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Introducéo

O Fator de Transcricdo Silenciador RE1 (REST), também conhecido como Fator
Silenciador Restritivo Neural (NRSF) € uma proteina dedo de zinco codificada pelo gene
REST (REZ1 silencing transcription factor) que em humanos esta localizado no braco longo
do cromossomo 14. E um fator silenciador que se liga a um motivo conservado de 23 pb,
denominado como RE1 (elemento repressor 1) de inUmeros genes que em sua maioria
codificam tracos neurais, atuando principalmente na repressao dos genes neurais em
sistemas ndo-neuronais Y. A proteina REST devido a sua estrutura molecular quando
translocada para o nucleo atua como um fator de transcricdo, podendo se ligar aos
dominios de ligacdo RE1 do DNA, de aproximadamente 1000 genes, que afetam
caracteristicas neuronais fundamentais, como transmissao sinaptica, sinalizacdo de
neurotransmissores, canalizacdo de ions, entre outros @,

Considerando que REST foi inicialmente descrito como um regulador mestre de genes
neuronais envolvidos apenas na aquisicao fenotipica neural, novas descobertas, indicam
gue REST é um regulador transcricional ndo apenas na neurogénese e diferenciacao
neuronal, mas também desempenha importante funcdo durante o periodo critico do
desenvolvimento cerebral pés-natal e no envelhecimento normal ), Além de REST/NRSF
estar intimamente ligado ao controle repressivo de genes neuronais, inUmeras evidéncias
apoiam a acao de suas interacbes com 0s miRs, responsaveis pelo silenciamento génico
por degradacdo do mRNA ¥, No SNC, estudos mecanisticos revelaram que os miR-9,
mMiR-124 e miR-132 sao regulados pelo REST, como também, estes mesmos miRs podem
regular negativamente a expressdo de REST, podendo esta regulacdo ser no sentido
bidirecional.

Estudos tem mostrado que no encéfalo os miRs possuem importantes fungées no
controle da regulacéo da morfologia, atividade neuronal, processo cognitivo, neurogénese
e angiogénese ® ©)_ Em um cenario em que ocorre um crescente aumento de incidéncia

de doencas neurodegenerativas, é de extrema importdncia avaliar os mecanismos
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moleculares e epigenéticos envolvidos com a neuroinflamacdo, sobretudo da acéo

bidirecional entre REST e os miRs e a expressao das enzimas da biogénese dos miRs no
SNC.

Objetivo Geral

Determinar a expressdo das enzimas da maquinaria de biogénese dos miRs e o0s niveis
transcricionais dos miRs (miR-22, miR-132, miR-335), correlacionando com a expressao

génica do fator de transcricdo REST no hipocampo.

Material e Método

Foram utilizados camundongos Swiss machos adultos com idade de 3 a 5 meses e massa
corporal variando entre 45 e 50 gramas. Para aclimatacao os animais foram mantidos por
7 em gaiolas comunitarias alocadas no Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica
da Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis/SC, Brasil em ambiente com
temperatura controlada a 22+1°C, em ciclo de iluminacédo de 12 horas claro/escuro e
alimentacao/hidratacdo ad libitum. Durante todos os procedimentos foram seguidos os
principios basicos do uso de animais em toxicologia adotados pelo Conselho Nacional de
Controle de experimentacdo animal (Resolucdo normativa N 33, de 18 de novembro de
2016). A neuroinflamacao foi induzida através da administracdo intraperitoneal (i.p.)
(0,1mL por cada 10g de massa corporal) de LPS na dose de 0,33 mg/kg diluido em solucéo
salina (cloreto de sddio 0,9%) (nimero de protocolo CEUA N° PP00760). Ap6s 24 h de
administracdo de LPS a estrutura cerebral foi a estrutura encefalica (hipocampo) foi
coletada e armazenada em Biofreezer (80°C). Para determinacéo da expressao génica, o
RNA total foi extraido pelo método TRIzol®/Cloroférmio/lsopropanol e a expressao génica
das enzimas (Dicer, Expotna 5 e Drosha), dos miRs (miR-22, miR-132) e do fator de

transcricdo REST foram avaliadas pela técnica de qPCR.

Resultados e discusséo

Devido ao fato dos RNAs nao codificantes representam uma das principais classes

de moléculas que potencialmente controlam a regulacdo génica, a expressdo dos
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componentes da maquinaria de biogéneses dos miRs foi avaliada por qPCR. Os

resultados referentes a expressao basal absoluta mostram que a enzima Drosha é a mais
expressa e a Exportina 5 (Xpo5) € o membro da maquinaria de biogénese dos miRs menos
no hipocampo. Entretanto ap6s a inducdo da neuroinflamacéo foi observado que todos os
membros da maquinaria de biogénese dos miRs tiveram sua expressdo génica
aumentada. Curiosamente, a enzima Drosha foi a que apresentou o menor aumento,
aproximadamente 4X. Para as enzimas Xpo5 e Dicer o aumento da expresséo génica foi

de aproximadamente 80 e 100X, respectivamente.

Figura 1: Efeito da neuroinflamacao no perfil transcricional das enzimas da maquinaria de biogénese dos miRs no hipocampo.
Apo6s extracdo de RNA total pelo método TRIzol®/Cloroférmio/lsopropanol o perfil transcricional basal absoluto (a) e relativo (b, c, d, e)
dos genes Drosha, Xpo5 e Dicer no hipocampo foram determinados por rea¢des de gPCR. Os genes Gapdh e B-actina foram utilizados
como normalizadores. Os resultados foram calculados pelo método (27 2%Y) e representam a média = desvio padrdo de 5 animais
independentes realizados em duplicata técnica. Diferencas estatisticas significantes * p<0,05; ** p<0,001 e *** p<0,0001 em relagdo ao

grupo Controle.
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Fonte: Propria.

Como etapa seguinte, a constatacéo da ativacdo da maquinaria de biogénese dos miRs
pela neuroinflamacéo, determinamos o perfil de expressdo dos miRs 22, 132 e 335. Os
resultados mostram que dos 3 miRs avaliados dois tiveram sua expressao aumentada, o

miR 22 e miR 132, sendo observado diminuicdo apenas para o miR 335. Neste sentido,
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para testar se o aumento e/ou reducdo da expressdo dos miRs promovidas pela
neuroinflamacgdo poderiam estar relacionadas ao aumento da expressdo do gene Rest,
aplicamos o teste de correlagdo de Pearson entre os perfis de expressdo dos miRs e do
gene Rest. Correlacdes de Pearson acima de r = 0,6 foram observadas para 0 miR22 —r =
0,8620 (Fig. 11c), miR132 —r =0,6323 (Fig. 11d) e miR335 —r = 0,7381. Entretanto apenas

para o miR335 a correlacéo foi inversamente proporcional.

Dentre os miRs avaliados em nosso estudo, relatos na literatura mostra que REST é
capaz pode regular a expressdo do miR132. Neste sentido, a correlacdo diretamente
proporcional observada em nosso estudo entre a expresséo de REST e miR-22 nos permite
hipotetizar que 0 aumento da expressdo génica de REST possa estar relacionado ao
aumento da expressao do miR-132. Acreditamos que este aumento esteja relacionado com
mecanismos de neuroprotecdo uma vez que no enceéfalo, miR-132 regula a integridade
vascular do encéfalo ), protege a integridade da Barreira Hematoencefalica ® e controla a
expressdo de genes envolvidos na apoptose e adaptacdo neuronal induzida por estresse
©). Ainda, Wang e colaboradores, 2020 demonstrou que a superexpressio promove a
neuroprotecado a lesdo de células neuronais. Como observado para o miR-132, também foi
observado aumento da expressao do miR-22, fato este que suporta nossa hipétese de que
0 aumento da expressdo desses miRs estejam relacionados a ativacdo do mecanismo

neuroprotetor da regido hipocampal.
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Figura 2: Efeito da neuroinflamagdo no perfil transcricional dos miRs. Apds extracdo de RNA total pelo método
TRIzol®/Cloroférmio/lsopropanol o perfil transcricional dos micros RNAs, miR22 (a), miR132 (b) e miR335 (c) no hipocampo foram
determinados por reagdes de qPCR. O gene Rnué6 foi utilizado como normalizador. Correlagéo de Pearson entre a expressao génica
de Rest 0 miR22 (d), miR132 (e) e miR335 (f). Os resultados foram calculados pelo método (27 2%) e representam a média + desvio
padrdo de 5 animais independentes realizados em duplicata técnica. Diferencas estatisticas significantes * p<0,05; ** p<0,001 e ***
p<0,0001 em relagdo ao grupo Controle. Correlagé@o de Pearson positiva significativa entrer=0,6 er = 1.
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Fonte: Propria

Concluséao (ou Consideracdes finais)

Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que a regulacdo positiva
observada da expressdo génica de Rest na regido hipocampal pela neuroinflamacao
apresentou correlacbes diretamente proporcional com os miRs 22 e 132 e inversamente
proporcional com o miR335, sugerindo a existéncia de uma possivel correlacdo ativacdo da
magquinaria de biogénese dos miRs com o0 aumento da expressao do fator de transcricdo
Rest.
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