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RESUMO 

 

Os astrócitos são as principais células de defesa antioxidante no encéfalo, protegem o 

sistema nervoso central por meio de resposta inflamatória controlada e atuam como 

fornecedores metabólicos para os neurônios. Em condições patológicas, como em 

doenças neurodegenerativas, essas células podem sofrer alterações morfológicas, 

funcionais e moleculares. Estudos têm demonstrado a relação entre hipercolesterolemia, 

principalmente, os níveis aumentados de colesterol presente na lipoproteína de baixa 

densidade (LDL) e alterações cerebrais como astrogliose hipocampal. Nesse sentido, o 

presente trabalho teve como objetivo a investigação dos efeitos do colesterol-LDL nos 

astrócitos com enfoque na análise de possíveis mudanças metabólicas, morfológicas e 

funcionais. Inicialmente, no estudo in vitro, as células da linhagem de glioma C6 de rato 

em alta passagem foram incubadas com colesterol-LDL humano (50 e 300 µg/mL) por 

24h e 48h. Após a incubação, foram analisados parâmetros metabólicos, proliferativos, 

formação de gotículas lipídicas (LDs), produção de espécies reativas e defesas 

antioxidantes. Além disso, no modelo in vivo foi realizada a análise morfológica dos 

astrócitos no hipocampo de camundongos machos C57BL/6 selvagens e nocautes para 

o receptor de LDL (LDLr-/-) com 3 e 14 meses de idade. Na cultura de astrócitos, a 

exposição ao colesterol-LDL aumentou as LDs e diminuiu a expressão do receptor de 

LDL (LDLr) e da 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A (HMG-CoA) redutase em ambos 

períodos de incubação. Além disso, o colesterol-LDL causou nos astrócitos diminuição 

da captação de ácidos graxos de cadeia longa (AGCL), produção de espécies reativas e 

atividade da superóxido dismutase em 24h e aumentou os níveis de CD36 em 48h. Ainda, 

a modulação da atividade metabólica nas células expostas ao LDL parece ser 

dependente da concentração e do tempo de incubação. Na região CA3 hipocampal, os 

camundongos LDLr-/- de 14 meses apresentaram um aumento no número de processos 

em comparação com os C57BL/6 selvagens de 3 meses. Propomos que modificações 

metabólicas e morfológicas nos astrócitos induzidas pelo colesterol-LDL podem contribuir 

para o desenvolvimento de neuropatologias. 

 

Palavras-chave. Astrócitos. Hipercolesterolemia. Metabolismo. Gotículas lipídicas. 



ABSTRACT 

 

Astrocytes are the primary antioxidant defense cells of the brain, protecting the central 

nervous system through a controlled inflammatory response and acting as metabolic 

suppliers to neurons. These cells exhibit morphological, functional and molecular changes 

in pathological conditions such as neurodegenerative diseases. Studies have shown a 

relationship between hypercholesterolemia, mainly increased low-density lipoprotein 

(LDL) cholesterol levels, and brain disorders such as hippocampal astrogliosis. In this 

sense, the present work aimed to investigate the effects of LDL cholesterol on astrocytes, 

focusing on the analysis of possible metabolic, morphological and functional changes. 

First, in the in vitro study, high-passage rat C6 glioma cells were incubated with human 

LDL cholesterol (50 and 300 µg/mL) for 24 and 48 hours. After incubation, metabolic and 

proliferative parameters, lipid droplet (LD) formation, production of reactive species and 

antioxidant defense were analyzed. Morphological analysis of hippocampal astrocytes 

from male C57BL/6 wild-type and LDL receptor (LDLr-/-) knockout mice at 3 and 14 

months of age was also performed in vivo. In astrocyte culture, exposure to LDL 

cholesterol increased LDs and down regulated the expression of LDL receptor (LDLr) and 

3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) reductase in both incubation 

periods. In addition, LDL cholesterol decreased long-chain fatty acid uptake, reactive 

species, and superoxide dismutase activity at 24 hours and increased CD36 levels at 48 

hours. Furthermore, the modulation of metabolic activity in cells exposed to LDL appeared 

to be dependent on concentration and incubation time. In the hippocampal CA3 region, 

14-month-old LDLr-/- mice showed an increase in the number of processes compared to 

3-month-old wild-type C57BL/6 mice. We propose that metabolic and morphological 

changes in astrocytes induced by LDL cholesterol may contribute to the development of 

neuropathologies.  

 

Keywords: Astrocytes. Hypercholesterolemia. Metabolism. Lipid droplets. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Em 1907, o psiquiatra e neuroanatomista, Alois Alzheimer, por meio de um exame 

histológico post mortem, descreveu como uma das características da patologia que 

depois ficou conhecida como doença de Alzheimer (DA), o acúmulo de “adipose 

saccules” em células gliais e em neurônios da paciente Auguste Deter que foi a óbito com 

51 anos após manifestar uma série de síndromes demenciais (ALZHEIMER et al., 1907; 

KRAEPELIM, 1910). No entanto, ao contrário dos emaranhados neurofibrilares 

intracelulares, originados pelo agrupamento de proteínas tau hiperfosforiladas, bem como 

o acúmulo de placas amiloides extracelulares, formadas pelo peptídeo beta-amiloide 

(Aβ), a identificação dos conteúdos lipídicos não recebeu a devida atenção por muito 

tempo (FOLEY et al., 2010; CHEN et al., 2017; KNOPMAN et al., 2021). Esses achados 

provavelmente consistiam em gotículas lipídicas, do inglês “lipid droplets (LDs)”, os quais 

são depósitos lipídicos, constituídas por diferentes proporções de ácidos graxos (AGs), 

glicolipídios, glicerofosfolípidos, esfingolípidos, colesterol e outros esterois (FOLEY, 

2010; RUDGE, 2022).  

De particular importância, nas últimas décadas, um dos componentes das LDs, o 

colesterol - e sua via metabólica - vem sendo relacionado ao desenvolvimento de 

demência, particularmente a DA (SPARKS et al., 1994, 2000; KIVIPELTO 2001; 

SPARKS, 2008; THIRUMANGALAKUDI et al., 2008; SOLOMON et al., 2009; HUI et al., 

2012; ELAHI; MILLER, 2017; RUTKOWSKY et al., 2018). É importante mencionar que 

em condições fisiológicas a barreira hematoencefálica (BHE) não permite que os 

carreadores de colesterol periféricos, as lipoproteínas (principalmente, as lipoproteínas 

de baixa densidade - LDL), transpassem para o parênquima cerebral, ou seja, quase todo 

o colesterol do SNC é de origem local, isto é, as células realizam sua própria síntese. 

Portanto, o metabolismo do colesterol no SNC é independente daquele nos tecidos 

periféricos. Aproximadamente 23% de todo o colesterol do corpo humano encontra-se no 

encéfalo e entre as células que mais realizam a biossíntese de novo de colesterol, 

destacam-se os astrócitos (DIETSCHY; TURLEY, 2004; MAHLEY, 2016).  

Além dos variados tipos de neurônios e suas complexas redes neurais, as células 

da glia distinguem-se como um outro grupo celular que compõem a massa encefálica 
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total. Quanto ao número e distribuição de neurônios e células gliais, ambos variam de 

acordo com a espécie de mamífero estudada e a estrutura analisada. No “total” a 

proporção glia/neurônio é aproximadamente a mesma no encéfalo humano. No entanto, 

normalmente, maior quantidade de células gliais são verificadas no córtex e no 

hipocampo, enquanto que no cerebelo há muito mais neurônios (HERCULANO-HOUZEL; 

LENT, 2005; AZEVEDO, 2009; HERCULANO-HOUZEL, 2015, 2018; VON BARTHELD 

et al., 2016). Ademais, de acordo com a origem embriológica, as células da glia dividem-

se em macroglia e microglia. Os astrócitos fazem parte do grupo das macroglias e são 

células especializadas de origem neuroepitelial, assim como os oligodendrócitos, as 

células de Schwann e as células ependimárias. Junto com os oligodendrócitos, os 

astrócitos são as células mais numerosas da macroglia, fato que pode ser relacionado à 

diversidade de funções que essas células desempenham (KRIEGSTEIN, 2009; 

GINHOUX, 2013). 

 

1.1 METABOLISMO DO COLESTEROL NOS TECIDOS PERIFÉRICOS E NO 

SISTEMA NERVOSO CENTRAL 

  

O colesterol é essencial para o funcionamento das células, uma vez que é um 

importante componente estrutural responsável por regular a fluidez e permeabilidade das 

membranas celulares. Além disso, o colesterol é precursor biossintético de ácidos 

biliares, hormônios esteroides e vitamina D (KORINEK et al., 2020; LUO et al., 2020; 

DUAN et al., 2022). Já no SNC, suas funções dividem-se em ser constituinte da bainha 

de mielina, estrutura biológica responsável pela rápida condução dos potenciais de ação 

dos neurônios, e modular a plasticidade, contribuindo para a diferenciação neural, 

sinaptogênese e neurogênese (GORITZ et al., 2005; BERGHOFF et al., 2022). No 

entanto, quando o colesterol está em excesso, e as condições homeostáticas normais 

perturbadas, este lipídio pode estar envolvido no desenvolvimento de patologias. 

Em condições fisiológicas, o suprimento de colesterol para os tecidos periféricos é 

realizado pela biossíntese de novo hepática (via endógena, maior proporção) e ingestão 

alimentar (via exógena) (CERQUEIRA et al., 2016). A via biossintética inicia-se com a 

condensação de moléculas de acetil-CoA e formação de 3-hidroxi-3-metilglutaril-
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Coenzima A (HMG-CoA) via catálise da HMG-CoA sintase (HMGCS) citosólica (SHI et 

al., 2022). Após a produção de HMG-CoA, a HMG-CoA redutase (HMGCR) reduz a HMG-

CoA em mevalonato, reação dependente de moléculas nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato reduzida (NADPH) doadoras de elétrons. A reação catalisada pela 

enzima HMGCR é considerada a etapa limitante e irreversível da síntese do colesterol. 

Logo após a conversão em mevalonato, uma série de reações de fosforilação, 

condensação e ciclização são desencadeadas até a produção de colesterol 

(CERQUEIRA et al., 2016). Todo esse processo de síntese ocorre na maioria das células, 

mas preferencialmente nas células constituintes do fígado. Apesar do colesterol livre 

sintetizado ser anfipático, o colesterol é mais comumente transportado na forma de éster 

de colesterol, que é apolar. Portanto, para se deslocar no plasma sanguíneo para outros 

tecidos, os ésteres de colesterol necessitam de carreadores, as lipoproteínas 

(GOLDSTEIN; BROWN, 1977; BROWN; GOLDSTEIN, 1986; NELSON; COX, 2017). 

As lipoproteínas são partículas constituídas de colesterol, ésteres de colesterol, 

triglicerídeos (TAGs) e fosfolípidos rodeadas por proteínas específicas, as 

apolipoproteínas (Apos). As Apos, por serem mais polares, facilitam o transporte dos 

lipídios no plasma, além de direcionarem as lipoproteínas para receptores específicos. 

As principais classes de lipoproteínas plasmáticas humanas são os quilomícrons, 

lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteínas de densidade intermediária 

(IDL), LDL e lipoproteínas de alta densidade (HDL). Estas partículas são divididas com 

base no seu tamanho e na sua densidade, o que está diretamente relacionado à 

composição lipídica. Ademais, todas as lipoproteínas apresentam uma função específica 

determinada por sua síntese e conteúdo de Apos (NOELS et al., 2021; BORÉN et al., 

2022).  

A via endógena das lipoproteínas inicia-se no fígado com a produção de VLDL. Os 

TAGs transportados em VLDL são metabolizados em tecidos periféricos pela lipase 

lipoproteica, liberando AGs livres e formando as IDL. As IDL são rapidamente 

metabolizadas em LDL ricas em colesterol, partículas formadas também por ApoB-100, 

que são reconhecidas pela família de receptores LDL (LDLr) em vários tecidos, incluindo 

o fígado. O colesterol deslocado novamente para o fígado pode ser incorporado nas 
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membranas dos hepatócitos, ser precursor biossintético ou ainda, esterificado para 

armazenamento intracelular em LDs (CERQUEIRA et al., 2016; SHI et al., 2022).  

Nos tecidos periféricos, a família de LDLr são os principais responsáveis pelo 

reconhecimento e endocitose mediada por receptor do colesterol-LDL. A endocitose é 

essencial para regular a concentração de colesterol-LDL no sangue, pois quando em 

concentrações exacerbadas e em um ambiente suscetível ao desequilíbrio redox, as LDL 

podem sofrer oxidação. As formas oxidadas da LDL (oxLDL) são reconhecidas via 

receptores “scavengers” amplamente expressos em macrófagos. Em um primeiro 

momento, os macrófagos fagocitam as oxLDL para serem degradadas, porém, quando 

as altas concentrações das formas oxidadas estabelecem um ambiente inflamatório 

exacerbado - com prejuízos nas vias de degradação - a aterosclerose instala-se nas 

íntimas das artérias (GOLDSTEIN; BROWN, 2015; CERQUEIRA et al., 2016; KHATANA 

et al., 2020). Assim, enquanto que as LDL são pró-aterogênicas, as HDL são anti-

aterogênicas devido ao transporte reverso do colesterol dos tecidos periféricos, que 

incluem as íntimas das artérias, para o fígado (FEINGOLD, 2021). Por fim, a via exógena 

das lipoproteínas nada mais é do que a incorporação dos lipídios da dieta aos 

quilomícrons e seu metabolismo.  

O nível intracelular de colesterol e o estado energético das células regulam a 

síntese endógena do colesterol, pois afetam a atividade, a degradação e a expressão da 

enzima HMGCR, assim como outras enzimas do metabolismo. Uma vez que a via de 

síntese é dependente de adenosina trifosfato (ATP) para as reações de fosforilação, as 

baixas concentrações de ATP e as altas concentrações de adenosina monofosfato (AMP) 

inativam a HMGCR por fosforilação pela proteína-cinase dependente de AMP (AMPK), 

afetando sua atividade e diminuindo a produção de colesterol. Essa inativação também 

ocorre via fosforilação por meio da cascata de sinalização induzida pelo glucagon e por 

proteólise da enzima na presença de oxiesteróis, tais como o 24-hidroxicolesterol (24-

OHC). Por outro lado, o hormônio insulina promove a sua desfosforilação, ativando-a e 

favorecendo a síntese de colesterol (TRAPANI; SEGATTO; PALLOTTINI, 2012; 

CERQUEIRA et al., 2016). Quanto à expressão da HMGCR, essa, bem como outras 

enzimas e receptores envolvidos no metabolismo do colesterol são reguladas no retículo 

endoplasmático pelas proteínas de ligação aos elementos reguladores de esterol, do 
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inglês “sterol regulatory element-binding proteins” (SREBPs), que agrupadas com outras 

proteínas de reconhecimento de esterol, Insig e SCAP, auxiliam na liberação ou não de 

fragmentos do domínio regulatório das SREBPs capazes de agirem no núcleo e ativar a 

transcrição gênica (TRAPANI; SEGATTO; PALLOTTINI, 2012). A baixa concentração de 

colesterol faz com que as SREBPs sejam processadas proteoliticamente para produzirem 

fragmentos ativos que entram no núcleo celular e induzem a expressão de seus genes-

alvo, p. ex., LDLR, HMGCR; enquanto que a alta concentração bloqueia a transcrição 

dos genes colesterogênicos (BROWN; GOLDSTEIN, 1999). Ademais, altas 

concentrações de oxiesteróis ativam o fator de transcrição nuclear receptor hepático X 

(LXR) que atua na expressão de genes do metabolismo dos lipídios e da glicose que 

acoplam o metabolismo de lipídios e esterois a respostas inflamatórias (BERGHOFF et 

al., 2022). Em vista disso, infere-se que o nível de colesterol celular reflete o equilíbrio 

dinâmico entre biossíntese, captação, exportação e esterificação (LUO, 2020). 

Por sua vez, a produção de colesterol no SNC apresenta diferenças quanto ao 

período de desenvolvimento do encéfalo. Até a primeira infância, etapa do pico de 

mielinização, sua síntese é regulada positivamente na maioria das células: neurônios, 

astrócitos, oligodendrócitos e microglia, e, estima-se que a meia-vida desse esterol seja 

entre seis meses a cinco anos (SAHER et al., 2005). Já no encéfalo humano adulto, essa 

produção é mais tênue, principalmente realizada pelos oligodendrócitos e astrócitos 

(SIMONS; IKONEN, 2000; TRAPANI; SEGATTO; PALLOTTINI, 2012; ZHANG; LIU, 

2015; JIN et al., 2019). O colesterol sintetizado no SNC possui rotas de síntese 

semelhantes ao colesterol sintetizado no fígado e nos tecidos periféricos, entretanto não 

há formação de lipoproteínas. Após a produção de colesterol, esse se desloca até a 

membrana plasmática para se ligar as Apos, como a ApoE que é altamente expressa nos 

astrócitos (ZHANG; LIU, 2015). Nos astrócitos, o colesterol é sintetizado pela via de 

Bloch, enquanto que nos neurônios a via de síntese é a de Kandutsch-Russell (KR). As 

diferentes vias explicam em parte porque o colesterol sintetizado nos astrócitos é 

normalmente deslocado para os neurônios, uma vez que as células excitáveis não 

produzem colesterol de maneira eficiente dada a dificuldade em converter o lanosterol 

em desmosterol pela via de KR, ou seja, os neurônios e os astrócitos possuem diferentes 

perfis de enzimas biossintéticas, precursores pós-esqualeno e metabólitos do colesterol 
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(NIEWEG et al., 2009). No entanto, salienta-se que durante o desenvolvimento do 

encéfalo, os neurônios possuem síntese ativa de colesterol de novo por meio da via de 

Bloch, via que possivelmente é substituída pela KR com o passar do tempo (GENARO-

MATTOS et al., 2019).  

A ApoE transfere o colesterol astrocitário por meio dos transportadores de 

membrana ABC do inglês “ATP-binding cassette” e nos neurônios, os receptores LDLr, 

VLDLR, ApoER2, proteína relacionada ao receptor de LDL 1 (LRP1) e outros receptores 

relacionados à endocitose de lipoproteínas medeiam a entrada de colesterol-ApoE (HUI 

et al., 2012). Fisiologicamente, o LDLr é mais expresso na glia, enquanto que o LRP1 é 

mais expresso nos neurônios. No encéfalo, LDLr e LRP1 são os receptores mais 

importantes na captação mediada por receptor do colesterol ligado à ApoE (ZHANG; LIU, 

2015). Além disso, o colesterol-ApoE é convertido em colesterol livre no endolisossomo, 

organela híbrida originada da fusão do endossoma tardio e do lisossoma, por meio de 

processos que envolvem a proteína Niemann-Pick tipo C1 (NPC1), uma proteína 

transmembrana com um domínio sensível a esterois, e a C2 (NPC2), componente 

intraluminal que se liga ao colesterol (KIM et al., 2009; ZHANG; LIU, 2015; WONG et al., 

2020).  

Nas células do SNC, especialmente nos astrócitos, várias maneiras são 

conhecidas para estabilizar a concentração de colesterol quando a taxa de síntese é 

excedida. As células detectam os níveis de colesterol por meio do complexo Insig-SCAP-

SREBP, predominantemente expresso em astrócitos hipocampais. Quando a 

concentração deste lipídio está exacerbada, o mesmo pode sofrer uma reação de 

esterificação para o armazenamento intracelular em LDs, mecanismo que parece ser 

dependente da idade. Logo, o envelhecimento parece contribuir para a formação dessas 

gotículas. Quando essa forma de depósito não é utilizada ou parte transportada para as 

mitocôndrias como fonte alternativa de energia, processos de peroxidação podem 

produzir metabólitos lipotóxicos para as células (YANG et al., 2022).  

Outro mecanismo importante para a homeostase do colesterol celular é a reação 

de hidroxilação do colesterol pela 24-hidroxilase, que é um citocromo P450 (CYP46A1) 

altamente expresso nos neurônios capaz de converter o colesterol a 24-OHC, espécie 

que pode ser excretada (RUSSEL et al., 2009). O oxisterol 24-OHC pode atingir os 
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astrócitos e inibir a síntese de colesterol pela ativação dos LXR, além de regular 

positivamente os transportadores ABC e ApoE, ou atravessar a BHE, deslocando-se para 

o fígado, porém há pouca expressão da 24-hidroxilase em astrócitos (RAMIREZ et al., 

2008). Os mecanismos de esterificação e conversão do colesterol para uma forma mais 

polar auxiliam para o retorno à homeostase celular quando a biossíntese é excedida. 

Entretanto, ainda não se sabe quais são os mecanismos celulares quando as células 

cerebrais são expostas a uma quantidade de colesterol aumentada devido a disfunção 

da BHE induzida pela hipercolesterolemia, isto é, níveis aumentados de colesterol no 

sangue. 

 

1.2 HIPERCOLESTEROLEMIA E SISTEMA NERVOSO CENTRAL 

 

Segundo a Atualização da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevenção da 

Aterosclerose, o valor referencial de colesterol total no sangue (CT) é abaixo de 190 

mg/dL, enquanto que os valores de colesterol-LDL dependem do histórico do paciente 

(FALUDI et al., 2017). A diretriz sugere que valores de CT ≥ 310 mg/dL (para adultos) e 

CT ≥ 230 mg/dL (para crianças e adolescentes) pode ser indicativo de 

hipercolesterolemia familiar (HF). Já a American Heart Association sugere que o nível 

ideal de CT é cerca de 150 mg/dL, enquanto que o National Institutes of Health classifica 

como desejável as concentrações < 200 mg/dL  (GRUNDY et al., 2019; NIH, 2022). Como 

mencionado anteriormente, quando a concentração de colesterol é excedida, isto é, 

valores referenciais extrapolados ao longo do tempo, o acúmulo desse lipídio no sangue 

pode estar associação a formação de placas ateroscleróticas e consequentemente 

doenças cardiovasculares (TABAS et al., 2015).  

A hipercolesterolemia tem como base de origem alterações genéticas 

fisiopatológicas e (ou) alimentação não saudável. A HF é um distúrbio de origem genética, 

que se caracteriza pela deficiente depuração do colesterol-LDL da circulação sanguínea. 

Brown e Goldstein, pioneiros nos estudos desta condição, revelaram que as mutações 

geralmente são nos LDLR (SOUTAR; NAOUMOVA, 2007). A HF é herdada de forma 

autossômica dominante e os indivíduos das famílias afetadas podem ser heterozigotos 

ou homozigotos. Na primeira, verifica-se metade dos LDLr funcionantes, enquanto na 
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homozigótica há a perda total de função dos receptores. De acordo com um estudo de 

meta-análise com 11 milhões de indivíduos sobre estimativas de prevalência mundial, a 

frequência da HF heterozigótica na população é de cerca de 1/300, enquanto a taxa 

homozigótica é de 1/400.000 (BEHESHTI et al., 2020; IZAR et al., 2021). Ainda, de 

acordo com a Diretriz Brasileira de HF (2021), em todo o mundo, estima-se que existam 

mais de 34.000.000 indivíduos com HF (NORDESTGAARD et al., 2013; HARADA et al., 

2018; VALLEJO-VAZ; KAUSIK, 2018; IZAR et al., 2021). Este é um dado alarmante, pois 

além das altas concentrações de colesterol-LDL propiciarem o surgimento de 

aterosclerose e consequentemente, de doença arterial coronariana, também favorecem 

o desenvolvimento de prejuízos cognitivos, alterações neuroquímicas e demência 

(REFOLO et al., 2000; KIVIPELTO et al., 2001; KIVIPELTO; SOLOMON, 2006; 

SOLOMON et al., 2009; ZAMBÓN et al., 2010). Mas como o excesso de colesterol-LDL 

na periferia pode afetar o cérebro? 

 Estudos utilizando modelos experimentais de hipercolesterolemia apontaram que 

a neuroinflamação, particularmente caracterizada pela astrogliose e a coexistente 

disfunção da BHE parecem preceder as disfunções cerebrais características de doenças 

neurodegenerativas, tais como a DA (STREIT; SPARKS, 1997; SPARKS et al., 2000; 

ULLRICH et al., 2010; MOREIRA et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 2014; PAUL; BORAH, 

2017; DE OLIVEIRA et al., 2020; RODRIGUES et al., 2021). É importante mencionar que 

a definição de astrogliose abrange um espectro de alterações moleculares, morfológicas 

e funcionais nos astrócitos em resposta a estímulos, ambiente, danos e doenças 

(SOFRONIEW, 2014). De fato, a neuroinflamação é uma característica comum às 

doenças neurodegenerativas (GUZMAN-MARTINEZ et al., 2019). Em coelhos 

alimentados com dieta hipercolesterolêmica, o aumento da permeabilidade da BHE no 

bulbo olfatório, hipocampo e córtex foi verificado através da avaliação do extravasamento 

do corante Evan’s blue, diminuição dos níveis proteicos de ocludina e ZO-1 e reatividade 

astrocitária (CHEN et al., 2008). Além disso, de Oliveira e colaboradores (2020), 

evidenciaram a disfunção da BHE no hipocampo e córtex pré-frontal de camundongos 

modelos de HF, os camundongos nocautes para o receptor de LDL (LDLr-/-), por meio 

da verificação do aumento da permeabilidade à fluoresceína de sódio, diminuição da 

expressão gênica de ocludina e claudina-5 no hipocampo, bem como aumento de 
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microvasos. Nos camundongos LDLr-/- a perda da integridade da BHE nas estruturas 

cerebrais também foi associada à astrogliose, principalmente no hipocampo (DE 

OLIVEIRA et al., 2014, 2020). 

 Quando ocorre disfunção da BHE, células inflamatórias periféricas e moléculas 

podem se deslocar para o encéfalo, o que pode comprometer ainda mais a estrutura da 

barreira (PRINZ; PRILLER, 2014; HONG et al., 2022). Nesse sentido, uma importante 

evidência experimental apontou que em camundongos hipercolesterolêmicos apoB-APP, 

ocorre um acúmulo de ApoB100 em vasos cerebrais, indicando a presença da LDL no 

SNC (LÖFFLER et al., 2013). Ademais, foi observado em coelhos expostos à dieta 

hipercolesterolêmica que o dano na BHE induzido pelos níveis aumentados de colesterol 

no sangue causa o extravasamento de partículas contendo ApoB100, ou seja LDL, para 

os cérebros desses animais. Ademais, os autores observaram que a presença de 

colesterol-LDL nos cérebros dos animais está associada com o acúmulo de colesterol 

intraneuronal, disfunção endossomal, aumento da produção de Aβ e prejuízo da 

integridade sináptica (CHEN et al., 2010). 

 Na sequência, estudos in vitro investigaram os efeitos do LDL nas células 

cerebrais (SHIE et al., 2004; HUI et al., 2012; ENGEL et al., 2016, 2019; IOANNOU et al., 

2019). Foi observado que a exposição ao LDL em neurônios primários corticais altera as 

funções do endolisossoma, favorecendo a produção de Aꞵ e causando a diminuição da 

proteína pré-sinaptica sinaptofisina, utilizada como marcador de terminais sinápticos por 

ser constituinte das vesículas sinápticas, importante para a montagem e armazenamento 

de neurotransmissores (HUI et al., 2012). Por fim, a incubação com LDL parece afetar a 

morfologia dos astrócitos (PITAS et al., 1987; DEHOUCK et al., 1994; ENGEL et al., 2019; 

KAKAVA et al., 2020). No entanto, são necessários mais estudos para o entendimento 

dos efeitos do colesterol-LDL nos astrócitos, células que também constituem a unidade 

neurovascular. Além disso, os astrócitos quando reativos também produzem moléculas 

neurotóxicas, tais como os mediadores inflamatórios, as quais dentre outros efeitos 

causam alterações na permeabilidade da BHE (GUZMAN-MARTINEZ et al., 2019). 
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1.3 ASTRÓCITOS EM CONDIÇÕES FISIOLÓGICAS E PATOLÓGICAS  

 

Nas neurociências, durante muito tempo, os neurônios foram os protagonistas de 

estudo devido à diversidade morfológica e funcional. Por sua vez, a glia, que se 

acreditava apresentar função passiva de sustentação para os neurônios, passou a 

receber atenção devido às descobertas dos inúmeros processos nos quais está envolvida 

(SOMJEN, 1988; YU et al., 2020; AGNEW-SVOBODA et al., 2022; BURDA et al., 2022; 

LENG et al., 2022; PATANI et al., 2023). Santiago Ramón y Cajal, Camillo Golgi, Rudolf 

Virchow e Pío Del Río Hortega foram os pesquisadores que mais contribuíram para a 

descrição inicial e compreensão dessas células, em especial os astrócitos (SOMJEN, 

1988; GOMES et al., 2013; JÄKEL; DIMOU, 2017).  

Dentre a diversidade funcional dos astrócitos, destacam-se o fornecimento de 

nutrientes como o lactato aos neurônios - hipótese lançadeira de lactato astrócito-

neurônio (ANLS, na sigla em inglês) -, liberação de fatores tróficos para a diferenciação 

dos neurônios, e.g., fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF), promoção de 

sinaptogênese via trombospondina, hevina, colesterol e fator de crescimento 

transformador beta (TGF-β) e contribuem para a produção de antioxidantes enzimáticos 

e não enzimáticos tais como a glutationa (PELLERIN; MAGISTRETTI, 1994; GOMES et 

al., 2001; BÉLANGER, 2011; DINIZ et al., 2019; BONVENTO; BOLAÑOS, 2021). Além 

disso, os astrócitos possuem funções estruturais associadas a diferentes conformações 

da microarquitetura da proteína ácida fibrilar glial (GFAP), funções de controle eletrolítico, 

isto é, regulação dos íons potássio (K+) e regulação dos níveis de água e pH extracelular. 

Dentre as funções vasculares, essas células controlam a vasodilatação arterial e os pés 

astrocitários captam nutrientes como a glicose dos vasos sanguíneos, como parte da 

unidade neurovascular. Com relação a defesa do SNC, essas células podem adquirir um 

fenótipo inflamatório liberando citocinas pró- ou anti-inflamatórias como a interleucina-6 

(IL-6), -1 beta (IL-1ꞵ), -10 (IL-10) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α). Ainda, podem 

atuar como células-tronco e por fim, expressam diversos receptores na membrana 

plasmática, os quais são utilizados para captação de neurotransmissores (sinapse 

tripartite): captação de glutamato, ácido gama-aminobutírico (GABA) e ATP. Junto a 

captação, os astrócitos podem liberar gliotransmissores e esse processo contribui para a 
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modulação dos circuitos neurais e da plasticidade sináptica (PFRIEGER; BARRES, 1997; 

ARAQUE, 1999; BARRES, 2008, 2010; BARKER; ULLIAN, 2010; EROGLU; BARRES, 

2010; VERKHRATSKY, NEDERGAARD, 2018). 

Como discutido acima, uma das funções mais importantes dos astrócitos é o 

fornecimento de nutrientes. A hipótese ANLS é baseada na preferência dos neurônios 

por lactato. O lactato pode ser sintetizado nos astrócitos, uma vez que essas células 

possuem uma característica metabólica de regulação positiva da glicólise, isto é, 

captação da glicose via GLUT1 e metabolismo até piruvato e depois, formação de lactato 

pela reação catalisada pela lactato desidrogenase (LDH). O lactato então formado, é 

deslocado para o meio extracelular via transportadores de monocarboxilato (MCT) e 

assim chegam até os neurônios (PELLERIN; MAGISTRETTI, 1994; BÉLANGER et al., 

2011; CABRAL-COSTA, 2022). Essa característica glicolítica possui de certa forma 

relação com outra função desempenhada pelos astrócitos que é a captação de glutamato 

da fenda sináptica (MASON, 2017). Os astrócitos removem o neurotransmissor por meio 

dos transportadores de glutamato dependentes de Na+ e portanto, da ação da bomba 

Na+/K+ ATPase dependente de ATP. Inicialmente, o glutamato é reconhecido através dos 

receptores metabotrópicos de glutamato (mGluR) acoplados à proteína G e transportado 

pelos transportadores de glutamato GLAST/EAAT1 [transportador de glutamato 

aspartato (GLAST) (EAAT1 homólogo em humanos)] e GLT-1/EAAT2 [transportador de 

glutamato-1 (GLT-1) (EAAT2 homólogo em humanos)]. Além disso, a depuração do 

glutamato extracelular é dependente da glutamina sintetase (GS), enzima responsável 

pela conversão do glutamato intracelular em glutamina (MAHMOUD, 2019; PETERSON; 

BINDER, 2020). A depuração disfuncional de glutamato pode contribuir para o 

desenvolvimento de neuropatologias, situação conhecida como excitotoxicidade 

glutamatérgica (PETERSON; BINDER, 2020; SATARKER et al., 2022).  

Os astrócitos são as principais células de defesa antioxidante do SNC. Pelo alto 

consumo de oxigênio e pelas grandes quantidades de lipídios, o encéfalo é suscetível 

aos efeitos de distúrbios nas concentrações de espécies reativas (SALIM, 2017). 

Basicamente, o estresse oxidativo é desencadeado quando um excesso de radicais livres 

ou espécies reativas (ROS, RNS) são geradas e os sistemas antioxidantes não são 

capazes de retornarem aos níveis fisiológicos. Em baixas concentrações, as espécies 
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reativas desempenham funções importantes, porém quando presentes em excesso 

causam oxidação de proteínas, fosfolipídios e peroxidação lipídica (HAWKINS et al., 

1998). A produção de glutationa (GSH) e a atividade e expressão das enzimas superóxido 

dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) - expressão regulada 

pelo fator nuclear eritróide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) - fazem parte das proteções 

antioxidantes dos astrócitos (DRINGEN et al., 2000).  

Outra característica importante dessas células gliais é que elas são heterogêneas 

e dividem-se em astrócitos protoplasmáticos (localizados na substância cinzenta, mais 

próximos aos vasos cerebrais), astrócitos fibrosos (presentes na substância branca), 

astrócitos especializados como a glia de Müller, glia de Bergmann e astrócitos velados 

localizados no cerebelo (BARRES, 2008; HAIM; ROWITCH, 2016; VERKHRATSKY, 

NEDERGAARD, 2018; KHAKH, DENEEN, 2019; LEE et al., 2022a). Cada subtipo 

expressa marcadores citoplasmáticos e nucleares de maneira diferente. Entre esses 

marcadores, os mais conhecidos são: GFAP, S100B (proteína B de ligação ao cálcio 

S100), vimentina, GLT-1/EAAT2, GLAST/EAAT1, GS, canal retificador de potássio Kir4.1, 

aquaporina (AQP4), múltiplos domínios semelhantes a EGF 10 (MEGF10), conexinas 

(Cx43, Cx30), família de enzimas aldeído desidrogenase (ALDH1L1), receptores AMPA 

e outros menos comuns como a sulforrodamina B que é capaz de revelar detalhes da 

estrutura celular (HAIM; ROWITCH, 2016; ZIMMER et al., 2017; VERKHRATSKY; 

NEDERGAARD, 2018). Em relação às diferenças morfológicas observadas nos 

astrócitos, sabe-se que em diferentes insultos e doenças neurodegenerativas essas 

células sofrem alterações significativas, adquirindo fenótipos “reativos” (ACAZ-

FONSECA, 2016). 

O microambiente extracelular pode regular a expressão gênica dos astrócitos. Os 

astrócitos respondem a diversos estímulos tais como neurotransmissores, metabólitos, 

citocinas, insultos e íons extracelulares. Nesse contexto, os astrócitos com fenótipo 

associado a doenças são um exemplo de modificações na expressão gênica que podem 

se tornar prejudiciais para o funcionamento do SNC e que ocorrem em resposta ao 

ambiente (LEE, 2022). Em resposta a danos e doenças do SNC, os astrócitos sofrem 

alterações funcionais com mecanismos subjacentes a essas alterações ainda não 

totalmente elucidados (GUTTENPLAN et al., 2021; LIDDELOW; BARRES, 2017). As 
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modificações morfológicas, metabólicas, bioquímicas, fisiológicas e de marcadores 

astrocitários são formas que em conjunto podem caracterizar uma alteração de estado 

ou fenótipo (ESCARTIN et al., 2021). Em uma situação aguda, com lesões iniciais, os 

astrócitos reativos e também a microglia reativa são importantes, pois realizam a limpeza 

de detritos, garantindo a comunicação sináptica. No entanto, quando essa reatividade 

está exacerbada, o estabelecimento crônico provoca um quadro de neuroinflamação com 

uma série de eventos prejudiciais. Vale ressaltar que os fenótipos não se limitam em 

reativo ou estado basal homeostático, pelo contrário, apresentam um espectro de 

fenótipos reativos, existindo concomitantemente com estado basal e realizando 

transições multidirecionais ou não (ESCARTIN et al., 2021; FERRARI-SOUZA et al., 

2022).  

O processo de envelhecimento é uma mudança fisiológica gradual no 

microambiente celular em questão, induzido pelo acúmulo ao longo do tempo de danos 

devido a uma variedade de estressores. Entre essas mudanças, o declínio funcional das 

células propicia o risco para o desenvolvimento de patologias, incluindo doenças 

neurodegenerativas (GUO et al., 2022). Os astrócitos envelhecidos exibem alterações 

heterogêneas com especificidade regional (RODRÍGUEZ et al., 2014). A investigação dos 

estados e fenótipos de astrócitos envelhecidos é uma área de pesquisa emergente, 

(BHAT et al., 2012; COHEN & TORRES, 2019). Além do envelhecimento, acredita-se que 

o colesterol-LDL, quando presente no parênquima, pode agir como um insulto aos 

astrócitos, alterando o microambiente e alterando sua morfologia (DE OLIVEIRA et al., 

2020). 

Por muito tempo a investigação da alteração morfológica dos astrócitos foi 

relacionada à reatividade. Todavia, somente a alteração morfológica com aumento no 

número de arborizações (hipertrofia) e processos astrocitários é insuficiente para definir 

“astrogliose reativa” (ESCARTIN et al., 2021). Nesse sentido, nos astrócitos, as LDs 

agem como indicadores indiretos de dano via estresse oxidativo nos neurônios, uma vez 

que através do acoplamento metabólico neurônio-astrócito, os neurônios deslocam 

lipídios oxidados aos astrócitos (LIU et al., 2015, 2017; IOANNOU et al., 2019; SMOLIC 

et al., 2021). A deposição de LDs na zona subventricular já foi observada em 

camundongos modelos de DA e em camundongos idosos (BOUAB et al., 2011; 
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HAMILTON et al., 2015). Ademais, Marschallinger e colaboradores (2020) evidenciaram 

que na microglia, camundongos idosos apresentam maior quantidade de LDs em 

comparação com os camundongos jovens, o que foi também observado em tecido 

humano post mortem de um indivíduo idoso versus jovem. Assim, o envelhecimento 

parece ser um fator para o acúmulo de LDs. De fato, as LDs são encontradas 

principalmente no fígado e no tecido adiposo e suas funções estão relacionadas à 

proteção - preservação contra o excesso de AGs livres no citoplasma - e ao 

armazenamento/depósito; porém, cada vez mais as LDs estão sendo aceitas como 

marcadores estruturais de inflamação em diversas células, inclusive do SNC (BOZZA; 

VIOLA, 2010; FARMER et al., 2020). Além da formação das LDs, a disfunção 

endolisossomal pode contribuir para a reprogramação do metabolismo celular. O 

envolvimento endolisossomal na patologia semelhante à DA induzida pelo colesterol-LDL 

em neurônios já foi relatado, situação que também pode estar ligada a modificação de 

fenótipo astrocitário (HUI et al., 2012; WONG et al., 2020). 

Hipotetiza-se que em condições inflamatórias periféricas, como é o caso da 

hipercolesterolemia e outras doenças metabólicas, a disfunção da BHE permite a 

passagem de LDL para o SNC. No SNC o colesterol-LDL pode afetar os neurônios, 

causando efeitos neurotóxicos, mas também as células da glia. Este estudo investigou in 

vitro e in vivo o impacto do LDL nos astrócitos, células que apresentam inúmeras funções 

no encéfalo e que quando disfuncionais e reativas podem estar envolvidas na gênese e 

progressão de neuropatologias, tais como a DA. 

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

Investigar, por meio de estratégias in vitro e in vivo, os efeitos do colesterol-LDL 

nos astrócitos, com enfoque em possíveis mudanças metabólicas e morfológicas nessas 

células. 
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2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

2.2.1 Investigar se à exposição ao colesterol-LDL promove a produção de gotículas 

lipídicas, captação de AGCL e alterações nos lisossomas na linhagem de astrócitos; 

2.2.2 Avaliar a expressão gênica de moléculas envolvidas no metabolismo do colesterol, 

tais como o LDLr, em células astrogliais expostas ao LDL; 

2.2.3 Examinar os níveis de CD36 em células astrogliais expostas ao LDL-colesterol;  

2.2.4 Avaliar parâmetros metabólicos, de estresse oxidativo e sistema antioxidante no 

modelo de astrócito expostos ao colesterol; 

2.2.5 Investigar o perfil proliferativo, o tamanho e a morte celular de astrócitos expostos 

ao cholesterol-LDL; 

2.2.6 Investigar a morfologia de astrócitos hipocampais (CA1, CA3 e DG) em 

camundongos C57BL/6 selvagens e LDLr-/- jovens e de meia-idade.  
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5 DISCUSSÃO 

 

Fatores genéticos e de estilo de vida predispõem à hipercolesterolemia. A 

definição de hipercolesterolemia depende do quadro clínico do paciente, i.e., além dos 

níveis sanguíneos de colesterol acima dos recomendados, a predisposição à doença 

cardiovascular aterosclerótica também é considerada (BERBERICH; HEGELE, 2022). 

Essa classificação individual, bem como a variação de recomendações entre diretrizes 

impossibilitam a avaliação real de prevalência, ao contrário da prevalência de HF que é 

melhor documentada (BEHESHTI et al., 2020; IZAR et al., 2021). Uma dessas avaliações 

estimou que 95 milhões de indivíduos norte-americanos acima dos 20 anos apresentam 

nível de colesterol elevado, com apenas metade em tratamento hipolipemiante 

(SAADATAGAH et al., 2021). Alterações na homeostase do colesterol periférico com 

prejuízos na BHE e modificações no metabolismo do colesterol no SNC parecem gerar 

disfunção cerebral.  

Sparks e colaboradores (1994) demonstraram que ao alimentar coelhos com dieta 

hipercolesterolêmica, placas amiloides eram formadas. Após esse estudo, várias 

hipóteses acerca da relação entre os níveis elevados de colesterol e o surgimento de 

uma patologia semelhante a DA foram verificadas experimentalmente, desde alterações 

vasculares - tais como a perda da integridade da BHE - a processos inflamatórios 

desencadeados pelas células gliais (STREIT; SPARKS, 1997; SPARKS et al., 2000; DE 

LA TORRE et al., 2004; ULLRICH et al., 2010; DE OLIVEIRA et al., 2014, 2020). 

Outrossim, estudos in vitro vêm investigando o impacto do excesso de colesterol em 

células do SNC (PITAS et al., 1987; SHIE et al., 2004; HUI et al., 2012; ENGEL et al., 

2016, 2019; IOANNOU et al., 2019). Nesse sentido, acredita-se que o comprometimento 

da BHE, o qual pode ocorrer em decorrência da hipercolesterolemia, é capaz de 

desencadear o extravasamento de colesterol-LDL para o parênquima cerebral. Neste 

trabalho, investigamos os efeitos do colesterol-LDL nos astrócitos, células que são 

componentes da BHE e que também participam dos eventos inflamatórios cerebrais. 

Inicialmente, a endocitose e a captação de lipídeos presentes no colesterol-LDL 

foram investigadas nas células. Os astrócitos expressam amplamente os LDLr, capazes 

de reconhecerem domínios na ApoE e ApoB-100 (ZHANG; LIU, 2015). Observou-se que 
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à medida que a concentração de incubação com colesterol-LDL aumentou, mais espécies 

lipídicas na forma de LDs foram geradas na região intracelular. Diversas condições 

predispõem a formação de LDs, tais como processos inflamatórios, defeitos 

mitocondriais, envelhecimento e lipídios extracelulares, coincidentemente, condições já 

descritas na DA (HU et al., 2017). Um trabalho publicado em 2017 induziu lesões na BHE 

de camundongos C57BL/6 selvagens e LDLr-/- por meio de infusão de produtos da 

lipólise de TAGs. Essa disfunção na barreira comprometeu diretamente os astrócitos, 

gerando LDs, estresse celular e aumento de citocinas pró-inflamatórias (LEE et al., 2017). 

O mesmo foi observado in vitro em cultura de astrócitos humanos expostos aos AGs 

liberados dos TAGs durante 3h (LEE et al., 2017). De particular importância, as LDs já 

foram observadas em neurônios do hipocampo e córtex de pacientes com DA (GÓMEZ-

RAMOS; MÓRAN, 2007).  

Ademais, à medida que a concentração de colesterol-LDL aumentou, menor foi a 

expressão gênica de LDLr, sugerindo que quando as células preenchem totalmente 

essas LDs, não havendo mais compartimentos subcelulares para destinar esses lipídios 

e em um primeiro momento, sem a utilização dos mesmos, possivelmente, o mecanismo 

celular para barrar a entrada de mais lipídios seja a inibição da expressão de LDLr e seu 

deslocamento até a membrana. Isto significa que o nível de colesterol-LDL intracelular 

modula a expressão de LDLr. Na sequência, a diminuição da captura de lipídios foi 

visualizada por meio do ensaio de captação de AGCL, no qual mostrou que à medida que 

a concentração de colesterol-LDL aumenta, a captação é menor em 24 horas. Já em 48 

horas a captação se manteve mais baixa, porém sem variações. Outro ponto importante 

foi a diminuição da expressão da enzima HMGCR, o que sugere que os níveis 

intracelulares de colesterol-LDL estão modulando a SREBP por meio de proteólise 

diminuída via SCAP, impedindo que fragmentos da SREBP se desloquem até o núcleo 

para ativar a transcrição de genes relacionados à síntese e captação de colesterol 

(SHIMANO; SATO, 2017). 

Em 2020, Marschallinger e colaboradores demonstraram que um novo fenótipo da 

microglia (LDAM, do inglês “LD accumulating microglia”) associado ao envelhecimento e 

rico em LDs possui acúmulo de depósitos lisossômicos disfuncionais e fagocitose 

prejudicada, além de liberar mediadores pró-inflamatórios. Ademais, em neurônios 
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corticais incubados com colesterol-ApoB a disfunção endolisossomal esteve relacionada 

com maior deposição de Aꞵ e tau hiperfosforilada (HUI et al., 2012). Nos astrócitos, após 

endocitose nas regiões de membrana revestidas por clatrina, o conteúdo lipídico é 

encaminhado para o endossomo inicial, este, após maturação (endossomo tardio), 

fusiona-se com o lisossoma, formando o endolisossoma. A via endolisossomal é uma das 

principais responsáveis pela degradação celular, podendo degradar LDs, por meio de um 

processo chamado de lipofagia. Quando em situação de disfunção endolisossomal, 

essas organelas podem alterar seus tamanhos, números, aumentar o acúmulo de 

depósitos lisossômicos disfuncionais e o pH. Este, deve estar na faixa ácida (pH = 4,5-

5,0) para que a atividade das enzimas hidrolíticas endossômicas e lisossômicas não seja 

prejudicada (TRUSCHEL et al., 2018; MARSCHALLINGER et al., 2020). Neste estudo, 

nós analisamos a quantidade de lisossomos positivos (LYRS+), através da coloração 

Lysotracker Red que marca compartimentos acidificados, nas culturas de astrócitos 

submetidas às diferentes concentrações de colesterol-LDL e tempo de incubação. No 

entanto, nenhuma diferença significativa foi observada entre as condições experimentais, 

indicando que o número de compartimentos acidificados não foi alterado. É importante 

mencionar que para avaliar o estado funcional da via e se o acúmulo de lipídios em LDs 

é uma consequência de processos de degradação defeituosos, mais experimentos são 

necessários: um marcador raciométrico deverá ser utilizado para investigar o pH dessas 

organelas com maior especificidade, o tamanho e a localização dos endolisossomas 

deverá ser analisado, como também a atividade enzimática ou expressão das hidrolases 

e marcadores clássicos de lisossomo e endossomo. 

No processo aterogênico, o receptor CD36 medeia o reconhecimento e 

internalização das oxLDL nas células do sistema imune (e.g. macrofágos), bem como 

desencadeia cascatas de sinalização para respostas pró-inflamatórias (PARK, 2014). 

Nossa próxima pergunta foi se o receptor scanvenger também poderia estar sendo 

modulado nos astrócitos expostos ao colesterol-LDL. Em 48 horas de incubação, a maior 

concentração de colesterol-LDL promoveu aumento dos níveis de CD36. Isso pode ser 

explicado devido ao fato de o colesterol-LDL nativo isolado poder conter frações de 

oxLDL ou o LDL tenha sofrido processos de oxidação, e no maior tempo de incubação 

essa fração pode estar sendo internalizada.  
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Os astrócitos são células do SNC essenciais para a captação de glicose 

(PELLERIN; MAGISTRETTI, 1994; PELLERIN, 2018). A alta expressão de GLUT1 nos 

pés astrocitários garante o deslocamento da glicose para o parênquima cerebral 

(PELLERIN, 2018). Nos astrócitos, após sua internalização, a glicose pode ser 

armazenada na forma de glicogênio ou metabolizada via glicólise (STARICHA et al., 

2020). Como mencionado anteriormente, o processo de formação de ATP via glicólise 

nos astrócitos, promove a formação de lactato, metabólito deslocado para os neurônios 

e ainda, garante ATP para seus processos fisiológicos tais como o consumo de ATP pela 

bomba Na+/K+ ATPase, importante para a captação de glutamato (EROGLU; BARRES, 

2010; BÉLANGER et al., 2011). Portanto, além de investigar a homeostase lipídica, nós 

também medimos parâmetros relacionados ao metabolismo da glicose e energético. 

Nossos resultados demonstraram que frente a incubação com colesterol-LDL, a captação 

do análogo da glicose, 2-NBDG, não foi alterada significativamente. No entanto, parece 

haver uma tendência a diminuição de captação no maior período e na maior concentração 

de colesterol-LDL. Essa tendência deve ser melhor investigada porque a captação 

diminuída de glicose pode estar relacionada ao estado metabólico das células. Essa 

tendência de diminuição pode resultar em uma redução da produção de lactato, nutriente 

essencial para os neurônios. Podemos especular que as maiores concentrações de 

colesterol-LDL podem interferir no transporte de glicose via transportador GLUT-1 

presente na membrana. Outro ponto que pode ser destacado é que as células incubadas 

com LDL por apresentarem maior conteúdo lipídico intracelular, poderia estar 

favorecendo a ꞵ-oxidação de ácidos graxos, garantindo a razão ATP/AMP. Em contraste, 

um estudo in vivo apontou que camundongos LDLr-/- apresentam um aumento na 

captação de glicose, visto por meio do uso do radiofármaco 2-desoxi-2-[18F]-

fluordeoxiglicose ([18F]FDG) em tomografia por emissão de pósitrons (PET) 

(RUTKOWSKY et al., 2018).  

Diante do exposto, com o intuito de investigarmos o metabolismo celular, o ensaio 

de redução do MTT foi realizado. O reagente MTT pode atravessar as membranas 

celulares e a membrana mitocondrial, e a sua redução intracelular é mediada 

principalmente por enzimas oxidorredutase, desidrogenase e doadores de elétrons 

(GHASEMI et al., 2021). Em ambos tempos de exposição, a menor concentração de 
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colesterol-LDL diminuiu a redução de MTT nas células, enquanto que a maior 

concentração de colesterol-LDL aumentou a redução do reagente. Isso pode indicar que 

maiores concentrações de colesterol-LDL promovem aumento da atividade metabólica 

nos astrócitos. No entanto, é importante destacar que a reação de formação do formazan 

possui muitas limitações porque outras espécies podem reduzir o MTT (p. ex., glutationa), 

além de ser um reagente de pouca especificidade que se desloca para vários 

compartimentos celulares (GHASEMI et al., 2021).  

Em comparação com os neurônios, os astrócitos são mais resistentes ao estresse 

oxidativo, pois a maior expressão e ativação do Nrf2 orquestra melhor a resposta 

antioxidante por meio de maior produção de GSH, GPx, SOD e catalase (WILSON, 1997; 

BÉLANGER et al., 2011). Neste trabalho, foi observado um aumento na produção de 

espécies reativas quando as células foram incubadas com 50 µg/mL de LDL. Já após 24 

horas de exposição dos astrócitos com LDL os níveis de espécies reativas diminuíram. 

Em adição, uma diminuição na atividade da SOD foi observada na linhagem de astrócitos 

exposta ao colesterol. As modulações nos níveis de espécies reativas induzidas pelo 

LDL-colesterol nos astrócitos estão associadas à disfunções nos mecanismos 

antioxidantes, no entanto mais parâmetros antioxidantes e de dano oxidativo precisam 

ser avaliados. Neste contexto, anteriormente foi demonstrado o desequilíbrio do sistema 

antioxidante da GSH - menor atividade da GPx e diminuição dos níveis de GSH - no 

hipocampo de animais LDLr-/-, o que foi associado a astrogliose e prejuízos cognitivos 

(MOREIRA et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 2014). Já quando os animais LDLr-/- 

receberam administração intracerebroventricular com Aꞵ1-40, os mesmos apresentaram 

aumento da atividade da SOD e diminuição de espécies reativas no hipocampo, enquanto 

que os C57BL/6 selvagens apresentaram diminuição da atividade da SOD e aumento de 

espécies reativas (MOREIRA et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 2014). Ademais, células 

neuronais da linhagem SH-SH5Y incubadas com 300 µg/mL de colesterol-LDL durante 1 

e 24 horas exibiram estresse oxidativo (ENGEL et al., 2016).  

Em algumas situações como no traumatismo craniano, onde ocorre disfunção da 

BHE e o deslocamento de plasma para o encéfalo, alguns astrócitos adquirem fenótipo 

reativo proliferativo (ALLURI et al., 2015; LIDDELOW; BARRES, 2017). No nosso modelo 

experimental, a exposição ao colesterol-LDL não alterou os níveis de proliferação da 
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cultura de astrócitos, o que corrobora com outros estudos que evidenciam que nem 

sempre o fenótipo reativo astrocitário promove proliferação (LIDDELOW; BARRES, 

2017). Primeiramente, a densidade celular foi mensurada via método de coloração com 

SRB. No menor tempo de incubação, ambas exposições diminuíram a ligação do corante 

nos resíduos de aminoácidos básicos. Dessa forma, as células poderiam estar 

diminuindo de tamanho, sofrendo alterações nos processos de proliferação ou morte 

celular. Para verificar se as células estavam sofrendo redução no tamanho, por meio da 

citometria de fluxo, os dados de tamanho (Forward Scatter; FSC) e complexidade (Side 

Scatter; SSC) foram coletados e analisados estatisticamente. Na maior concentração, o 

colesterol-LDL promoveu redução no tamanho das células. Em 24 horas ambas 

incubações favoreceram a diminuição da porcentagem de células dentro do gate FSC, 

desenhado à direita do dot plot. Então, os níveis de Ki-67 foram mensurados, 

comprovando que nessas condições o colesterol-LDL não altera o perfil proliferativo da 

cultura de astrócitos. Por fim, o colesterol-LDL não alterou parâmetros de morte celular 

(apoptose e necrose). Por sua vez, em camundongos LDLr-/- hipercolesterolêmicos foi 

observado um aumento de apoptose neuronal na região CA3 do hipocampo por meio de 

co-localização de caspase 3 (mediador de morte neuronal) e NeuN (marcador neuronal), 

porém a co-localização caspase 3 e GFAP não foi verificada (DE OLIVEIRA et al., 2020b). 

Tendo em vista que i) em camundongos hipercolesterolêmicos já foi observado um 

aumento da densidade astrocitária (BOCHELEN et al., 2000; DE OLIVEIRA et al., 2014, 

2020; LOERA-VALENCIA et al., 2021; STAURENGHI et al., 2021); e ii) o envolvimento 

do envelhecimento nos diferentes perfis de reatividade astrocitária (CLARKE et al., 2018; 

LEE et al., 2022b) nós avaliamos, utilizando os camundongos LDLr-/- de três e quatorze 

meses de idade, os efeitos da hipercolesterolemia e do envelhecimento na morfologia 

astrocitária. Nossos resultados demonstraram maior mudança na morfologia dos 

astrócitos, caracterizada por maior número de processos, na região CA3 hipocampal dos 

camundongos LDLr-/- de meia-idade. Mais estudos ainda são necessários, uma vez que 

somente um marcador astrocitário foi considerado. Além disso, a expressão de 

marcadores de reatividade de astrócitos será avaliada. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho de mestrado foi possível identificar alterações bioquímicas, 

metabólicas, morfológicas e, possivelmente, funcionais em cultura de astrócitos expostas 

ao colesterol-LDL e astrócitos hipocampais de animais modelo de HF. Este estudo 

demonstrou que em cultura de astrócitos incubadas com LDL, o acúmulo de gotículas 

lipídicas foi associado à diminuição da expressão gênica de receptores LDLr e da enzima 

HMGCR. Além disso, LDL causou aumento dos níveis de receptores scavengers, 

diminuição da captação de AGCL, tendência a diminuição da captação de glicose, 

geração de espécies reativas, desequilíbrio antioxidante e alteração no tamanho celular. 

Estas alterações induzidas pelo excesso de colesterol não foram associadas à morte 

celular dos astrócitos e nem aumento do perfil proliferativo. Nos animais LDLr-/- foi 

observado na meia-idade um aumento no número de processos dos astrócitos na região 

CA3 hipocampal. Portanto, o colesterol-LDL parece ter efeito direto nos astrócitos, o que 

pode contribuir para a neuroinflamação e disfunção da BHE, e consequentemente 

desenvolvimento de demência. 

 

7 PERSPECTIVAS 

 

No estudo in vitro, nós ainda pretendemos investigar os níveis de GSH, a atividade 

da GPx, expressão gênica de Nrf2, SREBP, ApoE, ABC, transportadores de glutamato, 

o perfil de expressão e de níveis proteicos de citocinas. Por fim, pretendemos realizar o 

cultivo primário de astrócitos dos camundongos LDLr-/-, para avaliação de parâmetros 

metabólicos (e.g., captação de glicose e glutamato), de morfologia e expressão gênica 

de proteínas relacionadas principalmente ao metabolismo do colesterol, transportadores 

de glutamato e de reatividade astrocitária, bem como avaliar conteúdo de Aβ, tau 

hiperfosforilada e LDs. E, in vivo, aumentar o n amostral e realizar a marcação dupla: 

GFAP e vimentina. Ainda, neste sentido, ter como base de direção as perguntas: 1) “Qual 

é a relação causal entre fatores inflamatórios e produção de gotículas lipídicas?” e 2) 

“LDs e colesterol-LDL geram um fenótipo reativo específico nos astrócitos?”. 
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