,52 mm posterior ao Bregma) (Franklin e Paxinos, 2013) foram
utilizados na analise. O resultado foi expresso como numero total de
células positivas no GD, obtido pela multiplicacdo: média de células
positivas/corte de GD x o numero total de cortes de 30 um obtido por
GD (cerca de 73 cortes).

5.1.7. Andlise fenotipica

A andlise dos neurdnios recém-formados no GD foi realizada
em uma a cada 6 séries de cortes duplamente marcados (Kempermann et
al., 2003). Um total de 50 células BrdU-positivas foi randomicamente
selecionada para andlise de colocalizacdo com NeuN. As imagens de
microscopia confocal (Leica DMI6000 B) foram obtidas e a dupla
marcacao foi confirmada pela reconstrugdo da série z de, no minimo,
todo o nucleo ou célula em questdo (Gil-Mohapel et al., 2013).

5.1.8. Determinagdo da expressdo génica (qRT-PCR)

A expressdo génica (RNAm) foi determinada através de PCR em
tempo real quantitativo (QRT-PCR). O coértex cerebral e hipocampo dos
animais foram homogeneizados em tampao de lise ¢ o RNA total foi
extraido com o kit SV Total RNA Isolation. Cerca de 300 ng de RNA
total foi utilizado na sintese de cDNA, utilizando o kit Tagman Reverse
Transcriptase e a enzima Transcriptase Reversa (Multiscribe II). A
reacdo foi realizada em Termociclador (Eppendorf), de acordo com o
seguinte protocolo: 25 °C por 10 min para o anelamento das sequéncias
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iniciadoras, 48 °C durante 1 h para sintese e 95 °C por 5 min para
inativacdo da enzima, seguindo as instrugdes do manual do produto. A
reacdo qRT-PCR foi realizada em equipamento ABI PRISM série 7900
da Applied Biosystems, utilizando 10-100 ng de cDNA e o kit Power
SYBR Green PCR Master Mix da Applied Biosystems, na presenca de
0,5 uM de iniciadores “forward” (F) ou “reverse” (R). As sequéncias
iniciadoras foram desenhadas utilizando o programa PrimerExpress
(Applied Biosystems). A reacdo qRT-PCR foi seguiu o seguinte
protocolo: 50 °C por 2 min (incubagdo), 95 °C por 10 min (ativacdo da
Taq polimerase), 40 ciclos de 95 °C por 10 s e 60 °C por 1 min. Para
cada amostra, a expressdo dos genes foi quantificada utilizando uma
curva-padrdo de cDNA de lisado celular total. Os resultados foram
normalizados pela expressdo de B-actina (ACTB) (Engel et al., 2013).

5.1.9. Anadlise estatistica

As andlises estatisticas foram feitas utilizando-se teste t e estdo
também descritas nas legendas das respectivas figuras. O nivel de
significncia adotado para todos os experimentos foi p < 0,05. O teste de
Grubbs foi aplicado para identificar valores fora da normalidade
amostral. Todos os resultados foram expressos em média + erro padrédo
da média (EPM). Os testes estatisticos foram realizados utilizando o
programa Statistica® ou GraphPad Prism e as figuras representativas
elaboradas no programa GraphPad Prism.
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5.2. Resultados

No SNC adulto, o hipocampo ¢ a estrutura crucial para a
formagdo de certos tipos de memoria, como a espisddica e espacial
(Squire, 1992). Além disso, por se conectar com outras estruturas
associadas ao humor e emogdes, como a amigdala, também desempenha
papel essencial na regulacdo destes aspectos comportamentais (Sahay e
Hen, 2008). A integragdo de novos neurdnios no circuito hipocampal ja
existente ¢ essencial para a modulagdo de repostas relacionadas a
memoria, humor e emogdes. O objetivo deste bloco experimental foi
avaliar se a hipercolesterolemia familiar estd associada a alteragdes
comportamentais dependentes do hipocampo e a neurogénese
hipocampal. Primeiramente, camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e
LDLr~ de 3 meses de idade machos foram submetidos aos testes
comportamentais de mudanca métrica (teste que avalia a integridade
funcional do GD) (Hunsaker et al., 2009) e 24 horas depois foram
submetidos ao teste de ordem temporal (teste que avalia a integridade
funcional da regido CA) (Hunsaker et al., 2010).

Como demonstrado na Figura 15B os camundongos LDLr”" nio
foram capazes de perceber a mudanga métrica na posigdo dos objetos,
indicado por uma menor razdo de explora¢do em relagdo aos animais
selvagens (¢ = 3,62, p < 0,01). Este resultado indica que os camundongos
LDLr”" possuem um déficit na fun¢do hipocampal dependente do GD.
Por outro lado, ndo observamos diferenca entre os grupos no teste de
ordem temporal (Figural5D), que avalia a regido CA (¢t = 0,61, p =
0,55).

A seguir, foi investigado se o déficit funcional observado nos
camundongos LDLr” no teste da mudanga métrica est4 associado com
alguma alteracdo na proliferagio celular hipocampal. A fim de observar
as células em proliferagio, os camundongos LDLr” e selvagens
receberam injeces de BrdU, e foram eutanasiados 24 h apés a ultima
injecio. Os camundongos LDLr”- apresentaram redugdo no namero de
células BrdU positivas em relagdo aos controles selvagens (Figura 16A e
B; t = 2,51, p < 0,05). Este resultado foi confirmado pela utilizagdo do
marcador endogeno de proliferacao, Ki67 (Figura 16A e C;t =252, p <
0,05).
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Figura 15. Avaliagcdo comportamental de camundongos C57BL/6 do tipo
selvagem e LDLr” em tarefas hipocampo-dependentes
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Teste da mudanga métrica (A e B) - que avalia uma tarefa dependente do giro
denteado - e da ordem temporal (C e D) dependente da sub-regido cornu
ammonis do hipocampo. A e C indicam o periodo de habituacdo aos testes. A
razdo em B é obtida pela seguinte equacdo: tempo de exploracdo dos objetos no
teste/ (tempo de exploracéo dos objetos nos 5 min finais da habituagdo + tempo
de exploracdo dos objetos no teste); e em D razdo = (tempo de exploracdo do
objeto A- tempo do objeto C)/ (tempo objeto A+ tempo objeto C). Os valores
estdo expressos em média + erro padrdo da média (8-15 animais/grupo). Os
resultados deste experimento foram analisados por teste t. **p < 0,01 vs.
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem.
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Figura 16. Analise da proliferacdo celular na camada de células granulares
do GD em camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr”
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(A) Imagens representativas dos grupos experimentais, barra de escala = 100
um. Quantificagdo das células BrdU (B) e Ki67 (C) positivas. Os valores estdo
expressos em média + erro padrdo da média (7 animais/grupo). Os resultados
deste experimento foram analisados por teste t. *p < 0,05 vs. camundongos
C57BL/6 do tipo selvagem.

Outro grupo de animais que recebeu as injecdes de BrdU foi
eutanasiado 28 dias apds a ultima inje¢do com intuito de avaliar a taxa
de maturacgdo das células proliferativas no GD hipocampal. Neste caso o
nimero de células BrdU positivas também foi menor nos camundongos
LDLr”" em relagdo ao grupo controle (Figura 17A ¢ B; t = 2,71, p <
0,05).
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Figura 17. Maturacao celular na camada de células granulares do GD em
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr"-
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(A) Imagens representativas dos grupos experimentais, barra de escala = 100
um. Quantificagdo das células BrdU positivas (B). Os valores estdo expressos
em média + erro padrdo da média (7 animais/grupo). Os resultados deste
experimento foram analisados por teste t. *p < 0,05 vs. camundongos C57BL/6
do tipo selvagem.

Com o objetivo de determinar se houve algum efeito especifico
na diferenciacdo neuronal, o antigeno nuclear neuronal NeuN foi
avaliado quanto a sua colocaliza¢do com as células que incorporaram
BrdU e atingiram completa maturagdo e diferenciacdo celular apos 28
dias. O numero de células BrdU positivas, 4 semanas ap6s as injegoes,
que colocalizaram com células NeuN positivas foi menor nos
camundongos LDLr”" em relagio aos camundongos selvagens (Figura
18C; t = 2,22, p < 0,05).

Figura 18. Diferenciac¢io neuronal na camada de células granulares do GD
em camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e LDLr"
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(A e B) Imagens representativas da colocaliza¢do entre células BrdU e NeuN-
positivas. (A) Barra de escala = 100 um e (B) Barra de escala = 20 pm. (C)
Quantificacdo da neurogénese média. Os valores estdo expressos em média +
erro padrao da média (6 animais/grupo). Os resultados deste experimento foram
analisados por teste t.
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A analise de correlacdo de Pearson foi realizada com o objetivo de
verificar uma possivel correlacdo entre o déficit comportamental
relacionado ao GD observado no teste da mudanga métrica e a reducao
na proliferacdo e sobrevivéncia celular nesta regido hipocampal. A
diminuicdo na razdo de exploracdo no teste da mudanga métrica nos
camundongos LDLr”- foi correlacionada positivamente com a redugdo
na proliferacdo (r = 0,7117, p < 0,01; Figura 19A) e na sobrevivéncia
celular (r=0,7417, p <0,01; Figura 19B).

Figura 19. Correlacdo da razdo de exploragéo no teste da mudanga métrica
e 0 numero de células BrdU positivas
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Analise de proliferagdo (A) e maturagdo (B) das células precursoras neuronais
do GD.

O BDNF ¢é uma das principais neurotrofinas envolvidas na
regulacdo da reestruturagdo dendritica, sobrevivéncia neuronal e
neurogénese hipocampal (D’Sa e Duman, 2002) e sua expressao
encontra-se alterada em individuos com depressdo (Thompson Ray et
al., 2011). Neste sentido, os niveis de RNAm de BDNF e do seu
receptor TrkB foram quantificados no coértex cerebral e hipocampo dos
camundongos controle e hipercolesterolémicos. Foi observada uma
reducdo da expressdo génica de BDNF no hipocampo de camundongos
LDLr”- (Figura 20A; ¢ = 2,04, p < 0,05) sem alteragdes no cortex
cerebral (Figura 20C; ¢ = 0,39, p = 0,35). Por outro lado, o receptor
TrkB teve sua expressao aumentada no hipocampo e no cortex cerebral
de camundongos LDLr"- (Figura 20B; ¢ = 3,11, p < 0,01 e Figura 20D; ¢
= 5,98, p <0,001), quando comparado aos camundongos selvagens.
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Figura 20. Expressao génica de BDNF total e TrkB no cortex cerebral e
hipocampo de camundongos selvagens e LDLr"
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Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (3 animais/grupo
em duplicatas). Os resultados foram normalizados pelos niveis de RNAm de f-
actina e comparados com o grupo controle (100%). Os resultados deste
experimento foram analisados por teste t. *p < 0,05; ** p < 0,01 e ***p < 0,001
vs. camundongos C57BL/6 do tipo selvagem.
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5.3. Discussao

Estudos prévios ja indicavam que o comprometimento cognitivo
dos camundongos LDLr", modelo experimental de HF, poderia ter um
componente significativo relacionado ao hipocampo. Particularmente, 0s
trabalhos de Mulder e colaboradores chamam a atengdo para as
alteracdes hipocampais nestes animais. Aos 6 meses de idade os
camundongos LDLr” apresentaram significativa reducio na
imunorreatividade para sinaptofisina (proteina associada a vesiculas
sinapticas) na regiao CAl1l hipocampal, quando comparados aos
camundongos selvagens (Mulder et al., 2004). De maneira interessante,
aos 14 meses de idade apresentam também redugdo no namero de
botdes sinapticos sinaptofisina-positivos no GD (inalterado aos 6
meses), concomitante a redugdo na proliferacao celular na SGZ (nao
avaliada nos animais de 6 meses). Cabe ainda destacar, que as alteracoes
relacionadas a plasticidade sinaptica parecem se concentrar no
hipocampo, visto que nio foi observada redugao na imunorreatividade
para sinaptofisina no cortex cerebral (camadas 4 e 6) (Mulder et al.,
2007).

O GD contribui para a formagdo das memorias espacial e
episodica, atuando como um separador de padroes (Leutgeb et al.,
2007), o que se traduz como a formagdo de diferentes representagdes
para informagdes similares (Marr, 1971). Particularmente a separagao de
padroes ¢ fundamental para diferenciar quais estimulos estao
relacionados ao tempo e quais estao ao espaco (Kesner, 2007; Kesner et
al., 2004). A nivel celular, esta separagiao de padroes é possivel devido a
dispersdo de aferéncias corticais oriundas do cortex entorrinal para as
células granulares do GD, que por sua vez estabelece conexdes com as
células piramidais em CA3. Lesdes neste circuito, particularmente no
GD, resultam em prejuizos nas memorias dependentes da separacio de
padrdes (Gilbert et al., 1998, 2001).

Kesner e colaboradores vém desenvolvendo, ao longo das altimas
décadas, diversos testes com o0 objetivo de caracterizar a contribuicao de
cada uma das trés sub-regioes hipocampais em diferentes respostas
comportamentais (Gilbert et al., 2001; Goodrich-Hunsaker et al., 2005;
Hunsaker et al., 2008a; Kesner et al., 1987). No teste da mudanca
métrica a distancia entre dois objetos idénticos é diminuida entre o
periodo de habituacao e o periodo de teste. Nos 15 minutos em que
consiste 0 periodo de habituagdo, o animal reduz gradativamente o
tempo de exploragdo dos objetos o que indica uma adaptagdo aos
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objetos e ao ambiente/aparato experimental. Na sessdo teste (cinco
minutos seguintes, onde os objetos estdo aproximados) essa exploragiao
aumenta, indicando que o animal reconheceu uma alteracao espacial na
disposi¢do dos objetos. Em 2008, o grupo de Kesner padronizou este
teste, demonstrando que ratos submetidos a lesées induzidas por
microinjecdes de colchicina diretamente no GD, apresentaram prejuizo
no reconhecimento da alteragdo espacial aplicada aos objetos (Hunsaker
et al, 2008b). Além desta abordagem citotoxica, 0 mesmo
comportamento também foi observado em camundongos modelo da
sindrome do X fragil, doenca neurodegenerativa causada por multiplas
repeticoes CGG ao gene FMR1 (Hunsaker et al., 2009), animais que
também apresentam uma reduzida neurogénese hipocampal adulta (Guo
et al., 2011). Mais recentemente, Kannangara e colaboradores (2015)
demonstraram que camundongos com delecao para a subunidade
GIuN2A do receptor NMDA (GIUN2A7) também apresentam déficit
cognitivo no teste da mudanga métrica, associado a prejuizos de
plasticidade sinaptica no GD (evidenciados por meio de
eletrofisiologia).

No presente estudo, os camundongos LDLr” apresentaram uma
reducao na razdo de exploragdo dos objetos, apos a alteragdo na sua
disposigao espacial, em relagdo aos animais selvagens, indicando um
déficit funcional relacionado ao GD. A correlagdo positiva entre esta
reduzida razdo de exploracao dos objetos e o namero de células BrdU
positivas na SGZ, sugere que o déficit funcional no GD dos
camundongos LDLr”- esta associado com uma menor proliferacio e
sobrevivéncia celular nesta subregido. Este resultado corrobora com o
estudo prévio de Mulder e colaboradores que demonstrou uma redugéo
na proliferagio celular no GD em camundongos LDLr” de 14 meses de
idade (Mulder et al., 2007). Ademais, nossos dados fortalecem a
hip6tese que o comprometimento na proliferacao e sobrevivéncia celular
deste modelo animal ndo é consequéncia do envelhecimento, ja que
trabalhamos com animais jovens. O prejuizo no comportamento
dependente do processamento espacial observado nos camundongos
LDLr", tambhém esta de acordo com trabalhos anteriores de nosso e de
outros grupos, os quais demonstram prejuizos na memoria espacial no
teste do labirinto aquatico de Morris (Mulder et al., 2004) e no teste de
realocagdo do objeto (Moreira et al., 2012; de Oliveira et al., 2014).

Por outro lado, embora uma reducdo no namero de botoes
sinapticos na sub-regidao CAl tenha sido observada nos camundongos
LDLr" aos 6 meses de idade (Mulder et al., 2004), aparentemente isto
nao é precedido por alteragdes funcionais desta regiao aos 3 meses de
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idade, visto que no presente estudo nio foram observadas diferengas na
raziao de exploracdo no teste de ordem temporal. Neste teste os animais
s30 expostos a trés conjuntos de objetos sequencialmente, durante 5
minutos (conjuntos A, B e C). Na sessao teste sao expostos a um objeto
do conjunto A e a um objeto do conjunto C por mais 5 minutos. Espera-
se que o objeto C, exposto ao animal mais recentemente, seja menos
explorado em relacao ao objeto A. Portanto, uma maior razao de
exploragdo do objeto A em relagdo ao C indica que o animal foi capaz
de perceber o padrio temporal de apresentagdo dos objetos. Por
exemplo, uma lesao neurotoxica, por acido iboténico, na regiao CAl de
ratos (Hunsaker et al., 2008a) resulta em redugdo nesta razdo de
exploragdo. Esta alteragdo também foi observada nos camundongos
CGG-KI, modelo animal da sindrome do X fragil (Hunsaker et al.,
2010).

Com relacdo a redugdo da proliferagio e maturacdo celular
observados nos camundongos LDLr”, alguns mecanismos foram
especulados anteriormente. Mulder sugere uma contribuicdo importante
da reducdao na captagdo celular de colesterol, devido sua importancia
para a homeostase neuronal (Mulder et al., 2007). Entretanto, o papel do
receptor de LDL nas células proliferativas do GD, seja internalizando
colesterol ou atuando como receptor transdutor de sinal, ndo ¢é
satisfatoriamente conhecido. Apesar de os camundongos LDLr”
apresentarem um neurodesenvolvimento macroscépico normal, Parada e
colaboradores (2008) reportaram que o neuroepitélio isolado de
embrides apresentou 26% de reducdo na diferenciacdo a neurdnios em
comparacao aos embrifes de camundongos selvagens.

A neurogénese hipocampal adulta gera somente um tipo de
neurénio: células granulares do GD. As células granulares sdo o0s
principais neurdnios excitatorios do GD e recebem aferéncias do cortex
entorrinal e projetam seus ax6nios pelo trato de fibras musgosas para
CA3, onde terminam em amplas sinapses em regides ricas em
interneurénios. Estas células sdo responsaveis pela neurotransmissao
excitatoria as células piramidais de CA3 e sua atividade é modulada por
interneurdnios no GD e hilo (Kempermann et al., 2015). No presente
estudo, foi observado menor nimero de novos neurdnios (células
BrdU/NeuN-positivas) no GD de camundongos LDLr”- de 3 meses de
idade, 0 que pode ser um evento que precede a reducdo da densidade
sinaptica em idades mais avangadas (2004, 2007). A neurogénese esta
condicionada a um microambiente muito complexo, constituido por uma
rede vascular; pela agdo de diferentes fatores troficos; em um ambiente
eletroquimico 6timo; e pelo suporte das células gliais (Kohman e
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Rhodes, 2013). A neuroinflamagdo vem sendo apontada como um dos
possiveis fatores capazes de alterar o equilibrio deste microambiente,
levando a uma menor taxa de proliferagdo e sobrevivéncia celular. Por
exemplo, a administracao intracortical ou intraperitoneal de
lipopolissacarideo (LPS) de E.coli, capaz de induzir uma forte resposta
imune, diminui a diferenciacao de células precursoras a neuronios, e sua
sobrevivéncia (Ekdahl et al., 2003; Monje et al., 2003). A principal
consequéncia da desregulagdo dos niveis de citocinas no encéfalo ¢ a
producao de moléculas inflamatoérias, oxidativas e nitrosativas que
podem afetar a neurogénese e a homeostase neuronal (Kubera et al.,
2011). Uma desregulacdo metabdlica, por exemplo, pode ocosionar
condi¢des inflamatérias periféricas e do SNC. Vinuesa e colaboradores
(2016) demonstraram em camundongos C57BL/6 submetidos a uma
dieta rica em gorduras por 5 meses, que 0 aumento dos niveis de
colesterol plasmatico foi associado a inflamagdo sistémica e
hipocampal. Esta desregulacdo metabdlica foi associada ao
desenvolvimento de prejuizo cognitivo, comportamento tipo-depressivo
e reducdo na proliferacdo celular hipocampal e neurogénese no
hipocampo dorsal. Quanto ao modelo de hipercolesterolemia familiar, o
estudo de Thirumangalakudi e colaboradores (2008) demonstrou
elevada neuroinflamacio no cérebro dos camundongos LDLr,
caracterizada por maior expressio de RNAm de citocinas pro-
inflamatorias e ativagao glial. Esta elevada ativa¢ao astrocitaria nos
camundongos LDLr” também foi observada por nosso grupo
recentemente (de Oliveira et al., 2014).

A neurogénese e a sobrevivéncia dos neurénios em
desenvolvimento ¢ fortemente regulada por BDNF, amplamente
expresso no hipocampo adulto e em desenvolvimento (Lee et al., 2002;
Linnarsson et al., 2000). Além disso, niveis adequados de BDNF estiao
positivamente correlacionados com a eficiéncia no processo de
aprendizado e memoria. O BDNF tem um papel no fenémeno da
potenciacdo de longa dura¢do (LTP) no hipocampo, considerado o
mecanismo celular implicado na formagdo de meméoria (Figurov et al.,
1996). Com relacao a neurogénese, 0 BDNF promove a diferenciagio de
neurdnios a partir de células precursoras, bem como da suporte a sua
sobrevivéncia e integracdo sinaptica. Além disso, este fator neurotrofico
também induz biogénese mitocondrial nestes novos neuronios, esta
negativamente correlacionado com o estresse oxidativo e aumenta 0s
niveis de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (N-metil-D-
aspartato) - fundamentais para remodelagem continua das sinapses (Jain
et al., 2013; Marosi e Mattson, 2014).
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Corroborando esta associacao entre redugao de BDNF e déficit na
neurogénese hipocampal, no presente estudo os camundongos LDLr"
apresentam menores niveis de RNAmM de BDNF no hipocampo, ao passo
gue os niveis de RNAmM de seu receptor TrkB estdo aumentados, nao
apenas no hipocampo mas também no cortex cerebral. A ligagdo do
BDNF ao dominio extracelular do receptor TrkB induz a dimerizacao e
ativacao do dominio tirosina cinase intracelular. Isto resulta na
autofosforilagdo dos residuos tirosina que entdo atuam como sitios de
interagdo com proteinas resultando na ativacdo de cascatas de
sinalizagao intracelulares, que possuem diversos efeitos relacionados a
neuroplasticidade (Duman e Voleti, 2012; Minichiello, 2009). Levando
em conta que menores niveis de RNAm de BDNF e TrkB foram
encontrados no cérebro post mortem de individuos depressivos (Dwivedi
et al., 2003), 0 aumento que observamos em relacao ao TrkB pode estar
refletindo uma resposta compensatoria a diminuicao dos niveis de
BDNF. Este tipo de resposta compensatoria ja foi observado em
modelos de lesao nigro-estriatal por 6-hidroxidopamina (Hritcu e
Gorgan, 2014) e de lesao da medula espinhal de ratos (Frisén et al.,
1992).

Na depressao, a redugdo na neurogénese esta associada com uma
diminui¢do de neurotrofinas, como o BDNF (Angelucci et al., 2005).
Recentemente, Molendijk e colaboradores (2011) demonstraram que
esta diminuigdo de BDNF sérico é revertida durante as fases de remissao
da doenca. Ademais, redugdo na neurogénese e na expressao de BDNF
em neuronios hipocampais sdo marcadores de episodios depressivos
recorrentes em individuos ndo tratados (Vaidya e Duman, 2001).
Alteracdes no genotipo de BDNF estdo associadas a um maior risco para
depressao resistente ao tratamento (Anttila et al., 2007). Alguns autores
sugerem que a alta taxa de reincidéncia da depressio e também a
resisténcia ao tratamento, pode estar associada com a caracteristica de
neuroprogressao da doenca, ou seja, as progressivas alteracoes
neuroanatémicas e de disfunc¢do neuronal (Leonard e Maes, 2012).

Alteragdes volumétricas no hipocampo, amigdala, cortex pré-
frontal e outras regioes sao frequentes em individuos com depressao
cronica (Campbell e MacQueen, 2006). Particularmente esta reducio
hipocampal esta associada aos déficits cognitivos observados em
transtornos de humor, como na depressdo tardia e na depressao
associada ao comprometimento cognitivo leve (Brown et al., 2004). Por
outro lado, o tratamento antidepressivo aumenta a regeneracao celular e
a neurogénese (Czéh et al., 2001; Dranovsky e Hen, 2006; Malberg et
al., 2000), além de reestabelecer os niveis de BDNF plasmatico e
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cerebral em pacientes depressivos (Castrén et al., 2007; Chen et al.,
2001; Dowlatshahi et al., 1998; Shimizu et al., 2003). Alguns autores
sugerem que dentre outras variaveis, o efeito antidepressivo dependeria
do restabelecimento dos niveis de BDNF no hipocampo e que indugio
da sua expressdo génica é observada em tratamentos crénicos com
diferentes classes de antidepressivos, no entanto ndao com outros
psicotropicos (Adachi et al., 2008; Nibuya et al., 1995). Além disso, a
administragdo de BDNF diretamente no cérebro produz efeito
antidepressivo em diferentes modelos animais de depressao (Shirayama
et al., 2002; Siuciak et al., 1997).

O conjunto de resultados apresentado neste capitulo caracteriza o
compromentimento  da  neurogénese  hipocampal adulta nos
camundongos LDLr”, modelo de HF. Especificamente, os
camundongos LDLr”- apresentaram reduzida proliferacdo, maturacio e
diferenciacdo neuronal das CPNs do GD, que foi correlacionada com
prejuizo no desempenho de tarefa relacionada a esta estrutura
hipocampal. Além disso, a expressdo génica da neurotrofina BDNF e
seu receptor também estdo alteradas no hipocampo destes animais
quando comparados aos controles C57BL/6. Conforme a hipdtese inicial
deste estudo, esta alteragdo na neuroplasticidade dos camundongos
LDLr" pode estar influenciando tanto os prejuizos cognitivos, tanto os
aqui observados como o0s ja& descritos na literatura, como muito
provavelmente é um importante fator contribuinte para o fenétipo tipo-
depressivo descrito no capitulo | desta tese.
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6. CAPITULO 111

Avaliacdo do metabolismo do colesterol, da citotoxicidade da LDL e da
dele¢do do LDLr em células precursoras neuronais do hipocampo
adulto

Este capitulo apresenta os resultados relacionados ao terceiro e quarto
objetivos especificos desta tese, que foram obtidos durante o periodo de
estagio de doutorado sanduiche no exterior (PDSE/CAPES), no Centro
de Terapias Regenerativas da Universidade Técnica de Dresden, sob
supervisao do Prof. Dr. Gerd Kempermann.

6.1. Materiais e métodos
6.1.1. Protocolo experimental

A fim de investigar de que forma as caracteristicas fenotipicas e
metabdlicas da hipercolesterolemia familiar (elevados niveis de
colesterol plasmatico e disfuncdo do LDLYr) influenciam a neurogénese
adulta, CPNs isoladas do GD de camundongos foram expostas a
toxicidade da LDL e do 27-hidroxicolesterol (27-OH) e ao efeito do
silenciamento do LDLr. Primeiramente as CPNs cultivadas em
monocamada aderente foram submetidas a uma curva de tempo-resposta
de diferenciacdo. Ap6s plaqueadas as células foram cultivadas por 48 h
em meio de cultura em condicfes de proliferacdo, ou seja, na presenca
de fatores tréficos (FT) NGF e FGF-2 e entdo parte das células foram
coletadas (tempo 0). O restante das placas teve o meio de cultura
substituido por meio sem FTs, para inducdo da diferenciacdo celular, e
as células foram coletadas 24, 48 e 96 h ap6s. O RNAm foi isolado para
a determinacdo da expressdo génica de proteinas envolvidas na sintese e
metabolismo do colesterol (Figura 21A).

Na sequéncia, as culturas em monocamada aderente de CPNs, em
condicOes proliferativas, foram submetidas a diferentes concentracdes
de LDL humana isolada (25, 50, 100 or 200 pg/mL) ou ao 27-OH (1,5 e
10 e uM) ou ao silenciamento génico do LDLr. A viabilidade celular foi
avaliada pelo ensaio de metabolizacdo de resazurina, 24 h apds os
tratamentos, e a proliferacdo celular avaliada pela incorporacdo de BrdU
e posterior deteccdo imunocitoquimica, 48 h ap6s os tratamentos. Nas
células tratadas com LDL e LDLr siRNA (do inglés small interfering
RNA), a progressdo do ciclo celular também foi avaliada em 48 h, pela
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incorporacdo de EdU e Hoechst, seguida de imunomarcagdo para
deteccdo em citbmetro de fluxo. Como segunda abordagem
experimental de avaliagcdo do ciclo celular foi realizado o ensaio de
extingdo do succinimidil éster diacetato de carboxifluoresceina (CFSE).
O CFSE (10 pM) foi adicionado as culturas no momento do
plaqgueamento e sua fluorescéncia nas células foi quantificada por
citometria de fluxo ao final do periodo dos tratamentos com LDL (100
ug/mL) e siRNA (Figura 21B).

A fim de verificar se a LDL altera a diferenciacdo celular, as
CPNs foram isoladas do GD de camundongos de 8 semanas e cultivadas
na presenca de LDL (25, 50, 100 or 200 pg/mL), em meio de cultivo
para formacdo de neuroesferas. Ap6s 12 dias de incubacdo as
neuroesferas foram mensuradas, quantificadas e plaqueadas em meio de
diferenciacdo (sem FTs) por 7 dias. Apds este periodo, foram fixadas e
imunomarcadas para proteinas expressas pela linhagem neuronal e
astrocitaria, e as imagens foram capturadas em microscpio de
fluorescéncia para quantificacdo das novas células (Figura 21C).

Os niveis de RNAm das proteinas relacionadas ao metabolismo
de colesterol foram avaliados apds o silenciamento do LDLr e do
tratamento com LDL (100 pug/mL). Além disso estas amostras também
foram submetidas a analise de microarranjos de DNA (microarray) a fim
de diagnosticar, a partir de todo o transcriptoma, genes alterados pelos
tratamentos e processos celulares relacionados (analise de ontologia
genética).

Com o objetivo de verificar o efeito dos tratamentos sobre a
internalizacdo, transporte e armazenamento do colesterol, ap6s os
tratamentos, as células em monocamada foram marcadas com LD540
(0,1 pg/mL por 15 min), uma sonda para deteccdo de gotas lipidicas, ou
com a sonda filipina (50 pg/mL por 30 min), marcadora de colesterol.
Além disso, a captagdo e internalizacdo de LDL foi avaliada pela
incorporacdo de LDLs marcadas com fluor6foros (LDL-Dil e LDL-
Bodipy; 10 pg/mL) e a morfologia e distribuicdo de organelas
envolvidas no trafego intracelular de colesterol, endossomos primarios,
tardios e lisossomos, foram analisadas por microscopia de fluorescéncia
ap6s marcagdo imunocitoquimica.

Por fim, as células tratadas também foram avaliadas em relagéo
ao metabolismo energético mitocondrial e glicolitico, por meio de
respirometria de alta resolucdo (Seahorse). Adicionalmente, a geracdo
de ER foi avaliada nas células tratadas com LDL (100 pg/mL) pela
incubagdo com a sonda CellROX (5 pM, 30 min).
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Figura 21. Protocolo experimental 3
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Avaliacdo do efeito do tratamento in vitro com LDL, 27-OH e silenciamento
génico do LDLr sobre as células precursoras neuronais adultas (CPNs). (A)
Curva tempo-resposta de diferenciagdo das CPNs e avaliagdo da expressdo
génica (qQRT-PCR) de genes relacionados ao metabolismo do colesterol. (B)
Protocolo geral de tratamento com LDL, 27-OH, e LDLr siRNA e respectivos
controles. (C) Efeito do tratamento com LDL na formagdo neuroesferas e
diferenciagdo das CPNs. (A e B) Cultura em monocamada aderente, placas
tratadas com PDL/laminina. (C) Células em suspensdo em meio de formagao de
neuroesferas (12 dias). Posteriormente, as neuroesferas foram transferidas para
placas tratadas com PDL/laminina (7 dias), para caracterizagdo fenotipica.

6.1.2. Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6, machos, de 8 semanas
de idade, obtidos originalmente dos laboratérios Charles River
(Alemanha), mantidos em gaiolas plasticas (42 x 34 x 17 cm), com
condi¢dao 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 agua e comida. Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com as normas nacionais e Européias (Tierschutzgesetz),
previamente aprovados pela autoridade local (Landesdirektion Sachsen).

6.1.3. Materiais
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Neural Tissue Dissociation Kit (Miltenyi). HBSS (PAA; GE
Healthcare). Meio de cultivo Neurobasal (Gibco, Life Technologies).
GlutaMAX, penicilina/estreptomicina (Life Technologies). Suplemento
B27 (Invitrogen). Fator de crescimento de fibroblasto basico humano
(bFGF ou FGF-2), fator de crescimento epidérmico (EGF; PeproTech).
Filtro (Falcon; BD Biosciences). Accutase (PAA Laboratories). Poli-D-
lisina (PDL) (Sigma). Laminina (Roche). Paraformaldeido (PFA,;
Sigma). ON-TARGETplus SMARTpool L-048572-00-0005; NON-
TARGET pool (SO- 2551816G); Reagente de transfec¢do DharmaFECT
1 (Dharmacon). 27-OH (Santa Cruz). LDL humana isolada liofilizada,
BrdU, succinimidil éster diacetato de carboxifluoresceina (CFSE),
Filipina (Sigma). EdU (5-ethynyl-2'-deoxyuridine; Click-iT EdU Kkit;
Thermo Fischer Scientific) Albumina sérica bovina (BSA; GE
Healthcare Life Sciences). Qiagen RNeasy kit (Qiagen). SuperScript 11
Reverse Transcriptase (Thermo Fischer Scientific). LD540 (4,4-
difluoro-2.3,5.6-bis-tetrametileno-4-bora- 3a,4a-diaza-s-indaceno)
gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Unal Coskun. Dil- LDL e Bodipy-
LDL (Thermo Fischer Scientific). CellROX® Deep Red Reagent
(Thermo Fischer Scientific). Meio de montagem para fluorescéncia
(DAKO-S3023).

6.1.4. Cultura de células precursoras neuronais de
hipocampo adulto

Camundongos C57BL/6 foram anestesiados com isofluorano e
eutanasiados por deslocamente cervical, o encéfalo removido e 0 GD
imediatamente microdissecado (Hagihara et al.,, 2009; Walker e
Kempermann, 2014). O tecido foi enzimaticamente digerido utilizando
Neural Tissue Dissociation Kit de acordo com as instrugdes do
fabricante. Logo apdés uma ultima lavagem com tampdo HBSS o
sedimento foi ressuspenso em meio de cultura: Neurobasal,
suplementado com 2% de B27, GlutaMAX 1X e 50 U/mL de
penicilina/estreptomicina, 2 ug/ml de heparina, 20 ng/mL de FGF-2 e 20
ng/mL de EGF. A suspensdo foi submetida a um filtro de 40 pm.

Preparacdo de neuroesferas: As células obtidas foram
plaqueadas em 48 pogos de uma placa de 96 pogos na presenca de LDL
(0, 25, 50, 100 or 200 pg/mL) e incubadas a 37° em CO25% por 12 dias.
No 12° dia as neuroesferas obtidas foram contadas e mensuradas.

Diferenciagdo de neuroesferas: cerca de 15
neuroesferas/condi¢do foram removidas do meio e transferidas para uma
placa de 24 pogos contendo laminulas tratadas com PDL/laminina e
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mantidas em meio de cultura sem FTs por 7 dias a 37 °C/5% CO.. Apos
este periodo as células foram fixadas com PFA 4% por 10 min e as
placas contendo as laminulas preenchidas com 1mL de PBS e estocadas
a4°C.

Preparacdo de culturas em monocamada aderente: A suspensido
de células obtida da dissecagdo do GD foi plaqueada em uma placa de
96 pocos revestido com Poli-D-lisina (PDL; 10 pg/mL) /laminina (5
pg/mL) e incubada a 37°C e CO2 5%. Apos 24 h o meio foi substituido,
e subsequentemente a cada 3-4 dias até 80% de confluéncia. Para a
passagem foi adicionado ao poco 50 pl de Accutase a 37°C por 2-3
minutos. As células foram coletadas e centrifugadas. Para esta primeira
passagem, as células foram diluidas em 1 ml e plaqueadas em um poco
de uma placa de 24 pogos revestido com PDL/laminina. Para as
passagens subsequentes as células foram ressupensas em 200 ul e
plaqueadas 1x104 cels/cm2 no pogo ou frasco desejado ou estocadas a -
80 °C. De acordo com a padronizagdo do laboratoério as células foram
estocadas na passagem 8, a partir da qual todos os experimentos de
tratamento foram realizados (passagem entre 8 e 15).

6.1.5. Silenciamento génico

A reducdo da expressdo génica do LDLr, foi induzida pela
transfeccdo de uma mistura de 4 diferentes sequéncias de RNAs de
interferéncia curtos (siRNA) dirigidos ao gene LDLR murino (LDLr
siRNA). As células controle foram transfectadas com uma mistura de
sequéncias siRNA sem gene alvo (siRNA controle). As CPNs derivadas
de camundongos C57BL/6, em monocamada, foram plaqueadas e
cultivadas por 48 h até a adicdo de 50 nM de siRNA e do agente de
transfeccdo (DharmaFECT 1). As células foram incubadas por 24 h e o
meio foi substituido por meio sem agentes de transfeccdo, incubadas por
mais 24 h, e coletadas ou fixadas para as demais analises.

6.1.6. Preparo da LDL humana

Além da LDL obtida comercialmente (Sigma), parte dos
tratamentos foi realizada com LDL purificada a partir de plasma
humano proveniente de banco de sangue (DRK-Blutspendedienst Nord-
Ost). O isolamento da LDL foi realizado conforme descrito no capitulo
I
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6.1.7. Imunocitogquimica

As laminulas contendo as neuroesferas diferenciadas foram
fixadas com solugdo PFA 4 % em 0,1 M de PBS em temperatura
ambiente por 10 min. Apds lavagem em PBS, as células foram
incubadas em solugdo de blogueio (0,1 M PBS, soro de burro 10 %,
Triton X-100 0,2%) por 60 min a temperatura ambiente. As células
foram incubadas em solucdo de blogueio contendo os anticorpos
primarios anti- Blll-tubulina monoclonal (1:2000, Promega) produzido
em camundongo e anti- GFAP policlonal (1:500; DAKO) produzido em
coelho, por 60 min a temperature ambiente. As células foram lavadas 3
vezes em PBS e incubadas com nova solucdo de blogueio contendo os
anticorpos secundarios produzidos em burro Cy3 anti-camundongo (1:
1000; Jackson ImmunoResearch) DyLight 488 produzido em burro anti-
coelho (1:1000; Dianova), e Hoechst (1:5000; Thermo Fisher Scientific)
por 30 min a temperatura ambiente. Apo6s lavagem em PBS as laminas
foram montadas usando meio de montagem para fluorescéncia (Aqua-
Mount, Thermo Fischer Scientific) e foram analisadas em microscopio
de fluorescéncia confocal Zeiss - Axio Observer.Z1.

As células em monocamada aderente foram cultivadas em placas
de 24 pocos (2 x 10* células/pogo) contendo laminulas tratadas com
PDL/laminina. As células foram fixadas com solucdo PFA 4 % em 0,1
M de PBS em temperatura ambiente por 10 min. As células que
receberam BrdU foram lavadas com PBS e o DNA desnaturado com 1 N
HCI por 30 min a 37 °C. Para todos as marcagles, as células foram
bloqueadas por 1 h em 0,1 M PBS, soro de burro 10 %, Triton X-100
0,2 %. Os anticorpos primarios foram preparados em solucdo de
bloqueio. Os anticorpos utilizados foran: monoclonal anti-BrdU
produzido em rato (1:500; AbD Serotec), anti-EEAL1 policlonal
produzido em coelho (1:100; Abcam), Anti-Rab7 monoclonal produzido
em camundongo (1:150; Abcam), Anti-LAMP1 monoclonal produzido
em rato (1:100; Abcam) e secundarios anti-coelho e anti-camundongo
Cy3, anti-rato e anti-camundongo Cy5 (1:500 Jackson
ImmunoResearch), anti-coelho e anti-rato Alexa 488 (Thermo Fisher
Scientific).

As células foram incubadas com o anticorpo primério anti-BrdU
por 2 h ou com anticorpos anti-EEA1/Rab7/LAMPL1 por 16 h e
secundarios por 1 h em temperatura ambiente. O nlcleo foi marcado
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com Hoechst e as laminas foram montadas em Aqua-Mount e analisadas
em microscopio de fluorescéncia confocal Zeiss - Axio Observer.Z1.

6.1.8. Andlise da viabilidade celular

As células em monocamada aderente foram cultivadas em placas
de 24 pocos (2 x 10* células/pogo) tratadas com PDL/laminina. Apds 0s
tratamentos as células foram incubadas com 25 ug/mL de resazurina por
2 h a 37°C. A solucdo ndo-fluorescente de resazurina é reduzida por
desidrogenases celulares a resorufina, altamente fluorescente. Esta
conversdo ocorre somente em células viaveis, portanto a resorufina
formada é proporcional ao nimero de células vidveis na amostra (Riss et
al., 2004). A fluorescéncia foi mensurada em leitora de placas Infinite
200 PRO (Tecan), (Ex =530 nm, Em = 590 nm).

6.1.9. Andlise da proliferacdo e do ciclo celular

As células em monocamada aderente foram cultivadas em placas
de 24 pocos (2 x 10* células/pogo) contendo laminulas tratadas com
PDL/laminina onde foram realizados os tratamentos. Primeiramente, a
proliferacdo célular foi avaliada pela incorporacdo de BrdU. Apés o
periodo de tratamento, ao meio de cultura foi adicionado 10 pM de
BrdU e as células foram incubadas por 2 h a 37 °C/CO, 5 %, lavadas e
fixadas em PFA 4%.

O EdU, analago do BrdU, também é incorporado por células em
proliferacdo e pode ser detectado posteriormente por reacdo de
cicloadicdo alcalina catalisada por cobre (reacdo Click), sem
necessidade de desnaturagdo do DNA.

Assim, as células foram cultivadas em placas de 6 pogos (9 x 10*
células/pogo) e apbs os tratamentos, as células foram incubadas com
EdU (10 pM) por 2 h a 37 °C/CO; 5 %, tratadas com Accutase,
coletadas em PBS contendo BSA 1%, centrifugadas a 300 x g por 3 min
e fixadas com solucdo fixativa, fornecida pelo conjunto de reagdo Click-
iT, por 15 min. Apés, as células foram lavadas em PBS/BSA 1 % e
centrifugadas 3 min a 300 x g, permeabilizadas em solucéo de lavagem/
permeabilizagdo a base de saponina e incubadas por 15 min a 4 °C. As
células foram entdo incubadas por 30 min a temperatura ambiente com o
coquetel de reacdo Click-iT preparado de acordo com as indicagGes do
fabricante. As células foram centrifugadas por 5 min a 300 xg, lavadas
na solucdo de saponina e centrifugadas por 3 min a 300 x g. Ap6s 10
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min de incubacdo com DAPI (1:5000 em solucdo de saponina), as
células foram centrifugadas por 3 min a 300 x g e lavadas em solucédo de
saponina. Em seguida, foram ressuspensas no mesmo tampdo e
analisadas em citdmetro de fluxo BD FACSCanto Il (BD Biosciences).
A incorporagdo do EdU indica quais células estdo na fase de replicagéo
do material cromossémico (S), enquanto a marcagdo nuclear permite
verificar a ploidia (fases G1/Go ou G2/M).

Com o0 objetivo de estimar a duracdo relativa do ciclo celular e
confirmar os dados de proliferagdo, as células foram marcadas com
CFSE no momento da semeadura, antes dos tratamentos. Os residuos
diacetato da sonda CFSE permitem sua livre difusdo pela membrana
plasmatica. As esterases intracelulares clivam os grupamentos acetato
tornando o composto fluorescente ndo permedvel a membrana,
prendendo o CFSE dentro da célula. Os grupamentos succinimidil éster
do CFSE se ligam irreversivelmente a aminas disponiveis (normalmente
lisina) de proteinas citoplasmaticas e de membrana. A medida que a
célula se divide, suas proteinas marcadas sdo divididas igualmente entre
as duas células-filhas. Cada célula-filha possui metade da fluorescéncia
da geracdo anterior, que pode ser medida por citometria de fluxo.

As células foram coletadas em meio Neurobasal, contadas,
centrifugadas e 1x 108 células foram incubadas com 10 uM de CFSE em
1 mL de PBS/BSA 1% por 10 min a 37 °C. A reacéo foi finalizada pela
incubacdo com meio de cultura a 4 °C por 5 min. Logo ap0s, as células
foram centrifugadas e ressuspensas em meio. Foram separadas duas
aliquotas: 2 x 10* células foram centrifugadas e ressuspensas em PBS,
fixadas em PFA 2% 20 min a temperatura ambiente, lavadas,
centrifugadas e armazenadas a 4 °C (T0). O restante das células foi
ressuspenso em meio e plaqueado para os tratamentos em placas de 6
pocos (9 x 10* células/pogo). Apos o periodo de tratamento (total de 96
h), as células foram lavadas, tratadas com acutase, coletadas em meio,
centrifugadas, ressuspensas em PBS e fixadas em PFA 2%, 20 min a
temperatura ambiente. Apos centrifugacdo foram ressuspensas em PBS
e analisadas em citbmetro de fluxo BD FACSCanto Il (BD
Biosciences).

6.1.10. Determinacao da expressdo génica (QRT-PCR)

O RNA total foi extraido utilizando o kit Qiagen RNeasy kit
(Qiagen, Hilden, Germany). As culturas de células em monocamada
aderente foram lavadas com PBS e coletadas em tampdo de lise RLT. O
lisado foi coletado e processado conforme indica¢fes do fabricante,
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incluindo o passo opcional de adicdo de DNase. A concentracdo e
pureza do RNA foram analisadas em espectrofotdmetro Nano Drop
1000 (Thermo Scientific). A transcri¢do reversa foi realizada com, 1 ug
de RNA. O cDNA foi preparado usando kit SuperScript 1l (Invitrogen) a
partir de oligo (dT) iniciadores seguindo o protocolo do fabricante. Uma
reacdo sem enzima foi adicionada como controle de qualidade para a
contamingdo com DNA gendmico. A reacdo em cadeia da transcriptase-
polimerase reversa quantitativa (QRT-PCR) para os genes LRP1, LDLR,
CYP27A1, CYP43Al, FDFT1 e HMGCR foi realizada usando o SYBR
Green PCR Mix (Qiagen) seguindo o protocolo do fabricante. Cada
reacdo foi realizada com 0.1 ug de RNA total. A ciclizagdo e detecgdo
de fluorescéncia foi realizada em sistema de deteccdo CFX96 Real Time
PCR (Bio-Rad, California, USA). A expressdo foi quantificada pelo
método AACt apds normalizagdo pelo gene constitutivo da proteina de
ligacdo TATA box (TBP). As sequéncias iniciadoras utilizadas estdo
descritas na tabela 2.

Tabela 2. Sequéncias de iniciadores utilizados nas reacfes de RT-PCR

Gene Sequéncia forward/ reverse
LDLR GGAGCAGCCACATGGTATGA
ATGTTCTTCAGCCGCCAGTT
LRPI TTCTCCTGCTGCTTCTGGTG
TCGGGCTCTCCACCTTCATA
CYP27A41 GGGTATCTGGCTACCTGCAC
CTCCTGGATCTCTGGGCTCT
CYP46A1 GGTGGATGAGGTTGTCGGTT
TCAAGGTCTCCTCCTCCAGC
HMGCR AAGCCAGTGGTCCCACAAAT
TTGCATGCTCCTTGAACACC
FDTF1 AACATGCCTGCCGTCAAAG
GGAGTAGTGGCTTCGGGAGA
TBP CCAGAACAACAGCCTTCCAC
GGAGTAAGTCCTGTGCCGT
6.1.11. Andlise de microarranjos de DNA

A tecnologia de microarrays (ou microarranjos de DNA)
consiste na utilizacdo de um slide (Iamina ou microarranjo) no qual as
sondas, probes (amostras de DNA) foram imobilizadas em quantidades
e posicdes precisamente definidas (spots), para se fazer a hibridizagdo
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com um pool de RNAm extraido de amostras biologicas (targets), que
foram previamente marcados com fluordforos (marcadores
fluorescentes) (Chaudhuri, 2005; Walsh ¢ Henderson, 2004).

O RNA total de cada um dos tratamentos (salina x LDL 100
ug/mL e siRNA controle x LDLr siRNA, 3 replicatas bioldgicas
independentes), a partir de 2 pogos de placas de 6 pogos (9 x10*
células/pogo) foi extraido com o RNeasy Mini kit (Qiagen). A
quantificacdo e andlise da integridade do RNA foi avaliada
espectrofotometricamente (Nanodrop, Thermo Scientific, USA) e a
qualidade das amostras verificada em bioanalisador Agilent RNA 6000
Nano kit (o nimero de integridade do RNA foi maior que 9 em todas as
amostras). A sintese do cDNA, cRNA e marcacdo do cRNA foi
realizada com Agilent One-Colour Microarray-Based Gene Expression
Analysis 6.5 (Low Input Quick Amp Labeling), de acordo com as
instrugBes do fabricante (Agilent Technologies, Boblingen, Alemanha).
O cRNA foi marcado com o fluorocromo cianina 3 (Cy3) e foi
hibridizado com os as ldaminas de microarray (SurePrint G3 Mouse GE
8x60K Microarray Kit) no equipamento DNA Microarrays
Hybridisation Oven (Agilent Technologies) e as laminas foram
escaneadas com Agilent DNA Microarray Scanner (Agilent
Technologies), de acordo com as indicacdes do fabricante.

Analise dos dados: A intensidade de fluorescéncia de cada spot
das laminas foi extraida usando o programa Agilent Feature Extraction.
Apos a remocdo do background, os dados brutos da fluorescéncia de
Cy3 dos tratamentos e 0s respectivos controles foram submetidos as
analises descritivas por agrupamento hierarquico, analise de componente
principal (PCA, principal component analysis) e normalizados pelo
método Loess ciclico no programa R/bioconductor (pacote de analises
limma). As diferencas nos niveis de expressdo génica (FC, fold change)
foram calculadas usando a média dos valores para cada tratamento e a
média dos  respectivos  controles. Genes com  expressao
significativamente diferente foram identificados por teste t modificado e
FDR 10% (false discovery rate) e separados em regulados positivamente
ou regulados negativamente (aumento ou diminui¢do de 1,5 vezes na
expressdo, respectivamente; |logFC| > 0, 58496|). Os dados completos
desta analise serdo submetidos a plataforma colaborativa Gene
Expression Omnibus (GEO).

Genes com valores de (JlogFC| > 0, 58496|) foram considerados
na analise de enriquecimento génico e associacdo biologica, realizada na
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plataforma Gene Ontology Enrichment Analysis and visualization tool
(cbl-gorilla.cs.technion.ac.il).

6.1.12. Anélise de goticulas lipidicas e colesterol intracelular

A fim de visualizar o armazenamento de colesterol em goticulas
lipidicas (lipid droplets) as células em monocamada aderente foram
cultivadas em placas de 24 pogos (2 x 10* células/poco) contendo
laminulas tratadas com PDL/laminina onde foram realizados os
tratamentos. As células foram fixadas com PFA 4 % em temperatura
ambiente por 10 min, lavadas com PBS e incubadas com uma solugdo
de LD540 0,1 pg/mL por 15 min a temperature ambiente (Spandl et al.,
2009). Em seguida o ntcleo foi marcado com Hoechst e as laminulas
lavadas com PBS e montadas em meio livre de glicerol (DAKO). As
imagens foram adquiridas em microscdpio confocal de fluorescéncia
Zeiss - Axio Observer.Z1 (Ex = 530 nm).

Além disso, o colesterol intracelular foi quantificado pela
marcacgdo com a sonda de colesterol filipina (Muller et al., 1984). Apos
os tratamentos as células foram lavadas e incubadas com filipina 50
pg/mL por 30 min a 37 °C. As células foram lavadas, as laminas
montadas e as imagens adquiridas em microscopio confocal de
fluorescéncia Zeiss - Axio Observer.Z1 (Ex = 350 nm). A quantificacdo
da fluorescéncia total corrigida de cada célula foi realizada utilizando o
software Image J.

6.1.13. Captacao e transporte intracelular de LDL

As células foram plagueadas em placas de 24 pogos, (2 x 104
células/pogo), contendo laminulas previamente tratadas com
PDL/laminina. ApGs os tratamentos as células foram lavadas 2 vezes
com meio neurobasal a 37 °C e incubadas por 45 min a 37 °C/CO35 %.
O primeiro pulso (60 min antes da fixacdo das células) foi de LDL
marcada com o fluoréforo Bodipy (10 pg/mL). A LDL-Bodipy foi
adicionada a cada pocgo, e apds 10 min os pocos foram lavados 2 vezes
com meio e incubados a 37 °C/CO2 5 % até o segundo pulso de LDL
marcada. A LDL marcada com o fluoréforo Dil (perclorato de 1,1'-
dioctadecil-3,3,3',3'-tetrametilindocarbocianina) foi adicionada (10
pg/mL) aos pogos e apds 10 min os pogos foram lavados 2 vezes com
meio e incubados a 37 °C/CO2 5 % até o fim do tempo requerido (20 ou
5 min antes da fixagdo). No minuto 0 as células foram lavadas com PBS
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gelado e fixadas em PFA 4 % por 10 min a temperatura ambiente. Em
seguida o nicleo foi marcado com Hoechst (Figura 22A) ou procedeu-se
imunocitoquimica para marcadores dos compartimentos intracelulares
envolvidos no transporte da LDL (EEAL, Rab7 e LAMPL; Figura 22B).
Em seguida, as laminulas foram montadas em meio livre de glicerol
(DAKO). As imagens foram adquiridas em microscopio confocal de
fluorescéncia Zeiss - Axio Observer.Z1.

Figura 22. Protocolo experimental dos pulsos de LDL marcada com
fluoréforos
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(A) Pulso com dois fluoréforos (um 60 min e outro 20 min antes da fixacdo ou
60 min e 5 min antes da fixag4o) para avaliacdo de colocalizacdo. (B) Unico
pulso (60 ou 20 min antes da fixacdo), para avaliagdo da distribui¢do da LDL
nos compartimentos celulares de transporte.

6.1.14. Respirometria de alta resolugéo

As células foram plaqueadas em microplacas Seahorse XF96 de
96 pocos (5 x 10° células/pogo), previamente tratadas com
PDL/laminina, onde os tratamentos foram realizados. A fim de analisar
o efeito dos tratamentos sobre a bioenergética celular: fosforilagdo
oxidativa e glicolise, foram realizados dois ensaios com os Kits
analiticos XP Cell Mito Stress Test e XP Glycolisis Stress Test
repectivamente, de acordo com as instru¢des do fabricante. OCR (taxa
de consumo de oxigénio) e ECAR (taxa de acidificacdo do meio
extracelular, indicativo do fluxo de proténs durante a glicdlise) foram
mensuradas em analisador de fluxo extracelular Seahorse XF©96
(Seahorse, Bioscience). Os dados foram normalizados pelo nimero total
de células/poco (coloragdo com Hoechst) e analisados usando Wave2.0
software (Seahorse Bioscience). Cada tratamento representa 8 pogos em
cada experimento, que foi realizado em duas replicatas (passagens
celulares diferentes).
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Teste de estresse mitocondrial: Ao final dos tratamentos, 1 h
antes dos testes, 0 meio de cultura foi substituido pelo meio de ensaio,
XF Base Medium (Seahorse Bioscience), suplementado com 1 mM de
piruvato, 2 mM de glutamina, e 10 mM de glicose e as células foram
ambientadas por 1h em incubadora sem CO; a 37 °C. Este teste
consistiu na modulacdo de alvos da cadeia transportadora de elétrons
(CTE) mitocondrial para a observacdo de pardmetros metabdlicos
(Figura 23). Os compostos oligomicina, FCCP (carbonil cianeto
trifluoro-metoxi fenilhidrazona), e uma mistura de antimicina A e
rotenona foram sucessivamente injetados para medir a produgdo de
ATP, respiracdo maxima, e respiragdo ndo mitocondrial,
respectivamente. O vazamento de prétons (préton leak) e a capacidade
respiratéria de reserva foram calculados a partir destes parametros e da
respiracdo basal. A oligomicina inibe a ATP sintase (complexo V),
portanto uma diminuicdo na OCR ap6s a injecdo de oligomicina se
correlaciona a respiracdo mitocondrial associada a producdo de ATP. O
FCCP é um agente desacoplador que colapsa o gradiente de proétons e
desfaz potencial de membrana mitocondrial. Como resultado o fluxo de
elétrons pela CTE é desinibido e o oxigénio &€ maximamente consumido
pelo complexo V. A OCR estimulada pela injecdo de FCCP é um
indicativo da capacidade respiratéria maxima, traduzida pela diferenca
entre esta respiracdo maxima e a respiracdo basal. A capacidade
respiratoria de reserva é a medida da habilidade da célula em responder
a uma demanda energética aumentada. A terceira injecdo, rotenona +
antimicina A, inibe o complexo | e Ill, respectivamente. Esta
combinacdo anula a respiracdo mitocondrial e permite a estimativa da
respiracdo ndo mitocondrial. As concentracdes dos compostos nos pogos
foram: 1 uM de oligomicina, 1 pM de FCCP e 0,5 uM de rotenona + 1
MM de antimicina A, em 175 pL de volume inicial de reacéo.

Teste de estresse glicolitico: Ao final dos tratamentos, 1 h antes dos
testes, 0 meio de cultura foi substituido pelo meio de ensaio, XF Base
Medium (Seahorse Bioscience), suplementado com 2 mM de glutamina
(sem glicose e sem piruvato) e as células foram ambientadas por 1h em
incubadora sem CO; a 37 °C. Primeiramente a ECAR foi mensurada
com as células neste meio sem glicose e piruvato. A primeira injecéo
consistiu em uma concentragdo saturada de glicose. As células
catabolizam esta glicose a piruvato, ATP, NADH, agua e prétons, pela
via glicolitica (Figura 23). A saida destes prétons causa um rapido
aumento da ECAR. Esta resposta induzida pela injecdo de glicose é a
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taxa de glicdlise basal. A segunda injegdo é de oligomicina, que por
inibir a producdo de ATP mitocondrial desvia a produgdo de energia
para a glicdlise, com consequente aumento na ECAR, esta medida
representa a capacidade glicolitica maxima. A Ultima injecdo é a 2-
deoxiglicose (2-DG), analogo da glicose, que inibe a glic6lise por
ligacdo competitiva & hexoquinase, primeira enzima da via glicolitica. A
diminuicdo na ECAR observada neste momento confirma que a ECAR
observada no experimento é associada a glicolise. A diferenca entre a
capacidade glicolitica e a taxa de glic6lise define a reserva glicolitica. O
valor de ECAR antes da inje¢do de glicose é considerado acidificacdo
ndo associada a glic6lise. As concentragcfes dos compostos nos pogos
foram: 1 mM de glicose, 1 M de oligomicina, e 50 mM de 2-DG, em
175 pL de volume inicial de reacéo.

Figura 23. Protocolo experimental e pardmetros mitocondriais avaliados na
respirometria de alta resolucéo
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Sequéncia de compostos injetados e pardmetros avaliados nos testes de estresse
mitocondrial (A) e glicolitico (C). (B) Complexos da CTE e sitios de inibi¢ao
dos compostos do teste de estresse mitocondrial. (D) Diagrama simplificado da
glicolise e modulagdo pelos compostos do teste de estresse glicolitico.
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6.1.15. Determinacgdo da geracao de espécies reativas

A producéo intracelular de ER foi detectada pela incubagdo com
a sonda CellROX®. Esta sonda nédo é fluorescente no estado reduzido,
no entanto, quando oxidada por ER sua fluorescéncia pode ser
mensurada (Abs/Em: 644/665 nm). As células foram plaqueadas em
placas de 6 pocos (9 x 10* células/pogo), previamente tratadas com
PDL/laminina. Apds os tratamentos as células foram incubadas com
CellROX® (5 pM, em meio de cultura) por 30 min. Apds a incubagéo as
células foram lavadas com PBS, tratadas com Accutase e centrifugadas,
ressuspensas em PBS e sua fluorescéncia mensurada em citbmetro de
fluxo BD FACSCanto Il (BD Biosciences).

6.1.16. Analise estatistica

As analises estatisticas foram feitas utilizando-se uma anélise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste de Tukey; ou teste t de
Student e estdo também descritas nas legendas das respectivas figuras. O
nivel de significAncia adotado para todos os experimentos foi p < 0,05.
Todos os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média
(EPM). Os testes estatisticos foram realizados utilizando o programa
Statistica® ou RStudio e as figuras representativas elaboradas no
programa GraphPad Prism. As andlises estatisticas referentes aos dados
da anélise microarray foram descritas anteriormente. O programa Imaje
J foi utilizado nas contagens de células relativas a marcagdo por
Hoechst.
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6.2. Resultados

Este é o primeiro estudo que avalia aspectos relacionados ao
metabolismo do colesterol em CPNs do hipocampo de camundongos
adultos. Portanto, a primeira andlise in vitro teve como objetivo
identificar se as CPNs obtidas do GD de camundongos C57BL/6 de 8
semanas de idade, de fato, expressam o RNAm de algumas proteinas-
chave da sintese, captagdo ou metabolizagdo do colesterol. Foi
mensurada a expressdo do RNAmM dos seguintes genes codificadores das
respectivas proteinas: HMGCR, que se traduz na enzima HMG-CoA
redutase; FDFT1, esqualeno sintase; LDLR, receptor de LDL, LRP1,
receptor LRP1; CYP46A1, colesterol 24-hidroxilase; e CYP27AL,
esterol 27-hidroxilase.

Como demonstrado na Figura 24A e B houve uma reducdo na
expressdo génica das enzimas de sintese de colesterol, HMG-CoA
redutase e esqualeno sintase, a partir da inducédo da diferenciagdo celular
[F(3, 16) = 79,51, p < 0,001] e [F(3, 16) = 29,06, p < 0,001] a analise
post hoc revelou diferenca significativa na expressdo ja 24 h ap6s a
deplecdo de FTs, em relagdo as células em condig@es proliferativas (p <
0,001). Da mesma forma, o receptor de LDL foi significativamente mais
expresso durante a fase proliferativa [F(3, 16) = 302,3, p <0,001] sendo
que sua expressdo génica sofreu uma reducdo de mais de 90 % em 24 h
de diferenciacdo (p < 0,001; Figura 24C). Por outro lado, os niveis de
RNAmM do receptor LRP1 aumentaram com a diferenciacgéo celular [F(3,
16) = 8,88, p < 0,01], e uma diferenga significativa em relagdo a fase
proliferativa foi observada em 48 h apds a deplecdo de FTs (p < 0,05;
Figura 24D). Os niveis de RNAm das enzimas colesterol 24-hidroxilase
e esterol 27-hidroxilase aumentaram com a diferenciacdo celular [F(3,
16) = 22,87 p < 0,001 ¢ F(3, 16) = 4,34, p < 0,05)]. Uma diferenca
significativa péde ser observada em 24 h de diferenciagdo (p < 0,01 e p
< 0,05, respectivamente; Figura 24E e F). A Figura 24G exibe um
comparitivo entre a expressdo absoluta de RNAm em células
proliferativas vs. amostras de tecido cerebral e hepatico de camundongos
C57BL/6 de 8 semanas de idade. Como esperado, a expressdo das
enzimas de sintese, e dos receptores de captacdo, de colesterol foi maior
no tecido hepatico. E, enquanto a expressdo génica da enzima colesterol
24-hidroxilase predomina no tecido cerebral, a de esterol 27-hidroxilase
foi detectada em maior quantidade em amostra de tecido hepatico. N&o
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foram realizados testes estatisticos (n = 2).

Considerando que as CPNs expressam o LDLr e possuem
minimamente uma maquinaria de metabolismo do colesterol; o préximo
passo foi investigar o efeito dos dois principais fenétipos moleculares e
bioquimicos da HF, a ineficiéncia do LDLr e a exposi¢cdo a niveis
elevados de colesterol, sobre a proliferacdo e sobrevivéncia das CPNs in
vitro (Figura 25). Ap6s 24 h de exposicdo a LDL plasméatica humana
isolada, ndo foi observada redugdo significativa na viabilidade das
células proliferativas [F (4, 10) = 2,27, p = 0,13) ]. No entanto, apds 48
h de tratamento, o ensaio de incorporacdo de BrdU revelou uma reducéo
na proliferacdo celular [F (4, 10) = 29,94, p < 0,001) ], evidenciada por
um namero significativamente menor de células BrdU positivas a partir
da concentracdo de 50 pg/mL, quando comparadas as células controle
tratadas com veiculo (p < 0,01, post hoc de Duncan; Figura 25B e C).
Por outro lado, o 27-hidroxicolesterol ndo afetou a capacidade
proliferativa das células [F (3, 4) = 1,89, p = 0,27)], mas foi citotéxico
no ensaio da resazurina [F (3, 8) = 14,19, p < 0,01) ], diminuindo a
viabilidade celular a partir da concentracdo de 5 uM (p < 0,05; Figura
25D-F).

A fim de mimetizar a ineficiéncia na fungéo do LDLr observada
em portadores de HF e no modelo de camundongos LDLr-, a expressdo
do gene LDLR foi reduzida pela transfeccdo de um siRNA. Ap6s 48 h de
transfeccdo houve uma reducdo significativa de cerca de 70% nos niveis
de RNA do LDLr (t = 20,79, df = 4, p < 0,001; Figura 25G). A
diminuicdo da expressdo génica do LDLr ndo afetou a viabilidade
celular das células proliferativas [F (2, 6) = 1,03, p = 0,41)]. No entanto,
houve um efeito significativo na capacidade proliferativa, (t = 17,29, df
=4, p<0,001; Figura 251 e J).
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Figura 24. Expressio génica de proteinas relacionadas ao metabolismo do
colesterol
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Os valores estao expressos em média + erro padrao da média (n=5 para A-F e
n=2 para G). Os resultados foram normalizados pelos niveis de RNAm de TBP
e estdo expressos como expressao relativa 224 ou expressio absoluta ACt. Os
resultados deste experimento (A-F) foram analisados por ANOVA de uma via
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seguido de analise post hoc de Tukey. *p < 0,05; ** p < 0,01 e ***p < 0,001 vs.
células em condicoes proliferativas, tempo =0 h.

Figura 25. Efeito do tratamento in vitro com LDL, 27-OH e do
silenciamento da expressdo do LDLr sobre a viabilidade e proliferacéo de
CPNs
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(A, D e H) Vlablhdade celular, ensaio da resazurina 24 h apods os tratamentos.
(B, E e I) quantificagdo das células BrdU positivas, incorporagdo 48h apds os
tratamentos. (C, F e J) Imagens representativas da imunomarcacdo de BrdU
(vermelho) e marcag@o nuclear por Hoechst (azul), barra de escala 50 pm. Os
valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (n = 2-4). Os
resultados foram analisados por ANOVA de uma via seguido de andlise post
hoc de Tukey ou teste t. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 vs. células
controle.

Visto que o tratamento com LDL e o silenciamento génico do
LDLr reduziram a proliferacdo celular, em seguida foi avaliado se estas
abordagens alteram as fases do ciclo celular e sua duracdo. Para o ensaio
de incorporagdo do EdU ap6s o tratamento com LDL, a analise de
ANOVA de uma via ndo revelou alteracdo significativa na proporcéao de
células na fase G1/Go [F (4, 10) = 3,08, p = 0,07]. No entanto, a LDL
induziu uma reducdo na proporcdo de células nas fases S e G2/M do



112

ciclo celular [F (4, 10) = 6,30, p <0,01] e [F (4, 10) = 6,44, p < 0,01],
respectivamente. A analise post hoc mostrou que a LDL na
concentracgdo de 100 pg/mL diminuiu significativamente a percentagem
de células em diviséo, enquanto apenas na concentracdo de 200 pg/mL
foi observado um aumento em Go/M (p < 0,05 e p <0,01; Figura 26A).
O ensaio de extingdo do CFSE confirmou o efeito da LDL em reduzir a
proliferacdo celular, visto que as células mantiveram uma maior
fluorescéncia ao final do periodo de tratamento, ou seja, foi gerado um
menor ndmero de células-filhas (t = 6,14, df=4, p < 0,01; Figura 26E). O
silenciamento do LDLr também reduziu a proporcéo de células na fase S
e aumentou na fase Go/M (t = 4,12, df=4, p < 0,05 et = 27,94, df=4, p <
0,001; Figura 26C), sem alterar a proporcdo de células em G1/Go (t =
0,74, df=4, p = 0,5). Corroborando este resultado, a extingdo da
fluorescéncia de CFSE também foi menor nas células tratadas com
LDLr siRNA (t = 5,98, df=4, p < 0,01; Figura 26G).

Na sequéncia, as células isoladas do GD de camundongos foram
cultivadas na presenca de LDL (25- 200 ug/mL), em meio de cultivo
para formacdo de neuroesferas. Assim como nas células em
monocamada aderente, a capacidade proliferativa das CPNs foi alterada
pelo tratamento com LDL, resultando em um menor ntmero de
neuroesferas [F (4, 15) = 6,44, p < 0,01]. Apds 12 dias de incubagio o
nimero de neuroesferas foi significativamente menor na presenga de
LDL (p < 0,01; Figura 27A). Apo6s quantificadas, as neuroesferas foram
cultivadas por 7 sete dias adicionais em condigdes de indugdo de
diferenciacdo celular, ou seja, sem a presenca de FTs. A marcagdo
imunocitoquimica mostrou que a LDL reduziu a diferenciacdo das CPNs
para a linhagem neuronal, conforme evidenciado pelo menor niimero de
células positivas para o marcador neuronal BIII- tubulina (Figura 27C;
analise de regressdo linear t = -3.57, df = 8§, p < 0,01, r = -0,78). Além
disso, ¢ possivel observar uma alteracdo na morfologia das células
GFAP-positivas com o aumento da concentracdo de LDL.
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Figura 26. Efeito do tratamento in vitro com LDL e do silenciamento da
expressdo do LDLr sobre o ciclo celular e a proliferacdo de CPNs
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(A-D) Ensaio de incorporagdo do EAU 48h ap6s os tratamentos com LDL (25,
50, 100 e 200 pg/mL) e LDLr siRNA. (E-H) Ensaio de extin¢do da
fluorescéncia de CFSE (LDL 100 pg/mL e LDLr siRNA). (B e D) Imagens
representativas da separagdo das células de acordo com as fases do ciclo celular
em citdometro de fluxo. (F e H) Imagens representativas da quantificacdo de

fluorescéncia de CFSE por citometria de fluxo.

Os valores estdo expressos em

média + erro padrdo da média (n = 3). Os resultados foram analisados por
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ANOVA de uma via seguido de analise post hoc de Tukey ou teste t. *p < 0,05,
**p < 0,01 e ***p <0,001 vs. células controle.

Figura 27. Efeito da incubacéo de CPNs com LDL na formacéo de
neuroesferas e sua diferenciacéo
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(A) Quantificagdo do numero de neuroesferas apos 12 dias de incubagdo com
LDL, em condigdes proliferativas. (B) Imagens representativas da
imunomarcag¢do para BIlI-tubulina (vermelho), GFAP (verde) e Hoeschst (azul)
apos 7 dias de incubagdo das neuroesferas em condigdes de diferenciagao, barra
de escala 20 um. (C) Quantificagdo do nimero de células positivas para BIII-
tubulina em relagdo ao nimero total de células marcadas com Hoeschst. n = 2-4.
(A) Os resultados foram analisados por ANOVA de uma via seguido de analise
post hoc de Tukey e (C) regressdo linear. **p < 0,01 e vs. células controle
tratadas com salina. Os valores foram transformados para fins de normalizagéo
dos dados.
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Com o objetivo de elucidar os mecanismos relacionados aos
efeitos do tratamento com LDL e LDLr SiRNA, as CPNs em
monocamada foram incubadas com LD540, sonda que marca goticulas
lipidicas, principal componente celular de armazenamento de colesterol
intracelular. Neste ensaio, a presenca de goticulas lipidicas somente
pode ser observada nas células tratadas com LDL (100 ug/mL). Estas
goticulas lipidicas foram observadas mesmo quando as células foram
fixadas 1 h ap6s a remocdo do meio contendo a LDL, sugerindo o
colesterol ndo estda armazenado em vesiculas transitorias, como
endossomos e lisossomos (Figura 28A). A incubagdo com a sonda
filipina confirma o aumento de colesterol intracelular nas células
tratadas com LDL (25-200 pg/mL; Figura 29). Nas células transfectadas
com LDLr siRNA ou com a sequéncia controle, ndo foram observadas
goticulas lipidicas (Figura 28B).

Figura 28. Marcacdo de goticulas lipidicas com a sonda fluorescente LD540
A

Controle

- Controle LDLr sIRNA

(A) Células tratadas com salina (controle) e LDL (100 pg/mL) fixadas
imediatamente (Controle e LDL) ou 1 h apds a retirada do tratamento (LDL + 1
h). (B) Células tratadas com siRNA controle ou LDLr siRNA. Barra de escala
20 pm.
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Figura 29. Deteccdo de colesterol intracelular com a sonda fluorescente
filipina
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(A) Imagens representativas das células tratadas com salina (controle) e LDL
(25-100 pg/mL) fixadas e incubadas com filipina. Barra de escala 50 pm.

Sabendo da regulagdo exercida pelo colesterol sobre a expressdo
das proteinas relacionadas ao seu metabolismo, ap6s os tratamentos com
LDL (100 pg/mL) e LDLr siRNA, foram mensurados os niveis de
RNAm de HMGCR, FDTF1, LDLR, LRP1, CYP46A1 e CYP27Al nas
CPNs em monocamada. Como pode ser observado na Figura 30, a
expressdo génica da HMG-CoA redutase foi reduzida pelo tratamento
com LDL (100 pg/mL) (t = 9,38, df =4, p <0,01), e pelo silenciamento
do LDLR (t = 4,72, df = 4, p <0,01), da mesma forma, os tratamentos
também reduziram os niveis de RNAm da esqualeno sintase (t = 17,43,
df = 4, p < 0,001; t = 8,10, df = 4, p < 0,01). Como esperado, a
expressdo do LDLR foi reduzida pelo LDLr SiRNA (t =7,45,df=4,p <
0,01), mas também sofreu reducdo pelo tratamento com LDL (t = 11,80,
df = 4, p <0,001); enquanto o RNAm do LRP1 foi reduzido pelo LDLr
SiRNA (t = 4,50, df = 4, p > 0,05), ndo houve alteraco pelo tratamento
com LDL (t = 0,60, df = 4, p = 0,58). Os niveis de RNAm da enzima
colesterol 24-hidroxilase ndo foram alterados pelo tratamento com LDL
(t=0,72, df =4, p = 0,51) ou LDLr siRNA (t = 2,26, df = 4, p = 0,09).
Da mesma forma ndo houve diferengas significativas na expressdo
génica da enzima esterol 27-hidroxilase (t = 1,83, df =4, p =0,14; t =
0,18,df=4,p=0, 87).

Além da expressdo de genes relacionados ao metabolismo do
colesterol, uma analise global do transcriptoma foi realizada por
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microarray. Apos os tratamentos com LDL ou LDLr siRNa foi avaliada
a expressdo génica diferencial em relagdo aos tratamentos controle, das
CPNs, a partir de laminas contendo 60000 sequéncias do genoma
murino.

O tratamento com LDL 100 pg/mL resultou na expressdo
diferencial de 31 genes, sendo que, com base em um valor de |logFC| >
0, 58496 como cut-off, 8 genes tiveram sua expressdo aumentada
(Apéndice C) e 23 foram reduzidos (Apéndice A). O silenciamento do
LDLR alterou a expressdo de 1975 genes, dos quais 414 foram
considerados aumentados (Apéndice G) e 739 reduzidos (Apéndice E),
em relagdo ao grupo transfectado com siRNA controle.

A analise de enriquecimento génico e associagdo biolégica foi
realizada separadamente para genes que foram aumentados ou reduzidos
por cada tratamento. Os genes que tiverem expressao aumentada apos o
tratamento com LDL estdo associados a apenas um termo (Apéndice B),
porém sem significancia estatitica. Os genes que foram regulados
negativamente foram associados a 79 termos (Apéndice D), dos quais
destacam-se: “biossintese de colesterol”, “metabolismo de esterdis” e
“regulag¢do do metabolismo de esterdis”.

Os genes com expressao significativamente aumentada pelo
silenciamento génico do LDLr foram associados a 31 termos, mas sem
valor estatistico significativo (Apéndice F). Os genes regulados
negativamente foram associados a 103 termos significativos (Apéndice
H), por exemplo “transporte”, “regulagao de sinaliza¢do”, “regulacao de
transporte”.

A capacidade das CPNs de internalizar e transportar LDL apds o0s
tratamentos (LDL 100 pg/mL e LDLr SsiRNA), foi avaliada
qualitativamente por meio da internalizacdo de particulas de LDL
marcadas com fluoréforos. Apds os tratamentos as células receberam
um pulso de LDL marcada com a sonda fluorescente Bodipy e cerca de
30 ou 45 min apés, outro pulso com LDL marcada com a sonda Dil (60
min, para LDL-Bodipy, e 20 ou 5 min, para LDL-Dil, antes da fixacdo
das células). A Figura 31 demonstra que os tratamentos néo alteraram a
captacédo e internalizacdo da LDL marcada e ndo houve colocalizagdo
entre as sondas, indicando sua localizagdo em diferentes
compartimentos celulares.
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Figura 30. Expressao génica de proteinas relacionadas ao metabolismo do
colesterol apds o tratamento com LDL e do silenciamento génico do LDLr
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Os valores estdo expressos em média + erro padrao da média (n = 3). Os
resultados foram normalizados pelos niveis de RNAm de TBP e estdo expressos
como expressio relativa 24 Os resultados deste experimento foram
analisados por teste t. *p < 0,05; ** p < 0,01 e ***p < 0,001 vs. células controle
tratadas com salina ou siRNA controle.
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Figura 31. Internalizagio de LDL marcada com fluordforos
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(A) Células tratadas com salina ou LDL (100 pg/mL) receberam um primeiro
pulso de LDL-Bodipy (verde) 60 min antes da fixagdo, e um segundo pulso, de
LDL-Dil (laranja), 20 ou 5 min antes da fixagdo. (B) Células tratadas com
siRNA controle ou LDLr siRNA receberam os mesmos pulsos de LDL
marcada. Barra de escala 20 pm.

A distribuicdo da LDL marcada, entre 0os compartimentos
intracelulares e a morfologia destas organelas, foi avaliada pela
imunomarcacdo das proteinas EAALl, Rab7 e LAMP1, que
correspondem a endossomos primarios, secundarios e lisossomos,
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respectivamente. Apds os tratamentos (LDL 100 pg/mL e LDLr
siRNA), ndo houve alteracdo evidente na organizagdo intracelular dos
compartimentos de transporte ou da dinamica de distribuicdo de LDL
marcada (pulsos de 60 ou 20 min) (Figura 32 e 33).

Figura 32. Efeito do tratamento com LDL na internalizago e transporte
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Imunomarcagdo de compartimentos de transporte intracelular associado a pulsos
de LDL marcada (60 ou 20 min) apds o tratamento com LDL (100 pg/mL).
EEAI- endossomos primarios; Rab7 - endossomos secundarios; LAMP1 —
lisossomos. Barra de escala 20 pm.
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Figura 33. Efeito do silenciamento do LDLr na internalizagdo e transporte
[ Rab7 |

intracelular de LDL
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Imunomarcag@o para compartimentos de transporte intracelular associado a
pulsos de LDL marcada (60 ou 20 min) apds o tratamento com LDLr siRNA.
EEAI1- endossomos primarios; Rab7 - endossomos secundarios; LAMP1 —
lisossomos. Barra de escala 20 pm.

Controle

[ Controle LDLR siRNA

LDLR siRNA

O metabolismo energético das CPNs também foi avaliado apos os
tratamentos com LDL e LDLr siRNA. Apo6s 48 h na presenca de LDL
(100 pg/mL), as células foram submetidas ao teste de estresse
mitocondrial e teste de estresse glicolitico, que avaliam a taxa de
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consumo de oxigénio (OCR) relacionada & fosforilagcdo oxidativa, e a
taxa de acidificagdo do meio extracelular (ECAR) relacionada a
glicélise (Figura 34). O tratamento com LDL, quando comparado as
células tratadas com salina, ndo alterou significativamente os valores
absolutos de OCR basal, maxima, de reserva, ndo mitocondrial, préton
leak, producdo de ATP e acoplamento da CTE (t = 3,2, p=0,08; t =
2,7,p=0,11;t=25,p=0,13;t=054p=0,64;t=0,50p = 0,66; t =
2,45, p=0,13; t = 1,16, p = 0,36; df = 2, respectivamente; Figura 34C,
D e E). No teste de estresse glicolitico também ndo houve alteracdo na
ECAR relacionada a glicolise, a capacidade glicolitica, de reserva ou
ndo glicolitica (t = 0,68, p = 0,56; t = 0,62, p = 0,60; t = 0,35, p = 0,75;
t = 0,10, p = 0,93; df = 2, respectivamente; Figura 34F). No entanto,
quando se calcula a capacidade de reserva relativa, ou seja, a
percetangem de aumento da OCR méaxima em relacdo a OCR basal em
resposta ao estresse induzido pela injecdo de FCCP [ (OCR maxima/
OCR basal) *100], observou-se que a LDL induziu um aumento (t =
4,56, p < 0,05, df = 2; Figura 33G). A producdo de ATP, vinculada a
fosforilacdo oxidativa e a glicolise nao foi alterada (t = 0,61, p = 0,61; t
= 1,84, p =0,21; df = 2; Figura 34H).

A resposta ao silenciamento génico do LDLr ao teste de estresse
mitocondrial e ao teste de estresse glicolitico estd representada na Figura
34. O ftratamento com siRNA, quando comparado as células
transfectadas com siRNA controle, ndo alterou significativamente os
valores absolutos de OCR basal, maxima, de reserva, ndo mitocondrial,
préton leak, producdo de ATP e acoplamento da CTE (t = 3,82, p =
0,06;t=1,87,p=0,20;t =3,24,p=0,08;t=0,38, p=0,73; t = 0,05, p
=0,96;t=1,26, p=0,33; t = 1,16, p = 0,36; df = 2; respectivamente;
Figura 35C, D e E). No entanto o tratamento com LDLr siRNA induziu
um aumento na OCR relacionada a capacidade de reserva relativa (t =
5,05, p < 0,05, df = 2; Figura 35G). No teste de estresse glicolitico
também ndo houve alteracdo na ECAR relacionada a glicolise, a
capacidade glicolitica, de reserva ou néo glicolitica (t = 1,81, p = 0,21; t
=160, p=0251t=173 p =022t =066, p=0,58; df = 2;
respectivamente; Figura 35F). A producdo de ATP, vinculada a
fosforilacdo oxidativa e a glicdlise ndo foi alterada (t = 1,26, p = 0,33; t
=0,61, p=0,61; df = 2; Figura 35H).
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Figura 34. Respirometria de alta resolucao ap6s o tratamento com LDL
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(A, C, E, F e G) Teste de estresse mitocondrial. (B ¢ D) Teste de estresse
glicolitico. (H) Produgdo de ATP associada a cada uma das vias metabdlicas. Os
valores estdo expressos em média + erro padrao da média (n = 2). Os resultados
deste experimento foram analisados por teste t. *p < 0,05 ¢ ** p < 0,01 vs.
células controle tratadas com salina.
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Figura 35. Respirometria de alta resolucéo ap6s o tratamento com LDLr
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(A, C, E, F e G) Teste de estresse mitocondrial. (B e D) Teste de estresse
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tratadas com siRNA controle.
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A producdo de ER foi mensurada nas células tratadas com LDL
(100 pg/mL). No entanto, ndo foi observada diferencga nos niveis de ER
apos 48h de exposicdo a LDL (t = 1,47, p = 0,22, df = 4; Figura 36).

Figura 36. Andlise da geracao de espécies reativas ap0s o tratamento com
LDL
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(A) Unidades relativas de fluorescéncia (URF) de Cell Rox (% em relagao ao
controle, células tratadas com salina). (B) Representag@o da area sob a curva da
fluorescéncia de Cell Rox mensurada em citdmetro de fluxo. Os valores estdo
expressos em média + erro padrio da média (n = 3). Os resultados deste
experimento foram analisados por teste t.
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6.3. Discussao

O nicho de células precursoras da SGZ do GD, presente no
hipocampo da maioria dos mamiferos adultos, produz neur6nios e
astrécitos durante toda a vida adulta destes individuos. Os estagios de
proliferacdo e diferenciacdo destas células podem ser regulados por
diversos fatores extrinsecos e intrinsecos (Kempermann et al., 2004;
Overall et al., 2012). Como apresentado no capitulo Il desta tese, os
camundongos LDLr”-, modelo murino de hipercolesterolemia familiar,
apresentaram reducdo na proliferacdo e diferenciacdo neuronal das
CPNs do GD aos 3 meses de idade.

Previamente, Mulder e colaboradores (2007) sugeriram que, nos
camundongos LDLr”, uma reducdo na captacdo de colesterol por
neurdnios e a modulacdo de vias de sinalizacdo celulares reguladas pelo
LDLr podem ser fatores determinantes na perda sinaptica e reducéo da
proliferacdo de CPNs destes animais. Outro fator, a hipercolesterolemia,
também pode ter um efeito sobre este processo, visto que os nichos
neurogénicos no cérebro adulto sdo regides altamente vascularizadas
(Palmer et al., 2000). Nosso grupo demonstrou recentemente que 0s
camundongos LDLr” apresentam permeabilidade aumentada da BHE
(de Oliveira et al., 2014), o que pode implicar na entrada de particulas
de LDL plasmaticas no SNC (Hui et al., 2012; Loffler et al., 2013).
Desta forma este capitulo foi desenhado experimentalmente com o
objetivo de dissecar, por meio de um estudo in vitro, a contribuicdo
destes fatores: LDLr e LDL plasmatica, além do metabdlito do
colesterol 27-OH; sobre a proliferagdo e diferenciacdo de células
proliferativas do GD isoladas de camundongos C57BL/6 adultos.

Primeiramente, foi caracterizado o perfil de expressdo génica de
proteinas relacionadas ao metabolismo do colesterol nas fases de
proliferacdo e diferenciacdo das CPNs. De maneira geral, esta anélise
revelou que as enzimas de sintese de colesterol, HMG-CoA redutase e
esqualeno sintase estavam presentes na fase de célula progenitora e sua
expressdo foi reduzida no decorrer da diferenciacdo. O mesmo ocorreu
com o LDLr, cuja expressdo foi drasticamente reduzida com a
diferenciacéo celular. Por outro lado, o receptor LRP1 teve maiores
niveis de RNAm a partir da diferencia¢do, assim como as enzimas que
degradam o colesterol. Conjuntamente, estes dados sugerem que a
demanda de colesterol, seja pela sintese enddégena ou captacdo
extracelular, assim como a demanda do LDLr, parecem ser maiores na
fase proliferativa destas células.
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Confirmando a importancia do LDLr no potencial de auto-
renovacgao das CPNs, a estratégia de silenciamento da expressao génica
do LDLr, resultou na reducdo da capacidade proliferativa das CPNs em
monocamada. Como evidenciado pelo ensaio da resazurina esta redugdo
ndo esta associada a morte de células progenitoras. A andlise do ciclo
celular mostrou uma menor propor¢do de células na fase S, e aumento
do nimero de células em G2/M. Nas células eucariotas a fase S é o
periodo de replicacdo do DNA. G2 é um periodo intermediario entre a
fase S e a mitose (M); onde a célula continua a aumentar em tamanho e
sintetizar proteinas. Ao final de G2 h& um ponto de checagem que
determina se as células irdo prosseguir para M e dividir (Taupin, 2006;
Vermeulen et al., 2003). Esta progressdo do ciclo celular é finamente
dirigida por proteinas ciclinas e cinases dependentes de ciclinas (Cdks)
(Satyanarayana and Kaldis, 2009). Excluida a hipétese de morte celular,
a menor proporcdo de células na fase S observada apos a transfeccdo
com siRNA, pode significar: i) menor nimero de divisdes e diminui¢cdo
da reserva de células progenitoras; ii) progressao antecipada para a saida
do ciclo celular e diferenciacdo (GO) ou ainda, iii) regressdo para estado
de quiescéncia (G1), no caso do GD, células tipo 1 ou glia radial
(Overall et al., 2016). No ensaio do EdU ndo houve alteracdo da
propor¢do de células em G1/GO e a andlise da extinsdo de CFSE,
demonstrou que as células tratadas com siRNA sofrem um menor
numero de divisdes gerando menor nimero de células filhas, portanto
retendo uma maior fluorescéncia da sonda. Este resultado, associado a
observacao de que a expressdo génica do LDLr é predominante na fase
de proliferacdo celular, sugere que o LDLr pode estar relacionado com a
manutencdo da reserva de células progenitoras. Corroborando esta
hipbtese, previamente nosso grupo demonstrou que o exercicio fisico,
que modula a fase de expansdo celular, principalmente células tipo 2
(Van Praag et al, 1999), reverteu déficits de memodria espacial
hipocampo-dependente nos camundongos LDLr”-. Por outro lado, o
enriquecimento ambiental, que aumenta a sobrevivéncia de novos
neurénios sem afetar a proliferacdo (Dobrossy et al., 2003; Gould et al.,
1999b), ndo foi eficiente em melhorar o desempenho cognitivo neste
animais (Moreira et al., 2013).

Alguns estudos demonstram o papel de receptores da familia do
LDLr em nichos neurogénicos adultos. A supressdo do LRP2 no nicho
neurogénico dos ventriculos laterais de camundongos, através de
manipulacao genética, resulta na diminuig¢@o da capacidade proliferativa
das CPNs (Gajera et al., 2010). Outro estudo demonstrou o
envolvimento do LRP1 na diferenciacdo destes progenitores em
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oligodendrocitos (Hennen et al., 2013). Além disso, Gan e
colaboradores, demonstraram que estas CPNs secretam apoE; e que 0
receptor de apoE medeia a ativagdo de vias de sobrevivéncia nestas
células e também sua diferenciacdo em oligodendrocitos (Gan et al.,
2011). Por outro lado, o LRP6 foi identificado recentemente como
regulador negativo da proliferagio de CPNs isoladas da SGZ
hipocampal de camundongos (Kannan et al., 2016).

Comparados a outras regides do cérebro, os nichos neurogénicos
sdo caracterizados por uma alta densidade vascular, e frequentemente,
interacdo com o fluido cérebro espinhal (Palmer et al., 2000; Stolp and
MolnAijr, 2015). Desta forma, ainda existem muitas especulacdes sobre
quao significativa é a regulacdo exercida por moléculas periféricas sobre
as propriedades proliferativas destes nichos. O estudo de Fryer e
colaboradores (2005) observou niveis de apoE 50% maiores no fluido
cérebro espinhal e no tecido cortical cerebral de camundongos LDLr,
em comparacdo aos controles LDLr**. Até o momento, nenhum estudo
avaliou a presenca da apoB100, apoliproteina constituinte da LDL
plasmatica, no cérebro de camundongos LDLr”, no entanto sua
presenca foi evidenciada no cérebro de outros modelos animais de
hipercolesterolemia (Chen et al., 2010; Loffler et al., 2013). A
permeabilidade aumentada da BHE nos camundongos LDLr” (de
Oliveira et al., 2014) favorece a hipdtese de que, além do LDLr, a
entrada de LDL no SNC pode ser um dos fatores influenciadores da
neurogénese adulta nestes animais.

O tratamento com LDL isolada do plasma humano reduziu a
proliferacdo celular das células em monocamada apés 48 h de
tratamento, e este efeito ndo foi associado a uma reducdo na viabilidade
das células progenitoras. A reducdo na proliferacdo foi caracterizada
por uma menor proporc¢do de células na fase S e aumento da proporcao
de células em G2/M. Embora a andlise de variancia ndo tenha
evidenciado uma diferenca estatistica em G1/GO, quando comparadas
somente as células controle com células tratadas com LDL 100 pg/mL
(teste t), por exemplo, observa-se um aumento em G1/GO. Portanto, €
possivel que além da diminuicdo da reserva de progenitores, a LDL
tenha induzido a transicao destas células para o estado de quiescéncia ou
mesmo, tenha impedido a saida de células do estado quiescente. Quando
estimuladas, células quiescentes podem voltar para as fases ativas do
ciclo celular (células tipo 2) (Encinas et al., 2011).

Diferentemente da LDL, os oxiester6is derivados do metabolismo
do colesterol produzidos tanto perifericamente quanto no SNC, séo
capazes de atravessar a BHE (Bjorkhem, 2002; Dietschy and Turley,
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2001). O 27-OH, particularmente, cujos niveis séricos estdo aumentados
em individuos com hipercolesterolemia (Babiker et al., 2005), é
apontado como potencial oxisterol neurotéxico (Prasanthi et al., 2009;
Wang et al.,, 2016a) e estd associado com o desenvolvimento de
comprometimento cognitivo e doenga de Alzheimer (Liu et al., 2016;
Wang et al., 2016b). No presente estudo, o 27-OH foi avaliado como
potencial molécula envolvida no efeito da HF na neurogénese
hipocampal adulta. No entanto, apesar de ter induzido citotoxicidade,
reduzindo a viabilidade celular apés 24 h, o 27-OH nédo alterou a
proliferacdo celular de CPNs em 48 h de tratamento.

Corroborando o resultado observado com células em
monocamada, a LDL reduziu a expansdo proliferativa das células
precursoras, quando cultivadas em condi¢cBes de formagdo de
neuroesferas. Enquanto as células em monocamada representam uma
populacdo homogénea com maior controle das respostas celulares, as
neuroesferas compreeendem uma populagdo mais heterogénea de
células precursoras, visto que pode ocorrer certo grau de diferenciacdo
celular no interior das esferas, 0 que permite preservar parcialmente as
influéncias paracrinas de diferentes tipos celulares presentes no nicho
neurogénico in vivo (Babu et al., 2007). Além da reducdo na expansdo
clonal das esferas, o tratamento com LDL alterou seu potencial
neurogénico (menor nimero de células diferenciadas em RI11-tubulina-
positivas). Este é o primeiro estudo que avalia o efeito da LDL sobre
progenitores neuronais in vitro. No entanto, seu efeito em cultivo
primario de neurénios corticais foi avaliado por Hui e colaboradores
(2012) que demonstraram que o tratamento com LDL plasmatica
desencadeou um acumulo de colesterol em endo e lisossomos, 0 que
modificou o pH endossomal levando a uma maior internalizagdo e
degradagéo da proteina sinaptica sinaptofisina.

O sistema endocitico das células eucariotas compreende uma
complexa rede de compartimentos membranares, onde cada um
desempenha uma funcdo especifica na selecdo, distribuicdo e
catabolismo de moléculas internalizadas (Conner e Schmid, 2003). Apos
internalizado em endossomos primarios o LDLr por exemplo, é
reciclado, retornando & membrana em endossomos de reciclagem,
enquanto a LDL, que é destinada a degradagdo, é transferida aos
endossomos secundarios e entdo aos lisossomos (Rink et al., 2005). Nos
endossomos secundérios os ésteres de colesterol sdo liberados e
desesterificados. Este colesterol livre é exportado ao RE ou outros
compartimentos celulares (Brown e Goldstein, 2009). No RE o



130

colesterol pode ser esterificado novamente e estocado com
triacilglicerdis em goticulas lipidicas (Pol et al., 2014).

No presente estudo, o tratamento com LDL aumentou o
armazenamento do colesterol, nas CPNs em monocamada. Apds 48 h de
tratamento, foi observada a presenga de inUmeras goticulas lipidicas,
gue ndo estavam presentes nas células tratadas com salina. Além disso,
foi descartada a possibilidade destas goticulas estarem em um estado
transitério, como por exemplo, endossomos de reciclagem, visto que
mesmo ap6s uma hora em meio sem LDL as células ainda apresentaram
estas goticulas. O acumulo de goticulas lipidicas em células gliais, foi
recentemente apontado como processo inicial e transitério no
desenvolvimento de neurodegeneracdo (Liu et al., 2015). Outro recente
estudo caracterizou a presenca destes compartimentos lipidicos em
processos neuroinflamatérios associados com o envelhecimento em
diferentes areas cerebrais de camundongos (Shimabukuro et al., 2016).
As goticulas lipidicas ja foram inclusive descritas no GD, ndo em
quantidade tdo significativa quanto no nicho neurogénico dos
ventriculos laterais, mas isto pode significar um fator determinante nos
modelos animais de hipercolesterolemia com disfuncdo da barreira
hematoencefalica.

Né&o se pode comprovar que o colesterol das goticulas lipidicas ¢,
de fato, proveniente do tratamento com LDL, mas considerando que o
tratamento reduziu os niveis do RNAmM das proteinas de sintese de
colesterol, é pouco provavel que este conteldo seja proveniente de
sintese de novo. Aliés, tanto a reducdo na expressdo destas enzimas
quanto do RNAm do LDLr observada apds o tratamento com LDL séo
certamente consequéncia da regulacdo pelo fator de transcricdo SREBP1
(ou SREBF1), que conforme a andalise de microarray demonstrou, teve
sua expressdo relativa reduzida. Além da regulacdo transcricional do
metabolismo do colesterol, o SREBP1 parece ter relagdo com a
progressdo do ciclo celular. Um estudo prévio, utilizando diferentes
tipos celulares, reportou que este fator estd hiperfosforilado durante a
mitose, induzindo a expressdo de diversos dos seus genes alvo
(Bengoechea-Alonso et al., 2005). Posteriormente, 0 mesmo grupo
propds uma ligacdo entre o metabolismo de colesterol e a proliferagao
celular, quando demostrou o envolvimento da Cdkl nas modificagdes
destes residuos durante a mitose (Bengoechea-Alonso e Ericsson, 2006)
e que a inativacdo de SREBP1 resulta em defeitos na divisdo celular
(Bengoechea-Alonso e Ericsson, 2016). Vale ressaltar que no presente
estudo, dos 23 genes que foram significativamente inibidos pelo
tratamento com LDL, 22 estdo relacionados ao metabolismo do
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colesterol, respondendo em sua maioria a este fator de transcri¢do
(Brown e Goldstein, 1997). Por outro lado, 0 LRP1 cuja expressdo ndo
sofre regulacéo pelo SREBP1 (Gaéta et al., 1994; Kiitt et al., 1989), ndo
foi alterado pelo tratamento com LDL.

Ja o LDLr siRNA, além de reduzir a expressdo génica das
enzimas de sintese de colesterol, curiosamente também reduziu os niveis
de RNAm do LRP1. Podemos especular que a diminui¢do na expressdo
de ambos os receptores ligantes da apoE no SNC, LDLr e LRP1, pode
resultar na ineficiéncia da sinalizacdo desempenhada por esta
lipoproteina na plasticidade neuronal. Dentre alguns estudos que
suportam esta idéia, vale ressaltar a recente publicacdo de Safina e
colaboradores (2016), a qual reportou que células progenitoras
neuronais embrionarias que tiveram e expressdo do LRP1 silenciada
apresentaram reducdo na proliferacéo e diferenciacdo a neur6nios. Além
disso, enquanto células controle estimuladas com apoE aumentaram sua
diferenciacdo, as células LRP17- ndo responderam ao estimulo. Ainda,
este efeito da apoE foi mediado por sinalizacdo via MAPK/Akt que foi
independente da captacdo de colesterol. Particularmente com relagéo as
células progenitoras do GD, o estudo de Yang e colaboradores
descreveu a expressdo de apoE especificamente nas células tipo | do GD
em camundongos C57BL/6, e que esta expressdo aumenta a partir do
desenvolvimento pos-natal até a idade adulta. Ainda, os autores
observaram que camundongos apoE - adultos apresentam menor ndimero
de células proliferativas quando comparados aos controles selvagens,
sugerindo, portanto, que a apoE, ou seus receptores alvo, medeia a
manutencdo da reserva de células progenitoras do GD na idade adulta
(Yang et al., 2011). Além deste papel na proliferagdo de células
precursoras embrionarias e adultas, a apoE apresenta notério efeito
sobre a plasticidade de neurdnios hipocampais, especificamente por
aumentar o nimero de dendritos neuronais (Nakato et al., 2015).

Apesar da recorréncia dos termos ontoldgicos relacionados ao
trafego intracelular de LDL ou transporte endossomal, resultantes da
anadlise de microarray para o tratamento com LDLr siRNA, a
capacidade de internalizacdo de LDL ndo foi afetada, visto que néo
houve alteracdo na internalizacdo da LDL marcada com fluoréforos.
Além disso, a dindmica de distribuicdo desta LDL para os diferentes
compartimentos intracelulares também parece inalterada, uma vez que
os dois pulsos de LDL, separados temporalmente, apresentaram
diferente localizacdo nas imagens de microscopia de fluorescéncia. No
estudo de Hui e colaboradores (2012) o tratamento de cultivos primarios
de neurdnios corticais com LDL alterou a distribuicdo celular de
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endossomos, e aumentou a colocalizacdo destes com a proteina
sinaptofisina. No presente estudo, tanto o tratamento com LDL, quanto
o silenciamento génico do LDLr, ndo alteraram a organizacao celular de
endossomos primarios, secundarios ou lisossomos.

Estudos prévios demonstraram que o tratamento in vitro com
LDL, particularmente suas formas modificadas como a LDL oxidada e
glicada, induzem disfuncdo mitocondrial e comprometem a
bioenergética de células endoteliais de aorta (Hort et al., 2014; Roy
Chowdhury et al., 2010). No referido estudo, a disfungcdo mitocondrial
foi associada a exacerbada produgdo espécies reativas pela exposicdo a
LDLox. De fato, células endotelias sdo constantemente expostas a
agentes oxidantes vasculares e por conseguinte apresentam alta
capacidade respiratoria (Hort et al., 2014). No presente estudo, a
exposicdo a LDL ndo alterou a producdo de espécies reativas, no
entanto, levou a um aumento na capacidade de reserva, isto & um
aumento no consumo de oxigénio maximo em relacdo ao basal. Esta
resposta pode ser consequéncia de um aumento nos niveis de ER logo
nas primeiras horas de tratamento, normalizado posteriormente, mas
suficiente para ativar respostas mitocondriais relacionadas a esta
adaptacdo metabdlica.

O aumento na capacidade de reserva no teste de estresse
mitocondrial foi induzido também pelo silenciamento do LDLr. Este
efeito também pode ser consequéncia de uma resposta adaptativa, visto
que o silenciamento foi iniciado 48 h antes. Até o momento nao foi
descrita funcdo para o LDLr relacionada a mitocondria, diferentemente
de outros receptores desta familia. Por exemplo, o LRP1 parece mediar
a internalizacdo do peptideo R-amildide por mitocondrias, endo e
lisossomos no cérebro de camundongos e em células neuronais in vitro
(Ma et al., 2016; Yang et al., 2015).

Os resultados obtidos neste estudo in vitro, confirmam as
observacdes descritas no capitulo Il desta tese, da reducdo da
neurogénese adulta nos camundongos LDLr”, modelo animal de HF.
Pbde-se caracterizar que tanto o silencimento do LDLr quanto o
tratamento com LDL afetam a capacidade proliferativas das CPNSs,
afetando particularmente a expressdo génica de proteinas relacionadas
ao metabolismo do colesterol, e modulando a fase S do ciclo celular.
Estes dados contribuem sobremaneira para o entendimento do efeito da
HF sobre processos de neuroplasticidade, e consequentemente
desenvolvimento de neuropatologias. Adicionalmente, estudos
subsequentes poderdo obter maiores detalhes quanto aos mecanismos
celulares implicados.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Motivado por: i) evidéncias clinicas de uma comorbidade entre a
hipercolesterolemia e a depressao (Davison e Kaplan, 2012; Nakao et
al., 2001a; Tyrovolas et al., 2009; Vural et al., 2007) e ii) observacgdes
experimentais de compromentimento do SNC do modelo animal de HF
(camundongos LDLr”), particularmente a redugdo na plasticidade
sinaptica e proliferagdo celular hipocampal, (Moreira et al., 2012;
Mulder et al., 2007; de Oliveira et al., 2014; Thirumangalakudi et al.,
2008), o presente estudo hipotetizou que existe uma associa¢ao entre a
hipercolesterolemia e a depressdo, que pode estar relacionada,
dentre outros aspectos, a alteragées na neurogénese hipocampal
adulta.

Como resultado, este estudo descreve um fenétipo tipo-
depressivo e prejuizo na neurogénese no GD em um modelo animal de
hipercolesterolemia familiar. A reducdo na neurogénese hipocampal
adulta, ndo sé contribui para a manifestacdo do fenétipo tipo-depressivo
dos camundongos LDLr”, visto o envolvimento deste processo na
fisiopatologia da depressao (David et al., 2009; Duman, 2002; Duman e
Monteggia, 2006; Kempermann e Kronenberg, 2003); como também
pode colaborar para os prejuizos cognitivos, previamente descritos
nestes animais (Moreira et al., 2012; Mulder et al., 2004;
Thirumangalakudi et al., 2008), visto a contribuicio dos novos
neurdnios também no estabelecimento da cognicdo e memodria
hipocampo-dependente (Aimone et al., 2009; Clelland et al., 2009;
Gilbert et al., 1998; Hunsaker e Kesner, 2008). Adicionalmente, o
conjunto de resultados dos ensaios in vitro fornece evidéncias de que
tanto os elevados niveis de LDL, quanto a disfun¢do do LDLr, que sao
condicGes presentes na hipercolesterolemia familiar desde o nascimento
dos individuos, contribuem para a reducdo da proliferacdo das células
precursoras neuronais do hipocampo adulto.

Em conclusdo, estas evidéncias experimentais somam as
informagoes ja disponiveis na literatura acerca dos camundongos
LDLr" e alteragdes no SNC, contribuindo para o melhor entendimento
da comorbidade entre a hipercolesterolemia familiar e neuropatologias.
Mas principalmente, este estudo apresenta pela primeira vez evidéncias
pré-clinicas comportamentais e neuroquimicas de uma associagao entre
a hipercolesterolemia familiar e a depressao.
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8. SUMARIO E CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados podemaos concluir que:

v

Camundongos LDLr” apresentaram comportamento tipo-
depressivo (correlacionado a hipercolesterolemia) e maior
atividade das enzimas MAO-A e B, no hipocampo, em
relacdo aos animais selvagens C57BL/6;

A exposicdo in vitro a LDL humana isolada induziu
aumento na atividade da MAO em células da linhagem SH-
SY5Y e nos niveis de espécies reativas;

Camundongos LDLr” apresentaram déficit cognitivo
associado ao GD, que foi correlacionado com a reducdo na
proliferacdo e maturacdo de CPNs nesta sub-regido;
Camundongos LDLr” apresentaram reducéo no niimero de
novos neurdnios (neurogénese adulta) no GD;
Camundongos LDLr”- apresentaram diminuicdo nos niveis
de RNAmM de BDNF no hipocampo, e aumento de RNAmM
de TrkB no cortex cerebral e hipocampo;

A expressdo génica das enzimas HMG-CoA redutase e
esqueleno sintase e do receptor de LDL foi reduzida com a
diferenciacdo, in vitro, das CPNs isoladas do GD de
camundongos C57BL/6 adultos, enquanto a do receptor
LRP1 e das enzimas colesterol 24-hidroxilase e esterol 27-
hidroxilase aumentou;

A exposicdo a LDL humana isolada e o silenciamento
génico do LDLr reduziram a proliferacio das CPNs,
enquanto o 27-hidroxicolesterol ndo afetou a proliferacao,
porém reduziu a viabilidade celular;

A exposicdo & LDL humana isolada reduziu a diferenciagéo
de CPNs para a linhagem neuronal;

Os tratamentos com LDL e LDLr siRNA reduziram a
expressdo génica das enzimas HMG-CoA redutase e
esqualeno sintase e do LDLr, enquanto o LDLr siRNA
também reduziu a expressao génica do receptor LRP1;
Tanto o tratamento com LDL quanto o silenciamento
génico do LDLr néo alteraram a internalizacéo e transporte
endossomal de LDL. Porém, o tratamento com LDL
aumentou a formacéo de goticulas lipidicas;
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v' Ambos os tratamentos, LDL e LDLr siRNA, aumentaram a
capacidade de reserva em resposta ao teste de estresse
mitocondrial.
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9. PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho surgiram novas perguntas.
Portanto, propomos como perspectivas:

v' Avaliar, em CPNs isoladas do GD de camundongos
C57BL/6 adultos, o perfil lipidébmico ap6s o tratamento in
vitro com LDL e do silenciamento génico do LDLsr;

v Investigar, in vitro, a capacidade proliferativa e de
diferenciacdo celular de CPNs isoladas do GD de
camundongos LDLr” adultos;

v Avaliar o efeito de uma estratégia indutora de neurogénese
hipocampal adulta (enriquecimento ambiental ou
tratamento antidepressivo cronico) sobre 0s prejuizos
comportamentais e sobre a proliferacdo e diferenciacdo das
CPNs hipocampais, observados nos camundongos LDLr";
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APENDICE A — Lista de genes com expressio relativa reduzida pelo
tratamento com LDL (100 pg/mL)

Gene logFC p ajustado (FDR)
Ldlr -2,42 0,062
Hmgcsl -2,13 0,006
Dhcr24 -2,12 0,008
Idil -2,10 0,017
Msmol -1,92 0,017
Fdps -1,90 0,005
Insigl -1,85 0,020
Cyp51 -1,78 0,008
Tm7sf2 -1,78 0,008
Scdl -1,50 0,032
Stard4 -1,47 0,017
Psg16 -1,45 0,017
Lss -1,43 0,018
Fdftl -1,41 0,095
Nsdhl -1,34 0,008
Pla2g3 -1,34 0,039
Srebfl -1,24 0,050
Elovl6 -1,13 0,017
Hmgcr -1,12 0,048
Mvd -1,05 0,055
Sc5d -0,96 0,062
Mvk -0,92 0,055
Pcyt2 -0,82 0,058
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APENDICE B — Lista de termos associados aos genes com expressio
relativa reduzida pelo tratamento com LDL, resultantes da anélise de
ontologia.

Termo associado (Gene ontology analysis) p ajustado
(FDR)
sterol biosynthetic process 1.27E-30
steroid metabolic process 3.25E-29
cholesterol biosynthetic process 2.78E-29
secondary alcohol biosynthetic process 3.6E-29
sterol metabolic process 3.97E-29
cholesterol metabolic process 5.04E-27
secondary alcohol metabolic process 8.18E-27
steroid biosynthetic process 1.55E-25
alcohol biosynthetic process 5.02E-25
lipid biosynthetic process 2.03E-24
organic hydroxy compound biosynthetic process 6.18E-24
lipid metabolic process 2.52E-23
alcohol metabolic process 1.78E-22
organic hydroxy compound metabolic process 4.2E-22
small molecule biosynthetic process 1.02E-21
single-organism biosynthetic process 7.38E-19
small molecule metabolic process 9.96E-17
single-organism metabolic process 1.24E-14
cellular lipid metabolic process 2.65E-12
isoprenoid biosynthetic process 1.42E-10
organic substance biosynthetic process 2.2E-8
biosynthetic process 3.15E-8
isoprenoid metabolic process 5.71E-8
organic cyclic compound metabolic process 2.65E-7
organic cyclic compound biosynthetic process 3.83E-7
primary metabolic process 4.66E-6
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organic substance metabolic process 1.41E-5
regulation of steroid metabolic process 2.27E-5
positive regulation of steroid metabolic process 2.21E-5
metabolic process 4.01E-5
oxidation-reduction process 4.19E-5
phospholipid metabolic process 1.18E-4
positive regulation of lipid metabolic process 1.67E-4
regulation of lipid biosynthetic process 1.8E-4
regulation of lipid metabolic process 2.4E-4
regulation of steroid biosynthetic process 3.07E-4
farnesyl diphosphate metabolic process 4.51E-4
positive regulation of lipid biosynthetic process 5.41E-4
positive regulation of steroid biosynthetic process 9.73E-4
isopentenyl diphosphate biosynthetic process, 1.25E-3
mevalonate pathway

isopentenyl diphosphate biosynthetic process 1.22E-3
organophosphate metabolic process 1.27E-3
fatty acid biosynthetic process 1.36E-3
single-organism process 1.49E-3
isopentenyl diphosphate metabolic process 2.22E-3
phospholipid biosynthetic process 3.09E-3
monocarboxylic acid biosynthetic process 3.32E-3
steroid esterification 3.47E-3
sterol esterification 3.4E-3
cholesterol esterification 3.33E-3
fatty acid metabolic process 4.38E-3
cholesterol import 4.8E-3
sterol import 4.71E-3
positive regulation of cholesterol biosynthetic 6.47E-3
process

positive regulation of cholesterol metabolic process | 6.35E-3
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cellular biosynthetic process 8.03E-3
positive regulation of cholesterol esterification 1.05E-2
carboxylic acid biosynthetic process 1.17E-2
regulation of cholesterol esterification 1.55E-2
organic acid biosynthetic process 1.53E-2
monocarboxylic acid metabolic process 2.01E-2
long-chain fatty acid biosynthetic process 2.43E-2
regulation of cholesterol biosynthetic process 3.15E-2
positive regulation of triglyceride biosynthetic 3.51E-2
process

regulation of cellular ketone metabolic process 4.01E-2
response to fatty acid 4.75E-2
positive regulation of alcohol biosynthetic process 5.17E-2
regulation of triglyceride biosynthetic process 5.09E-2
regulation of cholesterol metabolic process 6.58E-2
organophosphate biosynthetic process 7.09E-2
acetyl-CoA metabolic process 7.52E-2
positive regulation of triglyceride metabolic 8,00E-02
process

regulation of fatty acid biosynthetic process 1.11E-1
carboxylic acid metabolic process 1.17E-1
oxoacid metabolic process 1.2E-1
regulation of alcohol biosynthetic process 1.43E-1
phosphate-containing compound metabolic process | 1.69E-1
phosphorus metabolic process 1.7E-1
cholesterol transport 1.77E-1
organic acid metabolic process 1.8E-1
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APENDICE C — Lista de genes com expressio relativa aumentada pelo

tratamento com LDL (100 pg/mL)

Gene logFC p ajustado (FDR)
Mgst2 1,04 0,075
Cldn2 1,08 0,083
Ftil 1,09 0,099
Gfap 1,25 0,018
Slc25a34 1,38 0,032
C4b 1,63 0,071
Ugtla6b 1,75 0,002
Syt13 2,96 0,017

APENDICE D — Lista de termos associados aos genes com expressio
relativa aumentada pelo tratamento com LDL, resultantes da analise de

ontologia.

Termo associado (Gene ontology analysis)

p ajustado (FDR)

positive regulation of Schwann cell proliferation 1,00
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APENDICE E - Lista de genes com expresséo relativa aumentada pelo
tratamento com LDLR siRNA (100 primeiros genes com maior valor de
FC).

Gene logFC p ajustado (FDR)
Esm1l 2,34 0,039
Casp4 2,17 0,039
Lmo?2 2,06 0,039
Pygl 1,74 0,039
Myl1 1,65 0,039
Gpri56 1,65 0,051
Sgipl 1,65 0,039
Cd36 1,47 0,039
Igfbpl 1,42 0,076
Nav2 1,39 0,039
Chrm3 1,33 0,049
Apoa2 1,29 0,039
Pde4dip 1,29 0,039
Adssl1 1,28 0,051
Spredl 1,28 0,046
Cers3 1,26 0,043
Pde4dip 1,23 0,050
Seppl 1,22 0,047
Calcrl 1,20 0,039
Gmb5544 1,20 0,046
Sytl2 1,19 0,046
Sppl 1,18 0,039
Ebfl 1,18 0,039
Meigl 1,16 0,039
Dhrs7c 1,16 0,049
Zdhhc2 1,11 0,062
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Pcp4 1,10 0,047
Rsad2 1,10 0,039
Npl 1,10 0,039
Rasgeflb 1,10 0,051
Fam19a4 1,09 0,044
Gm1631 1,09 0,040
Esrrb 1,09 0,039
Uba7 1,09 0,039
Egin3 1,08 0,039
Sicl7a9 1,08 0,039
Gm38710 1,08 0,049
Tlcd2 1,07 0,070
Aspa 1,07 0,039
Lbh 1,05 0,039
Mitf 1,05 0,039
Rgs8 1,05 0,040
Ldhb 1,05 0,039
Lrrn3 1,04 0,067
Rgs16 1,03 0,048
Gadd45g 1,03 0,039
Fgf9 1,02 0,039
Pdk1 1,01 0,039
Drcl 1,01 0,047
Lix1 0,99 0,039
Spata9 0,99 0,064
Spatsl 0,99 0,046
Fgd4 0,98 0,043
Ankrd52 0,98 0,046
Epb4.114b 0,98 0,049
Mcf2 0,97 0,039
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Bend6 0,97 0,046
Ddc 0,95 0,062
Sdcbp2 0,95 0,044
Pmfbpl 0,95 0,051
Col20al 0,95 0,089
Pcp4ll 0,95 0,046
DIx2 0,95 0,040
Gm11213 0,94 0,067
Ccl6 0,94 0,094
Mornl 0,94 0,059
Mitf 0,93 0,073
Opn3 0,93 0,044
Ccdc30 0,93 0,057
Fabp3 0,92 0,060
Crebl2 0,92 0,046
Chml 0,92 0,049
Pon3 0,92 0,050
Egin3 0,92 0,050
Gm1631 0,91 0,060
Klhl28 0,91 0,046
Morn5 0,91 0,085
Trim47 0,91 0,052
Gchl 0,91 0,043
Narf 0,91 0,040
Dcaf7 0,90 0,040
Cyfip2 0,90 0,043
Drp2 0,90 0,046
Tmccl 0,90 0,043
Ccl25 0,89 0,046
Plala 0,89 0,092
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Fbxo036 0,89 0,060
Pf4 0,88 0,080
Nrtn 0,88 0,055
Kcnn2 0,88 0,050
Dnah10 0,87 0,050
Cadml 0,87 0,078
Zfp207 0,87 0,067
Fabp3 0,87 0,073
Id4 0,86 0,047
Sucnrl 0,86 0,051
Cspgs 0,86 0,050
Fam84a 0,86 0,064
Anxal 0,85 0,051
Meigl 0,85 0,052
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APENDICE F — Lista de termos associados aos genes com expressio
relativa aumentada pelo tratamento com LDLr siRNA, resultantes da

andlise de ontologia.

Termo associado (Gene ontology analysis) P ajustado
(FDR)
single-organism process 5.48E-1
N-acetylneuraminate catabolic process 4.68E-1
single-multicellular organism process 4.59E-1
positive regulation of phospholipid biosynthetic | 4.05E-1
process
positive regulation of bone resorption 4.66E-1
positive regulation of bone remodeling 3.89E-1
leukocyte migration 3.6E-1
activation of MAPKKK activity 3.2E-1
regulation of homeostatic process 2.88E-1
regulation of cell communication 2.61E-1
regulation of signaling 2.77E-1
regulation of signal transduction 2.57E-1
regulation of response to stimulus 3.27E-1
regulation of bone resorption 3.26E-1
regulation of molecular function 3.51E-1
N-acetylneuraminate metabolic process 3.35E-1
positive regulation of MAPK cascade 3.17E-1
embryonic hemopoiesis 3.35E-1
positive regulation of phosphorus metabolic | 3.37E-1
process
positive regulation of phosphate metabolic process | 3.2E-1
regulation of intracellular signal transduction 3.3E-1
regulation of superoxide metabolic process 3.22E-1
regulation of multicellular organismal process 3.47E-1
regulation of tissue remodeling 3.84E-1
animal organ development 3.82E-1
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regulation of phospholipid biosynthetic process 3.7E-1
positive regulation of neutrophil apoptotic process | 3.57E-1
positive regulation of tissue remodeling 3.96E-1
positive  regulation of intracellular signal | 4.18E-1
transduction

carboxylic acid metabolic process 4.14E-1
regulation of bone remodeling 4.19E-1
oxoacid metabolic process 4.35E-1
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APENDICE G — Lista de genes com expressio relativa reduzida pelo
tratamento com LDLR siRNA (100 primeiros genes com maior valor de
FC).

Gene logFC p ajustado (FDR)
Atg5 -2,14 0,039
Cfl2 -2,11 0,039
Vamp7 -1,96 0,039
Gnpdal -1,87 0,039
Lmol -1,78 0,051
Sybu -1,77 0,039
Tub -1,77 0,039
Abch9 -1,77 0,039
Tomm70a -1,76 0,050
Alg2 -1,69 0,039
Dctn3 -1,69 0,039
Cfl2 -1,68 0,039
Stmn3 -1,66 0,039
Atxn713b -1,59 0,039
Lipa -1,58 0,039
Crtap -1,51 0,039
Tomm70a -1,50 0,039
Arrdc4 -1,49 0,039
Atxn713b -1,48 0,039
Slcl6ad -1,46 0,064
Ap3b2 -1,45 0,039
Itgh8 -1,42 0,040
Timm10 -1,42 0,039
Plekha4 -1,40 0,039
Timm10 -1,39 0,039
Dhcr24 -1,38 0,039




Sin3b -1,38 0,050
Ednra -1,37 0,039
Ldlr -1,36 0,039
Ppap2a -1,35 0,042
Whscr22 -1,35 0,039
Pnmall -1,34 0,050
Mcphl -1,34 0,044
Irx3 -1,32 0,049
Tnfrsf18 -1,30 0,064
Fntb -1,29 0,049
Cenf -1,28 0,039
Crif2 -1,28 0,039
Rabl1lb -1,28 0,039
Rbpms?2 -1,27 0,047
Fisl -1,27 0,039
Dnajc21 -1,26 0,039
Ivd -1,26 0,039
Selll -1,25 0,039
Hs3st2 -1,25 0,051
Slc6a9 -1,25 0,039
Smpd3 -1,24 0,039
Adgrgé -1,21 0,039
Zwint -1,20 0,046
Gprl37b -1,20 0,039
Timp3 -1,19 0,043
Crmpl -1,19 0,039
Lztfl1 -1,19 0,048
Capnsl -1,19 0,042
Dctn4 -1,18 0,050
Slc7al -1,18 0,039
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Ebnalbp2 -1,18 0,055
Chacl -1,18 0,095
Ppap2a -1,17 0,039
Prr18 -1,16 0,039
Slc6a9 -1,16 0,039
Slc13a4 -1,16 0,039
Mfsd2a -1,16 0,039
Chga -1,16 0,039
Slpr2 -1,15 0,046
Pbx3 -1,14 0,042
Duoxal -1,13 0,056
Esx1 -1,13 0,039
Klrblc -1,13 0,041
Hn1l -1,12 0,039
Erollb -1,12 0,039
Ppplr3d -1,11 0,077
Srsfl12 -1,11 0,063
Gprinl -1,11 0,039
Capnsl -1,10 0,046
Ncl -1,10 0,059
Uggtl -1,10 0,039
Pbx3 -1,10 0,039
Capzal -1,09 0,039
Ap4bl -1,09 0,040
Synpo -1,09 0,039
Zmat5 -1,09 0,060
Sgcb -1,08 0,068
Sfxn4 -1,08 0,039
Cnihl -1,08 0,039
Zfp334 -1,08 0,039




Celsr3 -1,08 0,051
Carnsl -1,07 0,086
Rpl22 -1,07 0,046
Resp18 -1,07 0,087
Spin4 -1,07 0,040
Lamb3 -1,06 0,050
Trip10 -1,06 0,043
Arhgdia -1,06 0,043
Plekhbl -1,06 0,039
Mybl2 -1,06 0,040
Egrd -1,05 0,050
Itpripl2 -1,05 0,050
Sidt2 -1,04 0,055
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APENDICE H — Lista de termos associados aos genes com expressio
relativa reduzida pelo tratamento com LDLr siRNA, resultantes da
andlise de ontologia.

Termo associado (Gene ontology analysis) p ajustado
(FDR)
establishment of localization 6.93E-7
localization 1.12E-6
transport 1.7E-6
regulation of localization 3.23E-5
single-organism process 5.44E-5
cellular process 5.15E-5
regulation of response to stimulus 5.97E-5
regulation of signaling 2.85E-4
cellular component organization 7.62E-4
negative regulation of cellular process 8.17E-4
regulation of transport 8.16E-4
regulation of cell communication 8.18E-4
negative regulation of biological process 9.07E-4
cellular component organization or biogenesis 9.07E-4
positive regulation of cellular process 1.09E-3
biological regulation 1.31E-3
regulation of biological process 1.6E-3
positive regulation of biological process 2.05E-3
regulation of cell death 2.05E-3
vacuolar transport 2.73E-3
endosomal transport 3.02E-3
regulation of cellular component organization 3.3E-3
regulation of neuron death 3.33E-3
mitochondrial DNA repair 4.68E-3
cellular protein modification process 5.29E-3
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protein modification process 5.08E-3
negative  regulation of cellular component | 5.09E-3
organization

single-organism cellular process 5.45E-3
regulation of macromolecule metabolic process 7.36E-3
regulation of cellular process 7.35E-3
establishment of protein localization 7.49E-3
regulation of metabolic process 7.64E-3
single-organism transport 7.59E-3
establishment of localization in cell 8.19E-3
single-organism organelle organization 8.32E-3
intracellular transport 8.25E-3
regulation of apoptotic process 8.45E-3
organic substance transport 8.23E-3
single-organism localization 9.37E-3
regulation of signal transduction 9.8E-3
regulation of programmed cell death 1.09E-2
vesicle-mediated transport 1.27E-2
stress-activated protein kinase signaling cascade 1.39E-2
regulation of cellular localization 1.54E-2
regulation of cellular metabolic process 1.66E-2
macromolecule localization 1.7E-2
regulation of multicellular organismal development 1.91E-2
cellular response to ionizing radiation 2.25E-2
regulation of cytoskeleton organization 2.47E-2
negative regulation of cell death 2.44E-2
cellular response to stress 2.49E-2
protein localization 2.59E-2
regulation of microtubule-based process 2.79E-2
biological adhesion 2.77E-2
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macromolecule modification 2.79E-2
regulation of protein modification process 2.7T7E-2
stress-activated MAPK cascade 3.17E-2
cell surface receptor signaling pathway 3.3E-2

regulation of developmental process 3.44E-2
negative regulation of transport 3.39E-2
mitotic cell cycle phase transition 3.49E-2
negative regulation of response to stimulus 3.44E-2
cell adhesion 3.61E-2
cellular response to gamma radiation 3.65E-2
regulation of protein localization 3.65E-2
cell-substrate adhesion 3.72E-2
positive regulation of developmental process 3.82E-2
negative regulation of apoptotic process 3.91E-2
cellular protein metabolic process 4.09E-2
regulation of vesicle-mediated transport 4.07E-2
regulation of nervous system development 4.48E-2
regulation of microtubule cytoskeleton organization 4.58E-2
cellular localization 4.58E-2
positive regulation of neuron death 4.66E-2
regulation of organelle organization 4.6E-2

regulation of neuron apoptotic process 4.86E-2
cell cycle phase transition 4.88E-2
negative regulation of programmed cell death 4.98E-2
regulation of primary metabolic process 4.98E-2
secretion 5.4E-2

cellular response to abiotic stimulus 5.39E-2
cytosolic transport 5.44E-2
protein folding 6.08E-2
nitrogen compound transport 6.52E-2
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