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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) € a principal doenca neurodegenerativa relacionada a idade, e,
apesar de sua relevancia, os mecanismos patofisiologicos ndo sao completamente
conhecidos. Recentemente, foi sugerido que a homeostase do colesterol esta envolvida na
fisiopatologia da DA. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos de
uma dieta acrescida de colesterol em modelos experimentais da DA. Para isso, camundongos
machos C57BL/6, com idade de 8 semanas, foram tratados com dieta acrescida de 1,25% de
colesterol ou dieta controle por gquatro meses, e, em seguida, receberam microinjecéo
intrahipocampal de AB... (400 pmol) ou solucéo salina estéril. Adicionalmente, avaliamos os
efeitos da dieta no modelo transgénico para DA. Animais APP/PS1 machos e fémeas, com 10
meses de idade, foram tratados durante quatro meses com dieta acrescida de colesterol
1,25% ou dieta controle. Para avaliagdo cognitiva, utilizamos o teste de reconhecimento de
objeto novo (TRO) em todos os modelos animais. Além disso, avaliamos a viabilidade
neuronal, a microgliose e a marcacéo de placas amiloides no hipocampo de animais APP/PS1
machos. Ademais, avaliamos os efeitos da dieta sobre parametros periféricos. Demonstramos
gue uma dieta acrescida de colesterol foi capaz de impedir o comprometimento cognitivo
induzido pela microinjecao intrahipocampal de AB..e de melhorar o comprometimento
cognitivo em animais APP/PS1. Esse efeito nos animais APP/PS1 foi acompanhado por uma
reducdo na marcacdo de placas amiloides e na microgliose hipocampal. Além disso, n&do
houve alteracdo de peso, indice de adiposidade, e niveis séricos de colesterol total e
triglicerideos. Por fim, o colesterol na dieta aumentou a razéo peso do figado/peso corporal e
a concentracao de lipideos totais hepaticos, além de diminuir a atividade da SOD no modelo
de microinjecdo intrahipocampal. Em conjunto, esses resultados demonstram que animais
alimentados apenas com colesterol, sem acréscimo de gordura a dieta, apresentam uma
melhora cognitiva, especialmente aquela que depende do funcionamento hipocampal. Essa
melhora poderia estar associada tanto a reducdo da deposicdo de placas quanto da
microgliose. Apesar do mecanismo ndo ter sido estabelecido, pode-se sugerir que o
metabolismo do colesterol € um fator importante para o desenvolvimento da DA.

Palavras-chave: Doenga de Alzheimer, colesterol, AR, comprometimento cognitivo,
metabolismo



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the most common age-related neurodegenerative disease and,
despite its relevance, the pathophysiological mechanisms are not completely understood.
Recently, it has been suggested that cholesterol homeostasis is involved in the
pathophysiology of AD. Thus, the aim of the present study was to investigate the effects of a
diet on increased cholesterol in experimental models of AD. For this, male C57BL/6 mice, aged
8 weeks, were treated with a diet plus 1.25% cholesterol or a control diet for four months, and
then received intrahippocampal microinjection of AB1-42 (400 pmol) or sterile saline solution.
Additionally, we evaluated the effects of diet in the transgenic model for AD. Male and female
APP/PS1 animals, 10 months of age, were treated for four months with a diet plus 1.25%
cholesterol or a control diet. For cognitive assessment, we used the novel object recognition
test (ORT) in all animal models. In addition, we evaluated neuronal viability, microgliosis, and
labeling of amyloid plaques in the hippocampus of male APP/PS1 animals. Furthermore, we
evaluated the effects of diet on peripheral parameters. We demonstrated that a diet
supplemented with cholesterol was able to prevent cognitive impairment induced by
intrahippocampal microinjection of AB1-42 and to improve cognitive impairment in APP/PS1
animals. This effect in APP/PS1 animals was accompanied by a reduction in amyloid plaque
labeling and hippocampal microgliosis. In addition, there was no change in weight, adiposity
index, and serum levels of total cholesterol and triglycerides. Finally, dietary cholesterol
increased the liver weight/body weight ratio and the concentration of total hepatic lipids, in
addition to decreasing SOD activity in the intrahippocampal microinjection model. Taken
together, these results demonstrate that animals fed only with cholesterol, without adding fat
to the diet, show cognitive improvement, especially that which depends on hippocampal
functioning. This improvement could be associated with both the reduction of plague deposition
and microgliosis. Although the mechanism has not been established, it can be suggested that
cholesterol metabolism is an important factor in the development of AD.

KEYWORDS: Alzheimer's disease, cholesterol, AB, cognitive impairment, metabolism
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INTRODUCAO

1.1 Doenca de Alzheimer: aspectos gerais

A doenca de Alzheimer (DA) é a principal doenga neurodegenerativa relacionada a
idade, de etiologia complexa, multifatorial e irreversivel (JOREMIC et al., 2021), que afeta
aproximadamente 46 milhGes de pessoas em todo o mundo, de acordo com o Relatério
Mundial de Alzheimer de 2015 (SENGUPTA et al., 2016). E também a forma mais prevalente
de deméncia, sendo responsavel por 60 a 80 % dos casos dessa condi¢cao (COLOVIC et al.,
2013; KNOWLES et al., 2013). A deméncia é caracterizada por declinio cognitivo, funcional e
comportamental progressivos, que impactam na independéncia e no convivio social
(MOHAMMAD et al., 2017; REEVE et al., 2017). Dentre os sintomas de deméncia estdo a
perda de memoria, 0 prejuizo de raciocinio e julgamento, e a dificuldade de comunicacéo
(REEVE et al., 2017).

A DA é caracterizada por varios marcadores neuropatolégicos, incluindo placas
extracelulares de [(-amiloide (AB), emaranhados neurofibrilares intracelulares (NFTSs),
inflamacgdo, comprometimento sinaptico e perda neuronal, que leva ao comprometimento
cognitivo e mudancgas de personalidade (QUERFURTH; LAFERLA, 2010; O’ NEILL, 2013;
GOEDERT; SPILLANTINI, 2006).

Mais de 95 % dos casos de DA é esporadico, de inicio tardio (acima de 65 anos),
enquanto uma pequena parcela dos casos € conhecida como DA familiar de origem precoce
(REITZ et al., 2020). A doenca ainda é uma condicdo de etiologia desconhecida, que
possivelmente resulta da combinacao de fatores genéticos e ambientais (BALIN; HUDSON,
2014; DORSZEWSKA et al., 2016). Dentre os fatores de risco esporadicos estdo a baixa
escolaridade (LEE al., 2008; NITRINI et al., 2009), o consumo de alcool e o tabagismo (ZHOU
et al.,, 2014; CATALDO; PROCHASKA; GLANTZ, 2010), as doencas cardiovasculares, o
diabetes, a obesidade, e 0 sedentarismo (RABINOVICI, 2019; EDWARDS IIl, 2019, YAN et
al., 2020). Apesar disso, o envelhecimento é o principal fator de risco (CARONE;
ASGHARIAN; JEWELL, 2014; SONG; MITNITSKI; ROCKWOOD, 2014). De fato, a incidéncia
aumenta exponencialmente entre 65 e 85 anos, dobrando a cada 5 anos. Muitos estudos
indicam que aos 85 anos, a prevaléncia esta entre 30 % e 40 % (DE BRUIJN; IKRAM, 2014,
IMTIAZ et al., 2014; JOREMIC et al., 2021). Apesar da maioria dos casos tardios de DA serem
esporadicos, componentes genéticos podem estar associados a uma parte dos casos dessa
forma da doenca. Por exemplo, a expressao da apolipoproteina E (ApoE) 4 é o fator de risco
genético mais prevalente para incidéncia tardia da DA (CARMONA; HARDY; GUERREIRO,
2018; BAGYINSZKY et al., 2014). O alelo ApoE*e4 confe um risco aumentado e o alelo

ApoE*€2 confere um risco diminuido, em relagéo ao alelo comum ApoE*e3 (YAMAZAKI et al.,
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2019; RAICHLEN et al., 2014), embora diferentes popula¢des tenham diferencas significativas
no risco e nas interacdes com o sexo (FINCH; SAPOLSKY, 1999).

A doenca também pode se manifestar antes dos 65 anos de idade, caracterizando a
DA de inicio precoce (KUNKLE et al., 2017; LANOISELEE et al., 2017). Apesar de ocorrerem
casos esporadicos antecedendo essa idade, a maioria dos casos de DA de inicio precoce esta
associado com mutacdes genéticas (MENDEZ, 2017). A maior parte das mutacées com essa
forma da doenca ocorre em genes que codificam a proteina precursora de amiloide (APP,
amyloid precursor protein), e a presenilina (PSEN) -1 ou a PSEN-2 (SIMS et al., 2020).

Os estudos nessa area investigam principalmente a neurotoxicidade induzida pelos
peptideos AB e pelos emaranhados neurofibrilares contendo tau hiperfosforilada (MURPHY,
LEVINE et al., 2010; RAMPEL et al., 2021). O AB é um peptideo derivado da APP, cujas
fungbes normais estéo envolvidas com transducgéo de sinais, alongamento axonal, adeséo e
migracgao celular, transporte de proteinas e sinaptogénese (GRIMM et al., 2013; JIANG et al.,
2014; ROBINSON et al., 2014). A proteina tau é uma fosfoproteina que, em condi¢cdes
normais, esta localizada nos axénios, atuando na estabilizagdo dos microtubulos (MOKHTAR
et al., 2013).

As espécies de amiloide sdo produzidas a partir da quebra de APP através de duas
vias: a) a via ndo-amiloidogénica, que é realizada pela enzima a-secretase y-secretase,
gerando o fragmento solavel da APP, ndo prejudicial ao cérebro; ou b) a via amiloidogénica,
na qual a clivagem da APP ¢ realizada pelas enzimas [(-secretase e y-secretase que gera
espécies B-amiloide (Figura 1) (GRIMM et al., 2013; JIANG et al., 2014; MOKHTAR et al.,
2013; ROBINSON et al., 2014). Além do mais, peptideos AR podem ter, mais frequentemente,
40 ou 42 residuos, sendo que o peptideo 1-40 (AB1-40) € 0 mais prevalente e 0 1-42 (AB1.42) é
0 mais neurotodxico. A y-secretase possui como componentes cataliticos as PS1 e PS2 e é
esse componente que determina o comprimento do AR (PENKE et al., 2017). Por fim, as
espécies de AB tem alta capacidade de agregagao, favorecendo a formagéo de oligbmeros
neurotoxicos e a deposicao do peptideo na forma de placas senis (JIANG et al., 2014), o que
pode desencadear comprometimento sinaptico e cognitivo presentes na DA (O’ NEILL, 2013).

Conjuntos distintos de AB foram encontrados no cérebro humano, incluindo fibrilas
amiloides e alguns oligdmeros especificos. E amplamente aceito que os oligdbmeros AB s&o
neurotoxinas mais potentes do que as fibrilas amiloides (KAGEYAMA et al., 2018). No entanto,
ndo ha um consenso geral sobre quais oligbmeros sdo os mais significativos na fisiopatologia
da DA nem, de fato, sobre o numero total de tipos de AB produzidos no cérebro (BENILOVA
et al., 2012; WANG et al., 2016).
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Figura 1: Clivagem da APP e formacao do AP e placas amiloides. Fonte: Modificado de GOTZ;
ITNER, 2008.

Até o momento, a hip6tese da cascata amiloide é a mais utilizada e aceita para
explicar as altera¢des neuropatoldgicas observadas na DA (GRIMM et al., 2013; HAMILTON
etal., 2014; JIANG et al., 2014; KUMAR et al., 2015; ROBINSON et al., 2014). De fato, durante
muitos anos, as placas amiloides foram consideradas o achado patofisiolégico decisivo para
a caracterizacao e desenvolvimento da DA. Contudo, diversas evidéncias sugerem que estas
placas se correlacionam fracamente com o declinio cognitivo observado na doenca (McLEAN
et al.,, 1999; NASLUND et al., 2000). Neste sentido, a hip6tese da cascata amiloide foi
aprimorada ao longo dos anos, propondo um mecanismo alternativo de perda de memaria
baseado no impacto de oligbmeros pequenos e sollveis do peptideo nas sinapses neuronais
(HAASS; SELKOE, 2007; FERREIRA; KLEIN, 2011; OW; DUNSTAN, 2014; RENNER et al.,
2010), na interagédo do peptideo com receptores microgliais, gerando neuroinflamacgéo, bem
como acredita-se que o AP causa peroxidagao lipidica e a produgdo de varias espécies
reativas de oxigénio (EROs) (OW; DUNSTAN, 2014).

Outro marcador classico da doenca, a proteina tau hiperfosforilada (LEE et al., 2001;
SPILLANTINI; GOEDERT, 2013), leva a formacdo de inclusBes nos corpos celulares e
processos dendriticos, aos quais a proteina se agrega formando os emaranhados
neurofibrilares (MOKHTAR et al., 2013). Acredita-se que as alteracdes iniciais presentes na
DA possivelmente sdo decorrentes das interagdes entre a proteina tau e 0 AR (MOKHTAR et
al.,, 2013; BLOOM, 2014), resultando em perda sinaptica, morte neuronal e atrofia cerebral
(KOCAHAN; DOGAN, 2017; LAZZARI et al., 2015). A diminuicdo da densidade sinaptica
observada na DA se correlaciona com o aparecimento dos déficits cognitivos (BROUILLETTE,

2014), bem como o grau de declinio cognitivo se correlaciona com a extensdo da perda
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sinaptica, especialmente nas regides que sao responsaveis pela formacéo e armazenamento
de novas informacdes (SELKOE, 2002).

A desregulacdo da sinalizagdo do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF)
também contribui para as alteracdes neuropatoldgicas observadas na DA (GIUFFRIDA et al.,
2018). Essa neurotrofina € amplamente expressa no sistema nervoso central (SNC) que,
através da ativacdo de seu receptor de tirosina-quinase B (TrkB), desempenha um papel
crucial na sobrevivéncia e diferenciagéo celular, alongamento axonal, crescimento dendritico
e plasticidade sindptica, necessarios para aquisicdo e consolidagdo da memoria. Na DA ha
alteragdes nos niveis e na expressao de BDNF por agdo do AB (SONG; YU; TAN, 2015;
TANQUEIRO et al., 2018). Além disso, o fator neurotréfico derivado da linhagem de células
gliais (GDNF), também possui expressdo aumentada no cérebro de pacientes com DA
(CHIAVELLINI et al.,, 2022) e pode estar relacionado a deterioracdo cognitiva observada
nesses pacientes (BUDNI et al., 2015).

O desenvolvimento de novos farmacos tém altas taxas de insucesso (JOREMIC et
al., 2021). Embora seja foco de pesquisa ha décadas, ainda falta um tratamento eficaz para
combater a degeneracao progressiva dos neurdnios e a amnésia anteroégrada em pacientes
com DA (KHOURY; GROSSBERG, 2020). As principais terapias em desenvolvimento, até o
momento, sdo imunoterapias anti-amiloide, inibidores de B e y-secretase, e terapias que
possuem como alvo a tau (KHOURY et al., 2017). A maioria dos ensaios clinicos falharam,
provavelmente porque a abordagem terapéutica tenha sido direcionada para o alvo errado
(MEHTA et al., 2017), ou pelo fato de a interveng&o ter como alvo apenas um dos fatores
dessa doenca multifatorial (CASTELLO; SORAINO, 2013; EDWARDS lll et al., 2019).

O tratamento farmacolégico utilizado atualmente na doenca é representado,
fundamentalmente, pela memantina (bloqueador de baixa afinidade do canal aberto de Ca?*
dos receptores N-metil-D-aspartato [NMDA]) e por inibidores reversiveis da enzima
acetilcolinesterase (AChE), que engloba 3 farmacos aprovados para uso: donepezila,
rivastigmina e galantamina (KHOURY; RAJAMANICKAM; GROSSBERG, 2018; TELL;
HILGEROTH, 2013; GRUTZENDLER; MORRIS, 2001). Apesar desses farmacos
proporcionarem uma melhora dos sintomas clinicos, possuem eficacia moderada (GONG et
al., 2022) e nédo existem evidéncias de que apresentem propriedades de modificar o curso da
doenca (ELETI, 2016).

Outro fator que parece contribuir para a progressao da DA € a inflamacdo (WANG,
WEN YING et al., 2015; WYSS-CORAY; MUCKE, 2002). Em pacientes com DA, ja foi
demonstrado que ha um aumento na producgéo basal de citocinas por células mononucleares
periféricas, em comparacdo com individuos idosos sem diagnostico de DA (ROCHA et al.,
2012). Tanto as citocinas pro-inflamatorias, como interleucina (IL)-1B, IL-18, e IL-33, quanto
as anti-inflamatorias, como IL-10 e IL-13 (MORIMOTO et al., 2011; CHIAVELLINI et al., 2022),
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possuem expressao aumentada no cérebro de pacientes com DA. Além disso, algumas
citocinas e moléculas relacionadas a elas, como o antagonista de receptor IL-1 (IL-1Ra, IL-1
receptor antagonist), a enzima conversora de IL-1 (ICE, IL-1 converting enzyme), IL-2, IL-6,
IL-8, o fator de necrose tumoral a (TNF-a, fumor necrosis factor a), o fator estimulante de
colénia de macréfagos (M-CSF, macrophage-colony stimulating factor) e o fator de
transformacéo do crescimento 1 (TGF-B1, transforming growth factor 1), estdo aumentadas
em estagios que precedem os primeiros sintomas da doenca (WILBERDING et al., 2008).

O ligante 1 da quimiocina CX3C (CX3CL1, também denominado fractalquina)
desempenha um papel importante na reducdo da neuroinflamacéo e € altamente expresso
nas principais areas de alteragbes patoldgicas na DA, como hipocampo e cortex cerebral
(STROBEL et al., 2015). No cérebro adulto, 0 CX3CL1, desempenha um papel neuroprotetor,
por reduzir a neurotoxicidade e a ativagdo microglial (CHEN et al., 2016; MECCA et al., 2018).
A ativacdo das células microgliais ocorre quando os niveis de CX3CL1 diminuem, por
exemplo, no hipocampo de ratos idosos (LYONS et al., 2009). Essas observagdes evidenciam
gue o processo inflamatério, assim como sua modulacdo, sdo processos fundamentais para
a compreenséo da doenga.

Também sabemos que hd uma importante sinalizagdo em via de mao dupla entre o
encéfalo e a periferia, de modo que mediadores inflamatérios (ex. TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10)
produzidos na periferia podem cruzar a barreira hematoencefalica (BHE) (AMOR; NICOLA,
2014). Além disso, células periféricas podem adentrar o SNC e patrulhar o parénquima
cerebral em condi¢cdes patolégicas ou ndo patologicas (BROCHARD et al., 2009;
ENGELHARDT; RANSOHOFF, 2005; HICKEY; HSU; KIMURA, 1991; RANSOHOFF;
ENGELHARDT, 2012).

No sistema nervoso central, a resposta imunoldgica e a inflamacéo sao, inicialmente,
mediadas por diferentes células da glia, em especial pela micréglia (MORIMOTO; NAKAJIMA,
2019; RANSOHOFF; BROWN, 2012), considerada o componente mais importante da
resposta imune inata (HENEKA, 2014). As células microgliais possuem inimeras fun¢des no
SNC, como a manuten¢do da homeostase tecidual, da integridade e plasticidade neuronal e
da plasticidade sinaptica (AKIYOSHI et al., 2018; LEE, EUNBEOL; CHUNG, 2019). O AB pode
interagir com diferentes receptores microgliais, induzindo essas células a um estado
inflamatorio (BAMBERGER et al., 2003; OW; DUNSTAN, 2014) e o estagio da DA pode ser
determinante para o papel protetor ou prejudicial da ativacdo da microglia na progressao da
doenca (KRABBE et al.,, 2013). Além disso, a micréglia pode remover e degradar o A,
reduzindo assim a sua deposicao extracelular. No entanto, outros trabalhos sugerem que a
microglia pode perder a capacidade de degradar e processar o excesso de AB no decorrer da
doenca (DE CALIGNON et al., 2012; BLOCK; ZECCA; HONG, 2007), mesmo sem perder a

capacidade de produzir citocinas pro-inflamatérias como IL-1B, TNF-a e IFN-y, que, por sua
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vez, além de serem neurotoxicas, também estimulam a formacao do AB (HICKMAN;
ALLISON; EL KHOURY, 2008).

1.2 Colesterol e a Doenca de Alzheimer

Evidéncias acumuladas ao longo dos ultimos anos apontam a hipercolesterolemia
como um possivel fator desencadeador do acumulo de AB na DA de origem esporadica
(SHARMA et al., 2008; GHRIBI et al., 2008; NIZARI et al., 2016; SPARKS et al., 1990, 1994;
KUO et al., 1998; SOLOMON et al., 2009; PENG et al., 2020).

O primeiro relato de que o colesterol poderia estar envolvido no desenvolvimento da
DA foi descrito pelo patologista Larry Sparks e colaboradores em 1990, ao observarem que
cerca de 70 % dos individuos que faleceram em decorréncia de doencga arterial coronariana
também apresentavam placas amiloides em seus cérebros, uma das caracteristicas
patolégica que definem a DA (MURPHY; LEVINE, 2010). No entanto, individuos de mesma
idade e que haviam falecido de outras causas eram bem menos susceptiveis a desenvolverem
placas amiloides cerebrais, o que levou os pesquisadores a suspeitarem de uma ligagéo entre
os altos niveis de colesterol plasmatico e a DA (SPARKS et al., 1990; SPARKS et al., 1994;
KUO et al., 1998; SOLOMON et al., 2009).

Posteriormente, os autores mostraram o primeiro estudo experimental da associa¢ao
entre hipercolesterolemia e DA. Nesse estudo, coelhos alimentados com uma dieta
enriquecida com colesterol (2 %), por pelo menos quatro semanas, desenvolveram placas
amiloides cerebrais e outros sinais patoldgicos relacionados a DA, e a mudanca da dieta
hipercolesterolémica para uma dieta padréo reduzia o niumero de placas. Além disso, nesse
mesmo estudo, eles demonstraram que a administracdo de probucol, uma droga
hipolipemiante, era capaz de reduzir significativamente as placas nos animais submetidos a
dieta com colesterol (SPARKS et al., 1994). Portanto, esses dados levaram 0s autores a
sugerirem uma relacao entre os altos niveis de colesterol plasmatico, fator de risco vascular,
e a predisposi¢cado ao desenvolvimento de DA.

Na sequéncia, outros estudos também demonstraram que a exposicdo a uma dieta
hipercolesterolémica resultou em um aumento significativo no acumulo de AB em modelos
transgénicos para DA, e que esse aumento se correlacionou fortemente com os niveis de
colesterol plasmético (MORI et al., 2001; REFOLO et al., 2000; REFOLO et al., 2001). No
entanto, como o colesterol ndo é capaz de atravessar a BHE (DIETSCHY; TURLEY, 2001;
BJORKHEM, MEANEY, 2004; ZHANG; LIU, 2015; PIFFERI et al., 2021), o exato mecanismo
pelo qual a hipercolesterolemia levaria a um aumento das placas amiloides cerebrais ainda
ndo era completamente compreendido (DIETSCHY; TURLEY, 2001). Na época, o grupo de

Sparks tentou obter uma resposta, num estudo publicado em 1997, o qual demonstrou uma
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alta ativacdo microglial no cérebro de pacientes com doenca cardiaca, em comparacao a
pacientes sem doenca cardiaca, e também em coelhos mantidos em dieta
hipercolesterolémica (SPARKS et al., 1997).

Ainda em relagd@o aos estudos clinicos e epidemioldgicos, em 1993, o pesquisador
Jack C. de la Torre propds uma hipo6tese vascular para a DA esporadica, e posteriormente em
1999, o mesmo autor propds a associacdo entre envelhecimento e fatores de risco
cardiovasculares, como, por exemplo, aterosclerose, como um gatilho primario levando a
hipoperfuséo cerebral, & mudancas neurodegenerativas e ao eventual inicio da DA (DE LA
TORRE; MUSSIVAND, 1993; DE LA TORRE, 1999). Essa proposta vascular para a doenca,
somada as observacdes em modelos animais, contribuiram para o surgimento de diversos
estudos epidemiolégicos, na intencdo de demonstrar a associacdo entre hipercolesterolemia
e a DA esporadica (KIVIPELTO et al., 2001, 2002, 2005).

Um estudo que investigou a relag&o entre o indice de massa corporal na meia-idade,
fatores de risco vascular e o desenvolvimento de deméncia e DA subsequentes, mostrou que
0 agrupamento de fatores de risco vasculares aumenta o risco de desenvolver DA. Além disso,
a associacao entre a obesidade, hipercolesterolemia e hipertensdo na meia-idade foram os
fatores que mais favoreceram o desenvolvimento da DA no envelhecimento (acima de 70 anos
de idade) (KIVIPELTO et al., 2005). Ademais, um pequeno estudo sugeriu que a atorvastatina,
um hipolipemiante, induz melhora cognitiva em pacientes com DA (SPARKS et al., 2005).

No entanto, é importante ressaltar que outros estudos mostraram uma correlagédo
positiva entre hipercolesterolemia e o desenvolvimento de comprometimentos cognitivos leves
e DA em pacientes mais jovens, mas ndo em mais velhos (KIVIPELTO et al., 2001,
SOLOMON et al.,, 2007; ZAMBON et al.,, 2010; BAGNASCO, 2017). Esses resultados
demonstram que o mecanismo subjacente para a influéncia da idade na relagdo entre
colesterol e a funcao cognitiva ainda nao esta claro (STEFANI et al., 2009; VAN VLIET et al.,
2009).

Além dos estudos mencionados acima, estudos in vitro indicam que o colesterol pode
modular diretamente o processamento da APP e a produgdo do AR em células neuronais
(SIMONS et al.,, 1998; EHEHALT et al.,, 2003), principalmente em microdominios de
membrana denominadas balsas lipidicas, regides com alta concentracdo de colesterol, as
quais parecem ser o principal local para o processamento amiloidogénico da APP (VETRIVEL;
THINAKARAN, 2010). Em estudo com neurbnios hipocampais de coelhos
hipercolesterolémicos, Ghribi e colaboradores (2006) observaram a colocalizagdo da BACE-
1 e de colesterol, sendo que esse lipidio pode estar relacionado a atividade desta enzima e a
producdo de AB. Além disso, a enzima a-secretase, a qual participa da via néo-
amiloidogénica, necessita de membranas com menos colesterol, como o0s dominios

fosfolipidicos ricos em &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, 0s quais sdo mais



23

fluidos (KOJRO et al., 2001). Isso foi confirmado em outro estudo com neurbnios hipocampais
gue demonstrou que a reducéao do colesterol da membrana (por meio de compostos extratores
de colesterol, como a metil-beta-ciclodextrina) diminui a atividade da B secretase, levando a
uma diminuicao na produgéo de AB. Especificamente, a reducdo dos niveis de colesterol na
membrana diminuiu a atividade da enzima BACE-1 (SIMONS et al., 1998).

1.3 Sintese e metabolismo do colesterol

O colesterol € o membro mais abundante de uma familia de compostos conhecida
como ester6is (GOEDEKE; FERNANDEZ-HERNANDO, 2012). Nas células animais, o
colesterol € componente essencial da membrana plasmética (LANGE, 1992), determinando
sua fluidez (DIETSCHY, 2009). Sua via de biosintese também é precursora de importantes
compostos enddgenos, como hormdnios esterdides, vitamina D e sais biliares (GOLDSTEIN;
BROWN, 2001; REPA et al., 2000; CARTOCCI et al.,, 2017) Dessa forma, o suprimento
continuo de colesterol para as células é de extrema importancia (GOEDEKE; FERNANDEZ-
HERNANDO, 2012), de maneira que a sua regulagdo metabdlica é bastante fina e controlada
(WULP et al., 2013).

A regulacdo do metabolismo do colesterol apresenta uma série de mecanismos de
transporte, biossintéticos e regulatérios, em que o figado é o 6rgdo regulador principal
(HARVEY; FERRIER, 2012). A maior parte do colesterol utilizado pelo organismo é endégeno
e produzido pela via do mevalonato, também chamada via dos isoprendides. Essa via é
precursora de diversas moléculas importantes para o metabolismo (TRICARICO et al., 2015).
Resumidamente, a sintese do colesterol pode ser dividida em cinco estagios: |) sintese do
mevalonato a partir da Acetil-CoA; Il) sintese de unidades isoprendides a partir do mevalonato
por meio da perda de CO2; Ill) condensacao de seis unidades isoprendides para formar o
esqualeno; V) ciclizacdo do esqualeno, formando lanosterol; V) formacgéo do colesterol por
rearranjo da molécula de lanosterol. O passo limitante da velocidade na sintese do colesterol
€ a conversao da 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA (HMG-CoA) em mevalonato, catalisada pela
enzima HMG-CoA redutase (RODWELL et al., 1976; NES, 2011). A atividade desta enzima é
regulada por mecanismos de retroalimentacdo negativos, tanto em nivel protéico quanto
transcricional (GOEDEKE; FERNANDEZ-HERNANDO, 2012).

O pool de colesterol total € semelhante em roedores e humanos quando expresso
com base no peso corporal (DIETSCHY; TURLEY, 2002). Em condi¢cbes normais, em torno
de 60 % do colesterol corporal € sintetizado (em torno de 700 mg/dia) e o restante é provido
pela dieta. O figado é responséavel por, aproximadamente, 10 % da sintese total em humanos,

assim como o intestino delgado (LEONI et al., 2013).
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A absorcdo de colesterol pode ocorrer de trés maneiras principais: 1) a primeira
ocorre no limen intestinal e envolve a emulsificacdo e hidrélise da gordura dietética e dos
ésteres de colesterol pelos &cidos biliares e enzimas pancreéticas; 2) a segunda é a captacéo
de colesterol livre pelos enterdcitos; 3) a terceira ocorre com a montagem de colesterol e
ésteres de colesterol com lipoproteinas nos enterdcitos (IQBAL, 2005). Os hepatdcitos podem
absorver as lipoproteinas, e o colesterol ser utilizado na composi¢cdo do acido biliar, ser
esterificado para armazenamento, ou ser convertido em lipoproteinas de muito baixa
densidade (do inglés very low density lipoprotein — VLDL) para distribuicdo aos tecidos extra-
hepéaticos. (WULP et al., 2013).

O influxo de colesterol inibe a enzima HMG-CoA redutase e a sintese de colesterol,
bem como estimula a esterificacdo do colesterol por meio do aumento da atividade da enzima
acil-CoA: colesterol aciltransferase (ACAT), enzima intracelular que serve como um regulador
da homeostase do colesterol intracelular, além de fornecer ésteres de colesterol para a
montagem de lipoproteinas no figado e no intestino delgado (CHANG et al., 2006).

O figado saudavel esta perfeitamente equipado para lidar com grandes quantidades
de colesterol. Quando quantidades relativamente grandes de colesterol atingem o figado, a
sintese de novo e a captacdo pela lipoproteina de baixa densidade (do inglés low-density
lipoprotein - LDL séo reguladas negativamente (KRUIT et al., 2006). A sintese de colesterol
no figado é altamente sensivel a quantidade de colesterol (da dieta) que chega ao 6rgao a
partir do intestino, através da via do remanescente de quilomicrons (DIETSCHY; TURLEY,
1993). A eficiéncia de absor¢éo intestinal de colesterol em humanos é altamente variavel,
variando de 15 % a 85 % em individuos saudaveis (GRUNDY; METZGER, 1983).

1.4 Colesterol e o Sistema Nervoso Central

Apesar da massa encefalica corresponder a apenas 2 % do peso corporal de um
individuo adulto (BJORKHEM et al., 1998), o cérebro contém cinco a dez vezes mais
colesterol do que qualquer outro 6rgao. Este esterol representa 20-30 % de todos os lipideos
no cérebro (BENARROCH, 2008). Ha sélidas evidéncias de que possivelmente a maior parte
desse colesterol seja produzido no préprio tecido (GRIMM et al., 2017; EDMOND et al., 1991,
DIETSCHY, 2009), uma vez que a BHE impede qualquer transferéncia direta de esterois do
sangue para o cérebro, especialmente quando estdo contidos em particulas de lipoproteinas
(DIETSCHY; TURLEY, 2001; BJORKHEM, MEANEY, 2004; ZHANG,; LIU, 2015; PIFFERI et
al., 2021). Grande parte do colesterol cerebral € sintetizado durante o processo de
mielinizagcdo, que ocorre nas primeiras etapas do desenvolvimento (SPADY; DIETSCHY,

1983; ZHANG,; LIU, 2015) e com a maturacdo do sistema nervoso, esta funcdo passa a ser
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resguardada principalmente aos astrocitos (BJORKHEM et al., 2004; BENARROCH et al.,
2008).

O colesterol é fundamental para a formagéo, estabilizag&o e plasticidade sinaptica no
SNC (DUFOUR; LIU; GUSEV; ALKON et al., 2006; SCHREURS, 2010). A maior parte do
colesterol cerebral é ndo esterificado e esta localizado nas bainhas de mielina (SPADY;
DIETSCHY, 1983; BENARROCH, 2008), além de ser componente estrutural das membranas
das células da glia e neurdnios (PARATCHA; IBANEZ, 2002). Nas membranas neuronais, o
colesterol esta concentrado em microdominios de membrana resistentes a solubiliza¢gdo com
detergentes, denominados balsas lipidicas, do inglés “lipid rafts” (Figura 2) (BENARROCH,
2008; MASON et al., 2003). A concentracao de colesterol nas lipid rafts regula criticamente a
permeabilidade do canal i6nico, a transducdo de sinal, a sinaptogénese, a dindmica da
vesicula singptica (BENARROCH, 2008), os fatores neurotroficos e os receptores de
neurotransmissores (PARATCHA; IBANEZ, 2002). Portanto, as lipid rafts servem como uma
plataforma para iniciacdo, propagacdo e manutencao de eventos de sinalizacao celular (TSUI-
PIERCHALA et al., 2002; ZONTA; MINICHIELLO, 2013; PARATCHA; IBANEZ, 2002). Assim,
um controle sobre a homeostase do colesterol cerebral significa manter estas balsas lipidicas
estaveis, e consequentemente, manter a permeabilidade fisiolégica da BHE (TAKECHI,
RYUSUKE et al., 2013; MORGAN et al., 2014).

Colesterol
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Figura 2: Microdominio da membrana plasmatica - “Lipid rafts”. Fonte: Adaptado de WAHEED; FREED,
2010.

Estudos mostram que a membrana vesicular sinaptica contém altas concentracdes
de colesterol comparado as outras organelas (THIELE et al., 2000; DASON et al., 2010;
BINOTTI et al., 2021), e que proteinas de vesiculas sinapticas como a sinaptofisina e
sinaptobrevina sdo apontadas como possiveis alvos de complexacdo com colesterol (MITTER
et al., 2003; KREUTZBERGER et al., 2015; JIA et al., 2006). Estes dados sugerem que para
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a sintese, transporte e liberacdo do conteddo de vesiculas pré-sinapticas sdo necessarias
grandes quantidades de colesterol.

Como a producéo de colesterol cerebral é realizada principalmente por astrocitos no
cérebro maduro (PFRIEGER; UNGERER, 2011; BENARROCH, 2008; BJORKHEM et al.,
2004), o transporte do colesterol dos astrocitos para os neurdnios requer a sua ligagdo a uma
das variantes da apolipoproteina E (apoE) (PFRIEGER; UNGERER, 2011). Os neurdnios
captam este complexo apoE-colesterol via endocitose por meio de receptores especificos
pertencentes a familia de receptores de LDL (como o préprio receptor de LDL ou a proteina
relacionada ao receptor de LDL, LRP1). Apds a absorcdo, as LDL sdo endocitadas e o
conteudo de colesterol liberado no ambiente intracelular por meio da agéo dos lisossomos
neuronais (THELEN et al., 2006; PFRIEGER; UNGERER, 2011).

O colesterol é liberado das lipoproteinas dentro de lisossomos neuronais e
posteriormente transportado por proteinas Niemann-Pick C tipo 1 (NPC1) e tipo 2 (NPC2) para
o citoplasma, onde desempenha inumeras fungdes celulares ou é convertido em 24-
hidroxicolesterol (24-OH) por uma enzima membro da familia do citocromo P450, a CYP46.
Esse metabdlito do colesterol pode cruzar a BHE, ou ser liberado no plasma via fluido cérebro
espinhal, que ¢ a principal rota de eliminag&o do colesterol do cérebro (BJORKHEM, 2008).

Apos a sua excrecao do cérebro, o 24-OH, através da circulacdo sanguinea, alcanca
o figado, onde é captado e metabolizado. Além de ser um metabdlito para a elimina¢éo do
colesterol, 0 24-OH pode ser captado pelos astrdcitos, onde age como uma molécula
sinalizadora que regula a homeostase do colesterol por meio da ativacdo de receptores liver
X (LXR) (PFRIEGER; UNGERER, 2011; GAMBA et al., 2021). Assim como o0 24-OH, o 27-
hidroxicolesterol (27-OH) também é capaz de atravessar a BHE. Contudo, a maior parte do
27-OH flui da circulagcdo para o cérebro e, devido a direta correlacdo entre os niveis de
colesterol e de 27-OH na circulagéo sanguinea (BABIKER et al., 2005; HAVERIN et al., 2005;
MULDER, 2009), se supde que 0 aumento nos niveis de colesterol plasmético resulta em um
aumento na captacao cerebral do metabolito (SHAFAATI et al., 2011; BROOKS et al., 2017).

1.5 Modelos experimentais para o estudo da hipercolesterolemia

Devido a proximidade filogenética, o baixo custo e a relativa facilidade de
manutencéo, roedores vém sendo amplamente utilizados como modelo animal para o estudo
dos efeitos da hipercolesterolemia (GETZ; REARDON, 2016). Para isso, tém-se utilizado
dietas contendo colesterol, as quais variam de ragdes comerciais suplementadas com niveis
substancialmente diferentes do lipideo, assim como modificacdes nas por¢des de outros
nutrientes (DORNAS et al., 2010).
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Apesar do grande numero de estudos utilizando roedores, € importante entender que
0 metabolismo lipidico de cada espécie € Unico e produto de sua evolugdo, logo, ha
significativas diferencas entre o metabolismo lipidico humano e destes animais (LEE et al.,
2017). Em uma andlise comparativa entre diversos modelos animais utilizados para indugao
de quadros de hipercolesterolemia, Yin e colaboradores demonstraram que roedores
possuem diferengas bastante acentuadas na distribuicdo de lipoproteinas (YIN et al., 2012).
Essas diferencas nos perfis lipidicos plasméticos de diferentes espécies, reforcam a
necessidade de cautela quanto a translacdo envolvida nos resultados de experimentos com
hipercolesterolemia induzida por dieta em roedores (YIN et al., 2012).

Muitos dos trabalhos prévios envolvendo hipercolesterolemia e aterosclerose vieram
de estudos que utilizaram coelhos (KOLODGIE et al., 1996; SHARMA; CHRISTOPHER,
2018). O modelo de coelho alimentado com colesterol € notavel pelo rapido desenvolvimento
de lesdes aorticas e baixo custo para manutencdo, sendo um regime tipico para indugéo de
aterosclerose envolvendo suplementacdo de 0,5 % a 4 % de colesterol (DORNAS et al.,
2010).

Por outro lado, camundongos alimentados com uma dieta com baixo teor de gordura,
nao desenvolvem aterosclerose naturalmente (YUAN et al., 2019; ZHAO et al., 2020). Isso
pode ser explicado pelo fato de que estas espécies apresentam altos niveis de colesterol HDL
e baixos niveis de colesterol LDL (ZADELAAR et al., 2007; TSUTSUMI et al., 2001), tornando-
as resistentes ao desenvolvimento de hipercolesterolemia (PAIGEN et al., 1987; YIN et al.,
2012). Assim, camundongos ndo geneticamente modificados tendem a responder
brandamente a dietas hipercolesterolémicas, desenvolvendo apenas hipercolesterolemia leve
(NISHINA; PAIGEN et al., 1990; HARTVIGSEN et al., 2007; LEE et al., 2017). Ainda assim, a
principal estratégia de inducdo de hipercolesterolemia em camundongos € fornecer aos
mesmos uma dieta enriquecida com colesterol.

Um dos primeiros trabalhos utilizando dieta enriquecida em colesterol em
camundongos foi um estudo que utilizou 30 % de gordura, 5 % de colesterol e 2 % de acido
cllico e demonstrou que esses animais apresentavam hipercolesterolemia e estrias
gordurosas em diversas regides vasculares (VESSELINOVITCH; WISSLER, 1968).
Posteriormente, em outro estudo, foi demonstrado que mesmo dietas com 15 % de gordura
total e apenas com 1,25 % de colesterol ocasionam hipercolesterolemia branda em
camundongos C57BL/6 alimentados por 3 meses (SCHREYER et al., 1998).
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1.6 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Como discutido anteriormente, a etiologia da DA é complexa e sua patogénese ainda
ndo € bem compreendida. Diferentes estudos sugerem que as dislipidemias podem estar
associadas ao desenvolvimento de deméncia e DA. Assim, considerando que o colesterol é
um lipideo com variadas fun¢cdes em condicdes fisiolégicas e patolégicas, e pode estar
relacionado com a fisiopatologia da DA, é possivel que possa ser a conexado entre as doencas
metabdlicas e a DA.

Estudos experimentais utilizaram uma abordagem para indugéo de dislipidemia que
envolve ndo somente o acréscimo de colesterol, mas também de gorduras saturadas a dieta.
No entanto, trabalhos que avaliaram o efeito de uma dieta acrescida apenas de colesterol,
utilizando diferentes modelos experimentais de DA, e que avaliaram paradigmas diversos
relacionados as propriedades cognitivas, celulares e moleculares, sdo escassos.

Dessa forma, é necessaria uma investigagdo mais ampla sobre o efeito de uma dieta
acrescida de colesterol em modelos transgénicos e induzidos de DA. Portanto, a hipétese do
presente trabalho é que a dieta acrescida de colesterol ir4 acelerar o desenvolvimento dessa
condigdo patoldgica através do aumento da deposicédo de AR, da neurodegeneracdo e da

neuroinflamacao.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Testar a hipotese de que a dieta acrescida de colesterol agrava as alteragbes
neuropatologicas em modelos experimentais para a DA.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da dieta acrescida de colesterol sobre 0 comprometimento cognitivo
em camundongos transgénicos modelo para DA ou induzido pela injecéo
intrahipocampal de AB1-42.

- Avaliar o efeito do colesterol acrescido a dieta sobre a gliose, a viabilidade neuronal
e a deposicédo de placas amiloides, em camundongos transgénicos modelo para DA.
- Avaliar o efeito do colesterol acrescido a dieta sobre a expresséo de citocinas anti- e
pro-inflamatdrias e fatores neurotréficos em modelo de injec&o intrahipocampal de ABai-
42 € em camundongos transgénicos modelo para DA.

- Avaliar o efeito da dieta acrescida de colesterol sobre parametros metabdlicos
periféricos, em modelo de injegdo intrahipocampal de ABi4 € em camundongos

transgénicos modelo para DA.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Para os experimentos descritos no item 3.4, utilizamos camundongos C57BL/6,
machos, nao transgénicos, com 8 semanas de idade, obtidos do Biotério Central (UFMG).
Para a realizacdo de experimentos envolvendo animais transgénicos, modelo para a DA,
descritos no item 3.5, utilizamos camundongos duplo-transgénicos APP/PS1 (B6C3-Tg
(APPswe, PSEN1dE9) 85Dbo/Mmijax), machos e fémeas, com idade de 6 meses, obtidos do
The Jackson Laboratory e reproduzidos no biotério da UFMG. Todos os animais tinham agua
e racdo ad libitum e foram submetidos ao ciclo claro-escuro de 12 h. Os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com os principios éticos de experimentacdo com
animais, empregados pela Comiss&o Etica no Uso de Animais (CEUA-UFMG), e aprovados
sob o numero de protocolo 374/2018.

3.2 Dieta
Para o tratamento dos animais submetidos a dieta especial, utilizamos dois tipos de
racdo, descritas na tabela 1: 1) racdo acrescida de 1,25% colesterol e 2) racdo controle. A

dieta foi baseada em estudo publicado anteriormente (CHEN et al., 2016; ULLRICH, 2010).

Tabela 1: Composicao das dietas experimentais (g/kg de dieta).

Nutrientes Dieta padrao AIN-93M (g/kg) Dieta com acréscimo de colesterol (g/kg)
Amido de milho 465.692 465.692
Maltodextrina (amido dextriniada) 155 165
Caseina 140 140
Sacarose 100 100
Celulose 50 50
Oleo de soja 40 40
BHT 0.008 0.008
Bitartarato de colina 25 25
Cistina (metionina) 1.8 1.8
Mix de vitaminas 10 10
Mix de minerais 35 35
Colesterol concentragio 1,25% - 12.55

De acordo com a injegado intrahipocampal (PBS ou ABi42) € a dieta (controle ou

colesterol), os animais foram divididos em 4 grupos: dieta controle + PBS; dieta controle +
AB1-42; dieta acrescida de colesterol 1,25% + PBS; dieta acrescida de colesterol 1,25% + APa.
42.

Para os animais APP/PS1, fémeas e machos, foram utilizados 4 grupos: WT

controles submetidos a dieta controle; WT submetidos a dieta acrescida de colesterol 1,25%;
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APP/PS1 submetidos a dieta controle e APP/PS1 submetidos a dieta acrescida de colesterol
1,25%.

3.3 Cirurgia estereotéxica

Neste trabalho utilizamos como estimulo neurotoxico o peptideo ABi42 (Human,
Invitrogen, Carlsbad, EUA), utilizando o protocolo de ativacéo indicado pelo fabricante. Para
viabilizar a microinjecao intrahipocampal de AB1.42(400 pmol) 24 horas antes da tarefa de
reconhecimento de objetos (TRO) (protocolo 24 h - item 3.4.1), camundongos C57BL/6,
machos, de 8 semanas de idade, foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantagéo
de cénula. Para isso, os animais foram anestesiados com uma injecéo intraperitoneal (i.p.) de
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg), sendo, em seguida, submetidos a tricotomia do
escalpo e seu cranio fixado a um aparelho estereotaxico (Insight®). Posteriormente, foi
realizada a assepsia do escalpo com éalcool iodado e uma incisdo sagital para exposi¢éo e
limpeza da calota craniana. Para microinjecdo, uma céanula de 7 mm de comprimento foi
inserida na camada molecular do giro denteado do hipocampo direito, utilizando-se as
seguintes coordenadas: AP: - 1,9 mm; LL: -1.5 mm; DV: +1,8 mm. As coordenadas foram
obtidas a partir do atlas do cérebro de camundongos (FRANKLIN; PAXINOS, 2008).

Para viabilizar a microinjecao intrahipocampal de AB1.42 para realizacdo do protocolo
02 (protocolo 7 d) de neurotoxicidade, 7 dias antes da TRO (item 3.4.2), animais C57BL/6,
machos, de 8 semanas de idade, foram anestesiados com isoflurano em oxigénio em
concentracdes de 2-4% para inducao e 0,5-2,0% para manutencdo. Apds a auséncia de
reflexos e sinais de dor, a superficie da cabeca foi raspada e, em seguida, o animal foi
posicionado em um quadro estereotaxico (Stoelting, Wood Dale, IL, Estados Unidos). Apos
assepsia com alcool (70%, tépico) e solucdo de iodopovidine (7,5%, topico), foi aplicada
anestesia local com lidocaina clorohidratada-epinefrina [1% (p/vol), 7 mg/kg] e o couro
cabeludo foi removido para expor a calota craniana. Pequenos orificios na parte superior do
cranio foram feitos com uma broca de 0,5 mm de acordo com as coordenadas estereotaxicas
descritas no paragrafo anterior. Uma representacao do local de injecéo pode ser encontrada

na figura 3.
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Figura 3: Local de implantagéo da canula guia

3.4 Modelos de neurotoxicidade induzida por microinje¢ao intrahipocampal de AB1.42

3.4.1 Modelo de injegao de AB..4> (Protocolo 24 horas)

No terceiro dia da tarefa de reconhecimento de objeto novo (TRO) (item 3.6),
imediatamente apds a realizacdo da terceira etapa (24 horas antes do teste), os animais foram
submetidos a microinjecao intrahipocampal de 400 pmol de AB1.42 ou PBS (Figura 4). Para a
microinje¢do através da canula, introduziu-se uma agulha de 8 mm de comprimento, acoplada
a uma agulha Hamilton® de 10 pl por meio de um fio de polietileno. O volume de 0,5 pl de
solucao foi injetada com auxilio de uma bomba de infusdo (Insight®), a uma velocidade de 0,5
pl por minuto. Ao fim da infusdo, esperou-se por 1 minuto adicional antes da retirada da

agulha, com objetivo de evitar refluxo da solugéo através da canula.
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LINHA DO TEMPO EXPERIMENTAL
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Figura 4. Linha do tempo experimental do protocolo 24 h em animais C57BL/6. Animais receberam
dieta controle ou acrescida de 1,25 % de colesterol por 16 semanas e injecéo intrahipocampal de PBS

ou AB1-42.

3.4.2 Modelo prolongado de injegcdo de ABi.42 (Protocolo 7 dias)

Neste protocolo, os camundongos C57BL/6 foram submetidos a microinjecao
intrahipocampal (PBS ou AB1.42) no dia 1 e foram submetidos a dltima etapa da TRO, 7 dias
apos a injecao (dia 8) (Figura 5). Para a microinjecado, introduziu-se uma agulha de 8 mm de
comprimento, acoplada a uma agulha Hamilton® de 10 pl por meio de um fio de polietileno. O

volume e a velocidade de injecdo foram os mesmos descritos no item 3.4.1.
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Figura 5: Linha do tempo experimental do protocolo 7 d em animais C57BL/6. Animais receberam dieta
controle ou acrescida de 1,25 % de colesterol por 16 semanas e injecdo intrahipocampal de PBS ou
AB1-42.

3.5 Animais APP/PS1

Camundongos APP/PS1 ou WT littermates, machos e fémeas, com 6 meses de idade
receberam dieta acrescida de colesterol 1,25% ou controle durante 16 semanas, de modo
gue, ao final do experimento, os animais possuiam 10 meses de idade. Os machos foram
submetidos & avaliacdo comportamental por meio da TRO e a tarefa exploratoria de campo
aberto (CA) (figura 6). As fémeas foram submetidas ao mesmo protocolo e, ao final do
tratamento, foram submetidas a avaliacdo comportamental por meio da TRO (figura 7). Todos

os animais foram eutanasiados imediatamente apdés o Ultimo dia de avaliagdo

comportamental.
LINHA DO TEMPO EXPERIMENTAL
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Figura 6: Linha do tempo experimental do tratamento com dieta acrescida de colesterol em animais
APP/PS1, machos. Animais receberam dieta controle ou acrescida de 1,25% de colesterol por 16

semanas.
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LINHA DO TEMPO EXPERIMENTAL
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Figura 7: Linha do tempo experimental do tratamento com dieta acrescida de colesterol em animais
APP/PS1, fémeas. Animais receberam dieta controle ou acrescida de 1,25% de colesterol por 16

semanas.

3.6 Tarefa de reconhecimento de objeto novo (TRO)

A TRO foi realizada em um aparato de fundo branco quadrado (30 x 30 x 20 cm),
constituida por quatro etapas, separadas entre si por um intervalo de 24 h. Na primeira etapa,
0S animais sdo expostos ao aparato vazio e podem explorar livremente 0 mesmo por 5
minutos. Na segunda etapa, 0s animais sdo expostos ao aparato contendo dois objetos
idénticos por 10 min. Os objetos foram dispostos na transversal e afastados da parede em 5
cm e os individuos puderam explorar livremente. Na terceira etapa, repetiu-se a exposi¢ao
aos objetos idénticos, mas por um periodo de 5 minutos. Por fim, na quarta etapa, um dos
objetos é substituido por um objeto novo e os individuos puderam explorar livremente os
objetos e o aparato por 5 minutos. O teste foi filmado por uma camera de video acoplada a
um computador e os videos foram analisados posteriormente. Para avalia¢do, utilizou-se o
tempo de exploracdo do objeto antigo e o tempo de exploracdo do objeto novo, obtidos na
guarta etapa. Os resultados foram mostrados na forma de indice de reconhecimento de objeto
novo, obtido a partir da férmula: 100*[tempo explorando ON/ (tempo explorando OA + tempo

explorando ON)].

3.7 Campo aberto (CA)

O CA é composto por uma caixa de acrilico cilindrica transparente (30 cm de
didmetro) de fundo branco. Os animais foram colocados no centro do aparato e deixados no
campo aberto por 10 min. Acima do aparato, foi colocada uma camera de video conectada a

um computador e todos os testes foram gravados em video e posteriormente analisados com
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auxilio do programa Any-Maze (Stoelting®). O parametro analisado foi a distancia percorrida.

Apébs cada teste, o aparato foi limpo com alcool 70 % para remover pistas olfatorias.

3.8 Imunohistoquimica

Imediatamente ap6s o término dos testes comportamentais, os animais foram
anestesiados e perfundidos por via transcardiaca conforme descrito no item 3.13, seus
encéfalos removidos e fatiados em uma espessura de 35 um e armazenados em solugéo PFA
2%.

Para a imunomarcacédo de NeuN (corpos de neurénios) e Iba-1 (micréglia) foram
utilizados os cortes de hipocampo dos animais APP/PS1 ou WT, machos. Inicialmente os
cortes foram incubados em tampao citrato por 1h (pH 6.0, 70 °C) para recuperacao antigénica.
Na sequéncia, foram incubados por 15 minutos em solucdo de H»O» 1%, para inativacao da
peroxidase enddgena, solugdo de bloqueio (BSA 4 %, Triton 0,5%, em TBS) por 1h e em
anticorpo anti-NeuN (1:800) ou anti-lba-1 (Wako, 1:500) por 48 h. Em seguida, as fatias foram
incubadas em anticorpo secundario anti-rabbit (1:500) overnight, seguido de solug&o avidina-
biotina-peroxidase (ABC) (Vector) e, por fim, a imunohistoquimica foi revelada utilizado

solucdo de diaminobenzidino (DAB).

3.9 Aquisicao, andlise e processamento das imagens

Para obtencdo de fotomicrografias de fatias imunomarcadas por NeuN ou lba-1,
utilizamos camera digital (Microfire, Optronics, CA, USA) acoplada a um microscopio Zeiss
Imager A.2. As fotomicrografias foram feitas utilizando-se a objetiva de 10X. Todas as imagens
foram analisadas com auxilio do programa ImageJ (NIH).

Para a avaliacao da imunomarcacado por NeuN, utilizamos a densidade 6ptica (DO),
gue é gerada por meio do logaritmo da razéo entre a intensidade maxima em pixels (255) e a
intensidade média em pixels obtida a partir de cada fatia imunomarcada
[log(255/intensidade)]. Para a avaliagdo da imunomarcacgao por Iba-1, utilizamos a intensidade
média. Essa variavel foi usada com objetivo refletir na andlise as regides de maior intensidade
encontradas em aglomerados de células. As avaliacbes foram realizadas utilizando

fotomicrografias do hipocampo.
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3.10 Marcacéo da placa amiloide e identificagdo por microscopia de excitacdo por dois

fotons

As fatias de hipocampo dos animais APP/PS1 machos foram coradas utilizando
solucéo de ThioS a 1% em etanol 50% (Sigma-Aldrich). As amostras foram imersas por 10
minutos em solugdo ThioS, mergulhadas por trés vezes em etanol 50% e lavadas com PBS.
Em seguida, a fluorescéncia das imagens foi obtida. A imagem de fluorescéncia foi realizada
por microscopia de fluorescéncia excitada por dois fétons (TPEF) (FONSECA et al., 2019).
Um microscépio invertido de varredura a laser Nikon (Lavision Biotec) com um laser de 80
MHz, 7 picossegundos (APE PicoEmerald) centrado em 830 nm, e objetiva de 5x, foi usado
para TPEF. Um fotomultiplicador GaAsP comum filtro passa-banda de 525/40 nm foi usado

como detector.

3.11 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Amostras de hipocampo obtidas a partir de animais APP/PS1 ou WT, machos e
fémeas, ou animais C57BL/6 machos, submetidos a microinjecao intrahipocampal (PBS ou
ABi1-42) 7 dias antes do teste (Protocolo 7 d), alimentados com dieta acrescida de colesterol ou
dieta controle, foram homogeneizadas em tampéo de extracéo de citocinas [Tris-HCI 0,5 M
pH 8,0; NaCl 5 M; 1% NP40; glicerol 10%; florido fenilmetilsulfonil (PMSF) 200 mM; pepstatina
A 1 uM; EDTA 0,5 M; E-64 1 mM e vanadato de s6dio 1 mM diluidos em agua destilada] e
centrifugadas a 16.000 rpm a 4 °C por 20 min. Posteriormente, foi realizado o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) para detectar a concentracdo de citocinas (IL—6, IL-10 e IL-1B)
fatores neurotroficos (BDNF, NGF, GDNF) e quimiocina (CX3CL1) utilizando kits da R&D
Systems (DuoSet, Minneapolis, MN), de acordo com os procedimentos descritos pelo
fabricante. A leitura da absorbancia foi feita no comprimento de onda 490 nm. Os dados foram

expressos em pg/mL em 100 mg de tecido.

3.12 PCR guantitativo em tempo real (RT-gPCR)

O RNA de amostras do hipocampo de animais APP/PS1 ou WT, machos,
alimentados com dieta acrescida de colesterol ou dieta controle, foi isolado usando o reagente
TRIzol™ de acordo com as instrugbes do fabricante (Thermo Scientific). O RNA foi
ressuspenso em 20 pL de agua livre de nuclease, e sua concentracdo foi analisada por
espectrofotémetro (NanoDrop™, Thermo Scientific). Os cDNAs foram preparados a partir de
2 ug de RNA total extraido em uma reagao final de transcrigéo reversa de 20 yL. O RT-PCR
quantitativo (RT-qPCR) foi realizado usando o Power SYBR® Green PCR Master Mix na
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plataforma do sistema de PCR em tempo real QuantStudio™ 7 Flex (Applied Biosystems).
Todos os ensaios de RT-gPCR foram realizados para quantificar os niveis de mRNA dos
seguintes genes: proteina de densidade pos-sinaptica (PSD-95-Dgl4) e sintaxina (Mm-Stxl1a).
Os primers foram projetados wusando o programa Primer3Plus: PSD-95 (5'-
TCTGTGCGAGAGGTAGCAGA-3'5'- AAGCACTCCGTGAACTCCTG-3'), sintaxina (5-
GAACAAAGTTCGCTCCAAGC-3;5-TGGCGTTGTACTCGGACAT-3’) e rpl32 (5-
GCTGCCATCTGTTTTACGG-3'; 5TGACTGGTGCCTGATGAACT-3'). A verificagcéo prévia de

formacdes secundarias indesejadas ou dimeros entre os primers foi realizada usando a

ferramenta “OligoAnalyser 3.1” (Integrated DNA Technologies®), disponivel em
https://www.idtdna.com/calc/analyzer. Todos os primers utilizados neste trabalho foram
validados por ensaio de diluicdo em série e a eficiéncia da reacdo foi calculada, compreendendo
90-110% (dados ndo mostrados). Todos os RT-gPCRs mostraram boa qualidade de amplificacao
e as alteracBes na expressdao génica foram determinadas com o método 2— ACt usando Rpl32

para normalizag&o.

3.13 Peso corporal, coleta de sangue, perfusdo intracardiaca, preparo dos cérebros

para técnicas histolégicas e bioquimicas, indice de adiposidade e peso do figado

Apés o término dos experimentos comportamentais, todos os animais foram pesados
e anestesiados por via i.p. com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg) e, em seguida,
submetidos a toracotomia para exposicao do coracao. Para a coleta do sangue, uma agulha
hipodérmica foi inserida no ventriculo direito e foi feita a coleta de sangue total. O soro foi
separado por centrifugacdo a 3000 rpm por 15 minutos. Para a perfusdo, uma agulha
hipodérmica foi inserida no ventriculo esquerdo, por onde foram administradas as solucdes
de tampao fosfato em salina (PBS, phosphate buffered saline), com o auxilio de uma bomba
peristaltica (Insight®), a uma taxa de perfusdo de 4 mL/min. Paralelamente, foi feita uma
incisdo no arco adrtico para permitir a saida do sangue. Apés a completa perfusédo de PBS,
os animais foram decapitados, o0s encéfalos retirados e estocados em solugdo de
paraformaldeido (PFA) 4% por 16 horas, ou foram coletados a fresco e armazenados em
freezer -80 °C. Para os animais machos C57BL/6, apenas o hemisfério direito foi coletado e
estocado em solucdo de PFA 4% ou armazenado em freezer -80 °C. O figado e o tecido
adiposo foram removidos, pesados e armazenados em freezer -80 °C para posterior andlise.

As massas absolutas das gorduras epididimal, retroperitoneal e mesentérica foram utilizadas



39

para o célculo do indice de adiposidade visceral (BOUSTANY et al., 2004), conforme a

equacao:

IAd = [(massa da gordura epididimal + massa da gordura retroperitoneal + massa da
gordura mesentérica) / (massa corporal final — Y massa da gordura epididimal +

retroperitoneal + mesentérica)] x100

3.14 Dosagem sérica de colesterol e triglicerideos

Os niveis séricos de colesterol total e triglicerideos dos animais foram determinados
utilizando o conjunto diagndstico Bioclin® triglicérides estaveis e colesterol monoreagente,

cujo principio analitico € o método enzimético colorimétrico.

3.15 Dosagens Hepaticas

3.15.1 Determinacgéao de lipideos totais

Os lipideos totais hepaticos foram extraidos com o uso de solventes organicos de
acordo com o método de Folch (FOLCH et al.,, 1957). Resumidamente, o seguinte
procedimento foi realizado: 100 mg de tecido hepatico foram homogeneizados, em tubo de
vidro, com 1900 pL de solugéo cloroférmio: metanol (2:1). Foram adicionados 400 uL de
metanol, jato forte, e os tubos centrifugados a 3000 rpm, por 5 minutos. O sobrenadante foi
transferido para um tubo previamente pesado, onde se adicionou 800 pL de cloroférmio e 640
pL de NaCl 0,73%, jato forte. ApO0s homogeneizacdo lenta, os homogenatos foram
centrifugados durante 5 minutos, a 3000 rpm. A fase superior foi desprezada e a parede do
tubo foi lavada 3 vezes com 600 pL solugéo de Folch (3% de cloroférmio, 48% de metanol,
47% de agua destilada e 2% de NaCl) e colocados para secar em estufa, a 60 °C. A
guantidade de lipideos extraida foi calculada por diferenga de peso entre o tubo ap6s secagem
(com lipideos) e o tubo vazio.

Os extratos lipidicos foram suspensos novamente em 500 uL de isopropanol para a
determinacédo dos niveis de colesterol total e triglicerideos, prosseguindo-se com os métodos

enzimaticos descritos nos itens 3.15.2 e 3.15.3.

3.15.2 Determinacgéo dos niveis de colesterol

Os niveis de colesterol total foram determinados por método enzimatico (colesterol

oxidase) colorimétrico (ALLAIN et al., 1974), utilizando-se kit comercial (Labtest®, Brasil). O
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método consiste na hidrélise de ésteres de colesterol pela colesterol esterase, produzindo
acidos graxos e colesterol livre. Este ultimo, em presenca da colesterol oxidase e de oxigénio,
produz peroxido de hidrogénio, que, pela acdo da peroxidase em presenca de fenol e 4-
aminoantipirina, produz um composto roseo avermelhado (antipiriiquinonimina), que
apresenta absorcdo méaxima de 500 nm. A intensidade da cor formada € diretamente
proporcional & concentracdo de colesterol na amostra. Dessa forma, o ensaio foi realizado em

microplaca de 96 pocgos.

3.15.3 Determinagao dos niveis de triglicerideos

Os niveis de triglicerideos no figado foram determinados por método enzimatico
colorimétrico, utilizando-se kit comercial (Doles, Brasil). O método consiste na hidrélise dos
triglicerideos do soro pela enzima lipase lipoprotéica, produzindo glicerol livre, que é
fosforilado pela enzima glicerol quinase, cujo produto sofre a acdo da glicerol-P-oxidase, a
qual em presenca de oxigénio, produz peroxido de hidrogénio. Este, sob a¢céo da peroxidase,
em presenca de um reagente fenolico (4-clorofenol) e 4-aminoantipirina, produz um composto
réseo avermelhado, com maximo de absorcdo a 510 nm. As dosagens e a curva padrao foram

feitas em microplacas de 96 pocos.

3.15.4 Medida indireta da peroxidacdo lipidica por substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS)

Os niveis de TBARS foram medidos como um indice de estresse oxidativo resultante
da peroxidacéo lipidica, seguindo o protocolo descrito por Buege e Aust (1978). Combinou-se
1 mL de amostra biol6gica com 2 mL de solugcao TBARS (acido tricloroacético, TCA, 15% p/v
— &cido tiobarbitarico, TBA, 0,375% p/v — acido cloridrico, HCI, 0,25 N — 4gua deionizada)
misturando bem. A solucéo foi aquecida por 15 minutos em banho-maria. Apés o resfriamento,
adicionou-se 0,75 mL de butanol nos tubos eppendorf. O precipitado floculante foi removido
por centrifugagéo a 6000 rpm por 10 minutos. A absorbéncia da amostra foi determinada a
535 nm, a concentracdo de malonaldeido (MDA) foi lida a partir de uma curva de calibracéo
padréo plotada usando 1, 1, 3, 3-tetrametoxipropano (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, EUA) e os

resultados foram expressos como nmol de MDA por mg de proteina.

3.15.5 Atividade da catalase in vitro
A atividade da CAT foi medida segundo método espectrofotométrico adaptado de Aebi

(1984), acompanhando a diminui¢éo da absorbéncia a 240 nm pelo consumo de perdxido de
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hidrogénio (H20.). Uma solucdo de substrato de perdxido de hidrogénio 0,030% (p/p) foi
preparada em 50 mM de tampao fosfato a pH 7,2 e 25 °C, usando peréxido de hidrogénio
(30% (p/p) da Sigma-Aldrich, Alemanha. Resumidamente, 0,010 mL de cada amostra foi
adicionado a 0,990 mL de solucéo de substrato em uma cubeta de quartzo e a absorbancia
(240 nm) foi medida a cada 15 s por 1 min (a 25 °C, pH 7,2 e comprimento do caminho de 10
mm), usando um espectrofotdbmetro (Shimadzu UV-160, Jap&o). A mudanca na absorbancia
por minuto (AA 240) foi estimada e a taxa de reacdo determinada usando um coeficiente de
extincdo de H,O, de 43,6 M! cm!. A atividade especifica é relatada como unidades por
miligrama de proteina (uma unidade € definida como 1 pmol de H>0, consumido por minuto).
O calculo da atividade enzimética foi feito através da formula:
(abs 0 seg — abs 60 seg)

CAT = « Fator de diluica
V de amostra (mlL) ator de diluicao

3.15.6 Atividade da superéxido dismutase (SOD)

A avaliacdo da atividade da SOD nos tecidos foi determinada pelo método de Madesh
e Balasubramanian (1997), com base na autoxidacdo de pirogalol. O ensaio foi realizado
usando uma microplaca de 96 pogos, adicionando a cada pogo 30 L de amostras, 99 uL de
tampao fosfato 50 mM (pH 7,2), 6 pL de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-Brometo de 2,5-
difeniltetrazdlio (MTT) e 15 pL de 1,25 mM de pirogalol. O branco incluiu todos os
componentes, exceto o pirogalol e a amostra. Em seguida, as amostras foram aquecidas a 37
°C por 5 minutos e a reacao foi interrompida com 150 uL de dimetilsulféxido (DMSO). A
absorbancia foi lida em um leitor de microplacas a 570 nm (Synergy 2; Bio-Tek, EUA). A
atividade total de SOD foi expressa em unidades por mg de proteina, onde uma unidade de
atividade de SOD é definida como a quantidade da enzima necessaria para produzir 50% de

dismutacédo do radical superéxido por minuto.

Tabela 2: Resumo de experimentos realizados com cada grupo de animais experimentais.
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Dosagens|Dosagens| Analises Dosagem RT-
Animais Protocolo Grupos TRO CA . g g . L de ThioS
séricas |hepaticas |Histolégicas| .. . qPCR
citocinas
PBS + controle X X X
24 h - Injecé@o " ol
1.2 + controle
corsus |“EEEL%: : o L
42 PBS + colesterol
teste X at X
AB1-42 + colesterol X X X
PBS + controle X X X X
7 d - Injecdo de
PBS ou AB AB442 + controle X X X X
CoTBLE 7 dias antes do
teste PBS + colesterol X X X X
AB1-42 + colesterol X X X X
WT + controle X X X X X X X X
APP/PS1 + controle X X X X X X X X
APP/PS1 Machos
WT + colesterol X X X X X X X X
APP/PS1 + colesterol X X X X X X X X
WT + controle X X X
APP/PS1 + controle X X X
APP/PS1 Fémeas
WT + colesterol X X X
APP/PS1 + colesterol X X X

3.16 Analise estatistica

Para analise estatistica da TRO, utilizou-se o teste t para uma amostra, considerando

a média teodrica de 0,5 (50% de exploragdo em cada objeto). Para as demais avaliacdes

utilizamos ANOVA de duas vias, aplicando-se o pés-teste de Tukey quando adequado.

Considerou-se diferenca estatisticamente significativa sempre que p<0,05 (nivel de

significdncia 5% e intervalo de confianca de 95%).



43

4 RESULTADOS
4.1 Efeitos da dieta acrescida de colesterol sobre a meméria

4.1.1 Colesterol previne o déficit cognitivo induzido por AB1.4.

Utilizamos a TRO para investigar o efeito da dieta acrescida de colesterol nos déficits
cognitivos induzidos por AB1.42. No primeiro experimento, em que a microinjecao foi realizada
24 horas antes do teste (Protocolo 24 h), ao comparar o indice de reconhecimento com 50%
de exploragéo do objeto novo, verificou-se que os animais que receberam AB1.4, tratados com
dieta controle (IRO=0,461+0,03) (Teste t uma amostra, t(7)=0.90; p=0,4023), apresentaram
déficit no reconhecimento do objeto novo, como esperado para o modelo, 0 que néo foi
observado nos animais que receberam injecdo de PBS e foram tratados com dieta controle
(IRO=0,774+0,02) (Teste t uma amostra, t(4)=12,83; p=0,0010), e no grupo PBS tratados com
dieta colesterol (IRO=0,720+£0,02) (Teste t uma amostra, t(6)=10,22; p=0,0002). Por outro
lado, o tratamento com colesterol preveniu o déficit induzido por ABi42 (IRO=0,626%0,03)
(Teste t uma amostra, t(5)=3,52; p= 0,0243) (Figura 8A). No segundo experimento, avaliamos
qual o efeito da dieta acrescida de colesterol num prazo mais estendido apds a injecao de
AB1-42, j& que a injecao foi realizada 7 dias antes do teste (Protocolo 7 d). Ao comparar o indice
de reconhecimento com 50% de exploracéo do objeto novo, verificou-se que os animais que
receberam AB:.42 € foram tratados com dieta controle, apresentaram déficit no reconhecimento
do objeto novo (IRO=0,543+0,02) (Teste t uma amostra, t(8)=1,993; p=0,086), o que nao foi
observado nos animais que receberam injecdo de PBS e foram tratados com dieta controle
(IRO=0,732+0,03) (Teste t uma amostra, t(9)=5,84; p=0,0004) e no grupo que recebeu injecao
de PBS e foram tratados com dieta colesterol (IRO=0,665+0,03) (Teste t uma amostra,
t(8)=4,19; p= 0,004). Além disso, o colesterol acrescentado a dieta foi capaz de prevenir o
déficit cognitivo induzido pela microinje¢cao de AB1-42 (IRO=0,730+0,04) (Teste t uma amostra,
t(5)=5,50; p=0,0053) (Figura 8B).

>
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e PBS
m  Abeta

indice de reconhecimento

indice de reconhecimento

0.0

0.0

T T 1 I
Controle Colesterol 1.25% Controle Colesterol 1,25%

Figura 8: Tarefa de reconhecimento de objeto em animais C57BL/6 que receberam dieta controle ou
colesterol, seguido de microinjecdo de PBS ou ABi.42. A - Protocolo 24 h; B - Protocolo 7 d. Teste t

para uma amostra, considerando a média tedrica de 0.5. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001.
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4.1.2 Colesterol melhora o déficit cognitivo em animais APP/PS1

Tendo em mente os resultados obtidos a partir da TRO nos modelos de microinje¢ao
intrahipocampal de ABi.42, decidimos investigar o efeito do colesterol acrescido a dieta em
animais transgénicos, ja que esses modelos representam as caracteristicas comportamentais
observadas em pacientes com DA e, por isso, sdo mais utilizados. Nos animais machaos, foi
observado déficit cognitivo nos animais APP/PS1 tratados com dieta controle
(IRO=0,581+0,06) (Teste t uma amostra, t(8)=1.241; p=0,2544), mas ndo nos WT tratados
com dieta controle (IRO=0,698+0,06) (Teste t uma amostra, t(6)=2,951; p=0,0319) ou dieta
colesterol (IRO=0,755%0,02) (Teste t uma amostra, t(9)=8,881; p<0,0001). De forma
interessante, a dieta com colesterol previniu o déficit cognitivo nos animais APP/PS1
(IRO=0,688+0,04) (Teste t uma amostra, t(6)=4,341; p=0,0074) (Figura 9A). Para evitar
possiveis implicagfes da perda de peso ou comprometimento da capacidade locomotora na
avaliacdo comportamental, também avaliamos a distancia total percorrida no teste de campo
aberto e ndo notamos diferenca para essa variavel entre os grupos que receberam dieta
colesterol, APP/PS1 ou WT e seus respectivos controles (ANOVA dois critérios; F(1,25)
interacdo=2,961, p=0,097; F(1,25) genotipo=0,121, p=0,730; F(1, 25) dieta=0,220, p=0,643)
(Anexo A).

Nas fémeas, foi observado déficit cognitivo nos animais APP/PS1 tratados com dieta
controle (IRO=0,616+0,05) (Teste t uma amostra, t(5)=1,992; p=0,1172), quando comparado
com 50% de reconhecimento, enquanto as fémeas WT tratadas com dieta controle
(IRO=0,771+0,01) (Teste t uma amostra, t(5)=16,82; p<0,0001) e WT tratadas com dieta
colesterol (IRO=0,680+0,03) (Teste t uma amostra, t(8)=4,699; p=0,0022), foram capazes de
distinguir o objeto novo. No entanto, para as fémeas APP/PS1, a dieta com colesterol foi capaz
de prevenir o déficit cognitivo (IRO=0,664+0,02) (Teste t uma amostra, t(8) =6,205; p= 0,0004)
(Figura 9B).
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Figura 9: Tarefa de reconhecimento de objeto em animais APP/PS1 e WT, machos (A) e fémeas (B)
gue receberam dieta controle ou colesterol. Teste t para uma amostra, considerando a média tedrica
de 0.5. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001.

4.2 Efeito do colesterol sobre a imunomarcacgdo por NeuN no hipocampo de animais
APP/PS1 machos

Tendo em vista que a dieta com colesterol reduziu o déficit cognitivo, decidimos
avaliar o mecanismo responsavel por esse efeito. Para isso, avaliamos a viabilidade neuronal
através da quantificacdo da densidade Optica da imunomarcacgdo por NeuN no hipocampo.
N&o observamos alteragdo na densidade 6ptica no giro denteado entre animais APP/PS1 e
WT e o tratamento dos animais com dieta colesterol também nao foi capaz de alterar essa
marcacdo (ANOVA dois critérios; F(1,20) interacao=0,1897, P=0,6679; F(1,20)
genotipo=0,1573, P=0,6958; F(1,20) dieta=0,07730, P=0,7838) (Figura 10A). Também nao foi
possivel observar qualquer tipo de perda neuronal através desta técnica para qualquer um
dos grupos experimentais avaliados em CAl do hipocampo (ANOVA dois critérios; F(1,20)
interacdo=0,5374, P=0,4720; F(1,20) genoétipo=1.284, P=0,2706; F(1, 20) dieta=3,116,
P=0,0928) (Figura 10B).
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Figura 10: Efeitos do tratamento com colesterol sobre a imunomarcacdo por NeuN no hipocampo de
animais APP/PS1 ou WT, machos. A — Densidade 6ptica da camada granular do GD do hipocampo. B-
Densidade 6ptica da camada piramidal de CA1 do hipocampo. C e D - Fotomicrografias representativas
da imunomarcacdo por NeuN no GD e em CAl do hipocampo, respectivamente. Objetiva de 10x.

Escala = 250 y. ANOVA dois critérios, pds-teste de Tukey.
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4.3 Efeito do colesterol sobre a plasticidade sinaptica

Para avaliar a perda de sitios pré e/ou pdés-sindpticos, hipocampos de animais
APP/PS1 machos foram utilizados para avaliacdo da expressao da proteina de densidade
pés-sinaptica, PSD95, e do marcador pré-sinaptico, sintaxina 1A. Os animais APP/PS1 néo
apresentaram diferenca na expresséo de PSD95 (Figura 11A) (ANOVA dois critérios; F(1,24)
interac&0=0,440, p=0,513; F(1,24) dieta=0,208; p=0,651; F(1,24) gendtipo=1,643, P=0,212)
ou na expressao de sintaxina 1A (Figura 11B) (ANOVA dois critérios; F(1,24) interacdo=0,052,
p=0,821; F(1,24) dieta=0,010; p=0,920; F(1,24) gendtipo=0,118, P=0,733).
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Figura 11: Efeito do tratamento com colesterol sobre a expressdo de mRNA de PSD-95 (A) e Sintaxina
1A (B) em hipocampo de animais APP/PS1 machos, determinados por RT-PCR quantitativo. ANOVA

dois critérios, poés-teste de Tukey.

4.4 Efeito do colesterol sobre aimunomarcacéo por ThioS

Tendo em vista que as placas amiloides sdo uma caracteristica histopatoldgica
importante no diagnéstico da DA, realizamos a identificacdo das placas no hipocampo de
animais APP/PS1 machos, através da imunomarcacao por ThioS. Observamos acumulo de
placas amiloides em animais APP/PS1 (Figura 12A-D). Também observamos que o colesterol
acrescido a dieta foi capaz de reduzir o acumulo de placas observadas no hipocampo de
animais APP/PS1 (ANOVA dois critérios; F(1,22) interacdo=7,330, p=0,012; F(1,22)
dieta=5,112; p=0,034; F(1,22) gendtipo=57,28, P< 0,0001) (Figura 12A-E).
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Figura 12: Efeito do colesterol na dieta sobre a imunomarcacdo de placas amiloides. A - D:
fotomicrografias representativas da imunomarcag¢do em animais WT dieta controle, APP/PS1 dieta
controle, WT dieta colesterol e APP/PS1 dieta colesterol, respectivamente. Objetiva de 5x. E-
Intensidade média da imunomarcag¢do no hipocampo. ANOVA dois critérios, pds-teste de Tukey.
*p<0,05, ****p<0,0001.

4.5 Efeito do colesterol sobre a concentracao de fatores neurotréficos

Sabendo do papel importante dos fatores neurotréficos na sobrevivéncia neuronal,
avaliamos a concentracdo de BDNF, NGF e GDNF no hipocampo de animais APP/PS1,
machos e fémeas e animais C57BL/6 machos, submetidos a microinjecéo intrahipocampal
(PBS ou AB1.42) 7 dias antes do teste (Protocolo 7 d).

4.5.1 Colesterol alterou a concentracéo de fatores neurotréficos no hipocampo

Observamos um aumento na concentracdo de BDNF nos animais APP/PS1 machos
gue receberam dieta controle, comparados aos WT, e uma diminuicdo na concentracao de
BDNF nos animais APP/PS1 machos que receberam dieta colesterol, em comparacdo aos
animais APP/PS1 que receberam dieta controle (ANOVA dois critérios; F(1,23)
interacdo=3,052, p=0,0940; F(1,23) genoétipo=0,0671; p=0,7978; F(1,23) dieta=5,373,
p=0,0297) (Figura 13A). O colesterol ndo foi capaz de induzir altera¢des na concentracdo de

GDNF nesses mesmos animais (Figura 13B). No entanto, observamos um aumento na
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concentracdo de GDNF no hipocampo dos animais WT que receberam colesterol, em
comparagdo com 0s animais que receberam dieta controle (ANOVA dois critérios; F(1,23)
interacdo=3,052, p=0,0940; F(1,23) genotipo=0,0671; p=0,7978; F(1,23) dieta=5,373,
p=0,0297) (Figura 13C).
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Figura 13: Efeito do colesterol sobre as concentracdes de fatores neurotréficos no hipocampo de
animais APP/PS1 ou WT machos. A - Concentracdo de BDNF. B - Concentracdo de GDNF. C -
Concentragdo de NGF. ANOVA dois critérios, pds-teste de Tukey. *p<0,05, **p<0,01.

Quanto as fémeas, observamos um aumento de BDNF no hipocampo dos animais
APP/PS1, quando comparados aos animais WT que receberam dieta controle (ANOVA dois
critérios; F(1,21) interagdo=0,4044, p=0,5317; F(1,21) gendtipo=11,71; p=0,1238; F(1,21)
dieta=2,571, p=0,1238) (Figura 14A). No entanto, ndo observamos diferencas nas
concentracoes de GDNF e NGF (Figura 14B-C).
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Figura 14: Efeito do colesterol sobre as concentragbes de fatores neurotroficos no hipocampo de
animais APP/PS1 ou WT fémeas. A - Concentracdo de BDNF. B - Concentracdo de GDNF. C -
Concentragdo de NGF. ANOVA dois critérios, pds-teste de Tukey. *p<0,05.

Nos animais C57BL/6 machos, submetidos ao protocolo de injecdo de 7 d, ndo
observamos diferengas nas concentragbes de BDNF (Figura 152 e NGF (Figura 15C). No
entanto, observamos que o colesterol na dieta aumentou os niveis de GDNF no hipocampo
dos animais injetados com PBS, quando comparados aos animais que receberam dieta
controle (ANOVA dois critérios; F(1,20) interacdo=8,242, p=0,0094; F(1,20) injecao=3,519;
p=0,0753; F(1,20) dieta=35,85 p<0,0001) (Figura 15C).
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Figura 15: Efeito do colesterol sobre as concentragfes de fatores neurotréficos no hipocampo animais
C57BL/6 machos, submetidos ao protocolo de injecdo de 7 d. A - Concentragdo de BDNF. B -
Concentragdo de GDNF. C - Concentragdo de NGF. ANOVA dois critérios, pos-teste de Tukey.
**p<0,01; ****p<0,0001.

4.6 Efeito do colesterol sobre a imunomarcacéo por Iba-1

4.6.1 Colesterol reduziu a microgliose no hipocampo de animais APP/PS1 machos

No intuito de avaliar o efeito da dieta acrescida de colesterol sobre o perfil microglial
no hipocampo, avaliamos a microgliose por imunomarcacao de Iba-1. Conforme representado
na figura 16E, os animais APP/PS1 apresentaram uma marcacao maior para Iba-1, quando
comparados aos animais WT, que receberam dieta controle. Também observamos que o
colesterol acrescido a dieta diminuiu a marcacdo de Iba-1 no hipocampo dos animais
APP/PS1 quando comparados aos que receberam dieta controle e aumentou a microgliose,
em animais WT quando comparados aos que receberam dieta controle (ANOVA dois critérios;
F(1,18) interacdo=35,38, P<0,0001; F(1,18) dieta=1,717; P=0,2066; F(1,18) gendtipo=57,61,
P< 0,0001).
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Figura 16: Efeito do colesterol sobre a microgliose no hipocampo de animais APP/PS1 e WT. A - D:
fotomicrografias representativas da imunomarcagdo em animais WT dieta controle, APP/PS1 dieta
controle, WT dieta colesterol e APP/PS1 dieta colesterol, respectivamente. Objetiva de 10x. Escala =
250 . E- Intensidade média da imunomarcagdo no hipocampo. ANOVA dois critérios, pds-teste de
Tukey. *p<0,05, ***p<0,001, ****p<0,0001.

4.7 Efeito do colesterol sobre a concentracéo de citocinas

Para avaliar a possivel contribuicdo das citocinas no processo neuroinflamatorio
presente na DA e o efeito da dieta acrescida de colesterol sobre esse perfil, dosamos as
concentracdes das citocinas IL-6, IL-10, TNF, IL-13 e da quimiocina (CX3CL1) no hipocampo
de animais APP/PS1 machos e fémeas e animais C57BL/6 machos, submetidos a

microinjegao intrahipocampal (PBS ou AB1.42) 7 dias antes do teste (Protocolo 7 d).

4.7.1 Colesterol alterou a concentracéo citocinas no hipocampo

Observamos que os animais APP/PS1 machos apresentaram um aumento na
concentracao de IL-1B, quando comparados aos WT que receberam dieta controle. Além
disso, observamos que o colesterol na dieta promoveu uma diminui¢do na concentracao de
IL-1B8 nos animais APP/PS1 (ANOVA dois critérios; F(1,22) interacdo=13,24, p=0,0014;
F(1,22) gendtipo=4,149; p=0,0539; F(1,23) dieta=0,5385, p=0,4708) (Figura 17B). A dieta
acrescida de colesterol também reduziu a concentragdo de CX3CL1 nos animais WT (Figura

17D), no entanto ndo observamos alteraces na concentracdo de TNF (Figura 17E) (ANOVA
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dois critérios; F(1,23) interacdo=7,409, p=0,0122; F(1,23) gendtipo=0,0496; p=0,8257; F(1,23)

dieta=2,226, p=0,1493).
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Figura 17: Efeito do colesterol sobre as concentrac¢des de citocinas no hipocampo de animais APP/PS1
ou WT machos. A - Concentragdo de IL-6. B - Concentracdo de IL-1B. C - Concentracao de IL-10. D -
Concentragdo de CX3CL1. E — Concentracdo de TNF. ANOVA dois critérios, pos-teste de Tukey.

*p<0,05, **p<0,01.

Quanto aos animais APP/PS1 fémeas,

ndo observamos diferengcas nas

concentracoes de IL-6, IL-1B, IL-10 e TNF (Figura 18 A-C, E). No entanto, o colesterol

promoveu um aumento na concentracdo de CX3CL1 nos animais APP/PS1 e nos animais

WT, quando comparados aos mesmos animais que receberam dieta controle (ANOVA dois
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critérios; F(1,21) interacdo=0,0009, p=0,9216; F(1,21) gendétipo=11,53; p=0,0027; F(1,21)
dieta=17,67 p=0,0004) (Figura 18D).
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Figura 18: Efeito do colesterol sobre as concentrac¢des de citocinas no hipocampo de animais APP/PS1
ou WT fémeas. A - Concentracéo de IL-6. B - Concentracdo de IL-1B. C - Concentragéo de IL-10. D -
Concentragdo de CX3CL1. E — Concentracdo de TNF. ANOVA dois critérios, pos-teste de Tukey.
*p<0,05.

E importante relembrar que conforme descrito no item 4.7, a dosagem da

concentracdo de citocinas e da quimiocina (CX3CL1), foi realizada apenas nos animais
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C57BL/6 machos, submetidos a microinjecao intrahipocampal (PBS ou AB1.42) 7 dias antes do
teste (Protocolo 7 d).

Observamos que nos animais que receberam colesterol, e foram injetados com AB:-
42, houve uma reducdo na concentragdo de IL-1B quando comparados aos animais que
receberam dieta controle (ANOVA dois critérios; F(1,19) interacdo=5,754, p=0,0269; F(1,19)
injecd0=8,696; p=0,0082; F(1,19) dieta=5,731 p=0,0271) (Figura 19B). Assim como,
observamos um aumento de CX3CL1 no hipocampo de animais injetados com PBS que
receberam dieta colesterol, quando comparados aos animais que receberam dieta controle
(ANOVA dois critérios; F(1,22) interacdo=0,6437, p=0,4310; F(1,22) inje¢cdo=3,961; p=0,0591,
F(1,22) dieta=16,38 p=0,0005) (Figura 19D). Nao observamos diferencas nas concentracoes
de IL-6 (Figura 19A), IL-10 (Figura 19C) ou TNF (Figura 19E).
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Figura 19: Efeito do colesterol sobre as concentra¢gfes de citocinas no hipocampo de animais C57BL/6
machos, submetidos ao protocolo de injecdo de 7 d. A - Concentracdo de IL-6. B - Concentracao de IL-
1B. C - Concentracéo de IL-10. D- Concentracdo de CX3CL1. E — Concentracao de TNF. ANOVA dois
critérios, pos-teste de Tukey. *p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001.
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4.8 Efeitos do colesterol sobre o peso e adiposidade corporal

4.8.1 Colesterol ndo altera o peso corporal e indice de adiposidade dos animais

A alteracdo de nutrientes na dieta pode alterar parametros como a massa corporal
ou a adiposidade corporal. Nesse sentido, avaliamos se a dieta acrescida de colesterol era
capaz de influenciar nesses parametros, tanto nos animais tratados com microinjecdo
hipocampal de AB1.42, quanto nos animais APP/PS1.

Conforme mostra a figura 20 (A-B), ndo houve diferenca significativa no peso dos
animais APP/PS1, ou WT, machos ou fémeas, apds 16 semanas de dieta padrdo ou acrescida
de colesterol. Também n&o houve alteragcédo no indice de adiposidade corporal dos animais
(Figura 20C-D).
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Figura 20: Efeito do colesterol sobre o peso corporal e indice de adiposidade de animais APP/PS1 ou
WT, machos (A e C, respectivamente) e fémeas (B e D, respectivamente). ANOVA dois critérios, pos-

teste de Tukey.

Da mesma forma, nenhuma alteracéo foi observada em relagéo ao peso corporal ou

indice de adiposidade corporal, nos animais submetidos ao protocolo 24 h ou 7 d (Figura 21).
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Figura 21: Efeito do colesterol sobre o peso corporal e indice de adiposidade de animais C57BL/6,
submetidos ao protocolo de injecdo Protocolo 24 h (A e C, respectivamente) e 7 d (B e D,

respectivamente). ANOVA dois critérios, pos-teste de Tukey.

4.9 Efeito do colesterol sobre os lipideos no soro

4.9.1 Colesterol acrescido a dieta ndo aumentou niveis de colesterol total

Como os animais foram alimentados com uma dieta acrescida somente de colesterol,
decidimos avaliar a concentracdo seérica de colesterol total e triglicerideos nos animais
C57BL/6, submetidos aos dois protocolos de injecdo de ABi42 € também nos animais
APP/PS1. Nos animais APP/PS1, observamos influéncia do fator dieta na dosagem do
colesterol total [fator dieta vs gendtipo (F(1,39)=0,0025; ns), fator genétipo (F(1,39)=0,1693;
ns) e fator dieta (F(1,39)=11,79; p=0,0014)]. Nesse sentido, a dosagem de colesterol foi
significativamente menor para os animais WT que receberam dieta acrescida de colesterol,
guando comparados aos que receberam dieta controle (ANOVA dois critérios, F=1,39,
P=0,0014; pés-teste de Tukey) (Figura 22A). Por outro lado, nos animais C57BL/6, ndo houve
diferenca estatistica no nivel de colesterol total entre os grupos de animais que foram
submetidos a microinjegao hipocampal de AB1.42, realizada 24 horas antes do teste (Protocolo
24 h) [fator dieta vs injecdo (F(1,19)=1,416; ns), fator injecédo (F(1,19)=0,2293; ns) e fator dieta

(F(1,19)=3,705; ns) Figura 22B]. No entanto, o colesterol acrescido a dieta diminuiu 0s niveis
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de colesterol total no soro dos animais que foram submetidos a microinjecao hipocampal de
PBS 7 dias antes do teste, quando comparados aos mesmaos animais que receberam dieta
controle (Protocolo 7 d) [fator dieta vs injecdo (F(1,18)=7,120; p=0,0157), fator injecéo
(F(1,18)=10,29; p=0,0049) e fator dieta (F(1,18)=32,91; p<0,0001)] (Figura 22C).
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Figura 22: Niveis séricos de colesterol em animais que receberam dieta controle ou acrescida de
colesterol, APP/PS1 ou WT, machos (A); e C57BL/6 dos protocolos 24 h (B) e 7 d (C). ANOVA dois
critérios, pos-teste de Tukey. *p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001.

4.9.2 Colesterol acrescido a dieta alterou niveis de triglicerideos no soro

Ainda acerca do perfil lipidico no soro, avaliamos o nivel de triglicerideos. Houve
diminuico desses lipideos no grupo de animais WT, machos, que receberam dieta colesterol,
guando comparados aos que receberam dieta controle (ANOVA dois critérios; F(1,37)
interacdo=4,768, p=0,0354; F(1,37) genotipo=0,0323; p=0,8583; F(1,37) dieta=0,5595,
p=0,4592) (Figura 23A). Para os animais C57BL/6 que foram submetidos ao primeiro
protocolo de injecdo (24 h), percebemos que os grupos que receberam colesterol
apresentaram uma diminuig&o significativa dos niveis de triglicerideos, em relacao aos grupos
gue receberam dieta controle [fator dieta vs injecdo (F(1,14)=0,2567; ns), fator injecéo
(F(1,14)=0,5643; ns) e fator dieta (F(1,14)=22,97; p=0,003) (Figura 23B). Para os animais que
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foram submetidos ao segundo protocolo de injecdo de ABi42 (7 d) ndo houve alteracéo

significativa no nivel de triglicerideos (Figura 23C).
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Figura 23: Niveis séricos de triglicerideos em animais que receberam dieta controle ou acrescida de
colesterol, APP/PS1 ou WT, machos (A); e C57BL/6 dos protocolos 24 h (B) e 7 d (C). ANOVA dois
critérios, pos-teste de Tukey. *p<0,05, **p<0,01.

4.10 Efeitos da dieta sobre o figado

Levando-se em conta que o figado é o érgao central envolvido no metabolismo do
colesterol e que, no presente trabalho o aporte deste lipidio estava aumentado devido a sua

maior ingestéao, realizamos algumas avaliacdes no tecido hepatico.

4.10.1 Colesterol acrescido a dieta aumenta a razdo peso do figado/peso corporal

A seguir, avaliamos a razédo peso do figado/ peso corporal dos animais. Nao houve
diferencga entre os grupos de animais APP/PS1 e WT, ou animais que receberam injecéo de
PBS ou ABi4, que receberam dieta controle. No entanto, o tratamento com colesterol
aumentou a raz&o peso do figado / peso corporal dos animais entre os grupos APP/PS1 ou

WT, machos ou fémeas, assim como nos dois protocolos de inje¢cao de ABi.4. (Figura 24).
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Figura 24: Efeito do colesterol sobre a raz&o peso do figado/peso corporal de animais APP/PS1 ou WT,
machos e fémeas (A e B, respectivamente); e C57BL/6 dos protocolos 24 h (C) e 7 d (D). ANOVA dois
critérios, pos-teste de Tukey. *p<0,05, ****p<0,0001.

4.10.2 Dieta acrescida de colesterol aumenta a quantidade de lipideos totais no figado

Apesar de uma tendéncia, ndo observamos alteragdes significativas entre 0os grupos
de animais APP/PS1, machos, que receberam dieta acrescida de colesterol (ANOVA dois
critérios; F(1,19) interagdo=0,0727, P=0,7903; F(1,19) gendtipo=0,0082, P=0,7774; F(1,19)
dieta=4,810, p= 0,0409) (Figura 25A). No entanto, a dieta acrescida de colesterol aumentou
os lipideos totais hepaticos nas fémeas APP/PS1 e WT (ANOVA dois critérios; F(1,20)
interacao=0,4481, P=0,5109; F(1,20) gendtipo=0,6257, P=0,4382; F(1,20) dieta=71,66,
P<0,0001) (Figura 25B).

Observamos um aumento nos lipideos totais dos animais que receberam dieta
colesterol, quando comparados aos animais que receberam dieta controle, tanto injetados
com PBS quanto com ABis, no protocolo 24 h (ANOVA dois critérios; F(1,19)
interacdo=0,1965, p=0,6626; F(1,19) injecdo=2,696; p=0,1170; F(1,19) dieta=0,406; p<
0,0001) (Figura 25C) e no 02 (ANOVA dois critérios; F(1,19) interacdo=2,066, P=0,1669;
F(1,19) injecdo=10,40; P=0,0045; F(1,19) dieta=82,43, P< 0,0001) (Figura 25D).
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Figura 25: Niveis de lipideos totais hepaticos de animais APP/PS1 ou WT, machos e fémeas (A e B,
respectivamente); e C57BL/6 dos protocolos 24 h (C) e 7 d (D). ANOVA dois critérios, pds-teste de
Tukey. **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001.

4.10.3 Dieta acrescida de colesterol aumenta a concentracao de colesterol hepatico

O colesterol adicionado a dieta aumentou a concentracéo hepatica deste lipideo em
todos os grupos APP/PS1 ou WT, machos ou fémeas, e também em ambos os protocolos
realizados com os animais C57BL/6, quando comparados aos animais que receberam dieta

controle (Figura 26).
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Figura 26: Concentragéo de colesterol hepético de animais APP/PS1 ou WT, machos e fémeas (A e B,
respectivamente); e C57BL/6 dos protocolos 24 h (C) e 7 d (D). ANOVA dois critérios, pOs-teste de
Tukey. **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001.

4.10.4 Dieta acrescida de colesterol aumenta a concentracéo de triglicerideos no figado

Ainda em relag&o ao conteudo lipidico hepético, houve um aumento na concentragéo
de triglicerideos no figado dos animais alimentados com dieta acrescida de colesterol em
todos os grupos APP/PS1 ou WT, machos ou fémeas, e também nos animais C57BL/6,
submetidos aos dois protocolos de injecdo de ABi.42, quando comparados aos animais que

receberam dieta controle (Figura 27).
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Figura 27: Concentragéo de triglicerideos hepéticos de animais APP/PS1 ou WT, machos e fémeas (A
e B, respectivamente); e C57BL/6 dos protocolos 24 h (C) e 7 d (D). ANOVA dois critérios, pés-teste
de Tukey. *p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001.

4.10.5 Efeito do colesterol sobre os marcadores do estresse oxidativo no figado

Com o objetivo de avaliar se o colesterol na dieta promoveu um aumento no estresse
oxidativo hepatico, realizamos a medida da peroxidacao lipidica e dosamos a atividade das
enzimas catalase e superéxido dismutase no figado dos animais. Nao observamos alteracéo
na atividade das enzimas CAT (ANOVA dois critérios; F(1,20) interacdo=0,0215, p=0,884;
F(1,20) genétipo=0,001; p=0,966; F(1,20) dieta=0,077=0,784) (Figura 28A) ou SOD (ANOVA
dois critérios; F(1,20) interacdo=0,537, p=0,472; F(1,20) genostipo=0,028; p=0,868; F(1,20)
dieta=0,113=0,740) (Figura 28B), bem como na peroxidag&o lipidica (ANOVA dois critérios;
F(1,20) interacdo=0,212, p=0,649; F(1,20) gendtipo=4,368; p=0,049; F(1,20)
dieta=0,053=0,819) (Figura 28C) no figado dos animais APP/PS1 machos que receberam

dieta controle ou colesterol.



63

B
)
g 0.40
g ' n °
Q2T
T £
o2
B 0 0.354 ® mnm
3 a
50

®
g'g e X ]
"5 o030 |+ o
@ ; ]
© g ° °
2= 0] '
3 [ ]
3 025 : .
< Controle Colesterol 1,25%
e WT
B APP/PS1

+
4

A
80—
Q = ) |
82g] o° » = .
s2 o T
i == =g
© ° o
o D 40
o £ ° L °
TE
©
23
2 5 20
=
0 T 1
Controle Colesterol 1,25%
C
= 300
% |
°
o
[=
= 200
02 °
x O
5 )
- (=
°
< 100
=
°
g
~— 0 T
Controle

T
Colesterol 1,25%

Figura 28: Atividade dos marcadores do estresse oxidativo no figado de animais APP/WT machos. A-

Atividade da catalase. B- Atividade da superdxido dismutase. C- Lipoperoxidacéo lipidica (TBARS).

ANOVA dois critérios, pés-teste de Tukey.

A dieta acrescida de colesterol ndo promoveu alteracdo na atividade da CAT (ANOVA
dois critérios; F(1,20) interacdo=0,0623, p=0,439; F(1,20) gendtipo=1,881; p=0,185; F(1,20)
dieta=1,472=0,239) (Figura 29A) ou SOD (ANOVA dois critérios; F(1,20) interacdo=0,195,
p=0,663; F(1,20) geno6tipo=0,977; p=0,334; F(1,20) dieta=2,194=0,154) nos animais APP/PS1

fémeas (Figura 29B). No entanto, houve uma diminuicdo na peroxidacao lipidica nos animais

APP/PS1 que receberam colesterol, quando comparados aos animais APP/PS1 que
receberam dieta controle (ANOVA dois critérios; F(1,20) interacdo=1,895, p=0,1839; F(1,20)
genotipo=0,008; p=0,925; F(1,20) dieta=8,337; p=0,009) (Figura 29C).
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Figura 29: Atividade dos marcadores do estresse oxidativo no figado de animais APP/WT fémeas. A-
Atividade da catalase. B- Atividade da superdxido dismutase. C- Lipoperoxidacéo lipidica (TBARS).
ANOVA dois critérios, pds-teste de Tukey. *p<0,05.

Nos animais injetados com PBS ou AB1.42, 24 horas antes do teste (Protocolo 24 h) a
dieta acrescida de colesterol ndo alterou a atividade da CAT (ANOVA dois critérios; F(1,20)
interacdo=0,606, p=0,445; F(1,20) injecdo=0,805; p=0,380; F(1,20) dieta=0,475, p=0,498
(Figura 30A). No entanto, houve uma diminuicdo da atividade da SOD no grupo injetado com
ABi-42, que recebeu dieta colesterol em comparagdo com o grupo que recebeu dieta controle
(ANOVA dois critérios; F(1,20) interacao=3,249, p=0,086; F(1,20) injecdo=0,193; p=0,664;
F(1,20) dieta=29,76, p=0,0001) (Figura 30B). Nao observamos alteracdo na peroxidacéo
lipidica nesses animais (ANOVA dois critérios; F(1,20) interacao=0,981, p=0,333; F(1,20)
injecd0=0,628; p=0,437; F(1,20) dieta=3,633, p=0,071 (Figura 30C).
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Figura 30: Atividade dos marcadores do estresse oxidativo no figado de animais C57BL/6 machos
submetidos ao protocolo de injecdo 24 h. A- Atividade da catalase. B- Atividade da superéxido
dismutase. C- Lipoperoxidacgéo lipidica (TBARs). ANOVA dois critérios, pds-teste de Tukey. *p<0,05,
**p<0,01; ***p<0,001.

Para os animais C57BL/6 que foram submetidos ao protocolo de injecéo 7 d, a dieta
acrescida de colesterol aumentou a atividade da CAT no grupo injetado com ABi.42, que
recebeu dieta colesterol em comparacdo com o grupo que recebeu dieta controle (ANOVA
dois critérios; F(1,19) interacdo=10,48, p=0,004; F(1,19) inje¢cdo=10,90; p=0,038; F(1,19)
dieta=8,136, p=0,010) (Figura 31A). No entanto, ndo houve alteracdo da atividade da SOD
(ANOVA dois critérios; F(1,20) interacao=2,283, p=0,146; F(1,20) injecdo=0,064; p=0,802;
F(1,20) dieta=1,269* p=0,273) (Figura 31B). Também n&o observamos alteracdo na
peroxidacao lipidica nesses animais (ANOVA dois critérios; F(1,20) interacdo=1,062, p=0,315;
F(1,20) injecdo=0,114; p=0,739; F(1,20) dieta=0,032, p=0,858) (Figura 31C).
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Figura 31: Atividade dos marcadores do estresse oxidativo no figado de animais C57BL/6 machos
submetidos ao protocolo de inje¢do 7 d. A- Atividade da catalase. B- Atividade da superdxido dismutase.
C- Lipoperoxidacgdao lipidica (TBARs). ANOVA dois critérios, pés-teste de Tukey. **p<0,01.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, nés demonstramos que uma dieta acrescida de colesterol foi
capaz de impedir o comprometimento cognitivo induzido pela microinjecéao intrahipocampal
de ABi.42 € de melhorar o comprometimento cognitivo em animais APP/PS1. Esse efeito nos
animais transgénicos foi acompanhado por uma reducdo na microgliose hipocampal e na
marcacdo de placas amiloides. Além disso, ndo houve alteracdo de peso, indice de
adiposidade, e niveis séricos de colesterol total e triglicerideos. Por fim, o colesterol na dieta
foi capaz de aumentar a razdo peso do figado/peso corporal e a concentragdo de lipideos
totais hepaticos, além de diminuir a atividade da SOD no modelo de microinjecao
intrahipocampal.

Apesar de mais de um século desde a descoberta da DA, décadas de intensa
pesquisa e a falha de abordagens terapéuticas (CUMMINGS et al., 2007; RASCHETTI et al.,
2007; EXTANCE, 2010; VAN DYCK, 2018), hoje sabemos que alguns fatores de risco podem
aumentar a propensédo da doenga, como envelhecimento, sexo e genética (EDUARDS LII et
al., 2019; CASTELLO; SORIANO, 2013). Além disso, também existem fatores de risco
modificaveis — em termos de condi¢6es médicas trataveis e escolhas de estilo de vida — que
desempenham um papel no desenvolvimento dessa condicdo (REIJIS et al.,, 2017,
LIVINGSTON et al., 2017). Muitas pesquisas mostram que, dentre esses fatores, a
desregulacdo na homeostase do colesterol € importante para a fisiopatologia da doenca
(CANEVARI; CLARK, 2007; SCHREURS, 2010; KOUDINOV; KOUDINOVA, 2003;
LEDESMA; DOTTI, 2006; LUKIW et al, 2005; MAYAGOITIA et al., 2020). No entanto, a
maneira especifica de como o colesterol pode atuar na DA, ainda ndo foi esclarecida.
Portanto, o presente estudo foi desenhado na tentativa de tentar responder a pergunta: uma
dieta acrescida de colesterol acelera 0s processos neurodegenerativos em animais
transgénicos para a doenca de Alzheimer ou injetados com AB1.42, em compara¢do com seus
respectivos controles? Os resultados apresentados mostram um efeito oposto ao levantado
pela hipotese inicial.

A importante estratégia de indugcéo de hipercolesterolemia em modelos animais é
fornecer aos mesmos uma dieta enriquecida com colesterol (MATOS et al.,, 2005). Esta
abordagem tenta simular uma condicdo de hipercolesterolemia ambiental, ou seja, derivada
da absor¢cédo do colesterol por meio da dieta. Diversas composi¢cbes de dieta podem ser
observadas na literatura. No entanto, é importante mencionar que, nos estudos publicados,
podemos distinguir dietas enriquecidas em gordura daquelas com colesterol. Em geral, as
primeiras apresentam taxas de gorduras totais geralmente elevadas (> 50 %) e nenhum

acréscimo de colesterol. Por outro lado, dietas hipercolesterolémicas sdo aquelas que
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possuem enriquecimento com colesterol, apresentando baixa adicdo de outros tipos de
gordura (em torno de 20 %) (LICHTMAN et al, 1999; SILVA et al., 2000).

Pensando nisso e nos diversos estudos que buscaram entender a relacdo entre
hipercolesterolemia e DA que demonstraram resultados controversos
(IADECOLA, 2013; BRENOWITZ et al., 2017; SAH et al., 2017), acrescentamos apenas
colesterol a dieta, sem adicdo de gordura, tentando avaliar o efeito do lipidio isolado. No
entanto, uma das limitagbes do presente estudo foi ndo termos observado
hipercolesterolemia, o qual era nosso objetivo inicial, ja que ndo houve aumento do colesterol
sérico em nenhum dos modelos avaliados. Acreditamos que isso seja devido a auséncia de
fontes de gordura ou mesmo de &cido cdlico na dieta. Porém, o acréscimo apenas de
colesterol reduz a quantidade de variaveis a serem analisadas, uma vez que ndo hé gorduras
saturadas e carboidratos na dieta, que conhecidamente estdo associados ao desenvolvimento

de doencgas metabdlicas e vasculares (SIRI-TARINO et al., 2010).

Com objetivo de avaliar os efeitos do colesterol acrescentado na dieta na fungéo
cognitiva de animais C57BL/6 injetados com APi4., realizamos a TRO, um paradigma
amplamente utilizado para avaliacdo cognitiva em camundongos (LUEPTOW, 2017).
Verificamos que a injecdo de APi4, em dois tempos diferentes, foi capaz de induzir
comprometimento na evocagdo da memoria de reconhecimento do objeto novo. Estudos
anteriores demonstram que a injegao intracerebral de AB1.s> induz déficit de memoéria em
tarefas comportamentais, como TRO (BELLOZI et al.,, 2016; SELKOE, 2002; LEGGIO;
CATANIA; PUZZO; SPATUZZA et al., 2016), labirinto aquatico de Morris (AHMAD et al., 2016;
HU, Z. et al., 2016; KALRA et al., 2016; LI, J. et al., 2016; SHARIATPANAHI et al., 2016),
labirinto em Y e esquiva passiva (LEGGIO et al., 2016; MEUNIER; IENI; MAURICE, 2006;
MOON et al., 2011), o que foi confirmado em nosso trabalho. Também observamos que o
colesterol na dieta impediu o comprometimento cognitivo induzido pela injec&o intracerebral
de AB1-42.

Com base nesse resultado, resolvemos avaliar o efeito da dieta em animais
APP/PS1, modelo que mimetiza melhor o curso da doenca, sendo importante para avaliagcdes
cronicas. Com 10 meses de idade, foi possivel observar a reducdo da cognicdo nos animais
APP/PS1. Esses dados estdo de acordo com a literatura, ja tendo sido demonstrados déficits
de memdria de animais transgénicos para APP em diferentes tarefas comportamentais
(EVANS et al., 2018; GOTZ; ITTNER, 2008; ODDO et al., 2006; KALLOP et al., 2014; KELLY
et al., 2017; KNOWLES et al., 2013). Também observamos que 0s animais que receberam
colesterol apresentaram uma melhora cognitiva, o que ja foi sugerido para outras espécies.
Por exemplo, uma dieta acrescida de colesterol (2%), realizada por 2 a 4 meses, melhorou o

aprendizado espacial no labirinto aquético de Morris em ratos Wistar (DUFOUR et al., 2006;
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MICALE et al., 2008). Essa melhora cognitiva induzida por dieta acrescida de 2% de colesterol
também j& foi observada em coelhos (SCHREUS et al., 2003). Outro estudo demonstrou que
animais com deficiéncia de colesterol ou com sintese do colesterol bloqueada apresentaram
déficit na aprendizagem e na memodria no labirinto aquatico de Morris (VOIKAR; RAUVALA;
IKONEN, 2002). E importante salientar que o colesterol na dieta ou o genétipo n&o tiveram
efeito sobre a atividade locomotora dos animais, o que reforca a validade dos resultados
obtidos no teste comportamental.

Existem muitos dados na literatura que sugerem um papel prejudicial do colesterol
em doencgas neurodegenerativas, como a DA, influenciando na deposigéo do AR (CANEVARI;
CLARK, 2007; HIRSCH-REINSHAGEN; WELLINGTON, 2007; LEDESMA; DOTTI, 2006;
REID et al., 2007). Portanto, dependendo da idade dos animais testados, do protocolo de
alimentagcdo usado, e de outras variaveis, os efeitos do colesterol na aprendizagem e na
memoria podem ser diferentes (CARTOCCI et al., 2017).

A partir desses resultados sobre a melhora cognitiva induzida pelo colesterol,
optamos por nos dedicar apenas ao modelo transgénico, uma vez que ocorre a deposicdo
cronica das placas amiloides com progresséo lenta da condicdo (LI et al., 2015). Entretanto,
a maioria dos modelos transgénicos sdo baseados na expressdo de genes mutantes que
causam a DA, que, apesar de mimetizar algumas caracteristicas clinicas e patolégicas de
casos esporadicos, apresentam diferencas (ELDER et al., 2010), como uma mutacao da APP
ou déficits cognitivos precedendo os depdsitos de AR (BALDUCCI; FORLONI, 2011).

Como no presente trabalho observamos que a dieta acrescida de colesterol
preveniu o déficit cognitivo nos animais APP/PS1, investigamos se esse efeito estaria
relacionado a uma maior sobrevida de neurdnios. Nao observamos diferenca na viabilidade
neuronal entre os animais APP/PS1 e os WT. De fato, em camundongos transgénicos para
DA, a ocorréncia de perda neuronal em varias linhagens foi relatada apenas apds intenso
desenvolvimento de placas amiloides (DUYCKAERTS et al., 2008). Ainda, estudos mostram
gue a perda neuronal significativa € observada em animais idosos. Por exemplo, Tomiyama e
colaboradores (2010) avaliaram camundongos transgénicos para APP e observaram perda
neuronal significativa na regido CA3 do hipocampo apenas aos 24 meses, sugerindo que a
morte neuronal requer longa exposicao das células aos oligbmeros in vivo e ocorre em células
vulneraveis a essas espécies (TOMIYAMA et al., 2010). Além disso, em nosso estudo, 0
colesterol também néo foi capaz de alterar esse parametro nos animais transgénicos ou WT.
Em estudo anterior, Chen e colaboradores (2018), demonstraram que camundongos CD-1
fémeas de 16 meses de idade, alimentados com dieta contendo 3% de colesterol durante 8

meses ndo apresentaram alteragédo na sobrevivéncia neuronal, quando comparados a animais
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de mesma idade que receberam dieta controle. Resultados semelhantes foram observados
em camundongos C57BL/6 de 6 meses de idade (CHEN et al., 2016). Dessa forma, seria
necessaria uma avaliacdo de outro pardmetro ou um tratamento mais prolongado com

colesterol para que possiveis diferencas neste parametro possam ser observadas.

J& foi observado que o colesterol é crucial para a formagao de novas sinapses, para
a funcdo normal dos receptores e para a plasticidade sinaptica (GORITZ et al., 2002;
KOUDINOV et al., 2001). Novas sinapses séo formadas por neurdnios através de colesterol
derivado da glia, que também aumenta a frequéncia da atividade sinaptica espontanea,
aumentando o tamanho e a eficiéncia de liberagdo do transmissor (GORITZ et al., 2002;
MAUCH et al., 2001). Além disso, muitos trabalhos tém mostrado que a disfuncéo sinaptica é
mais evidente e estd mais relacionada ao comprometimento cognitivo do que a perda neuronal
(DA SILVA et al., 2016; KASHYAP et al., 2019; SCHEFF et al., 2006; SELKOE, 2002). Nesse
sentido, avaliamos nos animais APP/PS1 machos os niveis das proteinas sinapticas sintaxina
e PSD-95, conhecidas por desempenhar um papel na capacidade cognitiva (GORDON et al.,
2002). Nao houve alteracdes nos dois genes avaliados em nenhum dos grupos. Outros
trabalhos ja avaliaram marcadores neuronais sinapticos, como sinaptofisina, neurofilamento-
M, sinapsina-1 e sinaptotagmina, nesse mesmo modelo animal, e observaram expressao
desses genes em niveis normais em animais transgénicos (DICKEY et al., 2003; STEIN et al.,
2002). Além disso, reducdes significativas em sinaptofisina e sintaxina ja foram demonstradas
na literatura, mas apenas em casos graves de DA (MINGER et al., 2001). Ainda assim, esses
resultados ndo descartam a hip6tese de que outras alteracdes sinapticas possam ocorrer no
modelo APP/PS1, o que pode ter sido alterado pelo colesterol, uma vez que o processo de
neurotransmissdo € complexo e envolve varias proteinas de sinalizacdo, receptores,

transportadores, entre outros.

Sabendo que uma das principais caracteristicas patoldgicas da DA é a existéncia
de deposicdo extracelular de placas amiloides (JI et al., 2018), e que esse peptideo esta
associado ao déficit cognitivo encontrado em pacientes ou em modelos para DA (LIN, WEI et
al., 2013; O’ NEILL, 2013), decidimos avaliar se as alteracbes comportamentais observadas
estariam associadas a deposicao de AB no hipocampo. Embora mais aceita, é importante
ressaltar que a hip6tese da cascata amiloide tem sido debatida ha muito tempo e ainda € alvo
de discussao (HARDY et al., 2006; TAYEB et al., 2013; KARRAN et al., 2011; FRISONI et al.,
2022).

Para avaliar se houve deposi¢cdo de AB no hipocampo de animais APP/PS1
machos, realizamos a marcagao das placas amiloides no hipocampo com Thioflavina S
(ThioS), marcador amiloidal usual na imunohistoquimica (DETURE; DICKSON, 2019).
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Observamos acumulo de placas nos animais APP/PS1, quando comparados aos WT, 0 que
corrobora o fato de a deposicédo de AB ser um dos principais marcadores histopatolégicos da
doenca (YAN et al., 2009; LIN, WEI et al., 2013; O’ NEILL, 2013). Também observamos que
o colesterol na dieta foi capaz de reduzir o acimulo de placas observadas no hipocampo de
animais APP/PS1. Esses resultados contrastam com a literatura. Por exemplo, coelhos
alimentados por 24 meses com dieta acrescida de colesterol, apresentam um aumento de
placas amiloides (CHEN et al., 2018). Além disso, camundongos APP/PS1 com 8 semanas
de vida, quando alimentados por 5 semanas com dieta acrescida de colesterol e gordura,
apresentaram um aumento de AP no cérebro. Novamente, essas diferencas podem estar

relacionadas a espécie, tempo e contetdo da dieta, entre outros fatores.

Os fatores neurotréficos sdo descritos por manter a sobrevivéncia e a fungéo de
populacdes neuronais especificas (SCHINDOWSKI et al., 2008). Dentre os fatores
neurotréficos com alteragdes significativas no presente estudo, o GDNF, por exemplo, esta
envolvido na sobrevivéncia, crescimento de neuritos e diferenciacdo de populac¢des distintas
de neur6nios centrais e periféricos (AIRAKSINEN; SAARMA, 2002). Seu papel neuroprotetor
ja foi demonstrado em diferentes modelos experimentais (DUARTE et al., 2012; FAN et al.,
2016; KONISHI et al., 2014). Neste estudo, encontramos um aumento significativo de GDNF
no hipocampo dos animais WT machos, com 10 meses de idade, quando tratados com
colesterol, bem como nos animais C57BL/6 que receberam injecdo de PBS e colesterol na
dieta. Apesar de estudos demonstrarem que um aumento no GDNF pode desempenhar um
papel crucial na cognicédo, incluindo retencéo de memaria espacial (CHIAVELLINI et al., 2022),
0 presente resultado ndo nos permite inferir nenhuma funcéo desse fator neurotréfico no

protocolo, uma vez que ndo houve alteracdo mediada pela dieta.

O BDNF é uma proteina pré-sobrevivéncia que suporta a viabilidade de neurdnios
periféricos e centrais (XIANG et al., 2014). Estudos relataram que a deficiéncia de BDNF
comeca na fase inicial da DA e eventualmente causa degenerag&do neuronal, morte celular e
perda da neurotransmissao colinérgica na fase tardia da doenca (COUNTS; MUFSON et al.,
2005; TAPIA-ARANCIBIA et al., 2008). A expressdo de BDNF também é prejudicada em
pacientes com DA e em modelos animais para DA (FUMAGALLI et al., 2006). No presente
estudo, foi observado um aumento na concentracdo de BDNF nos animais APP/PS1 machos
e fémeas em relacao aos WT submetidos a dieta controle. Esses resultados contrastam com
a literatura, ja tendo sido demonstrado que animais APP/PS1 apresentam uma diminuicao de
BDNF (PENG et al., 2009). Também observamos que o colesterol na dieta foi capaz de
reduzir a concentracdo de BDNF nos animais APP/PS1machos. Apesar dos mecanismos
exatos subjacentes ao efeito da sinalizacdo prejudicada do BDNF na DA ainda serem

desconhecidos (GAO et al., 2022), acreditamos que esse resultado sozinho é inconclusivo.
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Uma vez que o acumulo de AB tem sido associado ao aumento da resposta
inflamatdria, especialmente mediada pela micréglia (BABCOCK et al., 2015; BLOCK; ZECCA,;
HONG, 2007; HICKMAN; ALLISON; EL KHOURY, 2008), nosso proximo passo foi avaliar a
microgliose no hipocampo dos animais. De fato, j& foi demonstrado que a resposta inflamatoria
local em modelos para DA é mediada pela microglia ativada (WYSS-CORAY et al., 2006;
AKIYAMA et al., 2000) e ocorre apos a formacao da placa amildide (DUYCKAERTS et al.,
2008). Nossos resultados mostraram que animais APP/PS1 apresentaram microgliose
aumentada no hipocampo em comparagdo aos animais WT. Curiosamente, 0 grupo que
recebeu colesterol na dieta apresentou reducdo da microgliose no hipocampo. De forma
interessante, esse resultado se correlaciona com a diminuicdo da deposicdo amiloide nos

mesmaos animais.

Além da microgliose, muitos trabalhos ja mostraram alteragdes no perfil de liberacéo
de citocinas em animais APP/PS1 de diferentes idades (BABCOCK et al., 2015; BELLOZI,
GOMES; DA SILVA; et al.,, 2019; PATEL et al., 2005), o que poderia contribuir para a
neurodegeneracdo (TOMIYAMA et al., 2010). Dessa forma, avaliamos se citocinas pro-

inflamatdrias ou anti-inflamatérias estavam alteradas no hipocampo dos grupos avaliados.

No SNC, fractalquina é constitutivamente e abundantemente expressa em
neurbnios, com niveis particularmente elevados em neurdnios hipocampais (HARRISON et
al., 1998) e encontra-se diminuida no cérebro de roedor envelhecido em relacdo ao cérebro
jovem (MECCA et al., 2018). No presente estudo, foi observado que o colesterol diminuiu a
concentracdo de CX3CL1 no hipocampo de animais WT machos. Nas fémeas, a adicdo de
colesterol na dieta aumentou a concentragdo de CX3CL1. Esse marcador também foi avaliado
nos camundongos C57BL/6 submetidos ao protocolo 7 d. Neste caso, o0 colesterol aumentou
apenas a concentragdo nos animais injetados com PBS. De acordo com a literatura, o
CX3CL1 parece ser neuroprotetor em algumas configuracdes, enquanto contribui para danos
neuronais em outras (SHERIDAN; MURPHY, 2013).

A IL-1B pode ser produzida pela microglia ativada e contribuir para a degeneragao
neuronal (GRIFFIN et al., 2002). No presente estudo, verificamos que houve um aumento na
concentracao de IL-13 nos animais APP/PS1 machos, comparados aos WT, na dieta controle.
De forma interessante, houve reducdo da concentracdo desta citocina no hipocampo dos
animais APP/PS1 que receberam colesterol, comparados aos que receberam dieta controle.
Este resultado é interessante, uma vez que acompanha o padrdo de microgliose e de
marcacgao de AB1.42. Com relagdo as demais citocinas avaliadas, de forma geral, ocorreram
alteracbes pontuais nos modelos avaliados. E importante ressaltar que a inflamacao

observada no cérebro do paciente com DA néo é adequadamente reproduzida em todos os
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modelos murinos transgénicos, pois ha diferencas entre as espécies, no que diz respeito a
natureza e gravidade da inflamacdo (LITHNER et al., 2011; SCHWAB; HOSOKAWA;
MCGEER, 2004).

Da mesma forma que h& alteragdes ao nivel do SNC associadas a DA, ja foi
verificado que outras alteragGes sistémicas, como dislipidemias, podem contribuir para a
progressao da doenca (DE LIMA OLIVEIRA et al.,, 2018). No presente trabalho, a dieta
enriguecida com colesterol ndo induziu dislipidemia. Apesar de ja ter sido demonstrado que
em modelos animais para DA pode-se observar aumento nos niveis de colesterol sérico, é
necessario levar em consideragao que as dietas destes estudos continham também gordura
em sua composic¢do (FOIDL; HUMPEL, 2019; HOHSFIELD et al., 2014; REFOLO et al., 2000).
Somado a isso, a concentragdo de colesterol utilizada na dieta, a idade dos animais, a espécie
ou a linhagem, o tempo de tratamento, e os métodos de dosagem utilizados, podem contribuir

para essas discrepancias entre o nosso estudo e 0s outros.

A adicdo de colesterol a dieta pode resultar em alteracdes hepaticas (ANDERSEN,;
TURLEY; DIETSCHY, 1982; NERVI; WEIS; DIETSCHY, 1975; PUSCHEL; HENKEL, 2018).
No presente estudo observamos que o colesterol na dieta aumentou a razdo peso do
figado/peso corporal e a concentracao dos lipideos no 6rgao. Esses dados estdo de acordo
com a literatura, ja tendo sido demonstrados aumento no peso do figado (HOWLAND et al.,
1998) e aumento na concentracao dos lipideos hepaticos (GEORGE et al., 2004; HOWLAND
et al.,, 1998; REFOLO et al.,, 2000; MAHFOUZ; KUMMEROW, 2000) em animais que

receberam dieta acrescida de colesterol.

Como verificamos esse aumento da razao peso do figado/peso corporal, e da
concentracdo de colesterol no tecido hepatico, nosso préximo objetivo foi avaliar se o
colesterol acrescentado a dieta estaria ocasionando um estresse oxidativo no tecido. Nao
observamos alteracdes significativas nas dosagens de CAT, SOD ou TBARs nos animais
APP/PS1 machos. Esse resultado esta de acordo com outro trabalho, em que ratos
alimentados com 1-3% de colesterol, ndo apresentaram alteracfes na atividade de enzimas
antioxidantes (BOBEK et al.,, 1997), ou na lipoperoxidagdo no figado (MAHFOUZ;
KUMMEROW, 2000). Nas fémeas alimentadas com colesterol, observamos uma diminui¢cao
significativa nos niveis de TBARs nos animais APP/PS1 e uma tendéncia a diminuigdo nos
WT. Sabe-se que o estrogénio pode ocasionar alteragdes gerais do metabolismo, que sé&o
detectadas no figado (KANKOFER et al., 2007). Além disso, ja foi demonstrado que as
terapias de reposicdo hormonal diminuem os marcadores de estresse oxidativo no plasma e
no tecido, sugerindo um efeito protetor dos estrogénios (ALBANO et al., 2005). J& nos animais

C57BL/6, apesar de ndo termos observado diferencas significativas na atividade da CAT, e
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nos niveis de TBARs, verificamos uma diminuicéo significativa na atividade da SOD, quando
0s animais receberam colesterol na dieta. Isso ja foi demonstrado em outro trabalho em que
animais C57BL/6 alimentados com uma dieta rica em colesterol e gordura apresentam
concentracdes mais baixas de SOD hepatica (ZHANG et al., 2021). No entanto, a contribuicéo
do colesterol em todos esses parametros precisa ser melhor investigada.

Observamos que as 16 semanas de dieta com colesterol ndo altera o peso corporal
de animais C57BL/6 ou de animais APP/PS1. Resultado semelhante foi encontrado em outros
estudos que utilizaram modelo genético para DA (HOHSFIELD et al., 2014; GEORGE et al.,
2004). Por outro lado, outros trabalhos utilizando diferentes modelos animais, mostraram que
o colesterol acrescido a dieta pode levar ao aumento do peso corporal (EHRLICH et al, 2012;
FOIDL; HUMPEL, 2019; ULLRICH et al., 2010). Apesar disso, um estudo que administrou
diferentes dietas em animais C57BL/6, mostrou que esses animais s6 ganham peso, se forem
alimentados com dietas acrescidas de gordura e ndo somente colesterol (HWANG et al.,
2010). Por fim, em nosso estudo, o colesterol ndo alterou a adiposidade dos animais em
nenhum dos modelos avaliados. Resultado similar foi encontrado em estudo com animais
C57BL/6 alimentados com 1,5% de colesterol por 25 semanas, 0s quais ndo apresentaram
alteracdo na massa de tecido adiposo (SUMIYOSHI; SAKANAKA; KIMURA, 2010).
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6. CONCLUSAO

Apesar de mais de um século desde a descoberta da DA, ndo ha cura que possa
deter, retardar ou reverter a progressao da doenca. Independentemente do tremendo esfor¢o
gue o campo cientifico tem feito para encontrar tratamentos eficazes. Portanto, uma estratégia
alternativa para combater a DA poderia ser a prevencao dos fatores de risco modificaveis
conhecidos e o entendimento dos mecanismos metabdlicos relacionados a doenca, isso inclui

o entendimento dos efeitos do colesterol na doenca.

O presente trabalho adiciona a literatura novas evidéncias de que animais
alimentados apenas com colesterol, sem acréscimo de gordura a dieta, apresentam uma
melhora cognitiva, especialmente aquela que depende do funcionamento hipocampal. Esses
resultados ampliam o conhecimento sobre complexidade dos efeitos promovidos pelo
colesterol em um contexto de condi¢des patoldgicas.

Os resultados comportamentais, histolégicos e bioquimicos apresentados no
presente trabalho ndo sdo suficientes para explicar a melhora cognitiva observada nos
animais, sendo necessaria a continuidade do estudo para o esclarecimento acerca das bases
celulares e moleculares desses achados. No entanto, nossos resultados reforcam o que
outros estudos ja vém demonstrando, que o metabolismo do colesterol é um fator importante
para a patofisiologia desta doenca neurodegenerativa. O esclarecimento da maneira
especifica de como o colesterol pode atuar na DA pode indicar novos alvos para abordagens

terapéuticas.
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8. ANEXOS

ANEXO A: Efeito da dieta acrescida de colesterol sobre a locomog¢éo de animais APP/PS1

ou WT, machos no teste de campo aberto.
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