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RESUMO

A hipercolesterolemia familiar (HF) é uma dislipidemia de origem genética causada pelo
prejuizo funcional do receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLR), com subsequente
disturbio no metabolismo de lipoproteinas e acimulo de colesterol na circulagdo sanguinea. O
alto nivel de colesterol circulante presente na lipoproteina de baixa densidade (LDL) produz
efeitos prejudiciais no metabolismo celular, no desenvolvimento de tecidos e na bioenergética
mitocondrial. Disfun¢des mitocondriais em diversos tecidos bioldgicos ja foram descritas em
modelos de HF, entretanto, a grande maioria dos estudos incluiu apenas individuos machos nas
andlises. Considerando que as disfungbes metabdlicas sdo impactadas diferentemente
dependendo do sexo do individuo, faz-se importante estudar o impacto do dimorfismo sexual
nos desfechos bioenergéticos em modelo de HF. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar
e comparar o efeito do dimorfismo sexual sobre a fungdo mitocondrial de hipocampo, tecido
adiposo marrom (BAT), figado e coragdo em camundongos C57BI/6 selvagens e nocautes para
0 LDLR (LDLR™"). Foram utilizados camundongos machos e fémeas C57B1/6 e LDLR” com
aproximadamente 6 meses de idade. Os animais foram anestesiados e eutanasiados para a coleta
de sangue, destinado para a analise de triglicerideos e colesterol total. Homogenatos dos
hipocampos e do BAT e mitocondrias isoladas de figado e coracdo foram utilizados para
avaliacdo do consumo de oxigénio por respirometria de alta resolucdo (RAR). Os camundongos
machos e fémeas LDLR”" apresentaram aumento significativo nos niveis de colesterol e
triglicerideos quando comparados com os animais selvagens do mesmo sexo. No hipocampo
de camundongos machos, a delecdo genética do LDLR causou uma diminuicao significativa do
consumo de O relacionado a atividade do complexo I+1l, & fosforilagdo oxidativa e a
capacidade respiratoria maxima, quando comparados aos animais selvagens. Apesar de nédo
serem observadas diferencas nesses mesmos parametros hipocampais entre as fémeas LDLR™
e C57BI/6, os mesmos foram significativamente menores em fémeas selvagens em relacéo aos
machos de mesmo gendtipo. No BAT de machos LDLR” também houve diminuigo
significativa na respiragdo mitocondrial relacionada a atividade da UCP-1 e na capacidade de
reserva respiratdria, comparados aos selvagens. A capacidade respiratdéria maxima do BAT de
fémeas selvagens foi significativamente menor quando comparada aos machos selvagens. Por
outro lado, as fémeas LDLR™ apresentaram diminuicdo significativa no consumo de O
relacionado a atividade do complexo I+11 no figado, em relacdo as selvagens. Ambos 0s sexos

ndo apresentaram diferengas significativas na bioenergética mitocondrial no coragdo. Os



resultados sugerem que a delecdo do LDLR afeta a bioenergética mitocondrial de diversos
tecidos, com maior impacto em machos do que fémeas, refor¢cando a importancia de estudos da
HF serem realizados em ambos 0s sexos, ja que o dimorfismo sexual € um fator que impacta o0s

desfechos dessa doenca.

Palavras-chave: Hipercolesterolemia familiar, colesterol, receptor de LDL, dimorfismo

sexual, funcdo mitocondrial.



ABSTRACT

Familial hypercholesterolemia (FH) is a dyslipidemia with a genetic origin, which is caused by
a functional impairment in the low-density lipoprotein receptor (LDLR), with subsequent
disturbance in lipoprotein metabolism and cholesterol accumulation in the bloodstream. The
high levels of circulating cholesterol existent in the low-density lipoprotein (LDL) induces
harmful effects on cellular metabolism, tissue development and mitochondrial bioenergetics.
Mitochondrial dysfunctions have already been described in several biological tissues in FH
models, however, the vast majority of studies analyzed only male individuals. Considering that
the sex differently impacts metabolic dysfunctions, it is paramount to study the impact of sexual
dimorphism on FH model bioenergetics’ outcomes. Therefore, the aim of this study was to
evaluate and to compare the effect of sexual dimorphism on the mitochondrial function of
hippocampus, brown adipose tissue (BAT), liver and heart in C57BI/6 wild-type (WT) and
LDLR knockout (LDLR”) mice. Male and female C57BI/6 and LDLR” mice approximately 6
months old were used. Animals were anesthetized and euthanized for blood collection, in which
triglycerides and total cholesterol levels were measured. Hippocampi and BAT homogenates,
as well as hepatic and cardiac isolated mitochondria, were used to assess oxygen consumption
through high-resolution respirometry. Male and female LDLR” mice presented a significant
increase in cholesterol and triglyceride levels, when compared to WT animals of the same sex.
In male mice hippocampus, the genetic deletion of LDLR provoked a significant decrease in
O2 consumption related to complex 1+l activity, in oxidative phosphorylation and in maximal
respiratory capacity, when compared to WT animals. Although no differences in these same
hippocampal parameters were observed between LDLR” and C57BI/6 females, they were
significantly lower in WT females, when compared to males of the same genotype. In LDLR™-
males BAT, there was also a significant decrease in mitochondrial respiration related to UCP-
1 activity, and in the respiratory reserve capacity, compared to WT animals. The BAT
maximum respiratory capacity was significantly lower in WT females, when compared to WT
males. On the other hand, LDLR”- females presented a significant decrease in the hepatic O
consumption related I+11 complex activity, when compared to WT ones. Both sexes showed no
significant differences in cardiac mitochondrial bioenergetics. The results suggest that LDLR
deletion affects the mitochondrial bioenergetics of several tissues, with a greater impact on
males than females, reinforcing the importance of investigating HF in both sexes, since sexual

dimorphism impacts the outcomes of this disease.



Keywords: Familial hypercholesterolemia, cholesterol, LDL receptor, sexual dimorphism,

mitochondrial function.
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1. INTRODUCAO

1.1. Hipercolesterolemia Familiar

O colesterol € um componente lipidico essencial na formacdo das membranas celulares
e desempenha diversos papéis cruciais na modulacdo estrutural e funcional de células. O
colesterol celular é adquirido principalmente por alimentos e pela sintese intracelular,
predominantemente em células do figado e do intestino (PAUKNER; LESNA; POLEDNE,
2022). Nos mamiferos, também é percursor de moléculas esteroides como acidos biliares,
hormdnios esteroides e vitaminas. No entanto, o colesterol excessivo ou hipercolesterolemia,
caracterizados por niveis elevados de colesterol presentes na lipoproteina de baixa densidade
(low-density lipoprotein, LDL), produz efeitos prejudiciais no metabolismo celular, no
desenvolvimento de tecidos e na fisiologia do corpo (PAUKNER; LESNA; POLEDNE, 2022;
YU et al., 2019).

Em 1985, o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina foi concedido aos pesquisadores
Michael S. Brown e Joseph L. Goldstein ao caracterizarem a regulacdo do metabolismo do
colesterol pela descoberta do receptor de LDL (LDLR), e evidenciarem que a deficiéncia no
gene deste receptor, ou nas proteinas que regulam seu metabolismo, configura a causa
subjacente da hipercolesterolemia familiar (SOKAL et al., 1978; ZETTERSTROM, 2009). A
hipercolesterolemia familiar (HF) € uma dislipidemia de origem genética, com padrao
hereditario autossdmico dominante, caracterizada pelo distirbio no metabolismo de
lipoproteinas, em fungdo do prejuizo funcional do LDLR, com diminuicéo na absorcdo desta
lipoproteina pelos tecidos, principalmente pelo figado, e acimulo de colesterol na circulacdo
sanguinea (ALVES; TAKAO SUEHIRO JUNIOR; BRAILOWSKY PELLEGRINO, 2021; HE
etal., 2019; MYTILINAIOU et al., 2018)

O colesterol, na particula de LDL, é captado pelo LDLR, um receptor altamente
especifico presente na superficie das células. O complexo ligante-receptor formado por LDL e
LDLR sofre endocitose e, desse modo, o colesterol € absorvido. Os receptores internalizados
sdo reciclados e voltam a superficie diversas vezes antes que enzimas especificas levem a
degradacdo lisossomal (BENITO-VICENTE et al.,, 2018; HUFF M. W. et al.,, 2014;
MYTILINAIOU et al., 2018). De acordo com o banco de dados de variantes LDLR da
University College London (UCL), foram registradas aproximadamente 2.900 variacOes
alélicas do LDLR, sendo que a classificagdo das diferentes variantes patogénicas inclui:
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receptores ausentes, transporte bloqueado para o aparelho de Golgi, internalizagdo ou

reciclagem defeituosa, e receptores disfuncionais (LEIGH et al., 2017).

O principal foco de triagem para HF sdo as variantes patogénicas do LDLR por
totalizarem mais de 90% dos casos (HARTGERS; RAY; HOVINGH, 2015). A segunda
mutacdo genética mais predominante nos casos de HF corresponde de 2 a 5% dos casos e
envolve uma apolipoproteina denominada ApoB, encontrada em particulas de LDL, sendo
responsavel pela ligacao ligante-receptor na superficie celular. Em casos de ApoB mutante, a
ligacdo das particulas de LDL ao LDLR é prejudicada e contribui para o subsequente acimulo
de LDL na circulagdo sanguinea. O terceiro gene que contribui para a prevaléncia da HF é a
pro-proteina convertase subtilisina quexina tipo 9 (proprotein convertase subtilisin type 9,
PCSK9), cuja funcdo € mediar a degradacdo do LDLR nos lisossomos. Em variantes
patogénicas de PCSK9 com aumento de funcdo, ha maior degradagdo do LDLR e menor
disponibilidade do receptor na membrana, aumentando o nivel de LDL circulante (Figura 1)
(MYTILINAIOU et al., 2018; PATEL; SCOPELLITI; SAVELLONI, 2015).

A Normal B Family hypercholesterolemia
9PCSKI 5 ApoB100 g IPCSKS 5 ApoB100
LDLR
~ «4‘3 :

9\09«\1a 4 |
,A, ) Endosome ,A End ‘
Golg’ﬁ Golg‘a ndosome ‘
(N |

: s

ER Lysosome ‘ ER Lysosome
ﬂm /‘Nﬁh

4 J

Figura 1. Transporte de LDL via LDLR e principais causas genéticas da HF. A: O receptor de LDL ¢
sintetizado a partir do reticulo endoplasmatico (RE) e, depois, processado no complexo de Golgi para que seja
transportado para a membrana celular. Na membrana, o LDLR se liga a ApoB-100 que contém particulas de
colesterol e o complexo sofre endocitose. Nos endossomos, a particula de LDL e o LDLR séo dissociados, o LDL
é encaminhado ao lisossomo para degradacdo e o LDLR reciclado para a superficie, com regulagdo do colesterol
intracelular e da PCSK9. B: Na HF, as mutacdes mais comuns sdo as: (1) mutacdes de LDLR que inibem a
exposicao e a reciclagem do LDLR; (2) mutagdes na PCSK9 com ganho de funcéo e, consequentemente, maior
degradacéo do LDLR; (3) mutagdes em ApoB-100 que blogueiam e interacéo entre LDL e LDLR, prejudicando o
transporte de LDL nas células (Adaptado de LI1U et al., 2021).

Individuos heterozigotos para a HF apresentam diminui¢éo na capacidade de depuracéo
sanguinea de LDL e aumento de duas a trés vezes nos niveis de colesterol plasmatico. Em

homozigotos, a taxa de depuragédo de LDL atinge apenas um terco da taxa normal, o que resulta
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no aumento de trés a seis vezes nos niveis de colesterol plasmatico, um fator de risco para a
incidéncia de aterosclerose, doenca tipificada pelo acimulo de lipidios e elementos fibrosos nas
artérias (ALVES; TAKAO SUEHIRO JUNIOR; BRAILOWSKY PELLEGRINO, 2021;
MYTILINAIOU et al., 2018). Desse modo, a HF é considerada uma doenca de alto risco
cardiovascular devido a alta morbimortalidade e incidéncia, com aproximadamente 1:200
individuos na forma heterozigotica e 1:300.000 na forma homozigética no mundo. No Brasil,
estima-se que ha uma populacdo de 766.000 individuos afetados pela HF heterozigética e, ao
assumir a prevaléncia mundial de homozigotos, o pais deve ter cerca de 1.033 casos de HF
homozigética (HFHo) (ALVES; TAKAO SUEHIRO JUNIOR; BRAILOWSKY
PELLEGRINO, 2021; BEHESHTI et al., 2020; 1ZAR et al., 2021).

A HF apresenta heterogeneidade significativa, com manifestacdo dependente do gene
especifico e da variacdo do nivel de LDL plasmaético (HE et al., 2019; MYTILINAIOU et al.,
2018). Os sinais fisicos geralmente sdo mais graves e mais precoces em pacientes com HFHo
do que em pacientes com HF heterozigotica (HFHe), entretanto, o risco da doenca
cardiovascular (DCV) prematura é aumentado em ambos os grupos (ITO; WATTS, 2015;
MYTILINAIOU et al., 2018). Além disso, a deposi¢cdo de colesterol na cornea dos olhos
favorece a incidéncia do arco corneano, enquanto sua deposicdo no tecido vascular e
extravascular, como tenddes e pele, favorece o aparecimento de xantomas. A doenca arterial
coronariana (DAC), calcificacdes na raiz da aorta, dano endotelial vascular e aterosclerose
acelerada sdo outras patologias associadas a HF (HE et al., 2019; ITO; WATTS, 2015;
MYTILINAIOU et al., 2018).

O diagndstico de HF pode ser confirmado com a utilizacdo de testes genéticos, escores
de diagnostico que indicam a presenca de HF como possivel, provavel ou definitiva, ou com
critérios que consideram sinais fisicos e o historico familiar do paciente (ALVES; TAKAO
SUEHIRO JUNIOR; BRAILOWSKY PELLEGRINO, 2021; ITO; WATTS, 2015;
MYTILINAIOU et al., 2018; RAAL; SANTOS, 2012). No Brasil, desde 2017 os laudos
laboratoriais destacam valores de colesterol total > 310 mg/dL em adultos e > 230 mg/dL em
criancas e adolescentes como sugestivos de HF (IZAR et al., 2021). Apesar de existirem varios
sistemas de diagnoésticos, a HF ainda permanece subdiagnosticada e, consequentemente, a
implementacdo dos tratamentos que previnem a progressdo € tardia. As terapias farmacolégicas
atuais sdo feitas com inibidores de hidroxi-3-metiglutaril-coenzima A (HMG-CoA) redutase ou

estatinas, além de outros hipolipemiantes, como a ezemitiba. Outras terapias potenciais incluem
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inibidores de PCSKO9, transplante hepatico e terapias imunossupressoras (Figura
2)(MYTILINAIOU et al., 2018; RAAL; SANTQOS, 2012).
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Figura 2. Terapias farmacoldgicas para HF na reciclagem e degradagdo do LDLR. A via SREBP2/LDLR
(linhas verdes) é regulada pelo nivel de colesterol no reticulo endoplasmético (ER). As estatinas reduzem os niveis
de LDL-C (<5%) por meio da inibi¢do da atividade do H MGCR — enzima limitante na sintese de colesterol —,
promovem a distribuicdo e reciclagem de LDLR na superficie celular pela ativacdo da via SREBP2/LDLR (linhas
pretas) e, a0 mesmo tempo, a expressdo da proteina IDOL é inibida, reduzindo a ubiquitinag¢do de LDLR por IDOL
(linhas vermelhas). O acimulo de colesterol (>5%) no ER impede a ativagdo do complexo SREBP2/SCAP, que
diminui a sintese de LDLR e aumenta a degradacgdo do LDLR no lisossomo. A PCSK9 atua como uma chaperona
para mediar a degradacdo do LDLR no lisossomo (linhas laranjas), atuando na homeostase de colesterol em células

mamiferas. MVB: corpo multivesicular. LXR: receptores X no figado (Adaptado de YANG et al., 2020).

1.2. Dimorfismo sexual na hipercolesterolemia familiar

O dimorfismo sexual refere-se as diferencas fenotipicas e genotipicas entre fémeas e
machos da mesma espécie, cujo estudo pode ser relevante para a elucidacdo de doencas,
ampliando a prevencéo, o diagnostico e o tratamento (MITTENDORFER, 2005). Na espécie
humana, os individuos dos sexos feminino e masculino diferem metabolicamente,
principalmente na cinética lipidica, o que inclui as diferencas de secrecdo e depuracdo de
triglicerideos, de taxas de liberacao de acidos graxos livres (AGL) e da distribuicdo da gordura



19

corporal, com relevante efeito dos esteroides sexuais — andr6genos nos machos e estrogénios
nas fémeas (BLOOR; SYMONDS, 2014; SANTOSA; JENSEN, 2015).

As diferencas sexuais no metabolismo lipidico e o correspondente risco de doencas
metabolicas ndo séo atribuidos somente aos efeitos dos horménios sexuais, mas também a
outros fatores, desde a heranca genética, que ¢ um fator ndo modificavel, até os habitos
alimentares, condicdo modificavel (LORBEK et al., 2013; SUGIYAMA; AGELLON, 2012).
Os estudos ja publicados relacionados ao metabolismo foram, em grande parte, obtidos por
meio de experimentos com individuos do sexo masculino. No entanto, as conclusdes séo por
muitas vezes extrapoladas para ambos o0s sexos, podendo representar analises equivocadas
sobre metabolismo de nutrientes em individuos do sexo feminino (SANTOSA; JENSEN, 2015;
SUGIYAMA; AGELLON, 2012).

Os estudos epidemioldgicos demonstram que a prevaléncia de HF pode variar
amplamente entre as populacdes por consequéncia da utilizacdo de diferentes critérios
diagnosticos e métodos de amostragem. Além disso, apenas 9% dos paises no mundo
descrevem a prevaléncia de HF, com analises clinicas ocorrendo principalmente da Europa,
América do Norte, Asia Oriental e Australia (BEHESHTI et al., 2020). Os dados s&o
subdivididos de acordo com diversos marcadores clinicos, como idade, sexo, raca ou etnia,
além de algumas vezes estarem associados a fatores de risco, como hipertensao, diabetes e
obesidade (BEHESHTI et al., 2020; PANG et al., 2018).

Os resultados encontrados pelo Estudo Longitudinal de Satde do Adulto (ELSA-Brasil),
sugerem que, no Brasil, a incidéncia geral é estimada em um em cada 263 individuos, sendo
maior em mulheres — uma em cada 244 —, e em negros — um caso em cada 156 (HARADA
et al., 2018). Conjuntamente, diversos estudos evidenciam que ha a maior prevaléncia de HF
em mulheres, apesar de homens apresentarem maior susceptibilidade aos fatores de risco para
DCV recorrente de HF e iniciarem terapia hipolipemiante em idade anterior a das mulheres
(COUTINHO et al., 2021; IYEN et al., 2020; PAJAK et al., 2016; WATTS; PANG; SANTOS,
2015).

Sugere-se que o predominio de mulheres nas popula¢ées com HF estudadas pode ter o
viés de sobrevivéncia, uma vez que os homens hipercolesterolémicos podem desenvolver
doenca cardiovascular aterosclerotica (atherosclerotic cardiovascular disease, ASCVD) mais
precocemente, associada a alto risco de mortalidade (COUTINHO et al., 2021; SANTOSA;

JENSEN, 2015). Por outro lado, em estudo com meninas e meninos, com idade entre 0 e 19
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anos, e com HF ndo-tratada, houve deteccdo de niveis significativamente superiores aos de
colesterol total e LDL nos individuos do sexo feminino, reafirmando a necessidade de avaliar

o0 possivel dimorfismo sexual nos niveis de colesterol plasmatico (HOLVEN et al., 2018).

Ademais, as mulheres no periodo pré-menopausa sd80 menos susceptiveis a DCV.
Contudo, no periodo p6s-menopausa, 0 risco para DCV e doencas metabolicas aumenta
drasticamente, alcancando risco de morbidade e mortalidade comparavel ao de homens
(LORBEK et al., 2013; SANTOSA; JENSEN, 2015). Estudos anteriores também
demonstraram que a incidéncia de colestase e de célculos biliares de colesterol & maior em
mulheres na pré-menopausa do que em homens, confirmando a necessidade de amplificar as
investigacOes que apreciem as particularidades inerentes ao dimorfismo sexual e, além disso,
ao climatério feminino (SUGIYAMA; AGELLON, 2012).

1.3. Modelo Animal de HF

Modelos animais que se assemelham com a anatomia e fisiopatologia humana séo
comumente utilizados em investigacGes pré-clinicas, a fim de se obter resultados que possam
ser extrapolados para a sallde humana. Para a selecdo de um modelo animal ideal é necessario
considerar a facilidade de obtencdo dos animais, o custo para manté-los, além de ser
indispensavel que as caracteristicas genéticas sejam bem definidas (EMINI VESELI et al.,
2017). Para o estudo de HF e aterosclerose, os camundongos e coelhos sdo 0s modelos animais
mais utilizados, seguidos por porcos e primatas ndo humanos. Entretanto, os camundongos
apresentam um perfil lipidico diferente dos humanos, sendo necessaria a manipulacao genética
do metabolismo lipidico desses animais para poderem ser considerados modelos de HF (EMINI
VESELI et al., 2017; GODFREY S. GETZ; CATHERINE A. REARDON, 2012).

Na atualidade, 0 camundongo é a espécie predominante para o estudo de HF em virtude
da facilidade da manipulacéo genética e de sua rapida reprodugdo. Em condi¢Ges normais, 0s
camundongos apresentam baixas concentracdes de LDL e da lipoproteina de densidade muito
baixa (VLDL), sendo que a maior parte do colesterol é transportado por particulas semelhantes
a lipoproteinas de alta densidade (high-density lipoprotein, HDL) (GODFREY S. GETZ;
CATHERINE A. REARDON, 2012). Para a hipercolesterolemia familiar, os modelos de
camundongos mais utilizados sdo os que apresentam delecdo do gene que codifica o receptor

de LDL (LDLR™), ou delecio do gene responsavel pela expressio da apolipoproteina E (ApoE-
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", de modo que ambos modelos apresentam o aumento dos niveis plasmaticos de colesterol
total (EMINI VESELI et al., 2017; JACKSON; BOND, 2011).

Em condic¢Bes normais, 0 LDLR é suscetivel a regulacdo e, assim, as células podem
suprimir a atividade do receptor quando o estoque de colesterol é adequado, dificultando a
superacumulacgdo patoldgica intracelular de ésteres de colesterol (JEON; BLACKLOW, 2005).
Entretanto, em individuos homozigotos para HF ou em animais LDLR™", a auséncia de receptor
impede a ligacdo e a captacdo da LDL, portanto, hd um aumento compensatorio na sintese desta
lipoproteina pelas células, mesmo se os niveis de LDL j4 estiverem elevados no plasma. Como
consequéncia, o acumulo de grandes quantidades de ésteres de colesterol pode resultar em
toxicidade celular e lesbes ateroscleroticas (GOLDSTEIN; BROWN, 1977; JEON;
BLACKLOW, 2005).

No inicio da década de 1990, Ishibashi e colaboradores desenvolveram os camundongos
LDLR”, amplamente utilizados como modelo de HF por apresentarem semelhancas com a
condi¢cdo humana, causada por mutac@es no gene de LDLR (ISHIBASHI et al., 1993). Quando
comparados aos camundongos ApoE™, eles apresentam vantagens como modelos de HF, sendo
elas: o colesterol plasmético é transportado primordialmente por particulas de LDL,
semelhantemente a condicdo humana heterozigética de HF; a auséncia do LDLR ndo demonstra
grande impacto nos processos inflamatdrios como na deficiéncia de ApoE; e a gravidade da
dislipidemia é intermediaria, com o desenvolvimento de lesGes menos severas que 0S
camundongos ApoE"' (EMINI VESELI et al., 2017; ISHIBASHI et al., 1994; JACKSON;
BOND, 2011). Pesquisas anteriores confirmam que o modelo animal, compreendendo machos
e fémeas, apresenta alteracfes metabolicas e morfologicas quando submetido, ou ndo, as dietas
hiperlipidicas. Entretanto, os estudos ndo exploram as diferencas apresentadas entre 0s sexos
(ISHIBASHI et al., 1994).

A maior parte dos modelos de HF, como os camundongos LDLR™, ndo desenvolvem
espontaneamente as complicag@es clinicas observadas em humanos com HF e, em geral, os
modelos sdo submetidos a dieta tipo ocidental, ou hiperlipidica, para manifestarem les6es
graves caracteristicas da condicao patolégica humana. N&o obstante, o perfil lipidico do modelo
citado, mesmo alimentado com dieta padrdo, também exibe suscetibilidade aos prejuizos
cardiovasculares e aos danos reportados no sistema nervoso central (SNC) oriundos da HF (DE
OLIVEIRA et al.,, 2020; ISHIBASHI et al., 1994; JACKSON; BOND, 2011; VIANA
GONGALVES et al., 2017). Diante o exposto, as alteracOes fisiopatoldgicas dos modelos
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animais em condicdes alimentares diversas devem ser exploradas, ndo excluindo a dieta padréo,

ao considerar os diferentes fatores e graus de risco apresentados na HF.

Em 2005, pesquisadores identificaram a presen¢a de uma mutacdo espontanea no gene
Nnt em camundongos C57BI/6J, que servem de background genético para diversos
camundongos transgénicos, incluindo 0 modelo LDLR™ (TOYE et al., 2005). O gene Nnt é
responsavel pela codificagio da enzima mitocondrial Nicotinamida Nucleotideo
Transidrogenase (NNT), envolvida no equilibrio redox e na sintese de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) (RONCHI et al., 2013; SIMON et al., 2013). Portanto, o estudo
da bioenergética mitocondrial nesses modelos deve levar em consideracdo o background

genético de ambos os grupos, transgénicos e selvagens.

1.4. Disfuncéo mitocondrial no modelo animal de HF

A mitocondria é uma organela celular pleomorfica altamente dindmica, composta por
duas membranas: a membrana externa (ME), que separa a mitocondria do citoplasma, e a
membrana interna (MI), que envolve uma regido rica em proteinas, denominada matriz
mitocondrial (LEAVER et al., 1983; UNSELD et al., 1997). As membranas mitocondriais séo
separadas pelo espaco intermembranar (EIM) e sdo funcionalmente distintas. Enquanto a
membrana externa é lisa e contém proteinas (porinas) que conferem permeabilidade a solutos
com massa molecular inferior a 10kD (OLIVEIRA; VERCESI, 2020; ZALMAN et al., 1980),
a membrana interna é curvada e forma cristas internas, sendo amplamente impermeavel a ions
e moléculas polares, contendo, no entanto, alta concentracdo de proteinas e canais que sdo
responsaveis pelo fluxo de ions que percorrem a matriz mitocondrial (NAKAE, 1976;
ZALMAN et al., 1980).

Além do papel crucial na sintese de adenosina trifosfato (ATP), pela fosforilagdo
oxidativa (Mitochondrial Oxidative Phosphorylation system, OXPHQOS), as mitocondrias estdo
envolvidas em diversos processos metabdlicos, como a biossintese de aminoacidos, via da f-
oxidacdo de acidos graxos, cetogénese, termogénese (no tecido adiposo marrom — brown
adipose tissue, BAT), gliconeogénese, o ciclo do acido tricarboxilico (tricarboxylic acid cycle,
TCA), o metabolismo do metal, sintetizando aglomerados heme e Fe-S, e outras atividades
metabdlicas, como a homeostase de Ca?>" (KENNEDY; LEHNINGER, 1949; MITCHELL,
1975; ZALMAN et al., 1980). As mitocondrias de mamiferos compreendem mais de 1.500

proteinas, que variam de acordo com a espécie e em resposta as necessidades celulares de
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tecidos especificos e, além disso, possuem um genoma circular, o DNA mitocondrial (mtDNA),
que provém de uma heranca quase exclusivamente materna em animais (GOEHRING et al.,
2011; LECRENIER et al., 1997; TIRANTI et al., 1997).

No citoplasma celular, as enzimas envolvidas na via glicolitica realizam a oxidacao da
molécula de glicose (do grego: glykys, acucar e lysis, quebra) a piruvato, que entra na matriz
mitocondrial, e ao ser associada ao Acil-Coa, derivado de &cidos graxos, gera os transportadores
de elétrons Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (NADH) e Flavina Adenina Dinucleotideo
(FADH_) pela via do TCA, doando elétrons para a cadeia ou sistema de transporte de elétrons
(Electron transport system, ETS) localizada na membrana interna da mitocondria (KENNEDY
LEHNINGER, 1949; LOGAN, 2006; STOCK et al., 1999). Os transportadores de elétrons, ou
coenzimas reduzidas, sao oxidados nos complexos proteicos I, Il, 11l e IV do ETS, e os elétrons
doados sdo transportados entre os complexos e a ubiquinona, até alcangarem o aceptor final,
uma molécula de oxigénio (O2), sendo reduzida a dgua. Os complexos I, 1l e IV geram um
gradiente de prétons pelo bombeamento de prétons da matriz para o EIM e os protons retornam
para a matriz por meio da ATP sintase (ou complexo V), que conduz a conversdo de adenosina
difostato (ADP) + fosfato inorgénico (Pi) em ATP. Essas reacbes fazem com que o
funcionamento do ETS esteja acoplado a oxidacdo do substrato e a fosforilagdo do ADP
(JASTROCH et al., 2010; MITCHELL, 1975; NAKAE, 1976; STOCK et al., 1999).

Além da producdo de ATP, o potencial eletroquimico da membrana induzido pela
OXPHOS ¢ vital para a organela e pode ser utilizado como parametro para avaliar a dindmica
e a funcdo mitocondrial em resposta aos estimulos associados a doencas como a HF. As espécies
reativas de oxigénio (EROs) séo produzidas principalmente pelas mitocondrias e sao originadas
durante a reducdo do Oz no ETS, gerando o anion superdxido (O2" ") que, posteriormente, pode
ser convertido em peroxido de hidrogénio por acdo da enzima superdxido dismutase (SOD)
(MITCHELL, 1961; NUNNARI; SUOMALAINEN, 2012; STOCK et al., 1999). Os complexos
I, Il e Il do ETS contém sitios onde os elétrons podem reduzir antecipadamente o oxigénio e,
assim, favorecer a formacéo de superdxido. Nesse contexto, destaca-se o complexo Ill, por sua
capacidade de produzir EROs na matriz mitocondrial e, também, no espago intermembrana,
facilitando a sinalizacdo celular (Figura 3) (CHANDEL et al., 1998; HAMANAKA;
CHANDEL, 2010; MITCHELL, 1975).
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Figura 3. Fosforilacdo oxidativa, producdo de superéxido e vias antioxidantes. Os elétrons (e-) de
NADH e FADH; transitam pelos complexos I, 1l e, por meio da ubiquinona (Ubiq), se direcionam ao Ill. O
citocromo ¢ (Cyt C) transfere elétrons do complexo Il para o 1V, que reduz O, para formar H,O. O fluxo de
elétrons é acompanhado pela transferéncia de protons (H*) nos complexos I, 111 e IV para o espago intermembranar
e 0s prétons, por sua vez, voltam a matriz pelo complexo V. As proteinas desacopladoras (UCPs) permitem que
0s protons retornem & matriz reduzindo a formagdo de EROs. GPX: glutationa peroxidase. GSSG: glutationa
oxidada. GSH: glutationa reduzida. GSH/GSSG: razdo da glutationa oxidada pela reduzida (Adaptado de
MADAMANCHI; RUNGE, 2007).

Os modelos experimentais de dislipidemia causada por alteracbes genéticas sdo Uteis
para investigar se o excesso de lipidios na circulacdo sanguinea e, consequentemente, no
interior das células, pode afetar a fun¢do mitocondrial e desencadear complicagdes clinicas.
Evidéncias experimentais mostram que em camundongos LDLR™, as mitocondrias de varios
tecidos sdo mais suscetiveis ao desbalanco redox, a geracéo de oxidantes e MPT. (OLIVEIRA
et al.,, 2005; OLIVEIRA; VERCESI, 2020; VERCESI et al., 2007). O desequilibrio redox
mitocondrial no modelo animal de HF pode estar envolvido em dois eventos que contribuem
com a progressao da patologia: i) produgdo de moléculas oxidantes que reagem com o LDL e
i) morte celular por via mitocondrial (VERCESI et al., 2007).

Em camundongos LDLR™", o estresse oxidativo mitocondrial foi associado a deplecio
de substratos mitocondriais ligados ao NADP, parcialmente explicado pela sintese aumentada
de colesterol nas células, que € uma via que consome grandes quantidades de NADPH
(OLIVEIRA et al., 2005; PAIM et al., 2008). Em individuos hipercolesterolémicos, ja foi

demonstrado que os oxidantes, principalmente oriundos da mitocondria, estavam aumentados



25

em mondcitos do sangue periférico, assim como o0s niveis de LDL oxidado (oxLDL)
(VASCONCELOS et al., 2009). Além disso, o oxLDL também apresentou niveis elevados em
pacientes com hipercolesterolemia e DAC (HULTHE; FAGERBERG, 2002; VASCONCELOS
et al., 2009), o que impulsiona mecanismos que contribuem para 0 aumento do estresse

oxidativo sistémico e dos fatores de risco, tanto metabdlicos quanto imunoldgicos, da HF.

Estudos anteriores verificaram que a disfuncdo mitocondrial associada ao estresse
oxidativo ocorre em diversos tecidos de camundongos LDLR” submetidos & dieta
normolipidica, mesmo na auséncia de complicacGes clinicas graves (OLIVEIRA; VERCESI,
2020). O desequilibrio redox mitocondrial pode induzir dois desfechos que estdo envolvidos na
HF, como a oxidacdo de LDL e a ativacdo de morte celular, acentuando a condicédo patologica.
No figado, as mitocondrias do modelo de HF apresentam maior geracdo de oxidantes que 0s
controles e, também, sdo mais suscetiveis a transicdo de permeabilidade mitocondrial (MPT)
induzida por Ca?" (OLIVEIRA et al., 2005; OLIVEIRA; VERCESI, 2020).

Os camundongos LDLR™", quando alimentados com dieta hiperlipidica por longo prazo,
desenvolvem inflamacdo hepética, com aumento da absor¢do de oxLDL, apresentam esteatose
hepaética e fibrose hepatica, morte celular por apoptose e exibem perfis inflamatdrios no figado
(BIEGHS et al., 2012). A deficiéncia do gene do LDLR prejudica a regeneracdo hepaética e,
mesmo na auséncia de estimulos patoldgicos ou de manipulacdo dietética, os camundongos
apresentam um aumento de 50% nos niveis de colesterol hepéatico, em concordancia com a
disfuncdo mitocondrial no figado (PAUTA et al., 2013). A disfuncdo no tecido cardiaco, por
sua vez, esta primordialmente associada a hiperglicemia sustentada, resisténcia a insulina e aos
distdrbios metabdlicos, como a inflamacdo e hiperlipidemia, condicdes conexas a HF que
favorecem a morte de cardiomidcitos, infarto do miocardio, angina pectoris e eventual fibrose
tecidual (COLE et al., 2011; NORDESTGAARD et al., 2013).

Os efeitos da hipercolesterolemia ndo estdo restritos ao sistema cardiovascular. Estudos
mais recentes mostram que as células neurais e o funcionamento cerebral também séo afetados
pela hipercolesterolemia. Estudos anteriores de nosso grupo mostram que niveis aumentados
de colesterol se correlacionaram com comprometimento cognitivo, prejuizos de memdria e a
disfuncdo mitocondrial no cortex cerebral e hipocampo de camundongos LDLR” (DE
OLIVEIRA et al., 2013). A neuroinflamacdo, perturbacdo da neurogénese e disfuncéo da
integridade da barreira hematoencefalica (BHE), também foram associadas aos
comprometimentos cognitivos evidenciados nos camundongos LDLR” (OLIVEIRA et al.,
2014, 2020; ENGEL et al., 2019). Neste sentido nossa hipotese é que a disfun¢do mitocondrial
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em células neurais pode comprometer a bioenergética cerebral e, de alguma forma, estar

associada aos desfechos inflamatdrios e comportamentais.

Em niveis moderados, a formacdo de EROs no tecido adiposo é essencial para a
transducdo de sinal da insulina, mas quando em estresse oxidativo crénico, os altos niveis de
EROs contribuem para o desenvolvimento de resisténcia a insulina, intolerancia a glicose e
progressdo de varias doencas metabolicas (BLOOR; SYMONDS, 2014b; LEE et al., 2019;
ZHENG et al., 2021). Em adipdcitos de camundongos hipercolesterolémicos, estudos relatam
a infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo, aumento da expressdo de citocinas pro-
inflamatorias, producdo anormal de adipocinas e aumento da producdo de EROs (BOURNAT;
BROWN, 2010; HAN et al., 2013; VICTOR et al., 2009). A regulacdo da atividade
mitocondrial em adipdcitos, em particular no BAT, deve ser explorada, uma vez que as
mitocondrias desse tecido estdo envolvidas na homeostase lipidica, na regulacdo da
sensibilidade a insulina e na termogénese corporal (LEE et al., 2019; VAMECQ et al., 2012).

Apesar das evidéncias supracitadas sobre as disfun¢Ges mitocondriais em tecidos
periféricos, induzidas pela dieta hiperlipidica ou pela auséncia do LDLR, a implicagdo que sexo
biolégico desempenha na fisiopatologia de HF ainda €é muito pouco estudada
(NORDESTGAARD et al.,, 2013; SANTOSA; JENSEN, 2015). Entretanto, em modelos
animais, ha poucas evidéncias do prejuizo da atividade mitocondrial em fémeas (Tabela 1), pois
a maioria dos estudos contempla apenas individuos do sexo masculino. Os estudos utilizando
machos sdo comumente extrapolados para a aplicagdo em ambos sexos, ndo considerando o
papel do dimorfismo sexual no metabolismo de colesterol, homeostase redox e resposta imune
(BHUPATHY; HAINES; LEINWAND, 2010; WANG; AHN; ASMIS, 2020).

Tabela 1. Estudos realizados com camundongos LDLR"- fémeas que envolvem a funcéo
mitocondrial.

Idade Sexo Dieta/Intervencao Tecidos Disfuncéo Referéncia
(meses) Avaliados Mitocondrial
12 Fémeas HFD Coracéo e SIM (HAMILTON et
figado al., 2016)
12 Fémeas HFD e SD Figado N&o avaliaram = (BRAGA etal.,
2021)
4-6 Fémeas e SD e Citrato Figado SIM (PAIM et al.,
Machos 2008)

HFD, dieta hiperlipidica (high fat diet); SD, dieta padrdo (standard diet). Dados coletados da base de dados
Pubmed com a utilizagdo das seguintes palavras-chave para a busca: LDL receptor knockout + female mice +
mitochondria ou LDLR"- + female mice + mitochondria. Foram considerados todos os resultados da busca que
atenderam as informagdes acima citadas. Data da busca: 11 de agosto de 2022.
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2. JUSTIFICATIVA

A HF ¢é considerada um problema de salde de alta prevaléncia e que inclui mualtiplos
fendtipos, devido as diferentes etiologias moleculares e fatores genéticos adicionais. No Brasil,
h& estimativa de que 766.000 individuos sejam afetados pela HF, com a prevaléncia maior em
mulheres (0,38%) e posteriormente em homens (0,30%). Além disso, caracteriza-se por ser
uma forma grave de dislipidemia de base genética, em que cerca de 85% dos homens e 50%
das mulheres podem ter um evento coronariano antes de completar os 65 anos, se ndo tratados
adequadamente. No entanto, o diagnostico precoce e o tratamento individualizado, conforme
0s aspectos genéticos, moleculares e sexuais, podem aumentar a expectativa de vida dos

afetados.

Como mencionado anteriormente, homens e mulheres apresentam diferencas
significativas na prevaléncia e na manifestacdo de doencas cardiovasculares, no metabolismo
lipidico, na sensibilidade a insulina, na capacidade oxidativa e na termogénese (LORBEK et
al., 2013; SUGIYAMA; AGELLON, 2012). Consequentemente, os estudos de distirbios
metabdlicos devem considerar o dimorfismo sexual ao assumir as particularidades e os riscos
pertencentes ao sexo. Entretanto, a maioria das pesquisas relacionadas a HF com camundongos
LDLR”, modelo animal para HF e aterosclerose, ndo integram informacdes que identificam as

alteraces metabdlicas entre animais machos e fémeas.

A funcdo mitocondrial, no que lhe concerne, se estende além dos limites da célula e
influencia a fisiologia de um organismo, regulando a comunicac&o entre células e tecidos. Sabe-
se que a HF esta relacionada com o aumento do estresse oxidativo celular e que o principal
mecanismo proposto para esse aumento € a disfuncdo mitocondrial, com a producdo de EROs
e alteracdo de vias inflamatdrias e apoptoticas (OLIVEIRA et al., 2005; OLIVEIRA;
VERCESI, 2020; VERCESI et al., 2007). Neste sentido, o dinamismo mitocondrial € um fator-
chave para a compreenséo da bioenergética celular em diversos 6rgédos afetados pela HF. N&o
obstante, € importante identificar os fatores que fundamentam as diferencas metabdlicas

apresentadas entre homens e mulheres, prin202cipalmente na condicdo da HF.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Investigar o impacto da delecdo genética do LDLR e a influéncia do dimorfismo sexual
sobre a funcdo mitocondrial em camundongos.

3.2. Objetivos Especificos
o Avaliar a funcdo mitocondrial, por respirometria de alta resolucéo, em
homogenato de hipocampo e BAT, e mitocondrias isoladas de figado e coragdo, de
camundongos machos e fémeas, nocautes (KO, knockout) e selvagens (WT, wild-type)
para o receptor de LDL.

o Avaliar a influéncia do dimorfismo sexual e do genotipo (expressdo ou
auséncia de LDLR) sobre a atividade mitocondrial nos diferentes tecidos estudados.

. Quantificar os niveis plasmaticos de colesterol e triglicerideos em
camundongos WT e LDLR™.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e Protocolo Experimental

No presente estudo, utilizamos camundongos machos e fémeas, C57B1/6 WT e LDLR"
- (B6.129S7- LDLRtm1Her/J) com o mesmo background genético, adquiridos no Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME) e criados na Universidade de Brasilia (UnB, Distrito Federal,
Brasil). Os animais foram mantidos em grupos de quatro a cinco por gaiola, sob temperatura
controlada (23+1°C) e ciclo de luz de 12h (luzes acesas as 7h), com acesso a ragdo ¢ agua ad
libitum. Os camundongos foram alimentados com uma dieta padréo para roedores (SD; 15% de
gordura) da PRAGSOLUCOES Biociéncias (ver composicao nutricional completa na Tabela
2). Para o protocolo experimental, foram utilizados camundongos machos e fémeas com seis
meses de idade, divididos em quatro grupos experimentais: (1) machos C57BI/6 WT (n=10),
(2) machos C57BI/6 LDLR™ (n=8), (3) fémeas C57BI/6 WT (n=8) e (4) fémeas LDLR (n=7),
totalizando 33 animais. Os procedimentos utilizados no presente estudo seguiram as diretrizes
sobre cuidados com animais do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UnB) local, que
segue a publicagao do NIH “Principles of Laboratory Animal Care”, tendo sido aprovados pelo
Comité de Etica sob o nimero SEI n.° 23106.027883/2019-31.

Dieta

normalipidica Eutenésia
21 184
Idade | |
(Dias) 1 1
5% 1] @
. r oN
, Desmame Caoleta de sangue: TG e CT
C57Bl/6 e LDLR Tecidos: RAR

Figura 4. Esquema representativo do protocolo experimental. Camundongos C57BI/6 e LDLR™"
machos e fémeas, com 21 dias de idade, foram submetidos a dieta normolipidica por aproximadamente 6 meses.
Posteriormente, os animais foram eutanasiados e os tecidos foram coletados, juntamente com a amostra de sangue,
para a andlise do perfil lipidico. Nos tecidos coletados, o consumo de O, foi mensurado por respirometria de alta
resolugdo (RAR).
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Tabela 2. Formulacéo de nutrientes da dieta padréo. Quantidade de nutrientes por
quilograma de alimento.

Componente Kcal % kcal
Amido de Milho 2118 52,95
Caseina 800 20
Sacarose 400 10
Oleo de Soja 630 15,75
Mix de vitaminas e minerais 40 1
L-cisteina 12 0,3
Banha 0 0
Colina 0 0
Fibras 0 0
TOTAL 4000 100

4.2. Coleta de sangue e tecidos

Para a dissecacdo de tecidos, os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina
(80:8/mg/kg, respectivamente) por via intraperitoneal (i.p.) até completa analgesia e,
posteriormente, foram eutanasiados por decapitacdo. ApOs a decapitacdo, foram coletados
aproximadamente 500 pL de volume de sangue total. Para a preparagéo do soro, o sangue total
foi centrifugado a 3000 x g por 30 minutos, e o0 soro foi separado. As amostras do hipocampo,

BAT, coracdo e figado também foram coletados imediatamente ap0s a eutanasia.

4.3. Respirometria de Alta Resolucdo (RAR)

O consumo de O foi avaliado pela RAR, utilizando o Oxygraph-2k (Oroboros
Instruments, Innsbruck, Austria) a 37°C. O método de Bradford foi utilizado para determinar a

concentracdo total de proteinas nas amostras.

4.3.1. Respirometria do Hipocampo

Ambos hipocampos foram coletados e homogeneizados em 300uL de meio de reagéo
(MR: sacarose 125 mM, KCI 65 mM, KoHPO4 2 mM, MgClz2 1 mM, Hepes 10 mM, EGTA 0,2
mM) usando um homogeneizador tipo Dounce de 5 mL, feito de vidro-teflon. As amostras
(~0,200 mg/mL) foram colocadas no respirdmetro contendo 2 mL de MR e, em seguida, foram
adicionados alguns substratos/drogas para avaliar os estados respiratorios. Foram adicionados
piruvato + malato (PM: 5 e 2,5 mM) + succinato (S: 10 mM) para avaliar o sistema de transporte
de elétrons (ETS), atraves de substratos ligados ao complexo 1 e 2, respectivamente. O estado
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fosforilante foi avaliado apo6s a adigdo de ADP (500 uM) e o vazamento de prétons apos a
adicao de oligomicina (OMY: 0,1 pg/mL). A capacidade respiratdria méxima foi avaliada apos
a titulacdo com cianeto de carbonila 3-clorofenil-hidrazona (CCCP), concentracdo final de 1-3
uM).

4.3.2. Respirometria de BAT

O BAT foi coletado, pesado, cortado em pedacos de aproximadamente 1 mm? e, em
sequida, foi adicionado 10x o volume (uL) de MR correspondente ao seu peso para
homogeneizar o tecido em um homogeneizador tipo Dounce de 5 mL, feito de vidro-teflon. A
amostra (~ 0,135 mg/mL) foi colocada no Oroboros contendo 2 mL de MR e 0,1% de albumina
sérica bovina livre de &cidos graxos (Bovine serum albumin fat-free, BSA- Fat Free), em
seguida, foram adicionados os substratos PM (5 e 2,5 mM), guanosina difosfato (GDP, 1 mM),
para avaliar a atividade da proteina desacopladora 1 (uncoupling protein 1, UCP-1), CCCP para
avaliar a capacidade respiratoria maxima (concentragdo final de 3-7 uM) uM.

4.3.3. Respirometria de figado e coracéo

Os tecidos foram coletados e cortados em pequenos pedagos de aproximadamente 1
mm3, em um béquer contendo 10 mL de Meio A (MA: Sacarose 70 mM, Manitol 220 mM,
MOPS 5 mM, EGTA 2 mM e BSA livre de &cidos graxos 0,2%). Lavagens sucessivas foram
feitas para remover 0 excesso de sangue. A seguir, os tecidos foram homogeneizados em um
homogeneizador tipo Dounce de 30 mL, feito de vidro-teflon e foi adicionado cerca de 10x o
volume (uL) de MA de acordo com a quantidade total do tecido correspondente. Todas as etapas
de centrifugacdo foram realizadas a 4°C por 10 minutos. Os homogenatos foram centrifugados
a 800 x g, e o sobrenadante obtido da primeira centrifugacdo foi coletado e reservado. O
sedimento foi ressuspendido em MA e novamente centrifugado a 800 x g. Apoés esta etapa, 0
sobrenadante foi coletado, adicionado ao sobrenadante reservado da primeira etapa de
centrifugac&o, e centrifugado a 6000 x g. Em seguida, o sedimento do figado foi ressuspendido
em 1 mL de Meio B (MB: Sacarose 70 mM, Manitol 220 mM e MOPS 50 mM) e o do coragéo
em 300pL também de MB. As amostras finais (figado ~0,300 mg/mL e coragéo ~0,055 mg/mL)
foram colocadas no Oroboros contendo 2 mL de MR. Foram adicionados PM (5 e 2,5 mM) +

S (10 mM) para avaliar o ETS. O estado fosforilante foi avaliado apds a adi¢do de ADP 500
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KM, e o vazamento de prétons apos a adigdo de OMY 0,1 pg/mL. A capacidade respiratéria

méaxima foi avaliada apos a titulacdo de CCCP (concentracdo final de 1 a 5 uM).

4.4. Analise do perfil lipidico

Os niveis de colesterol total (CT) e triglicerideos (TG) foram medidos no plasma por
ensaios colorimétricos, atraveés de kits comerciais, seguindo as instrucdes do fabricante
(LABTEST).

4.5. Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (standard error
of the mean, SEM) e foram analisados com o GraphPad Sofware Prism (Versdo 8.0.2). Os
outliers foram identificados pelo método de ROUT (Q=1%) e, em seguida, excluidos. O teste
de normalidade de Shapiro-Wilk foi realizado em todas as amostras. Para variaveis com
distribuicdo paramétrica, os parametros da respirometria mitocondrial e a analise do perfil
lipidico foram analisados pela analise de variancia (ANOVA) de duas vias, com genotipo e
sexo como variaveis independentes. A ANOVA foi seguida do poés-teste de Tukey, para
comparacao multipla. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes quando
p=<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Niveis de colesterol total (CT) e triglicerideos (TG)

Os niveis de CT foram significativamente impactados pelo genétipo dos animais [F (1,
28) = 53,47; p<0,0001], mas ndo houve influéncia do sexo [F (1, 28) = 0,05312; p=0.8194] e
da interacdo entre sexo e gendtipo [F (1, 28) = 1,112; p= 0.3007] nos niveis séricos desse
lipidio. Os niveis de CT foram significativamente superiores nos animais LDLR™" de ambos os

sexos, quando comparado com o grupo WT (Figura 5A).

Os TG também sofreram efeito significativo do genétipo [F (1, 27) = 29,43; p<0,0001],
mas ndo do sexo [F (1, 27) = 0,7031; p= 0.4091] e da interacdo entre os fatores [F (1, 27) =
0,004448; p=0.9473]. Os niveis de TG foram significativamente superiores nos animais LDLR"
" de ambos os sexos, em relagio aos grupos WT (Figura 5B).
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Figura 5. Niveis plasmaticos de colesterol e triglicerideos em camundongos machos e fémeas C57BI/6 e
LDLR". A: CT (mg/dL). B: TG (mg/dL). Os valores estdo representados como média + SEM. n=7-10/ grupo.
ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Tukey. **p<0.001, ***p<0.0001, na comparagao entre genotipos.

5.2. O dimorfismo sexual e a auséncia do LDLR causam efeitos no ETS no hipocampo.

A atividade mitocondrial hipocampal foi caracterizada a partir do homogenato tecidual
dessa regido, atraves da RAR, uma técnica ex vivo que avalia a atividade da cadeia respiratoria

em mitocondrias, tecidos e células. A RAR permite acompanhar, em tempo real, as alteraces
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no consumo de O2 das amostras em resposta a diferentes estimulos, sendo um excelente método

para avaliar a bioenergética e a fungdo mitocondrial (HUTTER et al., 2006).

O complexo I, ou NADH desidrogenase, é a maior enzima do ETS, sendo o principal
ponto de entrada de elétrons para a fosforilagdo oxidativa (LEIPNITZ et al., 2018). O complexo
Il é representado pela enzima succinato desidrogenase, caracterizada por ser a Unica enzima
que compde o ciclo do &cido citrico e 0 ETS, sendo essencial ao metabolismo mitocondrial
(HUANG; MILLAR, 2013). As figuras 6A e 6B representam o fluxo de Oz de respirometrias
de homogenato de hipocampo com a utilizacdo de PM, para induzir a atividade do complexo I,
e S, para o complexo Il, respectivamente.

Houve influéncia significativa da interacdo entre genotipo e sexo [F (1, 27) =5,414; p=
0.0277] na atividade do ETS induzida por substratos do complexo I, entretanto, na analise post-
hoc o efeito néo foi significativo. Os fatores genétipo [F (1, 27) = 1,350; p= 0.2554] e sexo [F
(1, 27) = 1,569; p= 0.2211] per se ndo induziram alteraces na atividade do complexo | em
homogenato de hipocampo (Figura 6A). A analise por ANOVA de duas vias indicou efeito do
genoétipo [F (1, 27) = 6,883; p= 0.0141], do sexo [F (1, 27) = 5,857; p= 0.0225] e da interacdo
entre genotipo e sexo [F (1, 27) = 6,560; p= 0.0163] na atividade do complexo Il. A analise
post-hoc de Tukey indica que os camundongos machos LDLR™ apresentam uma diminuic&o
significativa na resposta ao estimulo do complexo 1l em comparagdo aos camundongos machos
WT. Além disso, ha efeito do sexo na atividade do ETS, quando comparamos camundongos
machos e fémeas WT (Figura 6B).

Para investigar o a dinamica da bioenergética mitocondrial, o ADP foi utilizado para
avaliar o estado fosforilante OXPHOS, relacionado a sintese de ATP. O CCCP foi utilizado
para avaliar a capacidade respiratéria maxima, desacoplada da producéo de ATP. A analise por
ANOVA de duas vias indicou efeito do genotipo [F (1, 27) = 4,830; p= 0.0367], do sexo [F (1,
27) = 8,483; p= 0.0071] e da interacdo entre genotipo e sexo [F (1, 27) = 5,392; p= 0.0280] no
estado fosforilante (Figura 6C). O genotipo [F (1, 27) = 4,903; p= 0.0354] e o sexo [F (1, 27)
= 5,837; p= 0.0227) também influenciaram a capacidade respiratoria maxima, mas ndo houve
interacdo entre os fatores [F (1, 27) = 2,610; p= 0.1178].

O consumo de O3 relacionado a producdo de ATP (ATP-linked) foi calculado pela
equacdo [Fluxo de oxigénio (OXPHOS — vazamento de prétons)], sendo esse ultimo dado
obtido a partir da adicdo de OMY. Houve influéncia do sexo [F (1, 26) = 5,518; p=0.267], mas
ndo do genotipo [F (1, 26) = 0,8102; p= 0.3763] e da interacdo entre os fatores [F (1, 26) =
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0,02676; p= 0.8713] (Figura 6E) na respiracao relacionada a atividade da ATP-sintase (Figura
7E). Para avaliar a capacidade respiratdria de reserva (Spare capacity), utiliza-se a equacéao
[Fluxo de oxigénio (Capacidade maxima — OXPHOS)]. N&o foi observado efeito do genotipo
[F (1, 29) = 0,5945; p= 0.4469], do sexo [F (1, 29) = 0,01157; p= 0.9151] e da interacao entre
genotipo e sexo [F (1, 29) = 0,1734; p= 0.6802] na capacidade respiratéria de reserva (Figura
6F).
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Figura 6. Efeito das variaveis genotipo e sexo em complexos do ETS em homogenato de hipocampo.
A RAR foi realizada para avaliar os estados respiratorios mitocondriais (fluxo de O (pmol/s) / mg de proteina):
ETS | (PM), ETS I+1l (PM+S), OXPHOS (ADP) e capacidade respiratéria maxima (U=CCCP). A: substratos
ligados ao complexo 1. B: substratos ligados aos complexos 1 e 2. C: OXPHOS. D: capacidade respiratoria
maxima. E: Consumo de oxigénio ligado a ATP-sintase. F: Capacidade respiratdria de reserva. n= 6-9/ grupo.
ANOVA de duas vias seguida pelo pds-teste de Tukey. *p<0.05 e ***p<0.001, na comparacdo entre genotipos;
#p<0.5, #p< 0.01, na comparagao entre sexos.

5.3. Ha disfuncdo mitocondrial no BAT de camundongos machos LDLR”, mas ndo de
fémeas

Com o intuito de avaliar os efeitos do genotipo e sexo em outros tecidos relacionados

ao metabolismo e gasto energético, avaliamos a fisiologia mitocondrial do homogenato de
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BAT. O BAT é um tecido termogénico, relacionado ao gasto de energia e liberacdo de
adipocinas (LEE, J. H. et al., 2019), cuja funcdo principal é a de produzir calor pelas
propriedades de desacoplamento da UCP-1, dissipando a forca préton motriz e aumentando a

taxa de oxidacgéo de substratos.

A figura 7 apresenta os resultados obtidos por meio da respirometria de homogenato de
BAT. Na ANOVA, mas ndo no pos-teste, houve efeito na respiracdo mitocondrial associada ao
complexo | [F (1, 25) = 4,540; p=0.0431]. N&o houve diferenca significativa induzida pelo
gendtipo [F (1, 25) = 0,7428; p= 0.3970] ou pela interacdo entre gendtipo e sexo [F (1, 25) =
0,5054; p= 0.4837] (Figura 7A). O GDP, inibidor da UCP-1, foi utilizado para estimar a
porcentagem de inibicdo da UCP-1 e, consequentemente, avaliar a capacidade termogénica dos
animais. A porcentagem de inibicdo da UCP-1 foi influenciada pela interacdo entre genotipo e
sexo [F (1, 24) = 7,070; p= 0.0137], mas ndo pelo genodtipo [F (1, 24) = 1,211; p= 0.2821]
oupelo sexo [F (1, 24) = 0,5667; p= 0.4589]. No post-hoc, houve efeito do gen6tipo apenas nos
machos (p<0.05) (Figura 7B). As fémeas, por sua vez, nao tiveram diferencas significativas na

porcentagem de inibicdo da UCP-1.

Ao avaliar a capacidade respiratéria maxima com o uso do desacoplador, demonstrou-
se efeito do sexo [F (1, 19) =6,917; p=0.0165], mas ndo do gendtipo [F (1, 19) = 0,01982; p=
0.8895] ou da interacdo entre fatores [F (1, 19) = 1,394; p= 0.2523]. As fémeas C57BI/6
apresentaram uma diminuicdo na capacidade méxima em comparacdo aos machos C57BI/6
(Figura 7C). Além disso, avaliamos a capacidade respiratoria de reserva das mitocondrias do
BAT dos camundongos, e houve efeito da interacdo entre os fatores [F (1, 25) = 9,531;
p=0.0049], mas ndo do sexo [F (1, 25) = 0,04409; p= 0.8354] e do gendtipo [F (1, 25) = 1,774,
p= 0.1949]. Os camundongos machos LDLR™ apresentaram uma diminuicio na capacidade
respiratOria de reserva em comparagdo aos machos C57BI/6 (p<0.05; Figura 7D).
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Figura 7. Efeito das variaveis genétipo e sexo em complexos do ETS em homogenato de BAT. A
RAR foi realizada para avaliar os estados respiratérios mitocondriais (fluxo de O2 (pmol/s) / mg de proteina): ETS
I (PM), respiracdo ligada a UCP-1 e capacidade respiratéria méaxima (U=CCCP). A: Substratos ligados ao
complexo I. B: Porcentagem de inibi¢do da respiracdo ligada a UCP, com GDP. C: Capacidade respiratoria
méxima. D: Capacidade respiratoria de reserva. n= 4-9/grupo. ANOVA de duas vias seguida pelo p6s-teste de
Tukey. *p<0.05 e **p<0.01, na comparagéo entre gendtipos; *p<0.05, na comparagéo entre sexos.

5.4. A bioenergética mitocondrial do figado ¢ influenciada pelo sexo e genétipo.

O figado € um 6rgéo essencial na regulacédo da homeostase energética e no metabolismo
de substancias e macromoléculas, incluindo carboidratos e lipidios (PETERSEN; VATNER,;
SHULMAN, 2017). Por ter um papel crucial na sintese de colesterol, investigamos os efeitos

da delecéo genética e do dimorfismo sexual em mitocéndrias hepaticas isoladas.

Na figura 8, mostramos como as mitocdndrias isoladas de figado de machos e fémeas,

WT e LDLR™, se comportam ex vivo ao induzir a transferéncia de elétrons de NADH ou
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FADH> para os complexos, 0 bombeamento de protons para o EIM e a capacidade de produzir
ATP. Além disso, expusemos as mitocondrias a um desacoplador (CCCP), a fim de avaliar a

capacidade respiratdria maxima.

O consumo de oxigénio associado aos complexos I e 1l foram avaliados utilizando PM
e S, respectivamente. A atividade do complexo I e complexo I+I1 foi influenciada pelo genétipo
[F (1, 28) = 4,471; p=0.0435 e F (1, 28) = 7,863; p=0.0091, respectivamente], mas nao pelo
sexo [F (1, 28) = 0,006281; p= 0.9374 e F (1, 27) = 0,8468; p= 0.3656, respectivamente] ou
pela interagéo entre os fatores [F (1, 28) = 0,3487; p= 0.5596 e F (1, 27) = 0,6546; p= 0.4256,

respectivamente] (Figura 8A e B).

Para investigar a dindmica da bioenergética mitocondrial, o ADP foi utilizado para
avaliar a OXPHQOS, que consiste na respiracdo relacionada a sintese de ATP, e o CCCP foi
usado para avaliar a capacidade respiratéria maxima, que indica a capacidade maxima de
respiracdo, desacoplada da producdo de ATP. N&o houve efeito do gendtipo [F (1, 27) = 3,858;
p= 0.0599], do sexo [F (1, 27) = 0,6410; p= 0.4303] e da interacdo [F (1, 27) = 0,1219; p=
0.7297] na OXPHOS (Figura 8C). A capacidade respiratdria maxima ndo foi influenciada pelo
genoétipo [F (1, 27) = 0,7636; p= 0.3899], nem pelo sexo [F (1, 27) = 0,04632; p= 0.8312), ou
pela interacdo entre os dois [F (1, 27) = 0,4063; p=0.5292] (Figura 8D).

O consumo de O relacionado a producdo de ATP (ATP-Linked) sofreu efeito do sexo
[F (1, 24) = 4,849; p= 0.0375], mas ndo do gendtipo [F (1, 24) = 0,3690; p= 0.5493] e da
interacdo entre eles [F (1, 24) = 0,1149; p= 0.7376] (Figura 8E). Avaliamos a capacidade
respiratoria de reserva (Spare capacity), entretanto, ela ndo foi influenciada pelo sexo [F (1, 27)
= 0,006498; p=0.9363], pelo gendtipo [F (1, 27) = 0,009616; p=0.9226] ou pela interacdo dos
dois [F (1, 27) = 0,001367; p=0.9708] (Figura 8F).
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Figura 8. Efeito das variaveis gendtipo e sexo em complexos do ETS em mitocondrias isoladas de
figado. A respirometria de alta resolucéo foi realizada para avaliar os estados respiratdrios mitocondriais (fluxo
de O2 (pmol/s) / mg de proteina): ETS | (PM), ETS I+l (PM+S), OXPHOS (ADP) e capacidade respiratéria
méaxima (U=CCCP). A: substratos ligados ao complexo 1. B: substratos ligados aos complexos 1 e 2. C: OXPHOS.
D: capacidade respiratoria maxima. E: Consumo de oxigénio ligado a ATP-sintase. F: Capacidade respiratoria de
reserva. n= 6-9/ grupo. ANOVA de duas vias seguida pelo pds-teste de Tukey. *p<0.05, na comparacdo entre
genotipos.

5.5. A atividade mitocondrial do coracgédo néo sofreu impacto do dimorfismo sexual e do
genotipo.

O coracgéo € um orgao essencial, que fornece nutrientes e O2 aos tecidos via circulagdo
sanguinea. Individuos com HF apresentam maior susceptibilidade para doencas ou danos
cardiovasculares, como calcificacdo na raiz da aorta e DAC (HE et al., 2019; ITO; WATTS,
2015; MYTILINAIOU et al., 2018). Para avaliarmos se ha alteragcbes mitocondriais no coragéo,

submetemos as mitocondrias cardiacas isoladas a RAR.
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Né&o foram encontradas diferencas significativas em relagdo aos substratos do complexo
I e I+I11 referente ao sexo [F (1, 25) = 0,1021; p= 0.7519 e F (1, 25) = 0,7602; p= 0.3916,
respectivamente], gendtipo [F (1, 25) = 0,004824; p= 0.9452 e F (1, 25) = 1,103; p= 0.3036,
respectivamente] ou interacao [F (1, 25) = 0,02529; p=0.8749 e F (1, 25) = 0,8202; p= 0.3738,
respectivamente] (Figura 9A e B). Além disso, ndo houve influéncia do genétipo [F (1, 25) =
2,119; p=0.1579 e F (1, 25) = 1,167; p= 0.2903], do sexo [F (1, 25) = 1,305; p= 0.2641 e F
(1, 25) = 0,01862; p= 0.8926] e da interacdo entre os fatores [F (1, 25) = 0,01789; p=0.8947 e
F (1, 25) = 0,03857; p= 0.8459] no OXPHOS e na capacidade respiratoria maxima,
respectivamente (Figura 9C e D), como também n&o foram encontrados efeitos do gendtipo
[F (1, 24) = 0,8982; p= 0.3527 e F (1, 25) = 0,04857; p= 0.8274], do sexo [F (1, 24) = 2,152;
p=0.1553 e F (1, 25) = 0,2607; p=0.6141] e da interacdo entre fatores [F (1, 24) = 2,582; p=
0.1211 e F (1, 25) = 0,6509; p= 0.4274] na respiracdo ligada a atividade da ATP-sintase e na
capacidade respiratoria de reserva, respectivamente (Figura 9 e F). Os dados indicam que a
bioenergética mitocondrial cardiaca de camundongos LDLR n&o ¢ afetada em ambos os sexos.
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Figura 9. Efeito das variaveis genotipo e sexo em complexos do ETS em mitocdndrias isoladas de
coracdo. A RAR foi realizada para avaliar os estados respiratérios mitocondriais (fluxo de O, (pmol/s) / mg de
proteina): ETS | (PM), ETS I+Il (PM+S), OXPHOS (ADP) e capacidade respiratoria maxima (U=CCCP). A:
substratos ligados ao complexo 1. B: substratos ligados aos complexos 1 e 2. C: OXPHOS. D: capacidade
respiratoria maxima. E: Consumo de oxigénio ligado a ATP-sintase. F: Capacidade respiratéria de reserva. n= 6-
9/ grupo. ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Tukey. *p<0.05.N= 9-6/ grupo. ANOVA de duas vias
seguida pelo pos-teste de Tukey.
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6. DISCUSSAO

Em 1985, Michael S. Brown e Joseph L. Goldstein caracterizaram a regulacdo do
colesterol pelo LDLR e evidenciaram que a sua auséncia ou disfungéo causa a HF (SOKAL et
al., 1978). Com a descoberta, foi desenvolvido na década de 90 um modelo murino de HF,
utilizando camundongos nocautes para esse receptor (ISHIBASHI et al.,, 1993). Os
camundongos LDLR™ s&o amplamente utilizados para avaliar o impacto da HF sobre 6rgdos
suscetiveis a alteracfes metabdlicas causadas pelo aumento do colesterol sanguineo associado
a auséncia do LDLR, além dos prejuizos cardiovasculares e danos descritos no SNC
(ISHIBASHI et al., 1993, 1994). Conforme esperado, com 6 meses de idade, os camundongos
machos e fémeas LDLR™, sem interferéncia dietética, exibem diminuicdo na capacidade de
depuracdo sanguinea de colesterol, apresentando um perfil lipidico alterado, com aumento de
aproximadamente duas vezes nos niveis de colesterol sanguineo em compara¢do com 0s
animais selvagens (Figura 5). Os dados concordam com a caracterizacdo do modelo animal de
HF, em que os niveis plasmaticos de colesterol total sdo significativamente aumentados pela

delecédo genética do LDLR.

Poucos trabalhos, entretanto, relacionam as diferencas nos niveis de colesterol
plasmatico ao sexo do animal. Os estudos de Ishibashi e colaboradores mostraram que tanto a
alimentacdo com dieta padrdo, quanto com dieta rica em lipidios, fez com que camundongos
fémeas LDLR™ apresentassem niveis de colesterol relativamente mais altos que machos LDLR"
/' quanto esse lipideo foi mensurado aos 56 dias ou 6 meses de idade (ISHIBASHI et al., 1993,
1994). Em outros estudos, ndo houve diferenca significativa da média de colesterol de fémeas
e machos com dieta normolipidica aos 6 meses (GHOSH et al., 2020), ou os machos
apresentaram niveis de colesterol mais elevados do que as fémeas aos 4 meses (MARSH et al.,
1999). No presente estudo, ndo encontramos diferencas estatisticas entre a média de colesterol

(mg/mL) de camundongos machos e fémeas LDLR 7, aos 6 meses, com a dieta padrao.

Por outro lado, diversos autores relatam que os niveis de triglicerideos em camundongos
LDLR™ se mantém dentro da normalidade, quando comparado com animais selvagens
(ISHIBASHI et al., 1993; OLIVEIRA et al., 2005). Entretanto, também ja foi previamente
descrito que ha aumento de aproximadamente 80% nos niveis de TG em camundongos machos
LDLR™, sem interferéncia da dieta (RUDLING; ANGELIN, 2001), inclusive em animais
novos, a partir de 4 semanas de idade (FERREIRA, 2014). No presente estudo, demonstramos

um aumento significativo nos niveis de TG dos camundongos fémeas e machos LDLR™ aos 6
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meses de idade (Figura 5). Niveis elevados de TG sdo marcadores de lipoproteinas aterogénicas,
podendo ser um preditor de DCV, importante comorbidade associada as dislipidemias
(TALAYERO; SACKS, 2011).

A HF possui expressiva incidéncia mundial, mesmo subdiagnosticada, com maior
namero de casos reportados em mulheres, conferindo um alto risco cardiovascular (HARADA
et al.,, 2018). Contudo, a maior parte dos estudos que envolvem o metabolismo lipidico
associado a doencas metabdlicas, como a HF, foram por realizados em homens e extrapolados
para ambos 0s sexos, suprimindo as diferenciacdes sexuais (SANTOSA; JENSEN, 2015;
SUGIYAMA; AGELLON, 2012). Os trabalhos que mencionam a HF e analisam a funcao
mitocondrial, em sua maioria, ndo abrangem as fémeas como parte do modelo animal LDLR”,
tornando a literatura tendenciosa aos machos (Tabela 1). Todavia, a busca pela avaliacdo das
diferencgas entre géneros biol6gicos nas pesquisas pode contribuir para entender a dindmica
metabdlica apresentada por ambos 0s sexos, uma vez que os riscos e desfechos da HF podem

diferir entre eles.

O metabolismo energético nas células eucaridticas converge na rede mitocondrial,
responsavel pela marcante sintese do trifosfato de adenosina (ATP), através da fosforilacéo
oxidativa. Por outro lado, o papel da mitocdndria ndo se limita a producdo de energia, posto
gue outros processos fisiologicos essenciais compreendem a sua atuacdo, desde o processo de
morte celular por apoptose a sinalizagdo mediada pelos ions de célcio, regulacdo do
metabolismo e proliferagdo celular, sintese de hormonios esteroides, B-oxidacdo de acidos
graxos, termogénese, detoxificacdo de amdnia, biologia redox e respostas inflamatorias
(KENNEDY; LEHNINGER, 1949; MITCHELL, 1975; NUNNARI; SUOMALAINEN, 2012;
ZALMAN; NIKAIDO; KAGAWAL, 1980). E necessario enfatizar que a distribuicio do
controle de uma via pode variar de acordo com o tecido, uma vez que ha tecidos que sao mais
controlados pelo ETS, como o musculo e coracdo, e outros que sdo mais controlados pela
maquinaria da sintese de ATP, como o cérebro e rim (MAZAT et al., 2001). Além disso, ha
tecidos menos sensiveis aos defeitos em complexos da fosforilagdo oxidativa, 0 que torna os
impactos causados por alguma disfungdo menos evidentes. Portanto, faz-se fundamental avaliar
se a HF impacta fungdes metabdlicas em diferentes 6rgéos e tecidos, considerando as distin¢des

e necessidades fisiologicas.

Na avaliacdo da atividade mitocondrial hipocampal, verificamos que houve efeito do
genotipo, ou seja, da delecdo do LDLR, apenas em camundongos machos. Verificamos a

diminuicdo na atividade mitocondrial em varios estados metabdlicos, incluindo ETS I+l1,
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OXPHOS e respiracdo maxima, além de uma forte tendéncia a diminui¢do no ETS | (p=0.06).
Entretanto, o efeito do genétipo ndo foi observado em fémeas, sugerindo que elas podem ter
maior tolerancia a disfuncdo mitocondrial no hipocampo, mesmo apresentando 0S mesmos

niveis de colesterol sanguineo observados em machos.

A menor capacidade de producdo de ATP pelas mitocondrias estd diretamente
relacionada a disfuncéo celular. Em neurénios, o ATP produzido é direcionado para a formacéo
de sinapses, e a quantidade e a forca dessas interconexdes neuronais definem a plasticidade
sinaptica, responsavel pela funcéo cognitiva (LEJRI et al., 2019). O hipocampo é fundamental
para processos relacionados ao aprendizado, meméria e modulacéo de humor (SQUIRE, 1992).
Estudos demonstram que a HF pode ter impacto em areas cerebrais associadas aos processos
de aprendizagem e memoria, como o hipocampo (ENGEL, 2016) e o cortex pré-frontal
(MOREIRA et al., 2012), com ou sem interferéncia da dieta. Anteriormente, nosso grupo de
pesquisa demonstrou que a astrogliose e a morte neuronal apresentadas pelos camundongos
LDLR” estido associadas ao aumento na permeabilidade da BHE no hipocampo (DE
OLIVEIRA et al., 2014). Além disso, nestes estudos foram observados o0 aumento da geracao
de EROs, a desregulacdo de defesas antioxidantes e o prejuizo na atividade de enzimas dos
complexos mitocondriais no cérebro dos camundongos LDLR™" (DE OLIVEIRA et al., 2011,
2014; MOREIRA et al., 2012).

As alteracGes metabolicas avaliadas nestes experimentos se correlacionaram com 0s
prejuizos cognitivos e comportamentais manifestados pelos camundongos machos LDLR™". O
modelo animal apresenta reducao na plasticidade sinaptica e proliferacdo celular hipocampal e,
consequentemente, sdo percebidos prejuizos na memoria espacial e de trabalho, bem como
podem exibir comportamento tipo-depressivo (DE OLIVEIRA et al., 2011; MULDER et al.,
2007). Acredita-se que a diminuicdo na captacdo neuronal de colesterol, requerido para a
homeostase celular, devido as mutacdes no LDLR, pode resultar em consequéncias deletérias
estruturais e funcionais no SNC (ENGEL et al., 2019; OLESCOWICZ, 2021). Somando-se a
isso, no presente trabalho mostramos que os camundongos machos LDLR” possuem
mitocondrias hipocampais menos eficientes, sugerindo que as alteracOes respiratorias e

oxidativas nessa regido contribuem para o declinio cognitivo observado em outros estudos.

Os estudos supracitados, no entanto, ndo consideraram o dimorfismo sexual para avaliar
0 efeito do sexo sobre a HF. Aqui, nos percebemos que as fémeas do tipo selvagem
apresentaram menor consumo de O, avaliado nos diferentes estados metabolicos, em

comparagio aos machos do tipo selvagem. Entretanto, as fémeas LDLR” nio possuem
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diferengas na funcdo mitocondrial quando comparadas as fémeas C57BI/6, reforcando que a
variavel sexo ndo deve ser suprimida. As evidéncias experimentais observadas em homogenato
de hipocampo somam-se as informacdes disponiveis na literatura sobre camundongos LDLR™
e alterac6es no SNC, contribuindo para o melhor entendimento dos efeitos do genotipo e do
sexo sobre a HF. De maneira importante, 0 nosso estudo apresenta pela primeira vez o efeito
ndo apenas do genotipo, mas também do sexo, sobre as disfungdes provocadas pela HF.

Além do impacto evidente da HF no SNC, os tecidos periféricos também séo afetados
pelos altos niveis de colesterol circulantes, que decorrem da disfungdo ou dele¢do do LDLR.
Em contraste com o tecido adiposo branco (white adipose tissue, WAT), que armazena energia
como goticulas lipidicas e triglicerideos, o BAT controla o gasto de energia por meio da geracao
de calor através da proteina UCP-1, sendo ativado durante a exposicao ao frio ou por estimulo
B-3 adrenérgico. (LEE et al., 2019). Essa proteina transmembrana transloca protons através da
membrana mitocondrial interna, contornando a ATP sintase, que ao aumentar a oxidacao de
substratos e a producdo de calor, reduz a producdo de EROs. (KLINGENBERG; HUANG,
1999; LIU et al., 2013). Em humanos, o BAT é formado durante o desenvolvimento fetal, sendo
maior ao nascimento. Embora seu tamanho diminua com a idade, 0 BAT esta presente e ativo
em adultos (COX et al., 2022).

No presente estudo, ndo observamos efeito do genétipo e do sexo sobre a fungédo
mitocondrial do Complexo | no BAT dos camundongos machos e fémeas. Os camundongos
machos LDLR™ apresentaram menor porcentagem de inibicdo da UCP-1 por GDP, o que,
consequentemente, reflete no menor consumo de oxigénio associado a atividade da UCP-1.
Diante o exposto, os camundongos machos C57BI/6 demonstraram maior eficiéncia na
termogénese via UCP-1 ao apresentarem maior inibicdo da respiracdo relacionada a proteina,
diferentemente dos camundongos machos LDLR™, que apresentaram menor capacidade
termogénica. Por outro lado, as fémeas C57BI/6 e LDLR” exibiram o mesmo padrdo na
porcentagem de inibicdo da UCP-1, indicando que ndo houve influéncia do gendtipo na sua
capacidade termogénica. Do ponto de vista bioenergético, o tecido adiposo é altamente plastico
e alguns autores sugerem que, em diferentes condicdes, inclusive a disfuncdo bioenergética,
podem favorecer a conversao fenotipica e funcional do BAT, rico em mitocondrias, em WAT,
tornando-o menos termogénico (PORTER et al., 2016) e aumentando a estocagem de gorduras
(BERBEE et al., 2015; DONG et al., 2013; LEE et al., 2019). Por meio dos resultados
apresentados, é possivel que em camundongos machos LDLR 7 esteja ocorrendo o processo de

branqueamento do BAT e, como consequéncia, apresentam menor capacidade de gerar calor.
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Apesar de ndo haver diferenca na capacidade respiratria maxima entre os camundongos
WT e LDLR” de ambos os sexos, constatamos que 0 BAT de machos LDLR”" possui uma
capacidade de reserva respiratoria inexistente, ao contrario dos selvagens. Além disso, na
comparacao entre diferentes sexos, 0s machos C57BI/6 apresentaram maior respiracdo maxima
mitocondrial quando comparados as fémeas também selvagens, indicando interferéncia do sexo
na bioenergética mitocondrial. Por outro lado, em camundongos fémeas ndo houve efeito do

gendtipo sobre os estados respiratorios do BAT.

A capacidade de reserva respiratoria mitocondrial é determinada a partir da subtracéo
da respiracdo basal do consumo méaximo de oxigénio obtido na respiragdo maxima, induzida
por agentes de desacoplamento, como o CCCP. Como consequéncia do desacoplamento, a
resposta ao CCCP aumenta o consumo de oxigénio para preservar o gradiente de protons,
necessario para a funcionalidade da mitocéndria (KUNZ, 2003; MARCHETT], 2020). Além
disso, a reserva respiratdria se correlaciona com o grau de plasticidade mitocondrial, permitindo
adaptabilidade bioenergética em resposta a condicdes de estresse fisiopatologico (NICHOLLS,
2009). Uma vez que a deplecdo da capacidade de reserva respiratdria tem sido associada a varias
doencas cardiovasculares e neurolégicas (MARCHETTI, 2020), o resultado observado em
camundongos machos LDLR™ pode estar relacionada & disfungio mitocondrial e maior

propensdo a essas comorbidades.

Além da termogénese, o BAT esta envolvido na regulacéo do balango energético e do
peso corporal, bem como no controle do metabolismo da glicose e lipidios. Estudos
demonstram que, em modelos murinos para aterosclerose que apresentam hiperlipidemia
(camundongos APOE*3 ou APOE™), a ativacdo do BAT acelera o gasto energético e diminui
os niveis plasmaticos de TG e colesterol (BERBEE et al., 2015; COX et al., 2022). A reducio
de hiperlipidemia e de hipercolesterolemia mediada pelo BAT protege o desenvolvimento de
aterosclerose em camundongos APOE*3, entretanto, os efeitos parecem depender de uma via
de depuracdo hepatica com LDLR funcional, pois ndo ocorre a atenuagdo da
hipercolesterolemia em camundongos LDLR”* (BERBEE et al., 2015). Pelo contrario, estudos
demonstram que a ativagio do BAT em camundongos LDLR™, pela exposicdo ao frio, induz o
crescimento e instabilidade de placas ateroscleréticas (DONG et al., 2013). Curiosamente, 0s
trabalhos ndo exploram a funcio mitocondrial do BAT em fémeas LDLR 7" e ao extrapolar os
resultados obtidos em machos as fémeas, as particularidades referentes ao sexo séo
negligenciadas. Nosso estudo corrobora que essa avaliacdo é fundamental, uma vez que, apesar

de a delecdo genética do LDLR ter induzido disfuncdo mitocondrial em machos, 0 mesmo néo
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foi observado em fémeas. Diferentemente, nos camundongos do sexo feminino, a fungéo das
mitocondrias do BAT de animais LDLR™ foi conservada, quando comparadas com os animais

selvagens.

Dessa maneira, nossos dados permitem estabelecer uma conexdo entre a disfungéo
mitocondrial no BAT e no hipocampo de camundongos machos. No hipocampo, foi possivel
observar um declinio da atividade do ETS mitocondrial e, no BAT, os camundongos machos
LDLR” apresentaram uma diminuicdo na capacidade termogénica, caracterizando uma
desregulacdo metabolica (LEE et al., 2019; PORTER et al., 2016). Essa desregulacdo
metabdlica nos tecidos, resultante da disfuncdo mitocondrial, favorece danos sistémicos e
prejuizos cerebrais causados pela hipercolesterolemia. Foi relatado a protecdo de camundongos
fémeas C57BI/6, com 6 meses, contra a sindrome metabdlica induzida por dieta rica em
gordura, enquanto os machos desenvolveram hiperinsulinemia, intolerdncia a glicose e
inflamacdo sistémica, as fémeas apresentaram um estado anti-inflamatorio no tecido adiposo e

ndo apresentaram alteracdes metabdlicas (PETTERSSON et al., 2012).

Como visto anteriormente, a desregulacdo metabdlica ndo se limita a um tecido em
especifico, mas pode causar danos evidentes de forma sistémica. Nesse sentido, o figado
desempenha um papel significativo no metabolismo e biossintese de lipidios, assim como na
producdo e secrecdo de lipoproteinas. O acimulo de lipidios nos hepatdcitos resulta em
esteatose hepatica que, consequentemente, contribui para inimeras disfuncGes hepaticas, como
alteracbes na sintese de acidos graxos (SAAOUD et al., 2020). Estudos indicam que o0s
camundongos LDLR”" possuem diversas disfuncdes hepéticas decorrentes da auséncia do
LDLR, como uma menor capacidade antioxidante hepatica (PAIM et al., 2008), cerca de 30%
de reducdo nos niveis de glutationa reduzida (GSH) por oxidada (GSSH), razdo GSH/GSSG,
importante via antioxidante, aumento da lipogénese e da secrecdo lipidica, maior geracdo de
EROs pelas mitocondrias e maior suscetibilidade a morte celular mediada pela MPT
(OLIVEIRA et al., 2005; VERCESI et al., 2007).

Em consonancia com os demais estudos, ja foi descrito que a deficiéncia do LDLR esta
associada a diminuicdo da concentracdo de albumina, perfil lipidico compativel com
quiescéncia hepatica, disfuncdo na sinalizacdo de citocinas e, como resultado, prejuizo na
regeneracdo hepatica (PAUTA et al., 2013). Ademais, camundongos machos LDLR™
submetidos a dieta hiperlipidica durante 7 dias, exibem inflamagdo hepéatica com elevado

namero de macréfagos, neutréfilos e células T infiltrados. Apds 3 meses de dieta, os danos
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evoluem para esteatose e fibrose hepatica, aumento nos niveis de CT e TG, e apoptose celular,
com lesdes aterosclerdticas progressivas (AL RAJABI et al., 2014; BIEGHS et al., 2012).

Em nosso estudo, avaliamos o consumo de Oz em mitocondrias isoladas de figado de
camundongos C57BI/6 e LDLR”", machos e fémeas. N&o foi possivel observar diferencas
significativas no consumo de O vinculado a oxidagdo de substratos do complexo | e Il em
machos, entretanto, as fémeas LDLR™ apresentaram reduc&o no consumo de Oz no ETS I+1.
A disfuncdo mitocondrial no complexo Il pode refletir condicdo de estresse oxidativo
desencadeado pelo aumento de vazamento de elétrons e geracdo de EROs. Néao foram
observadas no presente estudo outras alteracfes mitocondrias hepaticas em machos e fémeas,
selvagens e transgénicos. Entretanto, € importante ressaltar que diversas disfuncdes associadas
aos camundongos machos LDLR™ foram evidentes somente quando os camundongos foram

submetidos a um segundo estimulo como, por exemplo, a introducéo da dieta hiperlipidica.

Estudos anteriores demonstraram que camundongos LDLR”" alimentados com dieta
normolipidica ndo desenvolvem lesbes proeminentes ou apenas lesdes leves no figado
(ISHIBASHI et al., 1994). Com a dieta normolipidica, os camundongos nao apresentaram
esteatose hepética e o decorrente aumento de infiltrados inflamatérios no figado (BIEGHS et
al., 2012), bem como ndo desenvolveram insuficiéncia hepatica associada ao metabolismo
alterado de colesterol, diferentemente dos camundongos alimentados com dieta hiperlipidica
(AL RAJABI et al., 2014). Os experimentos citados, por refletirem o metabolismo associado
aos machos, corroboram os dados observados em nosso estudo. Por outro lado, diferentemente
dos machos, demonstramos pela primeira vez que fémeas possuem alteracdo na dindmica
mitocondrial, mesmo na auséncia de dieta. Observamos que as fémeas apresentaram prejuizo
no consumo de Oz no ETS I+ll, ressaltando, novamente, que os estudos que utilizam apenas
machos ndo podem ser aplicados em sua totalidade as fémeas, visto que ha discrepancia na

resposta mitocondrial aos substratos de acordo com o sexo e tecido.

A influéncia do dimorfismo sexual sobre o coracdo também é fundamentado, em
humanos ou modelos animais (BHUPATHY; HAINES; LEINWAND, 2010; MARSH et al.,
1999). O estrogénio, hormonio sexual feminino, € responsavel por grande protegdo contra
doencas cardiovasculares, na apoptose de células cardiacas e, inclusive, pode atenuar as lesées
aterosclerdticas em fémeas LDLR™ quando submetidas & HFD (TANGIRALA; RUBIN;
PALINSKI, 1995). Na HF, estima-se que 85% dos homens e 50% das mulheres podem ter um
evento coronariano antes de completarem 65 anos. Além disso, cerca de 200.000 pessoas ao

ano, no mundo, vao a Gbito por ataques cardiacos precoces devido a HF, o que poderia ser
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evitado com o tratamento adequado, considerando as particularidades individuais (IZAR et al.,
2021). Para avaliarmos os riscos cardiovasculares associados a HF, mitoc6ndrias isoladas do
coragdo de camundongos LDLR” e WT, foram submetidas aos pardmetros respiratorios
anteriormente descritos. Em nosso estudo, os camundongos machos e fémeas LDLR”" n&o

apresentaram alteracGes funcionais em mitocondrias cardiacas.

Anteriormente demonstraram em camundongos machos LDLR™, alimentados com
HFD ou SD, uma progresséo das lesdes ateroscleréticas no coragdo ao longo de um periodo de
12 meses, 0 que foi mais precoce e evidente na presenca da dieta rica em lipideos(MA et al.,
2012). Em outro estudo, quando os camundongos LDLR™ com 6 meses de idade foram
submetidos a dieta padréo, a funcéo cardiaca mostrou-se preservada (TYRANKIEWICZ et al.,
2016) e, em trabalho subsequente, ao avaliarem a funcdo mitocondrial cardiaca dos machos
LDLR " observaram que aos 3 meses 0s animais nio apresentaram disfungdes nos complexos
respiratorios, entretanto, aos 6 meses demonstraram diminuigao da respiragdo mitocondrial no
complexo | (BRACZKO et al., 2022). Por outro lado, as fémeas LDLR”, aos 6 meses,
apresentaram, na aorta, protecdo contra a aterosclerose pelo estrogénio, independente do alto
nivel plasmético de colesterol induzido pela HFD (MARSH et al., 1999)

Por outro lado, a preservacdo da funcdo mecanica no coragdo nesses estudos aponta que
0 modelo animal alimentado com dieta normolipidica pode néo apresentar disfuncdo cardiaca
evidente, diferentemente de quando alimentado com HFD, em que apresentam aumento na
producdo de EROs, distlrbios da permeabilidade da membrana mitocondrial e diminui¢do da
capacidade antioxidante (MA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2005). Os estudos ainda sdo
insuficientes para caracterizar a atividade mitocondrial cardiaca em fémeas e, além disso, em
nosso estudo ndo observamos disfungdes mitocondriais no modelo animal, o que sugere
experimentos adicionais para caracterizar o0 metabolismo energético mitocondrial juntamente

com a cronologia das alterac@es estruturais de estruturas cardiacas.

Diante 0 exposto, o presente trabalho reitera os impactos negativos da HF sobre a funcéo
mitocondrial em diversos tecidos, especialmente ao considerar o dimorfismo sexual como um
fator relevante ao desenvolvimento e a progressdo da patologia. As alteracdes na bioenergética
celular central e periférica causadas pela delegdo do LDLR n&o sdo expressas igualmente entre
0s sexos, desse modo, destaca-se a importancia de maior investigacdo do metabolismo e
fisiologia mitocondrial, uma vez que sua funcdo em fémeas aparenta estar preservada em maior

parte dos tecidos, diferente do que é observado em machos.
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7. CONCLUSOES

As andlises de fungdo mitocondrial, em machos LDLR 7, demonstraram:

Disfungdo mitocondrial no ETS avaliando os Complexos I+1l, na OXPHOS e na
Capacidade respiratoria maxima do ETS em homogenato de hipocampo.

Prejuizo mitocondrial na atividade da UCP-1 e na Capacidade de reserva respiratoria
em homogenato de BAT.

Né&o foram observadas disfun¢Ges mitocondriais em mitocndrias isoladas do figado e

do coracéo.

As analises de fungao mitocondrial, em fémeas LDLR 7, demonstraram:

Né&o verificamos mudancas na atividade mitocondrial em homogenatos de hipocampo,
coracdo e de BAT.
Disfungéo mitocondrial no ETS avaliando os Complexos I+11 em mitocondrias isoladas

de figado.

As analises de funcdo mitocondrial entre machos e fémeas C57BI/6, demonstraram:

As fémeas apresentaram taxas significativamente menores que as dos machos na fungao
mitocondrial no ETS avaliando os Complexos I+IlI, no OXPHOS e na Capacidade
respiratoria maxima do ETS em homogenato de hipocampo.

A capacidade respiratoria maxima mitocondrial foi significativamente maior em
machos em homogenato de BAT.

N&o foram observadas diferengas na funcdo mitocondrial entre os selvagens em

mitocondrias isoladas de figado e coracdo.
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