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INTRODUCAO:

O hipotadlamo é um dos principais centros reguladores da homeostase energética e o controle do balango
energético é profundamente prejudicado por processos inflamatérios que danificam a sinalizagédo
hipotalamica, podendo resultar no desenvolvimento de desordens metabdlicas. Nesse sentido, a
subunidade alfa 7 do receptor nicotinico colinérgico (a7nAChR) expressa em neurénios hipotalamicos
parece modular a expressédo de neuropeptideos que favorecem o balango energético negativo, como a
pré-opiomelanocortina (POMC). O a7nAChR é uma subunidade homopentamérica e atua como um
canal idnico seletivo de calcio. Inicialmente esse receptor foi descrito por seu papel relevante na resposta
anti-inflamatdéria colinérgica. Estudos prévios de nosso laboratério mostraram que apenas 3 dias de
exposicao a dieta hiperlipidica foi capaz de reduzir o contetdo proteico e de mRNA desse receptor no
hipotalamo de camundongos e de tornar esse hipotadlamo mais susceptivel a danos inflamatérios.

A expresséao e atividade do receptor a7nAChR depende de varios mecanismos celulares que podem
atuar estimulando ou inibindo a expresséo do gene Chrna7, ou ainda controlando a presenca e atividade
do receptor na membrana celular. Dentre 0s mecanismos pré transcricionais, existem os fatores de
transcricdo, como o EGR-1, que possui acao inibitéria em relacdo a expressdo do receptor. Outro
mecanismo pré transcricional que tem sido investigado é o processo de metilacdo do DNA, que consiste
na reducdo da exposi¢cdo da cromatina, tornando-a de mais dificil acesso para a transcricdo. Dentre 0os
mecanismos pos-traducionais, ha a maturagéo da estrutura proteica do receptor a7nAChR, que envolve
proteinas chaperonas como RIC3 e NACHO. Com isso, 0 presente estudo investigou os efeitos da
exposicdo aguda a dieta hiperlipidica sobre mecanismos epigenéticos relacionados ao receptor

a7nAchR em células hipotalamicas.

METODOLOGIA:
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Todos os procedimentos descritos abaixo estardo em acordo com as recomendacdes da Sociedade
Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratério (SBCAL) e aprovacao prévia do Comité de Etica em
Uso de Animais (CEUA 6292-1/2023) da Universidade Estadual de Campinas. Foram utilizados para o
experimento camundongos Mus musculus (machos) da linhagem C57 que foram obtidos do biotério
central da UNICAMP (CEMIB) com 8 semanas de idade e foram mantidos no biotério da FCA-UNICAMP
em microisoladores individuais (Alesco®, SP, Brasil) com acesso a agua e racao e ciclo de luz
(claro/escuro) de 12 horas a temperatura controlada (21+1°C). Os camundongos foram designados para
um grupo controle ou um grupo submetido a uma dieta rica em gordura e calorias por 3 dias (DHH; 45%
kcal de lipidios). Ao final da intervencéao dietética, os animais foram sacrificados e amostras de soro e
hipotdlamo foram coletados. O soro, foi utilizado para o tratamento de células mHypoA-POMC/GFP e
entdo foi avaliada a expressado génica de PPAR-G e EGR-1 e o conteudo proteico de RIC3 e H3. Foi
avaliado no hipotalamo a expressao génica de: a7nAchR, das chaperonas (RIC3 e NACHO), das DNA-
metiltransferases (DNMT3a e 3b) e da histona desacetilase 3 (HDAC3) pela técnica de RT-gPCR. A
andlise estatistica foi realizada usando média + erro padrdo da média e avaliada por meio de teste T,
com nivel de significancia estabelecido em p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

1. Resultados da avaliagcdo de mRNA do tecido hipotalamico de animais expostos a dieta
hiperlipidica por 3 dias.

1.1 Avaliacéo da expressdo de mRNA do Chrna7

O a7nAChR é um importante receptor relacionado com a via anti-inflamatéria colinérgica (Seong et al,
2019) e atualmente estudos tém demonstrado seu envolvimento também com a homeostase energética
hipotalamica (Souza et al, 2019). Como pode ser observado na Fig.1 a exposicdo aguda a dieta
hiperlipidica (3 dias), reduziu a expressdao do a7nAChR. Dessa forma, assim como Souza et al
mostraram (2019), apenas 3 dias de dieta foi capaz de diminuir o contetdo de mRNA do Chrna7 no
hipotalamo (Figura 1).

=

300 1

200

100

Chrma7/Rpl mRNA (%)

cT HFD

Figura 1. Avaliagado da expressao génica receptor a7nAChR no hipotalamo de camundongos submetidos a HFD por 3
dias. Os camundongos C57 receberam 3 dias de dieta controle (CT) ou dieta hiperlipidica (HFD (A) Chrna7 CT n=5, HFD n=5.
A quantidade de mRNA foi normalizada pelo endégeno Rpl7. As barras representam a média do grupo e + o erro padrao da
média

1.2 Avaliacdo da expressdo de mRNA de fatores pré e pds transcricionais relacionados com a
diminuicdo de Chrna?
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Conforme proposto, buscamos investigar mecanismos pré transcricionais que podem estar envolvidos
com a diminuigao da expressao do a7nAChR. Iniciamos as analises com a avaliagdo da expressao das
enzimas DNA-Metiltransferases 3A e 3B (DNMT3A e DNMT3B) - enzimas responsaveis pela adi¢cdo do
radical metil a fita de DNA, tornando-a inacessivel para a transcri¢éo (Dyrvig et al, 2019). Conseguimos
observar um aumento da expressao do mRNA de Dnmt3a e uma tendencia de aumento de Dnmt3b
(Figura 2C e 2D) — dado que vai de acordo com os achados de Jacobsen et al (2012) que mostraram
gue a curta exposi¢cdo a dieta hiperlipidica pode modular a metilacdo, afetando genes principalmente
envolvidos na inflamacao. A regido promotora do gene Chrna7 é rica em ilhas de CpG (Canastar et al,
2012), local que possui alta proporcao de pares de base formados por guanina e citosina, sendo alvo de
enzimas metiltransferases. Assim, o aumento de Dnmt3a pode estar interferindo na transcricdo de
Chrna?.

Além do mecanismo de metilacdo do DNA, outro mecanismo pré transcricional que pode estar envolvido
em nosso modelo é a desacetilacdo de histonas, mecanismo que retira o grupo acetil de residuos de
acetil-lisina nas caudas amino-terminais das histonas, mediando assim a repressao transcricional (Lee
et al, 2021). Nakamura e colaboradores (2020) mostraram, utilizando uma linhagem de micréglia (BV-
2), que o tratamento com LPS foi capaz de diminuir a expressdo de a7nAChR através do aumento e
acdo da Hdac3. Com isso, analisamos a expresséo da Histona deacetilase 3 (Hdac3) no hipotalamo dos
camundongos que receberam 3 dias de dieta hiperlipidica. Embora néo significativos, observamos uma
tendencia de aumento na expresséao dessa enzima, sugerindo que esse mecanismo também possa estar

ativo e envolvido na redugéo da expresséo do a7nAChR (Figura 2E).

Em relacdo aos mecanismos pos traducionais, iniciamos as analises com a avaliacdo das chaperonas
(Ric3 e NACHO) relacionadas com o enovelamento (folding) do a7nAChR. Observamos em nosso
modelo a reducédo do gene Ric3, que codifica para a proteina Ric3 e uma tendéncia de reducéo do gene
Tmem35, que codifica para a proteina NACHO (Figura 2A e 2B). O estudo de Ben-David et al (2020)
também mostrou que camundongos com esclerose mdltipla (EM), uma doenca neuroinflamatoria,
apresentaram reducdo no contetudo de Ric3. Assim como a EM, o consumo de dieta hiperlipidica
também é um estimulo neuroinflamatério por conter acidos graxos saturados que séo capazes de ativar
TLR4 e resultar em uma resposta inflamatéria (Milanski et al, 2009). Essa chaperona esta diretamente

relacionada com a expresséo funcional do a7nAChR (Gu et al, 2016).
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Figura 2. Avaliagdo da expresséo génica de genes relacionados a mecanismos pré e pds transcricionais do Chrna7 no
hipotalamo de camundongos submetidos a HFD por 3 dias. Os camundongos C57 receberam 3 dias de dieta controle (CT)
ou dieta hiperlipidica (HFD) A) Ric3 CT n=5, HFD n=5. (B) Tmen35 CT n=6, HFD n=5 (C) Dnmt3a CT n=7, HFD n=8. (D)
Dnmt3b CT n=7, HFD n=7. (E) Hdac3 CT n=4, HFD n=4. A quantidade de mRNA foi normalizada pelo endégeno Rpl7. As
barras representam a média do grupo e * o erro padrao da média

2. Resultados da expressao de mRNA de células mHypoA-POMC/GFP tratadas com soro de
animais expostos com dieta hiperlipidica por 3 dias.

2.1 Avaliacao de fatores de transcricado relacionados a diminuicdo da expressao de Chrna?

Conforme mostrado por Simino e colaboradores (2023), o tratamento dessa linhagem neuronal com o
soro de camundongos submetidos a dieta hiperlipidica por 3 dias foi capaz de diminuir a expresséo de
Chrna7. Iniciamos os estudos deste modelo avaliando a expressdo de fatores de transcricdo
relacionados com a transcricdo de Chrna7. Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma da
isoforma gama (PPARG), séo fatores de transcricdo nucleares induziveis por ligantes que quando
ativados por meio da ativacdo de outro fator de transcricdo, EGR-1, promovem a reducéo da expressao
do Chrna7 (Hahn et al, 2014). Dessa forma, os resultados mostrados na figura 4 sugerem que células
tratadas com soro de animais alimentados com dieta hiperlipidica aumentam os niveis de mRNA de
ambos os genes, Pparg e Egr-1 (Figura 4A e B), podendo interferir negativamente na expressao do
Chrna?.
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Figura 4. Avaliacdo da expresséo de genes de fatores de transcricdo relacionados ao Chrna7 em linhagem celular
POMC/GFP. A linhagem neuronal derivada de camundongo POMG/GFP foi tratada com 2% de soro de animais alimentados
com dieta controle ou dieta hiperlipidica 45% por 3 dias. MS-CT= Meio de cultura com soro de animal controle; MS-HFD=
Meio de cultura com soro de animal alimentado com dieta hiperlipidica. (A) PPARG MS-CT n =4, MS-HFD n=3 (B) EGR-
1 MS-CT n=5, MS HFD n=4. A quantidade de mRNA foi normalizada pelo endégeno Rpl7. As barras representam a média do
grupo e * o erro padrédo da média.

2.2 Avaliacao do conteudo proteico de proteinas relacionadas com mecanismos epigenéticos do
Chrna7

Por fim, foi também analisado o contetdo proteico das células tratadas. Foram avaliadas

as proteinas RIC3 e H3 (Lys9), contudo, ndo foram observadas diferencas significativas.
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Figura 3. Avaliacdo do conteutdo proteico da chaperona RIC3 e da histona acetilada H3 (Lys9) em linhagem celular
POMC/GFP. A linhagem neuronal derivada de camundongo POMG/GFP foi tratada com 2% de soro de animais alimentados
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com dieta controle ou dieta hiperlipidica 45% por 3 dias. MS-CT= Meio de cultura com soro de animal controle; MS-HFD=
Meio de cultura com soro de animal alimentado com dieta hiperlipidica. (A) RIC3 MS-CT n = 3, MS-HFD n=3 (B) H3 MS-CT
n= 3, MS-HFD n=3; triplicata técnica. A quantidade de mRNA foi normalizada pelo endégeno Rpl7. As barras representam a
média do grupo e * o erro padrdo da média

CONCLUSOES:

Até o momento, podemos observar que a exposicdo aguda a dieta hiperlipidica parece promover
alteracdes, pré transcricionais e pos traducionais, no ambiente celular, que promovem a reducdo da
expressdo de proteinas relacionadas com a expressédo funcional do a7nAChR in vivo e in vitro.
Posteriormente, continuaremos com as investigagfes necessarias para entender melhor as tendéncias

observadas.
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