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Resumo 

O colesterol é um álcool não saturado pertencente à classe dos compostos esteroides que 
desempenham inúmeras funções biológicas. No entanto, em torno de 40% dos adultos 
têm níveis plasmáticos altos de colesterol, tornando a hipercolesterolemia um problema 
de saúde pública. A hipercolesterolemia pode ser adquirida ou de origem genética. 
Evidências clínicas e experimentais mostram que a hipercolesterolemia contribui para o 
desenvolvimento de neuropatologias, como a doença de Alzheimer (DA). Mecanismos 
como a disfunção da barreira hematoencefálica (BHE) e o aumento da reatividade 
microglial parecem conectar as alterações na homeostase do colesterol com as disfunções 
cerebrais características das doenças neurodegenerativas. As micróglias são as células 
imunes inatas cerebrais e o aumento de sua reatividade desempenha um papel crucial no 
desenvolvimento da neuroinflamação, e posteriormente da morte neuronal característica 
dos processos neurodegenerativos. Por este fato, a modulação das micróglias se mostrou 
benéfica nas neuropatologias, incluindo a DA. De particular importância, a 
hipercolesterolemia parece exercer efeito direto sobre as células microgliais. Sendo 
assim, a presente tese teve como principal objetivo estudar o papel das micróglias nos 
danos cognitivos relacionados à hipercolesterolemia adquirida e genética. Para isso, em 
um primeiro momento estudou-se o papel da micróglia nos danos de memória em 
camundongos nocautes para o receptor da lipoproteína de baixa densidade (LDLr-/-) 
adultos jovens e de meia-idade. Posteriormente, administramos a minociclina, um 
potencial modulador farmacológico das micróglias, em camundongos LDLr-/- adultos. 
Por fim, camundongos CF-1 adultos jovens expostos à dieta rica em colesterol, foram 
tratados durante 4 semanas com a minociclina. Parâmetros metabólicos, bioquímicos, e 
comportamentais foram avaliados para melhor investigar o envolvimento das micróglias 
nos efeitos deletérios da hipercolesterolemia, seja ela de origem genética ou adquirida, 
no sistema nervoso central (SNC). Camundongos LDLr-/- adultos jovens e de meia-idade 
apresentaram aumento da microgliose e alterações morfológicas nas micróglias, 
compatíveis com fenótipos mais reativos em estruturas cerebrais importantes para o 
processo de memória. Além disso, foi observado um aumento da presença das micróglias 
na região perivascular hipocampal nos camundongos LDLr-/-. Este processo esteve 
associado a alterações no imunoconteudo de proteínas sinápticas e de integridade da BHE. 
Ainda, a intervenção farmacológica com a minociclina melhorou a memória dependente 
do hipocampo dos animais LDLr-/- adultos, e reduziu a presença da micróglia na região 
perivascular. Efeitos benéficos do tratamento com a minociclina também puderam ser 
observados nos camundongos CF-1 com hipercolesterolemia induzida por dieta, onde 
observamos melhora na memória, em marcadores de integridade da BHE e na 
neuroinflamação, mas não na densidade, morfologia e atividade microglial. Portanto, 
nossos resultados sugerem que as micróglias contribuem para os déficits de memória 
relacionados aos distúrbios do metabolismo do colesterol, principalmente nos 
camundongos LDLr-/-.   

Palavras-chaves: Camundongos LDLr-/-, Cognição, Hipercolesterolemia, 
Neuroinflamação, Micróglias, Receptores de LDL.   
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Abstract 

Cholesterol is an unsaturated alcohol belonging to the class of steroid compounds that 
play numerous biological roles. However, around 40% of adults have high plasma 
cholesterol levels, making hypercholesterolemia a public health issue. 
Hypercholesterolemia can be acquired or of genetic origin. Clinical and experimental 
evidence indicates that hypercholesterolemia contributes to the development of 
neuropathologies, such as Alzheimer's disease (AD) and Parkinson's disease (PD). 
Mechanisms such as blood-brain barrier (BBB) dysfunction and increased microglial 
reactivity appear to link changes in cholesterol homeostasis with the cerebral 
dysfunctions’ characteristic of neurodegenerative diseases. Specifically, microglia are 
innate immune cells in the brain, and their reactivity plays a crucial role in the 
development of neuroinflammation, followed by the characteristic neuronal death in 
neurodegenerative processes. Because of this, modulating microglial reactivity has 
proven beneficial in neuropathologies, including AD. Of particular importance, 
hypercholesterolemia seems to directly affect microglial cells. Therefore, the main 
objective of this thesis was to study the role of microglial reactivity in cognitive 
impairments related to acquired and genetic hypercholesterolemia. To achieve this, we 
initially investigated the role of microglia in memory impairments in young and middle-
aged adult mice with a knockout of the low-density lipoprotein receptor (LDLr-/-). 
Subsequently, we administered minocycline, a pharmacological modulator of microglial 
reactivity, to adult LDLr-/- mice. Finally, young adult CF-1 mice exposed to a high-
cholesterol diet were treated with minocycline for 4 weeks. Metabolic, biochemical, and 
behavioral parameters were assessed to further investigate the involvement of microglia 
in the detrimental effects of hypercholesterolemia, whether of genetic or acquired origin, 
on the central nervous system (CNS). Young and middle-aged adult LDLr-/- mice 
exhibited increased microgliosis and morphological changes in microglia, consistent with 
more reactive phenotypes, in brain structures important for memory processes. 
Furthermore, adult LDLr-/- presented increased presence of microglia in the hippocampal 
perivascular area. This process was associated with alterations in the immunocontent of 
synaptic proteins and claudin-5, a tight-junction protein. Furthermore, pharmacological 
intervention with minocycline improved hippocampal-dependent memory performance 
in adult LDLr-/- mice and reduced microglial presence in the perivascular region. 
Beneficial effects of minocycline treatment were also observed in CF-1 mice with diet-
induced hypercholesterolemia, where improvements in memory, BBB integrity markers, 
and neuroinflammation were observed. Thus, our findings suggest that microglial 
reactivity contributes to the progression and establishment of memory deficits related to 
cholesterol metabolism disorders. 

Keywords: Cognition, Hypercholesterolemia, LDL receptors, LDLr-/- mice, Microglia, 
Neuroinflammation.    
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Introdução  

 

         Os lipídios compreendem um grupo de macromoléculas, na qual a característica 

em comum é a insolubilidade em água. Os lipídios de maior relevância clínica são os 

triglicerídeos e o colesterol (Nelson and Cox 2014). O colesterol (C27H46O) é um álcool 

não saturado pertencente à família dos compostos esteroides que, desde que fora isolado 

pela primeira vez a partir de cálculos biliares em 1784, vem fascinando e sendo um alvo 

de estudos por cientistas nas mais diversas áreas (Brown and Goldstein 1986; Vance and 

Van Den Bosch 2000; Mathew and Daniel 2008; Orth and Bellosta 2012; Goldstein and 

Brown 2015).  

As funções do colesterol englobam desde participar da constituição e estabilização 

das membranas celulares, até atuar como precursor biossintetico de hormônios esteroides, 

ácidos biliares e vitamina D. Além disso, o colesterol desempenha papéis críticos em 

processos de sinalização e proliferação celular (Goedeke and Fernández-Hernando 2011; 

McLean et al. 2012). De particular relevância, o colesterol é o principal componente das 

bainhas de mielina, sendo essencial para uma eficiente transmissão de impulsos 

eletroquímicos entre os neurônios (Dietschy and Turley 2004). No entanto, o excesso de 

colesterol pode ser nocivo à saúde, favorecendo o desenvolvimento de doenças. Os 

defeitos na captação e metabolização do colesterol levam ao acúmulo deste lipídio na 

corrente sanguínea, i.e, hipercolesterolemia (Brown and Goldstein 1984). As células 

precisam de suprimento contínuo e controle preciso do metabolismo do colesterol. Tal 

regulação ocorre tanto no processo de biossíntese, quanto durante o seu transporte e 

metabolização. A biossíntese do colesterol ocorre em praticamente todas as células, mas 

cerca de 50% de sua síntese é concentrada apenas nas células hepáticas. O fígado tem 

papel central no metabolismo periférico do colesterol (Repa and Mangelsdorf 2003). Em 



15 
 

 

humanos, aproximadamente 80% de todo o colesterol é sintetizado endogenamente 

(síntese de novo) enquanto o restante é proveniente da dieta (Nelson and Cox 2014).  

O processo de síntese endógena de colesterol é um processo de alto custo 

energético que requer um suprimento considerável de acetilcoenzima A (acetil-CoA), 

adenosina trifosfato (ATP), oxigênio e dos fatores redutores Fosfato de Dinucleotídeo de 

Nicotinamida e Adenina (NADPH) e Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo (NADH). A 

sua síntese inicia-se com uma molécula de acetil-CoA, a qual através de ao menos trinta 

reações enzimáticas diferentes e com a participação de cerca de quinze enzimas presentes 

no citosol e retículo endoplasmático, serve como precursor para a formação da molécula 

de colesterol (Sharpe and Brown 2013; Nelson and Cox 2014) (Figura 1). Ao longo desse 

processo, a biossíntese do colesterol é regulada principalmente pela proteína de ligação 

ao elemento regulador de esterol 2 (SREBP-2), o qual funciona como um regulador 

transcricional da síntese de colesterol, e pelas enzimas 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA 

(HMGCoA) redutase e esqualeno mono-oxigenase (EM). Uma vez sintetizado, o 

colesterol pode ser esterificado e convertido em ésteres de colesterol por meio da ação da 

enzima acil-CoA colesteril aciltransferase (ACAT). A esterificação do colesterol é uma 

etapa importante para o armazenamento do excesso de colesterol, ou para a sua saída da 

célula associado às lipoproteínas (Luo et al. 2020). 
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Figura 1. Principais etapas da síntese endógena de colesterol na periferia. A síntese 
endógena do colesterol na periferia, ocorre principalmente nas celulas hepáticas a partir 
de moléculas de Acetil-CoA. Duas moléculas de acetil-CoA se condensam para formar 
acetoacetil-CoA, que por sua vez se condensa novamente com uma nova molécula de 
acetil-CoA formando a molécula 3-hidroxi-3metilglutaril-CoA (HMG-CoA). A reação 
subsequente, na qual o HMG-CoA é reduzida à mevalonato por intermédio da ação da 
enzima HMG-CoA redutase, é a reação limitante da síntese do colesterol e o principal 
ponto de regulação de sua síntese. Uma vez sintetizado, o mevalonato é convertido em 
dois isoprenos ativados e posteriormente em isopentenil pirofosfato (Isopentanil-PP). 
Então seis unidades de isoprenos ativos são utilizadas para formar o esqualeno linear, 
com a respectiva eliminação dos grupos pirofosfatos. Por fim, o esqualeno passa pelo 
processo de ciclização dando origem ao lanosterol que por intermédio de 
aproximadamente 20 reações catalisadas por enzimas, é convertido em uma molécula de 
colesterol (Adaptado de Song et al. 2013).    
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O colesterol, particularmente o colesterol esterificado, devido a seu caráter 

hidrofóbico, precisa ser acoplado a moléculas chamadas lipoproteínas para ser 

transportado na corrente sanguínea. As lipoproteínas são macromoléculas esferoidais 

complexas formadas por uma porção proteica denominada de Apolipoproteína (Apo), e 

por uma porção lipídica composta por triglicerídeos, colesterol esterificado, colesterol 

livre e fosfolipídios (Hegele 2009). As principais classes de lipoproteínas diferem entre 

si pela sua composição, função e densidade (Kritchevsky 1976). Em conjunto, as 

lipoproteínas regulam o transporte de colesterol no organismo. Dentre as lipoproteínas, a 

lipoproteína de alta densidade (HDL) e a lipoproteína de baixa densidade (LDL) se 

destacam por suas funções antagônicas. A HDL participa do transporte reverso do 

colesterol, isto é, a captação do excesso de colesterol armazenado em tecidos extra-

hepáticos, o que inclui as íntimas das artérias, e o seu transporte em direção ao fígado 

para que seja reutilizado ou excretado através da bile. Por outro lado, a LDL é a principal 

forma de carregar o colesterol no sangue para os tecidos periféricos ou de volta ao fígado 

(Nelson and Cox 2014) (Figura 2). 
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Figura 2. Composição estrutural das principais lipoproteínas plasmáticas humanas. 
(A) Representação gráfica da estrutura das lipoproteínas, ressaltando as suas diferenças. 
Os quilomícrons, moléculas maiores contendo altos teores de triacilgliceróis e as 
apolipoproteínas (Apo) ApoB48, ApoCII e ApoCIII, são diferentes em composição e em 
estrutura em relação as moléculas de lipoproteína de baixa densidade (LDL), moléculas 
menores com baixo teor de triacilgliceróis, altos teores de colesterol e ésteres de 
colesterila que contêm a ApoB100 em sua estrutura. (B) As diferenças nas composições 
das lipoproteínas determinam sua função, sua densidade e tambem seu tamanho. Os 
quilomícrons são os principais responsáveis pela via exógena do transporte de lipídeos 
no organismo, participando do empacotamento dos lipídeos da dieta e de seu transporte 
ao figado. Na via endógena, os lipídeos sintetizados ou empacotados no figado são 
distribuídos aos tecidos periféricos pela lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL), 
a qual posteriormente é convertida em LDL. A LDL, lipoproteína com maior teor de 
colesterol, participa do transporte de colesterol para os tecidos extra-hepáticos ou de volta 
para o figado. O excesso de colesterol e de lipídeos presente nos tecidos extra-hepáticos 
retorna ao figado para ser metabolizado por intermédio da lipoproteína de alta densidade 
(HDL), a qual participa diretamente do chamado transporte reverso do colesterol. 
Imagens de microscopia eletrônica mostram que a lipoproteína de maior tamanho é os 
quilomícrons, seguido pela VLDL, LDL e por fim pela HDL – lipoproteína de menor 
tamanho, maior densidade e com maior conteúdo proteico. (C) Composição detalhada das 
principais classes de lipoproteínas plasmáticas humanas (Adaptado de Nelson e Cox, 
2014).      
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A captação e posterior metabolização do colesterol associado às lipoproteínas, é 

regulada principalmente pelo receptor de LDL (LDLr), uma vez que ele medeia à 

remoção e o catabolismo de moléculas de lipoproteínas contendo colesterol da circulação 

sanguínea (Brown and Goldstein 1984; Hobbs et al. 1992). O LDLr, protótipo da família 

de receptores de LDL, é um receptor de superfície celular formado por ao menos cinco 

domínios estruturais, cada qual com a sua finalidade específica, crucial para a realização 

da endocitose mediada por receptor das lipoproteínas (Yamamoto et al. 1984). Em 

particular, o domínio amino-terminal do LDLr, possui resíduos de cisteína os quais 

reconhecem e interagem com os ligantes, incluindo a ApoB100 (principal Apo da LDL) 

e a Apo E (presente em lipoproteínas, tais como a lipoproteína de muito baixa densidade 

(VLDL), lipoproteína de densidade intermediária (IDL) e a HDL), possibilitando a 

posterior endocitose e metabolização do colesterol associado às lipoproteínas (Russell et 

al. 1984; Brown and Goldstein 1984; Hobbs et al. 1992). Desta forma, o correto 

funcionamento dos LDLr se torna importante para regular o conteúdo de colesterol celular 

e sanguíneo (Jeon and Blacklow 2005; Nelson and Cox 2014). As etapas que compõem 

a síntese de colesterol nos hepatócitos, assim como seus mecanismos regulatórios estão 

melhor apresentados na figura 3. 
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Figura 3. Metabolismo do colesterol nas células hepáticas. (1) O colesterol na periferia 
é sintetizado principalmente nas células hepáticas, por meio de uma síntese de novo a 
partir de uma molécula de acetil-CoA. A síntese de novo do colesterol compreende uma 
série de 30 reações intermediada por enzimas, regulada pelas enzimas 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA redutase (HMGCR), esqualeno mono-oxigenase (EM) e pela regulação 
da proteína de ligação ao elemento regulador de esterol 2 (SREBP-2), a qual funciona 
como uma reguladora transcricional da síntese de colesterol. (2) Além disso, o colesterol 
associado às lipoproteínas, principalmente na LDL, pode ser captado via LDLr pelas 
células hepáticas em um processo chamado de endocitose mediada por receptor. Uma vez 
dentro da célula, o complexo LDLr e LDL é direcionado aos lisossomos onde ocorre a 
metabolização da lipoproteína, com a subsequente liberação de colesterol livre, e a 
reciclagem do LDLr que retorna a membrana plasmática. O colesterol na sua forma livre 
também pode ser captado da circulação entero-hepática ou da corrente sanguínea, via 
transportadores do tipo ABC. (3) Por fim, o colesterol pode ser convertido a ésteres de 
colesterol (EC), via enzima colesterol aciltransferase (ACAT), para ser armazenado nas 
balsas lipídicas ou para ser excretado das células, associado às lipoproteínas. Adaptado 
de Luo, Yang and Song, 2020.  
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1.1 Os receptores de LDL e o metabolismo do colesterol no cérebro 

 Estima-se que aproximadamente 25% do colesterol corporal total em seres 

humanos adultos seja encontrado no cérebro, principalmente na sua forma não 

esterificada (Dietschy and Turley 2004). No cérebro, o colesterol é componente estrutural 

das membranas neuronais e gliais. Além disso, este lipídio é um constituinte significativo 

da bainha de mielina, sendo um componente essencial para uma eficiente transmissão de 

impulsos eletroquímicos. Por este fato, a manutenção do metabolismo do colesterol no 

SNC se faz de extrema importância. Os principais reguladores do metabolismo cerebral 

do colesterol são a ApoE, os transportadores do tipo ABC e os receptores da família do 

LDLr (Zhang and Liu 2015) (Figura 4).  

Cabe ressaltar que o metabolismo cerebral do colesterol é independente de seu 

respectivo metabolismo periférico. Isso ocorre devido a seletividade da barreira 

hematoencefálica (BHE), a qual impossibilita a captação de moléculas de colesterol 

provenientes das lipoproteínas de circulação periférica (Björkhem et al. 2004). Portanto, 

praticamente todo o suprimento de colesterol no cérebro, precisa ser produzido no próprio 

parênquima cerebral via síntese de novo (Dietschy and Turley 2004; Nieweg et al. 2009). 

A produção de colesterol no cérebro varia de acordo com a fase de 

desenvolvimento, atingindo um pico durante a fase de mielinização e diminuindo à 

medida que o tecido cerebral amadurece. Os astrócitos são as principais células 

responsáveis pela síntese de colesterol no cérebro desenvolvido (Dietschy and Turley 

2004; Nieweg et al. 2009). Os astrócitos produzem colesterol por meio da via de Bloch, 

a partir de precursores esteroides específicos tais como o desmosterol (Nieweg et al. 

2009). Uma vez produzido, o colesterol nascente é associado ainda nos astrócitos com 

moléculas de ApoE e fosfolipídeos, formando lipoproteínas similares às HDL plasmáticas 

(Boyles et al. 1985). O complexo colesterol-ApoE é posteriormente secretado das células 



22 
 

 

astrocitárias, via transportadores ABC (principalmente ABCA1). Uma vez no 

parênquima cerebral, as lipoproteínas são captadas pelos neurônios por intermédio dos 

LDLr, em um processo de endocitose mediada por receptor (Zhang and Liu 2015) 

Nos neurônios, as lipoproteínas contendo colesterol são hidrolisadas nos 

lisossomos neuronais permitindo a liberação de colesterol livre. O colesterol pode ainda 

ser armazenado nas balsas lipídicas ou ser convertido a oxisteróis (principalmente em 24-

hidroxicolesterol, ou 24-OH), os quais conseguem atravessar a BHE e serem 

metabolizados no fígado (Zhang and Liu 2015). A conversão de colesterol em oxisteróis 

é, portanto, um mecanismo importante para a eliminação do excesso de colesterol 

presente no cérebro. 
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Figura 4. Metabolismo do colesterol no sistema nervoso central (SNC). Por conta da 
seletividade da barreira hematoencefálica (BHE), a metabolização do colesterol no SNC 
ocorre de maneira independente do metabolismo periférico. No cérebro, o colesterol, 
assim como a apolipoproteína E (ApoE), é sintetizado principalmente pelos astrócitos por 
meio da via Bloch, a partir de precursores esteroides como o desmosterol. O complexo 
colesterol-ApoE sai dos astrócitos por intermédio dos transportadores do tipo ABC 1 
(ABCA1), e são captados pelos neurônios via endocitose mediada por receptor, processo 
este realizado por receptores da família dos receptores da lipoproteína de baixa densidade 
(LDLr). Uma vez nos neurônios, o colesterol pode ter diferentes destinos os quais incluem 
a sua conversão em 24 hidroxicolesterol (24-OH), o qual posteriormente é excretado 
através da BHE, e por fim metabolizado no fígado. A conversão de colesterol em 24-OH 
é a principal causa de eliminação do excesso de colesterol cerebral. Adaptado de Moreira 
e colaboradores (2015).     
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1.2 Hipercolesterolemia como fator de risco cardiovascular 

Existem duas formas de hipercolesterolemia: a de origem genética, representada 

principalmente pela hipercolesterolemia familiar (HF), ou a forma adquirida, na qual os 

níveis elevados de colesterol ocorrem devido a maus hábitos de vida e de alimentação 

(Ibrahim et al. 2021). Aproximadamente 40% da população adulta mundial tem 

hipercolesterolemia, prevalência esta que pode ser ainda maior em determinadas 

populações (World Health Organization 2008; Danese et al. 2018; Ibrahim et al. 2021). 

A HF é causada principalmente por mutações no gene que codifica o LDLr (Santos 

2016). Estima-se que haja mais de 1.700 mutações no gene do LDLr já descritas na 

população (Jiang et al. 2015). A HF é possivelmente a doença de origem genética mais 

comum em humanos, classificada em duas formas de acordo com a presença de mutações 

em um ou dois alelos no gene do LDLr. Os portadores de HF heterozigótica herdam a 

mutação genética de um único progenitor, o que gera ausência parcial dos LDLr no 

organismo e níveis de colesterol elevados em torno de 310-580 mg/dL. Os portadores da 

forma homozigótica, por outro lado, herdam a mutação no receptor de ambos os 

progenitores e apresentam ausência total de LDLr nas células. Esta forma da doença é, 

portanto, mais rara e acarreta níveis de colesterol muito acima dos valores de referência 

(460-1160 mg/dL) (Santos 2016).  

A prevalência da HF varia entre populações e deve ser interpretada com cuidado, 

uma vez que apenas 9% dos países em todo o mundo de fato avaliam a prevalência de HF 

em suas populações (Beheshti et al. 2020). A prevalência da HF na população mundial 

foi estimada por intermédio de estudos de metanálises, os quais relataram que a HF está 

presente em 1 a cada 313 pessoas, enquanto a prevalência da forma homozigótica ficou 

estimada em 1 a cada 300.000 pessoas (Defesche et al. 2017; Beheshti et al. 2020).  

Apesar de sua alta prevalência, a HF é frequentemente não diagnosticada e não tratada, 
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mesmo seu principal biomarcador sendo facilmente mensurado (colesterol presente na 

LDL, LDL-colesterol).    

O colesterol plasmático, particularmente o LDL-colesterol, acima dos níveis 

desejáveis é um grande fator de risco para as doenças cardiovasculares (DCV) associadas 

à aterosclerose, principalmente a doença arterial coronariana (Libby 2000; World Health 

Organization 2008; Mozaffarian et al. 2015). Isto porque o excesso de colesterol no 

plasma acaba se acumulando nos tecidos, principalmente nas paredes das artérias. Devido 

a exposição crônica a altos níveis de LDL-colesterol, portadores de HF apresentam três a 

treze vezes mais chances de desenvolver DCV comparados a indivíduos com 

concentração normal de colesterol. Os pacientes portadores de HF homozigótica não 

tratados adequadamente apresentam taxas muito altas de mortalidade já aos trinta anos de 

idade, e pacientes heterozigotos começam a sofrer de DCV na quarta década de vida 

(Mytilinaiou et al. 2018; Iyen et al. 2020; Coutinho et al. 2021) (Figura 5).   

Considerando os riscos associados aos níveis altos de LDL plasmáticos, a 

detecção precoce e o respectivo tratamento da HF são de suma importância. Atualmente 

existem estratégias farmacológicas e não farmacológicas para o tratamento da HF, sendo 

as estatinas (inibidores da enzima HMG-CoA redutase) os fármacos de primeira escolha 

para o tratamento desses pacientes (Pajak et al. 2016). O principal objetivo associado ao 

tratamento da HF é prevenir e reduzir a mortalidade prematura associada às DCV e a 

incidência de infarto do miocárdio (Watts et al. 2015). De fato, com o passar dos anos e 

com o advento das estatinas, a expectativa de vida de portadores da HF aumentou, 

principalmente os indivíduos portadores da forma heterozigótica (Mytilinaiou et al. 2018; 

Harada et al. 2018). Atualmente, terapias baseadas na inibição da ação da proteína 

convertase subtilisina kexina tipo 9 (PCSK9), uma proteína que se liga aos LDLr e 

catalisa a sua respectiva metabolização e reciclagem (Luo et al. 2020), auxiliam o 
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tratamento da HF principalmente nos pacientes com histórico de DCV (Santosa and 

Jensen 2015).  

As intervenções terapêuticas no tratamento da HF têm se mostrado de fato 

eficientes. Neil e colaboradores (Holven et al. 2018) acompanharam 3.382 pacientes 

portadores da forma heterozigótica da HF entre os anos de 1980 e 2006, antes e após 

intervenção terapêutica com as estatinas. Os autores verificaram que a mortalidade por 

DCV foi significativamente menor nos pacientes tratados com as estatinas, com uma 

porcentagem de redução de 48% em pacientes sem histórico prévio de DCV e 25% 

naqueles com DCV estabelecida. Resultados similares foram observados em um grande 

estudo de coorte conduzido por pesquisadores na Holanda, os quais acompanharam os 

pacientes por dez anos. Outro estudo realizado com indivíduos portadores de HF 

homozigótica na África do Sul, demonstrou aumento na expectativa de vida e atenuação 

na ocorrência de mortes em pacientes HF homozigotos em terapia farmacológica (Cuchel 

et al. 2014). 

 Com isso, a expectativa de vida de pacientes com HF elevou-se 

significativamente, permitindo com que seja possível estudar os impactos da HF em 

complicações relacionadas ao envelhecimento, tais como alterações na cognição. Neste 

sentido, um estudo interessante mostrou que indivíduos portadores de HF com idade 

avançada tratados por mais de 15 anos com estatinas, apresentaram melhor memória 

episódica do que pacientes portadores de HF não tratados com as estatinas (Hyttinen et 

al. 2011). Esses dados representam uma coorte particular de 37 portadores de HF com a 

mesma mutação no gene que codifica o LDLr moradores da região de North Karelia 

(Finlândia). Nesta coorte, os pacientes reportaram que se exercitavam ao menos três vezes 

na semana. O estilo de vida saudável aliado ao controle dos níveis de colesterol 

plasmáticos provavelmente contribuíram para o prolongamento da expectativa de vida e 
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para a preservação das funções cognitivas nesta população estudada. Tais evidências 

atraíram a atenção de pesquisadores que passaram a investigar com mais afinco a relação 

da HF com prejuízos cognitivos.  

Desde então, estudos vêm demonstrando que a ausência de LDLr, bem como o 

consequente aumento nos níveis de colesterol, parecem contribuir e atuar como um fator 

de risco para o desenvolvimento de comprometimentos cognitivos associados à 

neurodegeneração (Figura 5) (Kivipelto et al. 2001; Kivipelto et al. 2005; Zambón et al. 

2010; Ariza et al. 2016). Logo, modificações na homeostase do colesterol mostram ser 

muito além de um simples fator de risco cardiovascular, contribuindo inclusive para o 

desenvolvimento de doenças do sistema nervoso central (SNC).  
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Figura 5. Consequências periféricas e centrais relacionadas à disfunção dos LDLr. 
(1) Em condições não patológicas, a transcrição dos receptores da lipoproteína de baixa 
densidade (LDLr) ocorre normalmente no núcleo gerando LDLr funcionais, os quais 
migram para a membrana plasmática e realizam a captação do colesterol associado às 
lipoproteínas. Uma vez dentro da célula, o complexo LDLr e lipoproteína de baixa 
densidade (LDL) é direcionado aos lisossomos onde ocorre a metabolização da 
lipoproteína, com a subsequente liberação de colesterol livre, e a reciclagem do LDLr que 
retorna a membrana plasmática. (2) No entanto, na hipercolesterolemia familiar, há uma 
desregulação nos genes que codificam os LDLr no núcleo, gerando alterações na 
produção e funcionalidade destes receptores. Por consequência, ocorre uma desregulação 
da síntese de novo do colesterol, na reciclagem dos LDLr nos lisossomos e na diminuição 
da captação de colesterol associado às lipoproteínas, gerando o acúmulo delas na corrente 
sanguínea. (3) O aumento nos níveis plasmáticos de LDL, resultante da disfunção dos 
LDLr na periferia, contribui para a ocorrência de doenças cardiovasculares associadas à 
aterosclerose. (4) Ainda, a disfunção / falta de LDLr no cérebro, gera prejuízos no 
metabolismo e captação de colesterol pelas células. Disfunção dos LDLr prejudicam a 
degradação do peptídeo ꞵ-amiloide (Aꞵ) pelas células da glia e através da barreira 
hematoencefálica (BHE), processo que resulta em aumento na deposição do Aꞵ no 
cérebro. Por fim, a ausência de LDLr está relacionada à ocorrência de danos de memória, 
atuando com um fator de risco em potencial para prejuízos de memória associados às 
neuropatologias.       
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1.3 Relação dos LDLr e da hipercolesterolemia com as doenças do sistema nervoso 

central 

Além de causar doenças cardiovasculares, particularmente a doença arterial 

coronariana, e estar associada a um índice elevado de mortalidade, evidências clínicas e 

experimentais apontam que a hipercolesterolemia é um fator de risco em potencial para o 

desenvolvimento de déficits cognitivos, incluindo aqueles relacionados às doenças 

neurodegenerativas (Moreira et al. 2012a; Moreira et al. 2012b; de Oliveira et al. 2020a; 

de Oliveira et al. 2020b). Estudos pioneiros apontaram a hipercolesterolemia como um 

possível desencadeador do acúmulo do Aꞵ, na doença de Alzheimer (DA) de origem 

esporádica (Sparks et al. 1990; Sparks et al. 1994; Solomon et al. 2009). O interesse na 

relação entre os níveis de colesterol no plasma e a DA, iniciou-se a partir de uma 

observação de Sparks e colaboradores (1990). Os pesquisadores identificaram placas 

amiloides cerebrais em pacientes que morreram por doença arterial coronariana. 

Posteriormente, os mesmos pesquisadores (1994) demonstraram por meio de tratamento 

crônico com dieta rica em colesterol a coelhos, que a conexão entre hipercolesterolemia 

e DA parece envolver o aumento na formação de placas amiloides cerebrais. Do mesmo 

modo, Refolo e colaboradores (2000) demonstraram que a exposição a uma dieta 

hipercolesterolêmica resulta em um aumento significativo no acúmulo de Aβ no SNC de 

camundongos transgênicos modelos de DA, e que esse aumento se correlaciona 

fortemente com os níveis de colesterol plasmático (Refolo et al. 2000). 

Na sequência, estudos epidemiológicos e clínicos apontaram que indivíduos 

hipercolesterolêmicos são mais suscetíveis a desenvolver a DA e prejuízos cognitivos 

associados (Kivipelto et al. 2001; Kivipelto et al. 2005; Kivipelto and Solomon 2006). 

Por exemplo, em um estudo prospectivo de coorte, Kivipelto e colaboradores (2001) 

verificaram que indivíduos que apresentam níveis elevados de colesterol plasmático 
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durante a meia-idade, apresentam um risco aumentado de desenvolver DA em idades mais 

avançadas. Além disso, Sparks e colaboradores em 2005 demonstraram que quando 

indivíduos com hipercolesterolemia são tratados com fármacos que reduzem os níveis de 

colesterol, i.e., estatinas, apresentam uma menor prevalência da DA e diminuição na 

deterioração cognitiva (Sparks et al., 2005). 

Alterações cognitivas também foram observadas em roedores com 

hipercolesterolemia induzida por dieta. Moreira e colaboradores (2014) observaram que 

camundongos Swiss expostos a uma dieta rica em colesterol por oito semanas, 

apresentaram prejuízos de memória e alterações na atividade da enzima 

acetilcolinesterase (Moreira et al. 2014). Nesta mesma linha de evidência, ratos 

hipercolesterolêmicos apresentaram prejuízos de memória espacial, o que foi associado à 

diminuição em neurônios colinérgicos, redução nos níveis de acetilcolina na região 

cortical, aumento nos níveis de Aβ, neuroinflamação caracterizada por aumento da 

densidade de micróglias e alterações vasculares as quais indicam disfunção da BHE 

(Ullrich et al. 2010).  

Nós recentemente, investigando os efeitos da exposição de camundongos a uma 

dieta com alto teor de colesterol, verificamos que os animais alimentados com a dieta por 

oito semanas além de desenvolverem hipercolesterolemia, apresentaram prejuízos na 

memória de reconhecimento e comportamento do tipo-depressivo. Os prejuízos 

cognitivos nos camundongos hipercolesterolêmicos foram associados a maior 

permeabilidade da BHE no hipocampo. Além disso, as alterações comportamentais e o 

dano da BHE foram atenuados quando os camundongos expostos à dieta 

hipercolesterolêmica receberam concomitantemente um tratamento anti-inflamatório 

(Rodrigues et al. 2021). De fato, estudos experimentais utilizando modelos animais de 

hipercolesterolemia apontam que a neuroinflamação, uma resposta imune inata complexa 
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do SNC intermediada por vários grupos de células gliais e por células imunes periféricas 

(Ransohoff 2016), e a quebra da BHE, parecem preceder as alterações cerebrais 

características da DA (Moreira et al. 2012a; Lane-Donovan et al. 2014; Watts et al. 2015; 

Santosa and Jensen 2015; Pajak et al. 2016; Harada et al. 2018).  

Além disso, alterações na funcionalidade dos LDLr também parecem estar 

implicadas com o desenvolvimento de alterações no SNC. Conforme mencionado no 

tópico anterior, os LDLr são indispensáveis para a correta metabolização do colesterol e 

da ApoE no SNC (Zhang and Liu 2015; Luo et al. 2020). Em modelos animais de 

amiloidose, a deleção do LDLr resultou em um aumento significativo na deposição 

amiloide cerebral e dos prejuízos cognitivos associados (Cao et al. 2006; Katsouri and 

Georgopoulos 2011). Por outro lado, a superexpressao de LDLr cerebral, reduziu o 

conteúdo de Aβ no córtex e no hipocampo em um animal modelo para a DA 

(camundongos APP/PS1)(Kim et al. 2009b). A superexpressao de LDLr no cérebro eleva 

as taxas de eliminação de Aβ através da BHE, reduzindo assim a deposição deste peptídeo 

no cérebro em camundongos PDAPP, um modelo animal de amiloidose (Castellano et al. 

2012) (Figura 5). 

A ausência de LDLr também eleva a expressão de apoE (Katsouri and 

Georgopoulos 2011). A ApoE se mostra uma importante molécula com atividade 

imunomodulatória no cérebro. Ademais, a presença de alelos da ApoE, principalmente a 

ApoE4, é um conhecido fator de risco para DA de início tardio (Shi et al. 2017; 

Krasemann et al. 2017). Shi e colaboradores em 2019 observaram que em modelos 

animais onde os LDLr foram superexpressos, houve uma redução significativa nos níveis 

de ApoE, na reatividade microglial e diminuição da neurodegeneração associada à 

taupatia (Shi et al. 2019). Na sequência, os mesmos autores investigando os possíveis 

mecanismos por trás dos efeitos neuroprotetores da superexpressão de LDLr, verificaram 
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que houve melhora em marcadores sinápticos e diminuição significativa da reatividade 

astrocitária e microglial no hipocampo em camundongos modelos de taupatia 

(camundongos P301S). Ainda, análises de expressão diferencial mostraram que a 

superexpressão de LDLr na micróglia elevou a expressão de genes associados às vias 

catabólicas, ao mesmo tempo em que reduziu a expressão de genes anabólicos e da 

proteína mTOR (Shi et al. 2021). Estes dados mais recentes destacam outro mecanismo 

crítico por meio do qual o LDLr participa no funcionamento do cérebro. 

Neste sentido, a HF é uma condição que propicia uma observação única entre as 

alterações no metabolismo do colesterol e o desenvolvimento de disfunção cerebral. No 

caso da HF, não só os níveis aumentados de colesterol no plasma, mas também a perda 

de função dos LDLr nas células cerebrais parece contribuir com o desenvolvimento de 

prejuízos cognitivos (Defesche et al. 2017; Coutinho et al. 2021). Um importante estudo 

clínico realizado por Zambón e coautores (2010), mostrou que pacientes portadores de 

HF com idade média de 60 anos (meia-idade) são mais suscetíveis a desenvolver 

comprometimento cognitivo leve (CCL) (Zambón et al. 2010). Tal incidência se mostrou 

maior em pacientes portadores de HF do que a prevalência estimada de CCL em pacientes 

com hipercolesterolemia adquirida de mesma faixa etária (Kivipelto et al. 2001). 

Evidências mais recentes relatam danos neuropsicológicos, incluindo perda de memória, 

em portadores de HF já na idade entre 18 e 40 anos (Ariza et al. 2016).  

Corroborando com estas observações clínicas, pesquisas experimentais utilizando 

camundongos nocautes para o LDLr (LDLr-/-), um modelo experimental de HF e 

aterosclerose, mostraram que estes animais também apresentam danos cognitivos (De 

Oliveira et al. 2011; Moreira et al. 2012a; de Oliveira et al. 2020b). Os camundongos 

LDLr-/- já aos três meses de idade apresentam prejuízos de memória espacial e de trabalho 

(Moreira et al. 2012b; de Oliveira et al. 2014; de Oliveira et al. 2020b), o que se torna 
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mais severo na meia-idade (quatorze meses) (de Oliveira et al. 2020a; Moreira et al. 

2012a). Ainda, animais LDLr-/- se mostraram mais suscetíveis a neurotoxicidade 

associada ao Aβ, apresentando maior atividade da enzima acetilcolinesterase, desbalanço 

oxidativo e astrogliose quando comparados aos camundongos selvagens também 

expostos ao peptídeo (de Oliveira et al. 2014). Apesar de serem mais suscetíveis a 

neurotoxicidade associada ao Aβ, camundongos LDLr-/- não apresentam alterações nos 

níveis de Aβ no cérebro nem mesmo na meia-idade, mas parecem ter um aumento na 

apoptose neuronal. Os camundongos LDLr-/- aos três meses apresentam tanto no 

hipocampo quanto no córtex pré-frontal uma exacerbação da apoptose, caracterizada por 

modificações nos níveis de RNA mensageiro das proteínas Linfoma de células B2 (Bcl-

2) e Proteína X associado ao BCL-2 (Bax), e por um aumento dos níveis de caspase -3 

clivada. Os níveis de caspase-3 ativada se colocalizam com células neuronais e não com 

astrócitos (de Oliveira et al. 2020a). Ademais, os camundongos LDLr-/- apresentam danos 

na neurogênese hipocampal adulta (Engel et al. 2019). 

Os camundongos LDLr-/- hoje em dia considerados também modelos de prejuízo 

cognitivo apresentam mecanismos mais complexos que levam aos déficits de memória 

quando comparados com camundongos transgênicos para a DA. Nos modelos clássicos 

de DA familiar, as alterações de memória estão associadas a uma maior produção de Aβ 

(de Bem et al. 2021). Então, quais seriam os mecanismos moleculares que explicam os 

prejuízos cognitivos e morte neuronal nos LDLr-/-?  

Camundongos LDLr-/- de três meses de idade apresentam aumento da 

permeabilidade da BHE e neuroinflamação (Thirumangalakudi et al. 2008; de Oliveira et 

al. 2014; de Oliveira et al. 2020b).  A neuroinflamação caracterizada por astrogliose foi 

visualizada no hipocampo de camundongos LDLr-/- com 3 meses de idade. O aumento do 

número de astrócitos no hipocampo de camundongos LDLr-/- foi associado ao aumento 
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da imunorreatividade da aquaporina-4 (AQP-4), o que indica disfunção da BHE (de 

Oliveira et al. 2014). Em um trabalho mais recente, de Oliveira e coautores (2020b) 

submeteram camundongos selvagens e LDLr-/- com 3 meses de idade a uma dieta rica em 

colesterol por trinta dias e observaram que a permeabilidade da BHE nos camundongos 

modelos de HF foi mais intensa. A disfunção da BHE no hipocampo e no córtex pré-

frontal em camundongos LDLr-/- foi associada ao declínio cognitivo, enquanto os 

camundongos tipo selvagens alimentados com uma dieta rica em colesterol exibiram 

deficiências na função da BHE, mas não na cognição. Além disso, camundongos LDLr-/- 

apresentaram astrogliose intensa, aumento do conteúdo de microvasos e diminuição dos 

níveis de IL-6 no hipocampo (de Oliveira et al. 2020b). A neuroinflamação em 

camundongos LDLr-/- expostos à dieta rica em colesterol também é caracterizada por 

aumento na densidade de micróglias (Thirumangalakudi et al. 2008). 

A neuroinflamação caracterizada pela participação das micróglias parece ter papel 

tanto nas alterações cerebrais induzidas pela dieta rica em colesterol em camundongos 

como nos camundongos LDLr-/-, modelos de HF. Tais evidências demonstram que não 

somente a funcionalidade dos LDLr, mas também a hipercolesterolemia per se são 

capazes de modular a atividade microglial e atuar como um fator de risco para o 

desenvolvimento de neuropatologias e prejuízos cognitivos associados.      

1.4 A micróglia como um agente nos déficits cognitivos relacionados a 

hipercolesterolemia 

 As micróglias são as células de maior mobilidade no SNC e constantemente 

monitoram o parênquima cerebral. Durante muito tempo, acreditou-se em uma visão 

dicotômica sobre os estados fisiológicos da micróglia no cérebro (Streit et al. 1988). Esta 

caracterização rígida descrevia a existência de uma micróglia “ativada", conhecida como 
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micróglia M1 ou micróglia “má”. Nesse estado, as micróglias adquiriam um hipotético 

estado ativado, com alta atividade fagocítica e perfil pro-inflamatório. Alterações 

morfológicas tais como encurtamento de processos, diminuição no número de 

ramificações e aumento do tamanho do núcleo, caracterizavam a micróglia em seu 

fenótipo M1. Por outro lado, haveria a micróglia em seu estado homeostático ou de 

“repouso”, também conhecida como micróglia M2 ou micróglia “boa”. Nesse estado, as 

micróglias estariam em um estado de repouso, com baixa atividade fagocítica e perfil 

anti-inflamatório. A morfologia desta célula caracteriza-se por um perfil hiper ramificado, 

alongamento das ramificações e pelo núcleo pequeno (Sierra et al. 2016; Sierra et al. 

2019). No entanto, conforme as pesquisas na área foram avançando e com o uso de 

técnicas mais sensíveis, verificou-se que as micróglias na verdade são células dinâmicas, 

as quais estão constantemente se movimentando e desenvolvendo as mais diversas 

funções e, portanto, nunca estariam em um estado de repouso no parênquima cerebral 

(Paolicelli et al. 2022).           

 Em um elegante estudo, Paolicelli e colaboradores (2022) propõem que a 

micróglia de fato está constantemente “ativa”, respondendo de maneiras diferentes a 

alterações no parênquima cerebral, até mesmo em condições fisiológicas normais 

(Paolicelli et al. 2022). Portanto, a micróglia coexiste em múltiplos estados no cérebro, e 

suas funções são determinadas por variações no contexto fisiológico. Em condições 

normais, as micróglias auxiliam na manutenção da homeostase sináptica, oferecem 

suporte para o desenvolvimento do SNC, alertam o SNC da presença de agentes estranhos 

e ajudam na sua respectiva eliminação por meio da fagocitose (Sierra et al. 2010; Yang 

and Zhou 2019; Sierra et al. 2019). Já, em condições patológicas, as micróglias estariam 

reativas e elevam a produção de citocinas pró-inflamatórias e óxido nítrico contribuindo 
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assim com a propagação da neuroinflamação e com a morte neuronal característica das 

doenças neurodegenerativas (Wang et al. 2019; Zhao et al. 2019; Nordengen et al. 2019).  

A atividade microglial no SNC pode ser modulada de diversas maneiras. De 

particular importância, a utilização de inibidores das micróglias se mostrou benéfica no 

contexto de patologias neurodegenerativas, incluindo a DA (Biscaro et al. 2012; Dhawan 

and Combs 2012; Cui et al. 2020). Apesar de seu mecanismo de ação não estar totalmente 

elucidado, a minociclina, um fármaco antibiótico de segunda geração pertencente à classe 

das tetraciclinas (Garrido‐Mesa et al. 2013), se mostrou um inibidor das micróglias 

(Kobayashi et al. 2013). A exemplo de outros inibidores, suas propriedades 

neuroprotetoras vêm sendo confirmadas em vários modelos experimentais de 

neuropatologias (Du et al. 2001; Jackson-Lewis et al. 2002; Choi et al. 2007; Biscaro et 

al. 2012; Ferretti et al. 2012; Garcez et al. 2017). Em modelos animais de doenças 

metabólicas, a diminuição da reatividade microglial atenuou a neuroinflamação e 

preveniu a ocorrência de déficits cognitivos (Jackson et al. 2020). Ainda, camundongos 

obesos tratados com a minociclina apresentaram melhora na performance cognitiva em 

tarefas dependentes do hipocampo, e redução da atividade fagocítica microglial nessa 

região cerebral (Cope et al. 2018).   

No que diz respeito a hipercolesterolemia, coelhos alimentados com uma dieta 

contendo 2% de colesterol, apresentaram alterações microgliais no hipocampo, em um 

processo independente da deposição de Aβ (Xue et al. 2007). Em um estudo anterior, 

Thirumangalakudi e colaboradores (2008) mostraram que camundongos LDLr-/- 

apresentaram aumento da microgliose no hipocampo em comparação aos camundongos 

LDLr-/- alimentados com uma dieta normal (Thirumangalakudi et al. 2008). No entanto, 

os autores não investigaram a influência do genótipo sob a densidade microglial.  
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Logo, pouco ainda se conhece sobre o papel de alterações morfológicas e 

funcionais das micróglias nos déficits de memória e alterações neuroquímicas 

relacionados à hipercolesterolemia. Nós hipotetizamos que a modulação das micróglias, 

por intermédio do fármaco minociclina, seja uma estrategia interessante para estudar o 

envolvimento da reatividade microglial nos danos de memória associados às alterações 

na homeostase do metabolismo do colesterol. Para comprovar esta hipótese, 

desenvolvemos protocolos experimentais para estudar os efeitos do envelhecimento e da 

modulação da atividade microglial nos déficits cognitivos relacionados à HF - Parte II, 

Capítulo 1. Além disso, o impacto da modulação farmacológica da reatividade microglial 

sob a cognição em um modelo animal de hipercolesterolemia induzida por dieta também 

foi investigado - Parte II, Capítulo 2.  
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Objetivos  

Objetivo principal 

Analisar a contribuição das micróglias nas alterações cerebrais relacionadas à 

hipercolesterolemia induzida por dieta ou de origem genética, em especial se a modulação 

farmacológica dessas células pela minociclina resulta em efeitos neuroprotetores. 

Objetivos específicos  

● Pesquisar os efeitos da HF e do envelhecimento na densidade e morfologia das 

células microgliais em córtex pré-frontal e hipocampo de camundongos C57BL/6 

selvagens e camundongos LDLr-/-. 

● Estudar em camundongos C57BL/6 selvagens e LDLr-/- adultos jovens e de meia-

idade o imunoconteúdo de proteínas sinápticas, proteínas estruturais de BHE e 

mTOR no córtex pré-frontal e no hipocampo.  

● Analisar os efeitos da HF e da modulação farmacológica das micróglias, por 

intermédio da minociclina, sob parâmetros cognitivos e metabólicos em 

camundongos LDLr-/-adultos.   

● Pesquisar os efeitos da HF e do tratamento com minociclina sob a microgliose, 

morfologia microglial, sua respectiva atividade fagocítica e interação com 

microvasos no córtex pré-frontal e hipocampo de camundongos LDLr-/-adultos. 

● Investigar se a dieta rica em colesterol e a intervenção farmacológica com a 

minociclina provocam alterações em parâmetros comportamentais e metabólicos 

em camundongos CF-1 adultos jovens. 

● Avaliar se a hipercolesterolemia induzida por dieta e a modulação farmacológica 

da atividade microglial induzem alterações nas proteínas associadas à integridade 

da BHE, no conteúdo de células positivas para lectina-tomato, na morfologia e em 
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parâmetros de reatividade microglial em estruturas cerebrais importantes para a 

cognição, em camundongos CF-1 adultos jovens. 
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PARTE II 

 Nesta seção os materiais e métodos, bem como os resultados serão apresentados 

em formato de artigos, subdivididos em capítulos precedidos por um breve prefácio. 

No capítulo I, estão demonstrados os resultados obtidos a partir de experimentos em 

animais LDLr-/-, cujo principal objetivo foi estudar qual o papel das micróglias na 

disfunção cognitiva, neste modelo animal. No capítulo II, constam os resultados de 

experimentos realizados para o entendimento da influência da reatividade microglial 

sob os déficits cognitivos em camundongos submetidos a um modelo experimental de 

hipercolesterolemia induzida por dieta.        
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Capitulo I. Microglia contribute to cognitive decline in hypercholesterolemic LDLr-/- 

mice. 

 No capítulo I, apresentamos os nossos achados em forma de artigo aceito para 

publicação no Journal of Neurochemistry. 

 Neste estudo, procuramos entender primeiramente como a HF afeta a morfologia 

e atividade microglial com o envelhecimento. Para isso, avaliamos a densidade e 

morfologia microglial no córtex pré-frontal e hipocampo de animais C57BL/6 selvagens 

e LDLr-/- adultos jovens e de meia-idade. Verificamos que a microgliose foi mais severa 

no hipocampo de camundongos LDLr-/- de meia-idade, o que esteve associado a 

alterações morfológicas nas células microgliais e com alterações no imunoconteudo de 

proteínas sinápticas. Interessantemente, animais LDLr-/- adultos jovens já apresentavam 

aumento da microgliose e diminuição do imunoconteudo de claudina-5 no córtex pré-

frontal. Tendo em mente que a morfologia microglial adquire um estado mais alterado e 

característico de micróglias em um estado mais reativo quando camundongos LDLr-/- 

atingem a meia-idade, na sequência tratamos camundongos C57BL/6 selvagens e LDLr-

/- adultos (6 meses de idade) com a minociclina (um modulador farmacológico da 

atividade microglial). Verificamos que a modulação farmacológica da micróglia, 

melhorou a cognição, reduziu a presença da micróglia na região perivascular, causou 

alterações na morfologia microglial sem alterar a sua respectiva atividade fagocítica no 

hipocampo e no córtex pré-frontal dos animais LDLr-/-.  
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Capitulo II. Role of glial cells reactivity on the cognitive decline linked to diet- induced 

hypercholesterolemia. 

 No capítulo II apresentamos os nossos achados em forma de artigo em processo 

de preparação para submissão em periódico. 

 Neste estudo, procuramos entender como a reatividade microglial e astrocitária 

contribuem para os déficits cognitivos associados a hipercolesterolemia induzida por 

dieta. Para tal, camundongos CF-1 de três meses de idade foram expostos a uma dieta rica 

em colesterol durante 8 semanas, sendo que nas últimas 4 semanas os animais foram 

concomitantemente tratados com a minociclina. Camundongos alimentados durante 8 

semanas com uma dieta rica em colesterol apresentaram aumento significativo nos níveis 

de colesterol total plasmático, o que não foi afetado pelo tratamento com a minociclina. 

Por outro lado, a dieta rica em colesterol e a minociclina não alteraram a tolerância à 

glicose nos animais. Ainda, animais hipercolesterolêmicos apresentaram maior peso 

corporal e ganho de peso em relação aos animais que receberam dieta normal, o que não 

foi atenuado pelo tratamento com a minociclina. Analisando a performance dos animais 

em tarefas comportamentais, percebemos que os animais hipercolesterolêmicos 

apresentaram prejuízos na memória de habituação e em tarefas comportamentais 

dependentes do hipocampo. Interessantemente, o tratamento com a minociclina melhorou 

o desempenho cognitivo dos animais hipercolesterolêmicos. Além disso, verificamos que 

a minociclina elevou o imunoconteúdo da proteína claudina-5 no córtex pré-frontal e no 

hipocampo, antes reduzida no grupo hipercolesterolêmico não tratado. Ao realizar a 

avaliação da quantidade de microvasos usando a Lectina de Tomate nestas mesmas 

estruturas cerebrais, notamos uma redução significativa na coloração para Lectina de 

Tomate no córtex pré-frontal, mas não no hipocampo, dos animais hipercolesterolêmicos. 
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Animais hipercolesterolêmicos apresentaram aumento da imunoreatividade para IBA-1 

na sub-região hipocampal CA3, o que não esteve relacionado a alterações na morfologia 

e atividade fagocítica microglial. Ademais, verificamos que o tratamento com a 

minociclina reduziu a imunorreatividade para GFAP nos animais hipercolesterolêmicos, 

mas não alterou parâmetros relacionados à reatividade microglial. 
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PARTE III 
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Discussão 

Atualmente existem cerca de 55 milhões de pessoas que vivem com demência no 

mundo, e devido ao aumento da expectativa de vida é estimado que este número aumente 

para aproximadamente 139 milhões de pessoas em 2050 (World Health Organization 

2023). De particular importância, alterações no metabolismo do colesterol vêm sendo 

consideradas como fatores de risco para o desenvolvimento de prejuízos cognitivos 

(Kivipelto et al. 2001; Sparks et al. 2005; Zambón et al. 2010; Ariza et al. 2016; Anstey 

et al. 2017; Wee et al. 2023). Por exemplo, a APOE ε4 é fortemente implicada na DA 

(Tokuda et al. 2000; Kim et al. 2009a; Safieh et al. 2019). Além disso, o aumento dos 

níveis de colesterol no sangue, i.e., a hipercolesterolemia, bem como a falta do LDLr 

podem causar alterações neuroquímicas e comportamentais características de demência 

(De Oliveira et al. 2011; Moreira et al. 2012b; de Oliveira et al. 2014; de Oliveira et al. 

2020a; de Oliveira et al. 2020b). Tendo em vista, a importância epidemiológica dos 

distúrbios do metabolismo do colesterol, nas últimas décadas inúmeros pesquisadores 

incluindo nosso grupo de pesquisa vêm se dedicando ao estudo dos eventos celulares e 

moleculares envolvidos nesta conexão. Nesta tese investigamos experimentalmente o 

envolvimento da micróglia nos prejuízos cognitivos e disfunção cerebral associados à 

hipercolesterolemia, seja ela de origem genética ou de origem adquirida. Para tal, 

utilizamos na parte II - capítulo 1 um modelo animal de HF (camundongos LDLr-/-). 

Ademais, na parte II - capítulo 2, investigamos a participação da reatividade microglial 

nos déficits cognitivos e mecanismos associados, em um modelo animal de 

hipercolesterolemia induzida por dieta. Com o intuito de modular a micróglia in vivo, 

utilizamos o tratamento com a minociclina, um fármaco conhecidamente capaz de alterar 

a reatividade microglial em modelos experimentais.  
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Os animais LDLr-/- são um modelo animal de extrema importância para o estudo 

experimental da HF. Esta linhagem de camundongos foi desenvolvida primeiramente por 

Ishibashi e colaboradores no início dos anos 90, e mimetiza os defeitos genéticos 

observados em humanos portadores de HF. Animais LDLr-/- apresentam a deleção do 

gene que codifica os receptores de LDL e, como consequência, apresentam níveis de 

colesterol plasmático elevados similar a aqueles encontrados em pacientes portadores de 

HF (Ishibashi et al. 1993). Os níveis de colesterol em camundongos LDLr-/- giram em 

torno de 250 mg/dL quando eles são mantidos sob dieta normal, níveis estes duas vezes 

maiores comparados aos animais selvagens sem alterações genéticas. Quando 

alimentados com dieta rica em gordura e colesterol, os níveis de colesterol se elevam 

substancialmente nesses animais, podendo atingir os valores de 1500 mg/dL (Ishibashi et 

al. 1993). Por outro lado, ao contrário de pacientes portadores de HF, animais com 

deficiência heterozigótica no LDLr apresentam níveis normais de colesterol plasmático, 

sugerindo que uma única cópia do LDLr se mostra capaz de manter os níveis de colesterol 

normais em camundongos (He et al. 2019). Camundongos da linhagem LDLr-/- são 

comumente utilizados experimentalmente no estudo de DCV e da aterosclerose (Oppi et 

al. 2019). No entanto, recentemente este modelo animal vem sendo usado também no 

estudo dos mecanismos de disfunção cerebral e prejuízos cognitivos associados à HF (de 

Bem et al. 2021).       

O modelo animal de hipercolesterolemia utilizado no segundo estudo que 

compõem essa tese, foi induzido por meio da oferta de uma dieta rica em colesterol aos 

animais, pelo período de oito semanas. A exposição de roedores (e.g., camundongos e 

ratos) a dietas com alto teor de colesterol, é uma estratégia experimental que se mostrou 

eficaz na indução de um modelo animal de hipercolesterolemia (Ullrich et al. 2010; de 

Oliveira et al. 2014; Paul et al. 2017; de Oliveira et al. 2020b). A escolha do período de 
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oferta da dieta foi baseada em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, onde a 

oferta de uma dieta rica em colesterol por oito semanas se mostrou eficiente em elevar os 

níveis de colesterol plasmático em camundongos (Moreira et al. 2014; Rodrigues et al. 

2021; Rodrigues et al. 2022). Nestes estudos, o consumo da dieta rica em colesterol 

elevou os níveis de colesterol total, sem alterar a homeostase da glicose. Efeito similar 

foi observado em nosso estudo, onde os animais se tornaram hipercolesterolêmicos sem 

sofrer alterações nos níveis de glicose em jejum ou na tolerância à glicose. Ademais, 

percebemos que os animais alimentados com a dieta rica em colesterol, apresentaram 

aumento de peso comparados aos animais alimentados com dieta normal para roedores. 

Tais alterações foram relatadas em estudos anteriores (de Souza et al. 2019; Rodrigues et 

al. 2021) e se dá em decorrência do teor de gordura saturada presente na dieta rica em 

colesterol. É importante ressaltar que o teor de gordura presente na dieta utilizada (45%), 

é menor do que o teor de gordura geralmente utilizado em modelos animais de obesidade 

e diabetes, nos quais geralmente também é adicionado teores elevados de açúcar à dieta 

(Marques et al. 2016; de Moura e Dias et al. 2021). Ademais, dietas chamadas de ricas 

em gordura e ocidentais contém pouco colesterol comparado a dieta utilizada em nosso 

estudo.  

As micróglias são células com um perfil muito dinâmico, alterando o seu estado 

de acordo com o contexto e sob a influência do meio em que está inserida. Sendo assim, 

é possível que as micróglias apresentem um perfil inflamatório associado a doenças, ou 

um perfil resolutivo em que há o favorecimento de mecanismos relacionados à 

manutenção da homeostase (Wolf et al. 2017; Paolicelli et al. 2022). De fato, células gliais 

reativas desempenham um importante papel na resposta cerebral a insultos externos e na 

subsequente resposta neuroinflamatória (Yang and Zhou 2019). Uma vez desafiadas, 

células gliais como a micróglia e os astrócitos elevam a secreção de substâncias chamadas 
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citocinas, as quais funcionam como mensageiros químicos e intermedeiam a 

comunicação entre micróglia e astrócitos, e das células gliais com os neurônios (Kölliker-

Frers et al. 2021). Portanto, alterações no estado das células da glia potencialmente afetam 

o funcionamento e a integridade neuronal (Ransohoff 2016; Kölliker-Frers et al. 2021). 

Em contexto patológicos, micróglia e astrócitos alteram sua expressão gênica para perfis 

associados a doenças, adquirindo características que prejudicam a integridade neuronal e 

que favorecem a ocorrência de neuropatologias (Liddelow et al. 2020). Ademais, 

alterações no metabolismo do colesterol astrocitário e na captação de colesterol pelas 

micróglias, afetam o estado fisiológico microglial (Bohlen et al. 2017). Mais 

precisamente, o acúmulo de colesterol na micróglia, gera aumento da deposição de 

colesterol nas balsas lipídicas e alterações na atividade fagocítica microglial 

(Marschallinger et al. 2020). Micróglias com altos teores de colesterol captam mais 

lipídios do meio extracelular, gerando um efeito de ativação crônica celular associado à 

exacerbação da neuroinflamação (Colombo et al. 2022).  

Estudos demonstram que fatores como o envelhecimento e as doenças 

metabólicas, incluindo a hipercolesterolemia, podem contribuir para a exacerbação da 

reatividade microglial (Streit and Sparks 1997; Koellhoffer et al. 2017; Chunchai et al. 

2018). Em um contexto de envelhecimento, as micróglias parecem adquirir um estado 

disfuncional caracterizado por alta deposição de gotículas lipídicas e baixa atividade 

fagocítica (Marschallinger et al., 2020). Já um estudo de revisão chegou à conclusão de 

que alterações metabólicas periféricas resultantes da obesidade, modulam a atividade 

microglial no cérebro. Ainda segundo o estudo, a micróglia quando tem sua função 

alterada favorece a ocorrência de déficits cognitivos em modelos animais de obesidade 

(Chunchai et al. 2018). Nós acreditamos que efeito similar ocorre com os altos níveis de 

colesterol plasmático. Um estudo pioneiro mostrou que pacientes que morreram em 
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decorrência de DCV, apresentaram maior número de micróglias em seu fenótipo reativo 

no cérebro. Tal processo, parece favorecer o envelhecimento cerebral e suas desordens 

neuropatológicas associadas (Streit and Sparks 1997).  

Por outro lado, um estudo recente mostrou que o LDLr está envolvido na 

neurodegeneração associada à proteína TAU e parece compartilhar mecanismos com a 

ApoE. Shi e colaboradores (2021) realizaram o cruzamento de animais transgênicos que 

superexpressam o LDLr com camundongos P301S, um modelo experimental de tauopatia 

(Shi et al. 2021). É importante mencionar que aos 9 meses de idade, camundongos P301S 

exibem considerável perda de volume cerebral. Neste sentido, os autores observaram que 

aos 9 meses de idade, camundongos P301S superexpressando o LDLr apresentaram 

redução da neurodegeneração hipocampal, diminuição na perda sináptica e nos níveis de 

proteína TAU fosforilada. A redução nos danos cerebrais associados à proteína TAU 

esteve relacionada à redução nos níveis de ApoE no líquido cefalorraquidiano e na área 

cortical. Em adição, os autores por meio de achados provenientes de experimentos in vitro 

e in vivo mostraram que a redução na expressão de ApoE e de seu respectivo conteúdo 

intracelular, parecem ser importantes eventos que levam a redução da reatividade 

microglial, o que parecer uma causa primária da neurodegeneração nos camundongos 

P301S super expressando LDLr. Ademais, a redução da reatividade microglial esteve 

associada com modulações no imuno metabolismo celular. Portanto, tais evidências 

demonstram um outro importante mecanismo pelo qual os LDLr participam do 

funcionamento cerebral via modulação da atividade microglial (Shi et al, 2021).   

No entanto, pouco ainda se conhece sobre a influência da HF, doença genética na 

qual ocorre a associação entre altos níveis de colesterol no sangue e disfunção dos LDLr, 

na reatividade microglial. Em um estudo anterior, Thirumangalakudi e colaboradores 

(2008) mostraram que camundongos LDLr-/- aos 6 meses de idade, quando desafiados 
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com uma dieta rica em colesterol, apresentaram aumento da microgliose no hipocampo. 

No entanto, os autores não investigaram a influência do genótipo dos animais sob a 

densidade microglial (Thirumangalakudi et al. 2008). Portanto, em um primeiro 

momento, procuramos entender como o envelhecimento e a ausência dos LDLr afetam a 

densidade de micróglias em camundongos LDLr-/-. Nossos achados demonstram que 

animais camundongos modelos de HF apresentam maior microgliose em regiões 

cerebrais responsáveis pela formação e consolidação de memória já aos três meses de 

idade, mesmo sem terem sido desafiados com uma dieta com alto teor de colesterol.  

Ainda, verificamos que a microgliose estava exacerbada no hipocampo dos animais 

LDLr-/- de meia-idade (14 meses de idade), mas não nos camundongos C57BL/6 

selvagens de mesma idade. Tomados em conjunto, nossos resultados demonstram que a 

reatividade microglial associada à HF nos animais LDLr-/- é um processo precoce, que se 

inicia aos 3 meses de idade, e se agrava quando os animais envelhecem.  

Animais envelhecidos e alimentados com dieta rica em colesterol, apresentaram 

aumento da microgliose em regiões cerebrais cruciais para a memória (Chen et al. 2018). 

Neste trabalho investigamos também a influência da hipercolesterolemia induzida por 

dieta na densidade das micróglias no hipocampo de camundongos adultos. Camundongos 

com hipercolesterolemia induzida por dieta apresentaram aumento na microgliose na 

região CA3 do hipocampo. Nossos dados estão de acordo com estudos anteriores, onde 

demonstrou-se que animais alimentados com dietas ricas em colesterol apresentam 

aumento na densidade de micróglias no cérebro, comparados ao grupo controle 

alimentado com uma dieta normal (Xue et al. 2007; Ullrich et al. 2010). O aumento na 

quantidade destas células gliais parece ocorrer de maneira independente de patologias 

associadas, tais como a deposição amiloide cerebral (Xue et al. 2007), demonstrando que 
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a hipercolesterolemia de origem adquirida per se, exerce efeitos deletérios no cérebro 

favorecendo a microgliose e mecanismos associados.    

A fim de melhor investigar a reatividade glial em camundongos LDLr-/- em 

diferentes idades, assim como também nos animais CF-1 com hipercolesterolemia 

induzida por dieta, realizamos a avaliação da morfologia microglial em diferentes áreas 

hipocampais e córtex pré-frontal usando os plugins Skeletonize e Simple Neurite Tracer 

para ImageJ. Ainda, avaliamos a atividade fagocítica microglial por meio da 

quantificação do cluster de diferenciação 68 (cd68), um marcador lisossomal, dentro da 

micróglia. Verificamos que os animais LDLr-/- aos 3 meses de idade, não apresentam 

alterações morfológicas relevantes nas células microgliais. Já aos 6 meses de idade 

verificamos nos animais LDLr-/- uma tendência à hiper ramificação microglial na região 

hipocampal CA3 e um encurtamento significativo das ramificações microgliais no giro 

denteado (DG). O encurtamento das ramificações microgliais é um indicativo de 

micróglias mais reativas (Sierra et al. 2016; Sierra et al. 2019). O possível aumento da 

reatividade microglial na região do DG é particularmente relevante, tendo em vista o 

papel desta região na neurogênese hipocampal adulta (Kempermann et al. 2015; Abbott 

and Nigussie 2020). De particular importância, camundongos LDLr-/- apresentam 

prejuízos na neurogênese hipocampal adulta, já aos três meses de idade (Engel et al. 

2019). Apesar de não termos visualizada diferença na complexidade das células 

microgliais e sua respectiva atividade fagocítica nas regiões hipocampal do DG aos três 

meses de idade, hipotetizamos que a micróglia pode estar contribuindo para a 

desregulação da neurogênese nesse modelo animal. No entanto, mais estudos são 

necessários para melhor investigar o papel da reatividade microglial na neurogênese 

hipocampal adulta em camundongos LDLr-/-. Assim como no DG, a análise morfológica 

da micróglia não detectou diferenças significativas na complexidade e atividade 
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fagocítica microglial nas demais regiões hipocampais analisadas. Isso demonstra que as 

alterações na morfologia e reatividade microglial em camundongos LDLr-/- adultos 

variam de acordo com a região cerebral analisada. As micróglias, portanto, apresentam 

um perfil heterogêneo no cérebro de camundongos LDLr-/-. Colombo e colaboradores 

(2022) encontraram um perfil semelhante ao analisar a presença de diferentes fenótipos 

microgliais no cérebro de camundongos. Os autores notaram que o fenótipo microglial 

varia de acordo com a região cerebral analisada, sexo e idade do animal e também de 

acordo com o contexto patológico, a qual contribui significativamente na mudança do 

fenótipo microglial em camundongos (Colombo et al. 2022).        

Os efeitos do envelhecimento na HF na morfologia e atividade fagocítica das 

células microgliais também foram avaliados. Verificamos que camundongos LDLr-/- aos 

14 meses de idade apresentam alterações morfológicas no hipocampo e córtex pré-frontal, 

i.e., diminuição do tamanho das ramificações microgliais no hipocampo e diminuição no 

número de processos no córtex pré-frontal. Essas evidências nos levaram a hipotetizar 

que as alterações morfológicas da micróglia nesse modelo animal de HF tem início na 

fase adulta, é região-específica e se agrava em função do envelhecimento. Animais LDLr-

/- se mostram mais suscetíveis ao processo de envelhecimento. Em um estudo prévio, aos 

14 meses de idade, camundongos LDLr-/- apresentaram comprometimento do sistema 

colinérgico, desbalanço antioxidante, desbalanço da sinalização apoptótica e possível 

aumento do apoptose neuronal, levando a um prejuízo de memória mais severo (Moreira 

et al. 2012a; de Oliveira et al. 2020a). Entendemos, portanto, que animais LDLr-/- também 

se mostram mais suscetíveis a alterações na reatividade microglial comparados a animais 

selvagens de mesma idade. Entretanto, não podemos afirmar que animais LDLr-/- 

apresentam aos 14 meses de idade, alterações na funcionalidade/atividade microglial. Isto 

porque, conforme descrito por Paolicelli et al. (2022), alterações na morfologia microglial 
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servem apenas para gerar hipóteses sobre o estado funcional das micróglias, o qual 

deveria ser confirmado com técnicas sensíveis, visando detectar alterações de 

transcriptoma e proteoma nas micróglias em resposta ao contexto em que elas estão 

inseridas (Paolicelli et al. 2022).  

Por sua vez, no modelo animal de hipercolesterolemia esporádica induzida por 

dieta, verificamos que os níveis aumentados de colesterol elevaram a microgliose na 

região hipocampal CA3, mas não alteraram a morfologia, a complexidade e a atividade 

fagocítica das micróglias no hipocampo. Dessa forma, a morfologia e densidade 

microglial, mas não sua funcionalidade, são mais afetadas no contexto da HF, onde os 

animais são expostos a altos níveis de colesterol e a disfuncionalidade do LDLr desde o 

nascimento em uma condição que se agrava com o envelhecimento, do que no contexto 

da hipercolesterolemia induzida por dieta, uma condição metabólica adquirida ao 

decorrer da vida do animal.    

Estudos mostram que a reatividade microglial influência e modula os astrócitos, 

tornando-os igualmente reativos (Liddelow et al. 2020). Micróglia e astrócitos interagem 

por meio de contato célula-célula ou por intermédio da liberação de citocinas específicas. 

Tendo em vista que os astrócitos são as células gliais mais abundantes no parênquima 

cerebral, a sua atividade é fundamental para o funcionamento normal do SNC (Sofroniew 

and Vinters 2010). Entretanto, a elevação da reatividade astrocitária gera diversas 

respostas imunológicas, as quais podem favorecer a progressão de doenças, incluindo a 

DA (Sofroniew 2020; Bellaver et al. 2023). Camundongos LDLr-/- apresentaram um 

aumento basal da astrogliose no hipocampo, o que foi exacerbado quando os animais 

foram expostos ao Aꞵ (de Oliveira et al. 2014). Sabendo disso, realizamos a análise da 

astrogliose no hipocampo de animais com hipercolesterolemia induzida por dieta. Nossos 

dados mostram que os animais hipercolesterolêmicos não apresentaram aumento na 
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astrogliose hipocampal, ao menos na região CA3 do hipocampo. Tais resultados 

contrastam com estudos anteriores, onde a exposição de camundongos a uma dieta rica 

em colesterol por oito semanas aumentou a imunorreatividade para GFAP no hipocampo 

(Chen et al. 2016b). Ademais, camundongos fêmeas alimentados com dieta 

hipercolesterolêmica mostraram aumento na imunorreatividade para GFAP no 

hipocampo, em um processo que foi agravado pelo envelhecimento (Chen et al. 2018). 

Alguns fatores ajudam a explicar a discrepância entre os nossos achados e os artigos 

citados. Os estudos de Chen e colaboradores (2016, 2018) investigaram os efeitos de uma 

dieta contendo 3% de colesterol sobre a astrogliose hipocampal, em camundongos fêmeas 

com 6 meses de idade (Chen et al. 2016b; Chen et al. 2018). Desta forma, os fatores teor 

de colesterol na dieta, idade e sexo do animal podem ter influenciado no aumento da 

astrogliose hipocampal, processo este não visualizado pelo nosso estudo ao investigar a 

astrogliose hipocampal em camundongos machos e femeas de três meses de idade.        

Astrócitos e micróglia frequentemente interagem com os neurônios. Neste 

sentido, as células microgliais por intermédio de moléculas de sinalização, tais como 

fatores neurotróficos, se comunicam e regulam a plasticidade sináptica além de 

realizarem a poda sináptica (Cornell et al. 2022).  Sendo assim, nesta tese investigamos 

a relação da micróglia com a integridade sináptica por meio da avaliação do 

imunoconteúdo das proteínas sinápticas PSD-95 e sinaptofisina-1. Nossos dados mostram 

que animais LDLr-/- apresentaram, aos três meses de idade, redução no imunoconteúdo 

de PSD-95 no hipocampo. Já aos 14 meses de idade, animais LDLr-/- apresentaram uma 

redução significativa no imunoconteúdo de sinaptofisina hipocampal. Nesta mesma linha 

de evidência, Mulder et al., (2004) mostraram que animais LDLr-/- aos 13 meses de idade 

apresentam redução na quantidade de botões sinápticos contendo sinaptofisina no 

hipocampo (Mulder et al. 2004). Cabe ressaltar que fomos os primeiros a relatar 
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alterações sinápticas em camundongos LDLr-/- já aos três meses de idade. Por outro lado, 

não encontramos alterações no imunoconteúdo dessas proteínas sinápticas no córtex pré-

frontal, mostrando que animais LDLr-/- apresentam respostas diferentes no que diz 

respeito ao imunoconteúdo de proteínas sinápticas, de acordo com a idade e região 

cerebral analisada. Nossos achados estão de acordo com os estudos de Mulder et., (2004; 

2007), onde demonstrou-se que a funcionalidade sináptica e neuronal está alterada neste 

modelo animal de HF e parece estar mais concentrada no hipocampo (Mulder et al. 2004; 

Mulder et al. 2007).  

A disfunção sináptica pode ser desencadeada por inúmeros mecanismos, dentre 

os quais está a alteração da permeabilidade da BHE e consequente neuroinflamação 

(Takechi et al. 2017; Nation et al. 2019). Em camundongos LDLr-/- aos três meses de 

idade, ocorre uma perda da integridade da BHE no córtex pré-frontal e hipocampo, 

caracterizada pela diminuição significativa na expressão gênica de proteínas associadas 

às junções oclusivas no hipocampo, bem como pelo aumento do extravasamento cortical 

e hipocampal do corante fluoresceína de sódio injetado perifericamente nos animais (de 

Oliveira et al. 2020b). No primeiro artigo que compõe este documento, verificamos que 

animais LDLr-/- também aos três meses de idade, apresentaram redução no 

imunoconteúdo de claudina-5 no córtex pré-frontal, mas não no hipocampo. Embora os 

dados referentes aos efeitos da HF na expressão de claudina-5 sejam conflitantes, nossos 

achados reforçam que a HF ou a ausência de LDLr alteram o conteúdo de proteínas das 

junções oclusivas no cérebro de animais hipercolesterolêmicos. Neste sentido, resultados 

prévios do nosso grupo de pesquisa apontaram que a disfunção da BHE é exacerbada 

quando camundongos LDLr-/- são alimentados com dieta rica em colesterol (de Oliveira 

et al. 2020b). Animais com hipercolesterolemia induzida por dieta apresentam disfunção 

da BHE no hipocampo, o que contribuiu para o comprometimento de memória nesses 
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animais (Rodrigues et al. 2021). Deste modo, verificamos que a hipercolesterolemia 

adquirida exerceu uma diminuição do imunoconteúdo da proteína claudina-5 no córtex 

pré-frontal. Ademais, foi observado uma redução no número de células positivas para 

Lectina de tomate nessa mesma estrutura cerebral nos animais com hipercolesterolemia 

induzida por dieta. Esses dados referentes à lectina de tomate, contrastam com resultados 

observados em animais LDLr-/-, onde a HF elevou a quantidade de microvasos no cérebro 

(de Oliveira et al. 2020b). Aumento da quantidade de microvasos no cérebro, serve como 

um indicativo de um processo chamado angiogênese patológica onde as células que 

compõem a unidade neurovascular secretam fatores angiogênicos em demasia, alterando 

a permeabilidade da BHE e exacerbando o processo neuroinflamatório associado (Jeong 

et al. 2021).   

Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa apontaram que camundongos 

LDLr-/- apresentam uma neuroinflamação e quebra de BHE ainda mais intensa quando 

expostos à dieta hipercolesterolêmica, se comparados aos animais que foram expostos à 

dieta padrão e camundongos controles expostos à dieta rica em colesterol (de Oliveira et 

al. 2020b). Levando em consideração estas evidências prévias, nossa próxima pergunta 

foi: A reatividade microglial está influenciando na manutenção da integridade da BHE 

em animais hipercolesterolêmicos? Para responder esta questão, investigamos a presença 

da micróglia na região perivascular no cérebro de camundongos adultos C57BL/6 

selvagens e LDLr-/-. Nós observamos que os animais LDLr-/- apresentaram maior 

presença da micróglia na região perivascular no hipocampo, mas não no córtex pré-

frontal, em comparação aos animais C57BL/6 selvagens de mesma idade. A presença das 

micróglias na região perivascular se faz importante para a atuação da micróglia como 

primeira linha de defesa contra estressores externos (Dudvarski Stankovic et al. 2015). 

No entanto, em condições patológicas, o aumento de micróglias nesta região pode ser 
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prejudicial e elevar a disfunção da BHE (Zhao et al. 2018; Haruwaka et al. 2019). 

Haruwaka e colaboradores (2019), investigando os efeitos de uma inflamação sistêmica 

persistente e da micróglia perivascular na integridade da BHE em um modelo animal, 

demonstraram que a micróglia em um momento inicial se mostrou importante para a 

manutenção da integridade da BHE, elevando de maneira interessante a expressão 

microglial de claudina-5 e mantendo contato físico com o endotélio. Todavia, os autores 

também reportaram que à medida que a inflamação sistêmica se torna persistente e não 

resolvida, a micróglia associada aos microvasos se torna mais reativa, elevando sua 

atividade fagocítica e reduzindo a expressão de claudina-5 na região cortical (Haruwaka 

et al. 2019).  

Deste modo, a presença da micróglia na região perivascular exerce efeitos dúbios 

sobre a manutenção da BHE, em um processo que envolve a expressão da proteína 

claudina-5. Em nosso estudo, percebemos que ocorreu a diminuição do imunoconteúdo 

da proteína claudina-5 no córtex pré-frontal de animais LDLr-/- e de animais CF-1 com 

hipercolesterolemia induzida por dieta. Interessantemente, tais processos estiveram 

acompanhados por aumento da microgliose, mas não de alterações em sua reatividade e 

respectiva atividade fagocítica. Apesar de mais investigações serem necessárias, nós 

acreditamos que na hipercolesterolemia (principalmente na HF), o aumento da presença 

da micróglia na região perivascular contribui para a disfunção da BHE, também por 

intermédio da redução na expressão de proteínas associadas as junções oclusivas. Deste 

modo, mecanismos que visem reduzir a presença da micróglia reativa na região 

perivascular, se tornam uma estratégia em potencial para mitigar a disfunção da BHE 

associada a hipercolesterolemia.  

Ademais, a proteína alvo da rapamicina (mTOR) se mostra importante na 

regulação da reatividade microglial decorrente de estímulos inflamatórios (Dello Russo 
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et al. 2009; Cappoli et al. 2019; Keane et al. 2021). Em relação ao papel da mTOR na 

resposta microglial à inflamação, Dello Russo e colaboradores (2009) demonstraram que 

a mTOR se torna ativa quando estimulada com indutores inflamatórios. Por outro lado, a 

inibição da mTOR reduziu a proliferação microglial em um processo que favoreceu a 

resolução da resposta neuroinflamatória (Dello Russo et al. 2009). No que diz respeito ao 

envolvimento das doenças metabólicas na ativação da mTOR, evidências mostram que 

camundongos obesos apresentam aumento na expressão de pmTOR no cérebro (Dasuri 

et al. 2016). Além disso, inibição da mTOR foi associada à uma melhora na 

permeabilidade da BHE em camundongos LDLr-/- (Van Skike et al. 2018). Sabendo que 

a desregulação da sinalização da mTOR está associado com a ocorrência de desordens 

metabólicas, disfunção da BHE e neuropatologias (Van Skike et al. 2018; Mao and Zhang 

2018), resolvemos avaliar o imunoconteúdo da proteína mTOR no cérebro de 

camundongos LDLr-/-. Nossos dados demonstram que os animais LDLr-/- aos três meses 

de idade apresentaram aumento no imunoconteúdo da mTOR no córtex pré-frontal, o que 

foi reduzido pelo envelhecimento. Por outro lado, o envelhecimento elevou o 

imunoconteúdo de mTOR no hipocampo, demonstrando que os conteúdos da proteína 

mTOR variam de acordo com a região cerebral analisada e com a idade no modelo animal 

de HF.       

A quebra da integridade da BHE e a subsequente neuroinflamação caracterizada 

pela reatividade das células gliais, parecem ser eventos conectivos entre as desordens da 

homeostase do colesterol e a ocorrência de déficits cognitivos (Streit and Sparks 1997; 

Sparks et al. 2000; Ullrich et al. 2010; de Oliveira et al. 2014). Indivíduos com altos níveis 

de colesterol plasmático durante a meia-idade, apresentam um risco aumentado de 

apresentarem DA e prejuízos cognitivos em idades mais avançadas (Kivipelto et al. 2001; 

Kivipelto and Solomon 2006; Solomon et al. 2009). Além disso, um importante estudo 
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clínico realizado por Zambón e coautores (2010), mostrou que pacientes portadores da 

HF de meia-idade são particularmente mais suscetíveis a desenvolver CCL (Zambón et 

al. 2010). Evidências mais recentes relatam danos neuropsicológicos, incluindo perda de 

memória, em portadores de HF com idade entre 18 e 40 anos (Ariza et al. 2016).  Nesta 

tese, utilizamos testes comportamentais para estudar a relação da hipercolesterolemia 

adquirida e de origem genética com déficits cognitivos. De acordo com dados prévios do 

nosso e de outros grupos de pesquisa (Ramírez et al. 2011; Moreira et al. 2012a; Lopes et 

al. 2015; de Oliveira et al. 2020a), observamos que os camundongos LDLr-/- já aos três 

meses de idade apresentaram pior performance nos testes de realocação e reconhecimento 

do objeto, evidenciando um prejuízo na função hipocampal.   Além disso, notamos que 

os animais LDLr-/- apresentaram um padrão de hiper locomoção, evidenciado pelo 

aumento na distância percorrida no campo aberto. Nossos dados estão de acordo com 

estudos anteriores, nos quais a atividade hiper locomotora dos camundongos LDLr-/- pode 

ser visualizada já aos três meses de idade (Elder et al. 2008; Moreira et al. 2012a; de 

Oliveira et al. 2020b). Tal efeito persiste quando os animais envelhecem (Moreira et al. 

2012a).  

Efeitos similares na memória puderam ser observados em nosso modelo de 

hipercolesterolemia induzida por dieta, onde animais hipercolesterolêmicos tiveram baixa 

performance no teste de realocação do objeto, além de prejuízos na memória de 

habituação no campo aberto. Nossos dados estão de acordo com estudos anteriores do 

nosso grupo de pesquisa, os quais mostraram que camundongos alimentados por oito 

semanas com uma dieta rica em colesterol, tiveram déficit em memórias dependentes do 

hipocampo e comportamento do tipo-depressivo (Moreira et al. 2014; Rodrigues et al. 

2021).  No entanto, nenhuma alteração em padrões de locomoção foi observada em 
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animais com hipercolesterolemia induzida por dieta, demonstrando que o padrão de hiper 

locomoção é restrito aos camundongos LDLr-/-.       

Na sequência, com o intuito de melhor investigar o envolvimento da 

neuroinflamação e da reatividade microglial nos déficits cognitivos relacionados às 

alterações na homeostase do colesterol, tratamos tanto animais LDLr-/- quanto CF-1 

hipercolesterolêmicos durante quatro semanas com a minociclina. A minociclina é um 

fármaco pertencente à classe das tetraciclinas, com importantes propriedades anti-

inflamatórias e neuroprotetoras já descritas na literatura (Du et al. 2001; Jackson-Lewis 

et al. 2002; Choi et al. 2007; Ferretti et al. 2012; Garcez et al. 2017). O principal efeito 

biológico associado a este composto no SNC parece ser a redução da reatividade 

microglial (Du et al. 2001; Scholz et al. 2015). A escolha da dose e período de tratamento, 

50 mg/kg e quatro semanas, foi baseado em estudos prévios onde foi demonstrado que 

esta estratégia de tratamento exerce importantes efeitos terapêuticos e anti-inflamatórios 

em modelos animais de doenças neurodegenerativas (Ferretti et al. 2012; Garcez et al. 

2017). Nossos resultados demonstraram que a modulação farmacológica das micróglias 

exerceu efeito benéfico sobre a cognição em tarefas comportamentais dependentes do 

hipocampo, tanto em camundongos LDLr-/- quanto em camundongos CF-1 

hipercolesterolêmicos. Nossos dados corroboram com evidências experimentais 

provenientes de estudos com animais modelo de doenças metabólicas e de amiloidose. A 

modulação farmacológica da atividade microglial aliviou a neuroinflamação e preveniu 

o declínio cognitivo em animais diabéticos (Jackson et al. 2020). Efeito semelhante pode 

ser observado em modelos animais de amiloidose, onde o tratamento com a minociclina 

melhorou a memória dependente do hipocampo, reduziu marcadores inflamatórios e o 

processamento da APP (Ferretti et al. 2012; Garcez et al. 2017). De particular interesse, 

camundongos com obesidade induzida por dieta ao receberem a minociclina, 
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apresentaram redução da reatividade microglial, evidenciado pela diminuição da 

imunorreatividade para CD68 nas células microgliais, e melhora na memória dependente 

do hipocampo (Cope et al. 2018).  

No que diz respeito aos camundongos LDLr-/-, a escolha de realizar a intervenção 

farmacológica com a minociclina aos 6 meses de idade, foi com o intuito de tentar 

verificar melhora nos parâmetros de reatividade microglial visualizados no cérebro desses 

animais ao longo do envelhecimento. No córtex pré-frontal, o tratamento de 

camundongos modelo de HF, reduziu a imunorreatividade para IBA-1 sem alterar a 

morfologia, a complexidade ou a atividade fagocítica dessas células. Já no hipocampo, o 

tratamento com a minociclina não reduziu a densidade microglial, mas causou alterações 

morfológicas pontuais, as quais variaram de acordo com o genótipo do animal e a região 

hipocampal analisada. A exemplo da densidade microglial, a intervenção farmacológica 

com a minociclina também não alterou a sua atividade fagocítica no hipocampo. Efeito 

similar foi encontrado no hipocampo de animais com hipercolesterolemia induzida, onde 

a minociclina não alterou os parâmetros de reatividade microglial avaliados. Tomados em 

conjunto, nossos dados mostram que a minociclina não alterou de forma significativa a 

reatividade microglial em animais hipercolesterolêmicos. Nesta mesma linha de 

evidência, a minociclina exerceu efeitos heterogêneos sobre a reatividade microglial em 

um modelo animal de lesão cerebral (Hanlon et al. 2017), e não se mostrou eficiente em 

alterar a morfologia microglial e sua reatividade no contexto de isquemia e reperfusão 

(Ahmed et al. 2017). Efeito similar foi relatado em um modelo animal de hemorragia 

cerebral, onde a minociclina não alterou a morfologia microglial na região do tálamo e 

hipotálamo (Blecharz-Lang et al. 2022).   

De particular interesse, nossos dados apontaram importantes ações da minociclina 

sobre o imunoconteúdo de proteína associada a integridade da BHE e na presença da 
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micróglia na região perivascular. Especificamente, o tratamento com a minociclina 

elevou o imunoconteúdo da proteína claudina-5 tanto no córtex pré-frontal quanto no 

hipocampo de camundongos com hipercolesterolemia induzida por dieta. Tendo em vista 

o papel da micróglia na regulação e elevação dos níveis das proteínas de junção oclusiva 

na BHE (Yang et al. 2015b; Yan et al. 2015; Godinho-Pereira et al. 2022; Lu et al. 2022), 

nós investigamos os efeitos da minociclina sobre a presença da micróglia na região 

perivascular em animais LDLr-/-. Nossos resultados mostram que a minociclina reduziu 

significativamente a quantidade de micróglias na região perivascular, tanto no córtex pré-

frontal quanto no hipocampo dos camundongos LDLr-/-. Em um modelo animal de 

isquemia e reperfusão, o tratamento com a minociclina reduziu a presença de micróglias 

reativas na região perivascular, auxiliando no remodelamento neurovascular após o 

evento isquêmico (Yang et al. 2015a). Sabendo que animais LDLr-/- apresentam 

disfunção da BHE já aos três meses de idade, e que isso pode provocar uma maior 

migração da micróglia para a região perivascular (Haruwaka et al. 2019; Kang et al. 

2020), podemos propor que a redução da micróglia perivascular pela minociclina ajude 

na manutenção da integridade da BHE nesse modelo animal e consequentemente melhore 

a cognição dos animais. No entanto, novos estudos se fazem necessários para melhor 

investigar essa questão.  

Apesar do efeito da minociclina ser mais estudado em micróglias, estudos 

mostram que este fármaco também exerce efeitos sobre a reatividade astrocitária, 

evidenciando que a ação da minociclina no SNC não fica restrita à micróglia (Cai et al. 

2010; Stokes et al. 2017). Tal efeito foi percebido em nosso segundo estudo, onde a 

minociclina modulou a imunorreatividade astrocitária em camundongos 

hipercolesterolêmicos.  
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Células gliais reativas podem liberar uma série de fatores pró-inflamatórios e 

neurotóxicos, o que intensifica a cascata de neuroinflamação (Chen et al. 2016a). Dentre 

esses eventos, está a cascata de sinalização inflamatória desencadeada pelo RAGE. Um 

importante estudo demonstrou previamente que a exacerbação da sinalização inflamatória 

mediada por RAGE nas micróglias afeta as funções neuronais prejudicando a cognição 

em animais modelo para a DA (Fang et al. 2010). A hipercolesterolemia elevou a 

expressão de RAGE no cérebro em camundongos modelo para DA alimentados com dieta 

rica em colesterol (Zhou et al. 2021). Nossos dados demonstraram que na ausência de 

patologias a hipercolesterolemia não alterou o imunoconteúdo de RAGE em regiões 

cerebrais importantes para a cognição dos camundongos. Por outro lado, o tratamento 

com a minociclina reduziu o imunoconteúdo da proteína RAGE no córtex pré-frontal, o 

que pode ter levado à diminuição da resposta inflamatória por ele mediada. Apesar de 

mais estudos serem necessários, nossos resultados mostram que a cascata inflamatória 

desencadeada pelo RAGE pode ser modulada pela minociclina.  

Conclusão e Perspectivas 

 Nesta tese observamos experimentalmente que alterações na densidade e 

morfologia, mas não a sua respectiva atividade fagocítica, estão envolvidas nos danos 

cognitivos associados à hipercolesterolemia, principalmente na HF. Ademais, 

percebemos que alterações no imunoconteúdo de proteínas sinápticas, de claudina-5 e na 

presença da micróglia na região perivascular, acompanharam os efeitos negativos na 

cognição relacionados aos altos níveis de colesterol e disfunção do receptor de LDL 

(Figura 4). Por fim, notamos que o tratamento com a minociclina melhorou o desempenho 

cognitivo dos animais hipercolesterolêmicos, independentemente de sua etiologia. 

Mecanismos como a redução na presença da micróglia na região perivascular, redução da 
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microgliose e da astrogliose e aumento do imunoconteúdo de claudina-5, acompanharam 

a melhora na cognição observado nos animais hipercolesterolêmicos tratados com a 

minociclina. No entanto, mais dados são necessários para melhor entender os mecanismos 

relacionados ao impacto das alterações na homeostase do colesterol no cérebro. Portanto, 

temos como perspectivas futuras:    

● Analisar se a morfologia e a atividade fagocítica da micróglia localizada na região 

perivascular, muda em resposta a ausência dos LDLr e aos altos níveis de 

colesterol;  

● Investigar a influência da reatividade microglial sobre a reatividade astrocitária, 

sua presença na região perivascular e suas respectivas relações com a disfunção 

da BHE observada em animais LDLr-/-; 

● Estudar os efeitos do dimorfismo sexual nos prejuízos cognitivos e mecanismos 

associados, em um modelo animal de hipercolesterolemia induzida por dieta; 

● Verificar se o soro de animais hipercolesterolêmicos gera alterações na 

complexidade, na atividade fagocítica e no metabolismo de células da linhagem 

BV2 e se isso sofre variação de acordo com a etiologia da hipercolesterolemia; 

● Pesquisar se as alterações descritas no item anterior, afetam a reatividade e o 

metabolismo astrocitário através do tratamento de células da linhagem C6 com o 

meio condicionado da BV2, expostas ao soro hipercolesterolêmico.   
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Figura 4. Representação esquemática contendo os principais resultados dos estudos 
que compõem esta tese. (A) Animais hipercolesterolêmicos apresentaram aumento da 
microgliose, da presença da micróglia na região perivascular, alterações na morfologia 
microglial e em marcadores sinápticos e de junções oclusivas (claudina-5). Tais 
alterações parecem ser mais significantes em animais modelo para a hipercolesterolemia 
familiar (camundongos nocautes para o receptor da lipoproteína de baixa densidade - 
LDLr-/-), e acarretaram piora no desempenho cognitivo dos animais 
hipercolesterolêmicos (independente da etiologia). (B) A modulação da reatividade 
microglial com a minociclina, por outro lado, esteve associada à redução na microgliose, 
na astrogliose e na diminuição da presença da micróglia na região perivascular. O 
tratamento com a minociclina ainda elevou o imunoconteúdo de claudina-5 e melhorou o 
desempenho cognitivo nos animais hipercolesterolêmicos, independentemente de sua 
etiologia. Por fim, nenhum efeito da hipercolesterolemia ou do tratamento com a 
minociclina, fora observado em relação à atividade fagocítica microglial.             
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Anexos 

Anexo I: Cartas de aprovação dos estudos no comitê de ética no uso de animais 
(CEUA). 
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