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Parte I: Resumo, Resumo em inglês (Abstract), Lista de abreviações, Introdução e 

Objetivos; 

Parte II: Resultados escritos na forma de artigo, divididos em capítulos; 

Parte III: Conclusão e Referências bibliográficas citadas na Introdução da Parte I. 
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Resumo 

 

A hipercolesterolemia, além de ser um fator de risco para doenças cardiovasculares, 

vem sendo também associada ao desenvolvimento de doenças neurodegenerativas. 

Além disso, recentemente, altas concentrações plasmáticas da lipoproteína de baixa 

densidade (LDL) passou a ser considerado um fator de risco para o desenvolvimento 

de demência. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi elucidar os mecanismos 

subjacentes pelos quais a hipercolesterolemia induz a danos cerebrais. Para isso, 

foram utilizadas linhagens de neurônio de hipocampo de camundongos (HT-22) 

expostas à LDL ou ao meio condicionado (MC) de micróglias; e uma linhagem celular 

de micróglias de camundongos (BV-2) expostas à LDL ou ao plasma de camundongos 

hipercolesterolêmicos. Parâmetros de viabilidade, função mitocondrial e lisossomal, 

autofagia e fatores inflamatórios foram avaliados. A exposição à LDL em células de 

hipocampo de camundongo HT-22 induziu disfunção mitocondrial, aumento da 

expressão de genes associados com a fusão mitocondrial, aumento da geração de 

superóxido mitocondrial e alterou atividade antioxidante, além de levar ao aumento de 

gotas lipídicas. Em células microgliais a LDL induziu a um estado disfuncional, com o 

aumento de gotas lipídicas, alterações em genes associados com a fagocitose e 

diminuição da autofagia. Quando as micróglias foram expostas ao plasma 

hipercolesterolêmico de camundongos, foi observado o aumento de gotas lipídicas, 

alterações morfológicas, além de alterações na viabilidade celular.  Ainda, quando as 

células neuronais HT-22 foram expostas ao MC de micróglias expostas previamente 

à LDL e ao plasma hipercolesterolêmico de camundongos, observamos alterações em 

marcadores mitocondriais. Esse resultado sugere um efeito neurotóxico induzido 

pelos mediadores liberados pelas micróglias expostas ao plasma rico em colesterol. 

Sendo assim, podemos concluir que a LDL induz à disfunção mitocondrial de uma 

linhagem de neurônios hipocampais, principal área cerebral associada com a 

formação da memória. Além disso, fatores hipercolesterolêmicos como LDL e plasma 

de camundongos hipercolesterolêmicos causam a um estado disfuncional da 

micróglia. Por fim, os mediadores liberados pelas micróglias parecem ter um efeito 

neurotóxico.  

 

Palavras-chave: hipercolesterolemia; LDL-colesterol; gota lipídica; micróglia; 

neurônios; mitocôndria  



 

 

Abstract 

Hypercholesterolemia, beyond a risk factor for cardiovascular diseases, has also been 

associated with the development of neurodegenerative diseases. Furthermore, 

recently, high plasmatic low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol levels have been 

considered a risk factor for the development of dementia. Therefore, this study aimed 

to elucidate the underlying mechanisms by which hypercholesterolemia induces brain 

damage. For this, we used mouse hippocampal neuron cell lines (HT-22) exposed to 

LDL or conditioned medium (CM) from microglia; mouse microglial cells line (BV-2) 

were exposed to LDL or plasma from hypercholesterolemic mice. Viability, 

mitochondrial, lysosomal function and autophagy parameters, and inflammatory 

factors were evaluated. LDL exposure in hippocampal neuron HT-22 cells induced 

mitochondrial dysfunction, increased the expression of genes associated with 

mitochondrial fusion, increased mitochondrial superoxide production, altered 

antioxidant activity, and enhanced the lipid droplet. In microglial cells, LDL induced a 

dysfunctional state, with increased lipid droplets, alterations in genes associated with 

phagocytosis, and decreased autophagy. When microglia were exposed to the 

hypercholesterolemic plasma from mice, we observed an increase in lipid droplets, 

morphological alterations, besides cell viability changes. Furthermore, when HT-22 

neuronal cells were exposed to the CM of microglia previously exposed to LDL or 

hypercholesterolemic plasma from mice, alterations in mitochondrial markers were 

observed. This result suggests a neurotoxic effect induced by mediators released by 

microglia exposed to cholesterol-rich plasma. Therefore, we can conclude that LDL 

induces mitochondrial dysfunction in a hippocampal neuron cell line, the main brain 

area associated with memory formation. In addition, hypercholesterolemic factors such 

as LDL and plasma from hypercholesterolemic mice induce a dysfunctional state of 

microglia. Finally, the mediators released by microglia appear to have a neurotoxic 

effect. 

 

Keywords: hypercholesterolemia, LDL-cholesterol, lipid droplet, microglia, neurons, 

mitochondria.  



 

 

Lista de abreviações 

 

24-OH - 24-hidroxicolesterol  

27-OH - 27-hidroxicolesterol  

Apo - Apolipoproteínas  
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CYP27A1 - Citocromo P450 27A1  

CYP46A1 - Citocromo P450 46A1  

DA - Doença de Alzheimer  

Drp1 - Proteína relacionada à dinamina 1 

ER - Espécies reativas 

ERO - Espécies Reativas de Oxigênio 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A hipercolesterolemia é uma condição metabólica caracterizada por elevadas 

concentrações plasmáticas de colesterol (superiores a 190 mg/dL) (Sociedade 

Brasileira de Cardiologia, 2017), sendo o colesterol presente na lipoproteína de baixa 

densidade (LDL) o mais associado aos danos induzidos pela hipercolesterolemia 

(Faludi AA et al., 2017). A hipercolesterolemia é considerada um problema de saúde 

pública devido à sua alta prevalência e estreita relação com o desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares ateroscleróticas e acidente vascular cerebral (Mozaffarian 

et al., 2015), as quais são a principal causa de morte a nível mundial (Di Cesare et al., 

2024). Somado a isso, nas últimas décadas, diversos estudos têm evidenciado uma 

forte associação entre doenças metabólicas, como a hipercolesterolemia ao 

comprometimento cognitivo leve (Ariza et al., 2016; Zambón et al., 2010) e o 

desenvolvimento de doenças neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer (DA) 

(Kivipelto et al., 2001; Solomon et al., 2009). Recentemente, altas concentrações 

plasmáticas de LDL, na meia idade, passaram a ser consideradas um fator de risco 

para o desenvolvimento de demência (Livingston et al., 2024).  

Um dos primeiros trabalhos publicados que sugeriu a associação entre 

hipercolesterolemia e a DA foi realizado por Sparks e colaboradores (1990), que 

identificaram placas senis em amostras de cérebro post mortem de indivíduos com 

doenças cardiovasculares. Desde então, diversos estudos clínicos, epidemiológicos e 

pré-clínicos confirmaram essa associação (Kivipelto et al., 2001; Moreira et al., 2014; 

Rodrigues et al., 2021; Sparks et al., 1994; Ullrich; Pirchl; Humpel, 2010). De particular 

importância, um estudo realizado por Ariza e colaboradores (2016) relatou que 

indivíduos com hipercolesterolemia familiar (HF), forma genética da 

hipercolesterolemia, apresentam alterações cognitivas desde muito jovens. 

Nos modelos experimentais de hipercolesterolemia também são observados 

prejuízos de memória e aprendizado (de Oliveira et al., 2011; Moreira et al., 2014; 

Mulder et al., 2004; Rodrigues et al., 2021, 2023). Além disso, em estudos 

experimentais, inúmeros mecanismos vêm sendo implicados na relação entre 

hipercolesterolemia e disfunção cerebral, tais como disfunção da barreira 

hematoencefálica (BHE) (de Oliveira et al., 2020; Rodrigues et al., 2021), 

neuroinflamação (Rodrigues et al., 2023; Thirumangalakudi et al., 2008), estresse 

oxidativo (Montilla et al., 2006; Paul; Borah, 2017), e alterações mitocondriais (de 
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Oliveira et al., 2011; Mancini et al., 2021) no córtex cerebral e hipocampo. De fato, a 

hipercolesterolemia parece ter grande impacto no hipocampo (Mancini et al., 2021; 

Paul; Borah, 2017; Prasanthi et al., 2010; Thirumangalakudi et al., 2008), região 

cerebral associada à formação de memória e cognição (Bird; Burgess, 2008). 

A disfunção da BHE induzida pela hipercolesterolemia permite que 

componentes presentes na periferia, como a LDL e fatores inflamatórios, adentrem o 

sistema nervoso central (SNC) (Chen et al., 2010; Löffler et al., 2013). Logo, a LDL 

poderia levar a alterações na homeostase das células cerebrais. Nesse sentido, um 

recente estudo experimental demonstrou que o extravasamento da LDL para o 

parênquima cerebral leva a importantes alterações microgliais, inclusive ao 

comprometimento das propriedades regenerativas das micróglias perivasculares 

(Zhou et al., 2024). 

Até o momento, pouco se sabe sobre o efeito da LDL sob neurônios e 

micróglias. Vale ressaltar que os neurônios necessitam de alto suprimento energético, 

portanto, a adequada função mitocondrial destas células é imprescindível (Chen; 

Chan, 2006). Paralelamente, as micróglias são as células imunes do SNC e têm um 

importante papel na manutenção da homeostase cerebral (Nimmerjahn; Kirchhoff; 

Helmchen, 2005). Deste modo, a compreensão do efeito que a LDL tem sobre a 

função mitocondrial de neurônios, a função das micróglias, bem como o efeito que 

mediadores liberados por essas micróglias tem em neurônios é de suma importância 

para melhor compreender o impacto da hipercolesterolemia nas células cerebrais. 

 

1.1.COLESTEROL E METABOLISMO DAS LIPOPROTEÍNAS  

 

Apesar da hipercolesterolemia ter impactos significativos na saúde do 

indivíduo, é importante destacar que o colesterol é essencial para o funcionamento 

normal do organismo. Ele é um dos componentes constitutivos da membrana 

plasmática e da bainha de mielina dos neurônios, participa da transdução de sinais 

intracelulares, além de ser fundamental para a síntese de hormônios esteroides, 

ácidos biliares e vitamina D (Goedeke; Fernández-Hernando, 2012; Simons; Ikonen, 

2000). 

O colesterol é um álcool não saturado da família dos compostos lipídicos e 

compostos esteroides (Nelson; Cox, 2017). É um composto tricíclico que contém 27 

átomos de carbono e é sintetizado a partir da Acetilcoenzima-A (Craig; Yarrarapu; 
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Dimri, 2023). A homeostase do colesterol é um processo crucial e precisamente 

regulado, sendo o fígado, o principal órgão responsável por isso. Em condições 

fisiológicas aproximadamente 80% do colesterol nos seres humanos é provindo de 

síntese endógena (síntese de novo) enquanto os outros 20% são obtidos de forma 

exógena, a partir da dieta (Nelson; Cox, 2017).  

Devido ao seu caráter hidrofóbico, principalmente quando esterificado, o 

colesterol necessita de moléculas carreadoras, chamadas de lipoproteínas, para 

poder ser transportado na corrente sanguínea. As lipoproteínas são compostas por 

uma parte externa hidrofílica (fosfolipídios, colesterol livre e proteínas denominadas 

apolipoproteínas) e uma parte interna hidrofóbica (colesterol esterificado e 

triglicerídeos) (Hegele, 2009). As lipoproteínas são classificadas de acordo com seu 

tamanho e composição como lipoproteína de alta densidade (HDL), LDL, lipoproteína 

de muito baixa densidade (VLDL) e quilomícrons (QM) (Figura 1). As Apolipoproteínas 

(Apo), além de servirem como componentes estruturais, funcionam como 

sinalizadores que direcionam as lipoproteínas aos tecidos-alvo, e ativam enzimas que 

agem sobre essas lipoproteínas (Nelson; Cox, 2017; Vance; Vance, 2008).  

 

Figura 1 - Lipoproteínas 

 
Legenda: (a) Representação gráfica da lipoproteína de baixa densidade (LDL), lipoproteína com alto 
teor de colesterol e que contém Apolipoproteína B-100. (b) Diferença de tamanho das quatro 
lipoproteínas. Imagens capturadas por um microscópio eletrônico após coloração negativa. Na parte 
superior esquerda, quilomícron, 50 a 200 nm de diâmetro; superior direita, lipoproteína de muito baixa 
densidade (VLDL), 28 a 70 nm; inferior esquerda, LDL 20 a 25 nm e inferior direita, lipoproteína de alta 
densidade (HDL) 8 a 11 nm. (Fonte: Adaptado de Nelson e Cox, 2014). 
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Após a alimentação, o colesterol e os demais lipídeos da dieta são absorvidos 

pelo intestino e empacotados em QM, a lipoproteína maior e menos densa. Ao longo 

da corrente sanguínea, a maior parte dos triglicerídeos presentes nos QM são 

liberados nos tecidos que utilizam os ácidos graxos como fonte ou armazenamento 

de energia. Os QM, após perderem grande parte do conteúdo de triglicerídeos, são 

transformados em remanescentes de QM e direcionados ao fígado. No fígado, o 

colesterol não utilizado, proveniente tanto da dieta quanto da síntese endógena, é 

esterificado e empacotado juntamente com triglicerídeos e Apo específicas, formando 

as VLDL. As VLDL são secretadas pelo fígado e transportam triglicerídeos até os 

músculos e tecido adiposo. À medida que os triglicerídeos das VLDL são removidos, 

elas se transformam em LDL, as lipoproteínas mais ricas em colesterol livre e ésteres 

de colesterol, contendo a ApoB-100 como sua principal Apo (Nelson; Cox, 2017; 

Vance; Vance, 2008).  

A LDL transporta o colesterol para os tecidos extra-hepáticos, e o que não é 

captado pelos tecidos retorna ao fígado. Finalmente, a HDL é principalmente 

sintetizada no fígado e no intestino delgado, contendo baixo teor de colesterol e alto 

conteúdo de proteínas. A principal função da HDL é o “transporte reverso do 

colesterol”, onde irá captar o colesterol dos tecidos extra-hepáticos e transportá-lo até 

o fígado (Faludi AA et al., 2017), como ilustrado na figura 2. 
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Figura 2 – Metabolismo das Lipoproteínas 

 
Legenda: Os lipídeos são transportados na corrente sanguínea por moléculas chamadas de 
lipoproteínas. Na via exógena (setas azuis), os lipídeos da dieta são empacotados em quilomícrons (1); 
a maior parte do seu conteúdo em triglicerídeos é liberada nos tecidos adiposo e muscular (2), durante 
o transporte ao longo dos capilares. Os quilomícrons remanescentes (3) (contendo na maior parte 
proteínas e colesterol) são captados pelo fígado (4). Na via endógena (setas vermelhas), os lipídeos 
sintetizados ou empacotados no fígado são distribuídos aos tecidos periféricos pela VLDL (5). A 
extração dos lipídeos da VLDL (acompanhada pela perda de parte das apolipoproteínas) converte, 
gradualmente, parte da VLDL em LDL (6), que transporta o colesterol para os tecidos extra-hepáticos 
(7) ou de volta para o fígado (8). O fígado capta LDL, remanescentes de VLDL (chamadas de 
lipoproteínas de densidade intermediária, ou IDLs) e os remanescentes de quilomícrons por endocitose 
mediada por receptor. O excesso de colesterol nos tecidos extra-hepáticos é transportado de volta ao 
fígado pela HDL (9-11) pelo transporte reverso do colesterol (setas amarelas). Legenda: LDL: 
Lipoproteínas de baixa densidade, LDLr: Receptor de lipoproteína de baixa densidade, HDL: 
Lipoproteínas de alta densidade, IDL:  lipoproteínas de densidade intermediária, VLDL: lipoproteína de 
muito baixa densidade (Fonte: elaborada pelo autor.) - Imagem criada pelo Biorender. 

 

A LDL é a principal carreadora de colesterol no sangue, e está intimamente 

associada aos danos induzidos pela hipercolesterolemia (Faludi AA et al., 2017; 

Lewis; Rader, 2005). Nos tecidos, a LDL é captada por meio do receptor de LDL 

(LDLr), e é este receptor o principal regulador da homeostase do colesterol plasmático. 

A ApoB100 presente na LDL se liga ao LDLr e ambos são internalizados via 

endocitose. Nos endossomos, o ambiente ácido promove a dissociação da LDL do 

LDLr, permitindo que o receptor seja reciclado, retorne à membrana plasmática e inicie 

um novo ciclo de endocitose. Enquanto isso, a LDL é degradada pelos lisossomos que 
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se fundem ao endossomo. Neste processo, os componentes proteicos da LDL são 

hidrolisados em aminoácidos, e os ésteres de colesterol a colesterol livre pela ação 

da lipase ácida lisossomal (Nelson; Cox, 2017).  

Além disso, o colesterol pode ser convertido em 27-hidroxicolesterol (27-OH) 

pelo citocromo P450 27A1 (CYP27A1), um processo que ocorre predominantemente 

na periferia (Russell, 2000). O 27-OH tem a capacidade de atravessar livremente a 

BHE e entrar no SNC (Björkhem et al., 2009). Já a LDL e demais lipoproteínas não 

transpassam a BHE. De fato, em condições fisiológicas e de saúde, no SNC o 

metabolismo do colesterol é independente da periferia (Björkhem; Meaney; Fogelman, 

2004). 

 

1.2.METABOLISMO DO COLESTEROL NO SNC 

 

Em seres humanos adultos, aproximadamente 25% do colesterol corporal está 

localizado no cérebro, predominantemente na forma não esterificada (Dietschy; 

Turley, 2004). O colesterol desempenha um papel crucial na manutenção da 

integridade estrutural e na fluidez da membrana plasmática das células cerebrais 

(Dietschy; Turley, 2004). Além disso, o colesterol é essencial para a formação da 

bainha de mielina pelos oligodendrócitos (Saher; Quintes; Nave, 2011) e para a 

formação de sinapses e dendritos (Goritz; Mauch; Pfrieger, 2005).  

Como já mencionado, o metabolismo do colesterol do SNC é independente do 

metabolismo periférico, uma vez que as lipoproteínas sanguíneas, como a LDL, não 

conseguem transpassar a BHE (Björkhem; Meaney; Fogelman, 2004). Portanto, no 

cérebro adulto, o aporte de colesterol se dá principalmente através da síntese 

realizada pelos astrócitos, e sua distribuição para as outras células (Dietschy; Turley, 

2004; Nieweg; Schaller; Pfrieger, 2009).   

Nos astrócitos, o colesterol sintetizado associa-se a ApoE e fosfolipídeos, 

formando uma lipoproteína semelhante a HDL periférica (Boyles et al., 1985). Esta 

lipoproteína é secretada pelos astrócitos via transportadores ABC, principalmente 

ABCA1, e é então incorporada pelo neurônio através de endocitose mediada por 

receptores, como LDLr ou proteína-1 relacionada ao receptor de LDL (LRP1) (Pfrieger; 

Ungerer, 2011), como ilustrado na Figura 3. 
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Figura 3 – Metabolismo do colesterol no sistema nervoso central 

 
Legenda: No cérebro adulto, o colesterol é produzido pelos astrócitos e distribuído para as outras 
células do Sistema Nervoso Central (SNC). Após ser sintetizado o colesterol associa-se a ApoE e é 
secretado via transportadores ABC. ApoE é reconhecida pelos receptores LDLR e LRP1 dos neurônios. 
O colesterol é então incorporado pelo neurônio via endocitose mediada por receptores. O excesso de 
colesterol nos neurônios pode ser convertido em 24 hidroxicolesterol pela CYP46A1 e liberados para a 
corrente sanguínea, já que atravessam livremente a barreira hematoencefálica. Da mesma forma, o 
colesterol periférico pode ser convertido em 27 hidroxicolesterol e entrar livremente no SNC. Legenda: 
24-OH, 24-hidroxicolesterol;27-OH, 27 hidroxicolesterol; ApoE, Apolipoproteína E; LDLR, Receptor de 
LDL; e LRP1, Proteína 1 relacionada ao receptor de LDL. Figura criada no Biorender.  

 

Nos neurônios, após internalizada, a ApoE contendo colesterol é transportada 

para o endolisossomo, onde os ésteres de colesterol são hidrolisados em colesterol 

livre. Esse colesterol livre é transportado para fora dos endolisossomos através de 

proteínas Niemann-Pick tipo C (Jerome, 2010; Vance; Karten; Hayashi, 2006). Para 

manter as concentrações adequadas de colesterol no SNC, o colesterol pode ser 

convertido em 24-hidroxicolesterol (24-OH) pelo Citocromo P450 46A1 (CYP46A1) 

nos neurônios (Lund; Guileyardo; Russell, 1999). O 24-OH, por sua vez, consegue 

atravessar a BHE livremente e ser metabolizado no fígado (Björkhem et al., 2001; 

Moutinho; Nunes; Rodrigues, 2016).  

Na partícula rica em ApoE, além de colesterol, contém ácidos graxos na forma 

de triglicerídeos, no entanto, os neurônios não os utilizam como fonte de energia 

preferencial. Este fato se deve principalmente porque a beta-oxidação dos ácidos 
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graxos gera uma quantidade maior de espécies reativas de oxigênio (ERO). Os 

neurônios são particularmente vulneráveis aos danos induzidos pelas ERO devido à 

sua defesa antioxidante limitada (Schönfeld; Reiser, 2021).  Assim, os ácidos graxos 

são liberados no citosol dos neurônios, empacotados em partículas ricas em ApoE e 

transferidos para os astrócitos via transportadores ABC. Os neurônios, em condições 

normais, possuem pouca ou nenhuma gota lipídica (Islimye; Girard; Gould, 2022), ao 

contrário dos astrócitos. Dessa forma, os ácidos graxos transportados dos neurônios 

para os astrócitos podem ser armazenados em gotículas lipídicas e posteriormente 

serem utilizados como fonte energética (Lee et al., 2017). Gotículas lipídicas são 

organelas evolutivamente conservadas que armazenam dinamicamente ácidos 

graxos (Walther; Chung; Farese, 2017).  

 

1.3. PAPEL OXI-INFLAMATÓRIO DA HIPERCOLESTEROLEMIA NO SISTEMA 

NERVOSO CENTRAL 

 

As perturbações no metabolismo e na captação do colesterol podem levar ao 

seu acúmulo na corrente sanguínea, caracterizando a hipercolesterolemia (Brown; 

Goldstein, 1984). A hipercolesterolemia pode ser adquirida, devido a hábitos de vida, 

ou ter caráter genético. A principal forma de hipercolesterolemia de origem hereditária 

é chamada HF. A HF é causada predominantemente por anormalidades no gene que 

codifica o LDLr, resultando em um metabolismo ineficaz da LDL (Hobbs; Brown; 

Goldstein, 1992). 

Altas concentrações plasmáticas de colesterol, principalmente o presente na 

LDL, são um importante e conhecido fator de risco para o desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares (Mozaffarian et al., 2015). Além disso, nas últimas décadas, 

a hipercolesterolemia tem sido associada ao comprometimento cognitivo leve e ao 

desenvolvimento de doenças neurodegenerativas, como a DA (Kivipelto et al., 2001; 

Kivipelto; Solomon, 2006). No ano de 2024, altas concentrações plasmáticas de LDL, 

na meia idade, passou a ser considerado um fator de risco para demência (Livingston 

et al., 2024).  

Estudos pré-clínicos já evidenciaram prejuízo cognitivo, particularmente na 

memória, tanto em animais modelo para a HF (os camundongos LDLr-/-) (de Oliveira 

et al., 2011; 2020; Engel et al., 2019; Moreira et al., 2012; Mulder et al., 2004), quanto 

em animais com hipercolesterolemia induzida por dieta (Mancini et al., 2021; Moreira 
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et al., 2014; Rodrigues et al., 2021; Ullrich; Pirchl; Humpel, 2010). Esses déficits 

cognitivos foram associados a uma disfunção no hipocampo, principal área cerebral 

envolvida com a formação de memória (Bird; Burgess, 2008). Todavia, os mecanismos 

pelos quais a hipercolesterolemia induz danos cerebrais ainda não estão bem 

estabelecidos, embora algumas hipóteses tenham sido propostas ao longo do tempo 

(de Bem et al., 2021; de Oliveira; Moreira; de Bem, 2024). 

É amplamente conhecido que altas concentrações de LDL circulante induzem 

disfunção endotelial (como revisado no Capítulo I). Este pode ser um dos fatores que 

levam à disfunção da BHE, que parece estar implicada nos prejuízos cognitivos 

encontrados em animais hipercolesterolêmicos (de Oliveira et al., 2020). Animais que 

receberam uma dieta rica em colesterol apresentam aumento da permeabilidade da 

BHE no hipocampo (Chen et al., 2008), no córtex cerebral (Chen et al., 2008) e em 

outras regiões cerebrais (Chen et al., 2008; Chen; Ghribi; Geiger, 2010).  

Um estudo conduzido por de Oliveira e colaboradores (2020) observaram que 

tanto camundongos modelos para HF (LDLr-/-), quanto animais C57bl/6 com 

hipercolesterolemia moderada, induzida por dieta, exibem alterações na 

permeabilidade da BHE no hipocampo. Ainda mais importante, este trabalho 

evidenciou que uma dieta rica em colesterol agrava a disfunção da BHE encontrada 

em camundongos LDLr-/- (de Oliveira et al., 2020), demonstrando o importante papel 

que altas concentrações de colesterol têm sobre a integridade da BHE.  

Com a integridade da BHE prejudicada, componentes do sistema periférico, 

como a LDL, conseguem adentrar o parênquima cerebral. Neste contexto, estudos 

experimentais em animais hipercolesterolêmicos já demonstraram a presença de 

ApoB (Chen et al., 2010) e ApoB100 (Löffler et al., 2013) no SNC. Cabe ressaltar que 

a ApoB é a Apo presente na LDL, que em condições normais não são encontradas no 

cérebro (Pitas et al., 1987). Uma vez presente no SNC, ApoB é reconhecida pelos 

LDLr e endocitada, levando ao aumento e acúmulo de colesterol nos neurônios (Ghribi 

et al., 2006). Especificamente, animais com hipercolesterolemia induzida por dieta 

exibem alterações no metabolismo do colesterol cerebral, com aumento do conteúdo 

de colesterol no cérebro (Sparks et al., 1994) e nos neurônios do hipocampo (Ghribi 

et al., 2006). Adicionalmente, um estudo recente demonstrou que o extravasamento 

de LDL para micróglias adjacentes ao vaso induz o comprometimento das 

propriedades regenerativas das micróglias (Zhou et al., 2024).    
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Além disso, já foi demonstrado que altas concentrações de LDL provocam 

alterações na função e estrutura dos endolisossomos, tanto em um estudo in vivo 

(Chen et al., 2010) quanto em um estudo in vitro utilizando cultura primária de 

neurônios exposta à LDL (Hui; Chen; Geiger, 2012). Alterações na morfologia e função 

dos endolisossomos são consideradas marcadores precoces da DA (Tate; Mathews, 

2006). A disfunção dos endossomos induzidos pela hipercolesterolemia em animais 

está implicada na diminuição das áreas sinápticas e no aumento de Aβ e tau 

fosforilada, condições características da DA (Chen et al., 2010).  

Como mencionado anteriormente, alterações sinápticas são marcadores de DA 

e declínio cognitivo leve (Anand; Schoo, 2024). Nesse contexto, estudos 

experimentais relataram que camundongos modelo para HF exibem número reduzido 

de sinaptofisina no hipocampo (Mulder et al., 2004, 2007), além de exibirem um 

número reduzido de células em proliferação e de conexões sinápticas no giro 

denteado (Mulder et al., 2007). Além disso, animais com hipercolesterolemia induzida 

por dieta têm uma diminuição na expressão de sinaptofisina no bulbo olfatório (Chen 

et al., 2010). Em cultura primária de neurônios expostos à LDL, também há uma 

expressão diminuída de sinaptofisina (Hui; Chen; Geiger, 2012). A hipercolesterolemia 

também induz alterações no sistema colinérgico em animais (Moreira et al., 2014; 

Paul; Borah, 2017; Ullrich; Pirchl; Humpel, 2010), demonstrando uma plasticidade 

neuronal reduzida em camundongos LDLr-/-, assim como importantes alterações 

sinápticas induzidas pela hipercolesterolemia.  

Outro importante fator que acarreta em danos cognitivos é o estresse oxidativo, 

que induz danos a macromoléculas e pode levar a morte neuronal (Niedzielska et al., 

2015). Tanto animais modelos de HF (De Oliveira et al., 2014), quanto animais com 

hipercolesterolemia induzida por dieta (Paul; Borah, 2017; Prasanthi et al., 2010) 

apresentam aumento da produção de espécies reativas (ER) no hipocampo. Somado 

a isso, uma dieta rica em colesterol reduz a atividade da glutationa redutase (GR) no 

cérebro total de ratos (Otunola et al., 2014). Em camundongos LDLr-/- a atividade da 

GR é aumentada aos três meses de idade (Moreira et al., 2012) e reduzida aos cinco 

meses no hipocampo (De Oliveira et al., 2014). Ainda, a hipercolesterolemia induzida 

por dieta diminui os níveis de glutationa (GSH) (Gökkus; Mostafazadeh, 2003; Montilla 

et al., 2006), a atividade da superóxido dismutase (SOD) (Afonso et al., 2013; Montilla 

et al., 2006; Otunola et al., 2014) e a atividade da Catalase (CAT) (Montilla et al., 2006) 

no cérebro de ratos. Coelhos alimentados com uma dieta rica em colesterol 
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apresentam uma diminuição da razão GSH/GSSG no hipocampo (Prasanthi et al., 

2010).  

A elevação de espécies reativas causada pela hipercolesterolemia induzida por 

dieta leva a peroxidação lipídica em amostra de cérebro total de ratos (Gökkus; 

Mostafazadeh, 2003; Montilla et al., 2006; Otunola et al., 2014) e hipocampo de 

coelhos (Prasanthi et al., 2010). Ademais, a hipercolesterolemia induz a carbonilação 

de proteínas no hipocampo de coelhos (Aytan et al., 2008). 

Alteração na permeabilidade da BHE e extravasamento de componentes para 

o parênquima cerebral resultam em neuroinflamação. Camundongos modelo para HF 

exibem astrogliose desde jovens (de Oliveira et al., 2020) e aumento da densidade 

microglial no hipocampo (Rodrigues et al., 2023) que parece se manter até a meia 

idade (14 meses). Somado a isso, a neuroinflamação encontrada nos camundongos 

LDLr/- parece se agravar quando os mesmos recebem uma dieta rica em 

colesterol/gordura (Thirumangalakudi et al., 2008). Hipercolesterolemia induzida por 

dieta também induz neuroinflamação no hipocampo, evidenciada pela microgliose 

(Chen et al., 2018; Granholm et al., 2008; Ledreux et al., 2016; Thirumangalakudi et 

al., 2008) e astrogliose (Chen et al., 2018; Paul; Borah, 2017) de animais. Juntamente 

com isso, no hipocampo de animais hipercolesterolêmicos, há um aumento da 

expressão de genes associados à resposta inflamatória (Abuelezz; Hendawy, 2021), 

e de citocinas pró inflamatórias (Abuelezz; Hendawy, 2021; Chen et al., 2018; Rahman 

et al., 2005; Thirumangalakudi et al., 2008). 

Dessa forma, a neuroinflamação mediada por micróglias parece ter um 

importante papel nas alterações cognitivas induzidas pela hipercolesterolemia. Em 

animais LDLr-/- foi observado um aumento no número de micróglias na região 

perivascular. Além disso, quando esses camundongos receberam o tratamento de 

minociclina, um modulador microglial, houve uma melhora da função cognitiva dos 

animais hipercolesterolêmicos (Rodrigues et al., 2023), sugerindo o papel das 

micróglias na disfunção cognitiva induzida pela hipercolesterolemia.  

 

1.4. MICROGLIAS E NEURÔNIOS NO CONTEXTO DA HIPERCOLESTEROLEMIA 

 

As micróglias são células imunológicas residentes do SNC que contribuem 

ativamente para a fisiologia e homeostase do cérebro, respondendo a qualquer 

alteração do ambiente (Nimmerjahn; Kirchhoff; Helmchen, 2005). Elas coordenam 
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processos fisiológicos essenciais como a sinaptogênese, mielinização (Reemst et al., 

2016), poda sináptica (Paolicelli et al., 2011; Schafer et al., 2012), regulação do fluxo 

sanguíneo cerebral e do acoplamento neurovascular (Bisht et al., 2021; Császár et al., 

2022).  

Por muito tempo, acreditava-se que a micróglia estava apenas em dois estados, 

M1 e M2 ou ainda, em repouso e ativada. No entanto, ao longo dos anos, percebeu-

se que esses termos eram inconsistentes com as diversas funções e estados da 

micróglia. Então, novas designações surgiram com base nas características 

apresentadas por cada estado microglial (Paolicelli et al., 2022) (Fig. 3). De particular 

interesse, as micróglias podem ser classificadas como: micróglia associada à doença, 

originalmente associada aos modelos de patologia da DA, fenótipo neurodegenerativo 

microglial e micróglia acumuladora de gotículas lipídicas (LDAMs). 

 

Figura 5 – A jornada da nomenclatura da micróglia: De uma visão dicotômica à descoberta de 
um espectro de estados e funções multidimensionais 

 

 
Fonte: Adaptado de Paolicelli et al., 2022. 
 

Micróglias in vivo e in vitro expostas ao LPS exibem um aumento de gotículas 

lipídicas (LDAM). Essas micróglias ricas em gotículas lipídicas parecem ter déficits de 

fagocitose, aumento da geração de ERO e liberam altos níveis de citocinas pró-

inflamatórias (Marschallinger et al., 2020). A atividade fagocítica das micróglias é 

fundamental para homeostase cerebral, inclusive a capacidade das micróglias de 

fagocitar fibrilas e agregados Aβ, essenciais para a depuração do peptídeo Aβ (Colton; 

Wilcock, 2010; D’Andrea; Cole; Ard, 2004). 
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Como mencionado anteriormente, estudos experimentais evidenciaram que a 

hipercolesterolemia leva à microgliose em camundongos LDLr-/- (Rodrigues et al., 

2023; Thirumangalakudi et al., 2008). Contudo, até o momento, pouco se sabe sobre 

o efeito da hipercolesterolemia nas micróglias e qual fenótipo elas assumem nessa 

condição. Chen e colaboradores (2018) mostraram que camundongos fêmeas idosas 

submetidas a uma dieta rica em colesterol apresentam no hipocampo um aumento de 

expressão de CD68, enquanto a expressão de CD206 foi diminuída nas fêmeas idosas 

e aumentada com a dieta hipercolesterolêmica. A expressão de CD68 geralmente está 

associada com um perfil inflamatório da micróglia, enquanto CD206 é mais pró-

resolutivo. Esse mesmo estudo evidenciou que os níveis desses marcadores não 

foram alterados em fêmeas jovens que receberam dieta rica em colesterol (Chen et 

al., 2018). Somado a isso, Keller e colaboradores (1999) relataram que em uma 

linhagem de micróglia de camundongo exposta à LDL houve um aumento na produção 

de espécies reativas (Keller et al., 1999). 

Curiosamente, um estudo in vitro relatou que a exposição ao colesterol em uma 

linhagem de micróglias expostas ao LPS atenuou a expressão de genes associado 

com a resposta imune inata e quimiotaxia, além de regular positivamente a expressão 

de genes anti-inflamatórios. O meio condicionado dessas micróglias teve um efeito 

neuroprotetor em células SH-SY5Y (neuroblastoma humano) expostas ao peptídeo 

Aβ (de Dios et al., 2023). De forma controversa, em culturas isoladas de micróglia de 

ratos que foram estimuladas com LPS, a redução dos níveis de colesterol induzidas 

pelo metil-β-ciclodextrina levou a uma diminuição na liberação de TNFα pelas 

micróglias. Interessantemente, a exposição ao metil-β-ciclodextrina resultou em uma 

diminuição da proporção de fagócitos ativos e na fagocitose de micróglias estimuladas 

com LPS, que foi restaurada com a exposição ao colesterol (Churchward; Todd, 2014).  

Adicionalmente, os neurônios parecem ser altamente afetados pela 

hipercolesterolemia. Estudos experimentais já demonstraram que animais modelos 

para HF apresentam um número menor de células em proliferação no hipocampo 

(Engel et al., 2019; Mulder et al., 2007) e menor neurogênese (Engel et al., 2019). 

Além disso, camundongos LDLr-/- apresentam diminuição da proliferação celular no 

giro denteado desde jovens, aos 3 meses de idade (Engel et al., 2019), condição que 

se mantém até os 14 meses de idade (Mulder et al., 2007). Da mesma forma, quando 

células precursoras do hipocampo de camundongo foram expostas à LDL ou tiveram 
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uma regulação negativa do LDLr, a proliferação celular foi diminuída (Engel et al., 

2019).  

Camundongos LDLr-/- também exibem alteração nos níveis de RNAm de 

proteínas associadas com a apoptose no hipocampo. Ainda mais importante, a 

marcação de apoptose colocaliza-se com os neurônios, evidenciando morte neuronal 

em camundongos LDLr-/- (de Oliveira et al., 2020). Ainda, células SH-SY5Y expostas 

ao colesterol são mais suscetíveis à morte celular induzida pelo Aβ (de Dios et al., 

2023). Em células de neuroblastoma humano, a exposição ao colesterol intensificou 

a geração de ER causadas pelo Aβ (de Dios et al., 2023), assim como a exposição ao 

LDL, per se, levou ao aumento de produção de ER (Engel et al., 2016). Ainda, os 

neurônios necessitam que suas mitocôndrias estejam viáveis para que possam suprir 

toda a necessidade energética que eles necessitam (Kann; Kovács; Kann, 2007). 

Deste modo, alterações mitocondriais desempenham efeitos significativos na 

viabilidade neuronal. 

 

1.5. FUNÇÃO MITOCONDRIAL ASSOCIADA A DISFUNÇÃO COGNITIVA 

 

As mitocôndrias são organelas altamente dinâmicas e que têm inúmeras 

funções nas células, sendo a formação de ATP pela fosforilação oxidativa a mais 

conhecida. A mitocôndria é formada por uma membrana externa e uma membrana 

interna, com composição e funções distintas (Giacomello et al., 2020) (Ilustrado na 

Figura 6). Na matriz mitocondrial são formados NADH e FADH2, pelo Ciclo de Krebs. 

Estas coenzimas reduzidas, por sua vez, doam elétrons para a cadeia transportadora 

de elétrons, presente na membrana mitocondrial interna (MMI) (Hüttemann et al., 

2008). A cadeia transportadora de elétrons é formada por quatro complexos 

mitocondriais, que além de participarem de reações redox, bombeiam prótons para o 

espaço intermembranas. O gradiente de prótons gerado pelos complexos 

mitocondriais (I, III e IV) é utilizado pela ATP sintase, ou também chamado de 

complexo V, para fosforilar ADP em ATP (Giacomello et al., 2020). Além disso, a 

mitocôndria é uma das principais fontes de geração de ERO, pelos complexos I e III 

(Muller; Liu; Van Remmen, 2004; Murphy, 2009), o que pode ser agravado na 

presença de estressores e toxinas (Nishimura et al., 2021). 
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Figura 6 – Estrutura e funções mitocondriais. 

 
Legenda: No canto superior esquerdo, esquematização dos processos celulares os quais as 
mitocôndrias participam. Na parte inferior, esquematização da estrutura mitocondrial. Imagem criada 
pelo Biorender. 
 

Como forma de modular a função mitocondrial, as mitocôndrias têm a 

capacidade de alterar seu tamanho, forma e organização (Friedman; Nunnari, 2014). 

Este processo é chamado de dinâmica mitocondrial, no qual as mitocôndrias podem 

se fundir umas às outras (fusão) ou se dividirem por fissão, dependendo do estímulo 

(Figura 7). Além disso, as mitocôndrias podem ser degradadas por autofagia, um 

processo conhecido como mitofagia (Green; Brand; Murphy, 2004).  

A coordenação desses processos garante a manutenção da forma, distribuição 

e crescimento das mitocôndrias, que é essencial para a homeostase, estabilidade e 

sobrevivência celular (Calo et al., 2013; Twig; Shirihai, 2011). Da mesma forma, 

disfunções desses processos podem levar a alterações na função mitocondrial e 

bioenergética celular. Por exemplo, já foi demonstrado que existe uma produção 

aumentada de ATP em mitocôndrias fundidas (Westermann, 2012) e, em mitocôndrias 

fragmentadas, que passaram por fissão, há maior produção de ERO.  Alterações na 

fissão mitocondrial mantêm mitocôndrias danificadas, o que gera efeitos negativos na 

atividade dos complexos mitocondriais, na produção de ATP e, consequentemente 

leva à morte celular (Galloway et al., 2012). Entretanto, a fragmentação mitocondrial 
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é necessária para a distribuição equivalente de mitocôndrias para células-filhas 

durante a divisão celular (Giacomello et al., 2020). 

Mitocôndrias disfuncionais contendo proteínas e membranas danificadas, e até 

alterações no DNA mitocondrial, promovem a divisão e fragmentação mitocondrial por 

fissão (Frank et al., 2012; Scott; Youle, 2010). A fissão mitocondrial garante que a 

porção danificada seja eliminada, sendo esse processo coordenado principalmente 

pela proteína relacionada à dinamina 1 (Drp1) (Boldogh; Pon, 2006; Hollenbeck; 

Saxton, 2005). A Drp1 irá interagir com proteínas presentes na membrana 

mitocondrial externa (MME), como a proteína de fissão mitocondrial 1 (Fis1). Em 

seguida, a Drp1 forma uma estrutura semelhante a um anel ao redor da mitocôndria 

e a membrana mitocondrial é então dividida por meio da hidrólise de GTP (Lee; Yoon, 

2016; Losó n et al., 2013) (Figura 7).  

A fusão mitocondrial, por sua vez, é o processo pelo qual duas mitocôndrias se 

fundem e compartilham seus conteúdos, como DNA mitocondrial, metabólitos, 

proteínas e lipídeos (Lacombe; Scorrano, 2024). As principais moléculas associadas 

com a fusão mitocondrial são a proteína de atrofia óptica 1 (OPA 1), localizada na 

MMI, e as mitofusinas (Mfn) 1 e 2 presentes na MME. Deste modo, a Mfn1 e a Mfn2 

são responsáveis pela fusão da MME enquanto a OPA1 é responsável pela fusão da 

MMI. Além disso, OPA1 desempenha um papel crucial na formação e na manutenção 

da junção das cristas mitocondriais (Frezza et al., 2006) (Figura 7). 
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Figura 7 – Dinâmica mitocondrial 

 
Legenda: Dependendo do estímulo, as mitocôndrias podem passar por fissão e se dividir. Esse 
processo é coordenado principalmente pela Drp1 e Fis1. As mitocôndrias podem passar por fissão para 
eliminação de partes mitocondriais danificadas ou para distribuição de mitocondriais pela célula ou até 
para as células-filhas, durante a divisão celular. O processo de fusão mitocondrial é orquestrado 
principalmente pela OPA-1, Mfn1 e Mfn2. A fusão mitocondrial leva ao aumento da produção de ATP e 
ao compartilhamento de componentes presentes na matriz mitocondrial. Figura criada no BioRender. 
 

Como mencionado anteriormente, o funcionamento adequado das 

mitocôndrias é essencial para os neurônios devido à alta demanda energética 

necessária para suas funções, além de fornecer intermediários importantes para a 

síntese de neurotransmissores (Guo; Tian; Du, 2017). Não obstante, alterações na 

geração de ATP podem levar a morte neuronal (Sebastián; Palacín; Zorzano, 2017). 

A disfunção mitocondrial é encontrada em doenças neurodegenerativas (Calkins et 

al., 2011; Filosto et al., 2011) e tem sido sugerida como um possível alvo terapêutico 

no tratamento dessas doenças (Rai et al., 2020; Trushina; Nguyen; Trushin, 2023). 

Estudos experimentais mostraram que a HF (de Oliveira et al., 2011; De Oliveira 

et al., 2013) e a hipercolesterolemia induzida por dieta (Mancini et al., 2021; Paul; 

Borah, 2017) levam a prejuízos mitocondriais. De particular interesse, no córtex 

cerebral de animais, a atividade dos complexos I e II mitocondriais foi negativamente 

relacionada com os níveis de colesterol plasmático (de Oliveira et al., 2011), indicando 

um efeito significativo da hipercolesterolemia na função mitocondrial. 
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Tendo em vista que a hipercolesterolemia leva a alterações cognitivas, e que o 

mecanismo pelo qual isso acontece ainda não está totalmente claro, o presente estudo 

teve como objetivo avaliar, em linhagens de micróglia e de neurônios, o efeito que a 

exposição à LDL e o plasma de animais hipercolesterolêmicos têm na função 

mitocondrial, na autofagia e na formação de gotas lipídicas. Nossa principal hipótese 

é que durante hipercolesterolemia, devido à disfunção da BHE, as células cerebrais 

ficam expostas à LDL causando modulações nas micróglias, induzindo estados 

disfuncionais destas células. Além disso, acreditamos que tanto a LDL como fatores 

mediadores liberados pela micróglia podem causar neurotoxicidade, e que as 

mitocôndrias neuronais, bem como as gotas lipídicas, podem ser importantes alvos da 

hipercolesterolemia. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1.OBJETIVO GERAL 

 

Elucidar os efeitos prejudiciais da hipercolesterolemia nas células do sistema 

nervoso central, com ênfase no impacto da exposição à LDL nas mitocôndrias da 

linhagem celular neuronal do hipocampo, na função digestiva microglial e na influência 

dos mediadores liberados pela micróglia sobre neurônios. 

 

2.2.OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

i) Revisar na literatura o impacto da hipercolesterolemia no endotélio e sua 

associação com a alteração na permeabilidade da barreira encefálica, assim como o 

efeito no sistema nervoso central 

ii) Investigar o impacto que a exposição à LDL tem sobre a função mitocondrial 

de uma linhagem de neurônios de hipocampo de camundongos; 

iii) Investigar o efeito que a exposição à LDL e ao plasma hipercolesterolêmico 

tem sobre uma linhagem de células microgliais de camundongos; além de 

compreender o impacto de mediadores liberados por micróglias expostas à LDL e ao 

plasma hipercolesterolêmico, por meio do uso de meio condicionado, sobre uma 

linhagem de neurônios de hipocampo de camundongos. 
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2. CAPÍTULO I 

Revisão de literatura submetida na revista “Metabolic Brain Disease”, que será aqui 

apresentado no formato exigido pela revista  

 

Hypercholesterolemia, oxidative stress, and low-grade inflammation: a potentially dangerous 

scenario to blood-brain barrier 

  

Hémelin Resende Fariasa, Lílian Corrêa Costa-Beberb, Fátima Theresinha da Costa Rodrigues Gumab, 

Jade de Oliveiraa 

  
aLaboratory of investigation on metabolic disorders and neurodegenerative diseases, Department of 

Biochemistry, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS 90035-003, Brazil 

  
bGumaLab, Department of Biochemistry, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS 
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ABSTRACT: For more than a century, hypercholesterolemia has been linked to atherosclerotic 

cardiovascular disease. Notably, this metabolic condition has also been pointed out as a risk factor for 

neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s disease. Oxidative stress seems to be the connective 

factor between hypercholesterolemia and diseases such as cardiac and brain pathology. By disturbing 

redox homeostasis, hypercholesterolemia impairs nitric oxide availability, an essential vasoprotective 

element, and jeopardizes endothelial function and selective permeability. The Central Nervous System 

is partially protected from peripheral insults due to an arrangement between endothelial cells, astrocytes, 

microglia, and pericytes that form the blood-brain barrier (BBB). The endothelial dysfunction related to 

hypercholesterolemia increases the risk of developing cardiovascular diseases and also initiates BBB 

breakdown, which is a cause of brain damage characterized by neuroinflammation, oxidative stress, 

mitochondrial dysfunction, and, ultimately, neuronal and synaptic impairment. In this regard, we 

reviewed the mechanisms by which hypercholesterolemia-induced oxidative stress affects peripheral 

vessels, BBB, and leads to memory deficits. Finally, we suggest oxidative stress as the missing link 

between hypercholesterolemia and dementia. 

 

Keywords: cholesterol; oxidative stress; inflammation; endothelial dysfunction; Dementia; mild 

cognitive impairment. 
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3. CAPÍTULO II 

Artigo publicado em preprint e na revista “Molecular Neurobiology”, que será aqui 

apresentado nas normas exigidas pela revista 
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Graphic Abstract. HT-22 hippocampal neuron cell line exposed to human low-density lipoprotein (LDL). On the 

left, LDL [50 µg/mL] exposure (1) decreased mitochondrial complex I and II activities, (2) increased 

mitochondrial superoxide production and decreased superoxide dismutase activity, and (3) increased the 

expression of genes associated with mitochondrial fusion. On the right, LDL [300 µg/mL] exposure (4) induced 

intracellular lipid accumulation and (5) decreased mitochondrial complex I and II activities. 
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ABSTRACT 

Hypercholesterolemia has been associated with cognitive dysfunction and neurodegenerative diseases. Moreover, 

this metabolic condition disrupts the blood-brain barrier, allowing Low-Density Lipoprotein (LDL) to enter the 

Central Nervous System. Thus, we investigated the effects of LDL exposure on mitochondrial function in a mouse 

hippocampal neuronal cell line (HT-22).  HT-22 cells were exposed to human LDL (50 and 300 μg/mL) for 24 

hours. After this, intracellular lipid droplet (LD) content, cell viability, cell death, and mitochondrial parameters 

were assessed. We found that the higher LDL concentration increases LD content compared to control. Both 

concentrations increased the number of Annexin V-positive cells, indicating apoptosis. Moreover, in mitochondrial 

parameters, the LDL exposure on hippocampal neuronal cell line leads to a decrease in mitochondrial complexes 

I and II activities in both concentrations tested and a reduction in Mitotracker™ Red fluorescence and 

Mitotracker™ Red and Mitotracker™ Green ratio in the higher concentration, indicating mitochondrial 

impairment. The LDL incubation induces mitochondrial superoxide production and decreases superoxide 

dismutase activity in the lower concentration in HT-22 cells. Finally, LDL exposure increases the expression of 

genes associated with mitochondrial fusion (OPA1 and Mitofusin 2) in the lower concentration. In conclusion, our 

findings suggest that LDL exposure induces mitochondrial dysfunction and modulates mitochondrial dynamics in 

the hippocampal neuronal cells. 

  

Keywords: Hypercholesterolemia; brain dysfunction; LDL-cholesterol; mitochondria; HT-22 cells.  
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1            INTRODUCTION 

Hypercholesterolemia is a metabolic disorder characterized by high plasmatic cholesterol levels [1]. It is 

already established that elevated plasmatic cholesterol levels are a risk factor for developing atherosclerotic 

cardiovascular disease and stroke [2]. Moreover, in the last decades, hypercholesterolemia has been associated 

with the development of cognitive impairment characteristic of neurodegenerative diseases, such as Alzheimer's 

disease [3–6]. Importantly, the low-density lipoprotein (LDL) is strongly associated with damage induced by 

hypercholesterolemia in the cells [7]. This lipoprotein is responsible for transporting cholesterol from the blood to 

the tissues [8, 9], however, it is easily oxidized in peripheral tissues[10]. 

The exact mechanism by which hypercholesterolemia leads to neuronal damage and, consequently, 

cognitive impairment is unclear, however, some mechanisms have been proposed. Experimental studies in 

hypercholesterolemic rodents demonstrated alterations in the cholinergic system [11–13] reduced mitochondrial 

metabolism [13–16], increases in reactive species production [13–17], and alterations in antioxidant enzyme 

activities [14, 15, 17, 18] in different brain regions. 

In the Central Nervous System (CNS), cholesterol metabolism occurs independently of peripheral 

metabolism since the plasma lipoproteins cannot cross the blood-brain barrier (BBB) [19]. Therefore, under normal 

conditions, brain cholesterol is derived from astrocytes [20, 21]. However, hypercholesterolemia is associated with 

BBB disruption [13, 22, 23] and neuroinflammation [11, 13, 24, 25], allowing the entry of compounds of the 

peripheral system to the CNS, such as LDL [26, 27] and inflammatory factors [28, 29]. 

In vitro studies have already demonstrated that LDL causes an increase in reactive species production in 

human neuroblastoma cells [30], disturbs the structure and function of endolysosomes, and increases the Amyloid 

β production in primary neurons [31]. However, the direct effect of LDL on neuronal mitochondria is unclear. The 

neurons have high energetic demands to accomplish their functions and need their mitochondria working properly 

[32–35]. The mitochondria are responsible for several metabolic functions, such as ATP production. Moreover, 

the mitochondria are the primary source of reactive oxygen species production, mainly in oxidative 

phosphorylation [36]. Thus, when mitochondrial function is disturbed, especially mitochondrial complex 

alteration, it leads to energetic deficits and oxidative stress [37]. 

Mitochondria are remarkably dynamic organelles that control their size, morphology, and number through 

fusion and fission, processes known as mitochondrial dynamics [38]. The maintenance of the mitochondrial 

organization, function, and morphology is complex, and it is orchestrated by a group of proteins that maintain the 

equilibrium between shape and function by coordinating their activities [39]. These proteins are dynamin-related 
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protein1 (Drp1), mitofusin (Mfn) 1 and Mfn2, and Optic Atrophy 1 (OPA1). The main proteins associated with 

mitochondrial fusion are Mfn 1 and Mfn 2, which mediate outer mitochondrial membrane fusion, while OPA1 

mediates the inner mitochondrial membrane fusion [38]. The main protein associated with mitochondrial fission 

is Drp1 [40]. Therefore, herein, we investigated the effects of LDL exposure on mitochondrial parameters in HT-

22 cells, mainly on mitochondrial function and dynamics, cell death, and oxidative stress. 

  

2            MATERIALS AND METHODS 

  

2.1      Cell Culture and Experimental Design 

  

HT-22 cells (Mouse Hippocampal Neuronal cell line) were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM, Sigma-Aldrich, D7777) containing 10% fetal bovine serum (FBS, CRIPION, SP, Brazil) and 

100 IU penicillin/streptomycin (Sigma-Aldrich, P0781), at 37 °C in 5% CO2 and 95% air in a humidified 

atmosphere. HT-22 cells were seeded at the density of 2x104/cm². After 24 hours, HT-22 cells were exposed to 

LDL (50 or 300 μg/ml) for 24 hours (as illustrated in Fig. 1). Ideally, employing the precise LDL concentration 

found within the human or mouse brain with hypercholesterolemia would optimize experimental rigor. However, 

this information remains unavailable. The concentration used in this work was based on previous studies that 

evaluated the effect of LDL on CNS cells [12, 30, 31]. Furthermore, using human LDL in a rodent cell line presents 

potential limitations, although precedent exists demonstrating the capacity of rodent neurons to internalize human 

LDL [31]. The control cells were incubated only with DMEM. Initially, PBS was used as a control because of its 

role in LDL dialysis. However, our previous findings indicated no significant difference between cells exposed to 

PBS and only DMEM supplemented with FBS (10% v/v) (data not shown). All experiments were repeated at least 

three times. To minimize inter-individual variations in LDL properties, plasma for isolation was obtained from a 

controlled group of three healthy donors. Discontinuous density-gradient ultracentrifugation in KBr solutions 

containing 30 mmol/L EDTA was employed for LDL isolation, following the method described by de Bem et al. 

[41]. Moreover, replicates were performed with the LDL from the same individual, and the same LDL was used 

in different techniques to minimize the variations between individuals LDL. The concentration of LDL was 

determined from the total protein concentration, and protein content was quantified by the method described by 

Lowry et al. [42], using bovine serum albumin as standard. Ethical Committee project approved under number 

4557728. 
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Fig. 1 Experimental Design. Low-Density Lipoprotein (LDL) was isolated from normolipidemic human serum by 

discontinuous density-gradient ultracentrifugation (1). Next, HT-22 cells were exposed to LDL in the 

concentration of 50 and 300 µg/mL for 24 hours (2). Finally, cell viability, lipid droplets content, cell death, 

mitochondrial parameters of function, and dynamics, and oxidative stress were measured (3). 

  

2.2      AdipoRed™ assay 

Intracellular lipid droplets were quantified using the AdipoRed™ Assay Reagent (Lonza, PT-7009) 

according to the manufacturer's protocol. Briefly, after LDL exposure, the cells were prewashed with PBS once 

and incubated with the AdipoRed™ Reagent for 15 min (1:40). Data acquisition and analysis were performed in 

FACSCalibur™ flow cytometer (BD Bioscience, San Jose, CA, USA). Data were analyzed using FlowJo XV 

version 10 (FlowJo LLC). 

  

2.3      Cell viability assay 

The cell viability was assessed by the reduction of 3-(4,5-dimethylthiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT) assay. After LDL exposure, MTT (Sigma-Aldrich, M2128) solution (5 mg/mL dissolved in PBS 

sterile) was added to the medium, reaching a final concentration of 0.5 mg/mL. The cells were incubated for three 

hours at 37ºC, and the formazan formed by the reduction of MTT was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO). 

Results are expressed as the percentage of control cells. All experiments were performed in technical triplicate. 

This protocol was adapted from Farias et al [43]. 

2.4       Cell Density 
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To assess cell density and determine the effects of LDL exposure on cell survival, we utilized the 

sulforhodamine B (SRB) assay. After the LDL exposure, HT-22 cells were stained with 0.4% sulforhodamine B 

(Sigma-Aldrich, S1402) in acetic acid 1% for one hour at room temperature. Excess unbound SRB was removed 

by washing the cells five times with distilled water. The stained cells were then dissolved in 1% SDS, and the 

absorbance was measured at 560 nm using the SpectraMax® M5 (Molecular Devices). Results were expressed as 

a percentage of control. 

  

2.5      Lactate dehydrogenase (LDH) activity 

LDH release was performed to test the loss of plasma membrane integrity. After LDL exposure, the 

culture medium was collected, centrifuged, and analyzed. The LDH activity was performed using the LDH 

diagnostic kit according to the manufacturer’s instructions (BioTecnica, Varginha, Brazil). 

  

2.6      AnnexinV positive-cells 

The FITC Annexin V (QuatroG, 100034) was performed for cell death analysis following the 

manufacturer’s instructions. Samples were incubated in a binding buffer containing Annexin-V FITC for 15 

minutes in the dark at room temperature. Data acquisition and analysis were performed using a FACSCalibur™ 

flow cytometer (BD Bioscience, San Jose, CA, USA). Data were analyzed using Data were analyzed using FlowJo 

XV version 10 (FlowJo LLC). 

  

2.7      Mitochondrial Complexes activities 

Mitochondrial complex I (NADH dehydrogenase) activity was measured by the NADH-dependent ferric 

reduction rate at 420 nm, as described by Cassina and Radi [44]. The activity was calculated in nanomoles per 

minute per milligram of protein. The complex II activity was measured according to Fischer et al [45] by the 

decrease in absorbance due to the reduction of 2,6-dichloroindophenol (DCIP). The results were expressed as 

nanomoles per minute per milligram of protein. 

  

2.8      Mitotracker™ Red and Green 

Mitochondrial mass and membrane potential were evaluated by Mitotracker™ Green (MTG - 

Invitrogen™, M7514) and Red (MTR-Invitrogen™, M7512) dye, respectively. Therefore, it was possible to 

establish a relationship between MTR and MTG fluorescence to estimate the rate of mitochondrial function [46]. 



72 

 

After LDL exposure, HT-22 cells were harvested using trypsin. Then, cells were resuspended and incubated for 

20 minutes in the dark with 100 nM of MTG and 100 nM of MTR diluted into pre-warmed (37 °C) Hank's Balanced 

Salt Solution (HBSS). The samples were analyzed using a FACSCalibur™ flow cytometer (BD Bioscience, San 

Jose, CA, USA) and data were analyzed using FlowJo XV version 10 (FlowJo LLC). 

  

2.9      MitoSOX™ 

For quantitation of mitochondrial superoxide generation, cells were loaded with MitoSOX™ Red 

(Invitrogen™, #M36008). After LDL exposure, the cells were prewashed with PBS once loaded with MitoSOX™ 

Red (500nM) in HBSS for 30 min. Cells were then washed. Fluorescence intensity was then measured at 510/580 

nm in SpectraMax® M5 (Molecular Devices)[47]. 

  

2.10   Superoxide dismutase (SOD) activity 

SOD activity was determined using the RANSOD kit (Randox, SD125). This method employs xanthine 

and xanthine oxidase to generate superoxide radicals that react with 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-

phenyltetrazolium chloride (INT) to form a formazan dye that is assayed by spectrophotometric analysis at 505 

nm at 37 °C in lysed cells. SOD activity is expressed as U/mg of protein. One unit of SOD causes a 50 % inhibition 

of the rate of reduction of 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride under the conditions 

of the assay. 

  

2.11   Gene expression analysis (RT-qPCR) 

RNA extraction was performed using TRIzol® Reagent (ThermoFisher Scientific, USA) and 2-

Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, M3148) following the manufacturer's protocol and Santos et al. [48]. RNA 

concentration and purity were quantified using the I-Quant equipment (Loccus, BR), with purity verified through 

the ratio of absorbances at 260nm and 280nm (A260/A280). The cDNA synthesis reaction was then performed 

using 2 μg of RNA for each sample with the High-Capacity cDNA Reverse Transcription® kit (Thermo Fisher 

Scientific, USA). 

Gene-specific primers were designed using IDT Design software (Integrated DNA Technologies Inc., 

USA), ensuring no secondary structures were generated. Primer efficiency was evaluated to confirm the absence 

of nonspecific amplifications. Subsequently, gene expression analysis for proteins involved in mitochondrial 

dynamics: Mitofusin 1 (MFN1), mitofusin 2 (MFN2), optic atrophy protein 1 (OPA1), and dynamin-related protein 
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1 (DRP-1) and β-actin housekeeping gene was conducted using the sequences shown in Table 1. RT-qPCR 

reactions were performed in triplicate using the PowerUp™ SYBR® Green Master Mix kit (Thermo Fisher 

Scientific, USA), following the manufacturer's instructions. The results were analyzed using the 2−ΔΔCT method. 

Table 1. Sequence of primers used for RT-qPCR 

Gene Primer sequences 

MFN1 Forward: 5’ GGT GGA AAT ACA GGG CTA CAG 3’ 

Reverse: 5’ ACA CTC AGG AAG CAG TTG G 3’ 

MFN2 Forward: 5’ ATG TCC CTG CTC TTT TCT CG 3’ 

Reverse: 5’ TCC AGT TCT GTG TTC CTG TG 3’ 

OPA1 Forward: 5’ ACG ACA AAG GCA TCC ACC 3’ 

Reverse: 5’ GAG CAA TCA TTT CCA GCA CAC 3’ 

DRP1 Forward: 5’ TCA ATA AGC TGC AGG ACG TC 3’ 

Reverse: 5’ TTC TGG TGA AAC CTG GAC TAG 3’ 

β-actin Forward: 5’ TATGCCAACACAGTGCTGTCTGG 3’ 
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Reverse: 5’ TACTCCTGCTTGCTGATCCACAT 3’ 

  

2.12   Statistical analyses 

All experiments were performed on at least three occasions. Results were expressed as mean ± standard 

error of the mean (SEM). One-way ANOVA with Dunnet post hoc tests was used for data analysis, and a 

significant difference was defined as p < 0.05. 

 

3           RESULTS 

  

3.1      LDL exposure leads to an increase in intracellular lipid droplet content in the hippocampal neuron cell line. 

First, we evaluated the intracellular lipid droplet content after 24 hours of LDL exposure. We observed 

an increase in the intracellular lipid droplet content at the higher concentration of LDL (Fig. 2a and 2b), confirming 

that LDL is taken up by HT-22 cells. 
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Fig. 2 LDL exposure increases lipid droplets in HT-22 cells. (a) Representative histogram of lipid droplets assessed 

by AdipoRed™. (b) Lipid Droplets. Data were expressed as mean ± SEM. Statistical analyses were performed 

using a One-way ANOVA/Dunnett post hoc test. ****p<0.0001 compared to control group. 

  

3.2      LDL exposure induces an increase in AnnexinV-positive cells in the hippocampal neuron cell line 

Exposure to LDL did not affect the viability of hippocampal neuronal cell line, as assessed by the MTT 

(Fig. 3a) and SRB assays (Fig. 3b). However, when we measured the cellular death by Annexin, we observed that 

LDL exposure (50 and 300 ug/ mL) leads to a significant increase of AnnexinV-positive cells in HT-22 cells (Fig. 

3 d and e), suggesting that LDL induces apoptosis. Moreover, HT-22 cells exposed to LDL have no alteration in 

extracellular LDH activity, an indicative of necrosis (Fig. 3c). 

 

Fig. 3 LDL induces an increase in AnnexinV-positive cells in HT-22 cells. (a) The Cell viability was measured 

using an MTT assay. (b) SRB assay was used to measure cell density. (c) Extracellular LDH activity. (d) and (e) 

AnnexinV-positive cells, (d) graphic analysis, (e) Dot plot. Data were expressed as mean ± SEM. Statistical 

analyses were performed using a One-way ANOVA/Dunnett post hoc test. **p<0.01, ****p<0.0001 compared to 

control group. 
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3.3      LDL exposure leads to a reduction in mitochondrial complexes activities and alteration in mitochondrial 

membrane potential in HT-22 cells 

 

The effect of LDL on the mitochondria of the hippocampal neuron cell line (HT-22) was evaluated. We 

observed that exposure to LDL leads to a decrease in mitochondrial complexes I (Fig. 4a) and II (Fig. 4b) activities 

in both concentrations (50 and 300 µg/mL). Afterward, the measurement of mitochondrial mass (MTG) and 

potential (MTR) was made using flow cytometry. We observed that LDL induces a significant reduction in MTR 

fluorescence in the concentration of 300 µg/mL (Fig. 4d) without altering the mitochondrial mass (Fig. 4e). We 

also observed that the exposure to LDL at 300 µg/mL decreases significantly the MTR/MTG ratio (Fig. 4f).  Figure 

4C shows a fluorescence shift to the left and down upon exposure to 300 µg/mL of LDL in HT-22 cells, indicating 

mitochondrial damage induced by LDL. 
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Fig. 4 LDL induces mitochondrial dysfunction in the hippocampal neuron cell line. (a) Mitochondrial complex I 

activity. (b)  Mitochondrial complex II activity. (c) Dot plot of Mitotracker™ Red and Green. (d) Graphic 

representation of Mitotracker™ red fluorescence (% of control). (e) Graphic representation of Mitotracker™ green 

fluorescence (% of control). (f) Mitotracker™ Red and Mitotracker™ green ratio. Data were expressed as mean ± 

SEM. Statistical analyses were performed using a one-way ANOVA/Dunnett post hoc test. **p<0.01, 

****p<0.0001 compared to control group. Legend: MTR - Mitotracker™ Red; MTG - Mitotracker™ Green 

  

3.4      LDL exposure induces an increase in the mitochondrial superoxide production and reduces superoxide 

dismutase activity in HT-22 cells 

It has been established that mitochondrial dysfunction increases reactive species production [49]. Then, 

we evaluated the effect of LDL on mitochondrial superoxide production and Superoxide Dismutase activity. Our 

results demonstrated that the lower concentration (50 µg/mL) of LDL induces a significant increase in 

mitochondrial superoxide production (Fig. 5a), as well as a significant decrease in Superoxide dismutase activity 

(Fig. 5b). These results indicated that LDL induces an oxidative environment in HT 22 cells. 

 

Fig. 5 LDL exposure induces an oxidative environment in the hippocampal neuron cell line. (a)Mitochondrial 

superoxide production assessed by MitoSOX™. (b) Superoxide Dismutase (SOD) activity.  Data were expressed 

as mean ± SEM. Statistical analyses were performed using a one-way ANOVA/Dunnett post hoc test. *p<0.05, 

***p<0.001 compared to control group. 

  

3.5      LDL exposure induces an increase in the expression of genes associated with mitochondrial fusion in HT-

22 cells 

We evaluated the effect of exposure to LDL on gene expression of proteins associated with mitochondrial 

dynamics. We observed that at the lower concentration of LDL (50 ug/mL), there was a significant increase in the 

gene expression of OPA1 (Fig. 6b), a protein associated with inner mitochondrial membrane fusion, and MFN2 

(Fig. 6d), a protein associated with outer mitochondrial membrane fusion [50]. The LDL exposure did not 

significantly change the DRP1 (Fig. 6a) and MFN1 (Fig. 6c) expression. 
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Fig. 6 LDL exposure increases the expression of genes associated with mitochondrial fusion in the hippocampal 

neuron cell line. (a) DRP1 expression, (b) OPA-1 expression. (c) MFN1 expression. (d) MFN2 expression. Data 

were expressed as mean ± SEM. Statistical analyses were performed using a one-way ANOVA/Dunnett post hoc 

test. *p<0.05, **p<0.01 compared to control group. 

  

4           DISCUSSION 

Hypercholesterolemia has been experimentally linked with BBB breakdown and cognitive impairment. 

[13, 22, 23]. Importantly, the BBB dysfunction allows the leakage to the brain parenchyma of peripheral system 

compounds, including LDL-cholesterol [28]. Moreover, the hippocampus, a brain area critical for memory, is 

particularly vulnerable to damage induced by hypercholesterolemia [13, 17, 24, 51]. However, the exact 

mechanism by which high LDL cholesterol levels lead to neuronal damage and subsequent dementia remains 

unclear. We hypothesize that neurons exposed to LDL will have impaired mitochondrial homeostasis, which may 

lead to the activation of cell death mechanisms. 

Using a Hydrophilic Stain Nile Red (AdipoRed™), we verified that in the higher concentration of LDL, 

the intracellular lipid droplet was increased in HT-22 cells. Previous study demonstrated that LDL exposure 

increases in lipid droplets in hippocampal neural precursor cells [52]. In health conditions, neurons do not present 

high lipid droplet contents since they have a lower capacity to use lipids for energy production [53]. However, 

lipid droplets are increased in neurons in several neurodegenerative diseases [54–57], associated with cognitive 

impairment [58].  
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Next, the cellular viability assay showed that LDL does not alter the cell viability of HT-22 cells assessed 

by the MTT assay. Similarly, it was previously demonstrated that LDL does not alter this parameter in HT-22 cells 

(100 μg/ml) using the CCK-8 assay [59], nor in hippocampal neural precursor cells (25 to 200μg/ml), performed 

by the resazurin assay [52]. Similar experiments using the MTT assay on SHSY-5Y cells (neuroblastoma cells) 

and embryonic cortical neurons were performed by Dias et al [60] and Sugawa et al. [61], respectively. Dias et al 

[60] demonstrated that LDL does not alter the MTT assay in different concentrations (0.8, 1.6, 4.0, 8.0 μg/ml) and 

times of exposure (2 and 16h). The concentrations tested by Dias et al. [60] were significantly lower than those 

used in this work. However, Sugawa et al. [61] demonstrated that, after 24 hours, 100 μg/ml of LDL did not alter 

MTT assay results in embryonic cortical neurons. 

We also observed that LDL causes no alteration in the necrosis parameter in HT-22 cells, assessed by 

extracellular LDH activity. While LDL does not alter cellular viability or necrosis levels, we observed an increase 

in Annexin V staining, suggesting apoptosis of HT-22 cells in both concentrations. Annexin V is a dye-labeled 

phosphatidylserine (PS)-binding protein [62]. PS is localized exclusively on the inner leaflet of the cell membrane 

[63, 64]. After induction of apoptosis, PS is flipped to the outer membrane and acts as an “eat me” signal to 

recruited phagocytes [65–67]. This increase in Annexin V fluorescence can indicate that LDL is leading to 

apoptosis. However, it is important to mention that Annexin V staining alone is insufficient to confirm cell death 

since the plasmatic membrane can be intact. A previous study using primary cortical neurons of rats observed 

TUNEL-positive staining after exposure to 100 μg/mL LDL, suggesting apoptosis [61]. In contrast, Engel et al 

[52] did not find evidence of pyknotic nucleus presence, another indicator of apoptosis, in hippocampal neural 

precursor cells treated with different concentrations of LDL (25 to 200 μg/mL). These findings suggest that LDL 

can induce neurotoxicity and possible apoptosis in some neuron cells, but further studies are needed to confirm 

this hypothesis. 

Neurons require properly functioning mitochondria to maintain their activity, as they have high ATP 

demands [68]. Mitochondria have several metabolic functions, mainly combining electron transport along the 

electron transport chain with oxygen consumption and generation of ATP [69]. These organelles are also strictly 

involved with apoptosis [70, 71]. Our previous work using hypercholesterolemic animals showed a negative 

correlation between cholesterol levels and complex I and II activities in the cerebral cortex [14]. Moreover, Paul 

and Borah [13] demonstrated a reduction in complex I and II activities in different brain areas, including the 

hippocampus, in an experimental model of hypercholesterolemia. Consistent with these findings, our current data 
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demonstrate that LDL exposure in HT-22 cells caused a decrease in both complex I and II activities, suggesting 

that LDL impairs the activity of these respiratory chain complexes. 

To better understand the effect of LDL on mitochondria, we assessed the mass and mitochondrial 

potential with Mitotracker™ Green and Red, respectively, using flow cytometry. MTR gets across the cellular 

membrane and accumulates in active mitochondria, depending on their oxidative activity. In addition, MTG labels 

mitochondria independently of the membrane potential, providing a readout related solely to mitochondrial mass. 

Therefore, by performing the ratio between MTR and MTG, it is possible to establish the rate of mitochondrial 

function [72, 73]. Our data suggests that exposure to a higher concentration of LDL (300ug/mL) in HT-22 cells 

was associated with a reduction in MTR fluorescence. Nonetheless, LDL at 300 μg/mL reduced the MTR/MTG 

ratio in the neurons, suggesting a possible mitochondrial alteration. The MTR/MTG ratio reduction can suggest 

mitochondrial dysfunction, which, together with a decrease in mitochondrial membrane potential, may be 

correlated with neuronal death [74–76]. 

It has been known that impairment of mitochondria caused by decreases in the mitochondrial complex is 

responsible for producing reactive species, such as superoxide anions [77–80]. Here, we found that LDL (50μg/ml) 

exposure increases mitochondrial superoxide anion production in HT-22 cells. Moreover, a previous study 

demonstrated in other brain cells, such as astrocytes and microglia cultures, that LDL causes a significant increase 

in reactive species generation [81], as well as in human neuroblastoma cells (SHSY-5Y) [30]. It is important to 

mention that we observed that LDL induces a decrease in complex I and II activity in both concentrations tested, 

however, there was an increase in mitochondrial superoxide production only in the cells exposed to 50 μg/mL of 

LDL. It can be explained by some antioxidant modulation, mainly for Superoxide Dismutase (SOD) activity. We 

observed that at 50ug/mL, LDL leads to a decrease in SOD activity, suggesting that superoxide production is 

increased at this exposure concentration. It was in agreement with previous studies that have demonstrated that 

hypercholesterolemia leads to a decrease in SOD activity in the hippocampus of rodents [82–84]. 

Hypercholesterolemia has been associated with oxidative stress in both peripheral and central nervous 

systems [14, 15, 17, 85]. An oxidative environment, characterized by high levels of ROS, is associated with 

changes in mitochondrial dynamics [86], including an increase in mitochondrial fusion [87]. Our results 

demonstrated that the lower concentration of LDL leads to an increase in the expression of OPA-1 and Mfn2 genes, 

both associated with mitochondrial fusion [50]. Mitochondrial fusion occurs when mitochondria merge their outer 

and inner mitochondrial membranes, resulting in mitochondrial elongation. Fusion facilitates the distribution and 



81 

 

mixing of mtDNA, metabolites, proteins, and lipids, acting as a protective mechanism against partially 

dysfunctional mitochondria by diluting damaged components [88]. 

In summary, the lower concentration of LDL triggered an increase in mitochondrial superoxide 

production and a decrease in antioxidant defense. This increase in reactive species appears to induce a modulation 

in mitochondrial fusion as evidenced by the increased expression of genes associated with fusion at this LDL 

concentration. Interestingly, the lower LDL concentration did not alter the MTR/MTG ratio. This might be 

explained by the modulation of mitochondria fusion, potentially preserving the mitochondrial membrane potential 

[89]. Our findings suggest a link between hypercholesterolemia and cognitive impairment, possibly mediated by 

LDL-induced mitochondrial dysfunction. Notably, we demonstrate that oxidized LDL and the non-oxidized form 

of lipoprotein, can cause neuronal damage. 

Nevertheless, further investigation is essential to definitively determine the impact of LDL on neuronal 

death pathways, as well as mitochondrial images, to confirm mitochondrial fusion. Furthermore, the potential 

influence of LDL on microglia and astrocytes, and the subsequent effects of mediators released by these glial cells 

on neurons, cannot be disregarded and warrant further exploration. 
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3.  CONCLUSÕES  

 

A hipercolesterolemia, além de importante fator cardiovascular, também pode 

levar a demência (Livingston et al., 2024). Estudos vêm demonstrando que níveis 

aumentados de colesterol no sangue, em particular o colesterol presente na LDL, 

levam ao aumento na permeabilidade da BHE (de Oliveira et al., 2020; de Oliveira; 

Moreira; de Bem, 2024), neuroinflamação, e danos neuronais (de Oliveira et al., 2020). 

As micróglias parecem ser importantes em orquestrar a disfunção cerebral induzida 

por alterações no metabolismo do colesterol. No entanto, os mecanismos celulares e 

moleculares que conectam a hipercolesterolemia à demência ainda não estão 

totalmente esclarecidos. Os estudos do nosso grupo de pesquisa vêm contribuindo 

para o entendimento da conexão entre a hipercolesterolemia e os desfechos 

neuroinflamatórios e de neurodegeneração. De particular interesse para este trabalho, 

já foi demonstrado que condições como a hipercolesterolemia que levam ao prejuízo 

da BHE causam o extravasamento de componentes plasmáticos para o SNC, como 

por exemplo, a LDL (Chen et al., 2010). Dessa forma, esta tese de doutorado 

investigou os efeitos da LDL e do plasma hipercolesterolêmico nas células cerebrais. 

Além disso, foram avaliados os efeitos do meio condicionado de micróglias expostas 

à LDL e ao plasma rico em colesterol em neurônios hipocampais.   

No Capítulo I, revisamos dados da literatura que demonstram que a 

hipercolesterolemia induz importantes alterações cardiovasculares e cerebrais. A 

hipercolesterolemia leva a uma maior geração de ERO e estresse oxidativo, liberação 

de citocinas pró inflamatórias que levam ao dano endotelial. A disfunção endotelial 

induz ruptura da BHE, alterando sua permeabilidade. O aumento na permeabilidade 

da BHE, causado pela hipercolesterolemia, permite o extravasamento de 

componentes do plasma para o parênquima cerebral e consequentemente 

neuroinflamação, estresse oxidativo, alterações mitocondriais e alterações sinápticas 

em tecidos cerebrais. 

No Capítulo II, sabendo que os neurônios são altamente dependentes do bom 

funcionamento mitocondrial, nós avaliamos o efeito que a LDL tem sobre as 

mitocôndrias de uma linhagem de neurônios hipocampais, já que o hipocampo é a 

principal área cerebral associada com a memória (Voss et al., 2017). Foi possível 

observar que a exposição à LDL nesses neurônios teve um efeito negativo na 

atividade dos complexos mitocondriais. Ainda, observou-se que a menor 
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concentração de LDL levou ao aumento da geração de espécies reativas e diminuição 

da defesa antioxidante, além de modular genes associados com a fusão mitocondrial 

dos neurônios. Já na maior concentração de LDL, houve um aumento de gotas 

lipídicas, sendo que normalmente os neurônios não acumulam lipídeos intracelulares 

(Schönfeld; Reiser, 2021). Juntos, esses resultados indicam que a LDL desencadeia 

disfunção mitocondrial e esse pode ser um dos mecanismos pelos quais a 

hipercolesterolemia induz danos cognitivos. 

Por fim, no Capítulo III, avaliamos o efeito que a LDL e o soro de animais 

hipercolesterolêmicos têm sobre as micróglias. As micróglias são consideradas 

macrófagos do SNC e são essenciais para a manutenção cerebral. No entanto, como 

demonstrado previamente por nosso grupo, na hipercolesterolemia existe o aumento 

no número de micróglias em alguns tecidos cerebrais (Rodrigues et al., 2023). Ainda 

mais importante, demonstramos previamente que a modulação da micróglia, pela 

minocíclica, levou a melhora de parâmetros cognitivos de camundongos 

hipercolesterolêmicos, demonstrando o papel que a micróglia tem nas alterações 

cerebrais induzidas pela hipercolesterolemia (Rodrigues et al., 2023).  

Nós demonstramos que a exposição à LDL em linhagem celular de micróglias 

induziu ao aumento de gotas lipídicas, diminuição da autofagia e da expressão gênica 

de CD68, proteína relacionada com a fagocitose. Vale ressaltar que o acúmulo de 

gotas lipídicas nas micróglias é associado com o envelhecimento (Marschallinger et 

al., 2020). Ainda, a exposição à LDL não alterou a expressão de genes de citocinas 

pró-inflamatórias. Em conjunto, esses resultados demonstram que a LDL leva a um 

estado disfuncional das micróglias.  

Sabendo que com alterações na permeabilidade da BHE permitem o 

extravasamento de componentes plasmáticos para o parênquima cerebral (Chen et 

al., 2010), avaliamos o efeito que o plasma de camundongos hipercolesterolêmicos 

tem sobre as micróglias. Observamos que a exposição ao plasma 

hipercolesterolêmico induziu a diminuição da viabilidade celular, alterações na 

complexidade celular de micróglias e aumento da formação de gotas lipídicas. Além 

disso, observamos que os níveis de colesterol presentes no plasma foram 

positivamente correlacionados com as gotas lipídicas, indicando que o colesterol 

presente no plasma leva a formação de gotas lipídicas.  

Considerando que as micróglias secretam vários mediadores no parênquima 

cerebral, que podem ter efeitos neuroprotetores (de Dios et al., 2023) ou neurotóxicos 
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(Li et al., 2024), avaliamos o efeito que o meio condicionado das micróglias tem sobre 

uma linhagem de neurônios hipocampais. Observamos que tanto o meio condicionado 

de micróglias previamente expostas à LDL, quanto plasma hipercolesterolêmico 

induzem alterações em parâmetros mitocondriais. Juntos, esses resultados sugerem 

que a modulação microglial causada por componentes hipercolesterolêmicos (LDL e 

plasma), levam a liberação de fatores neurotóxicos.  

Portanto, com esse trabalho podemos concluir que a LDL leva importantes 

alterações mitocondriais dos neurônios. Da mesma forma, a LDL e o plasma de 

camundongos hipercolesterolêmicos levam a alterações microgliais, que podem ser 

associadas com um estado da micróglia disfuncional. Além disso, nós demonstramos 

que o meio condicionado das micróglias alterou alguns parâmetros mitocondriais 

neuronais, sugerindo um efeito neurotóxico causado pelos mediadores microglais.  
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4.PERSPECTIVAS  

 

Avaliar em um ambiente de co-cultura de micróglias e neurônios, o impacto que 

a LDL e o plasma de camundongos hipercolesterolêmicos têm sobre a comunicação 

célula-célula; 

Levando em consideração que a metformina parece levar a melhora do 

metabolismo energético avaliar o efeito que a mesma tem sobre as alterações 

mitocondriais induzidas pela LDL em neurônios; 
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7. ANEXOS 

ANEXO I: ACEITE PELA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 

(CEUA/UFRGS) 
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ANEXO II: ACEITE DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA. 
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ANEXO III: ACEITE DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA. 
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