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RESUMO

A doenga de Alzheimer (DA) destaca-se como a principal etiologia da deméncia,
caracterizada por uma deterioragéo progressiva da memoria, das fungdes cognitivas,
acompanhada de alteragbes comportamentais e prejuizo funcional. A complexa
interacdo das cascatas neuroinflamatérias assume um papel fundamental no inicio e
progressao da trajetdria patolégica da DA, orquestrada por uma miriade de fatores.
Embora os mecanismos permanegam indefinidos, evidéncias crescentes ressaltam
um suposto nexo patologico que liga a desregulacao do colesterol a DA. Este estudo
se esforga para examinar o impacto do aumento da ingestao de colesterol nos indices
inflamatoérios em um modelo animal de DA. Camundongos machos e fémeas com
genatipo duplo transgénico APP / PS1 foram utilizados para modelar a DA, justapostos
contra WT littermates como controles. A partir dos 6 meses de idade, os animais foram
submetidos a uma dieta padrdo ou a uma dieta equicaldrica suplementada com 1,25%
de colesterol por um periodo de dezoito semanas. Apos a conclusao da intervengao
dietética, os animais foram sacrificados e foram obtidas amostras abrangendo rins,
baco, cortex pré-frontal, coértex, hipocampo e corpo estriado. Os mediadores
inflamatorios foram avaliados utilizando Cytometric Bead Array (CBA) para um painel
de citocinas compreendendo IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17 e TNF-a. Nossas
descobertas revelam uma discrepancia notavel nas concentragdes de TNF-a em
amostras esplénicas, manifestando uma abundancia maior no grupo controle em
comparagao ao grupo APP/PS1 apds a suplementagdo de colesterol. No entanto,
disparidades discerniveis nos parametros inflamatérios entre gendtipos e regimes
alimentares nao foram evidentes em outros érgédos amostrados. Coletivamente, essas
observagbes delineiam que a incorporagao de 1,25% de colesterol ndo consegue
provocar alteracdes perceptiveis no meio inflamatério no cortex pré-frontal, cortex,
hipocampo e estriado. Por outro lado, uma reducgéo evidente nos niveis de TNF-a no
baco de animais afetados pela DA sublinha um potencial papel modulador do
colesterol nas respostas inflamatoérias periféricas no contexto da patogénese da DA.
Portanto, nossas descobertas ressaltam a necessidade de elucidar ainda mais a
intrincada interacdo entre o metabolismo do colesterol e a neuroinflamagao no
contexto da DA.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer; colesterol; citocinas.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) stands as the foremost etiology of dementia, characterized
by a progressive deterioration in memory, cognitive functions, accompanied by
behavioral alterations and functional debilitation. The intricate interplay of
neuroinflammatory cascades assumes a pivotal role in instigating and perpetuating the
pathological trajectory of AD, orchestrated by a myriad of factors. While the precise
mechanistic underpinnings remain elusive, mounting evidence underscores a putative
pathological nexus linking cholesterol dysregulation with AD. This study endeavors to
scrutinize the impact of heightened cholesterol intake on inflammatory indices within
an animal model of AD. Male and female mice harboring the APP/PS1 double-
transgenic genotype were utilized to model AD, juxtaposed against WT littermates as
controls. Commencing at 6 months of age, subjects were subjected to either a standard
diet or an equicaloric diet supplemented with 1.25% cholesterol for a duration of
eighteen weeks. Upon completion of the dietary intervention, animals were euthanized,
and specimens encompassing the kidneys, spleen, prefrontal cortex, cortex,
hippocampus, and striatum were procured. Inflammatory mediators were assessed
utilizing Cytometric Bead Array (CBA) for a panel of cytokines comprising IFN-y, IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, and TNF-a. Our findings unveil a notable discrepancy in TNF-a
concentrations within splenic samples, manifesting a higher abundance in the control
cohort compared to the APP/PS1 group following cholesterol supplementation.
However, discernible disparities in inflammatory parameters across genotypes and
dietary regimens were not evident in other sampled organs. Collectively, these
observations delineate that the incorporation of 1.25% cholesterol fails to elicit
discernible alterations in the inflammatory milieu within the prefrontal cortex, cortex,
hippocampus, and striatum. Conversely, a discernible reduction in TNF-a levels within
the spleen of AD-afflicted animals underscores a potential modulatory role of
cholesterol in peripheral inflammatory responses in the context of AD pathogenesis.
Hence, our findings underscore the imperative for further elucidating the intricate
interplay between cholesterol metabolism and neuroinflammation in the context of AD.

Keywords: Alzheimer's disease; cholesterol; cytokines.
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1. INTRODUGAO
1.1.Doenca de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA) é a causa mais comum de deméncia,
representando de 60% a 80% de todos os casos, na qual observa-se uma perda
progressiva de memoria e declinio de outras fungdes cognitivas, bem como alteragoes
comportamentais e prejuizo funcional (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2020; DE
STROOPER e KARRAN, 2016). Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (WHO,
2023), cerca de 55 milhdes de pessoas vivem com deméncia, a previsdo € que este
valor triplique até 2050 devido ao aumento da prevaléncia da doenga, conforme o
aumento da idade. Além disso, observa-se uma taxa mais elevada entre mulheres e
que mais de 60% vivem em paises de baixa e média renda. Um tergo dos casos de
DA sao atribuiveis a fatores de risco modificaveis e a prevaléncia antes dos 50 anos
é inferior a 1 por 4.000. (ZHANG et al., 2021).

No Brasil, houve 211.658 6bitos por doenga de Alzheimer entre 2000 e 2019,
dos quais 64% eram do sexo feminino. Setenta e trés por cento dos ébitos tinham 80
anos ou mais de idade, 23% pertenciam a faixa etaria de 70-79 anos e 4% a de 60-
69. A maioria destas mortes foi registrada na regido Sudeste (56%), seguida pelas
regides Sul (20%), Nordeste (16%), Centro-Oeste (6%) e Norte (2%) (PASCHALIDIS
et al., 2023).

A DA é confirmada através da analise post-mortem usando diretrizes do
National Institute on Aging and Alzheimer's Association (NIA-AA) (RANI el at., 2023).
O diagnostico é clinico e conta com o apoio de biomarcadores. Contudo, dos
individuos com 70 anos ou mais, 20% a 40% sem comprometimento cognitivo
possuem biomarcadores ou evidéncias de autdpsia do processo patoldgico da DA,
portanto, os achados nao sio suficientes para os sintomas. Através de exames
complementares pode-se realizar o diagnostico preciso em casos atipicos ou de inicio
precoce (SCHILLING et al., 2022; DESCHAINTRE et al., 2009).

A avaliacgao clinica é baseada especialmente nos dominios cognitivos afetados
e no comprometimento funcional do paciente. A DA pode manifestar-se inicialmente
com caracteristica tipica amnéstica, onde ha dificuldade predominante da meméria
episodica associada a lesdes degenerativas das estruturas temporais mediais. Esse

perfil ocorre em cerca de 85% dos casos. Outras apresentagdes atipicas e menos
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frequentes comegcam com predominio de altera¢des da linguagem, das habilidades
visuais-espaciais, das fungdes executivas ou motoras complexas. As formas atipicas
(geralmente pré-senis) mais comuns sao a variante logopénica da afasia progressiva
primaria (VIAPP) e a visual-espacial-apraxica da atrofia cortical posterior (ACP); e as
menos comuns sao a sindrome corticobasal (SCB) e a variante comportamental e
disexecutiva (vcdDA) (SCHILLING et al., 2022).

Atualmente, a neuroimagem - seja a tomografia por emisséo de pdésitrons (PET)
ou a ressonancia magnética (RM) - e os biomarcadores encontrados no liquido
cefalorraquidiano (LCR), sdo métodos bem estabelecidos que fornecem preciséo
notavel (RANI el at., 2023).

A ressonancia magnética estrutural € amplamente utilizada para medir
alteracbes na morfometria cerebral relacionadas a perda de neurbnios, sinapses e
desarborizacdo dendritica na progressao da DA ao longo do tempo (FRISONI et al.,
2010; VEMURI e JACK, 2010). Os primeiros locais de atrofia normalmente ocorrem
no cortex entorrinal no lobo temporal medial, seguido pelo hipocampo e estruturas
adjacentes (JOHNSON et al., 2012).

A tomografia por emissdao de positrons (PET) permite a aquisicdo de
informagdes do estado funcional dos o6rgaos. A detecgdo acontece por pésitrons
liberados de radionuclideos que s&o analogos as moléculas bioldégicas comuns, como
a glicose, e em pacientes com deméncia, apresentam hipometabolismo cerebral
(CHETELAT et al., 2020). Evidéncias demonstram que individuos assintomaticos com
risco genético de DA, apresentam alteragdes metabdlicas que precedem a atrofia,
embora a diminuicdo no metabolismo da glicose também seja encontrada no
envelhecimento (MOSCONI et al., 2006; SHEN et al., 2012; YOSHIZAWA et al., 2014).
Pacientes com DA possuem padrao de hipometabolismo que envolve os cortices
cingulado posterior, pré-cuneo, témporo-parietal e temporal medial (MOSCONI et al.,
2006; SILVERMAN et al., 2001; SILVERMAN et al., 1999).

Os biomarcadores liquéricos na DA utilizados para fins de diagndstico sao o
peptideo AR de 42 aminoacidos (AB1-42) e a proteina tau em sua composigao total e
porgao fosforilada no residuo de 181 de treonina (T-tau e P-tau, respectivamente). A
assinatura patolégica da DA no liquido cefalorraquidiano (LCR) consiste em um
padrdo determinado pela reducdo da concentragdo de AB+142 e aumento das
concentracdes de T-tau e P-tau. A combinagao de AB42 e P-tau proporciona uma

sensibilidade e especificidade de aproximadamente 90% para distinguir a DA de
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patologias ndo DA (DINIZ et al., 2008; FORLENZA et al., 2015; HANSSON et al.,
2006).

Embora seja um problema de saude publica, no momento, existem apenas
duas classes de farmacos aprovados para o tratamento da DA. Os inibidores da
enzima colinesterase (analogos de origem natural, sintéticos e hibridos) que incluem
donepezil, galantamina e rivastigmina. E um farmaco antagonista dos receptores N-
metil-D-aspartato (NMDA) representado pela memantina. Esses tratamentos sao
administrados por via oral ou transdérmica (ATRI et al., 2016). Eles sao eficazes
apenas no tratamento dos sintomas, ajudando a manter a independéncia e a melhorar
a qualidade de vida das pessoas com DA, mas ndo curam ou previnem a doenga
(WANG e REDDY, 2017). A hipotese colinérgica é a teoria mais antiga proposta para
explicar a etiologia e os mecanismos por tras dos sintomas neuropsiquiatricos
associado a DA (DAVIES e MALONEY, 1976; PAKASKI e KALMAN, 2008). O
processo patologico da DA leva a destruicdo de células produtoras de acetilcolina
(ACh) reduzindo a transmissado colinérgica através do cérebro. Os inibidores de
acetilcolinesterase (IAChE) atuam bloqueando as enzimas - AChE e
butirilcolinesterase (BChE) — na metabolizacdo de ACh, o que resulta em maior
disponibilidade de ACh na fenda sinaptica (SINGH e SADIQ, 2023; SHARMA, 2019)
com consequente melhora do desempenho da memoria. Por outro lado, a
superativacdo dos receptores NMDA leva ao aumento do influxo de Ca?* e promove
a morte celular e disfungao sinaptica por um mecanismo denominado excitotoxicidade.
Glutamato € um neurotransmissor excitatoério que desempenha um papel fundamental
nas fungdes cerebrais de aprendizagem e memoaria. O antagonista de NMDAR evita,
portanto, a superativacdo de receptores de glutamato, regula os niveis do
neurotransmissor e restaura a atividade celular normal (WANG e REDDY, 2017).

Estas terapias medicamentosas sao eficazes no estagio inicial assintomatico,
desta forma, a administracdo em estagios tardios limitam os efeitos benéficos
(ZENARO et al., 2017). Uma razao que contribui para menor eficacia, inclui a restrigao
de passagem da circulagao para o sistema nervoso central (SNC) através da barreira
hematoencefalica (BHE). A falha da permeabilidade gera a necessidade do aumento
de dosagem que pode possibilitar efeitos secundarios indesejados (CHAKRABORTY
et al., 2017; ABBOTT et al., 2010). Outra razao estéa relacionada as modificages das
membranas neuronais e receptores em fungdo do envelhecimento (COLIN et al.,

2017). Atualmente, varios novos caminhos sdo abordados para o tratamento
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integrando nanomateriais, anticorpos, transplante de células-tronco e inser¢cado de
acidos nucleicos para a melhoria na modificacdo da doenga (BANKS, 2012; HUANG
et al., 2020; SE THOE et al., 2021).

1.2. Fisiopatologia

A DA é um transtorno de disfungéo sinaptica que engloba falhas moleculares,
celulares e de sistemas de circuitos corticais em macro escala que tem predilecdo por
areas cognitivas, inicialmente no lobo temporal medial, seguido pelas regides
isocorticais dos lobos temporal, parietal e frontal. A patologia da DA pode ser definida
por lesdes visualizadas microscopicamente de emaranhados neurofibrilares contendo
proteina tau, placas de proteina beta-amiloide (AB), micréglia ativada ou aumento do
tamanho de endossomos (ARNOLD et al., 1991; KNOPMAN et al., 2021; MONTINE
etal., 2012).

A proteina precursora amiloide (APP) é clivada por duas vias. Na via nao
amiloidogénica, as APPs de comprimento total sdo clivadas por a e y-secretases para
produzir um fragmento C-terminal secretado de 83 residuos de aminoacidos
(JUNGSU et al., 2007). A clivagem da APP pela a-secretase gera sAPPa (soluble APP
alpha) e aCTF (alpha COOH-terminal fragmente) e previne a formagao de AB, sendoa
aCTF posteriormente clivada pela y-secretase no peptideo p3 e no dominio
intraceleular AICD (HAASS e WILLEM, 2019).

A clivagem via B e y-secretases (conhecida como via amiloidogénica) pode ser
promiscua e produzir varios fragmentos beta-amiloides (AB) de diferentes tamanhos
(JUNGSU et al.,, 2007). As espécies mais abundantes de AB tém de 27-43
aminoacidos, dentre elas, a AB4o € a mais comum. Apos a produgao, AB é secretado
para o espaco extracelular como um mondémero (HOLTZMAN et al., 2011; RANI et al.,
2023).

A etapa primaria na geragao da placa AR é a clivagem da proteina precursora
de amiloide (APP) pela [B-secretase em fragmento C-terminal de 89 ou 99
aminoacidos. Esta B-secretase inclui BACE 1 (beta-site APP cleaving enzyme 1) que
cliva em sitios  Asp1 e Glu11. O fragmento C-terminal ligado @ membrana de 99
residuos de aminoacidos sao posteriormente clivados pela y-secretase para produzir
as isoformas AB1-40e AB1-42. A y-secretase inclui principalmente a presenilina 1 (PS1) ou
presenilina 2 (PS2). Devido a sua sequéncia com dois aminoacidos adicionais de

isoleucina e alanina, AB (particularmente AB42) tem uma alta propenséao a agregar, o
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que ocorre de maneira dependente da concentracdo (GRIMM e HARTMANN, 2011;
KNOPMAN et al., 2021). Para detalhes, ver figura 1.
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Figura 1: Clivagem da proteina precursora amiloide: via ndo-amiloidogénica e amiloidogénica. Fonte:
CHEN et al., (2017).

As proteinas andmalas no cérebro podem ser removidas por varios
mecanismos de depuracao, a fim de preservar a funcao fisiolégica do SNC (XIN et al.,
2018). De acordo com MAWUENYEGA et al., (2010), na DA tardia, € a depuracgao de
AB, e ndo a sua producdo, que estd comprometida. A degradagdo de AP pode ocorrer
através do sistema ubiquitina-proteassoma, do sistema autofagia-lisossomo, de
proteases (CHESSER et al., 2013; MINERS et al., 2011; VILCHEZ et al., 2014) e da
fagocitose microglial (LI et al., 2014). A micréglia pode promover a decomposigao de
fibrilas e oligbmeros de AB ao secretar proteinases, como a enzima degradadora de
insulina, epinefrina e metaloproteinase-9 (MMP-9), além de expressar diversos
receptores que aumentam a captagao de agregados de AB. A eliminagdo de AB do
cérebro ocorre a partir do fluido intersticial e do liquido cefalorraquidiano para o
sangue através da barreira hematoencefalica, vilosidades aracnoides ou para os

ganglios linfaticos cervicais através da drenagem perivascular e da via linfatica. Na
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periferia, AB € principalmente eliminada por componentes do sangue, como hemaciase

monacitos, ou por érgaos como o figado e os rins (XIN et al., 2018).

Embora todas as células produzam A, ela é gerada em altos niveis pela
atividade sinaptica e sua producao e liberagédo sao reguladas pela atividade sinaptica
(CIRRITO et al., 2005). Os niveis de Ap também sdo modulados pelo ciclo vigilia-sono
(KANG et al., 2009). A producéo e liberagdo de AB para o espacgo extracelular € maior
durante a vigilia e a depuracédo de AB através do sistema linfatico € maior durante o
sono (BOESPFLU e ILIFF, 2018).

A proteina tau é codificada pelo gene MAPT situado no cromossomo 17,
composta de quatro dominios primarios (NEVE et al., 1986; TAKANASHI et al., 2002).
Em cérebros adultos, o splicing alternativo dos exons 2, 3 e 10 afeta principalmente a
regiao de projecdo N-terminal e o dominio de ligacdo aos microtubulos. O splicing
alternativo do exon 10 produz isoformas 4R ou 3R da tau, dependendo,
respectivamente, da presenga ou da auséncia da sequéncia de aminoacidos
codificada por ele. Estas isoformas sdo mantidas em proporgdes equilibradas. Tau 4R
demonstra uma atividade mais forte na promog¢éo da montagem de microtubulos do
que 3R, contudo na DA, os emaranhados apresentam ambas as isoformas (NASERI;
WANG; GUO; SHARMA et al., 2019). Os dominios de ligagdo aos microtubulos estao
envolvidos na polimeracéo e estabilizagdo para manter a conexdo de microtubulos,
transporte de axénios, e manutencao da integridade celular. Esta ligagao é regulada
pela fosforilagdo dos residuos serina/treonina por uma variedade de quinases como a
glicogénio sintase quinase-3f (GSK3pB) e a quinase dependente de ciclina-5 (CDK5)
(KHAN et al., 2020). As vias de autofagia e ubiquitina-proteassoma estao envolvidas
na depuragéao regular e na manutengao dos niveis de tau (RANI et al., 2023).

A proteina tau pode ser encontrada na forma soluvel ou insoluvel; esta ultima é
identificada nos filamentos helicoidais pareados (FHP), que € o principal componente
dos emaranhados neurofibrilares. Os FHPs apresentam de seis a oito grupos fosfato
por molécula de proteina tau, o que, em comparagao com o grau de fosforilagao usual
da proteina tau em cérebros sadios (em torno de dois grupos fosfato por molécula),
permite afirmar que a proteina tau identificada nos FHPs encontra-se em estado
hiperfosforilado (BRANDT et al., 2005). O aumento dos niveis de fosfato promove
diminuigao da afinidade pela tubulina. Quando isso acontece, ela se acumula de forma

hiperfosforilada em corpos celulares e dendritos. Tau € liberada no espacgo
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extracelular pela atividade sinaptica e absorvida nos neurdnios pos-sinapticos e na
microglia (DE CALIGNON et al., 2012; WU et al., 2016; YAMADA et al., 2014).

Uma pequena porcentagem (5%) (BALLARD et al., 2011) de todos os casos de
DA esta ligada a mutagbes genéticas dominantes em trés genes codificadores para
APP, PSEN1 e PSENZ2 e estao tipicamente associadas a forma precoce da doenca,
nas quais os sintomas clinicos aparecem antes dos 65 anos de idade (LONG e
HOLTZMAN, 2019; ROSTAGNO et al., 2010). Esses genes fornecem apoio a hipotese
da cascata amiloide. A maioria dos pacientes apresenta doenca de Alzheimer de inicio
tardio, que é de natureza esporadica. Evidéncias atuais apoiam a existéncia de uma
série de fatores de risco genéticos, entre os quais a presencga do alelo E4 no gene da
apolipoproteina E (ApoE), que ocorre em cerca de 16% da populagéo, é o mais
significativo, trata-se de uma proteina reguladora envolvida no metabolismo e trafico
lipidico (KARCH e GOATE, 2015). O SORL1 também foi identificado como uma
importante causa genética da doenca de Alzheimer de inicio tardio (ROGAEVA;
MENG; LEE; GU et al., 2007). Além das mutagdes genéticas, € provavel que muitos
neuropeptidios estejam envolvidos na formagéo de placas, como por exemplo, baixos
niveis hormonio liberador de corticotrofina (CRH), somatostatina e neuropeptidio Y,
ao passo que niveis mais elevados de angiotensina Il estdo provavelmente envolvidos
na clivagem irregular da APP ou na remocgao prejudicada do fragmento AR1-42
(BARAGE e SONAWANE, 2015).

O sistema colinérgico esta envolvido no processo de cognigdo. Neurdnios
colinérgicos do nucleo basal de Meynert exibem seletivamente deposicao de placas
amiloides e NFTs, e eventualmente sofrem degeneracao devido ao inicio dos eventos
pré-inflamatérios (HAMPEL et al., 2018). Alteragdes dos receptores nicotinicos de
acetilcolina, ou nAChRs, podem causar prejuizo a integridade sinaptica em regides
corticais e de hipocampo onde sabe-se que AR exibe ligagdes com a7 e a4p2-nAChR
(GRIMM e HARTMANN, 2011; HAMPEL et al., 2018). A deplegédo de acetilcolina
também esta ligada a baixa expressdo de acetilcolina transferase e aumento da
expressao de acetilcolinesterase (AChE), esta, interage com o peptideo AR e promove
formagdo de placas (FERREIRA-VIEIRA et al., 2016). Foi observado que a
degeneracao de neurdnios noradrenérgicos no locus coeruleus esta relacionado ao
comprometimento cognitivo. Além disso, receptores noradrenérgicos sdo densamente
expressos em astrocitos, cuja ativagao melhora a plasticidade sinaptica e, portanto, a

aprendizagem e memoria (LEANZA et al., 2018). Estudos mostram que a serotonina
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esta presente na patogénese da DA, através da perda de neurdnios que levam a
diminuicdo do nivel do neurotransmissor em nucleos da rafe do mesencéfalo,
responsaveis pela modulacdo da plasticidade cortical e formagdo da memdria
(VAKALOPOULOQOS, 2017). Isto corrobora com Yun et al., (2015) que relataram
melhora do declinio cognitivo com a administracdo de antagonista de SHT6R. E como
AB também pode induzir hipersensibilidade dos receptores NMDA, este desequilibrio
no metabolismo de glutamato/glutamina causa despolarizagdo persistente dos

neurdnios que leva ao dano sinaptico (GUO et al., 2017).

1.3. Neuroinflamagao

A neuroinflamacgao € uma resposta inflamatéria no SNC devido aos danos
patolégicos que ocorrem, seja na periferia ou no SNC, com importante papel na DA
(KHAN et al., 2020; WANG et al., 2023). A inflamagao aguda tem uma fungéo protetora
na defesa contra lesdes cerebrais, como a presenca de placas AB. A resposta
neuroinflamatdria envolve todas as células presentes no sistema nervoso central e a
comunicagcado entre microglia, astrécitos e neurbnios € necessaria para fornecer
homeostase e sobrevivéncia neuronal (KHAN et al., 2020; SINGH, 2022). No entanto,
a ativagao persistente da micréglia é incapaz de promover a remogao de placas,
enquanto sua capacidade de liberar citocinas pré-inflamatdrias € mantida, resultando
na producdao nao so de citocinas pro-infamatdrias, como quimiocinas, fatores do
complemento, bem como alguns mensageiros de moléculas pequenas, por exemplo,
prostaglandinas, éxido nitrico (NO) e as espécies reativas de oxigénio (ROS), que
levam a um desequilibrio pré e anti-inflamatério (LENG e EDISON, 2021).

Na DA, enquanto a micrdglia apresenta principalmente o fendtipo anti-
inflamatorio ativado M2, caracterizado pela liberagao de citocinas anti-inflamatdrias,
incluindo o fator transformador de crescimento-f (TGF-B), IL-4, IL-10 e IL-13 e
fagocitose aumentada (UDEOCHU et al., 2016). A inflamacgao persistente transforma
a microglia no fendétipo pré-inflamatério M1 ativado, que promove a inflamagéao e leva
ao aumento das concentracdes de citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF-a, I1L-4,
IL-6, IL-12 e IL-18, acompanhada por fagocitose prejudicada (MANTOVANI et al.,
2002), enquanto o corpo celular da microglia € aumentado, os processos tornam-se
mais curtos e o contorno das células arredondado. Esses estados polarizados diferem
no desencadeamento de estimulos, marcadores fenotipicos e expressao de
mediadores secretados. (NIMMERJAHN et al., 2005).
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Multiplos fatores impulsionam o inicio e a progressao da neuroinflamagao na
DA, que podem ser classificados em fatores internos e externos. Os fatores internos
que poderiam potencializar a neuroinflamagao na DA incluem sexo biolégico, idade e
fatores genéticos. O papel do sexo biolégico na neuroinflamagéo € principalmente
devido as alteragdes nos hormoénios esteroides e nos receptores de estrogénio
(MOSER e PIKE, 2016). Além do sexo, o envelhecimento (HOOZEMANS et al., 2011)
e as mutagbes genéticas afetam negativamente a neuroinflamagao possivelmente
pelo acumulo de proteinas, por alteracbes na proteostase envolvendo estresse do
reticulo endoplasmatico (UDDIN et al., 2021), desencadeado pelo receptor expresso
nas células mieloides 2 (TREMZ2), R47H (FULLER et al., 2010) e a mutacao de ApoE4
(KLOSKE e WILCOCK, 2020).

No que diz respeito aos fatores externos, muitos estudos demonstraram que o
estresse esta altamente correlacionado com a exacerbacao da DA através da ativacéo
do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e aumento dos niveis de cortisol
(JUSTICE, 2018). Fatores adicionais que podem induzir neuroinflamacéao incluem os
disturbios metabdlicos, como obesidade e diabetes (NUZZO et al., 2015) e a dieta
ocidental (CAVALIERE et al., 2019; MCGRATTAN et al., 2019). O consumo crénico
da dieta ocidental pode causar obesidade e disbiose da microbiota intestinal
(ANGELUCCI et al., 2019; WIECKOWSKA-GACEK et al., 2021). A obesidade a longo
prazo e a dieta rica em gordura foram associadas a depressao, ansiedade e aumento
dos niveis de marcadores inflamatérios cerebrais (LORENA et al., 2021). Além disso,
a dieta ocidental tem sido associada a alteragdes da microbiota e a producédo de
endotoxinas, que tém sido associadas a ruptura da barreira hematoencefalica (BHE),
resultando no vazamento de toxinas do sangue para o SNC e neuroinflamagao
(NOBLE et al., 2017).

1.4. Colesterol e Doeng¢a de Alzheimer

As membranas celulares sdo compostas por glicerofosfolipidios
(fosfatidilcolina,  fosfatidiletanolamina,  fosfatidilserina e  fosfatidilinositol),
esfingolipidios (esfingomielina, ceramida e gangliosideos), ésteres de colesterol e
colesterol, acilgliceréis e acidos graxos. A bicamada fosfolipidica e os lipidios
associados fornecem nao apenas uma barreira de permeabilidade, mas também um
ambiente estruturado que é essencial para o bom funcionamento das proteinas
ligadas a membrana (MAXFIELD e TABAS, 2005). O colesterol € um dos mais
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importantes reguladores da organizagéo lipidica, pois sua estrutura permite preencher
espacos intersticiais entre cadeias de acidos graxos hidrofébicos de fosfolipidios. A
distribuicdo transbicamada de colesterol entre os folhetos determina a fluidez da
membrana e pode alterar sua fungcdo (ADIBHATLA e HATCHER, 2008).

O cérebro contém os niveis mais elevados de colesterol do corpo,
representando, aproximadamente, 23% do colesterol corporal total (DIETSCHY e
TURLEY, 2001). A maior parte do colesterol cerebral esta presente na mielina, nas
membranas neurais, € pequenas quantidades de colesterol estdo associadas ao
nucleo celular, que contém atividades de enzimas metabolizadoras do colesterol (ALBI
et al., 1999; FAROOQUI, 2009). O colesterol afeta as propriedades fisico-quimicas
das membranas neurais e regula a endocitose, a expressdao de antigenos e as
atividades de enzimas, receptores e canais iénicos ligados & membrana. E vital nas
funcdes cerebrais, incluindo transdugao de sinais, que podem estar envolvidos no
crescimento de neuritos, 0 que, por sua vez, pode levar a plasticidade sinaptica,
relacionada a aprendizagem e memoria (DIETSCHY e TURLEY, 2001; SCHREURS,
2010).

O colesterol pode ser obtido por meio da alimentagdo ou sintetizado pelo
préprio organismo, principalmente no intestino e figado (ZIPP et al., 2007). No cérebro
adulto é sintetizado primariamente pelos astrécitos (QUAN et al., 2003). A sintese de
novo acontece principalmente no reticulo endoplasmatico em processo dependente
de ATP, mas independente da passagem pelo complexo de Golgi (HEINO et al., 2000;
KAPLAN e SIMONI, 1985). O processo comega com a conversao de acetil-Coenzima
A em 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A (HMG-CoA) por agao enzimatica da HMG-
CoA redutase, esta, faz a reducdo a mevalonato. Em uma sequéncia de reagoes
ocorre a conversao de mevalonato em 3-isopenenil pirofosfato, farnesil pirofosfato,
esqualeno, lanoesterol e varias etapas até a formacéo final do colesterol (BERG et al.,
2002). As moléculas de colesterol possuem dominios polares e apolares que as
tornam insoluveis, por isso, a maior parte encontra-se ligada a proteinas, tal como as
apolipoproteinas apoe-l ou apoE no citosol. A transferéncia para fora da célula em
astrocitos ocorre na membrana plasmatica via transportador ABCA1 (ATP-binding
cassette A subfamily 1) e a absorgao por neurdnios acontece através do receptor de
lipoproteina de baixa densidade (LDLR) e pela proteina 1 relacionada ao LDLR (LRP1)
(MARTIN et al., 2014; PFRIEGER e UNGERER, 2011)
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Figura 2: Metabolismo do colesterol em células polarizadas via sintese de novo. O colesterol é
sintetizado a partir de uma série de reagdes usando HMG-CoA redutase e escaleno monooxigenase
como enzimas limitadoras da produgéo. Além da biossintese de novo, o colesterol transportado pelas
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) no sangue pode ser captado pelo receptor de LDL (LDLR). A
absorcao de fontes alimentares é mediada por proteinas Niemann-Pick C tipo 1 (NPC1L1) associadas

a flotilinas presentes na superficie apical das células. O excesso de colesterol € exportado pelo

transportador ABCA1 ou pelo homodimero ABCG1. O colesterol também pode ser convertido em
éster de colesterol (CE) pela enzima colesterol aciltransferase (ACAT) para armazenamento em
goticulas lipidicas ou para secrecdo com lipoproteinas. Fonte: LUO et al., (2020)

Sabe-se que o colesterol livre ndo pode cruzar a BHE, mas pode ser capaz se
carreado através de receptores para lipoproteinas, mediando a transcitose e via
oxiesterdis modificados, que sado metabdlitos do colesterol (BRANKATSCHK e
EATON, 2010). Destes, o 24-hidroxicolesterol (OHC) é sintetizado no sistema nervoso
central (SNC) mas, quando em excesso, pode ultrapassar a BHE e alcangar a
circulacao sistémica. Ja o 27-OHC é um metabdlito produzido na periferia, capaz de
realizar o caminho inverso. Outro derivado do colesterol presente no SNC é o 25-
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OHC, o qual pode ser tanto produzido no cérebro quanto na periferia e atravessa a
BHE (GAMBA et al., 2019). Contudo, altas concentragdes de derivados da oxidagao
do colesterol podem induzir apoptose e excitotoxicidade de células neuronais
(TROUSSON et al., 2009; MA et al., 2010).

Ha evidéncias de que o colesterol tem papel importante no desenvolvimento e
progressao da DA. A ApoE €& uma das principais apolipoproteinas no plasma e a
principal proteina transportadora de colesterol no cérebro. A identificacdo do gene que
codifica a variante ApoE4 como um fator de risco significativo para DA forneceu
evidéncias de um papel do colesterol na patogénese da DA (PUGLIELLI, 2008). Foi
demonstrado que individuos portadores do alelo APOE4 tém uma chance duas vezes
maior de desenvolver DA, enquanto individuos nao portadores do alelo APOE4 tém
um risco reduzido de DA em 40%. No entanto, menos da metade de todos os
pacientes com DA possuem o alelo E4 e nem todos os portadores de E4 desenvolvem
a doenga (BIRD, 2005; NUSSBAUM e ELLIS, 2003; VASTO et al., 2008). As
lipoproteinas APOE dentro do compartimento lisossomal neuronal podem liberar
colesterol para as membranas intracelulares, subsequentemente aumentando a taxa
de geracao de AP a partir de seu precursor APP (PUGLIELLI et al., 2003). Além disso, a
ligacdo da APOE ao AP prejudica a depuracado de AP livre através da BHE via LRP1
(DEANE et al., 2008).

O 25-OHC é um potente oxiesterol regulador da biossintese do colesterol. E
convertido do colesterol por agdo da enzima colesterol 25-hidroxilase (CH25H),
altamente expressa e induzida principalmente em macrofagos periféricos e células
dendriticas em resposta a estimulos inflamatérios como LPS e interferon, por
exemplo. Embora a deficiéncia de CH25H n&o cause defeitos na homeostase do
colesterol, 25-OHC parece ter multiplas fungdes para regular a imunidade inata e
adaptativa (WONG et al., 2020).

O colesterol é o precursor para a biossintese de neuroesteroides. Em cérebros
de individuos com DA, uma tendéncia para a diminuicdo dos niveis de todos os
esteroides foi observada, com quantidades significativamente menores de
pregnenolona e desidroepiandrosterona. Esses niveis mais baixos se correlacionaram
com quantidades aumentadas de peptideos AR e proteinas tau fosforiladas. Nao se
sabe se essas deficiéncias de neuroesterdides contribuem ou resultam da patologia
da DA, mas como muitos neuroesterdides tém acdes neuroprotetoras, seus niveis

mais baixos poderiam contribuir para a neurotoxicidade da AR (WANG et al., 2008).
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Estudos epidemiologicos tém sugerido um possivel efeito protetor para as
estatinas que inibem a HMG-CoA redutase, a enzima que catalisa a etapa limitante
da sintese do colesterol, em pacientes com DA. De fato, do ponto de vista biolégico,
parece viavel que as estatinas possam prevenir a deméncia devido ao seu papel na
reducdo dos niveis de colesterol e nas atividades anti-inflamatérias que nao
dependem diretamente da redugao do colesterol sanguineo. No entanto, embora as
evidéncias de estudos retrospectivos de caso-controle sugiram um papel benéfico das
estatinas na prevencédo da DA, um beneficio semelhante ndo foi estabelecido em
estudos de coorte prospectivos ou ensaios clinicos randomizados (KANDIAH e
FELDMAN, 2009; MCGUINNESS et al., 2016; VASTO et al., 2008).

Uma grande quantidade de evidéncias sugere uma ligagcdo patogénica entre
hipercolesterolemia e DA, embora os mecanismos exatos ainda nao estejam claros
(PUGLIELLI et al., 2003; RICCIARELLI et al., 2012; SIMONS et al., 1998). Animais
alimentados com dieta rica em colesterol apresentam aumento na geracéo e acumulo
de AB (GHRIBI et al, 2006; JAYA et al., 2008; SPARKS et al., 1994;
THIRUMANGALAKUDI et al., 2008; UMEDA et al., 2012). O metabolismo anormal do
colesterol cerebral pode aumentar a expressao e a fosforilagdo da proteina tau
(GHRIBI et al., 2006). Mais importante, a hipercolesterolemia experimental a longo
prazo causa neuroinflamagao e neurodegeneracao hipocampal com déficits cognitivos
(LU et al., 2010; MOREIRA et al., 2014; SPARKS et al., 2000; THIRUMANGALAKUDI
et al., 2008; UMEDA et al., 2012).

Em um estudo realizado com homens de 70 a 89 anos, niveis elevados de
colesterol total (CT) na meia-idade (>250mg/dl) mostraram-se um fator de risco para
DA no final da vida, independentemente da presenca do alelo ¢4 da apoE (NOTKOLA
et al., 1998). Outros estudos, entretanto, verificaram que os niveis de CT foram
influenciados pelo genétipo da apoE, sexo, idade e estagio da DA (EVANS et al., 2000;
JARVIK et al., 1995; PUGLIELLI et al., 2003). A associagao de hipercolesterolemia na
meia-idade e DA também foi confirmada por outros estudos (SOLOMON et al., 2009;
WHITMER et al., 2005). Uma hip6tese € que a hipercolesterolemia acelerou o
acumulo de AB e da proteina tau, de modo que a modulagao do colesterol poderia ser
usada para reduzir o risco de desenvolvimento da DA (PARK et al., 2013). Em outro
estudo observacional com mulheres sem deméncia pds-menopausa (<80 anos),
niveis elevados de LDL-C e CT foram correlacionados com piores escores na

avaliacdo do mini-exame do estado mental (MEEM) e maior probabilidade de
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desenvolver comprometimento cognitivo, embora os niveis de HDL-C e triglicérides
(TG) nao tenham sido associados a cognig¢ao. Além disso, a reducéo nos niveis de CT

e LDL-C por 4 anos foi associada a melhor fungéo cognitiva (YAFFE et al., 2002).
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2. OBJETIVOS
2.1.Objetivo Geral

Avaliar, mediante a administracdo de uma dieta rica em colesterol, os efeitos

envolvidos nas citocinas inflamatérias em modelo animal de Doenca de Alzheimer.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar quantitativamente os niveis de citocinas no hipocampo de animais

controle e com DA;

Avaliar quantitativamente os niveis de citocinas no cortex pré-frontal de animais
controle e com DA;

Avaliar quantitativamente os niveis de citocinas no estriado de animais controle

e com DA;

Avaliar quantitativamente os niveis de citocinas no cértex de animais controle

e com DA;

Avaliar quantitativamente os niveis de citocinas no rim de animais controle e

com DA;

Avaliar quantitativamente os niveis de citocinas no bago de animais controle e
com DA;

Investigar as diferencas inflamatérias entre estruturas do SNC e 6rgaos
periféricos;

Relacionar os niveis de citocinas com DA.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais

Para o estudo foram utilizados camundongos machos e fémeas, com linhagens
distintas, onde Littermates wild-type (WT) foram usados como controle, e duplo-
transgénicos para DA, APP/PS1 [B6C3-Tg (APPswe, PSEN1dE9) 85Dbo/Mmijax], que
super expressam a proteina precursora amiloide (APP) quimérica
humano/camundongo (Mo/HUAPPG695swe) e a proteina presenilina 1 (PS1) mutante
de humano (PS1-dE9), entre a 72 e 112 geracdo. Esses animais foram obtidos por
meio de biotério préprio e o gendtipo foi diferenciado a partir da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Os camundongos foram mantidos em biotério com estantes
climatizadas, temperatura constante de 24°C, sob regime de 12 horas de luz e 12
horas de escuro, acesso livre a agua e respectiva alimentagdo aos seis meses de
idade por 18 semanas, dependendo do experimento. O projeto foi aprovado pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), numero de protocolo CEUA: 374/2018.

3.2.Dieta
Os camundongos foram submetidos a dieta padrao AIN-93M, conforme a
American Institute of Nutrition (Reeves et al., 1993), ou a mesma dieta acrescida de
1,25% de colesterol por dezoito semanas. As racdes modificadas foram produzidas
no Laboratério de Neurofarmacologia do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da

UFMG, conforme Tabela 1.

Tabela 1- Composigao das dietas

Dieta padrao Dieta acrescida com colesterol
(AIN-93M) (AIN-93M modificada)
Quantidade (g) / Quantidade (g) /
kg de ragcdo kg de ragao
Carboidratos — 77,06% Carboidratos — 77,06%
Amido de milho 465,692 Amido de milho 465,692
Amido dextrinizado 155 Amido dextrinizado 155
Celulose 50 Celulose 50
Sacarose 100 Sacarose 100
Proteinas — 14,43% Proteinas — 14,43%

Bitartarato de colina 2,5 Bitartarato de colina 2,5
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Metionina 1,8 Metionina 1,8

Caseina 140 Caseina 140
Gorduras — 4% Gorduras —5,25% / 6,5%

Oleo de soja 40 Oleo de soja 40

Colesterol 1,25% 12,5

Minerais - 3,5% Minerais — 3,5%

Mix de minerais 35 Mix de minerais 35
Vitaminas — 1% Vitaminas — 1%

Mix de vitaminas 10 Mix de vitaminas 10

3.3. Grupos Experimentais

Os animais foram separados em 4 grupos experimentais: WT controles,
alimentados por dieta padrao; WT alimentados por dieta acrescida com colesterol
1,25%; APP/PS1 alimentados por dieta padrao e APP/PS1 alimentados por dieta
acrescida com colesterol 1,25%. A massa corporal dos animais foi medida
semanalmente e, ao término do periodo da dieta, submeteu-se os camundongos a
inducao anestésica com quetamina (80 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg) via intraperitoneal.
Em seguida, os animais foram eutanasiados para obtengdo das amostras de rins,
bagco, cortex pré-frontal, coértex, hipocampo e estriado. As amostras foram

armazenadas a -80°C para avaliagao posterior de mediadores inflamatérios.

3.4. Quantificacdao de Mediadores Inflamatérios

Estas dosagens foram realizadas no Laboratorio de Imunologia e Gendémica de
Parasitos (LIGP) do ICB. As amostras foram homogeneizadas em tampao de extracao
de citocinas [Tris-HCI 0,5 M pH 8,0; NaCl 5 M; 1% NP40; glicerol 10%; fluoreto
fenilmetilsulfonil (PMSF) 200 mM; pepstatina A 1 yM; EDTA 0,5 M; E-64 1 mM e
vanadato de sédio 1 mM diluidos em agua destilada] e centrifugadas a 16.000 rpm a
4°C por 20 minutos. Em seguida, procedeu-se ao ensaio por microesferas (CBA -
Cytometric Bead Array) para quantificagéo dos analitos.

Os niveis das citocinas IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17 e TNF-a, presentes
nas amostras dos animais, foram determinados utilizando o kit BD Cytometric Bead
Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine (BD Bioscience, San Diego, CA, EUA).
Os procedimentos foram realizados conforme as instrugcdes do fabricante. A aquisi¢ao
das amostras foi realizada no citbmetro BD FACS Calibur e o processamento dos

dados, no software FlowJo™ (Tree Star, Ashlan, OR).
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3.5. Anadlise Estatistica
Para analise estatistica utilizou-se o programa GraphPad Prism versao 8.0.2.
A avaliagao foi feita por comparacao entre grupos (dieta-gendtipo) para cada citocina
analisada. Foi aplicado o teste ANOVA two-way com o poOs-teste de Tukey. Para

diferenca estatistica significativa considerou-se p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1.Cortex

Com o intuito de investigar o efeito do colesterol no perfil inflamatério,
realizamos a analise de citocinas em diferentes regides do SNC. Posteriormente,
verificamos as interagdes entre os grupos considerando as variaveis gendétipo e dieta.
Os niveis das citocinas IL-6 e IL-10 n&o foram detectaveis nas estruturas estudadas.
No cortex ndo foram observadas concentracbes expressivas de IFN-y e TNF-q,
portanto, ndo houve representacéao grafica. Os niveis de IL-2 foram semelhantes entre
os grupos (p=0,1661), e os fatores gendtipo (p=0,5047) e dieta (p=0,7275), também
ndo foram significativos (Figura 3A). Para IL-4, ndo foi observada diferenca
(p=0,2740), nem em gendtipo (p=0,8128) e dieta (p=0,9730) (Figura 3B). Também
houve semelhanga estatistica para IL-17 (p=0,0922), obteve-se interagdo com
gendtipo p=0,3611 e dieta p=0,5544 (Figura 3C).
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Figura 3: Efeito do colesterol na dosagem de citocinas no cértex de camundongos. Comparagao entre
os grupos WT e APP/PS1, alimentados com dieta padrédo versus dieta acrescida de colesterol 1,25%
por 18 semanas. N=6 para cada grupo com animais machos e fémeas. A: Concentragdo em Pg/mL de
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IL-2. B: Concentragdo em Pg/mL de IL-4. C: Concentragdo em Pg/mL de IL-17. ANOVA two way, pés
teste de Tukey. p<0,05.

4.2. Estriado

Tanto camundongos WT quanto APP/PS1 ndo possuiam niveis detectaveis de
IFN-y e TNF-t no estriado independentemente do tipo de dieta oferecida (sem
representacao grafica). Nao foram observadas diferengas nas concentragdes de IL-2
(p=0,6077) e ndo haviam alteragdes entre gendtipo (p=0,8402) e dieta (p=0,9642)
(Figura 4A). IL-4 possui niveis semelhantes entre os grupos (p=0,1316), com genatipo
p=0,5591 e dieta p=0,1201 (Figura 4B). IL-17 nao exibiu diferenga estatistica com
p=0,6630, 0 mesmo foi observado na comparagao de gendtipo (p=0,2495) e dieta

(p=0,1010) (Figura 4C).
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Figura 4: Efeito do colesterol na dosagem de citocinas no estriado de camundongos. Comparagéo entre
os grupos WT e APP/PS1, alimentados com dieta padrdo versus dieta acrescida de colesterol 1,25%
por 18 semanas. N=6 para cada grupo com animais machos e fémeas. A: Concentracdo em Pg/mL de

IL-2. B: Concentragdo em Pg/mL de IL-4. C: Concentragdo em Pg/mL de IL-17. ANOVA two way, pés
teste de Tukey. p<0,05.
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4.3. Cortex Pré-Frontal

A dosagem de IL-2 mostrou-se semelhante para interagdo entre grupos
(p=0,2943) e gendtipo (p=0,5717), ja em relacdo a dieta, apresentou significancia com
p=0,0435, contudo a diferenga n&o foi mantida apos o pos-teste (Figura 5A). De forma
semelhante se apresentaram os resultados de IL-4 e IL-17, que apesar da diferenga
estatistica para variavel dieta com p=0,0320 e p=0,0454 respectivamente, nao
mantiveram diferenga significativa no pos-teste (Figura 5B e 5C). Isto demostra que a
dieta ndo causou efeito na concentracdo destas citocinas. Em IL-4 a interag&o entre
grupos foi de p=0,5309 e gendtipo p=0,3249. Na quantificacao de IL-17 obteve-se
interacao entre grupos com p=0,8325 e gendtipo p=0,6617. Os niveis de IFN-y e TNF-

o ndo foram detectaveis.
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Figura 5: Efeito do colesterol na dosagem de citocinas no cértex pré-frontal de camundongos.
Comparacao entre os grupos WT e APP/PS1, alimentados com dieta padréo versus dieta acrescida de
colesterol 1,25% por 18 semanas. N=6 para cada grupo com animais machos e fémeas. A:
Concentracdo em Pg/mL de IL-2. B: Concentragdo em Pg/mL de IL-4. C: Concentracdo em Pg/mL de
IL-17. ANOVA two way, pos teste de Tukey. p<0,05.
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4.4. Hipocampo

As citocinas quantificadas das amostras de hipocampo ndo mostraram
diferenca estatistica entre animais com dieta padrdo versus dieta acrescida de
colesterol 1,25%, independente do gendtipo. Foi observado em IL-2 p=0,3078, com
gendtipo de p=0,3997 e dieta p=0,4270 (Figura 6A). Na dosagem de IL-4 houve
p=0,8284, e as variaveis gendtipo com p=0,1409 e dieta p=0,1142 (Figura 6B). E para
IL-17 obteve-se p=0,5185, com semelhanga entre gendtipos (p=0,7502) e dieta
(p=0,7184) (Figura 6C). No método utilizado ndo foram detectaveis as concentragdes
de IFN-y e TNF-a.
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Figura 6: Efeito do colesterol na dosagem de citocinas no hipocampo de camundongos. Comparac¢ao
entre os grupos WT e APP/PS1, alimentados com dieta padrao versus dieta acrescida de colesterol
1,25% por 18 semanas. N=6 para cada grupo com animais machos e fémeas. A: Concentragdo em
Pg/mL de IL-2. B: Concentragdo em Pg/mL de IL-4. C: Concentragao em Pg/mL de IL-17. ANOVA two
way, pos teste de Tukey. p<0,05.

4.5.Rim

A dosagem de IFN-y em amostras renais de camundongos C57BL/6 e WT,
submetidos a dieta com acréscimo de colesterol e padrdo, foram parcialmente

detectaveis, de modo que apenas alguns animais foram positivos quanto a alguma
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concentragao para analise (Figura 7A). Quanto a TNF-a nenhum grupo experimental
exibiu concentragao detectavel (sem representacao grafica). Na dosagem de IL-2 ndo
se observou diferenca estatisticamente significativa (p=0,3933), sem distingdo entre
genatipo (p=0,0788) e dieta (p=0,9915) (Figura 7B). De forma semelhante IL-4 e IL-
17 ndo apresentaram diferenca estatistica (p=0,5064; p=0,5101) e as variaveis
gendtipo p=0,3830 e p=0,7767 e dieta p=0,5872 e p=0,5621, respectivamente,
também nao exibiam significancia (Figura 7C e 7D).
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Figura 7: Efeito do colesterol na dosagem de citocinas no rim de camundongos. Comparagao entre os
grupos WT e APP/PS1, alimentados com dieta padrao versus dieta acrescida de colesterol 1,25% por
18 semanas. N=6 para cada grupo com animais machos e fémeas. A: Concentragdo em Pg/mL de IFN-

|- B: Concentragdo em Pg/mL de IL-2. C: Concentragcdo em Pg/mL de IL-4. D: Concentragdo em Pg/mL
de IL-17. ANOVA two way, pés teste de Tukey. p<0,05.

4.6.Baco

As amostras de bago dos animais WT e transgénicos, com ou sem dieta
acrescida de colesterol apresentaram concentragdes detectaveis das citocinas. Nao
houve diferenga estatistica para IFN-y (p=0,5799), resultado mantido na comparagao
de gendtipo e dieta (p=0,6850; p=0,6758) respectivamente (Figura 8A). IL-2 nao
apresentou diferenga significante entre grupos (p=0,6626), sem diferenga entre
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genotipo (p=0,4253) e dieta (p =0,5007) (Figura 8B). Para IL-4 n&o foi observada
diferenga significativa com p=0,3768, obteve-se gendtipo com p=0,8692 e dieta
p=0,1390 (Figura 8C). Nenhuma diferenga foi encontrada na analise de IL-17 entre
grupos (p=0,2883), observamos p=0,0817 para gendtipo e p=0,1014 para dieta
(Figura 8D). A concentracdo de TNF-a mostrou-se diferente estatisticamente na
interacdo entre grupos com p=0,0315, onde os animais WT que receberam dieta

acrescida de 1,25% de colesterol obtiveram niveis maiores da citocina em relagao aos
camundongos APP/PS1 (Figura 8E).
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Figura 8: Efeito do colesterol na dosagem de citocinas no bago de camundongos. Comparacgéo entre
os grupos WT e APP/PS1, alimentados com dieta padrao versus dieta acrescida de colesterol 1,25%
por 18 semanas. N=6 para cada grupo com animais machos e fémeas. A: Concentragdo em Pg/mL de
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INF-y. B: Concentragdo em Pg/mL de IL-2. C: Concentragdo em Pg/mL de IL-4. D: Concentragdo em
Pg/mL de IL-17. E: Concentragdo em Pg/mL de TNF-a. ANOVA two way, pés teste de Tukey. p<0,05.
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5. DISCUSSAO

O processo inflamatério ocorre claramente em regides preferenciais no cérebro
com DA, com caracteristicas semelhantes da resposta inflamatéria periférica
(CANDORE et al., 2010). Na periferia, a presenca de degeneracido tecidual e
deposicdo de materiais altamente insoluveis sido estimulantes classicos da
inflamacdo. No caso da DA ha ocorréncia de dano neuronal, neurite, deposi¢cdo do
peptideo AB altamente insoluvel e emaranhados neurofibrilares, fornecendo estimulos
associados a astrocitos reativos e células microgliais ativadas, que super expressam
citocinas e proteinas de fase aguda (CANDORE et al., 2010). Segundo ZHANG et al.,
(2013), a neuroinflamagao também é um agente causal no desenvolvimento da DA, e
a alteragao do sistema imunoldgico ocorre mais cedo, antes do inicio dos sintomas.
Neste estudo, apresentamos o perfil inflamatério em diferentes estruturas anatdémicas
do SNC e em alguns 6rgaos periféricos, em um modelo experimental de DA com dieta

rica em colesterol.

A hiperplasia das células gliais é observada no inicio do desenvolvimento da
DA e é considerada um importante marco patolégico (HENEKA et al., 2005). A
microglia foi sugerida como participante chave na DA e o declinio cognitivo pode ser
induzido, pelo menos em parte, pelo aumento da micréglia, como demonstrado pela
superexpressao de seu biomarcador especifico IBA-1 (MERIGHI et al., 2022). Esta
célula desempenha um papel crucial na manutencao da homeostase cerebral, mesmo
quando em estado dormente (MO) (WENDIMU e HOOKS, 2022). Descobertas
recentes alteraram nossa compreensdao da micréglia, mostrando que elas
constantemente monitoram o cérebro, nunca em repouso. Elas ativam em resposta a
estimulos prejudiciais, assumindo fendtipos distintos, principalmente M1 (pré-
inflamatério) e M2 (anti-inflamatorio) (PAWELEC et al., 2020). A ativacédo de M1 é
desencadeada por fatores como LPS e IFN-y, resultando em uma resposta
inflamatéria com a produgéo de citocinas pro-inflamatérias e espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio. A ativagdo prolongada de M1 esta associada a neurotoxicidade
e inflamacéo crénica (CHAUHAN et al., 2021; CHHOR et al.,, 2013; FRANCO e
FERNANDEZ-SUAREZ, 2015; NAKAGAWA e CHIBA, 2015). Por outro lado, M2 esta
ligado a resolugéo da inflamacéao e reparo tecidual, ativado por citocinas anti-
inflamatodrias como IL-4, IL-10 e TGF-B (GADANI et al., 2012; JURGA et al., 2020;
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SONG e SUK, 2017; SUBRAMANIAM e FEDEROFF, 2017; TANG e LE, 2016). A
microglia pode alternar dinamicamente entre os estados M1 e M2, e ha uma gama de
fendtipos intermediarios. O papel da microglia depende do estimulo, do tempo e das

moléculas de sinalizagao envolvidas (SONG e SUK, 2017).

Uma metanalise mostrou que os niveis plasmaticos de fatores inflamatérios
(TNF- a, IL-1 B, IL-6) eram mais elevados em individuos com DA do que em controles
saudaveis (SWARDFAGER et al., 2010). Nao apenas varias citocinas inflamatérias,
mas também anti-inflamatorias, como IL-10 e IL-13, tém a expresséo génica regulada
positivamente no cérebro de pacientes com DA (MORIMOTO et al., 2011). Segundo
WILBERDING et al., (2008) o antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra), a enzima
conversora de IL-1B (ICE), IL-2, IL-6, IL-8, TNF- a, o fator estimulante de colénias de
macrofagos (M-CSF) e TGF-B1, possuem niveis aumentados em estagios anteriores
ao inicio da doencga. No estudo de SZCZEPANIK e RINGHEIM (2003) foi demonstrado
que a injecao intracerebroventricular de AB1-42 em camundongos pode induzir uma
producado tempo-dose dependente de IL-1a, IL-1B, IL-6 e MCP-1 no hipocampo e
cortex destes animais. Os niveis foram maximos apés 9h, com MCP-1 e IL-1a
permanecendo elevados durante um periodo de 48 horas. Em contraste, pouca
producdo de TNF-a foi observada sob condi¢gdes de estimulo agudo de AB. Em outro
experimento, (SZCZEPANIK et al., (2001), mostraram que a indugdo com fragmentos
nao amiloidogénicos AB17-4042 também pode estimular a produgdo em micréglia e
macrofagos de citocinas proé-inflamatérias, mas a resposta de astrocitos € menos

robusta do que diz respeito a IL-6 e MCP-1.

No presente trabalho, o cortex (Figura 3A-C), estriado (Figura 4A-C), cortex pré-
frontal (Figura 5A-C) e hipocampo (Figura 6A-C) foram analisados e observou-se que
nao houve diferenca estatistica entre animais com dieta padréo versus dieta acrescida
de colesterol (1,25%), independente do gendtipo. Este resultado demostra que o
colesterol administrado por dezoito semanas nao promoveu diferenga nos niveis das
citocinas quantificadas, apresentando um desfecho diferente do esperado, mas nao

ha um consenso sobre o efeito do colesterol na DA.

Estudos de acompanhamento com pacientes demonstraram que niveis
elevados de colesterol sérico estdo associados a um risco aumentado de
desenvolvimento de DA na idade avangada (SOLOMON et al., 2009; WHITMER et al.,

2005). Em contraste, MIELKE et al., (2005) examinaram os niveis séricos totais de
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colesterol em pacientes com diagnostico de DA em idade avangada e encontraram
uma associagao entre niveis elevados de colesterol na idade avangada com risco
reduzido de deméncia. Em modelo in vitro, a adigao de colesterol exdgeno a cultura
primaria de astrocitos de ratos pode desencadear a ativacido, pelo aumento da
expressdo, da proteina acida fibrilar glial (GFAP) e levar a efeitos sinaptogénicos
(AVILA-MUNOZ e ARIAS, 2015; STAURENGHI et al., 2021). BARBERO-CAMPS et
al., (2013) observaram que os niveis de neuroinflamagdao eram mais elevados em
camundongos APP/PS1/SREBP-2 do que em camundongos APP/PS1, o que

demonstra diferengas entre modelos experimentais.

Em nosso laboratério utilizamos o modelo animal com camundongos duplo-
transgénicos para DA (APP/PS1) com 10 meses de idade, sendo possivel observar a
reducdo da cognigdo por meio de testes comportamentais realizados previamente
(KOERICH, 2022). Os camundongos transgénicos que co-expressam os transgenes
mutantes de APP e PSEN1 sdo empregados como modelos para replicar os déficits
de memoria e a neuropatologia vinculada a doenga de Alzheimer. A deposicao de
amiloide associada a idade € observavel no hipocampo e no neocortex desses
camundongos duplamente transgénicos APP/PSEN1 aos 6-7 meses de idade, um
periodo mais precoce do que em camundongos transgénicos que expressam apenas
o transgene mutante de APP (REISERER et al., 2007). De modo interessante, nosso
grupo demonstrou que os animais que receberam colesterol apresentaram uma
melhora cognitiva, mas nao tiveram efeito sobre a atividade locomotora. Além disso,
o colesterol na dieta foi capaz de reduzir o acumulo de placas observadas no
hipocampo de animais APP/PS1 (KOERICH, 2022). Estes dados contrastam com
estudos na literatura onde existe relatos de aumento da gravidade patoldgica induzida
por AB. Tal qual o modelo transgénico, uma dieta rica em colesterol antes da injegao
do peptideo AR pode aumentar a imunorreatividade de AB e tau fosforilada, bem como
déficits de aprendizagem e memoria (PARK et al., 2013). CHEN et al., (2016)
observaram que camundongos expostos a dieta rica em colesterol apresentam
astrocitos levemente ativados, expressdo aumentada de ApoE e aquaporina-4 no
hipocampo, além de niveis alterados de proteinas associadas ao metabolismo de AB.

A relagéo entre colesterol e DA esta bem estabelecida, mas os mecanismos
precisos do impacto do colesterol na fisiopatologia da DA permanecem pouco

entendidos (AKYOL et al, 2021). O colesterol cerebral afeta diretamente o
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processamento relacionado ao AB. A reducdo do colesterol nos neurbnios do
hipocampo tem sido associada a uma diminui¢gdo na oligomerizagao A (SCHNEIDER et
al., 2006), enquanto niveis elevados de colesterol nos cérebros com DA promovem a
atividade das y- e B-secretases (XIONG et al., 2008). No entanto, nosso modelo ndo
promoveu hipercolesterolemia, ja que n&o houve aumento do colesterol sérico
(KOERICH, 2022). Poderiamos hipotetizar que a concentragao de colesterol nio teria
sido suficiente para uma hipotese positiva, contudo, estudos utilizando uma dieta com
2% de colesterol (2%), por 2 a 4 meses, observaram uma melhora do aprendizado
espacial no labirinto aquatico de Morris em ratos Wistar (DUFOUR et al., 2006;
MICALE et al., 2008). DE OLIVEIRA et al., (2020) submetendo camundongos C57BL/6
tipo selvagem a uma dieta hipercolesterolémica (20% de gordura e 1,25% de
colesterol) por trinta dias, ndo observaram comprometimento cognitivo, apenas
quando utilizada em animais LDLr-onde havia ruptura da BHE. Este estudo revelou
um efeito significativo na expressao de IL-1 no cortex pré-frontal e IL-6 no hipocampoe
cortex pré-frontal daqueles que receberam dieta modificada, esta diferenca foi vista
em camundongos do tipo selvagens, mas ndo em knock-out. Vemos, portanto, neste
trabalho, onde os niveis de citocinas no SNC nao foram significativos, que a utilizagao
de uma dieta rica em colesterol pode levar a um diferente desfecho, e que mais

estudos sdo necessarios para que se possa entender os mecanismos envolvidos.

A concentragédo de AB no cérebro &, aproximadamente, de 10-100 vezes maior
do que no sangue, e ha um gradiente de concentracao entre eles (HASEGAWA et al.,
2022). Além da degradacao feita no SNC, o peptideo AB produzido no cérebro &
transportado para o sangue periférico via barreira hematoencefalica, liquido
cefalorraquidiano e vasos linfaticos (CHENG e WANG, 2020; DEANE et al., 2009;
SWEENEY e ZLOKOVIC, 2018; WANG et al., 2017). Estudos sugerem que essa

eliminagao seja aproximadamente de 40-60% para a periferia (TIAN et al., 2021).

O rim é um 6rgéo importante que excreta metabdlitos e mantém a homeostase,
mas pouco se conhece sobre como poderia contribuir para a patogénese da DA.
Semelhante a DA, multiplos fatores de risco estao associados a doenca renal crénica
(DRC). Um dos mecanismos propostos envolve o acumulo de toxinas urémicas, que
sao resultados da diminuicao da taxa de filtragdo glomerular (TFG) e baixa perfusdo
renal. Entre os compostos urémicos, o acido urico, o PTH (horménio da paratireoide)

e o indoxil sulfato (IS) tém a maior probabilidade de causar o declinio cognitivo de
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pacientes com DRC (ZHANG et al., 2020). Além disso, a hipertensdo arterial
observada na DRC leva a hipoperfusdo, hipoxia e isquemia — iniciando lesbes
vasculares via inflamacao, disfungcédo endotelial, rigidez vascular e calcificagbes, que

podem estar ligadas ao processo patologico da DA (OH et al., 2016).

A funcédo renal diminui com o envelhecimento (O'SULLIVAN et al., 2017). E
como o envelhecimento é consistentemente um dos fatores patogénicos mais
importantes da DA, a disfungédo da depuragao de AR pelo rim pode desempenhar um
papel critico na progressao da DA (STANCIU et al., 2020). O estudo de TIAN et al.,
(2021) observou o acumulo de AB nos tubulos renais de humanos e em camundongos
com DA, AB42 mas ndo AP4o foi detectado em urina humana. Individuos com
nefrectomia unilateral (doadores para transplante renal) apresentam niveis
plasmaticos de AP mais elevados do que controles cognitivamente normais
(GRONEWOLD et al., 2016).

Sabe-se que a DRC esta associada ao comprometimento do desempenho
cognitivo (VAN SANDWIJK et al., 2016). Comparado a pessoas sem DRC, o risco de
danos é maior (ETGEN et al., 2012). VINOTHKUMAR et al., (2017) observaram que
a expressao anormal de AB42 € 0 aumento do estresse oxidativo sdo encontrados em
pacientes com DRC e disfungéo cognitiva. No estudo de LIU et al., (2015), os niveis
séricos de AB4o e AB42 foram significativamente maiores em pacientes com DRC. Os
pacientes com DRC ndo dialiticos apresentavam niveis de AB4o significativamente
mais altos, aqueles com DRC em dialise possuiam niveis mais baixos do que os de
pacientes sem dialise e eram comparaveis aos controles. XU et al., (2023) com uma
populagdo de pacientes renais cronicos observou que comparado com nenhuma
iniciacdo, o inicio da terapia de inibidores de AChE dentro de 90 dias, a partir do
diagnodstico de DA, foi associado a um risco 18% menor de progressao da DRC. E
avaliando outros biomarcadores, os resultados de STOCKER et al., (2023) indicam
que a funcédo renal prejudicada, avaliada pela taxa de filtracdo glomerular, foi
significativamente associada a niveis mais elevados tanto de neurofilamentos leves
(Nfl), quanto de P-tau no sangue, mas ndo com risco de deméncia por todas as
causas, DA ou deméncia vascular em uma coorte comunitaria acompanhada

prospectivamente por 17 anos.

Os potenciais mecanismos na comunicagao entre rim e cérebro em relacao a

moléculas inflamatdrias baseia-se no fato de que citocinas, como IL-13, IL-6, TNF-a e
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o fator transformador de crescimento B (TGF-3) frequentemente estdo envolvidas na
patogénese da DRC, que poderia influenciar érgédos remotos, como o cérebro,
reforcando a ideia de um crosstalk inflamatério rim-cérebro (AMDUR et al., 2016;
MIRANDA et al., 2017).

Neste trabalho observamos que as citocinas IL-2, IL-4, e IL-17 apesar de
presentes nas amostras de rins, ndo possuem niveis diferentes quando ofertada uma
dieta acrescida de colesterol (Figura 7B-D). Em um estudo de LEE e HO (1978), foi
relatada a deposicéo de lipidios nos rins de coelhos alimentados com dieta rica em
colesterol. Recentemente em um outro estudo, de coorte prospectivo, individuos com
hipercolesterolemia familiar apresentavam riscos aumentados de DRC
(EMANUELSSON et al., 2018), sugerindo que o excesso de colesterol possivelmente
desempenha um papel na patogénese da DRC. Estudos experimentais sugerem que
os podadcitos no glomérulo s&o o principal alvo do excesso de colesterol (DUCASA et
al., 2019; PEDIGO et al, 2016). Os poddcitos (células epiteliais altamente
especializadas) sado cruciais para manter a barreira de filtracdo glomerular, uma
alteracao minima na fungao podocitaria pode ter um papel importante na progressao
da doenca renal (TORBAN et al., 2019).

O bago é um importante 6rgdo imunolégico do organismo que inclui
anatomicamente a artéria esplénica, a veia esplénica e o nervo esplénico (NOBLE et
al., 2018). Atua principalmente como um filtro sanguineo, removendo os eritrocitos,
mantendo reserva de sangue, o metabolismo de ferro e ainda exercendo funcgdes
imunolégicas. O bago € composto por uma variedade de células imunes, delas, 7% a
8% s&o mondcitos/macréfagos, células importantes do sistema imune inato que
funcionam como a primeira linha de defesa no hospedeiro através de varias funcoes
efetoras (SWIRSKI et al., 2009).

Em relacio ao seu papel na resposta imune, o baco € um importante alvo para
o estudo dos marcadores periféricos da DA, e foi demonstrado que ha deposi¢ao de
AB no bago (DI BENEDETTO et al., 2019). A ativagéo de receptores adrenérgicos e
colinérgicos, expressos em macréfagos esplénicos, regulam a secreg¢ao de citocinas
pro-inflamatérias para a circulagdo periférica, que passam pela barreira
hematoencefalica e aumentam a resposta imunologica (BRONTE e PITTET, 2013;
VIDA et al., 2011). A capacidade dos mondcitos/macréfagos sanguineos de eliminar

AB foi confirmada (GU et al., 2016). Além disso, sua capacidade de eliminar AB
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circulante é significativamente reduzida em pacientes com DA e durante o curso do
envelhecimento (CHEN et al.,, 2020). O eixo cérebro-bago pode também estar
envolvido na DA a partir de evidéncias de que células imunes periféricas podem se
infiltrar no cérebro de camundongos APP/PS1, mas notavelmente acontece de forma

precoce em camundongos WT envelhecidos (UNGER et al., 2020).

A esplenectomia pode agravar o desenvolvimento da DA, refletido pelo
agravamento dos déficits de memoéria, aumento da deposicéo de AR e exacerbagéo
da neuroinflamagao e hiperfosforilagdo de tau (YU et al., 2022). E importante ressaltar
que a sinalizacao ativada da tirosina quinase do bacgo (Syk) é essencial para lesdes
patolégicas da DA na formagao de AP e hiperfosforilagao de tau (PARIS et al., 2014;
SCHWEIG et al., 2017).

Neste trabalho, a concentragdo de TNF-a no bago mostrou-se diferente
estatisticamente entre os grupos de camundongos WT e APP/PS1 que receberam
dieta acrescida de colesterol (Figura 8E). De modo interessante, os animais selvagens
obtiveram niveis maiores da citocina. PAKRAVAN et al., (2021) analisaram o perfil
Th1, Th2 e Th17 do bago em modelo experimental de DA, e observaram que os niveis
eram semelhantes a outros tecidos, como nasal e cerebral, com niveis
significativamente mais altos de IFN-y e IL-17 e niveis mais baixos de IL-4 em
comparagao com animais normais. Nossa concentragdo no bago de INF-y, IL-2, IL-4e

IL-17 nao foi diferente entre animais WT e APP/PS1 independente da dieta recebida.

BAULCH e colaboradores (2020) utilizando um modelo experimental com
camundongos 5xFAD para DA, observaram que as células esplénicas apresentavam
secrecao significativamente aumentada de IL-17 e IL-21 em relagdo aos controles.
Segundos os autores, IL-21, uma citocina altamente inflamatdria, estaria aumentando
a diferenciagao de IL-17 e produzindo células Th17. No modelo de camundongo triplo
transgénico para DA (3xTg-AD) de YANG et al., (2015) os animais exibiam
esplenomegalia tanto aos 14 quanto aos 24 meses de idade, alteragdo da
microarquitetura caracterizada pela perda da polpa branca e vermelha e alteracdes
significativas na concentragéo de citocinas. Onde IL-12 p40 estava aumentada, IL-1q,
IL-1B, IL-5, IL-6, IL-12 p70, IL-17, TNF-a, IFN-y, CCL2, CCL3, CCL5, CCL11 e GM-
CSF diminuiram em camundongos transgénicos de 14 meses de idade comparado
aos controles. Neste mesmo estudo, IL-2, IL-4 e IL-19 n&o tinham concentragdes
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detectaveis e IL-3 apresentou concentragédo diminuida em ambas as faixas etarias de
3xTg-AD.

Na DA, a internalizacdo de AB42 parece ser facilitada pela ligacédo de alta
afinidade de AB42 ao receptor nicotinico de acetilcolina a-7 (D'ANDREA e NAGELE,
2006). Consistente com isso, a estimulagdo do receptor nicotinico de acetilcolina (a-
7) do bacgo pelo nervo vago, inibe a liberagéo de citocinas pré-inflamatérias (ROSAS-
BALLINA e TRACEY, 2009), sugerindo um mecanismo comum no SNC e no bago
para inflamacgao patoldgica e vulnerabilidade seletiva dos neurdnios (FERTAN et al.,
2019).

Ainda sobre comunicagao cérebro-baco, o reflexo inflamatdrio inclui uma
projecao aferente do nervo vago que detecta e inflamacgao pro-inflamatoéria do bago e
de outros 6érgaos periféricos, € uma outra projecao eferente que sinaliza comandos
integrados anti-inflamatérios colinérgicos do cérebro, para regides como o0 nucleo
motor dorsal do tronco cerebral (DMN), nucleo do trato solitario (NTS) e regides
superiores do prosencéfalo. Por fim, os sinais anti-inflamatorios colinérgicos atuam no
bacgo via nervo esplénico, controlando a ativagdo imune e inibindo a liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias. (KRESSEL et al., 2020; PAVLOV et al., 2018; PAVLOV e
TRACEY, 2012; ROSAS-BALLINA et al., 2009). No bago, os terminais axonais
catecolaminérgicos sdo uma propriedade importante na sintese de acetilcolina para
células T secretoras de ChAT (ROSAS-BALLINA et al., 2011). Esse sistema é
considerado um reflexo de cooperagao nao candnica entre os nervos vago € esplénico
(PAVLOV et al.,, 2018). No cérebro, a expressdo de acetilcolinesterase também
controla os niveis de inflamagéo sistémica, como o TNF-a, que depende da a-7
NAChR mediando o reflexo colinérgico anti-inflamatério (PAVLOV et al., 2009).
Paradoxalmente, as fibras nervosas do baco, originadas no ganglio celiaco, sao
adrenérgicas, nao colinérgicas, e utilizam a noradrenalina como neurotransmissor
primario (BELLINGER et al., 1993). Assim, embora tenha sido demonstrado que o
bago contém acetilcolina, a fonte celular desse neurotransmissor terminal no reflexo
inflamatdrio é desconhecida.(DALE e DUDLEY, 1929; TODMAN, 2008).

O estudo de 6rgaos periféricos na DA é importante para o conhecimento e
desenvolvimento diagndsticos por uma via periférica, e a influéncia de 6rgaos que nao

sao primariamente o alvo em estudos de DA. Sabe-se que as alteragdes podem
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acontecer em diversos sistemas, contudo, mais estudos sdo necessarios para que se

possa entender seus papeis na patologia.
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6. CONCLUSAO

Embora a relagdo exata entre colesterol e DA ainda esteja sendo pesquisada,
€ observado que o colesterol desempenha um papel multifacetado na trajetéria da
doenca. Neste estudo demonstramos uma discrepancia notavel nas concentracoes
de TNF-a em amostras esplénicas, manifestada por uma abundancia maior no grupo
controle em comparagao ao grupo APP/PS1 apds a suplementacgéo de colesterol. No
entanto, ndo houve evidéncia de que a diferenga no regime alimentar modifique o perfil
inflamatério no cértex pré-frontal, cortex, hipocampo, estriado e rins. A reducao
notavel nos niveis de TNF-a no bago dos animais com DA sugere que o colesterol
pode ter um papel modulador nas respostas inflamatérias periféricas no contexto da
DA. A interagdo entre o sistema nervoso e os 6rgaos periféricos € complexa. A
compreensao dessa relacdo pode abrir novos caminhos para intervengdes
terapéuticas, incluindo abordagens que visem a saude sistémica e o entendimento do

efeito do colesterol para mitigar a progressao da DA.
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