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INTRODUCAO:

Fatores de Transcricdo (TFs) sdo proteinas que se ligam a sequéncias especificas de DNA para direcionar
quais genes devem ser ligados ou desligados em um tecido durante o processo de transcricdo. No genoma humano,
sdo codificados entre 2.000 e 3.000 fatores de transcri¢do, criando uma ampla rede de interacBes com diferentes
sequéncias de ligacdo de DNA, que envolvem mais de 25.000 genes (1). E relatado que diferentes combinagdes de
TFs estdo ativas em diferentes tecidos; no entanto, devido a enorme quantidade de TFs e aos potenciais alvos, tem
sido dificil identificar precisamente quais combinacBes sdo ou ndo funcionais. O grupo de Bing Ren da
Universidade da Califérnia, em San Diego, EUA, foi capaz de determinar mais de 300.000 elementos cis-
regulatérios no genoma de camundongos, incluindo um grande nimero de novos promotores, intensificadores e
isolantes génicos (2). Esses elementos regulatérios encontrados em muitos promotores e enhancers proporcionam
as células a oportunidade de regular prontamente a expressdo de genes especificos para afetar uma resposta celular
especifica. Interessantemente, os fatores de transcricio desempenham um papel fundamental na estrutura
gendmica, fornecendo novos insights sobre como alteragdes no controle da expressdo génica podem levar a
doengas metabolicas. Assim, a atividade de transcri¢cdo tem varios participantes importantes que devem estar no
lugar certo e no momento certo, incluindo a maquinaria de transcricdo, fatores de transcri¢cdo, promotores e

enhancers (2).

De particular interesse, a familia de receptores nucleares compreende um grande grupo de fatores de

transcricéo ativados por ligantes que atuam como sensores transcricionais, respondendo a

XXXII Congresso de Iniciagdo Cientifica da UNICAMP — 2024 1



fatores ambientais (3). Como tal, os receptores nucleares servem como uma interface interessante entre o ambiente
celular e o genoma (3, 4, 5). Assim, disfungbes nesta sinalizagdo mediada por receptores nucleares tém sido
diretamente associadas a doencas metabdlicas, incluindo cancer, obesidade e diabetes (3, 6). Curiosamente, uma
lista de medicamentos ja foi descrita como agonistas ou antagonistas de receptores nucleares, incluindo tamoxifeno,
para receptores de estrogénio (cancer

de mama) (7), tiazolidinedionas, para receptor ativado por proliferador de peroxissoma-y (PPARY) (diabetes tipo
2) (8), dexametasona, para receptor de glicocorticoide ativador (doencas inflamatorias) (9). Vale ressaltar que a familia
de receptores nucleares é extensa, e é surpreendente que muitos deles ainda sejam classificados como receptores
"orfaos", ou seja, nenhum ligante foi descoberto até agora, abrindo uma ampla janela para o tratamento de doencas

metabdlicas (3,6).

O musculo esquelético tem um papel central na regulacdo da homeostase metabdlica sistémica e, como tal,
utiliza programas de transcricdo bem regulados para adaptar as células a estimulos ambientais. Com base nesta
alegacdo, nosso grupo de pesquisa analisou inicialmente os RNAseqs para mapear sistematicamente os efeitos do
aumento do fendtipo mitocondrial na expressdao de TFs gerados por meio de grandes conjuntos de dados em
musculo esquelético e tecido adiposo marrom de camundongos, bem como em células C2C12 com fenétipo
mitocondrial aumentado. Nossas descobertas indicaram alguma ligacdo entre o fator de transcricdo (TF) Nr2f6 e o
metabolismo mitocondrial tanto no masculo esquelético quanto no tecido adiposo marrom (10). Com base no
exposto, no presente projeto propomos reduzir a expressdo de Nr2f6 em células C2C12 para avaliacdo dos

processos metabolicos, como diferenciacéo celular, contragio muscular e transporte de Ca®*.

OBJETIVOS
Objetivo Geral

- Avaliar o papel do Nr2f6 na transcri¢do de genes termogénicos.

METODOLOGIA:

Células C2C12: As células na densidade de 3,5x10 ° foram plaqueadas em placas de 10 cm ou seis pogos,
respectivamente, e cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco e suplementadas com
penicilina/estreptomicina e soro fetal bovino (10%) incubadas a 37°C e 5% de CO.,.

Construgfes lentivirais em células C2C12: A fim de estudar os efeitos de Nr2f6 no processo de
termogénese, a linhagem lentiviral estavel de células musculares esqueléticas knockdown para Nr2f6 foi gerada
através de shRNA (pLKO.1-Puromicina) incluindo o respectivo controle com shRNA para GFP (shGFP). Apéds a
transducdo, as células foram selecionadas com puromicina e obtido o clone para realizacdo dos experimentos
celulares. A linhagem de células contendo a sequéncia shNr2f6 foi descongelada e plaqueada em uma densidade

de 1.000 ceélulas/pogo em placas 96 wells. Apos a
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diferenciacdo, as amostras foram coletadas e o nivel transcricional, bem como o contelido proteico de genes

termogénicos incluindo Sin, serca 1 e serca 2 foram avaliados.
PCR real-time: A expressao relativa dos genes de interesse foi calculada utilizando o método do ciclo limiar

comparativo (2*-AACt), normalizando os valores de Ct (threshold cycle) dos genes de interesse com o gene de

referéncia RPL32 (Ribosomal Protein L32). Foram analisados os genes Nr2f6 e ATpase 1 e 2.
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Figura 1: Mapa representativo da organizacao metodoldgica.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Foram avaliados por RT- gPCR genes associados ao processo termogénico no musculo esquelético incluindo
isoformas de Serca (Ca®*-ATPase) (Figura 1). Observa-se que os genes foram regulados significativamente,
demonstrando claramente um efeito metabolico de Nr2f6 em células musculares esqueléticas. De particular
interesse, 0 musculo esquelético aumenta a producdo de calor pelo desacoplamento da hidrélise de ATP da Serca do
transporte de Ca2+ (10, 11), sugerindo um papel de Nr2f6 no processo termogénico muscular. Consistente com a
atividade termogénica no musculo esquelético, a supressdao de Nr2f6 induziu significativamente a fosforilagdo de
AMPK, um efeito que se refletiu em uma resposta aumentada a insulina. Além disso, genes associados ao processo
termogénico no musculo esquelético, incluindo isoformas de Serca (Ca2+-ATPase), também foram regulados
positivamente em células C2C12 com silenciamento de Nr2f6. Encontramos também elementos responsivos a
Nr2f6 em sequéncias regulatérias de DNA de genes de transporte de Ca?", incluindo Sarcolipina (SIn), ATP2al
(Serca 1A), ATP2a2 (Serca 2A) e Receptor 1 de Rianodina (Ryrl), sugerindo fortemente que uma menor expressao
de Nr2f6 pode estar relacionada a atividade termogénica muscular. Em conjunto, essas descobertas sugerem que

Nr2f6 pode ser um novo regulador do processo de termogénese em células musculares esqueléticas.
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Figura 2: O knockdown de Nr2f6 induz a expressao de genes envolvidos na termogénese muscular. Marcadores
termogénicos musculares regulados diferencialmente por knockdown de Nr2f6. Expressdo génica de marcadores termogénicos
avaliados por RT-gPCR em células C2C12 (n=4-5).)

CONCLUSOES:

Diante do exposto, nossas descobertas sugerem que o Nr2f6 pode ser um importante regulador molecular
do programa termogénico nas células musculares esqueléticas. Portanto, o conhecimento do mecanismo molecular
pelo qual a termogénese é regulada no muasculo esquelético, tecido que constitui 45% da massa corporal,

certamente abrird uma ampla perspectiva que vai desde a investigacdo e diagndstico até o tratamento de distarbios
metabdlicos.
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