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RESUMO

Nos ultimos anos, evidéncias epidemioldgicas, clinicas e experimentais
indicam a associagdo entre a hipercolesterolemia e prejuizos cognitivos,
como a deméncia associada a Doenca de Alzheimer. Por outro lado,
sabe-se que h& uma importante participacéo da disfuncdo mitocondrial e
estresse oxidativo na patogénese das doengas neurodegenerativas e da
hipercolesterolemia. Neste contexto, nosso objetivo foi primeiramente
avaliar a funcdo cognitiva de camundongos deﬂmentes para o receptor
da lipoproteina de baixa densidade (LDLr"), um modelo de
hipercolesterolemia; e sua relagdo com a fungdo mitocondrial e
antioxidante. Para este fim, camundongos controle C57BI/6 e LDLr"
foram expostos a uma dieta padrdo ou hipercolesterolémica durante 30
dias e entdo submetldos ao teste de localizacdo de objeto. Os
camundongos LDLr" apresentaram prejuizo de aprendizado e meméria
espacial mdependentemente da dieta adotada. Além disso, o0s
camundongos LDLr” expostos a dieta hipercolesterolémica
apresentaram uma significativa diminuicdo na atividade dos complexos
mitocondriais | e Il no cdrtex cerebral, a qual foi negativamente
correlacionada com os respectivos niveis de colesterol plasmatico. Este
evento foi acompanhado pela diminuigdo nos niveis de glutationa
(GSH), aumento na lipoperoxidacdo e desequilibrio na atividade das
enzimas integrantes do sistema antioxidante dependente da GSH,
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) no cortex
cerebral. Estes resultados indicam uma significativa relacdo entre a
hipercolesterolemia, prejuizo cognitivo, e disfuncdo
mitocondrial/estresse oxidativo no cértex cerebral. Considerando que o
composto (PhSe), vem demonstrando importante papel protetor para
doencas cardiovasculares associadas a hipercolesterolemia, analisamos o
seu possivel efeito neuroprotetor frente ao estresse oxidativo |ndu2|do
pela hipercolesterolemia no cortex cerebral de camundongos LDLr"
expostos a dieta hipercolesterolémica. Nossos resultados demonstraram
gue o tratamento oral com (PhSe), (1 mg/kg) durante 30 dias aumentou
significativamente os niveis de GSH e diminuiu a lipoperoxidagdo no
cortex cerebral dos animais hipercolesterolémicos. Este efeito
antioxidante possivelmente esté relacionado a sua atividade mimética da
GPx. Tomados em conjunto, os resultados apontam este modelo animal
de hipercolesterolemia como uma abordagem 0til para compreender 0s
eventos moleculares envolvidos na patogénese de doencgas
neurodegenerativas, bem como o papel neuroprotetor do (PhSe),.
Palavras-chave: deméncia, camundongos LDLr", hipercolesterolemia,
prejuizo cognitivo, disfungdo mitocondrial, estresse oxidativo, (PhSe)s,.






ABSTRACT

In recent years, epidemiological, clinical and experimental evidence
have indicated an association between hypercholesterolemia and
cognitive impairment, as well as development of dementia such as
Alzheimer’s disease. On the other hand, it is known that there is an
important involvement of mitochondrial dysfunction and oxidative
stress in the pathogenesis of neurodegenerative diseases and
hypercholesterolemia. In this context, our objective was to evaluate the
cognitive performance in the low density lipoprotein receptor (LDLY)-
deficient mice, a model of hypercholesterolemia; and its relationship
with mitochondrial and antioxidant functions. Initially, wild type
C57BI/6 or LDLr"" mice were fed with either standard or cholesterol-
enriched diet for a 4-week period and tested for spatial learning and
memory in the object location task. LDLr" mice displayed spatial
learning and memory impairments regardless of diet. Moreover, LDLr"
mice fed cholesterol-enriched diet presented a significant decrease in the
mitochondrial complexes | and Il activities in the cerebral cortex, which
were negatively correlated with respective blood cholesterol levels. This
event was accompanied by decreased in the glutathione (GSH) levels,
lipoperoxidation and an imbalance between the peroxide-removing—
related enzymes glutathione peroxidase (GPx)/glutathione reductase
(GR) activities in the cerebral cortex. These findings indicate a
significant relationship between hypercholesterolemia, cognitive
impairment, and cortico-cerebral mitochondrial dysfunctional/ oxidative
stress. Moreover, considering that the organoselenium compound
(PhSe), has shown important protective role in cardiovascular disease
associated with hypercholesterolemia, we evaluated the potential
neuroprotective effect against hypercholesterolemia-induces oxidative
stress in the cerebral cortex of LDLr” mice fed with cholesterol-
enriched diet. Our results demonstrated that the oral treatment with
(PhSe), 1 mg/kg during 30 days significantly increased the GSH levels
and decreased the lipoperoxidation in the cerebral cortex of
hypercholesterolemic mice. Taken together, the results suggest this
mouse model of hypercholesterolemia a useful approach to comprehend
the molecular events mediating neurodegenerative  diseases
pathogenesis. In addition, our results suggested the neuroprotective role
of (PhSe),.

Key words: dementia, LDLr" mice, hypercholesterolemia, cognitive
impairment, mitochondrial dysfunction, oxidative stress, (PhSe)s,.
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1 INTRODUCAO
1.1 HIPERCOLESTEROLEMIA

O colesterol ¢ um constituinte lipidico importante de todas as
membranas celulares e bainhas de mielina, desempenhando papel
crucial para integridade sinaptica e funcdo neuronal (Simons e lkonen,
2000; Pfrieger, 2003). O colesterol também funciona como o substrato
para sintese de acidos biliares no figado, e como o precursor de
hormoénios esteréides em tecidos enddcrinos (Liscum e Underwood,
1995). Entretanto, apesar do seu papel em processos bioquimicos
essenciais e no suporte estrutural de membranas, fortes evidéncias
clinicas e experimentais suportam a estreita ligacdo entre niveis
plasmaticos elevados de colesterol e o desenvolvimento e progressdo de
lesGes ateroscleroticas (Brown e Goldstein, 1986; Stokes et al., 1987).

A hipercolesterolemia, particularmente os niveis elevados de
colesterol presente na lipoproteina de baixa densidade (LDL), é um fator
de risco bem estabelecido para incidéncia de aterosclerose e suas
complicacdes patoldgicas (Ross e Harker, 1976; Libby, 2002). A
associacdo entre a hipercolesterolemia e a aterosclerose foi estabelecida,
em parte, com base em estudos sobre a hipercolesterolemia familiar,
uma doenga autossémica dominante, que tém como caracteristica
principal mutagdes no gene do receptor de LDL. No ano de 1985, os
pesquisadores americanos Michael Brown e Joseph Goldstein
conquistaram o prémio Nobel de Medicina por caracterizarem o receptor
de LDL e atribuirem a deficiéncia no gene deste receptor a causa da
hipercolesterolemia  familiar. Heterozigotos para esta doenca
manifestam uma elevacdo de duas a cinco vezes nos niveis plasmaticos
de LDL-colesterol, em funcéo de um prejuizo funcional do receptor de
LDL, resultando em uma deficiéncia na depuracdo sanguinea desta
lipoproteina. Individuos homozigotos apresentam um aumento de quatro
a seis vezes no colesterol plasmatico e desenvolvem aterosclerose
precocemente (Gotto e Grundy, 1999; Steinberg, 2002) (Figura 1).

Diferentes espécies animais tém sido utilizadas como modelos de
hipercolesterolemia e aterosclerose, entre elas destacam-se coelhos e
camundongos. A primeira evidéncia de aterosclerose experimental foi
descrita em 1908 por Ignatowski, através da observacdo de lesbes
ateroscleréticas em coelhos alimentados com uma dieta rica em proteina
animal. Apesar de ndo desenvolverem aterosclerose espontaneamente,
os coelhos sdo ainda bastante utilizados como modelos de
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hipercolesterolemia, por serem altamente responsivos a ingestdo de
colesterol e desenvolverem lesdes em curto prazo. Porém, nesta espécie,
0s niveis plasmaticos de colesterol sdo muito elevados e as lesdes
formadas apresentam contetdo lipidico e inflamatério muito superior as
lesbes observadas em humanos (Jawien et al., 2004).

Por sua vez, 0s camundongos tornaram-se uma espécie
extensamente empregada nas investigaces biomédicas, e sua utilizagéo
para o estudo do processo aterosclerético apresenta inimeras vantagens
em relagdo aos demais modelos animais (Daugherty, 2002). No entanto,
ndo ha conhecimento de que camundongos do tipo selvagem
desenvolvam aterosclerose de maneira espontanea. Além disso, muitas
linhagens destes animais respondem fracamente & dieta rica em
colesterol e desenvolvem apenas estrias gordurosas no arco adrtico
(Paigen et al., 1990). Neste contexto, destaca-se 0 surgimento de
camundongos geneticamente modificados, 0s quais solucionaram
muitos problemas relacionados ao estudo experimental da aterosclerose
(Ohashi et al., 2004). Os camundongos com delecdo génica de
apolipoproteina E (apoE™) ou do receptor de LDL (LDLr") sdo
amplamente empregados na atualidade, e ambos fornecem uma
ferramenta pratica para o estudo da hipercolesterolemia e suas
consequéncias.

Os camundongos LDLr"", desenvolvidos em 1993 por Ishibashi e
colaboradores, s&o um modelo de hipercolesterolemia familiar humana.
Estes animais apresentam hipercolesterolemia, caracterizada por niveis
moderados de LDL-colesterol, mesmo quando submetidos a uma dieta
padrdo, podendo desenvolver lesdes ateroscleréticas a longo prazo.
Ademais, sdo muito susceptiveis a modificacfes dietéticas quando
alimentados com dieta rica em colesterol, tornando-se severamente
hipercolesterolémicos, com o desenvolvimento de intensa aterosclerose
adrtica e xantomas subcutaneos (Ishibashi et al., 1993; Kowala et al.,
2000; Daugherty, 2002). Algumas caracteristicas deste modelo animal
podem trazer vantagens para sua utilizagdo, tais como: (1) a semelhanca
a condicdo humana de hipercolesterolemia familiar, causada por
mutacdes no gene para o receptor de LDL; (2) o perfil de lipoproteinas
plasmaticas, que se assemelha ao de humanos, estando a maior parte do
colesterol confinado na fragdo LDL; e (3) o grau de dislipidemia
intermediario, desenvolvendo lesGes menos avancadas do que 0s
camundongos apoE”" (Zadelaar et al., 2007).
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Figura 1. Modelo esquematico do mecanismo pelo qual os receptores de
lipoproteina de baixa densidade (LDL) no figado controlam a produgéo e o
catabolismo de LDL plasmatica. (A) em individuos normais, (B) em
individuos com hipercolesterolemia familiar, e (C) em individuos consumindo
uma dieta rica em gorduras saturadas e colesterol. VLDL, lipoproteina de muito
baixa densidade; IDL, lipoproteina de densidade intermediaria; LP lipase, lipase
lipoprotéica; FFA; acidos graxos livres (Adaptado de Brown e Goldstein, 1986)

1.1.1 Hipercolesterolemia e Doencas Neurodegenerativas

Evidéncias epidemiol6gicas e neuroguimicas suportam a
associacdo entre alteracbes no metabolismo do colesterol e o
aparecimento de prejuizos cognitivos, bem como de deméncia (Panza et
al., 2006). Todavia, os mecanismos moleculares pelos quais os niveis de
colesterol contribuem para patofisiologia de doencas neurodegenerativas
ainda ndo estdo totalmente elucidados (Wolozin, 2004; Panza et al.,
2006; Duron e Hanon, 2008).

A deméncia é um dos distlrbios neuroldgicos com maior
relevancia em idosos e um dos principais problemas de salde publica.
Nas Gltimas décadas a expectativa de vida estd aumentando. Em
decorréncia deste envelhecimento populacional estima-se que a
prevaléncia global de deméncia quadruplique de 24,3 milhGes em 2001
para 81,1 milhdes de individuos afetados em 2040 (Ferri et al., 2005).
Nos paises ocidentais, as formas mais comuns de deméncia sdo a
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Doenca de Alzheimer (DA) e a Deméncia Vascular (Vad), com
respectivas frequéncias de 70% e 15% entre todas as deméncias
(Whitehouse et al., 1997).

Estudos epidemioldgicos longitudinais com pacientes idosos
indicam que individuos hipercolesterolémicos durante a idade adulta séo
mais susceptiveis a desenvolver DA e Vad em idades avancadas
(Kivipelto et al., 2001, 2002, 2005), e que quando recebem tratamento
para doencas cardiovasculares como terapias que reduzem os niveis de
colesterol (por exemplo as estatinas), apresentam uma menor
prevaléncia de deméncia e diminuicdo da deterioracdo cognitiva (Sparks
et al., 2005). Todavia, a relacdo entre hipercolesterolemia e funcbes
cognitivas é mais complexa que uma simples relacéo linear.

Muitos dos fatores de risco vasculares cléssicos, incluindo
hipertensdo, diabetes mellitus, e em particular a hipercolesterolemia,
também sdo considerados fatores de risco para doengas
neurodegenerativas, principalmente a DA (Casserly eTopol, 2004;
Shobab et al., 2005; Beach et al., 2007). O grau de comprometimento
destes fatores para o desenvolvimento das doengas neurodegenerativas
ainda pode ser influenciado por fatores genéticos, como a presenca do
alelo €4 da ApoE, que tem um papel bem estabelecido na doenca arterial
coronariana e no desenvolvimento de aterosclerose, mas também ¢
fortemente associado com a DA (Davignon et al., 1988; Eichner et al.,
2002).

A descoberta da disfuncdo neurovascular como parte integrante
da DA, levou a um maior interesse ao que se tornou conhecido como
“hipdtese vascular” das doengas neurodegenerativas (Kolovou et al.,
2002; Luthra et al., 2002). A existéncia de um componente vascular que
reduz a perfusdo cerebral tem sido proposta como um possivel
mecanismo envolvido na patofisiologia da DA (Humpel, 2011). Estudos
epidemiolégicos evidenciaram que ha um aumento no risco de
desenvolvimento de DA em individuos com aterosclerose grave
(Hofman et al., 1997). Além disso, estudos demonstraram a relagdo
entre doenca arterial coronariana e a severidade de neuropatologias
(Beeri et al., 2006). Esse envolvimento da aterosclerose poderia ser
explicado pela ocorréncia de doencas cerebrovasculares, como o
acidente vascular cerebral, doenca de pequenos vasos cerebrais, ou
ainda ser resultante da hipoperfusdo cerebral, situacfes estas
relacionadas com o comprometimento da barreira hematoencefalica
(BHE) (de la Torre, 2002, 2004). Sabe-se que a disfuncdo de células
endoteliais que compfem a BHE também tem sido correlacionada com a
severidade da DA (Dede et al., 2007).
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Corroborando com estas evidéncias clinicas e epidemioldgicas,
estudos experimentais em animais utilizando primeiramente coelhos e
em seguida camundongos transgénicos modelos de DA alimentados com
uma dieta rica em colesterol, demonstraram que a hipercolesterolemia
intensifica a patogénese da DA (Sparks et al., 1994; Refolo et al., 2000).
De fato, Ullrich e colaboradores (2010) demonstraram que ratos
hipercolesterolémicos apresentam prejuizo de memdria e desenvolvem
uma patologia com caracteristicas semelhantes as encontradas na DA.
Recentemente, Ramirez e colaboradores (2011) utilizando camundongos
ApoBlOO/LDLr'/' sugeriram a utilizacdo da hipercolesterolemia como
um biomarcador chave para 0 monitoramento de prejuizo cognitivo leve,
e propuseram o uso destes camundongos transgénicos como um modelo
de declinio cognitivo.

1.2 MITOCONDRIA

A mitocondria é a mais complexa e dinAmica organela celular,
indispensavel para muitos processos biossintéticos e responsavel pela
maior producdo liquida de energia (DiMauro e Schon, 2003; Spees et
al., 2006). Esta organela tem uma estrutura basicamente membranosa,
sendo seu envoltério formado por duas membranas, a membrana externa
e a membrana interna. A membrana externa € mais permeavel que a
membrana interna, e entre ambas é determinado um espago denominado
intermembranoso onde ocorrem reacfes essenciais ao metabolismo
celular. A membrana interna é formada por pregas que se expandem no
espaco intramitocondrial (matriz mitocondrial) denominadas cristas
mitocondriais (Lehninger et al., 2004; Rousset et al., 2004).

A producdo energética mitocondrial é resultante de dois
processos metabdlicos estreitamente coordenados, o ciclo de Krebs e a
cadeia transportadora de elétrons ou cadeia respiratoria (CR). O ciclo de
Krebs tem como fungdo principal produzir as coenzimas NADH e
FADH, para que sejam inseridas na CR; todas as enzimas envolvidas
neste ciclo oxidativo se encontram localizadas na matriz mitocondrial
(Di Donato, 2000). A mitocéndria produz mais de 90% da energia
celular via fosforilagdo oxidativa (Chance et al., 1979); e essa producao
bioenergética assume importancia maxima no sistema nervoso central
(SNC), devido a limitada capacidade glicolitica das células neuronais e
sua alta dependéncia da fosforilacdo oxidativa (Moreira et al., 2010).

A fosforilagdo oxidativa é um processo que requer a acgdo
orquestrada de cinco complexos enzimaticos distribuidos de forma
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especial ha membrana mitocondrial interna, os quais constituem a CR
(Figura 2) (Alberts et al.,, 2002). Cada um destes complexos ¢é
constituido de varias subunidades protéicas que se encontram associados
com uma variedade de grupamentos prostéticos com potencial de oxi-
reducdo sucessivamente maiores (Lehninger et al., 2004). Durante este
processo, NADH e/ou FADH, sdo oxidados provocando a transferéncia
de seus elétrons para o complexo | (NADH desidrogenase) ou complexo
Il (Succinato desidrogenase), e entdo para o complexo Il (Citocromo ¢
redutase) via coenzima Q (CoQ). O complexo Il1 transfere os elétrons da
CoQ para o carreador mével de elétrons, o citocromo c. O complexo IV
(Citocromo c oxidase) é o complexo terminal da cadeia transportadora
de elétrons, transferindo os elétrons a partir do ferrocitocromo ¢ para o
oxigénio molecular, o aceptor final de elétrons que através da adi¢do de
quatro elétrons é reduzido a H,O (Barrientos et al., 2002; de Moura et
al., 2010).

Concomitante com a transferéncia de elétrons entre os complexos
I, Il e IV ocorre a translocacdo de protons através da membrana
mitocondrial interna e a sintese endergdnica de ATP, empregando como
forca motriz a energia armazenada como gradiente eletroquimico de
prétons (Babcock e Wikstrom, 1992). Este gradiente determina uma
polarizacdo da membrana mitocondrial interna (potencial de membrana
mitocondrial); que pode ser revertida pelo fluxo desses prétons através
do complexo V (Fi-Fo ATP sintase) (Figura 2). O fluxo de prétons leva
a condensacdo do ADP e de fosfato inorganico em ATP, que; por sua
vez, é a moeda molecular de transferéncia de energia em uma célula
(Saraste, 1990; Wallace, 1999).
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Figura 2. Cadeia respiratéria (CR) mitocondrial. . Esquema da CR
incorporada na membrana interna da mitocondria. E composto por cinco
complexos: complexo I, NADH desidrogenase; complexo IlI, Succinato
desidrogenase; complexo Il1, Citocromo c redutase, complexo 1V, Citocromo c
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oxidase; e complexo V, F;-Fy ATP sintase. ANT é o transportador de
nucleotideos adenina (Adaptado de Pieczenik e Neustadt, 2007)

Na maioria dos tipos celulares, as mitocéndrias representam as
principais fontes de espécies reativas de oxigénio (ERO), mesmo na
presenca de mecanismos de defesa antioxidantes; a Figura 3 ilustra as
principais fontes celulares de ERO. Os ERO séo continuamente gerados
pela CR, isto porque uma consequéncia da fosforilacdo oxidativa é a
geracdo de elétrons desemparelhados, principalmente no complexo | e
em menor grau no complexo Ill. A interacdo destes elétrons com
oxigénio molecular resulta na formacdo do anion superdéxido (O;”),
ERO altamente reativa que é rapidamente interconvertida em outras
espécies radicais e mediador de reacBes oxidativas em cadeia.
Dismutacédo de O,” produz peréxido de hidrogénio (H,0), o qual pode
ser completamente reduzido a H,O ou parcialmente reduzido ao radical
hidroxil (OH"), um dos mais fortes oxidantes da natureza (Turrens,
2003; Duchen, 2004).

I Xantina oxidase
oxidase

NOS desacoplada

2

Figura 3. Principais fontes celulares de geragdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO). eNOS, Oxido nitrico sintase endotelial; O,”, anion
superoxido; H,O,, perdxido de hidrogénio (Adaptado de Ray e Shah, 2005)

1.2.1. Mitocondria e Doengas Neurodegenerativas

A cognigdo humana depende, entre outras coisas, da habilidade
do SNC em sustentar altas taxas de producdo energética continuamente
ao longo da vida mantendo um ambiente interno eletroquimico saudavel
(Dikalov, 2011). Por outro lado, a disfuncdo mitocondrial e altas
concentracbes de ERO tém papel importante na patogénese das mais
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comuns doencgas neurodegenerativas, incluindo a DA e as doencas
cerebrovasculares (de Moura et al., 2010). Durante o desenvolvimento e
progressdo destas doencas neurodegenerativas, devido a hipoperfusdo
vascular cerebral, as mitocondrias sdo danificadas tornando-se incapazes
de manter a demanda energética da célula (Hirai et al., 2001), o que
resulta em aumento na producdo de ERO, interrupgdo da fosforilagéo
oxidativa; e por fim diminui¢do dos niveis de ATP, necessarios para
homeostase energética normal (Schulz et al., 1997). Estes processos
estdo intimamente associados com morte e degeneracdo neuronal;
danos, os quais podem levar a graves distrbios neurolégicos tais como
prejuizo cognitivo e desenvolvimento de deméncia (Aliev et al., 2004).

A correlagdo positiva entre as doengas neurodegenerativas e as
doencas cardiovasculares identifica a hipoperfusdo vascular cerebral
como fator desencadeador das doencas neurodegenerativas (de la Torre,
2008). Estudos experimentais em animais e culturas de células
demonstram que as lesfes vasculares induzidas pelo baixo fluxo
sanguineo cerebral causam maior geracdo de ERO mitocondrial,
resultando em dano oxidativo e morte as células neuronais. Além disso,
ha crescentes evidéncias que a disfungdo mitocondrial e a redugdo da
atividade de algumas enzimas chaves mitocondriais, como os complexos
respiratorios estdo correlacionados com perda neuronal em individuos
com doencas neurodegenerativas (Aliyev et al., 2005; Aliev 2009).

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO E DEFESAS ANTIOXIDANTES

ERO séo geradas tanto em resposta a condi¢des fisiol6gicas como
patologicas (Morgan et al., 2007). O estado redox das células é uma
consequéncia de um critico balanco entre a producdo de ERO e as
defesas antioxidantes (Emerit et al., 2004; Halliwell, 2006). A elevacédo
na formagdo de ERO e/ou o prejuizo dos sistemas de defesas
antioxidantes, resulta em estresse oxidativo potencialmente citotoxico
(Sies, 1997; Droge, 2002; Turrens, 2003). Sob esta condi¢do pro-
oxidante, radicais altamente reativos danificam indiscriminadamente
proteinas (Stadtman e Levine, 2000), lipidios (Rubbo et al., 1994),
polissacarideos (Kaur e Halliwell, 1994) e DNA (Richter et al., 1988;
LeDoux et al., 1999), levando a morte celular.

A reacdo da ERO com os acidos graxos poliinsaturados, presentes
nas membranas celulares e nas lipoproteinas, inicia um processo em
cadeia conhecido como peroxidagdo lipidica ou lipoperoxidacdo. As
alteragdes nas membranas celulares devido a lipoperoxidacdo levam a
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transtornos da permeabilidade, alterando o fluxo idnico e o fluxo de
outras substancias, o que resulta na perda da seletividade para entrada
e/ou saida de nutrientes e substancias toxicas a célula, alteragdes do
DNA, oxidacdo da LDL e comprometimento dos componentes da matriz
extracelular (Barber e Harris, 1994). Os produtos gerados durante as
fases do processo de lipoperoxidagdo também chamados de substancias
reativas ao 4acido tiobarbitirico (TBARS) podem ser avaliados e
utilizados como um indicador do estresse oxidativo celular (Niki, 2009).

A producgdo excessiva de ERO superando os mecanismos de
defesas antioxidantes tem sido implicada no desenvolvimento de
aterosclerose e doencas cardiovasculares (Harrison et al., 2003). Um
excesso de ERO em muitos sistemas celulares, incluindo as células das
paredes vasculares e células da circulagdo sanguinea, é descrito em
individuos com aterosclerose avancada (Forstermann, 2010). Neste
sentido, 0 aumento do estresse oxidativo esta associado com a presenga
dos fatores de risco cardiovasculares que estdo envolvidos na formacéo
das placas ateroscleréticas (Mansego et al., 2011). Portanto, o estresse
oxidativo é um elo entre os fatores de risco cardiovasculares e as
doencgas vasculares. Nesse sentido, um grande nimero de evidéncias
clinicas e experimentais prop8e a associacdo entre o principal fator de
risco cardiovascular: a hipercolesterolemia, e 0 estresse oxidativo (Csont
et al., 2007; Hulsmans e Holvoet, 2010; Drummond et al., 2011).

O SNC é especialmente susceptivel ao estresse oxidativo, esta
susceptibilidade é devido ao grande conteldo lipidico altamente
peroxidavel das bainhas de mielina e a alta taxa de metabolismo
oxidativo cerebral (Halliwell, 1992, 2001, 2006). Neste contexto, o
estresse oxidativo tem sido implicado em muitos mecanismos de
neurotoxicidade, desempenhando papel importante em diferentes
patologias neurodegenerativas. Elevados niveis de dano oxidativo ao
DNA séo encontrados em tecidos de pacientes com prejuizos cognitivos
(Mao e Reddy, 2011), bem como tecidos post-mortem apresentam
niveis aumentados de estresse oxidativo celular e perda sinaptica em
determinadas  regides  cerebrais  relacionadas com  doencas
neurodegenerativas (Hensley et al., 1995; Halliwell, 2006).

Em condicdes fisiolégicas os niveis basais de ERO gerados sdo
rapidamente eliminados por sistemas antioxidantes: superdxido
dismutase (SODs), catalase, glutationa peroxidases (GPxs), glutationa
redutase (GR), glutationa (GSH), vitamina E e C, tiol peroxidases entre
outros (Dirnagl et al., 2003; Rhee et al., 2005). A GSH desempenha
papel fundamental na prote¢do celular contra o estresse oxidativo,
principalmente no SNC, exercendo suas fungdes através de mecanismos
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diversos (Figura 4 apresenta as principais funcGes da GSH). Esta
molécula efetivamente sequestra ERO, antes que estes iniciem as
reacBes. Além disso, o sistema antioxidante dependente da GSH é o
principal sistema antioxidante endégeno, desempenhando assim, papel
central na protecdo celular contra oxidantes. Neste ciclo (Figura 5), a
GSH serve como um cofator essencial, trabalhando como doador de
equivalentes redutores para a detoxificacdo de H,O, ou outros peroxidos
e produtos de peroxidacdo catalisada pela GPx. Neste processo, H,0, €
reduzido a H,O pela reacdo da GPx com a GSH, a qual é oxidada a GSH
dissulfeto (GSSG). GSSG é entédo reduzida novamente a GSH, pela ac¢do
da flavoenzima GR & custa da oxidacdo do NADPH (Dringen et al.,
1999; Maher, 2005; Aoyama et al., 2008).

A mitocondria possui 10% da massa celular, entretanto seu
contetdo de GSH é comparavel ao restante do conteldo presente na
célula. O transporte do GSH citos6lico para a matriz mitocondrial é o
Unico determinante do contetido de GSH nesta organela (Lash, 2006). A
deplecdo e/ou oxidacdo de GSH mitocondrial estd associada a diversos
estados patolégicos, tais como, doengas cardiovasculares e distlrbios
neurodegenerativos; sendo o estado redox da GSH critico para que haja
uma adequada fungdo mitocondrial, uma vez que a GSH preserva a
integridade de proteinas e lipideos mitocondriais e controla a
propagagédo de ERO mitocondrial (Circu e Aw, 2008).

GPx
H202 =i H20 + O2
CAT

ONOQ™ == HO’

Figura 4. Principais mecanismos de defesa da glutationa (GSH) contra o
estresse oxidativo. GSH é o principal antioxidante no SNC, o qual néo
enzimaticamente reage com anion superdxido (O,"), o6xido nitrico (‘NO),
radical hidroxil (OH"), e peroxinitrito (ONOO™). GSH também reage com
peréxido de hidrogénio (H,0,) ou outros perdxidos através da reacdo catalisada
pela glutationa peroxidase (GPx)/ catalase (Adaptado de Aoyama et al., 2008)
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Figura 5. Sistema antioxidante dependente da glutationa (GSH). O &anion
superdxido (O,") sob a acdo da superéxido dismutase (SOD) é convertido em
peréxido de hidrogénio (H,0,), o qual é reduzido a agua pela a¢do do sistema
antioxidante dependente da GSH. GPx, Glutationa peroxidase; GR, Glutationa
redutase; GSSG, Glutationa oxidada (Adaptado de O'Donovan e Fernandes,
2000)

As GPxs compreendem uma familia de enzimas bem conhecidas
por serem importantes componentes do sistema de defesa antioxidante
humano. Nos seres humanos, foram descritas até o presente momento
cinco tipos de GPxs: citosolica (GPx-1), gastrointestinal (GPx-2),
plasmatica (GPx-3), fosfolipidica (GPx-4), e a GPx do epitélio olfativo
e tecido embridnico especifica (GPx-6) (Kryukov et al., 2003). As
GPx1-3 catalisam a reducdo de H,O, e hidroperoxidos organicos,
enquanto que a GPx-4 pode reduzir diretamente os hidroperdxidos de
fosfolipidios e colesterol (Ursini et al., 1999).

Estudos clinicos recentes tém demonstrado que a diminuicdo da
atividade da enzima GPx-1 eritrocitaria estd associada ao risco
aumentado de eventos cardiovasculares (Blankenberg et al., 2003;
Espinola-Klein et al., 2007). Além disso, a atividade da GPx-1 esta
diminuida ou ausente em placas aterosclerdticas humanas e estd
associada ao desenvolvimento de lesdes mais severas (Lapenna et al.,
1998). Em camundongos, a deficiéncia de GPx-1 causa disfuncao
endotelial, acompanhada de aumento do estresse oxidativo,
anormalidades funcionais e estruturais do sistema cardiovascular
(Forgione et al., 2002), além de acelerar a progressdo da lesdo
aterosclerdtica em camundongos apoE"' (Torzewski et al., 2007). De
particular interesse, um recente estudo demonstrou que a atividade da
GPx, que € crucial para a detoxificagdo do H,O, no SNC, esta
diminuida em pacientes com DA quando comparados com individuos
normais (Dringen et al., 2005; Kharrazi et al., 2008).
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1.4 DISFUNCAO MITOCONDRIAL E HIPERCOLESTEROLEMIA

Alteragbes na fungdo mitocondrial estdo intimamente ligadas
com doencas metabolicas. Recentes estudos propdem a relacdo entre
hipercolesterolemia e alteragbes nas fungdes mitocondriais, tais como
metabolismo energético, transporte de ions e estado redox (Vercesi et
al.,, 2007). Logo, um dos possiveis mecanismos pelo qual a
hipercolesterolemia induz estresse oxidativo pode estar relacionado a
perturbacédo da funcdo mitocondrial (McCommis et al., 2011).

Oliveira e colaboradores (2005) demonstraram que as
mitocOndrias de tecidos isolados (cérebro, figado e rim) de
camundongos LDLr" hipercolesterolémicos produzem taxas mais
elevadas de ERO que mitocondrias de controles. Em contraste as
mitocOndrias dos controles, as mitocondrias dos camundongos
hipercolesterolémicos ndo foram capazes de sustentar NADPH no
estado reduzido. Este baixo conteldo de nucleotideos reduzidos nos
hepatdcitos dos camundongos LDLr"" pode ser resultado da alta taxa de
lipogénese, uma vez que estas células sdo deficientes em captar o
colesterol exogeno. Os processos de lipogénese/ esteroidogénese
consomem grande quantidade de equivalentes redutores do NADPH,
uma vez que a biossintese de um mol de colesterol oxida 24 mols de
NADPH. De fato, a taxa de secrecdo hepética de trlgllcerldeos e
colesterol in vivo foram duas vezes maior nos camundongos LDLr" que
em camundongos controles. Além disso, a sintese de novo de colesterol
e de outros lipideos foi maior no figado de camundongos LDLr"
(Oliveira et al., 2005).

Uma das principais fontes de NADPH mitocondrial em animais é
a isocitrato desidrogenase. Interessantemente, niveis endogenos
mitocondriais de isocitrato e outros intermediarios do ciclo de Krebs
estdo diminuidos no figado de camundongos LDLr" e a suplementacdo
das mitocéndrias destes camundongos com isocitrato efetivamente
reverteu a falta de NADPH e o aumento de liberagdo de ERO
observados; bem como aumentou o consumo de oxigénio nestas
mitocondrias. Ademais, a suplementacdo dos camundongos LDLr” in
vivo com citrato, mostrou uma melhora na capacidade destes animais
sustentarem o estado reduzido do NADPH, parcialmente revertendo a
disfuncdo mitocondrial do figado destes camundongos Portanto, o
estresse oxidativo em camundongos LDLr” hipercolesterolémicos &,
em parte, resultado da deplecdo dos substratos relacionados ao NADPH
e de quantidades insuficientes de equivalentes redutores para
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reconstituir os sistemas enzimaticos antioxidantes mitocondriais (Paim
et al., 2008).

Este desequilibro redox mediado pela mitocondria pode ser uma
importante etapa na patogénese de muitas doencas que cursam com
aumento de lipogénese e hipercolesterolemia, como a aterosclerose. O
defeito no receptor de LDL leva a dois efeitos pré-aterogénicos: niveis
aumentados de substratos oxidaveis extracelulares (LDL) e um
desequilibrio nos processos celulares redox. O ultimo fendmeno €
responsavel por estresse oxidativo local que desencadeia a oxidacéo de
lipoproteinas, o que por sua vez induz dano mitocondrial. O ciclo
vicioso resultante leva a morte celular e progresso da aterogénese
(Figura 6) (Vindis et al., 2005; Zmijewski et al., 2005; Vercesi et al.,
2007).

Neste sentido, acreditamos que a disfuncdo mitocondrial e o
consequente estresse oxidativo desencadeados pela hipercolesterolemia
possam desempenhar importante papel nos prejuizos cognitivos e
processos neurodegenerativos.

1 Colesterol

LDLr
| Colesterol
1 ERO
T Lipogénese C NADPH e
NADP* Dano

Oxidagao da
LDL

o

.V’VLDL
Figura 6: Liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) mitocondrial é
aumentada em camundongos deficientes para o receptor de lipoproteina de
baixa densidade (LDLr"). A deficiéncia dos receptores de LDL resulta em
deficiéncia de transporte de colesterol para dentro da célula, estimulando a
lipogénese intracelular e secregdo de lipoproteina de muito baixa densidade
(VLDL), aumentando os niveis plasmaticos de lipideos. NADPH € utilizado
para a lipogénese, resultando em diminuicdo da razdo de NADPH/NADP*
citoplasmatica e mitocondrial. Como muitos dos sistemas de remog¢do de ERO
dependem de NADPH como uma fonte redox, ERO mitocondrial ficam
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acumuladas e sdo liberados em niveis elevados. A producdo aumentada de ERO
nestas condi¢Oes pode contribuir para dano oxidativo tecidual, oxidagdo da LDL
e aterosclerose (Adaptado de Vercesi et al., 2007)

1.4 COMPOSTOS ORGANICOS DE SELENIO

O selénio é um elemento tragco essencial, componente estrutural
de enzimas com atividades antioxidantes, particularmente das isoformas
da GPx (Flohe et al., 1973). Estas enzimas tém importantes papéis na
defesa celular, protegendo contra processos oxidativos pela
detoxificacdo de hidroperoxidos de hidrogénio ou lipidicos (Sies e
Arteel, 2000; Klotz e Sies, 2003). Diferentes classes de compostos
organicos de selénio exibem atividade mimética da GPx e decompdem
H,0, e hidroperodxidos organicos utilizando GSH ou outros tidis como
doadores de hidrogénio (Wilson et al., 1989; Nogueira et al., 2004). A
partir dos anos 80, o interesse em bioquimica, farmacologia e
toxicologia de organoselénios aumentou de maneira significativa devido
a variedade de atividades biologicas desempenhadas por esta classe de
compostos (Nogueira e Rocha, 2011).

O primeiro exemplo desta classe de compostos foi o ebselen
(Parnham e Kindt, 1984). O ebselen (Figura 7A) (2-fenil-1,2-
benzilsoselenazol-3(2H)-ona) é um composto organico de selénio cujas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias tém merecido destaque
no campo da farmacologia. Este composto foi descrito e caracterizado
como um mimético da enzima GPx na década de 80 (Muller et al.,
1984), entretanto, apenas a partir da década de 90, cresceu enormemente
0 numero de trabalhos demonstrando seus efeitos protetores em
diferentes tipos celulares e para os mais diversos tipos de injdria.

Recentemente, um estudo utilizando camundongos apoE™
mostrou o efeito antiaterogénico do ebselen na aterosclerose associada a
hiperglicemia (Chew et al., 2009). Outros trabalhos verificaram que o
ebselen restaura a funcdo endotelial em ratos diabéticos (Brodsky et al.,
2004) e diminui as lesdes ateroscleréticas em camundongos transgénicos
com expressdo aumentada da NADPH oxidase (Khatri et al., 2004). De
particular importancia, ebselen tém demonstrado ser neuroprotetor em
estudos pré-clinicos e clinicos e em modelos animais de uma variedade
de condigBes neuropatoldgicas (Saito et al., 1998; Davalos, 1999;
Porciuncula et al., 2001; Centuriao et al., 2005; Yamagata et al., 2008;
Yinetal.,, 2011).
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1.4.1 Disseleneto de Difenila

O disseleneto de difenila (PhSe), (Figura 7B), assim como o
ebselen, ¢ um composto organico de selénio que reage eficientemente
com hidroperéxidos e perdxidos organicos, através de reacdo similar a
catalisada pela GPx. Todavia, o (PhSe), demonstrou ser mais ativo
como mimético da GPx (Wilson et al., 1989) e menos toxico em
roedores que o ebselen (Meotti et al., 2003; Nogueira et al., 2003a).

O mecanismo catalitico para a detoxificagdo de perdxidos pelo
(PhSe), foi proposto. A atividade tiol-peroxidase do (PhSe), parece ser
cineticamente semelhante a reacdo catalisada pela enzima. Inicialmente
0 (PhSe), reage com um grupamento tiol (RSH) (por exemplo GSH)
originando um selenilsulfeto, o qual reage com um segundo equivalente
de GSH formando um selenol (Se-H), este selenol reduz o H,O, ou
perdxidos lipidicos em H,0, fechando assim o ciclo catalitico (Figura
7C) (Nogueira e Rocha, 2010).

A

-0 O O
SO

H-‘OY ) \\
@
,%\ RSH
RSSR

Figura 7. Estrutura quimica e mecanismo catalitico de organoselénios.
Estrutura quimica do (A) ebselen e do (B) disseleneto de difenila ((PhSe),). (C)
Mecanismo catalitico do (PhSe), para a detoxificagdo de peroxido de
hidrogénio (H,0,). O (PhSe), reage com um grupamento tiol (ex. glutationa
(GSH)) originando um selenopersulfato, o qual reage com um segundo
equivalente de GSH formando um selenol (Se-H). Finalmente, este selenol
reduz o H,O, ou peroxidos lipidicos liberando uma molécula de H,O,
originando um acido seleninico (Se-OH). Este Se-OH, por sua vez, libera uma
molécula de H,0O, fechando assim o ciclo catalitico (Adaptado de Nogueira et
al., 2004)
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Uma das primeiras evidéncias das propriedades farmacolégicas
do (PhSe), ocorreu em 2003, quando Nogueira e colaboradores
demonstraram as atividades anti-inflamat6ria e antinociceptiva deste
composto em roedores (Nogueira et al., 2003b). Desde entdo, estudos
tém relatado o importante papel protetor deste composto em uma
variedade de modelos experimentais associados a produgdo exacerbada
de ERO e estresse oxidativo tais como, inflamacdo, diabetes,
neurotoxicidade e hepatotoxicidade (Ghisleni et al., 2003; Burger et al.,
2004; Meotti et al., 2004; Borges et al., 2005), além de diversas outras
propriedades farmacolégicas.

Nosso grupo de pesquisa tem demonstrado que o (PhSe), possui
importantes propriedades farmacoldgicas, que o tornam uma molécula
interessante no manejo de doengas cardiovasculares. de Bem e
colaboradores (2009) demonstraram que o tratamento por via oral com
(PhSe), reduz a hipercolesterolemia e o estresse oxidativo em coelhos
alimentados com uma dieta rica em colesterol. O (PhSe), também foi
capaz de inibir a oxidagdo da LDL humana isolada in vitro e este efeito
foi relacionado com a sua atividade tiol-peroxidase (de Bem et al.,
2008). Além disso, verificamos que este composto foi capaz de reduzir a
formacdao de lesdes ateroscleréticas em camundongos LDLr" e diminuir
a formacdo de células espumosas, producéo de mediadores inflamatorios
e ERO em macro6fagos expostos a LDL oxidada (Hort et al., 2011).

A atividade deste composto no SNC tem sido estudada, uma vez
que este composto tem caracteristica lipofilica e pode atravessar a BHE,
levando ao aumento dos niveis de selénio no cérebro apds tratamentos
agudos ou cronicos (Jacques-Silva et al., 2001; Maciel et al., 2003). De
fato, o (PhSe), demonstrou ter atividade neuroprotetora em indmeros
estudos, tais como o de Posser e colaboradores (2008) que demostraram
efeitos protetores do (PhSe), in vitro contra dano oxidativo induzido por
H,O, em fatias hipocampais, e o de da Silva e colaboradores (2011),
onde o (PhSe), reverteu dano oxidativo e disfungdo mitocondrial em
cérebros de camundongos expostos ao acetaminofeno. Além disso,
administragdo sistémica de (PhSe), em camundongos melhorou
propriedades cognitivas, facilitando a memoéria de longa duragdo no
teste de reconhecimento de objeto (Rosa et al., 2003).

Diante das importantes propriedades farmacolégicas descritas
para 0 (PhSe),, bem como da participacdo do estresse oxidativo nos
processos neurodegenerativos, hipotetizamos que este composto possa
ser uma molécula neuroprotetora efetiva contra danos oxidativos
cerebrais induzidos pela hipercolesterolemia em camundongos LDLr™"",
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi investigar os efeitos da
hipercolesterolemia sobre pardmetros comportamentals e bioguimicos
em cortex cerebral de camundongos LDLr". Ademais, avaliamos o
potencial efeito neuroprotetor de um composto mimético da GPx,
(PhSe),, neste modelo experimental.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar os efeitos da hipercolesterolemia sobre a funcéo
cognitiva avaliada através do teste comportamental localiza¢éo
do objeto em camundongos LDLr" alimentados com dieta padrdo
ou hipercolesterolémica;

e Investigar os efeitos da hipercolesterolemia sobre a fun(;ao
mitocondrial em cOrtex cerebral de camundongos LDLr"
alimentados com dieta padrdo ou hipercolesterolémica;

e Investigar os efeitos da hipercolesterolemia sobre parametros de
estresse oxidativo em cértex cerebral de camundongos LDLr"
alimentados com dieta padrdo ou hipercolesterolémica;

e Investigar os efeitos neuroprotetores do composto organico de
selénio (PhSe),, contra estresse oxidativo induzido pela
hipercolesterolemia em cortex cerebral de camundongos LDLr"
alimentados com dieta hipercolesterolémica.



36

3 JUSTIFICATIVA

Nos préximos anos, devido ao aumento da expectativa de vida e
consequente “envelhecimento populacional”, enfrentaremos um grande
incremento na prevaléncia de prejuizos cognitivos bem como de
deméncia associadas a idade tal como a DA. Estudos epidemiolégicos
demonstram um aumento exponencial na prevaléncia de deméncia em
individuos acima de 70 anos, chegando a 45% em individuos com 95
anos ou mais. Desse modo uma melhor compreensdo acerca dos
mecanismos envolvidos nos processos de neurodegeneracdo e busca por
novos alvos terapéuticos torna-se relevante.

Um elevado nimero de estudos epidemiolégicos e bioquimicos
suporta a associacdo entre os fatores de risco cardiovasculares,
particularmente a hipercolesterolemia com a predisposicdo a estes
disturbios neuroldgicos. Sabe-se que a hipercolesterolemia esta
relacionada com aumento do estresse oxidativo, e o principal
mecanismo proposto para esse aumento de producdo de ERO € a
disfuncdo mitocondrial. Ademais, a disfungdo mitocondrial e altas
concentracbes de ERO tém papel importante na patogénese das mais
comuns doencgas neurodegenerativas, incluindo a DA e as doencas
cerebrovasculares. A relacdo entre tais eventos e como 0S mesmos
contribuem na patogénese das doengas neurodegenerativas ainda sao
desconhecidos.

O estudo do eventual potencial neuroprotetor do composto
organico de selénio (PhSe); € de grande importancia, tendo em vista que
varias propriedades farmacolégicas ja foram descritas para este
composto. Nossos trabalhos anteriores comprovam sua propriedade anti-
inflamatoria e antioxidante, acdo hipocolesterolémica e sua capacidade
de inibir a oxidacdo de LDL humana isolada in vitro e o estresse
oxidativo em coelhos hipercolesterolémicos, bem como sua capacidade
de reduzir as lesdes ateroscleréticas em camundongos LDLr”. Além
disso, outros estudos apontarem esta molécula como um efetivo agente
neuroprotetor. Baseado nestas evidéncias, acreditamos na possibilidade
futura deste composto orgénico de selénio como eficiente agente
neuroprotetor em patologias relacionadas ao estresse oxidativo, em
especial as decorrentes da hipercolesterolemia.
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4 RESULTADOS

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo
apresentados sob a forma de artigo e manuscrito em fase de redacédo
final, os quais encontram-se aqui organizados.

Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos
Resultados e Referéncias Bibliograficas, encontram-se nos préprios
artigo e manuscrito.

4.1 ARTIGO 1

Positive correlation between elevated plasma cholesterol levels and
cognitive impairments in LDL receptor knockout mice: relevance of
cortico-cerebral mitochondrial dysfunction and oxidative stress
Artigo publicado no periédico: Neuroscience, 2011.
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POSITIVE CORRELATION BETWEEN ELEVATED PLASMA
CHOLESTEROL LEVELS AND COGNITIVE IMPAIRMENTS IN LDL
RECEPTOR KNOCKOUT MICE: RELEVANCE OF CORTICO-CEREBRAL
MITOCHONDRIAL DYSFUNCTION AND OXIDATIVE STRESS

J. DE OLIVEIRA,™ M. A. HORT,” E. L. G. MOREIRA,"
V. GLASER,” R. M. RIBEIRO-DO-VALLE,”

A D. PREDIGER,® M. FARINA,® A LATINI* AND

A F.DE BEM™

*Daparfamanic de Bioguimica, Uiwmidade Federal do Sanls Ca-
taring, BE040-800, Ronandpols, SC, Brani

Bl parfamanic de Farmacologia, Universidode Federal de Sanfo Co-
taring, GB049-800, Roranopols, SC, Brani

Abstract—Convergent epidemiclogleal. clinleal, and experi-
mental findings Indicate that hypercholesterolemla contrib-
utes to the onset of Alzhelmers disease (ADHIke dementla,
but the exact undertying mechanisms remains unknown. In
this study, we evaluated the cognitive parformance of mice
ammulnanmmmermnlamrnmn,aswelasuu
hip with and oxldative

siress, two key events involved In AD pathogenests. Wild-
type CETOIE or low density lpoprotein receptor (LDLry-gefl-
clent mice were fed with elther standard or cholestercl-en-
riched diet for a 4-week period and tested for spatial leaming
and memory In the object location task. LDLr—'- mice dis-
played spatial leaming and memory Impairments regardiess
of diet. Moreover, LOLr—'— mice fed cholesterol-enriched dist
ented a significant decrease In the mitochondral com-
plexes 1 and Il activities In the cersbral cortex, which werg
negatively correlated with respective blood cholesterol lev-
els. Additionally, hypercholesterclemic LDLI™ mice pre-
sented a slgnificant decrease In glutathlone levels, about
40% Increase In the thiobarbituric ackd-reactive substances
levels, as well as an Imbalance between the peroxide-remov-
Ing-related enzymes giutathione peroxidassighutathions raduc-
tase activities In the cerebral cortex. These findings Indicate a
significant relationship between hypercholesterolemia, cogni-
Bve Impalmment, and cortico-cersbral mitochondral dysfunc-
Sonal'oxidafive stress. Because of the Involvement of such
alterations In AD padents, our data render this mouse model of
rrwera‘mlevmmlama a useful approach to comprenend the
0 AD [ 211 IBRO.

puumennyﬂumem: Al rights resenved.

Key words: Alzhelmer's disease, low density Npoprotein re-
captor (LOLr milce, hyperc rolemia, cogni-
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tive Impalrment, mitochondrial dysfuncional, oxidative
SiTESs.

There is increasing evidence linking abnormmal cholesterol
metabolism with cognitive impairments, especially in Alz-
heimer's disease (AD) (Hermmann and Knapp, 2002; Rojo
et al.. 2006). Cholesterol is essential for building and main-
taining cell membranes; nevertheless, hypercholesterol-
emia is associated with negative health outcomes, espe-
cially thoss related to vasculsr disesse (Stary, 1989; Shar-
rett et al., 2008).

Clinical studies have indicated that individuals with
hypercholesteralemia are more prone to develop AD (Ev-
ans ef al., 2000; Yafie et al.. 2002), and a previous case-
control study showed a protective effect of lipid-lowering
agents on the incidence of dementia (Cramer et al., 2008).
Furthermore, experimentsl studies using Mew Zealand
white rabbits (Sparks et al, 2000) and transgenic mouse
maodals of AD [Refolo et al., 2000; Levin-Allerhand et al.,
2002) hawve demonstrated that dist-induced hypercholes-
terolemia could enhance brain amyloid-beta (A8) protein
accumulation. However, the exact mechanisms underlying
the accumulation of cholestenol increasing the suscapfibil-
ity to dementia are siill not fully understood.

The mitachondriz represent a biologically important
source and target for reactive oxygen species (ROS),
mainly in the CNS (Kowsltowski and Vercesi, 1999
Brookes et al., 2004). The rate of ROS production is mod-
ulated by mitochondrial energetic state and is favored by
high mambrane potential values (Cadenss and Davies,
2000). ROS production is also largely increased in cases
of respiratory chain inhibition, as observed in mitochondrial
disaase, or in experimental and animal models of oxidative
phosphorylation (OXPHOS) deficiencies (Leonard and
Schapira, 2000; Fontanesi et al., 2009). The CNS is espe-
cially susceptible to ROS-induced damags because of its
greater oxygen availability and consumption, high levels of
membrane polyunssturated fatty acids susceplible to oxi-
dative damage. its relatively low levels of antioxidant de-
fenses, and high content of redox metals (Valko et al.,
2007). In this way, the concept that mitochondrial damage
and dysfunction are relevant in chronic. sge-related dis-
=ages is not new (Ballinger, 2005). Mitochondrial dysfunc-
tion is one of the earliest and most prominent festures in
hypercholesterolemia (Madamanchi and Runge, 2007;
Vercesi et al.. 2007) and AD (Hauptmann et al, 2008).
Moraower, recent findings in the field support an invohe-

saa front mau‘nreuﬁ" IBRO. Published by Elsaviar Lid. All nights ressrved.
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ment of mitochondrial-dependent mechanisms in the
pathogenesis of both the hypercholesterclemia and AD.
One useful tool for the study of the impact of high circulat-
ing cholesterol levels on metabolic and funclionsl paremeters.
in different organs is the use of the hypercholesterolemic LOL
recaptor knockout mica (LDLr '), which represent a mode]
of familial hypercholesterolemia (FH), a ms}ur amusunwl
dominant disorder associated with increasad risk of pre-
mature coronary heart disease (Zadelsar et al.. 2007).
Recant studies provided evidenca that mitochondria from
various tissues from the hypercholasterolemic LDLr—'
mice generate higher amounts of ROS when compared to
those from wild-type mates, thus suggesting that mito-
chondrial ROS may be involved in the early steps of
atherogenesis in this modsl (Oliveira et al.. 2005; Paim et
al., 2008).

In the present study, we asimed to investigate the af-
fects of hypercholesterolemia on cognitive function as well
as its relationship with mitochondrial function and oxidative

stress condition in cerabral cortex of LOLr '~ mice fed with
a standard or cholesterol-enriched dist.
EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals

WWid-ype CSTOUG and low density Iipoprotein recepior knockout
(LDLr ") mice were colsined fom Universiiade Estadusl de
Campinas (UNICAMP, S840 Pauio, Brazil), by homoiogous recom-
bination, 3s p described by Ishibashi at =l [1293). The
progenitors were purchased from Jackson Leboraiory (Bar Har-
bor, ME, USA). The animais were kept &1 21=2 *C under 3 12-h
Iighi12-h drk cycie Wit free access fo food and water, Efforts
WEFE Made b MINMmize the mumber of Snimats used and thair
suffering. All procedures used In ihe prasent study complied
with the guidelines on animal care of the local Ethics Commit-
tae on the Use of Animals (CELA/LFSC), which follows the NI
publication “Frinciples of Laborstory Animal Care.” Process
number: 23080.040932/2010-28.

Experimental protocol

Male wid-type C5TEUE mice (3-manth ofd; 24-26 g) fed with =
standsrd commencial diet (Nuvilan CR-1, Nuvitsl Mulriantes S/8,
Parana, Brazl) were usad 35 cartrol, Male LOLr - mice (-montn
oiid; 2426 ) Were randomiy dividad Inio bwo axparimental groups
{P=E—E animais par group for the behavioral task and n=5 &ni-
mals per group for the blochemical analyses), which were fed
einer 3 standard o 3 cholestemi-enriched chow (20% 13, 1.25%
chalestaro, 0.5% cholle 3ciT) &5 described by Hoet et al. (2011)
Afier 30 gays, mice were tested on a cognitve paradigm (ooject
loeation tssk), and anar an ovesTight food dapavation, the bicod
was collected from e ocuiar plexus for postarior defermination af
fofal cholestercd (TC) levals. The snimals were {han euthanized by
acapliation, Melr brains ware Immediately ramoved from the
sKull, &N the cerebral contices ware dissectad for the pasterior
binchermical analyses.

Objict iocanon task.  Tha axpanmental spparstus used In
s SAuty Wais 5N opan-fisid box (50 CM Wita 50 &M deep <40 em
high) made of rensparent polyvingl chiande (PVC), placed In &
dmiy it (7 |x) and sound-sotatad reom. Identical plestic rectangles
{4 M Righ 4.5 cm wide) ware usad == objects,

Tha protneol wes basad on ihe pravious studles descnbed by
Assinl et @ (2000). Tha mice were piscad In the centar of e
spparstus whh two identicsl oojects for 5 min, The objects were

plscat 7 om away Tom tne walls of tha apan fisid. Exploration of
the bjacts was tmad by & Stopwaich WHen mice sniffed, whisked,
or Iookad 8t the objects fram No more than 1 Bm away. Afler the
fraining phase, e Mice wers ramoved from e apparatus for 180
min. After the delay, one object wes moved fo a new location. The
time spent exploring the objacts In new (novel) =nd old {fzmil-
lar} locations was recorded durng 5 min. Sessions wers re-
corded &nd Eatar anslyzed. All locations for the objects wers
countertalencad amang the groups. After each irial, the exper-
Imental apparaius was cleanad only with dry paper, thus en-
suring that It was satursied with the smell of he animals. In
order bo analyze the cognilive perfarmence, a locatlon Index was
celcualed 85 previcusly described by Mural et el (2007):
[Towvel< 100y [Tnowel + Ttamiar), whene Tnovel |s e lime spent
exploing fhe displaced object and Ttamikar Is the ime spent
axploing the non-displecad ooject (Mursl et al., 2007).

Determinaton of TC levels.  TC was messured In piasma
using erzymalic kit sccording o the manutaciure's Instructions
(Gald Ansiss Disgndstics Liga.. Minas Garsls, Brazl).

Coredral cofoy supamalant praparaton.  For e analyses
of coldative siress parametars, cerabral corex was homogenized
In 20 mM phosphabe buffer (pH 7.4). 5 were canir-
fuged at 1000::g for 10 min at 4 *C o discard nuclel snd cel
debris. The pallst wes dscarded ard the suparmatant, @ suspan-
shn of mixed &nd praserved les, Including mitochandra,
W35 SepErsian and Immediately USed for ihe analyses.

FOF e massunng af respiretory chain compiex scfties,
mitaehandnal suspensions rom corabral eoray wers prepared.
Briafy carabral cofex EAMDIEE Wars HoMogentzed In 10 voumas
{1:10, wiv) of phosphate bufter {pH 7.4), contalning 0.3 M sucrose,
5mM MOPS, 1 mM EGTA, and 0.1% bovine serum aloumin. The
homagenales were cantrifuged at 1500:g for 10 min at 4 °C, and
the pelist was discarded. The supemalant was cenirfuged at
15000:g In crder o concentrate mitochondia n the pailet, which
was firaly dssaived In i same bufter (Latind &t al., 2005).

Datarmination of e fespiratory chain sCTWES.
Compiex | activity wes meesured by the rete of MADH-dependent
fermicyanide reduction a5 descrived In Cassina and Radl {1396).
The schity of succnate-2.6-dichioroindophencl (DCIP}-o-
doreductase jcomplex 1) was determined sccording io ihe method
of Flscher of &l (1885) and cytochrome © cxidase (complex V)
actwity scoording o Rustin et al. (1534). The methods descrioed
ware slightly madified, &5 detalled In a previous report (Latinl et al,
2005). The aoihSias of e respIrslany chaln coMpExes wars
calcwated & nmcmin ' mg protern '

Giutalnione determinzton.  Glutathione (GSH) lavels wara
determined as described by Eliman (1855) wiih slight modics-
flons. GSH were meesured In ssue homogenates afier protein

ationwiih 1 valume of 10% trichloroacetic acd (1000 g for
10 min]. An aliguct of the probein-ree supamatant wes added o
800 mmoi I~* phosphate bufler, pH 7.4, and 500 mmol I~' DTNB
(5,5"-itni-bis-2-nirobanzoi ). Color davelopmant resuiting
fram the reGction batwean OTNB and Ml was read &t 412 nm
aftar 10 min. A Standan curve of Feouned GSH Was usad I orer
o caiculats ha GEH leVes In e SATkE, &0d NE (ESUIS wars
axpressed a8 nmol GSH.mg prodein .

Daterminaiion of iriobarbliuic scid-eaciive subsiances.
Thicberbituric acid-eactive substances (TEARS) wers dater-
mined In fssue ho es &% described by Ohiaws et al.
{187%), In which malondiakdenyde (MDA). & end product of Ipkd
permxidation, reacts with thinbamitune ad (TBA) t fom 3 co-
ored complex. In brief, sEmpies were ncunated at 100 *C 1or 60
i In a0k mesium containing 0.45% Sodim dodecyt sultate and
0.6% TBA Afar centriiigation, ine razofion product was dater-
minad &t 532 Am using 1,1,3,3-ietramatnoxypropane as the stan-
dard, and the resulls were axpressed as nmal MOA mg probein
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Fip 1. Effects of hypercholesterdemia on object locaion memory in
wild-type CETBIE and LOLr " mice reated with standard or choles-
terolenniched diet Each value represents the mean=SEM of six o
eighi animals in each group. * P06 wersus chance level (B0% of
displacad objsct investigation in best trial).

Glulsthione reductase assay.  Clulaihlone reductase [GR)
acthity wes detarmined by the mathod described by Carlerg snd
Mennenk (1975, using owdized glutalhione [GSSG) a5 sub-
siraie. The enzyme aciivity wes ssessed n & salution containing
50 mM potassium phosphale buffer, pH 7.0, containing 1 mM
EDTA, 02 mM NADPH and the supematant contalning 0.2-0.3
my protainmi . The reaction was Inifated oy the addition of 1
mM GESG, and the rate of GESG reduction waes Indinectly detar-
mined through moniioning the MADPH disappearsnce st 340 nm.
CR activity was expressed 3s nmol NADPH celdzed. min-—".mg
profein -, using &n extinciion coefclant 8.22:10° M- ".em " for
MNADPH.

Glutaihions pemxkisse . Cutatnicna perowkdase (GPx)
acthity was messured sccording fo the proloools developad by
Wended {1881) using le-butyl hydroperoxkde s substrale, The
enzyma sclvity was determined by maonitoring the MADPH
dissppearance & 340 nm In 50 mM potsssium phosphate buf-
fr, pH 7.0, confaining 1 mM EDTA, 1 mM G5H, 02U ml ' GR,
1 mM axide, 0.F mM ter-butyl hydroperaxide, 0.2 mé NADPH
and the supematant eontaining 0.2-0.3 mg profein.mi~'. GPx
aciivity was expressed 55 nmol NADPH oxigized. min—'.mg
protein*, using an exdinclion coefMclentof §.22: 107 M- '.cm " for
MADPH.

Profein delermination.  The protein content of homogenste
and mitochonddal praparation wes datamminad by the mathod of
Bradford (Sraiord, 1276), USINg DOVING SErum sibumin 55 Me
Standerd.

Statistical analysis

Diata are axpressed as means+SEM. Stalistical analyses ware
carmad out using one-way analysls of varnancs (ANOVA). Fol-
Iowing significent AMCVAS, mulliple post not comparisons
were performed using the Duncan's lest. Pearson's comelations
ir, F) were calculaled for assockations between cholesterol
levels and respiratory chain enzyme aciivities (the piat Includes
waluas from 2 ine animals groups). Tha object location task
was Enalyzed by one-sample [-ests fo detarmine whethar ihe
locafion Index wes diffarent from chence performance (S0%).
The acceplad leval of significance Tor the tests was P=0.05. All
tasts Were parformed using the Sististica sofware package
(SiatSof Inc., Tulsa, OK, USA).

RESULTS

Hypercholesteraslemia disrupts cognitive
performance of mice in the object location task

Hypercholesterolemic LOLr—'~ mice displaysd spatial
learning and memory impairments regardiess of dist. As
depicted in Fig. 1. the wild-type group showed a locafion
index significantly higher than chance performance
(t=8.124, P-0.0001), while LDLr~*~ mice treated with
standard diet (f=09428, P=0.3730) or cholesterolan-
riched diet (f=0.0312, P=0.97&1) were not able to identify
the spatial sleration in the open field. The cholesterol
enriched diet did not rigger cognitive deficits in wild-type
mice (dats not show).

TC levels

Plasma cholesterol levels of wild-type and LDLr"" mice
are shown in Fig. 2. As expected, the cholesterol level of
LOLr* mice treated with & standard dist ware signifi-
cantly higher when compared to wild-type group (P=0.05).
Furthermore, when the LDLr~ mice were fed with a
cholesterobenriched diet. the cholesterol levels were
around three-fold higher than LOLr—'~ mice fed with stan-
dard dist {P=0.05). By the other hand, the cholesterol
levels were not modified in wild-type mice treated with a
cholesterol-enriched dist (data not show).

Hypercholesterclemia inhibits the respiratory chain
complexes | and |l activities in cersbral cortex

The efiect of hypercholesterolemia on cerebral corfex re-
spiratory chain complexes is shown in Fig. 3. LOLr—~"— mice
treated with a cholesterol-enriched chow presentad & sig-
nificant inhibition of the sctivities of complexes | and Il of
the respiratory chain in cersbral cortex when compared fo
wild-type group (P=<0.05) and to LOLr—'~ mice treated with
standard chow (P=0.05) (Fig. 3A). Additionally. the sctivi-
ties of complexes | and || in cerebral cortesx wene negatively

1200
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Fig 2. Flasma cholesierol levels of wildtyps CSTHUE and LOLr
mice treated with standard or cholestercl-snriched diet. Each value
represents the mean=3EM of fve fo six animals in each group.
* P=0.05 compared 1o wild-type CSTBUG mice; * P=0.05 compared fo
LOLr " mice ireated with standard diet {One-way ANOVA olowed by
the Duncan muliple range test).
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Fig . Efiect of hypercholssterclemia on (A respimbory chain complexes activities in cerebeal corlex homogenates fom wild-typs CS5THUE and
LOLr" mice treated with standand or cholesterol-enviched diet. Each value represents the mean+SEM of fve o six animals in sach group. * P=0.05

e 4o wild-type C5THUE mice; * Fao0.06 compareditoLOLr ™ mice treated with standaed dist {one-way ANOVA followed by the Duncan mitiple
range iest). Significant corelation betwssn (B) cholesiemi levels and censbral NADH defipdrogenase aciivity and [C) cholesienl levels and cersbral

complex || acivity.

oomelated with blood cholesterol lewels (R=--0.7320,
P=0.002 and R= 07233, P=0.002, respectively, Fig. 38
and C, respactively), suggesting a potential link betwaen
hyperchaolesterolemia and impaired respirstory chain func-
tion in cerebral cortesxs of LOLr—'— mice.

Hyperchaolesterolemia medified oxidative
stress-relatad parameters in cersbral cortex

The efiect of hypescholesterolemia on cerebral oxidative
strese parameters is shown in Fig. 4. Hypercholester-
olemic mice presented a significantly impairment of the
55H-dependent antioxidant system in the cersbral cortex.
GSH levels were significantly decressed when LDLr

mice were treated with a cholesterol-enriched chow when
compared to wild-type group (P=0.05) and to LDLr

mice freated with standard chow (P=0.05) (Fig. 44). The
activities of the peroxide-removing—relsted enzymes, GPx
and GR, are depicted in Fig. 4C, 40, respectively. GPx
activity was significantly reduced in hypercholesterolamic
mica when comparsd to wild-type group (P=0.05) and to
LOLr~ mice treated with standard chow (P<0.05), while
GR activity was significantly increased in both LDLr

mice treated with a standard or a cholesterol-enniched diet
when compared to wild-type group (P-=0.05). Moreover,

regardless of chow, LOLr '~ mice presented an increase
in spproximately 40% in cerebral lipid peroxdation
{P=0.26). assassed through the TBARS messursment,
when compared to wild-type group (Fig. 48); nevertheless,
this difference did not reach statistical significance.

DISCUSSION

Confirming previous studies (Mulder et al., 2004), the pres-
ent findings demonstrate spatisl leaming and memaory def-
iits of hypercholesterclemic LDLr™ mice when com-
pared to their CETbVE wild-type controls. More importantly,
our results demonstrate for the first time that hypercholes-
terolemia impaired mitochondrial electron fransfer chain
activity in the cerebral cortex, which was negatively come-
lated with blood cholesterol levels. We also present evi-
dence that cholesterol-enriched diet induces impairment in
the ES5H-dependent antioxidant defenses in the carebral
corte.

Early literature dats has demonsirated that a choles-
terol-enrichad diet impairs spatisl learning and the ability to
store long-term memory in rodents (Uliich et al., 2040;
Granholm et al.. 2008). In the present study, LDLr '~ mice
treated with either standard or cholestercl-enniched dist
were not able to identify the spafial alterafion in the open
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Fig4. Effect of iypercholesterolemia on axidative stress parametens in cerebeal cortex homogenaies from wild-type CSTBUE and LDLr " mice treated
with standard or cholesterol-enviched diet. Each value rapresents $he mean £ SEM of fve to six animals in each group. * P=0.05 compared to wild-type
CATHUE mice; * P=10.06 compared io LOLr '~ mice treabed with standard dist [one-wsay ANOWVA followsd by the Duncan multipl range test). (&) GSH

lewels, () THARS levels, (C) CPx acity, and (D) GR ackvity.

field. However, unfike LDLr~~ mice, a8 1-maonth freatment
with chaolesterol-enriched dist to wild-type mice is not able
to medify cholesterol levels and to trigger cognitive deficits
(dats not show). In accordance with these obsarvations,
previous studies have demonstrated the absence of
plasma cholastersl modification in wild-typs mice receiving
a high cholesterol diet (Ishibashi et al., 1994; Elder et al,
2008).

The object location/placemsnt memory is proposad as
a one-frial spatial memory model where the animals could
leam without reinforcers {such as food) shaping the train-
ing process (Murai et al., 2007). The task has been widely
used to evaluate the cognitive function of a variety of
transgenic mice (Faivre et al.. 204 1). This task, which took
advantage of the preference nommal mice show for an
object that has moved from its previous position. revealed
an impairment following radisfraquency lesions of the for-
nix and cytotoxic lesions of the cingulate cortex (Ennaceur
et al, 1997). Also, it has long been known that the medial
prefrontal cortex is important for spatial working memory
(Brozoski et al., 1979), and, in this line of evidence, MNelson
et al. (2011) demonstrated that lesions to the prelimbic
cortices impaired performance in the object-location task.
Meverthaless, this memory test, as others cognitive tasks,
provides just & qualitstive index (ie. the animals either
leamed or did not leamn), and, thus, probably for this rea-
=on we could not determing a further decrease in cognitive

function when LOLr '~ mice were exposed to a high cho-
lesterol diet.

The exact mechanisms responsible for the cognitive
deficit induced by hypercholesterolemia in mice are sfill
unknown. One possible explanation was elicited by Evola
et al (2010) using apoE [apolipoprotein E) knockout mice
{a widely used model of hypercholesterolemis) and by
Thirumangalakudi et al. (2008) using LDLr "~ mice fed
with high-fat’cholesterol diet. They angued that a nodous
oxidative-inflammatory cycle in the vasculature could have
deleterious consequences for brain function and cognition.
In this line of evidence, Hafezi-Moghadam et al (2007)
showed that the genstic deletion of apoE in aged hyper-
cholesterolemic mice induces a destabilizing efiect on the
cerebral microcirculation leading fo blood—beain barrier
leakage. Failure of the blood—brain barrier, with leakage of
serum components into and through the walls of small
cerebral wessels, can lead to neuronal and glial damage
with persistent activaion of microglia and astrocyies,
which may be respansible for cognitive impaiment (Rapp
et al, 2008).

Newrginflammatory processes also lead to increased
production of ROS, which are detimental to neurons
[Witte et al, 2010). The mitochondria are victims of exten-
sive oxidative damage and inflammation is likely to further
contribute to mitochondrial dysfunction (Witte et al., 2010).
Meurons are vulnerable o mitochondrial defects because
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they require high levels of energy for the survival and
speciglized funcfion (Chen and Chan, 2006). Of major
interest, there is ample literature supporting a crucial rols
of mitochondrial dysfunction in AD, with aliered energy
metabolism and ROS preduction being the major come-
lates (Moreira et al., 2010; Lin and Beal, 2006).

On the other hand, changes in brain cholesterol levels
seem not to be responsible for the observed cognitive
impairments of LOLr—'~ mice. Thers is evidence that the
homenostasis of brain cholesterol is independent from the
circulating cholesterol (Di Paolo and Kim, 2011). Mare-
over, previous studies demonstrated that even when sub-
mitted fo high cholesterol, high-fat or high-fathigh-choles-
terol diets, the LDLr '~ mice do not present any significant
rise on brain cholesterol levels (Elder =t al, 2007).

An interesting ohservation from our study was that a
three-fold increase in serum cholesterol levels was enough
to elicit a decrease in the behavioral performance without
any significant impairment in mitochondrial function. How-
ever, 8 10-fold increase (observed in LOLr—— plus high-
cholesterol diet) decreased mitochondrial complex func-
tion and induced G5H depletion. but did not further de-
crease performance in the recognition test Based on
these findings, one could suppose the occummence of a
“threshold phenomenon” for memory performance and mi-
tochondrial function. However, based on the well-known
relationship of cognitive impairment with either mitochon-
drial dysfunction or cholesterol dyshomeostasis. and con-
sidering the consistent literature, we realize that the ocour-
rence of a threshold phenomenon for the memory perfor-
mance and mitechondrial function can be ruled oot For
axample, in the study by Mulder et al (2004), LOLr"~
mice displayed impaired hippocampal-dependent memory
functions (demonstrated in several behavioral tests) when
compared to LOLr'* fittarmates. Mics lacking the LDL
receptor displayed a decrease in the number of synapto-
physin-immunoreactivity presynaptic buttons in the hip-
pocampus CA1 region. These authors provided evidence
fior & rode of the LOL receptor in the maintenance of normal
synaptic plasticity in the hippocampus during processes of
leaming and memory. Since cholesterol is required for cell
homenostasis, the reduced cellular uptake of cholesterol
observed in LDLr—'~ mice might underlis deleterious con-
saquences in neuronal membrane function. Therefore, the
lack of brain LOL receplor rather than the effect of the
elevated serum cholesterol levels (two to three times
higher than in the wild-type animals) on brain mitachondrial
functions could be responsible for the cognitive deficits in
LDLr"~ mice fad with normal dist A similar event was
already observed when evaluating the influence of hyper-
cholesterolemia on the cognitive performance of LDLr"~
mice and its relationship with neurcinflammatory changes
(Thirumangalakudi et al., 2008). The authors observed that
memory deficite occurmed regardless of dist, but pro-in-
flammatory markers were exscarbated in LDLr~'~ treated
with a hypercholesterolemic dist.

Furthermore, the relatively small period of exposure to
this two-fold increase in cholesteral levels by LOLr " mice:
treated with standard chow (only 3 months) has to be

considered. This short-term exposure may explain the ab-
sence of brain mitochondrial dysfunction and oxidative
stress. Thus, raising the serum cholesterol with the aid of
a cholesterol-enriched dist would be expectad to further
accelerate the emergence of a noxous oidative-inflam-
matory cycle in the vasculature. In our study, a cholesterol-
enriched dist increased the total plasma cholesterol levels
{around 10 fimes) in LOLr—*~ mice, leading to a significant
decrease in the mitochondrial complexes | and |l activities
in the cerebral cortex. Of high interest, we presented evi-
dence that this inhibition of complexes | and 1| activities
wias negatively comelated with respective blood cholesterol
levals. A previous study conducted in liver tissue of
LOLr~" mice by Oliveira et al. (2005) demonsirated that
mitochondris| dysfunction and oxidative stress friggerad by
hypercholesteralemia are dus fo low content of pyridine
nuclectides in the reduced state, which were presumably
consumed by augmented lipogenesis. It is noteworthy that
cortico-cersbral GPx adiivity was decreased in LDLr"
mice fed a high cholesterol diet in our methodological
approach, which uses saturated amounts of the pyridine nu-
cleofide substrate (MADPH), thus suggesting that not only the
levels of this coenzyme but also the enzyme catshytic activity
wias decreasad as a result of hypercholestarolemia.

It is well documented that mitochondrial electron trans-
port chain is the major source of cellular ROS and oxida-
tive stress, with ROS generation occuming mainly st com-
plex | (Sanz et al, 2006; Pamplona and Barja. 2007).
Cellular oxidative stress and its downsiream conse-
quences are also a well-documented feature of AD patho-
physiology (Sultana and Butierfisld, 2011), and the CNS is
especially prone to ROS-induced damage (Gemma =t al.,
2007). Hers we demonstrated an imbalance in GP/GR
activity that might be related to hypercholesterolamia-in-
duced oxidstive stress, mainly by causing lipid peroxida-
tion and GEH-dependent antioxidant system impairment.
‘Several reporis have shown a link between high dietary
exposures to fat andior cholesterol and oxidative stress in
the brain of mice and rats (Crisby =t al, 2004; Montills st
al.. 2008) and our present data may support a role of
mitochondrisl dysfunction in the consequent oxidative im-
balance induced by hypercholesterolemia.

55H is an abundant infracellular anfioxidant and scaw-
enger of ROS (Dringen and Hirrlinger, 2003). Previous
studies have shown that the E5H system may be activated
&5 a response fo oodafive stress in the brains of AD
patients (Lovell at al, 1995; Aksenow et al, 2001). Addi-
tionally, hypercholesterolemia has besn demonstrated fo
trigger oxidative siress by increasing the generation of
ROS leading to 8 depletion of G5H levels. besides impair-
ing the mitochondnial transport of GSH, resulting in mito-
chondrial G5H depletion and mitochondrial oxidatiee
stress [Colell et al, 1997; Mari et al, 2008; Fernandez et
&l 2009). Comoborsting these findings, Esposito et al.
{2000) demonstrated that isolated liver mitochondria from
EPx1-deficient mice have increased rates of H, 0 produc-
tion, reduced mitochondrial respiratory confrol ratio, and
decreased mitochondrial power output indsa.
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CONCLUSIONS

To our knowledge, this is the first study to report a strong
comelation betwesn high levels of blood cholesterol and
mitochondrial dysfunction in the cerebral cortex. This event
was related with cognitive impairments, &s well as lipid
peroxidation, G5H depletion, and changes on peroxide-rs-
mowing—relsied enzymes GPx and GR in the cerebral corex
of hyperchokesterolemic LOLr '~ mics. In conclusion, our
findings provide new evidence sbout the positive comelation
between elevated plasma cholesterol levels and cognithee
impairments in hypercholesterolemic LDLr—'~ mics, which
are mediated, at least in part. by mitochondrial dysfunctional
and owidstive stress i cerebral cortss. In addition, they ren-
der this mousa model of hypercholesterolemia a ussful ap-
proach to comprehend the maolecular events medisting AD
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4.2 MANUSCRITO 1

Diphenyl diselenide, a glutathione peroxidase mimetic, prevents
cortico-cerebral oxidative stress induced by hypercholesterolemia in
the LDL receptor knockout mice

Manuscrito em fase final de preparacéo.
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Abstract

Considerable evidence supports an association between
hypercholesterolemia and brain oxidative stress. The interaction
between antioxidant function and oxidative stress has emerged as a
common causative factor in the pathology of several brain disorders. In
the low density lipoprotein receptor knockout (LDLr"') mice,
cholesterol-enriched diet leads to memory impairment, as well, brain
mitochondrial dysfunction and oxidative stress. In the present study, we
evaluated the potential neuroprotective effect of diphenyl diselenide
(PhSe),, a glutathione peroxidase (GPx) mimetic, against
hypercholesterolemia-induced cortico-cerebral oxidative stress in the
LDLr" mice submitted to a model of hypercholesterolemia. Our results
showed that oral treatment with (PhSe), prevented the cortico-cerebral
oxidative stress in the 3 months-old LDLr" mice fed with cholesterol-
enriched diet, significantly increased the GSH content, and decreased
the lipid peroxidation. These antioxidant actions seem to be in part
related to its thiol peroxidase-like activity. Based on our findings, in
addition to its protective effects in cardiovascular diseases associated
with hypercholesterolemia, (PhSe), can be pointed as a promising
neuroprotective molecule against hypercholesterolemia-induced effects
deleterious on brain.

Keywords:
Hypercholesterolemia, cerebral oxidative stress, diphenyl diselenide,
low density lipoprotein receptor knockout mice.
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Introduction

Cholesterol is an important lipid constituent of all cellular
membranes and myelin (Simons and lkonen, 2000). Cholesterol also
functions as the substrate for the synthesis of bile acids in the liver, and
as the precursor of steroid hormones in endocrine tissue (Jackson et al.,
1997). Meanwhile, despite its role in essential biochemical processes
and support of membrane structure, elevated plasma cholesterol levels
are associated with negative health outcomes especially its association
with vascular disease (Lusis, 2000, Grundy et al., 2004, Lewington et
al., 2007). Furthermore, alterations in cholesterol metabolism have been
implicated with deleterious consequences of brain function (Sparks et
al.,, 2000, Wolozin, 2004b, a, Ullrich et al.,, 2010). For instance,
epidemiological and neurochemical investigations are providing
increasing evidences that altered cholesterol metabolism contributes to
the development of Alzheimer’s disease (Pappolla et al., 2002, Di Paolo
and Kim, 2011).

Indeed, there is compelling findings indicating a causal link
between high dietary cholesterol intake and brain oxidative stress
(Crisby et al., 2004, Montilla et al., 2006, Amin et al., 2011). Previous
reports  demonstrated that  hypercholesterolemia  triggers a
neuroinflammatory response and brain oxidative stress, ultimately
resulting in cognitive impairments and neurodegeneration (Sparks and
Schreurs, 2003, Thirumangalakudi et al., 2008, Lu et al., 2009, Lu et al.,
2010) For instance, Lu et al. (2010) observed that hypercholesterolemia
increases reactive oxygen species (ROS) and reduces superoxide
dismutase (SOD) activity in the brain of aged C57BI/6 mice, and these
alterations were attenuated by antioxidant compounds. In this context,
we recently observed an imbalance in the glutathione (GSH)-dependent
antioxidant defenses and an enhanced lipid peroxidation in the cerebral
cortex of hypercholesterolemic low density lipoprotein receptor
knockout (LDLr") mice (de Oliveira et al., 2011).

However, even though several epidemiological studies
demonstrated a connection between cholesterol-lowering agents (e.g.
statins) and a significant reduction in the prevalence of neurologic
disorders in general population (Jick et al., 2000, Hajjar et al., 2002,
Rodriguez et al., 2002, Dufouil et al., 2005, Wolozin et al., 2007),
preliminary clinical studies reported modest success (Simons et al.,
2002, Sparks et al., 2005, Sparks et al., 2006). In this scenario, there is
compelling evidences that organoselenium compounds are promising
pharmacological agents (Nogueira et al., 2004, Rosa et al., 2007). Of
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particular significance, organoselenium compounds can mimicry
endogenous antioxidant enzymes, such as glutathione peroxidase (GPx).

Diphenyl diselenide (PhSe), is a simple diorganoilselenium
compound that displays GPx-like activity, and presented
neuroprotective and antioxidant activities in vitro (Rossato et al., 2002,
Meotti et al., 2004, Puntel et al., 2007, Posser et al., 2008) and in vivo
(Barbosa et al., 2006, Barbosa et al., 2008). Of particular relevance, our
research group reported that oral treatment with lower doses of (PhSe),
potently reduced the formation of atherosclerotic lesion in the LDLr"
mice (Hort et al., 2011), as well as, led to beneficial effects on serum
total cholesterol and on several parameters related to oxidative stress in
hypercholesterolemic rabbits (de Bem et al., 2009). Moreover, we
demonstrated that (PhSe), inhibited human LDL oxidation and that this
phenomenon was related to its GPx-like activity (de Bem et al., 2008).
Based on the above mentioned effects of (PhSe),, we hypothesized that
this compound may present neuroprotective effects against
hypercholesterolemia- induces cortico-cerebral oxidative stress. To test
this hypothesis, in the present study we examined the effect of (PhSe),
on cortico-cerebral oxidative stress in the 3-months-old LDLr"" mice fed
daily with cholesterol-enriched diet during 30 days.

Material and methods
Chemicals

Diphenyl diselenide (PhSe), was synthesized according to the
literature methods (Paulmier, 1986). Analysis of the 1H NMR and 13C
NMR spectra showed that the compound obtained presented analytical
and spectroscopic data in full agreement with its assigned structure. The
chemical purity of (PhSe), (99.9%) was determined by GC/HPLC. All
other chemicals were of analytical grade and obtained from standard
commercial suppliers.

Animals

C57BI/6 low density lipoprotein receptor knockout (LDLr"') mice
were obtained by homologous recombination, as previously described
by Ishibashi et al. (1993). The progenitors were purchased from Jackson
Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA). Animals were maintained at
controlled room temperature (21 £ 2°C) under a 12 h light/12 h dark
cycle with free access to food and water. All experiments were
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undertaken in accordance with the guidelines on animal care of the local
Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA/UFSC), which follows
the NIH publication “Principles of Laboratory Animal Care”.

Experimental protocols

In order to evaluate the neuroprotective effects of (PhSe), against
hypercholesterolemia-induces cortico-cerebral oxidative stress, male 3-
months-old LDLr" mice weighing 24-26 g were randomly divided into
two experimental groups, that were fed with a standard or a cholesterol-
enriched diet (20% fat, 1.25% cholesterol, 0.5% cholic acid) (de
Oliveira et al., 2011). Half of the animals from each group were
concomitantly treated daily with (PhSe), (1 mg/kg; 0.g.), and the other
half with vehicle (canola oil), totalizing four experimental groups.
Following 30 days of treatments, the animals were food-deprived
overnight and the blood was collected by cardiac puncture in
heparinized tubes for posterior determination of plasma cholesterol
levels. After that, the mice were sacrificed by decapitation, and the
cerebral cortex was removed for the biochemical analyses.

Plasma cholesterol levels

Whole blood was centrifuged at 3,000 x g, at room temperature
for 10 min and the obtained plasma was used to measure total
cholesterol and non-HDLcholesterol levels. Total and HDL plasma
cholesterol were measured in plasma by an enzymatic method (Labtest
Diagnostica®, Lagoa Santa-MG, Brazil). The concentration of non-
HDL-cholesterol was calculated using the equation: (LDL + VLDL +
IDL) =TC - HDL.

Cerebral cortex homogenates preparation

Cerebral cortex was removed and homogenized (1:10 wi/v) in
HEPES buffer (20 mM, pH 7.0). The tissue homogenates were
centrifuged at 16,000 x g, at 4°C for 20 min and the supernatants
obtained were used for the determination of glutathione peroxidase
(GPx) and glutathione reductase (GR) activities and for the
quantification of the levels of reduced glutathione (GSH) and
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS).
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Reduced glutathione levels

Glutathione (GSH) levels were determined as described by
Ellman (1959) with slight modifications. GSH was measured in cerebral
cortex homogenates after precipitation with 1 vol. of 10% trichloroacetic
acid and centrifuged at 1,000 x g at 4 °C for 10 min. An aliquot of the
protein-free supernatant was added to 800 mmolM phosphate buffer, pH
7.4, and 500 mmolM1 DTNB (5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid).
Color development resulting from the reaction between DTNB and
thiols was read at 412 nm after 10 min. A standard curve of reduced
GSH was used in order to calculate the GSH levels in the samples, and
the results were expressed as nmol GSH.mg protein™.

Thiobarbituric acid-reactive substances levels

Thiobarbituric  acid-reactive  substances (TBARS) were
determined in tissue homogenates as described by Ohkawa et al. (1979),
in which malondialdehyde (MDA), an end product of lipid peroxidation,
reacts with thiobarbituric acid (TBA) to form a colored complex. In
brief, samples were incubated at 100 °C for 60 min in acid medium
containing 0.45% sodium dodecyl sulfate and 0.6% TBA. After
centrifugation, the reaction product was determined at 532 nm using
1,1,3,3-tetramethoxypropane as the standard, and the results were
expressed as nmol MDA .mg protein™.

Glutathione reductase activity

Glutathione reductase (GR) activity was determined according to
previously described by Carlberg and Mannervik (1985). The enzyme
activity was assessed in a solution containing 50mM potassium
phosphate buffer, pH 7.0, containing 1 mM EDTA, 0.2 mM NADPH
and the supernatant containing 0.2-0.3 mg protein.ml™. The reaction
was initiated by the addition of 1 mM oxidized glutathione and a change
in absorbance was measured at 340 nm. GR activity was expressed as
nmol NADPH oxidized.min>.mg protein™, using an extinction
coefficient 6.22 x 103 M-1.cm™ for NADPH.

Glutathione peroxidase activity

Glutathione peroxidase (GPx) activity was measured according to
the protocols developed by Wendel (1981) using tert-
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butylhydroperoxide as substrate. The enzyme activity was determined
by monitoring the NADPH disappearance at 340 nm in 50 mM
potassium phosphate buffer, pH 7.0, containing 1ImM EDTA, 1 mM
glutathione, 0.2 U mlI™* glutathione reductase, 1 mM azide, 0.2 mM tert-
butyl-hydroperoxide, 0.2 mM NADPH and the supernatant containing
0.2-0.3 mg protein.ml™. GPx activity was expressed as nmol NADPH
oxidized.min™.mg protein™, using an extinction coefficient of 6.22 x
103 M cm™ for NADPH.

Protein determination

Sample protein content was determined by the method of Lowry
et al. (1951) using bovine serum albumin as the standard.

Statistical analysis

All data are expressed as mean + S.E.M. The statistical evaluation
was performed using two-way analysis of variance (ANOVA).
Following significant ANOVAs, multiple post-hoc comparisons were
performed using the Duncan’s test. The accepted level of significance
for the tests was P < 0.05. All tests were performed using the Statistica
software package (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

Results
Plasma cholesterol concentration

In previous studies we demonstrated that when the 3 months-old
LDLr" mice are submitted to a standard diet they presents a two- to
four-fold increase in plasma cholesterol concentration when compared
to the wild type mice. Moreover, LDLr” mice submitted to a
cholesterol-enriched diet during 30 days presents around three-fold
increase in total cholesterol levels compared to LDLr" mice fed with a
standard diet (de Oliveira et al., 2011; Hort et al., 2011). Therefore, we
investigated the effects of (PhSe), treatment in the plasma cholesterol
concentration of the hypercholesterolemic LDLr" mice.

Two-way ANOVA indicated only a significant effect for the diet
factor on total plasma cholesterol levels [F (1, 16) = 212.68, P < 0.05],
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and on non-HDL-cholesterol levels [F (1, 16) = 140 32, P < 0.05].
Subsequent post-hoc comparisons indicated that LDLr” mice submitted
to the cholesterol-enriched diet presented a significantly increase in the
total cholesterol and non-HDL cholesterol levels when compared to the
LDLr" mice submitted to the standard diet. Meanwhile, as observed in
Table 1, (PhSe), treatment did not alter total plasma cholesterol levels
and non-HDL cholesterol levels in the LDLr"" mice regardless of diet .

Effects of (PhSe), against hypercholesterolemia-induced cortico-
cerebral oxidative stress

In a previous report, we demonstrated that 3 months-old LDLr""
mice submitted to a cholesterol-enriched diet during 30 days presented a
significant inhibition of the mitochondrial complexes I and 11 activities,
as well as, an increased lipid peroxidation and an impairment in the
GSH-dependent antioxidant system in the cerebral cortex, characterized
by a diminishing in the reduced glutathione levels and a decrease in the
GPx activity (de Oliveira et al., 2011). Herein, we demonstrated that the
treatment with a GPx mimic compound, (PhSe),, protects against
hypercholesterolemia- induced cortico-cerebral oxidative stress.

Two-way ANOVA indicated a significant effect for the treatment
factor [F (1, 27) = 73.31, P < 0.05], and for the interaction between diet
and treatment factors [F (1, 27) = 34.77, P < 0.05] on GSH levels.
Subsequent post-hoc comparisons revealed that the cholesterol-enriched
diet significantly reduced the GSH levels in the cerebral cortex of LDLr
" mice (P < 0.05, FI?UI’E 1A), and (PhSe), treatment prevent this
reduction in the LDLr"" mice fed with cholesterol enriched-diet (P <
0.05, Figure 1A). Furthermore, indicated a significant effect for the
treatment factor [F (1, 15) = 122.68, P < 0.05], and for the interaction
between diet and treatment factors [F (1, 15) = 4.84, P < 0.05] on GPx
activity. Subsequent post-hoc comparisons revealed that the
cholesterol-enriched dlet significantly reduced the GPx activity in the
cerebral cortex of LDLr” mice (P <0.05,Figure 1C) while the (PhSe),
treatment increased the GPx act|V|ty in the LDLr" mice fed with a
standard diet but not in the LDLr”" mice fed cholesterol-enriched diet.
Finally, Two-way ANOVA indicated a significant effect for the diet
factor [F (1, 16) = 10.50 , P < 0.05] and for the interaction between diet
and treatment factors [F (1 16) = 7.42 , P < 0.05] on GR activity in
cerebral cortex of LDLr"" mice. Subsequent post-hoc comparisons
revealed that treatment with (PhSe), decreased the GR activity in the
LDLr" mice fed cholesterol-enriched diet (P < 0.05, Figure 1C). In
addition, two-way ANOVA indicated a significant effect for the
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treatment factor [F (1, 25) = 12.496, P < 0.05] on lipid peroxidation in
cerebral cortex of LDLr” mice. Subsequent post-hoc comparlsons
revealed a decreased lipid peroxidation in the cerebral cortex of LDLr"
mice fed cholesterol-enriched diet following treatment with (PhSe), (P <
0.05, Figure 1B).

Discussion

There are considerable evidences that hypercholesterolemia is
associated with brain oxidative stress in humans and in rodents models
(Stokes et al., 2002, Lu et al., 2009, Lu et al., 2010, Ramirez et al.,
2011). Furthermore, an imbalance between antioxidant functions and
oxidative stress is implicated in diverse brain pathologies (Harish et al.,
2011). In this context, several studies have reported the beneficial
effects of organoselenium compounds against pathological conditions
associated with oxidative stress (e.g., inflammation, diabetes,
neurotoxicity and hepatotoxicity) (Wilson et al., 1989, Nogueira et al.,
2004, Nogueira and Rocha, 2011). Our present results demonstrated that
(PhSe), effectively prevented the cortico-cerebral OX|dat|ve stress
induced by cholesterol-enriched diet in the 3-months-old LDLr" mice.
Here, the antioxidant action of (PhSe), was linked to a reduction in lipid
peroxidation and mcreased in GSH content in cortico-cerebral
homogenates of LDLr" mice submitted to a hipercholesterolemic diet.

Hypercholesterolemia has been demonstrated to trigger oxidative
stress by increasing reactive oxygen species (ROS) generation and
decreasing oxidative defenses (Colell et al., 1997, Mari et al., 2008,
Fernandez et al., 2009). One potential mechanism by which
hypercholesterolemia may induce oxidative stress is related to a
disruption of mitochondrial function (McCommis et al., 2011). Previous
studies showed that mitochondria obtained from various tissues of the
hypercholesterolemic LDLr"" mice generate higher amounts of ROS
when compared to those of wild-type mates (Oliveira et al., 2005, Paim
et al., 2008, de Oliveira et al., 2011) The authors suggested that higher
rates of lipogenesis in the LDLr” mice deplete the mitochondrial
reducing equivalents from NADPH leading to a state of oxidative stress.

However, since the homeostasis of brain cholesterol is
independent from the circulating cholesterol (Di Paolo and Kim, 2011),
the exact mechanisms responsible for the cortico- cerebral oxidative
stress induced by hypercholesterolemia in the LDLr" mice remains
unclear. One possible explanation is that the increased metabolic flux to
the brain during hypercholesterolemia can orchestrate the blood-brain
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barrier (BBB) disruption, recruitment of inflammatory immune cells
from peripheral blood and microglial cells activation leading to
neuroinflammation (Kalayci et al., 2009). In fact, inflammation of brain
capillary endothelial cells may play a potent role in the
neurodegenerative diseases, and it is well known that endothelial cells
strongly respond to inflammatory stimuli (Moser et al., 2004) especially
involving production of ROS (ladecola, 2004). In this line of evidence,
(Thirumangalakudi et al., 2008) using LDLr” mice fed with high-
fat/cholesterol diet demonstrated that a noxious oxidative-inflammatory
cycle in the vasculature could have deleterious consequences for brain
function. Indeed, recently we proposed an oxidative stress condition in
the cortex cerebral of hypercholesterolemic LDLr" mice after 30 days
feeding with high cholesterol diet, which was characterized by
impairment in the GSH metabolism and lipid peroxidation (de Oliveira
et al., 2011).

In mammalian cells, glutathione (GSH) and the GPxs constitute
one of the most important antioxidant defense systems (Raes et al.,
1987). GSH is an abundant intracellular antioxidant and scavenger of
ROS, providing the neuronal cell with important protection against
oxidative damage (Brigelius-Flohe, 1999, Lima et al., 2006). Herein, we
showed that (PhSe), significantly increased the GSH content in the
cerebral cortex of 3-months-old LDLr" mice fed with cholesterol-
enriched diet, which possibly contributed to the enhanced detoxification
of lipid peroxidation products as demonstrated by decreased in the MDA
levels. In this way, there are two major pathways involved in regulating
of cellular GSH contents: one is GR, which catalyzes the reduction of
GSSG to GSH via consumption of NADPH (Carlberg and Mannervik,
1985), and the other is y-glutamyl cysteine synthase (yGCS), which is
the rate-limiting enzyme in GSH synthesis (Griffith and Mulcahy,
1999). In this study, the treatment with (PhSe), paradoxically decreased
the GR activity, which may occurred due to increase in the GSH levels
by increased biosynthesis, not requiring regeneration. Furthermore, the
(PhSe), treatment increased the GPx activity in the LDLr" mice fed
standard diet. In this scenario, we can speculate that (PhSe), might
modulate intracellular signaling pathways related to antioxidant
response. In line with this, recent studies demonstrated that the
organoselenium compound ebselen activates the Nrf-2, a transcription
factor orchestrating antioxidant and cytoprotective responses on
oxidative stress that ultimately increases the expression of genes
encoding enzymes of the glutathione redox system, such as yGCS and
GPx (Tamasi et al., 2004, Kim et al., 2009).
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GPx is an antioxidant defense enzyme that can directly detoxify
H,0, and lipid hydroperoxides at the expense of GSH (Brigelius-Flohe,
1999), and accumulating evidence suggested that GPx functions as the
primary protection against acute oxidative stress, particularly in
neuropathological situations (De Haan et al., 2003, Ran et al., 2006). In
line of this, another possible mechanism associated with the observed
(PhSe), neuroprotection in the hypercholesterolemic LDLr" mice, is the
its capacity of mimic endogenous antioxidant enzymes, such as GPx
(Nogueira et al., 2004, Borges et al., 2006, de Freitas and Rocha, 2011).
In this regard, Posser et al. (2008) demonstrated that (PhSe), exerts
protective effects against H,O.-induced oxidative damage in
hippocampal slices, and this neuroprotective effect seems to be related
to its thiol-peroxidase-like activity. Indeed, we previously demonstrated
that (PhSe), inhibited human LDL oxidation and that this phenomenon
was related to its GPx-like activity (de Bem et al., 2008). The GPx-like
activity of (PhSe), seems to be kinetically identical to that of the enzyme
reaction (Nogueira et al., 2004, Barbosa et al., 2006, Nogueira and
Rocha, 2011). In brief, (PhSe), reacts with 2 thiol equivalents, such as
GSH, to generate a product characterized as selenol. The selenol reacts
with H,O, or organic peroxides to form water and a seleninic acid,
which spontaneously produces another molecule of water and turns to
(PhSe), (Nogueira et al., 2004, Posser et al., 2008, Nogueira and Rocha,
2011). Then, (PhSe), might be conferring its protective effect by
decomposing lipid hydroperoxides.

Of particular pharmacological importance, previous studies
suggest that (PhSe),, a very lipophilic compound that can cross the
BBB, leads to increasing selenium levels into the brain after acute and
chronic treatments (Jacques-Silva et al., 2001, Maciel et al., 2003).
Furthermore, toxicological studies have been conducted to establish the
safety of this organoselenium compound. The level of toxicity induced
by (PhSe), depends on the route of administration and the species (rat,
mice, or rabbits) (Nogueira et al., 2003, de Bem et al., 2007, Straliotto
et al., 2010). In fact, the antioxidant effect of (PhSe), showed in this
study was obtained within a very safe dose range. Recently, Savegnago
et al. (2007) characterized that the LDs for (PhSe), to mice by the oral
route was >312 mg/kg and that this oral treatment did not provide
evidence for renal or hepatic toxicity. The quantification of plasma
levels of (PhSe), after oral administration of 500 mg/kg in mice, showed
a (PhSe), peak at 30 minutes post dosing of approximately 10 pg/mL
(Prigol et al., 2009).
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Conclusions

In conclusion, the present findings constitute an in vivo evidence
for neuroprotective role of low dose of (PhSe), in cortico-cerebral
oxidative stress induced by hypercholesterolemic diet in the 3-months-
old LDLr”" mice. The antioxidant effect of (PhSe), is, at least in part,
associated to the involvement of glutathione system. Further studies are
warranted to elucidate the precise mechanism of (PhSe), antioxidant
effect in cerebral cortex of LDLr" mice. In addition, to its protective
effects in cardiovascular diseases associated with hypercholesterolemia
showed in ours previous studies, based on our findings (PhSe), can be
pointed as a promising neuroprotective molecule  against
hypercholesterolemia-induced effects deleterious on brain.
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Figures and Legends

Total Cholesterol non-HDL

Groups (mg/ dL) cholesterol (mg/dL)
control + vehicle 2116 £2225 183.0 £22.70
control + (PhSe), 197.8 £13.45 183.9 £12.35
cholesterol + vehicle 833.9 £ 56.69* 764.7 £ 51.72%
cholesterol + (PhSe), 864 4 £42.51 8345 £58.55

Table 1: Effect of (PhSe), on plasma total cholesterol levels and non-HDL-
cholesterol levels in the LDLr" mice fed standard or cholesterol-enriched diet .
Each value represents the mean + S.E.M. of four to five animals in each group.
*P<0.05 compared to 3-month-old LDLr" mice fed standard diet. (Two-way
ANOVA followed by Duncan’s post-hoc test).
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Figure 1: Effects of (PhSe), on cerebral cortex oxidative stress parameters in
the LDLr"" mice fed standard or cholesterol-enriched diet: A) GSH levels, B)
TBARS levels, C) GPx activity and D) GR activity. Each value represents the
mean + S.E.M. of four to six animals in each group. *P<0.05 compared to 3-
month-old LDLr"" mice fed standard diet, #P<0.05 compared to 3-month-old
LDLr" mice fed cholesterol-enriched diet (Two-way ANOVA followed by
Duncan’s post-hoc test).
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5 DISCUSSAO

A condicdo de hipercolesterolemia (monogénica e multifatorial)
afeta 1 em cada 20 individuos na populacdo em geral, por outro lado, a
frequéncia da hipercolesterolemia familiar (HF) é de 1 em 500 para
heterozigotos. Homozigotos sdo raros, com uma frequéncia de 1 em um
milhdo. A HF é uma patologia autossémica codominante caracterizada
pela elevacdo isolada do colesterol presente na LDL plasmatica e
fortemente associada com alto risco de doenca cardiovascular prematura
(Brown e Goldstein, 1986; Civeira, 2004; Setia et al., 2012). Nos
ltimos anos, crescentes evidéncias clinicas e patoldgicas indicam que
elevados niveis de LDL-colesterol podem contribuir para o
desenvolvimento de prejuizos cognitivos e deméncia (Pappolla et al.,
2002; Mielke et al., 2005, Whitmer et al., 2005, Zambon et al., 2010).
Nesse contexto, uma ferramenta Gtil para o estudo do impacto dos altos
niveis plasméaticos de colesterol sobre pardmetros metabdlicos e
funcionais em diferentes 6rgdos é o uso de camundongos LDLr", os
quais representam muito bem um modelo de HF (Ishibashi et al., 1993;
Zadelaar et al., 2007).

De fato, Mulder e colaboradores (2004) demonstraram que
camundongos LDLr" apresentam prejuizo de aprendizado e meméria
quando comparados com camundongos controles em diversos testes
comportamentais que avaliam memoria espacial e de trabalho. Neste
sentido, os resultados apresentados na primeira parte desta dissertagdo,
referem-se a avaliacdo da fungdo cognitiva, bem como da funcédo
mitocondrial e antioxidante em cértex cerebral de camundongos LDLr""
expostos a dieta padrdo ou hipercolesterolémica durante 30 dias. O
conjunto de resultados apresentados no Artigo 1 demonstram que
independentemente da dieta adotada os camundongos LDLr"
apresentam prejuizo de aprendizado e memoria espacial no teste de
localizagdo do objeto. Além disso, a dieta hipercolesterolémica causou
inibicdo na atividade dos complexos | e Il da CR no cortex cerebral de
camundongos LDLr", evento que foi associado com lipoperoxidagao,
diminuicéo dos niveis de GSH e desequilibrio na atividade das enzimas
integrantes do sistema antioxidante dependente da GSH. Estes ltimos
resultados caracterizaram uma situacdo de estresse oxidativo no cortex
cerebral destes camundongos hipercolesterolémicos. De particular
importancia, a disfungdo mitocondrial observada no cértex cerebral dos
camundongos foi negativamente correlacionada com 0s niveis
plasmaticos de colesterol.
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Dados da literatura demonstram que a ingestdo de uma dieta rica
em colesterol prejudica o aprendizado espacial e a habilidade de
retencdo da memoria de longo prazo em roedores (Granholm et al.,
2008; Ullrich et al., 2010; Freeman et al., 2011). Nossos dados
demonstram que camundongos LDLr" alimentados com dieta padr&o ou
hipercolesterolémica ndo sdo capazes de identificar uma alteracdo
espacial no campo aberto. A memdria de localizagdo/relocalizagdo de
objeto é proposta como um modelo de memaria espacial com apenas um
treinamento (Murai et al., 2007). O teste de localizacdo do objeto é
amplamente usado para avaliar a fun¢do cognitiva em camundongos
transgénicos, levando em consideracdo a preferéncia de camundongos
normais pelo objeto que foi movido de sua posi¢do anterior (Faivre et
al., 2011). Varios estudos demonstraram que lesGes corticais levam ao
prejuizo do desempenho neste teste em diferentes protocolos
experimentais, uma vez que o cOrtex pré-frontal medial é importante
para a memoria espacial de trabalho (Brozoski et al., 1979; Ennaceur et
al., 1997; Nelson et al., 2011). No entanto, uma desvantagem deste e de
outros conhecidos testes cognitivos é fornecer apenas um indice
qualitativo (aprender ou ndo aprender), entdo, provavelmente por esta
razdo ndo podemos determinar uma maior reducdo na funcdo cognitiva
dos camundongos LDLr" que foram expostos & dieta
hipercolesterolémica.

Como a homeostase do colesterol cerebral é independente do
colesterol plasmatico, o exato mecanismo responsavel pelo prejuizo
cognitivo induzido pela hipercolesterolemia ainda permanece
desconhecido (Elder et al., 2007; Di Paolo e Kim, 2011). Uma possivel
explicacdo foi proposta por Evola e colaboradores (2010) usando
camundongos ApoE™ e por Thirumangalakudi e colaboradores (2008)
usando camundongos LDLr" expostos & uma dieta com alto teor de
gordura e/ou colesterol. Estes autores propuseram que um nocivo ciclo
oxidativo e inflamatério na vasculatura poderia ter consequéncias
deletérias para fungdo cerebral e cognicdo. Na mesma linha de
evidéncia, Hafezi-Moghadam e colaboradores (2007) demonstraram que
a delecdo genética da ApoE em camundongos idosos induz um efeito
desestabilizador sobre a microvasculatura cerebral levando a disfuncéo
da BHE. Portanto, alteragdes na BHE decorrentes da
hipercolesterolemia resultam em extravasamento de componentes
séricos para dentro e através da parede dos pequenos vasos cerebrais e
recrutamento de células imune inflamatorias da circulagdo sanguinea,
causando dano neuronal e glial com persistente ativacdo de micréglia e
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astrocitos. Estes eventos podem ser direta ou indiretamente responsaveis
pelo prejuizo cognitivo (Rapp et al., 2008).

O processo neuroinflamatério também pode levar ao aumento da
producdo de ERO, as quais sdo prejudiciais para os neurbnios. As
mitocondrias sdo vitimas de extensivo dano oxidativo, enquanto a
inflamacdo provavelmente também contribui intensificando a disfungdo
mitocondrial (Witte et al., 2010). Os neurdnios sdo vulneraveis a
defeitos na funcdo mitocondrial porque requerem altos niveis de energia
para sua sobrevivéncia e fungdo especializada (Chen e Chan, 2006). Um
grande numero de evidéncias suporta o papel crucial da disfuncéo
mitocondrial no desenvolvimento de prejuizos cognitivos e progressao
para deméncia; com a diminuicdo no metabolismo energético e
producéo de ERO como principais eventos desencadeadores (Lin e Beal,
2006; Moreira et al., 2010). A dieta hipercolesterolémica promoveu um
aumento de 10 vezes no colesterol dos camundongos LDLr", o que
provocou uma redugdo na atividade dos complexos | e Il no cortex
cerebral destes camundongos. De particular importancia, Nnossos
resultados apresentam evidéncia que esta inibicdo na atividade dos
complexos | e Il foi negativamente correlacionada com os niveis
plasmaticos de colesterol. No entanto, 0s camundongos LDLr"
alimentados com dieta padrdo apesar de apresentarem prejuizo
cognitivo; uma elevacdo de duas vezes nos niveis de colesterol
plasmatico ndo foi capaz de causar disfungdo mitocondrial, bem como
estresse oxidativo. Portanto, o aumento do colesterol sérico com o
auxilio de uma dieta rica em colesterol acelera as consequéncias de um
nocivo ciclo oxidativo e inflamatério na vasculatura.

Recentes estudos conduzidos em mitocondrias isoladas de varios
tecidos (cérebro, figado e rim) de camundongos LDLr"" demonstraram
que a disfungdo mitocondrial e estresse oxidativo causados pela
hipercolesterolemia sdo devido ao baixo conteddo de nucleotideos
piridinas no estado reduzido (NADPH), os quais sdo depletados pela
lipogénese aumentada (Oliveira et al., 2005; Paim et al., 2008). As
mitocondrias sdo ao mesmo tempo alvos e fontes biologicamente
importantes de ERO principalmente no SNC (Kowaltowski e Vercesi,
1999; Kowaltowski et al., 2001) e por outro lado, 0 aumento dos niveis
de ERO causa disfungdo mitocondrial (Tan et al., 1998). Entretanto, a
producdo de ERO aumenta quando os complexos respiratdrios estdo
inibidos (Leonard e Schapira, 2000; Fontanesi et al., 2009).

Estresse oxidativo celular e suas consequéncias sdo também
caracteristicas bem estabelecidas da patofisiologia de diversas
patologias neurodegenerativas, e 0 SNC ¢ especialmente susceptivel ao
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dano induzido por ERO (Harish et al., 2011; Sultana e Butterfield,
2011). Nossos resultados indicaram um desequilibrio na atividade das
enzimas GPx e GR, caracterizado por uma diminui¢do na atividade da
GPx e um aumento da atividade da GR no cortex cerebral dos
camundongos expostos a dieta hipercolesterolémica, 0 que pode estar
relacionado com o estresse oxidativo induzido pela hipercolesterolemia,
principalmente por causar lipoperoxidacdo e prejudicar o sistema
antioxidante dependente da GSH. Muitos estudos tem mostrado uma
relacdo entre a exposicdo a dietas com alto teor de gordura e/ou
colesterol e estresse oxidativo em cérebros de camundongos e ratos
(Crisby et al., 2004; Montilla et al., 2006) e 0s nossos resultados podem
estabelecer o papel da disfuncdo mitocondrial no consequente
desequilibrio oxidativo induzido pela hipercolesterolemia.

GSH e as GPxs constituem um dos mais importantes sistemas de
defesa antioxidante (Raes et al., 1987; Brigelius-Flohe, 1999). A GSH é
um importante antioxidante e sequestrador de ERO intracelular,
proporcionando a célula neuronal uma importante protecdo contra os
danos oxidativos (Dringen e Hirrlinger, 2003). Estudos anteriores
demonstraram que o sistema GSH pode ser ativado como uma resposta
ao estresse oxidativo em cérebros de individuos com doencas
neurodegenerativas (Lovell et al.,, 1995; Aksenov et al., 2001).
Adicionalmente, a hipercolesterolemia desencadeia estresse oxidativo
por aumentar a geracdo de ERO levando a deplecdo dos niveis de GSH,
além de prejudicar o transporte mitocondrial de GSH, resultando em
deplecdo de GSH mitocondrial e estresse oxidativo mitocondrial (Colell
et al., 1997; Mari et al., 2008; Fernandez et al., 2009). Corroborando
com estas informacges, Esposito e colaboradores (2000) demonstraram
gue mitocondrias isoladas de figados de camundongos deficientes de
GPx-1 tém altas taxas de producdo de H,O, e reduzida taxa de
respiracdo mitocondrial. A GPx é um enzima de defesa antioxidante que
pode diretamente detoxificar H,O, ou hidroperoxidos a custa de GSH.
Vérias evidéncias propdem que a GPx funciona como uma protecao
primaria contra estresse oxidativo agudo, principalmente em situagdes
neuropatolégicas (Brigelius-Flohe, 1999; De Haan et al., 2003; Ran et
al., 2006). De acordo com nossos dados podemos indicar uma nova
evidéncia sobre a associagdo entre niveis plasmaticos elevados de
colesterol e prejuizos cognitivos em camundongos LDLr"
hipercolesterolémicos, o que foi mediado em parte pela disfuncdo
mitocondrial e estresse oxidativo também encontrados no coértex
cerebral destes camundongos expostos a uma dieta com alto teor de
colesterol.
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Varios estudos tém reportado efeitos benéficos dos compostos
organicos de selénio contra condi¢des patoldgicas associadas ao estresse
oxidativo (inflamacgéo, diabetes, neurotoxicidade e hepatoxicidade)
(Nogueira e Rocha, 2011). Dentre estes compostos, o (PhSe),,
primeiramente utilizado como intermediario em reacdes de quimica
organica, demonstrou agbes farmacoldgicas interessantes em diversos
modelos experimentais relacionados a producdo exacerbada de espécies
reativas (Wilson et al., 1989; Nogueira et al., 2004; Nogueira e Rocha,
2010), especialmente em modelos de hipercolesterolemia, apresentando
um potencial efeito protetor em doencas cardiovasculares (de Bem et al.,
2008; de Bem et al., 2009; Hort et al., 2011). O conjunto de dados
apresentados no manuscrito 1 indicam um significativo efeito
neuroprotetor do tratamento com (PhSe), sobre o estresse oxidativo
induzido pela hipercolesterolemia no cdrtex cerebral dos camundongos
LDLr" expostos & dieta hipercolesterolémica. Este efeito antioxidante
foi relacionado ao aumento dos niveis de GSH e diminuigdo da
lipoperoxidacéo.

O (PhSe),, atua como mimético da GPx, reagindo com tiois para
gerar selenol, o intermediario responsavel pelo efeito antioxidante
(Mugesh e Singh, 2000). De fato, Posser e colaboradores (2008)
demonstraram efeito neuroprotetor do (PhSe), em fatias hipocampais
expostas ao dano oxidativo induzido pelo H,0,, e este efeito foi
relacionado a sua atividade mimética da GPx. Nesse sentido, o (PhSe),
pode exercer sua protecdo por decompor lipoperoxidos. O tratamento
oral de 30 dias com (PhSe), na dose de 1 mg/kg, ndo foi capaz de
modificar a atividade da GPx no cortex cerebral dos camundongos
LDLr" expostos a dieta hipercolesterolémica, no entanto aumentou os
niveis de GSH, seu substrato, 0 que possivelmente contribui para o
aumento da detoxificacdo dos produtos de lipoperoxidagdo, diminuindo
0s niveis de MDA. Além disso, a diminuicdo na atividade da GR,
enzima responsével por regenerar a forma reduzida da GSH, também foi
observada no cortex cerebral dos camundongos LDLr" expostos a dieta
hipercolesterolémica tratados com (PhSe),. Esta reducdo pode ser
resultado do aumento na sintese de GSH nestes tecidos, podendo estar
relacionada ao aumento da atividade da enzima gama-glutamilcisteina
sintetase, passo limitante na sintese de GSH. Desta forma, acreditamos
que os efeitos protetores do (PhSe), frente ao estresse oxidativo
induzido pela hipercolesterolemia no cértex cerebral dos camundongos
LDLr" expostos a dieta hipercolesterolémica vao além de sua atividade
mimética da GPx.
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Como ja demonstrado recentemente para o ebselen, outro
importante composto organico de selénio (Tamasi et al., 2004; Kim et
al., 2009); acreditamos que o (PhSe), possa ser capaz de promover a
translocacdo do fator Nrf-2, sinalizando diversas respostas celulares
vinculadas a ativacdo dos elementos de resposta antioxidante (ARE),
entre elas o aumento nos niveis de GSH e na atividade de enzimas
antioxidantes. A hipo6tese para este mecanismo é que o (PhSe),, da
mesma forma que o ebselen, reage com grupamentos sulfidrila da
proteina inibitéria Keap-1, liberando o Nrf-2 e ativando vias de
sinalizacdo vinculadas ao sistema redox (Zhao e Holmgren, 2002;
Tamasi et al., 2004). Confirmando nossos dados, estudos anteriores
verificaram um aumento na concentracdo de GSH em diferentes tecidos,
em animais tratados com (PhSe), e expostos a danos oxidativo (Borges
et al., 2006, de Bem et al., 2007; Straliotto et al., 2010). Nossos dados,
constituem uma evidéncia do papel neuroprotetor in vivo do (PhSe),
sobre o estresse oxidativo induzido pela hiPercoIesteroIemia no cértex
cerebral dos camundongos LDLr"  expostos a  dieta
hipercolesterolémica. E este efeito antioxidante do (PhSe), em parte esta
associado com o envolvimento do sistema GSH. Portanto, em adi¢do aos
seus efeitos protetores demonstrados anteriormente em modelos de
doengas cardiovasculares desencadeadas pela hipercolesterolemia,
baseados em nossos dados podemos apontar o (PhSe), como uma
molécula neuroprotetora contra efeitos deletérios centrais induzidos pela
hipercolesterolemia.

Finalmente, os resultados obtidos neste trabalho de mestrado
apontam a utilizagdo dos camundongos LDLr" hipercolesterolémicos
como um modelo para o entendimento dos mecanismos envolvidos na
patogénese de deméncias como a DA, bem como 0 composto orgénico
de selénio, (PhSe), como um efetivo agente neuroprotetor.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que:

® Os camundongos LDLr" hipercolesterolémicos
independentemente da dieta adotada apresentam prejuizo
cognitivo em teste de memoria espacial;

e A exposicio de camundongos LDLr” & uma dieta
hipercolesterolémica durante 30 dias leva & diminuicdo da
atividade dos complexos | e Il da cadeia respirat6ria mitocondrial
no cortex cerebral destes camundongos;

e A fungdo mitocondrial nos camundongos LDLr" foi
negativamente correlacionada com o0s respectivos niveis de
colesterol destes camundongos;

« A disfuncéo cognitiva e mitocondrial nos camundongos LDLr""
expostos a uma dieta hipercolesterolémica foram associadas com
um quadro de estresse oxidativo no cortex cerebral destes
camundongos caracterizado por um desequilibrio no sistema
antioxidante vinculado a glutationa bem como peroxidacédo
lipidica;

e O tratamento com composto organico de selénio, (PhSe), (1
mg/kg) durante 30 dias preveniu o estresse oxidativo no cortex
cerebral de camundongos LDLr" expostos a uma dieta
hipercolesterolémica.
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7 PERSPECTIVAS

Alguns aspectos relacionados a este trabalho ainda precisam ser
melhor elucidados, desta forma, nosso grupo propde algumas
perspectivas:

e Primeiramente, avaliar o efeito do (PhSe), contra o prejuizo

cognitivo e a disfungdo mitocondrial induzida pela dieta

hipercolesterolémica em camundongos LDLr";

e Analisar a influéncia da hipercolesterolemia na toxicidade

induzida pelo peptideo B-amildide em camundongos LDLr",

através da injecéo intracerebroventricular do peptideo B-amil6ide,

a qual é uma ferramenta amplamente utilizada como modelo de

Doenca de Alzheimer em roedores;

e Desenvolver cultivo primario de neur6nios hipocampais de

camundongos LDLr™, para analisar a resposta dos mesmos a

toxicidade do peptideo beta-amilGide.
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