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INTRODUGAO:

A ingestao excessiva de alimentos ultraprocessados tém contribuido para a maior incidéncia
mundial de obesidade!. Essa ultima, decorre de um desbalanco energético, que pode estar associado
ao comprometimento da sinalizagcdo no hipotalamo, estrutura central responsavel por manté-lo2. Nesse
sentido, a subunidade alfa 7 do receptor nicotinico colinérgico (a7nAChR) expressa em neurdnios
hipotalamicos parece modular a expressao de neuropeptideos que favorecem o balanco energético
negativo, como o transcrito regulado por cocaina e anfetamina (CART) a pré-opiomelanocortina
(POMC)3. Esse ultimo, apds clivagens pelas pré-horménio convertases 1 e 2 (PC1 e 2) geram a alfa-
Melanotropina (a-MSH), que ativa receptores da via das melanocortinas (MCR). Dessa forma, seus

sinais modulam o gasto energético através de mudancas no tonus do sistema nervoso simpatico*®.

Esse controle € mediado pela interacdo entre os neurbnios hipotalamicos e os sinais periféricos,
como a insulina, peptideos incretinicos e a leptina, capazes de indicar o status energético corporal®. Por
sua vez, a efetividade desses sinais pode ser afetada pela disponibilidade ou acdo de alguns receptores
centrais, como a subunidade alfa 7 do receptor nicotinico colinérgico (a7nAChR)>®. Essa subunidade é
homopentamérica e atua como um canal ibnico seletivo de célcio, inicialmente descrita por seu papel
relevante na resposta anti-inflamatéria colinérgica®. O a7nAChR, quando ativado, recruta a via de
sinalizacdo JAK2-STAT3, assim como descrito na leptina®. Nesse sentido, o0 a7nAChR expresso em
neurdnios hipotalamicos POMC parece contribuir para o controle da homeostase energética. Com isso,
o presente estudo investigou o papel da subunidade a7nAchR em neurdénios POMC hipotalamicos na

homeostase energética em camundongos submetidos a dieta hiperlipidica e hipercal6rica.
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METODOLOGIA:

Foram utilizados camundongos machos das linhagens B6(Cg)-Chrna7tml.1Ehs/YakelJ
(a7nAChRFlox) e Tg(Pomc1-cre)16Lowl/J (POMCcre) da The Jackson Laboratory (EUA). Os animais
a7nAChRFlox foram o controle genético, pois ndo possuem a delecdo observada nos animais
a7nAChRFloxPOMCCre+. Na 42 semana de vida, os animais foram desmamados e genotipados através
do Extract-N-Amp™ Tissue PCR Kit (XNT2, Sigma-Aldrich). Entédo, receberam a dieta hiperlipidica e
hipercalorica de crescimento (Tabela 1) durante 4 semanas. O peso corporal dos animais foi

acompanhado semanalmente.

Ao final da manipulacao dietética, os animais foram submetidos ao jejum de 24h, seguido do
estimulo com leptina (5ug/g de peso) ou solugdo salina (0,9%) por via intraperitoneal. Entdo, foi
mensurada a ingestao alimentar dos animais por 12 horas por calorimetria indireta. Posteriormente, para
investigar a via de sinalizacdo JAK2-STAT3, os animais foram mantidos em jejum (12h), estimulados
com leptina (2,5ug/g de peso) ou solucao salina (0,9%) e entdo, eutanasiados. No hipotalamo foi
analisada a pSTATS3 por western blotting. Por fim, foram mensurados o peso relativo dos coxins adiposos

brancos (epigonadal e retroperitoneal, mesentérico e inguinal) e tecido adiposo marrom.
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Figura 1: Delineamento experimental (Fonte: imagem de autoria prépria).

Macronutrientes Dieta Controle Nuvilab® Dieta Hiperlipidica 45%
Proteinas (%/kcal) 25,71 14,09
Carboidratos (%/kcal) 63,42 41,61

Lipidios (%/kcal) 11,57 4557

Total (%/kcal) 100,0 100,0
Densidade calorica (kcal/g) 3,5 4.6

Tabela 1: Distribui¢cdo calorica dos macronutrientes nas dietas experimentais.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

4.1 A ausénciado a7nAChR levou a uma maior perda de peso em jejum e em uma mudancga

da composicéo corporal.
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Figura 2: Evolucdo, ganho de peso corporal e perda de peso em jejum de camundongos
submetidos a dieta hiperlipidica e hipercalérica. O peso corporal (1A; n= 8-10) foi
avaliado semanalmente da 4° a 8° semana de vida. A porcentagem do ganho de peso corporal (1B;
n=8-10) foi determinado ao final da manipulacéo dietética. Na 82 semana, foi determinada perda de peso
corporal (1C; n= 8-10) ap6s 12 horas de jejum. Foi aplicado o teste T de student ndo pareado e ANOVA
Two-way para a comparacao entre grupos. O p nivel de significAncia foi mantido em p<0,05. DHH= dieta

hiperlipidica e hipercaldrica.
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Figura 3: Peso relativo do tecido adiposo marro (BAT), epigonadal, retroperitoneal, mesentérico,
inguinal e tecido adiposo branco total de animais expostos a dieta hiperlipidica e hipercalérica.
Apbés a eutandsia, o peso do tecido adiposo marrom (3A), tecidos adiposos epigonal (3B),

retroperitoneal(3C), mesentérico(3D) e inguinal (3E) e tecido adiposo branco total(3F) foram mensurados
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em balanc¢a analitica e normalizados pelo peso corporal (n= 7-11). Teste t de student ndo pareado foi
utilizado para comparacéo entre grupos. O nivel de significancia foi mantido em p<0,05.

4.3 A delecdo do a7nAChR parece induzir umaresisténcia a leptina e uma maior producéo

de calor sem alterar significativamente o contetdo de pSTAT3.
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Figura 4: Consumo de O2, Producao de CO2, Troca Respiratdria, Ingestao Alimentar, Producao
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de calor e Atividade Locomotora. Na 42 semana de vida, os animais receberam a DHH durante 4
semanas. Ao final da manipulacéo dietética, foi realizado o procedimento de calorimetria indireta. Foi
realizado um jejum prévio de 24h, entdo os animais foram estimulados por via intraperitoneal com salina
(0,9%) ou leptina (5ug/g de peso) no inicio do ciclo escuro. Os parametros foram coletados durante o
ciclo escuro/claro (12h/12). Foi utilizado ANOVA two-way seguido pelo pds-teste de Bonferroni para

comparacgdao entre grupos. O nivel de significancia foi mantido em p<0,05.
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Figura 5: Resposta hipotalamica dos animais submetidos ao estimulo intraperitoneal com leptina.
Os animais foram mantidos em jejum prévio de 12 horas e posteriormente estimulados com leptina (2,5

ug/g de peso) por via intraperitoneal. Os animais foram eutanasiados 30 min apos o estimulo, sendo
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coletado o hipotdlamo. Foram avaliadas a expressao proteica de pSTAT3 (#9145), sendo normalizadas
a partir da Vinculina. ANOVA two-way foi aplicada para comparacéao entre grupos. *p<0,05.

CONCLUSOES:

A delecdo da subunidade alfa 7 do receptor nicotinico colinérgico em neurbnios POMC
hipotalamicos juntamente com a intervencao dietética resultou em uma maior perda de peso em jejum e
em um aumento de tecido adiposo com destaque no aumento de tecido adiposo inguinal e
retroperitoneal, sugerindo uma alteracdo da composicao corporal desses animais. Esses eventos podem
estar relacionados com a menor producdo de calor dos animais, visto que quanto menor a quantidade
de tecido muscular, menor a taxa metabdlica basal. Além disso, 0s animais que receberam estimulo de
leptina, ndo diminuiram a ingestao alimentar podendo significar uma possivel resisténcia a leptina. Por
fim, mais experimentos sdo necessarios para avaliar o efeito na sinalizacéo hipotalamica visto que nao
houve diferenca significativa sobre o contelldo da pSTATS3, proteina importante na via de sinalizacdo
JAK2/STATS.
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