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INTRODUGAO:

As Doencas Inflamatorias Intestinais (Dlls) sdo diretamente influenciadas pelas vias
inflamatorias, o que torna essenciais 0s mecanismos que auxiliem na reducao de citocinas. A via anti-
inflamatdria colinérgica inibe a producéo de citocinas através da ativacao de receptores a7nAChR por
acetilcolina (DI GIOVANGIULIO et al., 2016; WANG et al., 2003). No intestino, essa via é ativada através
dos nervos mioentéricos presentes na parede intestinal que conduzem a produc¢éo de acetilcolina (ACh)
(MATTEOLI et al., 2014). A literatura tem mostrado que o receptor a7nAChR tem sua expressao
modulada por condi¢bes inflamatérias, o que foi demonstrado no estudo do nosso grupo com modelo
animal que observou a reducéo da expressdo desse receptor no hipotalamo ap6s o consumo de HFD
em apenas 3 dias (SOUZA et al.,, 2019). As alteracbes na barreira intestinal e o aumento da
permeabilidade foram relatados por Genser et al. em individuos obesos, mostrando que a dieta rica em
lipidios comprometia a barreira intestinal devido a alteragfes da microbiota intestinal (GENSER et al.,
2018). Isso leva a proliferacdo de patégenos e mudanca da capacidade metabdlica, resultando na
disbiose (CANI et al., 2009). Outro efeito da dieta observado foi o aumento significativo da
permeabilidade intestinal através da redugdo na expressédo de proteinas componentes das “Tight
junctions” (TJ) ) (CANI, et al., 2007; CANI; DELZENNE, 2007). Algumas das principais proteinas de
juncao identificadas foram a zonula occludens-1 (ZO-1), que atua na ancoragem de células (SILICIANO;
MOOSEKER, 1986), e as claudinas, que desempenham o papel de barreiras ou poros, tal como a
claudina-2 (LU et al., 2013). Um estudo de 2007 mostrou que a inflamac&o associada a obesidade em
camundongos também tem origem no intestino, mais precisamente através do extravasamento de
moléculas especificas derivadas da microbiota intestinal, como o lipopolissacarideo (LPS), uma condicdo
denominada endotoxemia metabdlica (CANI, et al., 2007). Dessa forma, ligacdo de LPS ao Toll-like
receptor 4 (TLR4) desencadeia uma via de sinalizacdo de citocinas pré-inflamatérias que leva a uma

resposta inflamatoéria (CANI, et al., 2007).
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METODOLOGIA:

Inicialmente, foram utilizados animais machos da linhagem C57BL/6 (Wild Type) com 6 semanas
de visa (n = 10 animais/grupo) obtidos do Centro Multidisciplinar pata Investigacéo Biolégica (CEMIB) da
UNICAMP. Os animais foram mantidos no biotério da Faculdade de Ciéncias Aplicadas (FCA/UNICAMP)
e os procedimentos realizados foram previamente aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UNICAMP) (Fig.1). A distribuicdo dos animais entre dois grupos experimentais, um com dieta

controle (9%) e outro com dieta hiperlipidica (HFD 45%) ocorreu aleatoriamente.
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Figura 1 Desenho experimental do presente estudo (Fonte: O autor, 2022).

A HFD foi produzida no Laboratério de Técnica Dietética da FCA com ajustes de nutrientes e de
valor caldrico a partir da dieta controle, visando aumentar a densidade cal6rica e fornecimento de lipidios
(tabela 1).

Tabela 1 Tabela comparativa da composicdo nutricional da dieta hiperlipidica e da dieta padrdo utilizadas durante os

experimentos.

Ingredientes Dieta Padrdo(g%) Dieta Hiperlipidica 45% (g%b)
Carboidrato 66 44
Fonte Proteica 20 20
Lipidios 4 23
Fibras 5 5
Minerais 3,5 3,5
Vitaminas 1 1
L-cistina 0,3 0,3
Bitartarato de colina 0,25 0,25
Calorias de gordura (%/100g) 9 45
Valor caldrico (KJ/100g) 1591 1939

Obtencdo de células epiteliais intestinais (IEC). Os coOlons foram abertos longitudinalmente e
lavados trés vezes com tampao fosfato (PBS) gelado (8°C). IEC foram isolados usando 2 mM EDTA/HBSS
a 37°C com agitacao durante 60 min. Os tubos foram agitados em vortex por 20 segundos a cada 10
minutos, o material foi passadas em um filtro de7 0 um e centrifugado (800G /10min a 4°C). O pellet de
células obtido foi lavado uma vez com 20 mL de PBS (0,9%) e ressuspendidas em 1 mL de PBS, contadas
em camara de Neubauer para a utilizacdo de 2x10° de célula.

A avaliagdo da expresséo génica foi realizada através de real-time PCR (QRT-PCR) utilizando os
primers SIRT1, CHRNA7, IL-6, TNFalfa, IL-1B, IL-10 e proteinas de permeabilidade (Ocludina, ZO-

1,Claudina 1 e 2), com o sistema de deteccdo TagMan para os genes alvo.

XXXI Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2023 2



O conteudo proteico obtido do processamento do IEC foi quantificado (BCA protein assay kit) e
posteriormente diluidos em tampao de Laemmli. As proteinmas foram separadas por eletroforese (SDS-
PAGE), transferidas para membrana de nitrocelulose e os resultados avaliados através do blotting com
anticorpos especificos: SIRT1, NF-kB, a7nAChR, TNFalfa, Ocludina, ZO-1, Claudina 1 e 2. O sinal foi
detectado por quimioluminecéncia com kit ECL da Amersham.

Para medir a permeabilidade intestinal, os camundongos foram submetidos ao jejum prévio de 12
horas e através de gavagem oral foi administrado 25 mg/100 g de peso corporal de isotiocianato de
fluoresceina (FITC)-dextrano (Sigma-Aldrich) (ESHELMAN et al., 2019). Apés 4 horas, os camundongos
foram sacrificados e amostras de sangue serdo rapidamente coletadas por decapitacdo e o soro isolado
por centrifugacdo (3000rpm/15min). A concentracdo de FITC-dextrano foi medida em fluorémetro
(BioTek, Synergy 2) (excitagdo, 485 nm e emissao, 528 nm).

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 9.0 (La Jolla, CA). Dados de
distribuicdo normal foram expressos em média + erro padrdo da média (E.P.M.). Os dados paramétricos
foram analisados através de teste T de student ndo pareado ou ANOVA two-way seguido pés-teste de
Bonferroni, de acordo com os grupos e fatores incidentes. Os dados considerados ndo paramétricos foram
analisados através dos testes de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, seguido do pés-teste de Dunn. O nivel
de significancia estatistica foi mantido em 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Durante as quatro semanas de exposi¢ao das dietas, os animais foram pesados semanalmente
até o dia da extracdo. O ganho de peso néo foi diferente entre os grupos (Fig. 2). O comprimento do
colon foi significativamente diminuido no grupo HFD em comparag¢do com o grupo controle (Fig.2B e
2C). Nao houve diferenca significativa na permeabilidade paracelular intestinal entre os grupos (Fig.2D).
Assim, acreditamos que o consumo da HFD causa uma desordem das proteinas de jungdo, o que leva
ao encurtamento do célon. A literatura tem descrito que a HFD por 3 semanas induziu a atrofia do
intestino delgado e do célon, que continuou por duas semanas apoés o retorno da dieta controle (TANAKA
2020).
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Fig.2 Evolucdo do peso, comprimento do c6lon e permeabilidade paracelular intestinal de camundongos expostos as dietas
controle e HFD durante 4 semanas. (A) Peso (g), (B) comprimento do colon, (C) imagens representativas do célon e (D) FITC
pelo comprimento do célon (ug/ml/cm). Os resultados estdo em média + desvio padrao da média. Two way ANOVA e Teste t-
student, **** p < 0.0001.
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Ao realizar a andlise da expressao génica do IEC do colon, o receptor a7nAChR e as proteinas
de juncédo Occludin e Tjpl apresentaram uma reduc¢éo significativa no grupo HFD comparado ao grupo
controle (Fig. 3ABC), sem alteragéo das proteinas de juncao Claudin 1 e Claudin 4 (Fig.3DE). A proteina

TNF apresentou reducéo significativa entre os grupos (Fig.3F).
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Fig.3 Analise da expressdo génica do receptor a7nAChR e das proteinas de jun¢gdo em camundongos expostos as dietas
controle e hiperlipidica durante 4 semanas. (A) mMRNA level (QRT-PCR) de Chrna7 no IEC do cdlon, (B) mRNA level (QRT-PCR)
de Occludin no IEC do cdlon, (C) mRNA level (QRT-PCR) de Tjp1 no IEC do célon, (D) mRNA level (QRT-PCR) de Claudinl no
IEC do cdlon, (E) mRNA level (g RT-PCR) de Claudin 4 no IEC do célon e (F) mRNA level (g RT-PCR) de TNF-a no IEC do
cblon. Para andlise da expressédo génica, ACTB foi usado como controle endégeno. Os resultados estdo em média * erro
padrdo da média. Teste t-student, * p < 0,05, ** p < 0.01.

Na analise da expressdo proteica no IEC do célon, observamos diminuigdo significativa do
receptor a7nAChR, das proteinas de jung&o Claudina 1, Ocludina e Claudina 2 no grupo HFD quando
comparado ao controle (Fig.4A,BCD). Apenas a proteina de jungdo ZO-1 n&o apresentou diferenca
significativa entre os grupos (Fig. 4E). Além disso, a proteina SIRT1 também apresentou reducéo
significativa no grupo HFD comparado ao controle (Fig. 4F). Esses resultados sugerem que 0 consumo
da HFD pode estar associado a danos na integridade da barreira intestinal. Estudos in vitro realizados
com células CACO-2 mostraram que mediadores inflamatorios danificaram as proteinas de juncéo (AL-
SADI et al. 2008; GUO et al. 2012; YE; MA; MA 2006). A ativacdo da SIRT1 tem sido associada a
melhora do quadro inflamatério da colite, por inibir a ativacdo de NFkB (ZAGHLOUL; ELSHAL;
ABDELMAGEED; 2022). A SIRT1 também é modulada pelo receptor a7nAChR (LI et al. 2016),

sugerindo que a reducdo de a7nAChR possa estar associada a reducéo de SIRT1.
CONCLUSOES:
Contudo, nossos resultados mostram que o consumo da HFD por quatro semanas reduz a

expressao do receptor a7nAChR, prejudica a expresséo de proteinas de barreira e reduz o comprimento

do colon. Estes eventos podem estar associados a gravidade de doencas inflamatdrias intestinais.
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Fig. 4 Analise de expresséo proteica em camundongos expostos a dietas controle e HFD durante 4 semanas. (A) a7AChR level
no IEC do célon, (B) Claudin 2 level no IEC do célon, (C) Occludin level no IEC do c6lon, (D) Claudin 1 level no IEC do cdlon,
(E) SIRT1 level no IEC do colon, (F) ZO-1 level no IEC do colon e (G) imagens representativas das bandas do Western Blotting.
Os resultados estdo em média + erro padrao da média. Teste t-student.
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