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Introducgao

O hipotalamo é uma regiao de controle fundamental de um amplo espectro de fungdes
no organismo. O que mais me fascina em relagéo a essa regido é sua diversidade em termos de
estrutura, topologia e fungdo. Entender como essa dindmica se da permite ndo somente a
descricdo de muitos fendmenos, mas a possibilidade de ter o hipotdlamo como centro de
tratamento para diferentes condi¢des. Além disso, ha minha jornada na biomedicina, tive contato
com o papel de neuropeptideos como Vasopressina, Oxitocina, Horménio Concentrador de
Melanina ao longo de projetos de pesquisa que me trouxeram cada vez mais para proximo do
entendimento das fungdes hipotalamicas. Essa aproximagao se intensificou a medida que
compreendi como circuitos neuronais hipotaldmicos, muitas vezes compostos por populagdes
celulares especificas e altamente especializadas, sdo capazes de integrar sinais enddécrinos,
autondmicos e ambientais para orquestrar respostas fisioldgicas complexas. A plasticidade
funcional dessa regido, assim como sua conexdo intima com aspectos comportamentais,
metabdlicos, reprodutivos e emocionais, amplia ainda mais meu interesse. Investigar o
hipotdlamo é, para mim, um caminho para integrar o conhecimento molecular ao funcionamento
do organismo como um todo, e vislumbrar possibilidades terapéuticas inovadoras que partem do
centro regulador para alcancar sistemas periféricos. Por fim, ter criado o interesse por
bicinformatica e entender como posso aplicar os conhecimentos obtidos em relagdo a esse
campo do conhecimento para o hipotalamo me anima pela obtengdo de novas descobertas e
possibilidades em termos de dados de alta dimensao, com a utilizagdo de técnicas que hoje séo
o estado da arte da ciéncia.

Contexto do Projeto

A area hipotalamica lateral (LHA) é a maior sub-regido do hipotalamo, abrigando diversas
populacdes celulares ao longo de sua extensao. Este projeto visa aplicar técnicas aprendidas e
realizar o manejo de dados de transcriptoma de célula Unica para analisar perfis de expressao
de neuropeptideos e receptores caracteristicos da LHA. Como foco inicial, busca-se gerar dados
preliminares sobre o papel do hormdnio concentrador de melanina (MCH), um dos principais
neuropeptideos produzidos nessa regiao.

Objetivos

e Revisar a literatura recente sobre hipotalamo, area hipotalamica lateral e horménio
concentrador de melanina.

e |dentificar e caracterizar populagdes celulares da area hipotalamica lateral (LHA) a partir
de dados de transcriptoma de célula unica.

e Analisar os perfis de expressao dos principais neuropeptideos e seus receptores na LHA.

e Investigar a distribuicdo e o papel do horménio concentrador de melanina (MCH) em
diferentes subpopulagdes celulares da regiao.

e Aplicar ferramentas de bioinformatica para o processamento, analise e visualizagdo de
dados de alta dimenséo.

e Gerar resultados preliminares que contribuam para o entendimento funcional da LHA e
suas implicacdes fisioldgicas.



Etapa 1: Levantamento bibliografico acerca do horménio concentrador de
melanina (MCH) e area hipotalamica lateral, mecanismos de agao, vias de
sinalizagao e circuitaria neural.

1.1 Objetivo:

Caracterizar o hipotalamo, seus aspectos anatbmicos, regides hipotaldamicas e aspectos
funcionais, descricdo do papel do hormdnio concentrador de melanina e mecanismos de
regulacao da area hipotalamica lateral.

1.2 Desenvolvimento:

A neuroendocrinologia compreende uma intersecgéo de grandes sistemas fisiolégicos do
corpo humano, em especial, o sistema enddcrino e o sistema nervoso, e permite avaliar como o
ambiente influencia ambos, demonstrando sua complexidade intrinseca. Anatomicamente,
define-se o hipotalamo pela superficie ventral do cérebro, anteriormente pelo quiasma éptico,
lateralmente pelo trato éptico e posteriormente pelo corpo mamilar, sendo uma regido altamente
vascularizada (1).

Trés regides caracterizam o hipotalamo (em sentido rostral-caudal), sendo elas: por¢éao
rostral, porcdo tuberal hipotalamica e porgcdo posterior, sendo cada uma dessas regides
desempenhando papeis de controle em fungdes como controle de balango energético,
osmorregulagdo, comportamento sexual, comportamento inato, resposta ao estresse e muitas
outras, sendo filogeneticamente conservado em diferentes espécies (2), sendo rico em fibras
nervosas com uma série de conglomerados de corpos nucleares heterogéneos a nivel de fungéo

(3)-

Figura 1: Ntcleos Hipotalamicos por Regiao Anatomica
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Fonte: adaptado de (4)

Aspectos funcionais caracterizam o hipotalamo como o centro integrativo de estimulo
motores e sensoriais e regulador da homeostase do organismo, na medida que regula aspectos
enddcrinos, autondmicos e de comportamento somatico (5). Nesse aspecto, € necessario discutir
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de forma mais profunda o papel central da regido que apresenta uma série de diferentes nucleos,
com um total de 14 nucleos/regides hipotalamicas, projetando-se para diferentes porgbes do
cérebro, como hipocampo (HPC), cortex pré-frontal (PFC), tronco encefalico (TE), nucleo
accumbens (NAc), area periaquedutal cinza (PAG) refletindo-se em uma extensa gama de efeitos
centrais e periféricos (6).

Em outras palavras, pode-se definir as fungbes hipotaldmicas como um sistema
coordenado altamente diferenciado, no qual a integracao da atividade de diversos nucleos ocorre
por meio de circuitos neuronais especificos e sistemas de neurotransmissores distintos (7). Essa
organizagdo complexa permite a regulagao precisa de fungdes essenciais a homeostase, como
o controle neuroenddécrino, a modulagdo do comportamento alimentar, a regulagdo do sono e da
temperatura corporal, além da resposta ao estresse e ao equilibrio energético (8).

Figura 2: Conectividade dos nucleos hipotaldamicos e caracteristicas funcionais relatadas
na literatura.
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Fonte: Adaptado de (9)

A literatura relata uma extensa gama de neuropeptideos produzidos em territérios
hipotalamicos como envolvidos em diferentes processos de controle, dentre eles: Vasopressina,
(AVP), Oxitocina (OXT), Horménio Concentrador de Melanina [MCH] (10-12). Além disso, a area
hipotalamica lateral (LHA) € a regido majoritaria na produgéo de hipocretina/orexina e do
horménio concentrador de melanina, apresentando expressao continua independente do sexo
(13). Sua estrutura anatémica apresenta-se topologicamente bem-organizada e diferenciada,
com os maiores conjuntos de neurénios do hipotalamo. O territdrio recebe aferéncias de regides
como o nucleus accumbens (NAc), amigdala (AMY), hipocampo (HPC), nucleo do trato solitario
(NTS) e o nucleo paraventricular (PVN), e os neurdnios hipotalamicos projetam para areas como
eminéncia mediana (ME), formagdo hipocampal (HF), cértex pré-frontal (PFC), substancia
cinzenta periaquedutal (PAG), pars lateralis do ndcleo mamilar medial (ML), concha do nucleo
accumbens (AcbSh) e o nucleo septal medial (MS) (14).

Outrossim, subpopulagdes de neurdnios na LHA foram caracterizadas, evidenciando a
complexidade e a relagdo dessa regido com diferentes eventos fisiolégicos. No entanto, os
mecanismos basicos envolvidos na fungdo da circuitaria da LHA ainda sdo pouco
compreendidos, o que se deve, em grande parte, a alta heterogeneidade de suas subpopulacdes



neuronais (15). A expressdo de marcadores especificos € o principal parametro para a
identificacdo dessas subpopulacdes; entretanto, a complexidade das conexdes neuronais na
regido indica a necessidade de abordagens amplas para a compreensdo do papel funcional
dessas populagdes celulares.

Nesse sentido, duas populagdes neuronais sdo bem caracterizadas na LHA: os
neurdnios produtores de hipocretina/orexina (Hcrt/Ox) e os neurdnios produtores do hormdnio
concentrador de melanina (MCH)(15). A populagao Hcrt/Ox apresenta sobreposigéo significativa
com outras moléculas sinalizadoras, como dinorfina (Dyn), nociceptina/orfanina FQ (N/OFQ) e
amilina, enquanto a populagdo MCH compartilha marcadores com nesfatina e o transcrito
regulado por cocaina e anfetamina (CART). Além dessas, ha uma terceira subpopulagao mista,
que inclui neurénios que expressam diferentes combinagdes de marcadores, como o receptor de
leptina de longa isoforma (LepRb), neurotensina (Nts), receptor de melanocortina 4 (MC4R),
CART e galanina (Gal). Outras subpopulagbes menos caracterizadas também estédo presentes
na LHA, incluindo aquelas que expressam urocortina-3 (UCN3), horménio liberador de
tireotropina (TRH), encefalina (Enk), tirosina hidroxilase (TH), horménio liberador de
corticotropina (CRH) e parvalbumina (PV) (Figura 3).

Figura 3: Diversidade neuroquimica de populagées neuronais na LHA.
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Fonte: (16)

Além da diversidade neuroquimica, essas subpopulagdes neuronais na LHA sado
predominantemente neuropeptidérgicas, mas também apresentam a maquinaria necessaria para
a liberacao de neurotransmissores de acao rapida, como GABA e glutamato. No entanto, o grau
em que essas trés populagdes principais e outras podem ser caracterizadas funcionalmente
como GABAérgicas ou Glutamatérgicas ainda € um tema em debate e requer investigagbes
adicionais para elucidar sua organizagao funcional dentro da circuitaria hipotalamica.

A nivel do sistema neuropeptidérgico da LHA, o horménio concentrador de melanina
(MCH) destaca-se como um neuropeptideo de grande interesse. O MCH é codificado pelo gene
PMCH, cuja organizacdo e processamento molecular refletem sua complexidade funcional e
diversidade de ag¢des no sistema nervoso central. O gene PMCH em mamiferos € composto por
trés exons e dois introns, cujas dimensdes variam entre espécies. No caso do humano, o
transcrito do PMCH gera um produto que inclui cinco componentes principais: (i) um peptideo
sinal (SP), codificado no Exon 1; (ii) uma cadeia estrutural, formada por sequéncias dos Exons 1
e 2; (iii) dois peptideos relacionados ao gene MCH (MGRPs), denominados neuropeptideo G-E
(NGE) e neuropeptideo E-I (NEI), ambos codificados no Exon 2; e (iv) o MCH maduro, cujos
primeiros trés residuos N-terminais derivam do Exon 2, enquanto o restante da sequéncia &
codificado por uma combinagao entre os Exons 2 e 3 (16).

O horménio concentrador de melanina (MCH) € um neuropeptideo ciclico de 19
aminoacidos produzido, em sua maioria, na area hipotalamica lateral (LHA), seguido pela area
incerto-hipotalamica (IHy), zona incerta dorsolateral (ZIdl) e area pré-6ptica medial (MPOA),
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sendo a ultima, de forma transitéria apenas no periodo de lactagdo (17—19). Outras fungdes do
MCH, assim como a ativagdo de seus receptores (MCHR1, MCHRZ2) foram descritos,
correlacionando-se com uma série de eventos de mediagao neuroenddcrina, como homeostase
energética, regulacédo do sono, comportamento sexual, emogdes, resposta ao estresse e controle
da lactagédo e comportamento materno (20).

Figura 4: Esquema do processamento do gene Pmch e produg¢édo do horménio MCH.
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Fonte: (16)

No nivel funcional, o MCH é um neuropeptideo inibitério que exerce seus efeitos ao ativar
os receptores MCHR1 e MCHR2, acoplados a proteina Gi. Essa ativagao leva ao recrutamento
de diferentes cascatas intracelulares, influenciando processos como regulagdo do
comportamento alimentar, metabolismo energético, sono e estados emocionais, em paralelo aos
eventos, as fibras imunorreativas dos neurénios MCH se distribuem de maneira esparsa para
diferentes regides encefalicas, o que se reflete na gama de fungdes ja descritas e relacionadas
ao neuropeptideo (21).

Figura 5: Representagdo esquematica das vias eferentes dos neurénios MCH localizados
na LHA.

Fonte: (22)

1.3 Consideragoes e reflexdes:

Em vista disso, € interessante observar como o hipotalamo, uma estrutura relativamente
pequena desempenha um papel tdo fundamental no controle de diversas fungbes e integra o
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controle endécrino e neurologico do corpo. Além disso, as projegoes dos diferentes territérios
hipotalamicos refletem a complexidade do sistema, na medida que a literatura cientifica avangar
em tentar compreender como os neuropeptideos, hormébnios e outros elementos interagem para
permitir as diferentes respostas somaticas e autonémicas. Além disso, o papel do MCH atuando
como um elemento central no maior territério hipotaldmico e seu papel refletido numa gama
diversa de fendmenos de mediagdo neuroenddcrina demonstra a importancia e possivel alvo
terapéutico para um amplo espectro de doengas.

Etapa 2: Levantamento bibliografico acerca das técnicas de
sequenciamento de célula unica (sc-RNA-seq) e principais metodologias
de analise de dados 6micos

2.1 Objetivo: Revisar a literatura sobre a evolugao, os principios e as aplicagdes das técnicas
de sequenciamento de RNA em célula unica (scRNA-seq), bem como identificar e descrever as
principais abordagens bioinformaticas utilizadas na analise de dados émicos, com énfase na
analise de transcriptomas de célula uUnica, incluindo etapas como pré-processamento,
normalizacéo, reducdo de dimensionalidade, identificagdo de clusters, analise de expressao
diferencial e visualizacao.

2.2 Desenvolvimento:

A técnica de sequenciamento de célula Unica € um método robusto de analise de
subpopulagdes celulares em diferentes tecidos e tem sido amplamente utilizado ao redor do
mundo, permitindo elucidar mecanismos em diferentes niveis. Cada abordagem permite elucidar
eventos importantes de cunho genémico, epigendmico e transcriptémico (23). Este dltimo tem
sido utilizado para compreensdo de doengas, como cancer, doengas neurodegenerativas e
outras diversas condigbes patoldgicas. Nesse sentido, o perfil de expressdo génica dos
subgrupos celulares permite identificar padrées de respostas, estado e funcionamento celular,
revelando a alta heterogeneidade celular e possiveis novos alvos terapéuticos (24). Abaixo,
descreve-se as principais etapas relativas ao processamento a analise do sc-RNA-seq.

2.2.1 Preparagao da Amostra:

A preparagdo da amostra biolégica € uma etapa essencial para o sucesso de
experimentos de transcriptdmica de célula unica. A escolha do tipo de tecido ou populagao celular
a ser analisada deve estar alinhada com a pergunta biolégica do estudo. Para tecidos sélidos,
como figado, pulm&o ou musculo, é necessario realizar dissociagao mecanica (geralmente por
trituracdo ou homogeneizacdo) seguida de dissociagdo enzimatica (com enzimas como
colagenase, tripsina ou papainase) para gerar uma suspenséo celular viavel. E fundamental
otimizar o tempo e a temperatura de digestdo para minimizar a morte celular e preservar a
integridade do RNA.

No caso de tecidos mais complexos ou sensiveis, como o cérebro adulto, onde a
dissociagdo pode induzir artefatos transcricionais ou resultar em baixa viabilidade celular, a
abordagem de sequenciamento de nucleos isolados (single-nucleus RNA-seq, snRNA-seq) &
frequentemente preferida. Esse método permite a extracdo de nucleos intactos, evitando a
degradacdo do RNA citoplasmatico e viabilizando o estudo de tecidos preservados (como
amostras congeladas). Além disso, o0 snRNA-seq € vantajoso para estudar células grandes ou
com morfologia complexa, como neurdnios.

2.2.2 Isolamento e Captura de Células Unicas:

O isolamento eficiente de células ou nucleos individuais € essencial para garantir a
resolugéo de célula uUnica e a fidelidade dos dados obtidos. Atualmente, as tecnologias mais
utilizadas incluem abordagens baseadas em microfluidica, micropogos e métodos emergentes.
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A plataforma 10x Genomics Chromium, por exemplo, utiliza microfluidica para encapsular células
em emulsdes de 6leo, formando goticulas (droplets), cada uma contendo uma célula, enzimas
de lise, oligonucleotideos com cédigo de barras celulares e identificadores moleculares unicos
(UMis), além de reagentes para a transcrigao reversa. Essa tecnologia permite o processamento
simultdneo de dezenas de milhares de células com alto rendimento e baixo custo por célula.

Ja as tecnologias baseadas em micropogos, como o Smart-seq2, utilizam placas de 96
ou 384 pocos para isolar células individualmente, frequentemente com auxilio de citometria de
fluxo (FACS). Apesar de serem mais trabalhosas e com menor escalabilidade, proporcionam uma
cobertura mais completa do transcriptoma, permitindo o sequenciamento full-length de mRNAs,
sendo ideais para estudos de isoformas e splicing alternativo. Outras abordagens emergentes
incluem microarrays de captura espacial (Spatial Transcriptomics), métodos baseados em
microvalvulas ou eletroforese, além de sistemas como Seq-Well e Drop-Seq, cada um com suas
vantagens especificas em termos de custo, escalabilidade e resolugéo.

2.2.3 Lise Celular e Transcri¢dao Reversa:

Apés a captura, as células ou nucleos sédo lisados quimicamente para liberar seu
conteudo de RNA. O protocolo de lise deve ser otimizado para evitar degradagéo e perda de
RNA, utilizando inibidores de RNase e tampdes apropriados. A transcri¢do reversa converte o
RNA em cDNA, processo catalisado por enzimas como transcriptase reversa derivada do virus
da Moloney murine leukemia (M-MLV RT). Durante essa etapa, os codigos de barras celulares
(cell barcodes) e os identificadores moleculares unicos (UMIs) sdo incorporados ao cDNA. Essa
codificagdo permite rastrear a origem celular de cada transcrito e distinguir entre moléculas
Unicas e coépias derivadas de PCR, corrigindo assim artefatos de amplificagao. Essa precisao &
critica para analises quantitativas de expressao génica em célula Unica.

2.2.4 Amplificagdo do cDNA e Preparagao da Biblioteca:

Como a quantidade de cDNA obtida por célula é muito pequena, é necessario amplifica-
lo por PCR (Reagado em Cadeia da Polimerase). Essa amplificacao pode ser feita de forma linear
(via IVT, in vitro transcription) ou exponencial (PCR), dependendo do protocolo utilizado (por
exemplo, CEL-Seq usa IVT, enquanto 10x usa PCR). Apés amplificagdo, o cDNA passa por
fragmentagao controlada (com enzimas ou sonicacao) e é adaptado com sequéncias especificas
(adaptadores de sequenciamento) para compatibilidade com plataformas NGS. Um controle
rigoroso de qualidade é realizado por bioanalisadores ou eletroforese capilar para garantir o
tamanho adequado e a complexidade da biblioteca. A biblioteca final contém todos os elementos
necessarios: adaptadores, indices de amostras (para multiplexacdo), UMIs e sequéncias
representando o transcriptoma de cada célula.

2.2.5 Sequenciamento de Alto Rendimento:

As bibliotecas sdo sequenciadas em plataformas de sequenciamento de nova geragao
(NGS), como lllumina NovaSeq, NextSeq ou HiSeq, que geram milhdes de leituras de RNA por
célula. O pareamento entre os cédigos de barras e as sequéncias permite reconstruir o perfil de
expressao génica de cada célula ou nucleo individualmente. A profundidade do sequenciamento
deve ser ajustada ao tipo de célula, ao protocolo e & complexidade do transcriptoma: por
exemplo, 20.000-50.000 leituras por célula sdo comuns para analises de expressao génica geral,
enquanto estudos que investigam isoformas ou splicing podem requerer maior cobertura. O
resultado final € uma matriz de contagem génica (gene-cell matrix), que servira como entrada
para as analises bioinformaticas subsequentes, como normalizagdo, redugdo de
dimensionalidade, agrupamento (clustering), identificagdo de tipos celulares e inferéncia de
trajetdrias celulares.

2.2.6 Analise de Bioinformatica:



A andlise bioinformatica desempenha um papel central no processamento e
interpretagdo dos dados gerados pelo scRNA-seq. Ferramentas como o pacote Seurat (R) sdo
amplamente utilizadas para filtragem, normalizagéo, redugéo de dimensionalidade, agrupamento
e analise diferencial, permitindo a identificacdo de padrdes de expressdo génica e a
caracterizacao de diferentes tipos celulares. Scanpy (Python) oferece funcionalidades similares
com alta eficiéncia computacional, enquanto métodos de aprendizado profundo, como scVI, séo
aplicados para integracdo de dados e correcao de efeitos de lote, especialmente em dados
heterogéneos(25).

A qualidade dos dados é crucial no scRNA-seq, exigindo a remogéao de células de baixa
qualidade e a corregéo de ruidos. A normalizagao dos dados, como a transformagao logaritmica
deslocada log(ys+1), garante a comparabilidade dos perfis celulares, enquanto métodos como
Scran minimizam a variagdo entre diferentes tipos celulares e a aproximagédo analitica dos
residuos de Pearson é adequada para a selecao de genes biologicamente variaveis (26). A
remocao de variaveis de confuséo, como efeitos de lote e ciclo celular, é essencial para a analise
precisa. Métodos como Harmony e scANVI sao eficazes na integragdo de dados de diferentes
lotes, enquanto a corregao do ciclo celular pode ser realizada com fungdes em Scanpy ou Seurat
(24,27,28).

A selecéo de genes informativos e a reducéo de dimensionalidade, utilizando Analise de
Componentes Principais (PCA) e UMAP, facilitam a analise e visualizagdo dos dados, permitindo
a identificagao de padrdes bioldgicos relevantes. A identificagdo de clusters, utilizando algoritmos
como Leiden, permite agrupar células com perfis de expressao similares, enquanto a anotagao
de clusters, manual ou automatica, atribui identidades celulares aos clusters, utilizando
marcadores genéticos e referéncias externas(29). A modelagem de perturbagdes, utilizando
métodos como Mixscape e scGen, permite analisar o impacto de intervengdes experimentais,
enquanto a inferéncia da comunicacao celular, com ferramentas como CellChat e LIANA, revela
interagdes entre células(30,31). Em resumo, o scRNA-seq representa uma ferramenta poderosa
para a analise da heterogeneidade celular e a elucidagdo de mecanismos biolégicos complexos,
com aplicagbes crescentes em diversas areas da pesquisa biomédica.

Nos ultimos anos, avangos em na técnica de transcriptdmica de célula unica (scRNA-
seq) e abordagens de transcriptbmica espacial (ST) elucidaram a compreensdo da
heterogeneidade celular no hipotalamo, revelando subpopulagbes neuronais funcionalmente e
molecularmente distintas, como no caso de LHA, refletindo-se em eventos de controle do apetite,
motivacdo e comportamento parental(32). Nos ultimos anos, avancos em na técnica de
transcriptdbmica de célula unica (scRNA-seq) e abordagens de transcriptdmica espacial (ST)
elucidaram a compreensao da heterogeneidade celular no hipotalamo, revelando subpopulagées
neuronais funcionalmente e molecularmente distintas, como no caso de LHA e MPOA, refletindo-
se em eventos de controle do apetite, motivagdo e comportamento parental (32—34). Outrossim,
iniciativas como o Molecular Atlas of the Adult Mouse Brain (35) demonstram que a
transcriptémica espacial pode revelar a organizagao molecular de sub-regides cerebrais com alta
resolugéo, permitindo uma classificagao sistematica baseada na expressao génica.

2.3 Consideracgoes e reflexdes:

A técnica de sequenciamento de célula Unica é uma ferramenta robusta para a avaliar e
descrever diferentes respostas de conjuntos celulares e é fascinante a forma como a técnica
avancgou a ponto de se caracterizar célula-a-célula o perfil de expresséo génica. Além disso, as
diferentes plataformas de analises e pacotes de Bioinformatica enriquecem o campo diariamente,
demonstrando novas possibilidades relativas ao avangco da técnica e permitindo novas
compreenséao de fendbmenos e mecanismos pouco elucidados. Esse progresso tem possibilitado,
por exemplo, a identificacdo de populagbes celulares raras, a reconstrugdo de trajetérias de
diferenciagéo celular e a integragdo com outras abordagens 6micas, como epigendémica e
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protedmica, ampliando ainda mais o escopo e a resoluc¢ao das investiga¢cdes em biologia celular
e molecular.

Etapa 3: Importagdo e processamento de dados de sequenciamento de célula Gnica da
area hipotalamica lateral (LHA)

3.1 Objetivo da etapa: Revisar a literatura e buscar por estudos que disponibilizaram dados de
single-cell sobre LHA em banco de dados publicos e processamento de dados via Seurat v5.

3.2 Desenvolvimento:

Até o presente momento, poucos estudos foram conduzidos na tentativa de elucidar os
perfis de expressdo das subpopulagbées celulares da LHA. Nessa linha, utilizando-se da
abordagem de sequenciamento de RNA de célula unica baseada em microgotas, Mickelsen et
al. (36) realizaram um censo molecular detalhado dos tipos celulares presentes na area
hipotalamica lateral (LHA) de camundongos (disponivel em GSE125065). A analise revelou a
existéncia de 15 populagdes neuronais glutamatérgicas (LHAGIut) e 15 gabaérgicas
(LHAGABA), cada uma caracterizada por perfis especificos de expressdo génica, incluindo
neurotransmissores rapidos, neuropeptideos e fatores de transcricdo. Essa caracterizagao
permitiu a identificacdo de subpopulagdes previamente conhecidas, como os neurdnios Hcrt* e
Pmch*, bem como a descoberta de novas populagdes, como os neurdnios Sst* glutamatérgicos.

Outrossim, Rossi et al. (37) demonstraram que a obesidade modifica profundamente o
estado transcricional e a atividade funcional de neurdnios glutamatérgicos da area hipotalédmica
lateral (LHAVgIut2), que atuam como um freio fisiolégico sobre o comportamento alimentar.
Utilizando uma combinacao de scRNA-seq (disponivel em GSE130597) e imagem de calcio in
vivo por dois fotons, os autores mostraram que, em camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica (HFD), os neurbnios LHAVglut2 apresentaram alteragdes significativas na
expressao de genes relacionados a excitabilidade neuronal, atividade sinaptica e sinalizagédo
intracelular. Além disso, esses neurbnios exibiram respostas atenuadas a recompensas
caldricas, especialmente apdés a indugdo da obesidade, sugerindo um comprometimento
funcional progressivo. Trajetorias pseudotemporais indicaram que a exposi¢ao crénica a HFD
leva esses neurbnios a um estado transcricional distinto, associado a perda de responsividade a
saciedade.

Por fim, Rossi et al. (38) realizaram uma andlise abrangente da heterogeneidade
funcional dos neurénios glutamatérgicos da area hipotalamica lateral (LHAVglut2), revelando que
subpopulagdes distintas projetam-se preferencialmente para a habenula lateral (LHb) ou para a
area tegmental ventral (VTA). Através de rastreamento viral retrégrado, sequenciamento de RNA
de célula unica e eletrofisiologia in vitro, os autores demonstraram que essas projegdes séo
anatomicamente, transcricionalmente e funcionalmente divergentes.

Essa gama de evidéncias demonstra e lan¢a luz na heterogeneidade da LHA e como
diferentes perfis. Durante a revisdo da literatura, foram identificados estudos relevantes que
mapearam com alta resolugao a diversidade celular da LHA utilizando scRNA-seq. Dentre eles,
destaca-se o trabalho de Mickelsen et al. (2019), que realizou uma caracterizagdo abrangente
de subpopulag¢des neuronais e ndo-neuronais da LHA em camundongos adultos, revelando 30
populagbes distintas de neurénios GABAérgicos e glutamatérgicos com perfis moleculares
especificos. Os dados produzidos neste estudo foram disponibilizados publicamente no
repositorio Gene Expression Omnibus (GEO), permitindo o reuso desses dados para analises
secundarias.

Foram selecionadas para esta analise duas amostras desse estudo, com cdodigos de
acesso GSM3562050 (AJ17001) e GSM3562051 (AJ17002). As amostras estdo disponiveis no
formato Matrix Market (.mtx), acompanhadas de arquivos auxiliares contendo os nomes dos
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genes (genes.tsv) e os barcodes das células (barcodes.tsv). Esses arquivos foram baixados e
importados para o ambiente de programacéo R utilizando a fungdo ReadMtx() do pacote Seurat,
uma das ferramentas mais amplamente utilizadas para analise de dados de transcriptoma de
célula unica. Apos a importagdo, cada amostra foi convertida em um objeto SeuratObject,
nomeado de acordo com sua origem experimental (M1- Macho e F1 - Fémea). Em seguida, os
dois objetos foram integrados utilizando a fungdo merge(), consolidando as informagdes em um
unico objeto analitico contendo todas as células das duas amostras, permitindo com que as
analises comparativas e o estudo da heterogeneidade celular da LHA em um conjunto de dados
unificado.

O objeto Seurat consolidado foi salvo como seurat_obj LHA.rds, servindo como ponto
de partida para todas as anadlises posteriores. A partir dele, foram realizadas as etapas de
controle de qualidade, onde células com baixa contagem génica, alta porcentagem de RNA
mitocondrial ou possiveis artefatos foram removidas, garantindo maior confiabilidade nos dados.

Figura 6: Controle de qualidade das amostras integradas (M1 e F1) no
objeto Seurat consolidado da LHA.
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Figura 7: Impacto da selegao do nimero de genes altamente variaveis (500, 1000 e 2000)
na estrutura dos agrupamentos celulares da LHA.
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Fonte: Autoria Propria

Em seguida, os dados foram normalizados para corrigir variagbes técnicas e os genes
mais variaveis foram identificados, fornecendo as bases para a redugao de dimensionalidade,
realizada por PCA, t-SNE e UMAP. A escolha do niumero de Componentes Principais é essencial
para efeitos de clusterizagdo dos conjuntos celulares, na medida que, pelo nimero de PCs,
explica-se em maior ou menor grau a variancia dos dados de expressao génica.

Essas proje¢des facilitaram a visualizagdo da estrutura celular e a identificagdo de
agrupamentos celulares (clusters) com perfis transcricionais semelhantes. A utilizagao de dados
publicos de alta qualidade, como os de Mickelsen et al. (2019), permite a reanalise de
experimentos robustos com custos reduzidos, promovendo a reprodutibilidade cientifica e
possibilitando novas interpretacdes sobre a heterogeneidade celular da LHA.

Figura 8: Avaliagao da influéncia do nimero de Componentes Principais (PCs) na
definicao dos agrupamentos celulares da LHA.
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Ap06s a definicao dos agrupamentos celulares, foi realizada a anotagao automatizada dos
clusters utilizando o pacote ScType, que compara os perfis de expressao dos grupos com bancos
de dados curados de genes marcadores especificos por tecido (39). Utilizou-se o banco “Brain”
da base ScTypeDB, permitindo identificar subtipos neuronais da LHA com base em assinaturas
transcricionais positivas e negativas. A classificagdo foi incorporada ao objeto Seurat e
visualizada em uma projegao t-SNE, com os clusters rotulados por sua identidade celular predita.
Clusters com baixa confianga na pontuacao foram classificados como "Unknown".

Figura 10: Projecao T-SNE dos clusters celulares da LHA anotados pelo ScType, utilizando
o banco de dados “Brain” da ScTypeDB.
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Figura 11: ClusteredPlot demonstrando os marcadores celulares especificos por meio de
clusterizagao hierarquica.
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Consideragoes e reflexdes:

A crescente aplicagdo de tecnologias de transcriptdmica de célula Unica no estudo da
area hipotalamica lateral (LHA) tem promovido uma verdadeira revolugao na compreenséo da
diversidade celular e funcional dessa regiao, tradicionalmente associada a regulagdo do
comportamento alimentar, do estado de vigilia e da motivacdo. Os estudos de Mickelsen et al.
(2019) e Rossi et al. (2019, 2021) ilustram como o avango metodolégico — aliado a estratégias
complementares, como rastreamento viral, imagem funcional e eletrofisiologia — tem permitido
uma caracterizagao mais refinada dos circuitos neuronais da LHA, evidenciando subpopulagdes
com assinaturas moleculares e propriedades fisioldgicas especificas. Em seguida, conduzir uma
analise partindo do dado bruto de expressdo de LHA é uma experiéncia que permite identificar
os padrdes distintos das subpopulagbes das células na LHA e permite a autonomia de avaliar
diferentes parametros de construcdo do objeto Seurat. Isso enriquece e traz a tona a importancia

de cada etapa de processamento de dados advindo de sc-RNA seq para um resultado acurado.

Etapa 4 — Visualizagdo da expressao génica e caracterizagao funcional das subpopulagées
neuronais

4.1 Objetivo: Selecionar com base na literatura os principais neuropeptideos e receptores ja
descritos na LHA e visualizar a expressao via Seurat v5.

4.2 Desenvolvimento

Além disso, foi gerada uma matriz de expressdo média por subtipo celular para genes
previamente associados a LHA, como Hcrt, Pmch, Lepr, Mc4r, Ucn3 e Crh, bem como para
receptores relevantes, incluindo os de dopamina (Drd1, Drd2), serotonina (Htr1a, Htr2c), orexina
(Hertr1, Hcrtr2), grelina (Ghsr), insulina (Insr) (40—48) . Essa matriz foi representada em
heatmaps, destaca os padrbes de expressdo génica por subtipo celular. Essa abordagem
permitiu confirmar a identidade funcional dos agrupamentos e explorar a diversidade molecular
dos neurdnios presentes na LHA.

Figura 12: Heatmap de expressao génica média por subtipo celular na LHA para
genes associados a identidade funcional e receptores neuroendocrinos relevantes.

16



Expressao de Genes & Receplorss por Subtipo Celular

UUEMYDS Bp SEINED
BIE0IDIW

SO} 20N8Y
sesdojounw) seINE D

|910pua seNag
S0U20JpuUapodng

ap salosiInaalg
801204puspodNo

=

soaliay gy o soluoinapy
021791 BWEIN| S SOIUQINaN
o3 Fisunuedoq souginan

Fonte: Autoria Propria

Com as subpopulagbes neuronais da LHA anotadas, foram realizadas analises de
visualizacdo da expressdo de genes marcadores e de receptores relevantes por meio de
diferentes abordagens graficas, utilizando projecbes t-SNE e graficos violin plot. Foram definidos
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grupos de genes associados a subpopulagdes previamente descritas, como neurbnios
orexinérgicos (Hcrt, Pdyn, Pmch), MCH?*, Lepr*/Mc4r*, entre outros. Também foram incluidos
genes codificadores de receptores de neurotransmissores e neuropeptideos como dopamina,
serotonina, orexina, grelina, insulina e GABA. A visualizagdo da expressao espacial foi feita por
meio da fungéo FeaturePlot_scCustom, gerando mapas de expresséo sobre projegdes t-SNE.
Para analise comparativa entre subtipos celulares, foram gerados graficos violinados empilhados
(Stacked Violin Plots), permitindo observar o padréo de expressao por classe celular anotada via
ScType. Complementarmente, foi criado um dotplot hierarquicamente agrupado com os genes
marcadores mais expressos por subtipo, identificados com base na diferenga percentual de
expressao em relagdo aos demais grupos.

Figura 13: Visualizagdo da expressao génica de marcadores neuronais e
receptores relevantes em subpopula¢dées da LHA, utilizando projecoes t-SNE, e violin
plots empilhados.
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Figura 14: Expressao espacial e diferencial de genes codificadores de receptores

de neurotransmissores e neuropeptideos (dopamina, serotonina, orexina, grelina,
insulina, GABA) nas subpopula¢des neuronais da LHA.
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4.3 Consideragoes

As anadlises realizadas nesta etapa evidenciam o poder da transcriptdmica de célula
Unica aliada a ferramentas de visualizagdo grafica para a compreensdo da complexa
heterogeneidade neuronal da area hipotalamica lateral (LHA). A identificagdo e caracterizagao
de subpopulacbes neuronais com base na expressdao de genes marcadores e receptores
neuroenddcrinos permitiram validar a anotagao celular e confirmar a presenga de agrupamentos
funcionalmente relevantes, como neurdnios orexinérgicos, MCH™*, Lepr*/Mc4r*, entre outros. A
integracao de diferentes formas de visualizagdo, como projec¢des t-SNE, violin plots empilhados
e heatmaps, ofereceu uma perspectiva abrangente sobre os padrdes de expressao génica,
facilitando a interpretacao biolégica dos dados.

Além de reforgar achados previamente descritos na literatura, esta abordagem também
demonstrou a aplicabilidade das ferramentas computacionais no refinamento da identidade
celular, servindo como base para analises funcionais subsequentes. Essa etapa representa,
portanto, um elo crucial entre a analise exploratéria de dados dmicos e a formulagéo de hipoteses
sobre a atuagao funcional de subtipos neuronais especificos da LHA.

Etapa 5 — Analise de enriquecimento funcional por Ontologia Génica (GO) em células
Pmch*

5.1 Objetivo: Comparar as diferencas estatisticas relativas ao sexo entre os datasets e avaliar
as vias de enriquecimentos relacionadas ao subset de células que expressam PMCH > 1.5 Fold
Change (FC)

5.2 Desenvolvimento:

Buscando compreender a assinatura funcional de subpopulagdes especificas, foram
isoladas células com alta expressdo de Pmch (expressao > 1.5), caracteristica de neurdnios
MCH*. Essas células foram comparadas entre os grupos experimentais (“M1” e “F1”) com o
objetivo de identificar genes diferencialmente expressos (DEGs). A seguir, os genes identificados
foram submetidos a uma analise de enriquecimento funcional (Gene Ontology) nas trés
ontologias principais: Processos Bioldgicos (BP), Fungdo Molecular (MF) e Componente Celular
(CC)(49) .
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Figura 15: Projecdes UMAP e t-SNE destacando células com expressdo de Pmch
superior a 1.5, evidenciando a distribuicdo espacial de neurénios MCH* na LHA.
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A analise foi realizada com o pacote clusterProfiler, utilizando o banco de dados do
org.Mm.eg.db. Para cada ontologia, foram gerados graficos do tipo dotplot, representando
visualmente os principais termos enriquecidos e as relagdes entre genes e processos (50). Essa
abordagem permitiu identificar funcbes celulares e vias moleculares envolvidas nas
subpopulagdes MCH®, contribuindo para a compreensao dos papéis funcionais dessas células
na LHA.

Figura 16: Anadlise de enriquecimento funcional (Gene Ontology) de genes
diferencialmente expressos em neurénios MCH* (Pmch > 1.5), destacando vias associadas
a processos biolégicos, fun¢des moleculares e componentes celulares nos grupos “M1”
e “F1”.
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Fonte: Autoria Prépria
5.4 Consideragoes e reflexoes:

A andlise funcional dos neurdnios MCH* destacou a complexidade molecular dessa
subpopulagdo na LHA, revelando vias associadas a sinalizagdo sinaptica, atividade
neuropeptidérgica e regulagéo celular. As diferengas observadas entre os grupos “M1” e “F1”
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sugerem a existéncia de um dimorfismo sexual funcional, apontando para a importancia de se
considerar o sexo como uma variavel biologica relevante em estudos da neurobiologia
hipotalamica. Esses achados reforcam o papel dos neurénios MCH* na integragdo de sinais
homeostaticos e no controle de comportamentos essenciais. A andlise de enriquecimento
funcional revelou que essas diferengas transcendem a simples expressédo génica, envolvendo
vias moleculares especificas associadas a atividade sinaptica, sinalizagdo neuropeptidica,
metabolismo energético e estrutura celular. A identificacdo de termos como “modulagéo da
transmissao sinaptica”, “atividade do canal ibnico” e “componente da membrana plasmatica”
reforga a ideia de que os neurbnios MCH™* participam ativamente da regulagao de respostas
fisioldgicas e comportamentais complexas.

5.5 Conclusao

O presente portfélio reforga o potencial das abordagens de transcriptdbmica de célula
Unica para a caracterizagdo da heterogeneidade celular da area hipotalamica lateral (LHA),
regido-chave na regulacdo de comportamentos como alimentagdo, sono e motivagdo. A
utilizagdo de ferramentas bioinformaticas de ponta, como o Seurat e o ScType, permitiu ndo
apenas identificar e anotar com precisdo subpopulagdes neuronais com base em assinaturas
transcricionais especificas, como também explorar a expresséo de neuropeptideos e receptores
fundamentais para a fisiologia hipotalamica. A analise focada nos neurénios MCH* evidenciou a
complexidade funcional dessa populagao, destacando vias enriquecidas associadas a atividade
sinaptica, sinalizagdo neuroenddcrina e regulagao celular. Além disso, a identificacao de
diferencas moleculares entre os grupos experimentais sugere um possivel dimorfismo sexual
funcional, abrindo caminhos para investigagées futuras com foco em diferengas biolégicas entre
machos e fémeas. De forma geral, os resultados obtidos demonstram como o cruzamento entre
técnicas moleculares avangadas e ferramentas de ciéncia de dados pode promover descobertas
significativas no campo da neurociéncia, com implicagbes tanto basicas quanto translacionais.
Investigando a LHA com essa abordagem integrativa, amplia-se a compreensao sobre sua
diversidade celular e funcional, e consolida-se o interesse em seu potencial como alvo
terapéutico para condi¢des neuroldgicas e metabolicas.
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