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RESUMO

Hipercolesterolemia ¢ uma disfun¢do metabdlica caracterizada por niveis elevados de
colesterol, associado a Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL), na corrente sanguinea. Essa
condicdo afeta mais de 40% da populagdo mundial e € o principal fator de risco para doencas
cardiovasculares. Nos ultimos 30 anos, a hipercolesterolemia tem sido associada com o
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, sendo observados danos a barreira
hematoencefalica (BHE) e a presenca de elementos periféricos no sistema nervoso central de
individuos hipercolesterolémicos. Frente ao aumento da permeabilidade da BHE, as células
microgliais, responsaveis pela manutengao da homeostase cerebral, podem alterar sua atividade
e morfologia, adequando sua resposta, de modo a proteger as demais células dos elementos
extravasados da periferia. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar, in vitro, as alteragdes
induzidas em resposta ao excesso de LDL em microglias. Para tanto, foi empregada a linhagem
BV-2 de células microgliais murinas, as quais foram expostas ao LDL-colesterol nas
concentragdes de 50, 100 ou 300 pg/mL ou PBS (controle), por um periodo de 24 horas. Na
sequéncia foram realizados os ensaios para avaliar viabilidade, densidade celular, acamulo de
gotas lipidicas, quantidade de lisossomos, alteragdes na autofagia, receptores envolvidos na
endocitose da LDL e resposta inflamatoria. As células BV-2 expostas a LDL, principalmente
na maior concentracao testada, apresentaram acumulo de gotas lipidicas, o que foi associado a
alteragdes no processo de digestdo celular, sem que houvesse modulagdo da producdo de
citocinas pro-inflamatorias e geracdo de espécies reativas. Além disso, a exposi¢ao a LDL
modificou a expressao gé€nica do receptor de LDL, mas ndo de receptores relacionados a
captagdo de LDL oxidada ou mediadores inflamatorios. Em suma, as células BV-2 conseguem
endocitar a LDL, porém, o excesso acaba por se acumular internamente na forma de gotas
lipidicas, o que pode estar associado as altera¢des no processo de endocitose e no processo de
autofagia, sendo um indicio de disfungdo celular in vitro. Indicando que células microgliais
quando expostas a um excesso de LDL-colesterol podem apresentar um estado menos
responsivo e funcional, o que estaria associado a um maior risco de desenvolvimento de

doencas neurodegenerativas em pacientes hipercolesterolémicos.

Palavras-chave: Hipercolesterolemia; Microglia; Gotas Lipidicas; Fagocitose; Autofagia.
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ABSTRACT

Hypercholesterolemia is a metabolic dysfunction characterized by high levels of cholesterol
associated with low-density lipoprotein (LDL) in the bloodstream. This condition affects more
than 40% of the world's population and is the main risk factor for cardiovascular diseases. Over
the last 30 years, hypercholesterolemia has been associated with the development of
neurodegenerative diseases, damage to the blood-brain barrier (BBB), and the presence of
peripheral elements in the central nervous system of hypercholesterolemic individuals. Faced
with increased permeability of the BBB, microglial cells, responsible for maintaining brain
homeostasis, can change their activity and morphology, and adapt their response to protect other
cells from elements extravasated from the periphery. Thus, the objective of this work was to
investigate, in vitro, the changes induced in response to excess LDL in microglia. To this end,
the BV-2 line of murine microglial cells was used, which were exposed to LDL-cholesterol at
concentrations of 50, 100 or 300 ug/mL or PBS (control), for a period of 24 hours. Next, assays
were carried out to evaluate viability, cell density, accumulation of lipid droplets, number of
lysosomes, changes in autophagy, receptors involved in LDL endocytosis, and the
inflammatory response. BV-2 cells exposed to LDL, especially at the highest concentration
tested, showed accumulation of lipid droplets, which was associated with changes in the cellular
digestion process without modulating the production of pro-inflammatory cytokines and
generation of reactive species. Furthermore, exposure to LDL modified the gene expression of
the LDL receptor, but not of receptors related to the uptake of oxidized LDL or inflammatory
mediators. In short, BV-2 cells are able to endocytose LDL; however, the excess ends up
accumulating internally in the form of lipid droplets, which may be associated with changes in
the endocytosis and autophagy processes, indicating dysfunction of cells in vitro. Indicating
that microglial cells when exposed to an excess of LDL-cholesterol may present a less
responsive and functional state, which would be associated with a greater risk of developing

neurodegenerative diseases in hypercholesterolemic patients.

Keywords: Hypercholesterolemia; Microglia; Lipid Droplets; Phagocytosis; Autophagy.
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1. INTRODUCAO

O (3B)-cholest-5-en-3-o0l, ou, simplesmente, colesterol ¢ um alcool policiclico
insaturado (Nelson; Cox; Hoskins, 2022). Quanto a sua classificacdo bioquimica, ¢ um
lipideo pertencente a familia dos compostos esteroides, sendo essencial para a manutengao
de toda a vida animal (Nelson; Cox; Hoskins, 2022). O colesterol ¢ de suma importancia para
o funcionamento normal do organismo, ja que ¢ um constituinte das membranas celulares, da
bainha de mielina, ¢ precursor nos processos de sintese de acidos biliares ¢ de hormonios
esteroides, além de apresentar papéis em processos de proliferacdo e sinalizagdo celular
(Dowhan; Bogdanov; Mileykovskaya, 2016; Goedeke; Fernandez-Hernando, 2012; Tabas,
2002; Vance, 2012).

O processo de sintese enddgena do colesterol ocorre a partir da acetil-coenzima A
(acetil-CoA) por meio de quatro etapas compostas por inimeras reagdes enzimaticas que, nos
mamiferos, acontecem majoritariamente no figado (Brown; Sharpe, 2016; Martin; Pfrieger;
Dotti, 2014; Vance, 2012). Uma vez que o colesterol apresenta uma caracteristica mais
apolar, em especial quando esta esterificado a um acido graxo, seu transporte pela corrente
sanguinea, do tecido de origem ao tecido em que sera utilizado, ¢ mediado pelas lipoproteinas
plasmaticas (Feingold, 2000; Nelson; Cox; Hoskins, 2022). As lipoproteinas sao complexos
esféricos, que contém uma porcao hidrofobica formada por lipideos (colesterol e
triglicerideos) e uma porg¢ao hidrofilica (apolipoproteinas, fosfolipideos e colesterol livre). A
por¢ao hidrofébica concentra-se no centro, enquanto a por¢ao hidrofilica encontra-se na
superficie (Nelson; Cox; Hoskins, 2022; Schneider, 2016).

A principal lipoproteina transportadora de colesterol no plasma ¢ a lipoproteina de
baixa densidade (do inglé€s, Low-density Lipoprotein, LDL), a qual ¢ rica em ésteres de
colesterila e colesterol no seu nucleo, e contém principalmente a apolipoproteina B-100

(apoB-100) em sua superficie (Feingold, 2000; Schneider, 2016). A captacao da LDL pelas
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células ocorre via endocitose mediada por receptor, processo no qual a apoB-100 ¢
reconhecida por receptores de LDL (LDLr) presentes na membrana plasmatica de tecidos
como musculo, adiposo e glandulas adrenais (Feingold, 2000; Nelson; Cox; Hoskins, 2022;
Schneider, 2016). A LDL que nao ¢ captada pelos tecidos extra-hepaticos retorna ao figado,
onde ¢ reconhecida pelos LDLr dos hepatécitos (Feingold, 2000; Nelson; Cox; Hoskins,
2022; Schneider, 2016). Assim, a LDL, assim como as moléculas envolvidas em seu
metabolismo, sdo cruciais para a homeostase do colesterol (Schneider, 2016; Vance, 2012).
Apesar de ser fundamental para o organismo, o colesterol e, mais especificamente, o
colesterol presente na LDL ¢é popularmente conhecido como um vildo para a satde. Esse fato
se deve a correlagdo entre disfungdes no metabolismo de colesterol com o desenvolvimento

de doencas, como a hipercolesterolemia (Sugiyama et al., 2015).

1.1.  HIPERCOLESTEROLEMIA E O DESENVOLVIMENTO DE ATEROSCLEROSE

A hipercolesterolemia ¢ caracterizada por niveis de colesterol superiores a 200 mg/dL e
possui elevada prevaléncia (Faludi et al., 2017). De acordo com a Organizagdo Mundial de
Satde (OMS), em 2008 cerca de 39% da populacdo mundial apresentava essa condi¢ao (World
Health Organization, 2012). Atualmente sabe-se que os elevados niveis sé€ricos de colesterol
estdo associados a um ter¢o de todas as doencas cardiacas, com elevadas taxas de mortalidade
(Benjamin et al., 2019; World Health Organization, 2012).

A hipercolesterolemia pode ser uma condi¢ao adquirida, causada por uma alimentacao
rica em lipideos e um estilo de vida sedentario, ou ter origem genética, como a
Hipercolesterolemia Familiar (HF). Nesse caso, os altos niveis de LDL plasmatica se devem,
em particular, as mutagdes no LDLr, o que diminui sua captagcdo e endocitose pelos tecidos
(Benito-Vicente et al., 2018). Ademais, uma vez que nao hé regulacao da via, por meio da
retroalimentacao negativa sinalizada pelos LDLr, ocorre um estimulo da sintese do colesterol

pelo figado, levando seu acimulo no plasma (Brown; Goldstein, 1984; Catar et al., 2022).
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Independente da origem, na hipercolesterolemia a LDL se mantém circulante no plasma
por um tempo maior do que o esperado, o que pode resultar na sua oxida¢do por espécies
reativas (ER). Como consequéncia, essa LDL oxidada (oxLLDL) ¢ reconhecida por outros
receptores, como o0s presentes nos macrofagos periféricos (sequestradores - do inglés,
scavenger) e o proprio receptor de oxLDL (LOX-1). Uma vez que ndo hd mais uma
retroalimentacdo negativa para regular a captagdo dessa oxLDL, os macréfagos acumulam
lipideos e colesterol e transformam-se em células espumosas (Huff; Daugherty; Lu, 2016). O
acimulo de células espumosas dentre outros processos estd diretamente relacionado com a
formacao de estrias gordurosas e na sequéncia com a formagao das placas ateroscleroticas nas
paredes dos vasos sanguineos. Esta condicdo ¢ conhecida como aterosclerose, a qual ¢ uma das
principais causas de doengas cardiovasculares e consequentemente de morte da atualidade
(Catar et al., 2022; Huff; Daugherty; Lu, 2016; World Health Organization, 2012).

Além disso, a presenca da oxLDL leva ao aumento da produgao intracelular de ER nas
células endoteliais (Cominacini et al., 2000). Como consequéncia, ocorre a transloca¢dao do
fator de transcricdo NF-kB, o que resulta na ativacdo de diferentes vias de inflamagao
(Cominacini et al., 2000). Uma vez que pacientes hipercolesterolémicos apresentam elevadas
concentracdes de LDL plasmatica por um longo periodo, essa situacao de inflamagao pode se

tornar cronica (Yvan-Charvet; Ivanov, 2020).

1.2.  HIPERCOLESTEROLEMIA COMO FATOR DE RISCO PARA DOENCAS

NEURODEGENERATIVAS

Apesar do metabolismo de colesterol no sistema nervoso central (SNC) ser
independente do sistema periférico e, em condi¢des normais, a barreira hematoencefélica
(BHE) ndo permitir que lipoproteinas periféricas extravasem para o SNC; a hipercolesterolemia
ja foi relacionada com o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, como a Doenga de

Alzheimer (DA) (Alrouji et al., 2023; Bjorkhem; Leoni; Meaney, 2010; Martin; Pfrieger; Dotti,
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2014; Vance, 2012). A DA ¢ o distirbio neurodegenerativo progressivo mais comum, sendo
caracterizada pelo declinio cognitivo e perda de memoria no final da vida (Pappolla et al., 2002;
Vance, 2012). Individuos com DA apresentam depositos extracelulares de placas B-amiloides
(AP), assim como emaranhados intracelulares de tau hiperfosforilada e extensa perda sinéptica
e neuronal (Murphy; LeVine, 2010; Pappolla et al., 2002; Vance, 2012).

Apesar da sua elevada prevaléncia, a DA ainda ndo tem sua patogénese completamente
elucidada, sendo a hipotese da cascata amildide o modelo mais empregado para explicar a
progressdo da doenga (De Oliveira et al., 2021; Hardy; Higgins, 1992; Leng; Edison, 2021;
Selkoe; Hardy, 2016). No entanto, a descoberta da presenca de niveis elevados de marcadores
inflamatorios no cérebro de pacientes, levanta a neuroinflamagdo e alteracdes nas células
microgliais como importantes eventos da patogénese da doenca (Calsolaro; Edison, 2016; De
Oliveira et al., 2021; Dursun et al., 2015; Heneka et al., 2015; Jack et al., 2013; Leng; Edison,
2021; Obulesu; Jhansilakshmi, 2014; Rohn, 2013; Swardfager et al., 2010; Zhang et al., 2013).
Além disso, acredita-se que fatores como idade, predisposi¢cdo genética, ambiente, estilo de vida
e habitos alimentares influenciam diretamente no desenvolvimento da doenga (Holtzman; John;
Goate, 2011; Maciejewska; Czarnecka; Szymanski, 2021).

Nesse sentido, a primeira associacdo entre niveis elevados de colesterol e a DA foi
apresentada por Sparks e colaboradores (1990) em um estudo utilizando amostras post-mortem,
no qual os autores observaram que individuos com doenga arterial coronariana grave
apresentavam um acumulo de placas AP, idénticas as presentes na DA. A doenca arterial
coronariana ¢ uma das doengas cardiovasculares mais relacionadas ao desenvolvimento de
aterosclerose e hipercolesterolemia. O mesmo grupo de pesquisa observou que coelhos
submetidos a uma dieta rica em colesterol apresentaram esse mesmo acimulo de placas, no
hipocampo e no cortex adjacente (Sparks et al., 1994). Na sequéncia, os autores

correlacionaram os elevados niveis de colesterol com aumento, acelerado e exacerbado, da
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reatividade microglial em humanos com doenga cardiaca e em coelhos expostos a dieta rica em
colesterol, que apresentaram, além do actimulo de placas AP, o aumento da reatividade
microglial (Streit; Sparks, 1997).

Concordando com resultados em coelhos, Refolo e colaboradores (2000) demonstraram
que camundongos modelos de DA (geneticamente modificados para produzirem mais placas
AP) apresentavam um aumento significativo no acimulo das placas no SNC quando expostos
a uma dieta hipercolesterolémica, evidenciando uma forte correlagdo com os niveis elevados
de colesterol. Corroborando com experimentos em modelos animais e post-mortem, um estudo
longitudinal com seres humanos demonstrou que a incidéncia da hipercolesterolemia durante a
meia-idade aumenta o risco para o desenvolvimento de DA em idosos de ambos os sexos
(Kivipelto et al., 2001)

Uma vez estabelecida essa correlagdo, diferentes abordagens tentaram elucidar
possiveis mecanismos que explicassem esta influéncia da hipercolesterolemia no cérebro.
Considerando a permeabilidade seletiva da BHE, foram realizados estudos empregando
oxisterois, como o 27-hidroxicolesterol (270HC) e o 24S-hidroxicolesterol (240OHC), os quais
sao metabolitos oxidados de colesterol capazes de permear a barreira (Ghribi, 2008; Heverin et
al., 2005). O 270HC foi relacionado com o aumento da geracao de peptideos AP em células de
neuroblastoma humano SH-SYS5Y (Prasanthi et al., 2009), em células epiteliais da retina
ARPE-19 (Dasari et al., 2010) e no hipocampo de coelhos (Sharma et al., 2008), resultando em
estresse oxidativo, geracao de ER e inflamacao.

Outra perspectiva empregada para investigar essa questao, foi a utilizagdo de modelos
experimentais geneticamente modificados, como os camundongos nocaute para
apolipoproteina E (ApoE™"), modelo para estudos sobre hipercolesterolemia. Estudos utilizando
esses animais demonstraram que a exposicao cronica a uma dieta rica em colesterol causa um

aumento de reatividade de células da glia, levando a processos inflamatdrios € aumentando a
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expressdo dos mediadores de inflamacao interleucina-6 (IL-6) e caspase 1 (Crisby et al., 2004;
Rahman et al., 2005). A ApoE ¢ a principal apolipoproteina presente no SNC, envolvida no
transporte do colesterol sintetizado, majoritariamente, pelos astrdcitos para as demais células
do SNC e na homeostase da via metabdlica (Bjorkhem; Leoni; Meaney, 2010; Vance, 2012). O
alelo €4 da apoE estd intrinsecamente ligado com o desenvolvimento da DA, uma vez que
possui alta afinidade com a AP, e ¢ essencial para formagao das placas fibrilares de amiloide,
além de estar correlacionado com o aumento do colesterol plasmatico e do risco de
desenvolvimento de aterosclerose (Burns et al., 2003; Ghribi, 2008; Kuo et al., 1998).

Além disso, os camundongos nocaute para o receptor de LDL (LDLr”"), modelo
experimental de hipercolesterolemia familiar, vém sendo frequentemente utilizados para
estudar a correlacdo entre hipercolesterolemia e neurodegeneragdo. Thirumangalakudi e
colaboradores (2008) demonstraram que camundongos wild-type (WT) submetidos a dieta
aterogénica apresentaram a inducdo de uma resposta neuroinflamatoria, caracterizada pela
ativacdo das células gliais e aumento da expressao de citocinas e mediadores inflamatorios. Os
autores observaram que camundongos LDLr”", submetidos a dieta padrio, também parecem
apresentar ativacdo glial e aumento da expressdo de marcadores de inflamagdo, o que era
exacerbado quando submetidos a dieta hipercolesterolémica (Thirumangalakudi ef al., 2008).

Por conseguinte, Ullrich e colaboradores (2010) demonstraram que ratos expostos a
dieta hipercolesterolémica por 5 meses apresentaram redu¢do do numero de neuronios
colinérgicos no nucleo basal de Meynert e no nivel de acetilcolina cortical, indicando disfungao
do sistema colinérgico, além de aumento do processo inflamatério, de tau fosforilada e dos
niveis de AP, e de déficit severo nos testes de aprendizagem espacial e memoria de longo prazo.
Também foi observado o aumento dos niveis de AP, de fosforilagdo da tau e de estresse

oxidativo no hipocampo, com geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO), reducdo da



22

glutationa (GSH) e aumento dos niveis de isoprostano em coelhos submetidos a uma dieta
enriquecida com 2% de colesterol (Prasanthi et al., 2010).

Corroborando com os resultados j4 citados, camundongos LDLr"" apresentaram déficits
de aprendizagem e de memoria, em comparagdo com animais WT controle, e quando
submetidos a dieta hipercolesterolémica por 4 semanas, foi observada a diminuicao da funcao
mitocondrial no cortex e deplecdo da GSH, com alteragdes nas enzimas glutationa peroxidase
(GPx) e glutationa redutase (GR), mas sem alterar os resultados dos testes comportamentais
(De Oliveira et al., 2011). Resultados concordantes foram observados em camundongos
LDLr”" de 14 meses que apresentaram aumento de peroxidacio lipidica, do metabolismo de
GSH e da atividade da acetilcolinesterase (AChE) no coértex, além de reducdo da sinalizagao
colinérgica, desbalango antioxidante, dano oxidativo e déficits cognitivos (Moreira et al.,
2012). O aumento da atividade da AChE no cortex pré-frontal e no hipocampo foi associado
com prejuizos de aprendizado e memoria em camundongos Swiss expostos a uma dieta rica em
colesterol por oito semanas (Moreira et al., 2014). Os mesmos autores observaram que cé¢lulas
de neuroblastoma humano (SH-SYS5Y) expostas a LDL-colesterol nas concentracdes de 50 e
100 pg/mL por 24 horas apresentaram aumento dependente de concentragcdo da atividade da
AChE (Moreira et al., 2014).

Mais recente, foi estabelecida a correlacdo entre a hipercolesterolemia e o
desenvolvimento da Doenga de Parkinson (DP) (Alrouji et al., 2023; Paul; Choudhury; Borah,
2015). A DP ¢ o disturbio do movimento neurodegenerativo mais comum, ¢ ocorre devido a
perda de neurdnios dopaminérgicos na substancia negra (SN), que leva a redug@o dos niveis de
dopamina no estriado (Alrouji et al., 2023; Paul; Choudhury; Borah, 2015). Outra caracteristica
¢ a formacao de agregados de a-sinucleina e presenga de corpos de Lewy, além das alteracdes
comportamentais motoras, como tremor, rigidez, instabilidade postural e bradicinesia (Alrou;ji

et al., 2023; Paul; Choudhury; Borah, 2015).
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Dessa forma, Paul e colaboradores (2017a) relataram que camundongos modelo de DP
quando submetidos a uma dieta rica em colesterol apresentaram piora no comportamento motor
parkinsoniano, aumento da reducdo de dopamina no estriado e de neurdnios dopaminérgicos na
SN, além de reduc¢do da atividade de complexos mitocondriais (I e IIT) e aumento do estresse
oxidativo na via nigroestriatal. Os ja citados oxisterois sdo indutores da agregacao da proteina
a-sinucleina, resultando em apoptose de células dopaminérgicas. Coelhos alimentados por 12
semanas com dieta enriquecida com colesterol apresentaram aumento da imunorreatividade da
a-sinucleina e uma pronunciada rigidez muscular (Marwarha; Ghribi, 2015). Camundongos
expostos a dieta rica em colesterol por 12 semanas apresentaram reducdo de dopamina e dano
aos neurdnios dopaminérgicos no estriado e redugdo de serotonina no cortex, além de déficit

motor e comportamento tipo depressivo (Paul et al., 2017b).

1.3.  HIPERCOLESTEROLEMIA CAUSA DISFUNCAO DA BHE E

NEUROINFLAMACAO

Apesar do considerado privilégio imunologico do SNC, estudos demonstraram que a
exposi¢ao a niveis elevados de colesterol plasmatico altera a permeabilidade da BHE (Chen et
al., 2010; De Oliveira et al., 2020; Loftler et al., 2013; Pirchl et al., 2012; Rodrigues ef al.,
2023). O rompimento da integridade da BHE ¢ extremamente prejudicial para a manutengao da
homeostase cerebral e da fun¢do neuronal, uma vez que pode permitir a passagem de elementos
da periferia para o SNC. Nesse sentido, Chen e colaboradores (2010) observaram que coelhos
expostos a dieta rica em colesterol apresentaram acumulo de colesterol, contendo ApoB, nos
endolisossomos de neuronios do bulbo olfatério, além de um aumento no niimero e tamanho
dessa organela, e alteragdes na fungdo. Corroborando com esses resultados, Loffler e colegas
(2013) observaram actmulo e extravasamento de ApoB-100 em vasos cerebrais de

camundongos hipercolesterolémicos. Considerando que a ApoB-100 ¢ uma apolipoproteina
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periférica, sua presenca no cérebro ocorre quando ha aumento de permeabilidade da BHE
(Loffler et al., 2013).

Na sequéncia, Kuo e colaboradores (2015) demonstraram que camundongos expostos a
dieta rica em colesterol apresentavam uma correlacdo positiva entre as concentragdes de
colesterol no soro e no cérebro. Enquanto Paul e Borah (2017), empregando o corante Evans
Blue (EBD) para avaliar a permeabilidade da BHE, demonstraram que camundongos expostos
por 12 semanas a dieta rica em colesterol apresentaram um maior extravasamento de EBD para
o cérebro, indicando disfun¢do da BHE. Corroborando com os resultados ja mencionados, De
Oliveira e colaboradores (2020) observaram que a hipercolesterolemia moderada, induzida por
dieta rica em colesterol, causava dano na BHE em camundongos WT observado pelo
extravasamento da fluoresceina sddica no hipocampo e no cortex pré-frontal. O mesmo trabalho
também observou essa mesma disfungdo da barreira acontecia em camundongos LDLr”"
submetidos a dieta padrdo, e era exacerbada quando esses animais eram alimentados com dieta
rica em colesterol (De Oliveira et al., 2020).

Considerando que a hipercolesterolemia induz disfun¢do da BHE, uma consequéncia
direta ¢ o extravasamento de elementos da periferia para o SNC, causando o aumento do
processo inflamatorio no cérebro (Hussain; Fang; Chang, 2021; Rudge, 2022). Cabe destacar
que o processo neuroinflamatorio ¢ um evento primordial na fisiopatologia de diferentes
doencas neurodegenerativas, € parece ser um ponto de correlagdo entre a hipercolesterolemia e
a neurodegeneragdo (De Oliveira; Moreira; de Bem, 2024; Guzman-Martinez et al., 2019;
Perry; Newman; Cunningham, 2003; Pirchl et al., 2012; Ullrich; Pirchl; Humpel, 2010). Nesse
sentido, estudos utilizando modelos experimentais de hipercolesterolemia observaram o
aumento de reatividade das células gliais, da expressao de citocinas e mediadores inflamatorios,
desencadeando processos inflamatorios que precedem as alteracdes cerebrais em regides

afetadas pela DA e DP (Crisby et al., 2004; de Oliveira et al., 2014; De Oliveira et al., 2020;
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Rahman et al., 2005; Rodrigues et al., 2021; Thirumangalakudi et al., 2008; Ullrich; Pirchl;
Humpel, 2010; Xue; Sparks; Streit, 2007).

A inflamagdo aguda ¢ uma defesa bem estabelecida contra lesdes, infec¢des e toxinas,
sendo um processo essencial para a sobrevivéncia. Todavia, quando ocorre um desequilibrio da
sinalizacdo pré e anti-inflamatoria, hd uma resposta inadequada, a qual pode desencadear um
processo inflamatdrio cronico, que acaba por exacerbar os efeitos deletérios de muitas doengas
(Perry; Newman; Cunningham, 2003; Rapp et al., 2008). Apesar de ndo serem sinOnimos, o
processo neuroinflamatério estd intimamente relacionado com o aumento da reatividade de
células gliais (Graeber et al., 2011). O mais recente trabalho do nosso grupo de pesquisa
demonstrou que camundongos LDLr"" além de apresentarem disfungio da BHE, dano cognitivo
e disfungdo cerebral, apresentam aumento de microgliose ja aos trés meses de idade, o que ¢
exacerbado com o envelhecimento e acompanhado de alteragcdes morfologicas dessas células,

condi¢des caracteristicas de doengas neurodegenerativas (Rodrigues et al., 2023).

1.4.  MICROGLIAS COMO CELULAS-ALVO DA HIPERCOLESTEROLEMIA

As células microgliais foram descobertas em 1919 pelo pesquisador espanhol Pio Rio-
Hortega que desenvolveu um novo método de coloragdo de tecidos empregando carbonato de
prata, tornando possivel a caracterizagao de um novo tipo celular, que apresentava um pequeno
soma e algumas ramificagdes (Boullerne; Feinstein, 2020; Del Rio-Hortega Bereciartu, 2020;
Sierra et al., 2016; Tremblay et al., 2015). Treze anos depois, em 1932, Rio-Hortega escreveu
a primeira revisdo sobre essas c¢lulas, que foi atualizada somente em 1988 pelo grupo do
alemao Georg Kreutzberg, mesmo grupo que organizou a primeira conferéncia dedicada a

microglia, em 1992 (Sierra; Paolicelli; Kettenmann, 2019).

Uma caracteristica importante sobre estas células ¢ que elas nunca estdo em repouso. As

c¢lulas microgliais sdo os macréfagos residentes do SNC e sdo responsaveis pela manutengdo
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da homeostase cerebral, respondendo a qualquer alteracdo no ambiente, mesmo em condi¢des
fisiologicas normais (Nimmerjahn; Kirchhoff; Helmchen, 2005). Ha relatos de que pacientes
com redu¢do na quantidade de microglias apresentam comprometimento cognitivo € motor
progressivos, deméncia e morte precoce (Chitu; Gokhan; Stanley, 2022). Essas células estdo
continuamente ativas e adaptam suas funcdes a depender da sua localizagdo e da interagdo com
células e estruturas proximas, influenciando diferentes processos bioldgicos (Erro! Fonte de
referéncia niao encontrada.). A morfologia, estrutura e perfil molecular destas células também
sdo incrivelmente dindmicos e maleédveis, resultando em diversos estados (Graeber; Li;

Rodriguez, 2011).

Figura 1 Diferentes propriedades e funcdes das células microgliais. Vigilancia, fagocitose e sinalizac¢do, por
meio da liberagdo de fatores soluveis, sdo propriedades essenciais das células microgliais, e € por meio dessas que
essas células contribuem para diversos processos biologicos essenciais, desde a inflamagéo até o reparo de tecidos.
Adaptado de Paolicelli ef al., 2022.
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Nesse sentido, Paolicelli e colaboradores (2022) trouxeram uma ampla revisdo acerca
dos diferentes fenotipos que a micréglia pode assumir. E um consenso que essas células
existem, e coexistem, em diversos estados, sendo extremamente dindmicas e capazes de
adaptacao as condi¢des a que sdo submetidas (Paolicelli et al., 2022). Defini¢des como estado
de repouso e estado ativado, ou MO estado basal, M1 ativagdo pro-inflamatoria e M2 ativacao
anti-inflamatoria, sdo limitantes e ndo agregam em discussdes sobre essas células. Atualmente,
se torna mais interessante falar sobre as microglias abordando os contextos em que essas células
respondem e caracteristicas que adquirem, como microglia associada a doencas (DAMs)
(Keren-Shaul et al., 2017), fenotipo neurodegenerativo microglial (MGnD) (Krasemann et al.,
2017), micréglia de resposta ativada (ARMs) (Sala Frigerio et al, 2019), microglia
acumuladora de gotas lipidicas (LDAMs) (Marschallinger et al., 2020), entre outros, a depender
de sua assinatura molecular. Cabe ressaltar que avaliar simplesmente marcadores de identidade
celular, ou caracteristicas morfologicas de forma isolada, ndo fornece informagdes sobre o
estado funcional, uma vez que mais de um estado pode coexistir, ou ainda que a microglia
ramificada pode apresentar fungao fagocitica, enquanto a microglia ameboide pode apresentar
reducgdo da fagocitose em condi¢des de doenga (Paolicelli et al., 2022).

As microglias sdo as células que possuem a maior mobilidade no SNC, monitorando
constantemente o parénquima cerebral. Assim, ao ocorrer uma ruptura da BHE, as microgliais
rapidamente agem para evitar um insulto ao SNC, sendo a primeira linha de defesa contra
possiveis invasores (Nimmerjahn; Kirchhoff; Helmchen, 2005; Rapp et al., 2008). Dessa forma,
¢ relevante compreender o impacto do excesso de colesterol, caracteristico da
hipercolesterolemia, nessas células. Nesse sentido, cabe destacar que, o metabolismo lipidico ¢
extremamente regulado em células microgliais durante o desenvolvimento, o dano e a doenca.

Microglias envelhecidas apresentam perda da habilidade de manutencdo do efluxo de
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colesterol, resultado no acumulo do excesso de colesterol, atingindo um estado menos
responsivo (Cantuti-Castelvetri ef al., 2018).

Apesar de um estado microglial menos responsivo, ou em repouso, ser considerado mais
homeostatico, quando ele ocorre em um contexto de doenga, ¢ um estado menos eficaz na
resposta a danos ou sinais patolégicos. E uma célula microglial menos capaz de responder ao
ambiente, pode levar a disfungdes no SNC e progressdo de doengas (Mosher; Wyss-Coray,
2014). Outro ponto importante € a consequéncia do acumulo de colesterol na forma de gotas
lipidicas em células microgliais. Esse acimulo ¢ caracteristico das células LDAM, e estd
associado com déficits de fagocitose, aumento da producdo de EROs e de citocinas pro-
inflamatorias, e este estado microglial estd intimamente ligado a patogénese e progressao de
doengas neuroinflamatorias (Khatchadourian et al., 2012; Marschallinger et al., 2020). Outro
estado microglial importante ¢ conhecido como DAM, essas células microgliais sdo altamente
fagociticas e protetivas, e tem suas fun¢des reguladas por genes associados com o metabolismo
de lipidios e lipoproteinas, como apoE, lipoproteina lipase (LPL) e receptor desencadeado
expresso nas células mieldides 2 (TREM?2) (Keren-Shaul et al., 2017).

Assim, compreender qual o impacto direto da LDL extravasada do sistema periférico
para o SNC nas células microgliais pode fornecer informagdes valiosas sobre o porqué de a
hipercolesterolemia na meia-idade estar relacionada com um maior risco de desenvolvimento
de doencas neurodegenerativas durante o envelhecimento. Para tanto, o estudo in vitro € uma
ferramenta bastante util, pois possibilita a avaliagao do impacto direto em uma célula especifica,
de modo a identificar e caracterizar mecanismos envolvidos na toxicidade de um composto
(Polazzi; Monti, 2010).

Uma linhagem celular bastante utilizada para avaliar a funcao microglial sdo as células
BV-2, que tem sua origem na década de 1990 na Italia (Blasi et al., 1990; Bocchini et al., 1992).

Desde entao vém sendo empregadas em estudos funcionais in vitro devido a sua similaridade
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de comportamento com a cultura primaria de micréglias, no que diz respeito a producgdo de
citocinas, vias de sinaliza¢do, fagocitose, produgdo de nitrito, apesar de ser mais resistente aos
estimulos (Henn et al., 2009).

As células BV-2 foram empregadas por Marschallinger e colaboradores (2020) para
caracterizar o estado LDAM, com resultados concordantes aos observados in vivo. Enquanto
Loving e colaboradores (2021) realizaram o silenciamento da expressdo de LPL nas células
BV-2 para caracterizar o papel da LPL no actimulo das gotas lipidicas em células microgliais.
Essas células também foram empregadas por Chausse e colaboradores (2019), que
caracterizaram distintos padrdes de reatividade microglial induzidos por oleato ou palmitato. Ja
Yu e colaboradores (2017) empregaram as cé¢lulas BV-2 para um estudo avaliando o impacto
da fragdo mais eletronegativa da LDL, denominada L5, caracterizando resposta inflamatdria
desencadeada, vias de sinalizagdo e receptores envolvidos na modulagdo das vias. Todos esses
estudos demonstram a aplicabilidade das células BV-2 para estudos envolvendo o metabolismo
lipidico.

Tendo em vista o acima exposto, nds hipotetizamos que em situa¢des que levam ao dano
da BHE, tais como a hipercolesterolemia, a LDL poderia extravasar para o SNC e entrar em
contato direto com as células gliais e neuronios (Figura 2). Nesse sentido, neste trabalho sera
avaliado qual o impacto da exposicdo a LDL nas microglias BV-2 in vitro, com énfase nos

processos de autofagia e fagocitose, essenciais para o funcionamento adequado dessas células.
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Figura 2 Esquema ilustrativo da hipotese experimental. Nossa hipotese parte do principio de que a
hipercolesterolemia induz disfuncdo da barreira hematoencefalica (BHE) e uma consequéncia direta ¢ o
extravasamento de elementos da periferia para o sistema nervoso central (SNC). Assim, compreender qual o
impacto direto da lipoproteina de baixa densidade (LDL) extravasada do sistema periférico para o SNC nas células
microgliais pode fornecer informagdes valiosas sobre o porqué de a hipercolesterolemia estar relacionada com um
maior risco de desenvolvimento de doengas neurodegenerativas. Fonte: autoral.
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2. JUSTIFICATIVA

A elevada prevaléncia da hipercolesterolemia a nivel mundial, associada com a rotina
da sociedade industrializada e com o aumento da expectativa de vida da populagdo, torna
fundamental a compreensao do impacto da hipercolesterolemia no desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas. Nesse contexto, a neuroinflamagdo, assim como alteragdes na funcao
microglial, parecem ser eventos chave da relacdo entre a hipercolesterolemia e as alteragdes
cerebrais.

Além disso, em condi¢des em que ha disfungdo da BHE elementos presentes na periferia
podem extravasar para o SNC, dentre eles a LDL. Nesse sentido, ja foi demonstrado em
modelos animais de hipercolesterolemia a presenca da LDL no parénquima cerebral. Tendo
isso em vista, compreender como o excesso de colesterol-LDL estd relacionado com a
patogénese e progressao das DA e DP, e como isso acontece em nivel molecular, ¢ vital para
elucidar os mecanismos que ligam essas condigdes, tornando possivel considerar novas

intervencoes farmacéuticas, de modo a melhorar a qualidade de vida da populagao.
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3. OBJETIVOS

3.1.  OBJETIVO GERAL

Investigar o impacto direto da LDL-colesterol nativa em células BV-2, de modo a

compreender as possiveis alteracdes que as células microgliais sofrem em resposta ao excesso

de LDL.
3.2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar os efeitos da LDL nativa nas células BV-2:

e em parametros de viabilidade e densidade celular;

e sobre o acumulo de gotas lipidicas;

e nos processos de fagocitose e autofagia;

e na expressdo génica de LDLr em células BV-2;

e sobre marcadores modulagdo na fun¢do microglial, como producdo de espécies reativas e

citocinas.
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6. DISCUSSAO

Niveis plasmaticos elevados de colesterol sdo considerados um fator de risco para o
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, como as DA e DP (Alrouji ef al., 2023;
Bjorkhem; Leoni; Meaney, 2010; Kivipelto ef al., 2001; Zambon et al., 2010). Um fator que €
comum e parece correlacionar a hipercolesterolemia com a neurodegeneracao ¢ a modulagao
microglial. Nosso grupo de pesquisa recentemente demonstrou que camundongos LDLr"" além
de apresentarem disfuncdo da BHE, dano cognitivo e disfungado cerebral, apresentam aumento
de microgliose ja aos trés meses de idade, o que ¢ exacerbado com o envelhecimento e
acompanhado de alteragdes morfologicas dessas células, condigdes caracteristicas de doengas
neurodegenerativas (Rodrigues et al., 2023).

As células microgliais sdo responsaveis pela manutencao da homeostase cerebral, sendo
as c¢lulas imunes do sistema nervoso. Elas desempenham papel central no desenvolvimento e
degeneracao, na poda sinaptica, na regulagdo do fluxo sanguineo cerebral e do acoplamento
neurovascular (Lopez-Ortiz; Eyo, 2023). Assim, nosso principal objetivo nesta dissertacdo foi
compreender como as células microgliais respondem quando expostas a um excesso de LDL
nativa isolada de plasma humano. Nossos resultados indicaram que a LDL nao altera
parametros como viabilidade celular, produ¢do de ERs e de citocinas pro-inflamatorias, mas
altera o acimulo de gotas lipidicas e a quantidade de lisossomos, reduz o processo autofagico
e fagocitico, indicando uma possivel perda de fungao celular.

Inicialmente, o ensaio de viabilidade celular foi realizado, a fim de avaliar os impactos
das diferentes concentragcdes de LDL que seriam empregadas nos experimentos subsequentes.
Nao observamos alteragdes neste parametro para nenhuma das concentracdes de LDL
utilizadas, indicando que a LDL ndo altera a viabilidade celular. Esse resultado era esperado,
uma vez que na literatura sdo observadas alteracdes de viabilidade celular em células BV-2

apenas quando empregadas fragdes mais oxidadas ou eletronegativas de LDL (Yu et al., 2017).
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J4 nos animais hipercolesterolémicos LDLt”" foi demonstrado uma exacerbagdo da apoptose
neuronal j& aos trés meses de idade nos neurdnios, mas nao das células gliais (De Oliveira et
al., 2020).

Na sequéncia avaliamos a densidade celular empregando o corante Sulforodamina B, e
observamos um aumento concentragcdo-dependente da densidade celular, com uma diferenca
significativa entre as células expostas a maior concentragdo de LDL e as células controle. O
aumento de densidade celular indica que a exposi¢do a LDL desencadeia alguma resposta
intracelular nas microglias. E importante mencionar que em situacdes de injuria ocorre um
aumento da densidade de células microglias, tais como nas doengas neurodegenerativa
(Thirumangalakudi et al., 2008). Ademais, nos recentemente demonstramos, como ja
mencionado, que nos animais LDLr"" é observado o aumento da densidade microglial no
hipocampo (Rodrigues et al., 2023).

Além disso, os ensaios de citometria de fluxo possibilitaram a avaliacdo da
complexidade e do tamanho da superficie celular sem necessidade de marcagdo suplementar.
Nao foram observadas diferengas significativas nesses parametros, porém foi observada uma
tendéncia de aumento na complexidade celular concentragdo-dependente. As células
microgliais sdo altamente adaptativas, € uma alteragdo classica ¢ a alteragdo morfologica em
resposta a um insulto. Apesar de nao fornecer informagdes em termos funcionais, essas
mudancas morfologicas podem ser consideradas como uma sugestdo para uma investigagao
mais aprofundada sobre a fungao microglial (Paolicelli ef al., 2022). No nosso trabalho in vivo
mais recente, demonstramos que as microgliais de camundongos LDL” apresentaram
alteracdes morfologicas em com o controle (Rodrigues et al., 2023). No entanto, avaliar
morfologia em linhagem celular ¢ uma tarefa bastante complicada, principalmente pela perda
de caracteristicas de morfologia durante a imortalizacao das células, que faz com que as células

ndo apresentem as mesmas caracteristicas que in vivo (Butovsky et al., 2014). Nesse sentido,
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Broome e colaboradores (2022) tentaram avaliar a morfologia de células BV-2 e dividir em
categorias, porém poucas diferencas sdo observadas entre as categorias propostas pelos autores,
e a morfologia ¢ discordante do comportamento dessas células in vivo.

Na sequéncia, ainda utilizando a citometria de fluxo, foi avaliado o impacto da LDL nos
fosfolipidios de membrana empregando a marcacdo com AdipoRed, ndo sendo observadas
alteracdes nesse parametro. Células BV-2 expostas ao oleato também ndo apresentaram
alteragdes em fosfolipidios de membrana, enquanto essas mesmas células expostas ao
palmitato, apresentaram aumento desse parametro, indicando que diferentes lipidios,
desencadeiam respostas completamente diferentes nas mesmas células (Chausse et al., 2019).
Tomados em conjunto os resultados para densidade, complexidade, tamanho celular e
fosfolipidios de membrana, se tem indicios de que a LDL desencadeia alteragdes celulares,
aumentando a complexidade e densidade celular, sem que cause alteragdes de tamanho e da
superficie celular, com os resultados concordando entre si.

Também utilizando o corante AdipoRed avaliamos o acimulo de gotas lipidicas nas
c€lulas apos a exposi¢cdo a LDL. De particular importancia, alteragdes na composi¢ao lipidica
das células afeta a fisiologia celular e o funcionamento adequado do SNC, e estdo associadas
ao desenvolvimento de doencas neurodegenerativas (Farmer et al., 2020). As gotas lipidicas
(do inglés Lipid Droplets, LD) sdo organelas intracelulares esféricas altamente dinamicas,
especializadas no armazenamento intracelular de energia na forma de lipidios neutros, como
triglicerideos de ésteres de esterol (Farmer et al., 2020; Olzmann; Carvalho, 2019; Welte;
Gould, 2017). Apesar de todas as células do SNC acumularem LD, as microglias sdao as
principais acumuladoras de LD. O seu acumulo ¢ desencadeado naturalmente durante o
processo normal de envelhecimento, estando diretamente correlacionado com o processo
inflamatoério, que pode ser tanto causa quanto consequéncia das LD (Farmer et al., 2020). As

LD sao reservas de combustivel celular, marcadores de inflamacao, centros de sinalizagao,
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reservatorios protetores de residuos para neurdnios hiperativos, produtos de desregulacao
lisossomal e marcas da idade (Farmer et al., 2020; Khatchadourian et al., 2012; Marschallinger
et al., 2020; Olzmann; Carvalho, 2019; Welte; Gould, 2017). Elas sdo geradas pelo estresse
celular que pode ser desencadeado pelo excesso de 4cidos graxos livres, prevenindo a
lipotoxicidade e o estresse oxidativo, uma vez que englobam quantidades celulares de lipideos
potencialmente toxicos (Olzmann; Carvalho, 2019; Welte; Gould, 2017). As gotas lipidicas
respondem ao equilibrio celular entre lipogénese e lipdlise, desempenhando um papel
fundamental na homeostase energética, o qual ¢ essencial para a manutengao da fun¢ao celular
e do organismo normal, e fica prejudicado em diversas patologias (Olzmann; Carvalho, 2019;
Welte; Gould, 2017).

Nossos resultados apontaram acumulo de gotas lipidicas e observamos uma tendéncia
de acimulo concentragcdo-dependente para gotas lipidicas, com uma diferenca significativa
entre as células expostas a 300 pg/mL de LDL em comparaciao com o controle. Marschallinger
e colaboradores (2020) caracterizaram o estado microglial que acumula LDs em resposta a
condi¢des inflamatorias, expondo células BV-2 ao LPS, indicando que esse processo ¢
consequéncia do estresse. Um aumento no acumulo de gotas lipidicas foi observado também
por Loving e colaboradores (2021) em células microgliais, tanto de cultura primaria, quanto
BV-2, quando a lipoproteina lipase (LPL), enzima responsavel pela hidrolise de lipoproteinas
ricas em triglicerideos, estava silenciada. Assim, o acimulo das gotas pode ser um indicio do
mau funcionamento dessa enzima, podendo estar associado com disfungdes lisossomais.

Para que ocorra a decomposi¢ao dos lipideos armazenados nas LDs ¢ essencial o bom
funcionamento do processo autofagico de modo a garantir que ocorra a lipofagia (Welte; Gould,
2017). A lipofagia ¢ um processo que envolve a lipase acida lisossomal agindo sobre as LDs
entregues aos autolisossomos via autofagia (Olzmann; Carvalho, 2019; Welte; Gould, 2017).

Neste estudo, nds utilizamos o corante Laranja de Acridina para a avaliagdo da autofagia, € o
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que se observou foi uma redugdo inversamente proporcional com o aumento da concentragao
de LDL a qual as células foram expostas. A autofagia ¢ um processo catabolico que ocorre em
todas as células eucaridticas, no qual constituintes do citoplasma, como organelas e
macromoléculas, sdo sequestrados em uma estrutura de membrana dupla denominada
autofagossomos (Klionsky, 2005; Tooze; Yoshimori, 2010). Essa estrutura se funde com o
lisossomo entregando o seu conteido no limen do compartimento digestivo, e a subsequente
quebra da membrana permite a degradacdo de sua carga e a reciclagem de aminoacidos
(Klionsky, 2005; Tooze; Yoshimori, 2010). A autofagia ¢ um processo dubio a depender do
momento em que ocorre, em geral ¢ uma resposta ao estresse, mas também possui func¢des
homeostaticas e biossintéticas, sendo essencial para a manutencdo da satide celular (Klionsky,
2005; Tooze; Yoshimori, 2010). Problemas no processo autofagico podem levar a alteragdes
no crescimento celular, danificar as células e levar a morte celular (Klionsky, 2005; Tooze;
Yoshimori, 2010).

Sabendo que a LDL leva ao acimulo de gotas lipidicas e a redugdo da autofagia,
avaliamos o funcionamento lisossomal empregando o corante vermelho neutro. Esse ensaio
indicou um comportamento semelhante ao observado para densidade celular e acimulo de gotas
lipidicas, com um aumento concentracao-dependente da quantidade de lisossomos, sendo
significativa a diferenga entre as células expostas a maior concentracao e as células controle. A
funcdo lisossomal ¢ fundamental para a manutencdo da homeostase celular, sendo que
alteracoes lisossomicas sdo caracteristicas da doenca de Alzheimer. Os lisossomos sdo pontos
finais de degradacdo, possuem funcdo catabdlica mediada por diversas enzimas, as quais
requerem um pH acido para atuarem (Lawrence; Zoncu, 2019). O estudo de Hui e colaboradores
(2012) demonstrou que neuronios de cultura primaria expostos a LDL-colesterol, contendo
apoB, apresentaram acumulo de colesterol nos endolisossomos, além de aumento de tamanho

e de pH da organela, indicando um processo de disfungdo. O acimulo de colesterol pode estar
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associado com o limite da capacidade dos endolisossomos de liberar o colesterol, uma vez que
que o aumento de pH da organela leva a redugdo da atividade enzimatica, reduzindo a
capacidade da organela de digerir a lipoproteina e liberar o colesterol (Hui; Chen; Geiger,
2012).

A funcao lisossdmica-autofagica estd associada com a manutencao do cérebro, uma vez
que seja prejudicada, as func¢des degradativas sdo comprometidas, e sendo associadas com a
patogénese e progressdo de doengas neurodegenerativas (Lawrence; Zoncu, 2019). Uma
redugdo da autofagia, associada com um aumento da quantidade de lisossomos, pode indicar
que esses lisossomos estdo disfuncionais, e que pode haver uma menor depuracdo de
componentes toxicos (Lawrence; Zoncu, 2019; Yim; Mizushima, 2020). Cabe ressaltar que, a
disfuncdo da autofagia ¢ em geral causada por uma atividade lisossomica defeituosa (Yim;
Mizushima, 2020).

Na sequéncia buscamos compreender quais receptores poderiam estar envolvidos na
mediacao da endocitose da LDL pelas células microgliais. Apesar do metabolismo do colesterol
encefalico ser independente do metabolismo periférico, os receptores de LDL também sao
moléculas presentes nas células do SNC (Lane-Donovan; Philips; Herz, 2014; Sun et al., 2020).
Ao avaliar a expressao génica do receptor de LDL, observamos uma diferenca significativa
entre as c€lulas expostas a 100 pg/mL e as células expostas a 300 pg/mL, a concentragao
intermedidria apresenta um aumento na expressao do receptor, enquanto a concentragao
maxima apresentou uma reducdo na expressao. Em macrofagos periféricos a exposi¢do por
24hs a 100 ug/mL de LDL nativa, levou a um aumento da abundancia da proteina LDLR, porém
quando empregada a LDL oxidada nas mesmas condigdes, o que se observou foi uma redugao
da abundancia (Catar et al., 2022). A redugdo da expressao do LDLR ocorre quando os niveis
de colesterol estdo elevados, uma vez que a entrega do colesterol leva a redugdo da expressao

do receptor por uma retroalimentacao negativa (Feingold, 2000).
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Nas células microgliais outros receptores também sdo altamente relevantes de serem
investigados principalmente aqueles relacionados ao processo inflamatorio. Quanto ao TLR4,
ndo foram observadas diferencas significativas, € o0 mesmo aconteceu para a expressao do
LRP8, sem uma modulagdo do gene pela exposicdo a LDL. Yu e colaboradores (2017)
observaram que a endocitose da fracdo L5 de LDL ¢ mediada pelo TLR4, enquanto a fragao L1
¢ mediada pelo LDLR, ja a oxLDL ¢ mediada via LOX-1, indicando que cada fracdo de LDL
pode ter sua entrada na célula mediada por um receptor diferente, o que consequentemente
desencadeia vias de sinalizagao diferentes.

Por sua vez, o CD68, uma proteina transmembrana relacionada com a atividade
fagocitica, apresentou a reducdo de sua expressao em células expostas a maior concentragdo de
LDL, indicando redugdo da atividade fagocitica. Camundongos idosos apresentam microglias
com danos no processo de fagocitose, o que estd relacionado com o acumulo excessivo de
colesterol intracelular, sendo que essa situacdo pode contribuir para a progressdo de doencas
neurodegenerativas (Cantuti-Castelvetri et al., 2018). A redugdo na expressdao de CD68 em
nosso estudo contrasta com os dados do trabalho de Chen e colaboradores (2018), no qual os
autores observaram um aumento na expressdo de CD68 em camundongos de 16 meses
submetidos a dieta rica em colesterol por 8 semanas. Cabe destacar que em nosso recente estudo
utilizando camundongos LDLr”" hipercolesterolémicos também nio observamos modificagdes
nas quantidades de CD68 nas microglias tanto no hipocampo quanto no cortex pré-frontal
(Rodrigues et al., 2023). A microglia altamente fagocitica € caracteristica do estado microglial
associada a doenga, porém a redugao da fagocitose ¢ comum ao estado microglial acumulador
de lipidios.

Uma caracteristica importante de células microgliais que se encontrem em estado pro-
inflamatério € a produgdo excessiva de citocinas (Marschallinger et al., 2020). Em nosso

trabalho, as interleucinas pro-inflamatorias ndo apresentaram modulagdes significativas nas
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microglias apos a incubag¢do com a LDL, porém, observa-se uma tendéncia a redugdo da
expressdo génica das mesmas quando as células sdo expostas a LDL. Apesar de o aumento na
liberagdo de TNFa e de IL-1p ser considerado uma resposta candnica quando células
microgliais estdo reativas, Chausse e colaboradores (2019) demonstraram que células BV-2
quando expostas ao palmitato ou ao oleato, apresentaram um perfil disfuncional diferente, no
qual a producdo de TNFa e de IL-1P ndo sdo alteradas. A IL-1 ¢ uma importante citocina pro-
inflamatoria que ¢ gerada em resposta a infec¢ao, contribuindo para a lesdo (Madry et al., 2018).
A sua producdo ¢ dependente da formagdo de complexos de inflamassoma, o qual depende da
estimulacdo por um agonista do receptor toll-like (TLR), seguido da queda de potencial
intracelular para ser formado (Madry ef al., 2018). Uma vez que ndo observamos alteracdes na
expressdo do TLR, essa ¢ uma possivel explicagdo para a reducdo da liberag¢do da citocina, ja
que ndo ocorre o estimulo para a formagao do inflamassoma. O estudo de Chen e colaboradores
(2018) com camundongos de 16 meses submetidos a dieta rica em colesterol por 8 semanas
observou a ativacao do inflamassoma NLRP3, ¢ o aumento na producao de citocinas pro-
inflamatoérias IL-1B, IL-6 ¢ TNFa, porém, os autores também observaram o aumento na
producao de citocinas anti-inflamatérias 1L-4 e IL-10, demonstrando o papel dubio que o
colesterol pode desempenhar no organismo. Ja o nosso grupo de pesquisa, quando investigou a
expressdo génica destes mediadores inflamatorios nos camundongos LDLr”" ndo observou
alteracdes na expressao de IL-1p, porém observou uma reducao significativa da expressao de
IL-6 (De Oliveira et al., 2020).

Outro marcador considerado classico para a “modulacao” da atividade e fungdo
microglial é o aumento da produgao de ER, em resposta a algum insulto. O que observamos foi
que imediatamente apos serem expostas a LDL, essas células apresentam um aumento na
producdao de EROs, porém, nao ha diferenca significativa entre os grupos. Lénart e

colaboradores (2015) demonstraram que em cultura primaria de células gliais de camundongos
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a exposicao a 200 pg/mL de LDL nativa ndo causou dano oxidativo, que foi observado apenas
quando as células foram expostas a LDL oxidada. O estudo de Yu e colaboradores (2017)
demonstrou que a producao de ER ¢ aumentada apenas quando as células BV-2 sdo expostas a
fragdes modificadas de LDL, seja mais eletronegativa ou oxidada, e que fracdes menos
alteradas ndo causam resposta oxidativa. Enquanto células BV-2 expostas a oleato apresentaram
uma maior razdo GSH/GSSG, indicando protecdo contra desbalangos oxidativos, e nao
apresentaram alteracdes na produg¢ao de nitrito (Chausse et al., 2019). Outro estudo empregando
células BV-2, avaliou a capacidade de um mimético de apoE de reverter os impactos causados
pela exposicao ao LPS, e foi observada a redugdo na producao de nitrito, reduzindo a resposta
inflamatoria (Pocivavsek; Burns; Rebeck, 2009). J4 em linhagens neuronais a exposi¢do a LDL
causou um aumento na producao de ER (Engel et al., 2016).

As diferencas encontradas entre o nosso estudo com BV-2, uma linhagem celular, com
estudos in vivo podem estar associadas ao fato de que linhagens celulares ndo expressam a
assinatura molecular da microglia adulta, portanto podem nao apresentar a mesma resposta da
célula in vivo (Butovsky et al., 2014). Além disso, diversos estudos apresentam respostas
contraditorias das células BV-2 quando expostas a diferentes acidos graxos, como palmitato e
oleato (Chausse et al., 2019), e diferentes tipos de colesterol e LDL, como L1, L5, LDL oxidada
(Yuet al., 2017). Nesse sentido, o emprego da LDL nativa, sem nenhuma alteracao proposital
de sua composicao, pode resultar em observagdes do efeito sinérgico ou antagdnico entre
diferentes fragdes que estdo presentes, com diferentes eletronegatividades e estidgios da
oxidagdo, situacao que se assemelha ao organismo vivo, uma vez que todas estdo presentes em

conjunto.
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7. CONCLUSOES

As células BV2 expostas a LDL, principalmente na concentragdo mais alta,
apresentaram acumulo de gotas lipidicas, o que foi associado a alteragdes no processo de
digestao celular, mas ndo com modulacdo na producao de citocinas pro-inflamatodrias (Figura
11). Por fim, a incubagdo com LDL modificou a expressao génica do receptor de LDL, mas ndo
de receptor relacionados a captacdo de LDL oxidada ou inflamatérios.

Dessa forma, o presente trabalho elucida que as células microgliais quando expostas a
LDL nativa, que ndo passou por nenhum processo de oxidacdo ou separacdo proposital,
apresentam uma resposta bastante diferente da observada para a LDL oxidada, ou para
ativadores classicos. O que se observa ¢ uma tendéncia a redugdo de sinalizagdo, uma vez que
a resposta ndo envolve producdo de espécies reativas e de citocinas pro-inflamatdrias. As
células endocitam a LDL presente no meio, até¢ um limite, uma vez que se observa a redugao
da expressdo do receptor, € a0 mesmo tempo em que aumentam a quantidade de lisossomos,
reduzem o processo autofagico.

Isso pode levar a uma hipédtese futura de que, uma condigao de hipercolesterolemia pode
resultar no mal funcionamento das células microgliais, o que afeta a homeostase cerebral.
Assim, o individuo torna-se mais suscetivel ao acimulo de agregados proteicos, como AP, e as
células que deveriam “proteger” o SNC encontram-se disfuncionais e ndo conseguem realizar
suas fungdes. Isto resultaria por fim no maior risco de desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas por disfuncao das células microgliais induzida pela hipercolesterolemia

prévia.
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Figura 11 Impacto da lipoproteina de baixa densidade (LDL) em células microgliais BV-2. As células BV2
expostas a LDL, principalmente na concentragdo mais alta de 300 pg/mL, apresentaram aumento de densidade e
o acumulo de gotas lipidicas, o que foi associado a alteragdes no processo de digestdo celular, com redugédo de
autofagia e aumento de lisossomos, mas sem modulagdo da produgdo de citocinas pro-inflamatorias. Por fim, a
incubagdo com LDL modificou a expressdo génica do receptor de LDL, mas ndo de receptor relacionados a
captacdo de LDL oxidada ou inflamatorios. Fonte: autoral.
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8. PERSPECTIVAS

Investigar as alteragdes de autofagia observadas, avaliando a expressao génica de LC31
e LC3II, relativos a autofagossoma e autolisossoma, cuja razdao LC3II/LC3I fornece
informacdes sobre alteragdes na autofagia.

Avaliar os impactos da LDL na expressdao dos receptores CD36 ¢ TREM2 a fim de
elucidar a interferéncia no processo de fagocitose, podendo ser avaliado também BECLIN 1,
uma vez que € essencial para a reciclagem dos receptores citados. Ha relatos de que a reducao
da expressao de TREM2 “prende” a célula microglial em um estado homeostatico, o qual ¢
menos responsivo a alteracdes ambientais, € o aumento da expressdao pode representar um
mecanismo compensatorio para combater o dano e disfun¢ao microglial.

Avaliar a atividade da HMGCoa Redutase, uma vez que observamos reducdo da
expressao do receptor de LDL, ¢ interessante compreender se o colesterol esta sendo liberado
na célula, avaliando a enzima envolvida na biossintese de colesterol.

Uma vez que ndo observamos alteragdes nos considerados marcadores cldssicos de
reatividade microglial, realizar o ensaio de respirometria de alta resolu¢ao pode ajudar a
compreender as alteracdes causadas pela exposicdo a LDL e um possivel shift metabolico

induzido pelo acaimulo de colesterol nas células.
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