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INTRODUCAO:

As Doengas Inflamatorias Intestinais (DII), como a Retocolite Ulcerativa e a Doenga de Crohn, apresentam alta
morbidade e etiologia multifatorial. Estudos demonstram que fatores dietéticos, especialmente ao consumo de dietas
ricas em gordura saturada e pobres em fibras favorecem a progressao dessas doencas (LEVINE et al., 2018). Esse padrao
alimentar pode promover disbiose intestinal, aumento da permeabilidade epitelial e inflamagao, sobretudo por reduzir a
expressdo de proteinas de jun¢do (tight junctions) como ZO-1, ocludina e claudinas, bem como, de proteinas de adesdo
celular, como VE-Caderina, a-Catenina e -catenina comprometendo a integridade da barreira intestinal (CANI et al.,
2007; KADRY et al., 2020).

Tais alteragdes impactam o eixo microbiota-intestino-cérebro, um importante sistema de comunicagdo mediado
por sinais metabdlicos, neuroenddcrinos e imunoldgicos entre o intestino € o sistema nervoso central (RHEE et al., 2009).
Neste sentido, quando a barreira intestinal esta comprometida, mediadores inflamatorios e metabolitos bacterianos podem
atingir o cérebro e contribuir para a neuroinflamacgéo.

Entre os mecanismos anti-inflamatorios envolvidos na regulagdo dessa resposta, destaca-se a acdo do receptor
colinérgico a7nAChR. Sua ativagdo por acetilcolina é capaz de inibir a liberacao de citocinas pro-inflamatorias por meio
da via JAK2-STAT3, exercendo um papel protetor frente a inflamacao sistémica e central (ROSAS-BALLINA et al.,
2008). Contudo, a exposicdo a dietas hiperlipidicas e eventos inflamatorios reduz a expressdo desse receptor no
hipotalamo e em macrofagos, o que pode comprometer sua fungdo reguladora (SOUZA et al., 2019; MARTINS et al.,
2021).

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da associacdo entre dieta hiperlipidica e
colite experimental sobre a barreira hematoencefalica, a inflamagdo hipotalamica e a expressdo do receptor a7nAChR

em camundongos C57BL/6.
METODOLOGIA:
Animais: Foram utilizados animais machos com 6
c“"t“l’('c::,:':t[)’ s semanas de vida da linhagem C57BL/6 (Wild Type)
Weeks of (ggg) obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigagdo
life o

Biologica (CEMIB) da Universidade Estadual de

g9 9 109 - R .
f } } Campinas (UNICAMP). Os animais foram mantidos no
B A { biotério da Faculdade de Ciéncias Aplicadas
Euthanasia (FCA/UNICAMP) em estantes ventiladas, com
Experi | diet: .

ot fat ot 5% evansslue  temperatura da sala de 21£1°C, ciclo claro/escuro de 12

Control group (CT) (pork lard) Hypothalamus extraction i N .
HFD 45% group (HFD) RT-qPCR horas e com 4gua e racao ad libitum. Todos os

. . Western Blotting . .

CFD ot th otiis (4D + D5 procedimentos descritos neste trabalho  foram

HFD group with colitis (HFD + DSS |
previamente aprovados pela Comissdo de Etica no Uso

de Animais (CEUA/UNICAMP) sob protocolo de n°:
6342-1/2023 e 6623-1/2025. Os animais foram

Figura 1. Desenho experimental do presente estudo (Fonte: O autor, 2025).
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randomicamente distribuidos nos grupos experimentais

Ingredientes Dieta Padriio(g%)  Dieta Hiperlipidica 45% (%)
Carboidrato 66 44 (fig. 1).
Fonte Proteica 20 20 Dieta experimental: a dieta ofertada aos animais por 4
Lipidios 4 23 foi d laboratério de Téeni
Fibras 5 5 semanas foi preparada no laboratério de Técnica
Minerais 33 33 Dietética da Faculdade de Ciéncias Aplicadas (FCA). A
Xlt'fmt’.mas 0]3 0'3 quantidade dos nutrientes e o valor caldrico foram
~Cclstina N » . . . .
Bitartarato de colina 0.25 0.25 ajustados a partir de uma dieta controle, visando
Calorias de gordura (%/100g) 9 45 aumentar a densidade caldrica e o fornecimento de
Valor calérico (KJ/100g) 1591 1939

lipidios. Como produto final, foi obtida uma dieta

Tabela I. Tabela comparativa da composi¢ao nutricional da dieta hiperlipidica e da hiperlipidica (45%) a partir da adicio de fonte alimentar

dieta padrdo utilizadas durante os experimentos.

rica em gordura saturada (banha de porco). A tabela I
mostra a composi¢do da dieta hiperlipidica e a

Escala Perda de Peso Consistenciadas  Presenca de Sangue nas comparac¢ao com a dieta padrﬁo.
Fezes Fezes ~ . .~ ..
5 oo e NEo Inducio da colite 'por DSS' e avallag:z?o.da af1v1dade
1 1-5% MNornal Nao da doenca: a colite experimental foi induzida pela
2 6-10% Amolecidas Sangramento leve administracdo de 2,5% de DSS (m.w.=36,000-
3 11-20% Amolecidas Sangramento leve 50,000)(160110- MP Biomedicals) na dgua de beber
4 >20% Diarreia Sangramento Intenso

Tabela II. Sistema de Pontuac3o para Calcular o indice de Atividade da Doenca

(IAD).

por 7 dias. Durante o protocolo experimental da colite
induzida pelo DSS os animais foram examinados
diariamente em relagdo ao consumo alimentar e ao
indice de atividade da doenga, medido de acordo com
escores referentes a perda de peso corporal, consisténcia
fecal e sangue nas fezes. (GHIA, J. E., BLENNERHASSETT, P., e COLLINS, 2008; GHIA, J. E., GALEAZZI, F.,
FORD, D. C., HOGABOAM, C. M., VALLANCE, B. A., AND COLLINS, 2008).

Avaliacdo da expressao génica por RT-qPCR: para avaliar a quantia de transcrito de RNAm e inferéncia de estimulo
para a expressao foi empregada a técnica de real-time PCR (QRT-PCR). A expressao relativa foi determinada usando os
primers: CHRNA7, IL-6, TNFalfa, IL-1B e proteinas de permeabilidade Ocludina, Tjp1, Claudina 1 ¢ 4, com o sistema
de deteccdo TagMan para os genes alvo, e os primers para proteinas de adesdo celular Cdh5, Ctnnal e Ctnnbl, com o
sistema de detec¢do SYBR Green para os genes alvos. A qRT-PCR foi realizada na plataforma ABI Prism 7500. Os
dados foram analisados usando o Sistema de Deteccdo de Sequéncia 1.7 (Applied Biosystems).

Expressao proteica por Western blotting: o contetido proteico obtido do processamento do hipotalamo foi dosado
através do método de BCA protein assay kit (23225; Thermo Fisher Scientific) e posteriormente diluidos em tampao de
Laemmli. As amostras diluidas foram aplicadas em gel de poliacrilamida para separagdo por eletroforese (SDS-PAGE).
Proteinas separadas em SDS-PAGE foram transferidas para membrana de nitrocelulose e os resultados serdo avaliados
através do blotting com os seguintes anticorpos especificos: Ocludina, ZO-1 e a-Catenina. O sinal foi detectado por
quimioluminescéncia com kit ECL da Amersham em sistema de detec¢do automatizado.

Analises estatisticas: para analise estatistica dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism 9.0 (La Jolla, CA), onde
foram realizados os testes de hipotese e confeccdo de graficos. Os dados foram avaliados quanto a normalidade através
do teste de ShapiroWilk. Dados de distribui¢do normal foram expressos em média + erro padrao da média (E.P.M.),
enquanto aqueles cuja distribui¢do ndo foi normal foram expressos em mediana (percentis 25-75). Os dados paramétricos
foram analisados através de teste T de student ndo pareado ou ANOVA ONE-way seguido pos-teste de Bonferroni, de
acordo com os grupos e fatores incidentes. Os dados considerados nao paramétricos foram analisados através dos testes
de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, seguido do po6s-teste de Dunn. O nivel de significincia estatistica sera mantido em
5% (p<0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO:
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Figura 1. Avaliagdo do peso corporal, score da doenga, perda de peso e comprimento do
cblon. N=5/grupo. One-way ANOVA, *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001.

Para avaliar o escore da colite, foram
monitorados o sangramento retal, a consisténcia
das fezes, a perda de peso e, apos a eutandsia, o
comprimento do célon. Observou-se que os
animais do grupo CT+DSS apresentaram uma
perda de peso mais acentuada em comparagao
aos grupos CT e HFD+DSS (Fig. 1A). Em
relacdo ao Indice de Atividade da Doenca, o
grupo CT+DSS também apresentou escore
maior em comparagdo ao grupo HFD+DSS
(Fig. 1B). Ao longo dos sete dias de inducao da
colite, o grupo HFD apresentou ganho de peso
até o 4° dia, iniciando a perda posteriormente,
enquanto o grupo controle iniciou a perda de
peso um dia antes (Fig. 1C). Essa diferenca foi
mais acentuada no grupo CT+DSS do que no
grupo HFD+DSS (Fig. 1D). Esses achados
contrastam com estudos anteriores, como o de
Papoutsis et al. (2022), que demonstraram
efeitos deletérios da HFD em modelos de colite
experimental. No estudo citado, camundongos
foram submetidos a uma HFD por 15 semanas,
enquanto no presente estudo o protocolo

experimental foi mais curto (4 semanas), utilizando uma HFD com 45% de lipidios. Apesar da divergéncia com a
literatura, a menor perda de peso observada no grupo HFD+DSS pode estar relacionada ao aumento da massa de gordura

corpérea promovido pela HFD.

Por outro lado, o comprimento do célon foi significativamente reduzido nos grupos CT+DSS e HFD em
comparacdo ao grupo CT, e ainda menor no grupo HFD+DSS em relag¢do ao grupo HFD (Fig. 1E e F). Esses resultados
indicam que, embora a HFD tenha resultado em menor escore de atividade da doenga e menor perda de peso, ela por si
so0 promoveu alteragdes morfoldgicas deletérias, como a redugdo no comprimento do colon.
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Figura 2. Expressdo génica de (A) nivel de mRNA (qRT-PCR) de Chrna7 do hipotalamo, expressdo génica das citocinas pré-inflamatadrias (B nivel
de mRNA (qRT-PCR) de I11B do hipotalamo, (C) nivel de mRNA (qRT-PCR) de IL6 do hipotalamo, (D) nivel de mRNA (qRT-PCR) de TNF do hipotalamo,
expressdo génica das proteinas de jungdo (E) nivel de mRNA (qRT-PCR) de Tjpl do hipotalamo, (F) nivel de mRNA (gRT-PCR) de Ocludina
hipotdlamo, (G) nivel de mRNA (qRT-PCR) de Claudina 1 do hipotdlamo, (H) nivel de mRNA (gqRT-PCR) de Claudina 4 do hipotalamo, expressdo
génica das proteinas de adesao celular (1) nivel de mRNA (qRT-PCR) de Cdh5 do hipotalamo, (J) nivel de mRNA (gRT-PCR) de Ctnnal do hipotalamo,
(K) nivel de mRNA (qRT-PCR) de Ctnnb1 do hipotdlamo. O GAPDH foi usado como controle endégenoem A, B, C, D, E, F, G, H e o ACTB foi usado
como controle endégeno em |, J e K. Resultados apresentados em média + E.P.M. ANOVA, *p <0.05 e ** p < 0.01.

Para investigar se a colite associada ao consumo de HFD impactam na expressdo hipotalamica do receptor
a7nAChR, dada a importancia desse receptor no processo inflamatorio, analisou-se sua expressao génica (fig. 2 A), mas
ndo houve diferenca entre os grupos.

Estudos tém demonstrado que o consumo de HFD promove aumento da permeabilidade e inflamagdo da BHE,
o que afeta fungdes hipocampais e hipotaldmicas (DE AQUINO et al., 2019). Isso ocorre devido ao desenvolvimento de
um estado cronico de inflamagdo de baixo grau que contribui para neuroinflamagdo (LAMA et al., 2022). Porém, ao
avaliar a expressao génica da citocina inflamatdria IL-1B, observou-se menor expressao no grupo HFD+DSS em relagao
ao CT+DSS (fig. 2 B), o que diverge da literatura. Com relagdo as citocinas IL-6 e TNF-a ndo foram encontradas
diferencas significativas (fig. 2 C e D). Estudos prévios comprovam a existéncia de neuroinflamag@o associada as DIIs,
visto que, mediadores inflamatoérios vindos do intestino penetram na BHE e ativam macrofagos residentes no sistema
nervoso central (CRAIG, et al., 2022). Neste sentido, observou-se maior expressdo génica de IL-1B no CT+DSS em
relacdo ao CT (fig. 2 B), o que vai ao encontro da literatura.

O aumento de mediadores inflamatdrios pode levar a disfuncdo da BHE, reduzindo a expressao de proteinas de
juncdo (Tigh junctions) e aumentando a permeabilidade (BANKS, 2005). Portanto, avaliou-se a expressdo génica das
proteinas de juncao ZO-1 (fig. 2 E), Ocludina (fig. 2 F), Claudina 1 (fig. 2 G), Claudina 4 (fig. 2 H), envolvidas na
permeabilidade paracelular. Contudo, ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos.

Avaliou-se, entdo, a expressdo gé€nica proteinas de adesdo celular Cdh5 (VE-caderina) (fig. 2 I), Ctnnal (a-
catenina) (fig. 2 J) e Ctnnb1 (B-catenina) (fig. 2 K), uma vez que a literatura tem demonstrado seu importante papel como
componentes centrais das jungdes de adesdo (AJs), estruturas fundamentais para a manutengao da integridade da barreira
endotelial. No presente estudo, observou-se maior expressdo génica de VE-caderina no grupo HFD-DSS com relacao
aos grupos CT+DSS e HFD (fig. 2 I). No contexto da neuroinflamagdo, essa proteina pode ser internalizada, sendo
retirada da membrana e direcionada ao interior da célula, desse modo, as jungdes sdo desorganizadas, enfraquecendo a
adesdo entre células e aumentando a permeabilidade (LI, et al., 2018). Assim, no presente estudo, a maior expressao de
VE-caderina observada no grupo HFD+DSS em comparagdo ao grupo CT+DSS coincide com a menor expressao génica
de IL1B (fig. 2B), sugerindo uma possivel associacdo entre a menor presenga dessa citocina pré-inflamatoria e a
preservacdo da integridade endotelial. Contudo, essa relagdo sé foi observada quando ha associagdo da HFD com a colite,
ndo se alterando quando administrada a dieta ou a doenga isoladamente. Adicionalmente, um estudo de Langer et al.,
2019, indica que o aumento da expressdo de VE-caderina pode estar relacionado a intensificagdo da angiogénese, que,
em contexto inflamatdrio intestinal, ¢ desorganizada e patologica, contribuindo para a perpetuacdo da inflamagado e
disfuncao da barreira vascular (LANGER et al., 2019).

Ademais, observou-se menor expressdo génica de a-catenina no grupo HFD-DSS com relagdo ao grupo HFD
(fig. 2J), o que pode culminar em alteragdes na permeabilidade da BHE, dado que a a-Catenina se encontra amplamente
distribuida na barreira hematoencefalica e exerce um importante papel na permeabilidade celular, uma vez que ligam as
proteinas de membrana caderinas ao citoesqueleto de actina, formando jungdes aderentes entre as células (KADRY et
al., 2020). Nao foram observadas diferencas significativas na expressdo génica de B-catenina (fig. 2 K).
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CONCLUSOES:

Em conclusdo, os achados do presente estudo corroboram com a efetividade do DSS na indugdo da colite
experimental. Além disso, demonstram que a HFD exerce alteragdes estruturais deletérias ¢ um encurtamento do
comprimento no colon, refor¢ando sua influéncia negativa sobre a integridade intestinal. No contexto da neuroinflamagdo
associada a colite, o aumento de IL1B no hipotalamo dos animais com dieta controle indica uma resposta inflamatoria
central modulada pela inflamagdo periférica. J4 a menor expressao génica de IL-1f3 no grupo HFD acompanha o aumento
da expressao de VE-caderina, proteina envolvida na integridade da BHE, o que pode estar relacionado a mecanismo
compensatorio ou a um processo angiogénico patoldogico. Em contrapartida, a reducdo da expressdo de a-catenina pode
indicar comprometimento da adesdo celular e maior permeabilidade. Assim, embora ndo tenha sido encontrado um
quadro inflamatorio hipotalamico relacionando a HFD na colite, os efeitos da HFD sobre a estrutura e fungao da barreira
hematoencefalica demandam atencao e mais estudos.
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