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Resumo

A prevaléncia de obesidade aumentou na populagdo mundial nas ultimas
décadas, trazendo consigo as consequentes alteragbes metabdlicas e doencgas
relacionadas como a diabetes, hipertenséo e dislipidemia. Apesar deste aumento
na prevaléncia ser consequéncia de alteracbes ambientais e comportamentais, a
obesidade se estabelece devido a existéncia de caracteristicas genéticas pré-
existentes predispondo as pessoas tanto ao excesso de peso quanto as doengas
relacionadas a esta condicdo. O conhecimento dos genes envolvidos neste
processo permitira o desenvolvimento de tratamentos mais efetivos, e os modelos
animais tém sido uma importante ferramenta para o estudo destes fatores e de
suas alteragdes no organismo como um todo. Os camundongos, em especial, sdo
muito utilizados nas pesquisas por ter uma base genética muito semelhante a do
ser humano, por serem pequenos, faceis de manipular e de criar. O camundongo
deficiente para leptina € um dos modelos mais utilizados no estudo da obesidade.
Ao mesmo tempo, nas ultimas décadas tem sido mostrado que o sistema
calicreina-cininas tem um importante papel no controle do metabolismo
interferindo inclusive nas vias de sinalizacdo dos receptores de insulina e leptina.
Neste trabalho aplicamos técnicas para reverter a infertilidade dos camundongos
ob/ob e as usamos para gerar dois novos modelos que combinam as deficiéncias
de leptina e receptores B1 e B2 de cininas. Apds a geragao dos animais fizemos a
caracterizacdo morfologica e glicémica destes camundongos. Os trés gendtipos
sdo muito parecidos morfologicamente com pequenas alteragcbes no
desenvolvimento corpdéreo e na massa de alguns 6érgaos como bacgo, figado e
coragcado. Mostraram também diferentes padrdes relativos ao depdsito de gordura
no tecido adiposo. Os animais deficientes para ambos os receptores de cininas
(ob/obB1B2-/-) depositam menos gordura inguinal. Foram feitas avaliagdes
glicémicas dos modelos através de testes de tolerancia a glicose e resisténcia a
insulina. Também foi aferida a insulina dos animais. Os camundongos

ob/obB1B2-/- apresentaram maior resisténcia a insulina nestes modelos



deficientes em leptina. Esta maior resisténcia foi compensada nos machos com
uma maior liberagdo de insulina, 0 que nao ocorreu nas fémeas, as quais, com
semelhante quantidade de insulina sérica dos outros gendtipos, apresentaram
menor tolerancia a glicose. Os resultados mostraram que o uso do transplante de
tecido adiposo facilita a geracdo e manutencdo de colbénias de camundongos
deficientes para leptina, aumenta a capacidade de ampliagéo rapida das coldnias
e reduz custos e desperdicios de animais. Os animais nocaute para os receptores
de cininas apresentam fendétipo diferente de seus controles. Desta forma podem
ser usados para elucidar a influéncia do sistema calicreina-cininas na obesidade
morbida e o comportamento fisioldgico deste sistema na auséncia de leptina.
Estes resultados sugerem que os polimorfismos ligados aos genes do sistema
caicreina-cininas sédo alvos para estudo das causas genéticas da diabetes tipo 2

na obesidade morbida.

Palavras chaves: 1. Obesidade 2. Cininas 3. Leptina 4. Modelos Biologicos 5.
Camundongos



Abstract

The prevalence of obesity increased worldwide in the last decades,
bringing the consequent metabolic alterations and related diseases like diabetes,
hypertension and dyslipidaemia. Despite this epidemia being a consequence of
environmental and behavioural alterations, obesity develops because of pre-
existent genetic characteristics which predispose people to both overweight and
related diseases. The knowledge of the genes involved in this process will allow
the development of more effective treatments and the animal models have been
an important tool for the study of these factors and its alterations in organism as a
whole. Mice are used very often in research for having genetic basis very similar to
human being’s, for being small and easy to manipulate and breed. The leptin
deficient mouse (ob/ob) is one of he most used model in the study of obesity. At
the same time, in the last decades it has been shown that the kallikrein-kinin
system has an important role on metabolism control interfering even in the
signalling pathway of insulin and leptin receptor. In this work we used techniques
to revert the infertility of ob/ob mice and we used them to generate two new
models that combine both leptin and kinin receptors deficiency. After the
generation of the animals we made their morphologic and glycaemia
characterization. The three genotypes are morphologically similar showing little
alterations in body development and weight of some organs like spleen, liver and
hart. They show different patterns of fat deposition in adipose tissue. The animals
deficient for both kinin receptors (ob/obB1B2-/-) have small inguinal fat depots.
Glycaemic evaluations were done by glucose tolerance and insulin resistance
tests. Insulin levels were also evaluated. The ob/obB1b2-/- mice demonstrated
more expressive insulin resistance when compared with its controls. That
worsened insulin resistance was compensated in males by higher rates of insulin
release, which didn’t occur in females that with the similar amount of serum insulin
as the other genotypes presented lower glucose tolerance. These results showed

that the use of adipose tissue transplantation facilitates the generation ad



maintenance of leptin deficient mouse colonies, increases the capacity of quick
amplification of those colonies and reduces costs and number of non-used
animals in these processes. Knockout mice for kinin receptors have different
phenotype when compared to its controls and they can be used to elucidate the
influence of kallikrein-kinin system in morbid obesity and the physiologic behaviour
of this system in the absence of leptin. Therefore, the polymorphisms linked to the
kallikrein-kinin system genes are good targets for the study of the genetic causes

of type 2 diabetes in morbid obesity.

Key Words: 1. Obesity, 2. Kinins, 3. Leptin, 4. Biological Models, 5.Mice
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1 Introducéo

1.1 A obesidade no século XXI

A obesidade é uma condigdo do organismo na qual a reserva de energia,
que estd armazenada na forma de gordura, apresenta-se aumentada e esta
associada a certas doengas e ao aumento da taxa de mortalidade. Apesar de se
tratar de uma condi¢do clinica do individuo, tem sido vista como um grave
problema de saude publica (MOKDAD et al., 1999; MOKDAD et al., 2001;
FLEGAL et al., 2002; MOKDAD et al., 2004; FLEGAL et al., 2005). O excesso de
reserva energética na forma de triglicerideos (triacilglicerol, TG) no organismo dos
mamiferos, incluindo humanos, predispde a doengas diversas como disturbios
cardiovasculares, hipertensdo, dislipidemia, diabetes mellitus tipo I, sindrome
metabdlica, osteoartrite e apnéia do sono (MALNICK e KNOBLER, 2006).

Durante milhdes de anos, a evolugédo da espécie humana, assim como de
outros mamiferos, foi feita pela pressao de sele¢cao natural em um ambiente onde
muitas vezes havia a escassez de alimentos (BELLISARI, 2008). O individuo,
além de ser capaz de se defender contra as agressdes do meio ambiente, de
outros animais ou microrganismos patogénicos, precisava dispor de mecanismos
regulatorios eficientes que lhe permitisse preservar uma quantidade adequada de
energia para sua sobrevivéncia e reprodugdo. Um sofisticado sistema de
regulacdo da massa corporea, envolvendo diversos mecanismos e sistemas
organicos como o sistema nervoso limbico, autbnomo e enddcrino, foi
desenvolvido e selecionado de forma a reagir eficientemente sempre no sentido
de preservar a quantidade de energia armazenada. Este sistema sofreu muito
pouca pressao de selecdo no sentido oposto, ou seja, poucos dispositivos foram
desenvolvidos para evitar que houvesse um aumento excessivo da massa
corporea. Desta forma o organismo humano € muito eficiente para impedir a

perda da massa corpdrea e consequentemente das reservas energéticas, mas



pouco eficiente na regulagdo do excesso de peso (KEESEY e HIRVONEN, 1997;
BELLISARI, 2008).

Uma importante mudanca ambiental ocorreu no final do século XX com
relacdo a qualidade e disponibilidade de alimentos, e também no tipo de atividade
laboral desenvolvida pelas pessoas de muitos paises, principalmente dos paises
mais desenvolvidos (MOKDAD et al., 1999). O estilo de vida contemporaneo das
pessoas residentes nestes locais, onde ha grande fartura de recursos financeiros
e de oferta de alimentos prontos, os chamados “fast-foods”, favorece a ingestao
excessiva de calorias. Somado a esse fato ocorreu a redugao da atividade fisica
desprendida no desenvolvimento das atividades diarias relativas as novas
profissbes, favorecendo o surgimento da obesidade (MANSON et al., 2004;
BELLISARI, 2008).

Em geral individuos s&o considerados obesos se o indice de massa
corporal (IMC = peso / (altura)2) for maior que 30, e apresentam sobrepeso se o
mesmo estiver entre 25 e 30. No entanto, outros critérios mais exatos podem ser
utilizados para definir pacientes com obesidade, dentre eles a relagao
cintura/quadril e a porcentagem de gordura corporal.

Entre 1991 e 2000, nos Estados Unidos das Américas, houve um
aumento de 12,0% a 19,8% na incidéncia da obesidade na populagao (IMC > 30
kg/m?, indice usado por Mokad e cols.). Em alguns estados o indice de obesos
chegava a 24,3 % em 2000 (MOKDAD et al., 1999; MOKDAD et al., 2001). Esta
tendéncia tem se repetido em diversos paises como lItalia e Brasil (CALZA et al.,
2008). Em nosso pais, 0 numero de pessoas com sobrepeso vem aumentando
anualmente chegando a taxas acima de 50 % (IMC > 25 kg/m?) em mulheres
entre 40 e 79 anos nas regides do nordeste e sudeste do pais (ABRANTES et al.,
2003).

O aumento nos indices de obesidade traz consequéncias a Saude
Publica, pois esta condicao predispde a diversas doencgas, como a diabetes e a
hipertensdo. No Brasil foram gastos US$ 243,9 milhées por ano (2,2% do

Orgamento do Ministério da Saude), entre 1999 e 2001, unicamente com



internagdes atribuidas a diabetes mellitus (Epidemiol. Serv. Saude, Brasilia,
17(2):123-153, abr-jun 2008).

1.2 Doencas resultantes da obesidade

A obesidade, assim como a condi¢ao que a precede, ou seja, 0 €xcesso
de massa corpoérea, tem aumentado em todo o planeta nas ultimas décadas e
estdo ligadas a diversas causas como as genéticas, metabdlicas,
comportamentais e ambientais (MALNICK e KNOBLER, 2006; TOSCHKE et al.,
2008). O rapido aumento da prevaléncia da obesidade sugere que causas
ambientais e de comportamento sejam as influéncias predominantes para a atual
pandemia desta condig¢ao biolégica (ROWLAND et al., 2008).

Uma associagdo direta entre obesidade e doengas como diabetes
mellitus, hipertensdo e doengas cardiacas isquémicas ja esta bem conhecida.
Existe uma correlacdo muito forte entre o excesso de massa corporea e a
mortalidade dos individuos, aumentando o risco de 6bito com o aumento do IMC
destas pessoas (YANAI et al., 2008). Fatores como o tabagismo e o estresse
aumentam as chances de mortalidade nesse grupo de pessoas. Nos ultimos anos
a morte por doengas relacionadas a obesidade tem reduzido, apesar do aumento
da prevaléncia de pessoas obesas, principalmente pelos avancos nos cuidados
médicos e preventivos destas doencas (MALNICK e KNOBLER, 2006).

Este trabalho visa o estudo da obesidade no que se refere principalmente
a resisténcia a insulina e a homeostase da glicose. Desta forma procuraremos

descrever as bases moleculares envolvidas nestes processos.

1.2.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus € o nome dado a um grupo de doencgas relacionadas

com a condicdo de hiperglicemia persistente. Sua patogénese é complexa e



envolve diversas alteracdes metabdlicas e enddcrinas alterando o metabolismo de
carboidratos, lipideos e proteinas. Esta condicdo pode ser devida a falta ou
insuficiéncia na secregao de insulina (diabetes tipo 1), ou no desenvolvimento de
resisténcia a este horménio pancreatico (diabetes tipo 2). A diabetes do tipo 1 é
causada pela destruicdo das células beta das ilhotas pancreaticas por um
processo auto-imune, desencadeado em pessoas geralmente jovens. A falta de
insulina torna os tecidos muscular e adiposo incapazes de absorverem a glicose
sanguinea de forma adequada. Estas pessoas costumam ser magras e o
tratamento constitui da reposicdo do hormdnio através de inje¢cdes. A diabetes
mellitus tipo 2 costuma ter seu aparecimento mais tardio, apesar de sua
incidéncia ter aumentado em criancas e adolescentes nas duas ultimas décadas.
Ela é caracterizada pelo aumento dos niveis glicémicos relacionado a resisténcia
a insulina (RI). Varias teorias estdo sendo estudadas quanto as causas do
aparecimento desta condicdo, mas seu complexo mecanismo fisiologico ainda
nao foi completamente elucidado.

Existe uma forte associagdo entre obesidade e diabetes mellitus tipo 2.
Esta correlagdo persiste em ambos os géneros e em qualquer grupo étnico. O
ganho de peso parece preceder o aparecimento da condigao de diabetes, a qual
esta relacionada principalmente a condicdo de RI e a disfungao das células B das
ilhotas pancreaticas (KAHN, 2001). Tanto a obesidade quanto a diabetes tipo 2
estdo associadas a Rl, mas a maioria dos obesos ndo desenvolve hiperglicemia.
Em condicbes normais, as células  das ilhotas pancreaticas, reagem a
diminuicdo da sensibilidade a insulina com uma maior liberagdo de seus granulos
citoplasmaticos na circulagédo, sobrepondo a resisténcia e mantendo normal o
indice glicémico e a tolerancia a glicose (PERLEY e KIPNIS, 1966; POLONSKY et
al., 1988; REAVEN e CHEN, 1988; KAHN et al., 1993). Para a obesidade e a RI
estarem relacionadas com a diabetes tipo 2, é necessario que a liberacdo de
insulina pelas ilhotas pancreaticas seja insuficiente para compensar a redu¢ao na
sensibilidade a insulina (KAHN, 2001). Disfungdo das células 3 ocorre em
individuos que ainda nao apresentam diabetes tipo 2. Estes apresentam glicemia

normal, estdo predispostos a doenga, mas suas células produtoras de insulina ja



mostram alteragdes na resposta aos estimulos secretores de insulina, sendo este
um estagio anterior ao desenvolvimento de diabetes (KAHN, 2001).

Flutuagdes na sensibilidade a insulina durante a vida do individuo € uma
condigéo fisiolégica normal e comum. Resisténcia a insulina € observada na
gestacao (BUCHANAN et al., 1990), na puberdade (MORAN et al., 1999) e com o
envelhecimento (DEFRONZO, 1979). Por outro lado, alteragbes no estilo de vida,
como o consumo de carboidratos (CHEN et al., 1988) e aumento de atividade
fisica regular (GOODYEAR e KAHN, 1998), aumentam a sensibilidade a insulina.

A liberagao de acidos graxos nao esterificados (AGNEs) pelo tecido
adiposo pode ser o fator critico mais importante na modulagdo da sensibilidade a
insulina. Os AGNEs estao associados com a Rl e sua liberacdo esta aumentada
tanto na obesidade quanto na diabetes tipo 2 (REAVEN et al., 1988; BODEN,
1997). Apenas algumas horas apos o aumento de AGNEs no sangue de humanos
inicia-se a instalagdo da Rl (RODEN et al., 1996), e inversamente, a sensibilidade
a insulina aumenta com a administragcdo de drogas antilipogénicas devido a
diminuicdo aguda dos AGNEs (SANTOMAURO et al, 1999). O mecanismo
molecular envolvido no aumento da RI pelos AGNEs pode estar ligado ao
aumento dos metabdlitos resultantes da oxidacdo de uma excessiva quantidade
intracelular de acidos graxos, como o diacilglicerol (DAG), acil-coenzima-A (Acil-
CoA), e ceramidas, os quais ativam a cascata da serina/treonina quinase levando
a fosforilagdo de serina e treonina no substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1) e
substrato do receptor de insulina-2 (IRS-2) diminuindo sua capacidade de ativar a
PI3K (SHULMAN, 2000) e consequentemente reduzindo os eventos

subsequentes da cascata ativada pelo receptor de insulina.

1.2.2 Sindrome Metabdlica

Na década de 20, Eskil Kylin descreveu pela primeira vez a associagao

entre hipertensao, hiperglicemia e gota (KYLIN, E, 1923). No entanto, foi s6 com o

aumento da prevaléncia da obesidade nos ultimos anos que pesquisadores e



clinicos passaram a utilizar o termo “sindrome metabdlica” para agrupar
individuos que apresentavam obesidade e dois ou mais sintomas associados,
com o intuito de facilitar o diagndstico, o tratamento e o estudo desses pacientes
(ALBERTI et al., 2005).

Uma caracteristica comum as diversas patologias associadas a sindrome
metabdlica é a participacdo do processo inflamatorio como importante agente
etiopatogénico. A obesidade, por exemplo, € considerada um quadro de
inflamacado crénica moderada (DANDONA et al, 2004; WELLEN e
HOTAMISLIGIL, 2005; TILG e MOSCHEN, 2006). Essa conclusao € oriunda de
trabalhos mostrando que mediadores inflamatérios estdo aumentados em
pacientes obesos, dentre eles o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), a proteina
C reativa (CRP), a interleucina 6 (IL- 6) e o inibidor do ativador do plasminogénio
1 (PAI-1) (revisados por DANDONA et al., 2004). Além disso, inumeros estudos
sugerem uma importancia para esses mediadores inflamatérios no
desenvolvimento das doengas associadas a obesidade. O TNFa, a IL-6 e a
proteina quimioatrativa de monécitos (MCP-1) sdo alguns dos agentes pro-
inflamatérios que também séo considerados potentes indutores de resisténcia a
insulina (HOTAMISLIGIL et al., 1993; KANDA et al., 2006). A administragcéo
cronica de TNFa em camundongos € capaz de inibir varias etapas da cascata de
sinalizacao da insulina, levando a diminuicdo da atividade de tirosina quinase do
receptor de insulina, da fosforilagdo do substrato do receptor de insulina 1 (IRS1)
(FEINSTEIN et al.,, 1993) e da sintese do transportador de glicose do tipo 4
(GLUT4) (STEPHENS e PEKALA, 1991). Aléem disso, animais obesos em que a
funcdo do TNFa foi perdida, tanto pela delecdo do gene que codifica o TNFa
quanto os que codificam seus receptores, apresentam um aumento significativo
da sensibilidade a insulina sistémica.

Os mecanismos gerais pelos quais a inflamagdo induz resisténcia a
insulina foram propostos recentemente. De maneira geral, as citocinas
inflamatérias sdo capazes de induzir estresse oxidativo e de reticulo
endoplasmatico, que foram relacionados ao desenvolvimento de resisténcia a
insulina (WELLEN e HOTAMISLIGIL, 2005). Dessa maneira, os estimulos



inflamatérios e o estresse celular resultam na ativacdo de serina/treonina
quinases, como a quinase c¢c- Jun-N-terminal (JNK) e o inibidor da quinase do fator
nuclear kB (IKK), e assim contribuem para a inibicdo da sinalizagao da insulina
(ZICK, 2003).

Além do importante papel na regulagdo da homeostase glicémica, os
mediadores inflamatorios aumentados na obesidade, em particular o TNFa, o PAI-
1 e a CRP, estdo associados ao maior risco de aterosclerose em camundongos
obesos (SAMAD e LOSKUTOFF, 1999). Finalmente, algumas citocinas pré-
inflamatérias estdo relacionadas ao desenvolvimento de dislipidemia, hipertensao
e outras doencgas cardiovasculares em individuos obesos (FERNANDEZ-REAL e
RICART, 2003).

1.3 O tecido adiposo

O tecido adiposo (TA) € um tecido presente apenas em animais e que tem
como principal caracteristica a capacidade de armazenar grande quantidade de
lipideos na forma de triacilglicerol (TG). Classificado como um tecido conjuntivo,
tem sua origem no mesoderma e esta distribuido por todo o organismo animal, na
forma de grandes massas teciduais localizadas em regides especificas como no
subcutaneo e peritbnio, mas também em pequenas quantidades associadas a
outros tecidos como o tecido conjuntivo propriamente dito, medula Ossea e
musculo esquelético. Conforme o tipo celular e fungao, o tecido adiposo pode ser
dividido em dois tipos: o tecido adiposo marrom (multilocular); e o tecido adiposo
branco (unilocular). O tecido multilocular esta presente apenas em pequenas
quantidades nos mamiferos adultos, com exceg¢do dos animais que hibernam,
sendo mais abundantes nos neonatos inclusive no humano. As células deste
tecido apresentam grande quantidade de pequenas vesiculas de armazenamento
de TG rodeadas por inumeras mitocéndrias. A grande quantidade de
mitocéndrias e proteinas desacopladoras (proteinas capazes de transferir protons

do espacgo intermembranas das mitocondrias para a matriz mitocondrial sem a



passagem pelo complexo protéico chamado ATP-Sintase), tras a este tecido a
propriedade de produgcao de energia térmica, estando este relacionado a termo-
regulagdo em animais homeotermos.

O tecido adiposo branco (TAB) esta presente em maior quantidade nos
organismos que o tecido adiposo marrom, e €& o principal tecido de
armazenamento de energia na forma de lipideos nos vertebrados. Suas células
tém um nudcleo oval, e uma pequena quantidade de citoplasma, ambos
deslocados para as extremidades da célula por uma enorme vesicula repleta de
lipideos na forma de TG. Estas células chamadas de adipdcitos sdo abastecidas
por uma rede de vasos sanguineos e entremeadas por células do sistema imune,
principalmente os macrofagos. Além destas células, encontramos entre os
adipécitos, células progenitoras cuja nomenclatura extensa e variada muitas
vezes se refere a um mesmo tipo celular. Estas células, antigamente conhecidas
simplesmente como preadipécitos, hoje sdo reconhecidas pela sua capacidade de
formar diversos tipos celulares como fibroblastos, condroblastos, midcitos,
osteoblastos, neurbnio, vasos sanguineos e adipdcitos. Desta forma o termo
préadipécito tem sido substituido para dar lugar a termos como células-tronco
adultas derivadas do tecido adiposo, células-tronco derivadas do tecido adiposo
(ADSC), células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo, células-tronco
mesenquimais, células mesenquimais, células progenitoras mesenquimais, entre
outros. As ADSCs fazem parte de um sistema de reposicdo celular no TAB
finamente regulado. Em 2008, SPALDING e cols. demonstraram que o TAB esta
em continua renovacgao celular e estimaram que aproximadamente 10% dos
adipdcitos sado renovados todos os anos e que este pode ser um alvo importante
para o tratamento da obesidade (SPALDING et al.,, 2008). A quantidade de
ADSCs no TAB nunca antes foi relacionada com as cininas e seus receptores,

sendo motivo de estudo neste trabalho.



1.3.1 Funcéo endocrina do tecido adiposo

Até 15 anos atras, o TA era visto apenas como um tecido de
armazenamento de gordura, protegdo contra choques mecanicos e isolamento
térmico. A partir da identificagdo e sequenciamento do gene da leptina em 1994
(ZHANG et al., 1994), o tecido adiposo passou a ser reconhecido como um
importante sinalizador para a regulagdo da homeostase do organismo. Este
reconhecimento da fungdo enddcrina do tecido adiposo desencadeou uma corrida
para se identificar outras substancias produzidas no TA que tivessem funcao
reguladora. De fato estes estudos resultaram na identificagao de diversos fatores
que foram genericamente chamados de adipocinas (GREGOIRE, 2001;
FANTUZZI, 2005; TRAYHURN e WOOD, 2005). Hoje € conhecido que o fator de
risco mais importante para o desenvolvimento da sindrome metabdlica é a
obesidade. O TA modula o metabolismo liberando acidos graxos nao esterificados
(AGNEs), dlicerol, horménios e citocinas pro-inflamatérias (WELLEN e
HOTAMISLIGIL, 2005; SCHERER, 2006; SHOELSON et al., 2006). Diversos
destes produtos do TA estdo ligados a Rl e tém sua produgdo aumentada na
obesidade. De modo resumido podemos citar alguns deles como: a) a proteina
ligada ao retinol-4 (RBP4), que induz a Rl pela reducdo da sinalizagdo da
fosfatidilinositol-3-OH-quinase (PI3K) no musculo e aumenta a expressdo da
enzima fosfoenolpiruvato-quinase no figado, aumentando a gliconeogénese
(YANG et al, 2005); b) a adiponectina que age inversamente a anterior
aumentando a sensibilidade a insulina pela estimulagdo da oxidagdo dos acidos
graxos de maneira dependente da ativagdo da proteina quinase ativada por AMP
(AMPK) e dos receptores proliferadores peroxissomais alfa (PPAR-q)
(KADOWAKI et al.,, 2006; SCHERER, 2006); c) fatores liberados por outras
células que fazem parte da populacido do TA como o fator de necrose tecidual-a
(TNF-a), interleucina-6 (IL-6), proteina quimioatraente de monécitos-1 (MCP-1) e
produtos adicionais de macréfagos que podem estar ligados ao desenvolvimento
da diabetes (FAIN et al., 2004; WELLEN e HOTAMISLIGIL, 2005). Os fatores do
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item “c” sdo mediadores de inflamagao além de atrair macréfagos para o tecido
adiposo desencadeando um processo auto-alimentado de inflamacéo e atracao
de células inflamatérias podendo estar ligados a resisténcia a insulina
(WEISBERG et al., 2003; XU et al., 2003).

Dois principais compartimentos mantém depédsitos de TA: a cavidade
abdominal e o tecido subcutédneo. As células do TA destes diferentes depdsitos
tém metabolismos diferentes, como por exemplo: a gordura abdominal expressa
mais genes que codificam proteinas secretorias e proteinas responsaveis por
produgao de energia (MAEDA et al., 1997). A quantidade de proteinas liberadas
pelos TAs também diferem com relagado a sua posigao anatébmica (MOTOSHIMA
et al., 2002; FAIN et al.,, 2004). A secrecao de adiponectina pelos adipécitos
omentais € maior do que aquela aferida nos adipdcitos do tecido subcutaneo, e a
quantidade liberada por estes adipdcitos esta mais fortemente relacionada
negativamente ao indice de massa corpérea (IMC) nos humanos (MOTOSHIMA
et al., 2002). Pequenos adipécitos expressam mais adiponectina que os grandes
adipdcitos, e o TA omental possui células menores que o TA subcutaneo
(REYNISDOTTIR et al., 1997). Embora cada célula do TA omental secrete mais
adiponectina, o tecido adiposo subcutdneo € muito mais volumoso e € o principal
responsavel pelos niveis de adiponectina circulantes.

O TA intra-abdominal é mais lipolitico € menos sensivel ao efeito
antilipolitico da insulina (MONTAGUE e O'RAHILLY, 2000). Estas caracteristicas
fazem com que ele libere grandes quantidades de AGNEs. Devido a sua posi¢cao
anatbmica, estas moléculas sao liberadas diretamente no sistema porta expondo
rapidamente o figado a concentragdes altas de AGNEs, o que ndo ocorre quando
a lipdlise é proveniente do TA periférico. Isso pode explicar porque o figado se
torna resistente a insulina enquanto que os tecidos periféricos ainda ndo o sao
(KIM et al., 2003).
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1.3.2 A leptina na regulagédo da homeostasia do organismo

Muitos genes e seus produtos tém sido relacionados a obesidade. Dentre
estes, a leptina, produto da expressdo do gene OB, tem um papel fundamental.
Leptina € um importante horménio com diversas fungbes. Ela é produzida
principalmente no TA, assim como, em pequenas quantidades, em outros 6rgaos
e tecidos como o estébmago (BADO et al., 1998), o epitélio mamario (CASABIELL
et al., 1997), a placenta (HOGGARD et al., 1997; MASUZAKI et al., 1997;
CASTELLUCCI et al., 2000), o musculo esquelético e o coragao (CASABIELL et
al., 1997). A leptina tem influéncia em varias fungbes bioldgicas incluindo a
reprodugéo (iniciacdo da puberdade), as respostas imunes e inflamatérias (LAM e
LU, 2007), hematopoiese (FANTUZZI e FAGGIONI, 2000), angiogénese
(RAHMOUNI e HAYNES, 2005) e formacéao 6ssea (KARSENTY, 2001). A leptina
€ primariamente relacionada com a obesidade porque faz parte de um mecanismo
de “realimentacdo” que sinaliza aos centros reguladores no sistema nervoso
central (SNC) diminuindo a ingestdo de alimentos e promovendo a regulagédo da
massa corpérea e do gasto energético. Esta sinalizagdo da leptina ao sistema
nervoso central tem sido demonstrada em numerosos experimentos com modelos
animais (HOFBAUER, 2002). O gene OB humano esta localizado no cromossomo
7 (7931.3) e é composto por trés exons e dois introns formados por 18 kb (ISSE
et al., 1995; GONG et al., 1996). O gene codifica para uma proteina constituida de
166 aminoacidos incluindo o peptideo sinal (MASUZAKI et al., 1995).

A leptina age principalmente através do receptor de leptina (OBR). O gene
OBR esta localizado no cromossomo 1 (1p31) em humanos e é constituido de 18
exons e 17 introns. O gene codifica para uma proteina com 1162 aminoacidos
(CHUNG et al., 1996; MEIER e GRESSNER, 2004). Existem algumas isoformas
entre os produtos do OBR e uma das variantes de “splice” produzida por este
gene produz a maior isoforma do receptor contendo o mais longo dominio
intracelular (OB-rb). Esta € a isoforma que tem a capacidade de sinalizar para a

célula ativando o efeito da leptina, e esta constitutivamente expressa no cérebro
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humano (CAMPFIELD et al., 1996; BURGUERA et al., 2000; HEGY!I et al., 2004)
sendo altamente expressa no hipotalamo e cerebelo (CONSIDINE et al., 1996;
BURGUERA et al., 2000).

A liberacao de leptina tem uma forte correlacdo com a quantidade de TA
no organismo e desta forma sinaliza ao SNC a quantidade de energia estocada
(FREDERICH et al., 1995; WEIGLE et al., 1997). Desta forma quanto maior a
quantidade de TA maior a quantidade de leptina circulante. Os individuos obesos
possuem uma maior quantidade deste horménio anorexigeno do que os
individuos magros, mas, paradoxalmente, possuem maior apetite (SCHWARTZ,
PESKIND et al., 1996). Para a leptina fazer sua agédo no SNC ela precisa passar
pela barreira hematoencefalica (BHE). Somente desta forma ela encontra seus
receptores no SNC sinalizando a quantidade de energia estocada e ativando a
regulacao da ingestado alimentar e do gasto energético, ajudando assim a regular
a quantidade de gordura estocada (HALAAS et al., 1995; PELLEYMOUNTER et
al., 1995; JORGENSEN et al., 1998; FAROOQI et al., 2001; JEON et al., 2003;
LICINIO et al., 2004).

Muitos fatores tém influéncia nos niveis circulantes de leptina. Por
exemplo, a quantidade de leptina produzida pelo TA pode ser influenciada pelo
comportamento alimentar (KOLACZYNSKI, CONSIDINE et al., 1996;
KOLACZYNSKI, OHANNESIAN et al., 1996; KORBONITS et al., 1997; WEIGLE
et al., 1997; LEVINE et al., 1999). Tanto a superalimentagcéo por curto prazo (12
h) quanto por longo prazo (2 a 8 semanas) resulta em aumento da expressao de
leptina e aumento dos niveis deste horménio no sangue de pessoas sadias
(KOLACZYNSKI, OHANNESIAN et al., 1996; LEVINE et al., 1999). Os niveis
séricos de leptina também sdo maiores em mulheres do que em homens
(OSTLUND et al., 1996; KENNEDY et al., 1997; SAAD et al., 1997), diminuem
com o envelhecimento (OSTLUND et al., 1996), sao reduzidos no exercicio fisico
e com o treinamento (HICKEY et al., 1997; KELLER et al., 2005) e aumentam
com a ingestao de glicose (WELLHOENER et al., 2000).

A leptina exerce seus efeitos regulatorios centrais de controle da ingestao

de alimentos e massa corporea através de seus receptores localizados no
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hipotalamo (SCHWARTZ, SEELEY et al., 1996; VAISSE et al., 1996; SATOH et
al., 1997). Ao se ligar a estes receptores a leptina influencia a atividade de varios
neurdnios hipotalamicos e a expressao de varios neuropeptideos orexigenos e
anorexigenos. Os peptideos anorexigenos que tém sua expressédo influenciada
pelos niveis de leptina incluem: pré-opiomelanocortina (POMC), transcrito
regulado pela cocaina e anfetamina (CART), peptideo semelhante ao glucagon-1
(GLP-1), neurotensina, horménio liberador de corticotrofina (CRH) e fator
neurotréfico derivado do cérebro (GOLDEN et al.,, 1997; KRISTENSEN et al.,
1998; SAHU, 1998; MEISTER, 2000; BARIOHAY et al., 2005). Entre os peptideos
orexigenos cuja expressao sofre influéncia da agéo da leptina é importante citar o
neuropeptideo Y (NPY), o horménio concentrador de melanina, a proteina agouti-
relacionada (AgRP), a galanina e o peptideo semelhante a galanina
(SCHWARTZ, SEELEY et al., 1996; SAHU, 1998; LOPEZ et al., 2000; MEISTER,
2000; ARVANITI et al., 2001; KUMANO et al., 2003).

Os neurdnios anorexigenos e orexigenos estdo localizados em regides
especificas do hipotdlamo como no nucleo arcado (ARC), hipotalamo lateral,
nucleo paraventricular e hipotalamo perifornical (COWLEY et al.,, 2003). Estes
neurdnios reguladores interagem entre si para o controle influenciando o controle
da ingestao alimentar (TRITOS et al., 1998; HORVATH et al., 1999; COWLEY et
al., 2003).

1.4 Camundongos modelos de obesidade

O desenvolvimento de modelos animais de obesidade é uma importante
ferramenta para o estudo e desenvolvimento de tratamentos para esta condicao
em humanos. Os camundongos sao modelos ideais, pois possuem genética
similar a dos seres humanos, sao pequenos, de facil manipulacdo, sendo faceis
de manter e criar. Atualmente as técnicas de manipulagdo genética destes

animais se tornaram rotineiras nos laboratérios. Por isso, muitas das pesquisas
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sobre a etiologia da obesidade em humanos sao feitas em modelos de
camundongos.

A obesidade € uma caracteristica facil de observar nos camundongos e
varias alteragdes genéticas que estdo envolvidas com esta condigdo ja estdo bem
caracterizadas. Dos modelos, o mais antigo deles é o que possui a mutagéo no
gene agouti, entretanto os modelos de obesidade que possuem mutagdes no
gene do horménio da saciedade leptina (ob) ou no seu receptor (db) sdo os mais
estudados (PERRY et al., 1994; ZHANG et al., 1994; TARTAGLIA et al., 1995).
Camundongos apresentando estas mutagcbes sao hiperfagicos e desenvolvem
obesidade severa logo apés o desmame. Eles desenvolvem também forte
resisténcia a insulina, baixo gasto energético e infertilidade. A administragao de
leptina em camundongos ob/ob reverte o seu fenétipo com perda de peso devida
a reducédo da ingestdo alimentar, normalizagao dos niveis glicémicos e de insulina
sérica e recuperacao da fertilidade. Pessoas deficientes para leptina sao raras,
entretanto este modelo é muito usado para a compreensao dos efeitos da leptina
e sua sinalizagdo nas células. Os animais db/db possuem leptina mas nao
possuem seus receptores funcionais (CHARLTON, 1984), ndo sendo sensiveis a
aplicagdo de leptina exdgena. Este modelo é mais usado para o estudo de
resisténcia a leptina.

Outros modelos animais de obesidade incluem tuddy e carboxipeptidase
E (NAGGERT et al., 1995; KLEYN et al., 1996). O camundongo tuddy desenvolve
obesidade de inicio tardio, mas o mecanismo para esta resposta é desconhecido.
Esta mutagao esta associada com degeneracgao de retina e surdez hereditarias. A
proteina codificada pelo gene tuddy parece ser um fator de transcrigao ativado por
receptores acoplados a proteina G (SANTAGATA et al.,, 2001), mas os genes
regulados pela proteina tuddy ainda nao estdo bem descritos. Mutagdes
homologas ao gene tuddy em humanos foram encontradas, mas n&o parecem
levar a obesidade. O gene da carboxipeptidase E codifica uma enzima ligada as
alteracdes poés traducionais de muitos pré-hormoénios, incluindo pré-insulina e pré-
opiomelanocortina. Desta forma ha uma reducédo da liberacdo de ligantes do

receptor de melanocortina presente no hipotalamo, diminuindo assim a resposta
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da melanocortina pela leptina, causando hiperfagia, obesidade tardia além de
resisténcia a insulina e infertilidade nos animais. Isso indica que a infertilidade
causada pela deficiéncia de leptina também pode estar ocorrendo através do
sistema melanocortina. Estes modelos podem ser Uuteis para o estudo de raros
casos de obesidade e diabetes tipo 2 em pessoas portadoras de mutacido no
gene da carboxipeptidase E.

A mais de um século foi descrito um camundongo com obesidade
genética e de coloragdo amarelada chamado de camundongo agouti. Entretanto o
gene agouti foi clonado e identificado somente em 1992 (BULTMAN et al., 1992).
O gene agouti é expresso apenas de forma transiente nos melandcitos
produzindo um pigmento amarelo/vermelho (feomelanina) e inibindo a produgéo
do pigmento eumelanina que tem cor marrom (LU et al., 1994; MILLAR et al.,
1995). A regulacdo do gene da feomelanina é feita pelo hormdnio melandcito-
estimulador alfa através de sua ligagdo ao receptor de melanocortina-1. A
expressao ectopica do gene agouti ocorre em 5 diferentes linhagens de
camundongos. Algumas delas produzem animais com coloragdo alterada,
obesidade tardia, diabetes tipo 2, hiperlipidemia e infertilidade. A expressao
ectopica da proteina agouti tem sido responsabilizada por estes efeitos (KLEBIG
et al., 1995). Em humanos, agouti € expressa em diversos tecidos inclusive no
tecido adiposo, sugerindo que pode estar envolvida no controle do metabolismo
energético (KWON et al., 1994). A expressao aumentada da proteina agouti no
tecido adiposo de um modelo transgénico de camundongo gerou animais mais
pesados, sem que eles comessem mais que seus controles, sugerindo que o
aumento da massa corpdérea seja devido a alteragcdo do gasto energético
(MYNATT et al., 1997). Os efeitos da proteina agouti estdo relacionados ao
sistema da melanocortina, em especial ao receptor 4 de melanocortina (Mc4r)
localizados no hipotalamo (CONE et al., 1996).

Outros animais tém sido gerados para o estudo das alteragdes
metabdlicas relacionadas com a obesidade. Entre eles podemos citar o
camundongo nocaute para Mc4r, com obesidade juvenil e diabetes independente

de insulina; o nocaute para o Neuro-peptideo Y (NPY), o qual apresenta ingestao
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normal, mas que quando cruzado com animal ob/ob apresenta reducdo na
ingestao alimentar e massa de tecido adiposo, aumento na temperatura corporea
e da atividade espontanea. Outros modelos como o descrito, que combina
animais ob/ob com outros tipos de alteragcdes genéticas sdo muito uteis para o
estudo da obesidade. Como exemplos, podemos citar os cruzamentos entre os
animais ob/ob com o camundongo nocaute para o fator de necrose tumoral
(WELLEN et al.,, 2004), com o nocaute para o inibidor do ativador do
plasminogénio-1 (SCHAFER et al., 2001), com o nocaute para a proteina
semelhante ao glucagon-1 (SCROCCHI et al.,, 2000), o animal deficiente para
interleucina-10 (SIEGMUND et al., 2004), entre outros.

1.4.1 Camundongos ob/ob

A sindrome ob/ob em camundongos foi descoberta em 1950 em uma
colénia de camundongos domésticos e foi transferida para a colénia de
camundongos C57BL, que ja era bem caracterizada na década de 50 (INGALLS
et al.,, 1950), através de cruzamentos. Por apresentarem obesidade juvenil
severa, hiperfagia, hiperinsulinemia e hiperglicemia (MAYER et al., 1953;
GARTHWAITE et al., 1980), tornaram se um dos modelos animais mais usados
para o estudo da obesidade e da diabetes tipo 2. Estes animais possuem grandes
ilhotas pancreaticas (com volume dez vezes maior que do animal normal) com
alta produgao de insulina pelas células B (GEPTS et al., 1960; WESTMAN, 1968).
Adicionalmente os animais apresentam infertiidade e deficiéncia na funcao
imune.

Os camundongos ob/ob sao indistinguiveis de seus irmaos normais até a
segunda semana de idade, quando comegam a ficar mais pesados e a
desenvolver hiperinsulinemia. Estas diferengas ficam muito mais acentuadas na
quarta semana quando comegcam a desenvolver hiperglicemia. A glicose sérica
continua aumentando até o terceiro ao quinto més de idade, ao mesmo tempo em

que os animais apresentam uma ingestdo alimentar muito aumentada e com



17

rapido ganho de peso (WESTMAN, 1968; EDVELL e LINDSTROM, 1995; 1999).
Depois disso, os niveis de glicose vao reduzindo podendo chegar préoximo ao
normal nos animais mais velhos. Os animais continuam muito resistentes a
insulina, mas a tolerancia a glicose aumenta quando nos animais acima de 20
semanas (WESTMAN, 1968; HERBERG et al., 1970).

O aumento do tamanho das ilhotas pancreaticas nestes animais nao
parece estar ligado somente a uma alteragao direta no pancreas, mas sim a uma
resposta das células B a demanda aumentada de insulina. As ilhotas respondem
bem a estimulos liberadores e inibidores na maioria das condi¢cbes experimentais.
As células B das ilhotas possuem receptores para a leptina, a qual inibe a
secregcao de insulina na maioria dos estudos, explicando algumas diferengas
funcionais das ilhotas do ob/ob e seus controles (EMILSSON et al., 1997).

Os niveis de glucagon sao altos nos ob/ob (DUBUC et al., 1977). A
secrecdao aumentada de glucagon € um importante fator nas alteragdes
metabdlicas do ob/ob. A imuno-neutralizagdo do glucagon nos ob/ob melhora o
seu metabolismo (SORENSEN et al., 2006). O glucagon aumenta a liberagao de
glicose para o sangue pelo figado e ha uma correlagdo entre esta liberagao e os
niveis glicémicos em pacientes com diabetes tipo 2 (GASTALDELLI et al., 2000).
Estes dados sugerem que a redugdo do glucagon sérico pode ser um alvo
importante no tratamento de diabetes.

As caracteristicas mais obvias nos ob/ob sdo o grande ganho de peso e a
alta ingestdo de alimentos. Além disso, eles apresentam disturbios de
termoregulacdo e baixa atividade fisica espontdnea. A ingestdo alimentar
aumentada nestes animais é resultante principalmente do aumento da liberagao
do neuropeptideo Y no hipotdlamo e da diminuicdo da liberacdo de sinais
anorexigenos. Outros sistemas regulatorios, entretanto, devem estar envolvidos
no aumento do apetite nos ob/ob, como a insulina, a dopamina e a serotonina. A
insulina € bem conhecida como reguladora de apetite, embora isso ndo tenha sido
muito estudado nos ob/ob (PLUM et al., 2006; PRODI e OBICI, 2006). A
dopamina reduz a ingestéo alimentar e melhora o metabolismo dos ob/ob (BINA e
CINCOTTA, 2000). A serotonina produz efeito semelhante (THRYBOM et al.,
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2001). Outras substancias também alteram a ingestdo dos ob/ob como: drogas
anti-epiléticas (LALONDE et al., 2004), agonistas do receptor canabindide (ZHOU
e SHEARMAN, 2004), ativadores de receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma (EDVARDSSON et al., 2003), endotoxin (FAGGIONI et al., 1997) e
hormdnios da tiredide (DUBUC, 1991).

Os camundongos deficientes para leptina tém baixa temperatura corporea
quando comparados aos controles magros e reduzida resposta termogénica ao
frio (TRAYHURN e JAMES, 1978). Este fato pode estar relacionado com altos
niveis de NPY o qual inibe a termogénese no tecido adiposo marrom
(BILLINGTON et al., 1991). Existem ainda sinais de baixa termogénese tanto no
tecido adiposo branco (TAB) quanto no tecido adiposo marrom (TAM) destes
animais (HANSEN e KNUDSEN, 1982). A proteina desacopladora-1 (UCP-1) esta
diminuida tanto no TAB quanto no TAM nos ob/ob. PPAR[] coativador-1 (PGC-1)
que é importante na regulacéo da UCP-1 pelo estimulo do frio, esta diminuida nos
ob/ob e a leptina aumenta a expressao deste fator no TAB e no TAM, tanto in vitro
como in vivo (KAKUMA et al., 2000).

Entres outras alteracbes metabdlicas dos ob/ob podemos destacar o
efeito da resisténcia a insulina nos musculos. Estes animais possuem aumento de
gordura intracelular no coragdo e no musculo esquelético (JOLLY et al., 1978;
GIACOMELLI e WIENER, 1979). O acumulo de lipideos intracelulares nos
musculos pode contribuir para a RI, pois reduz a captagéo de glicose e a fungéo
mitocondrial (PETERSEN e SHULMAN, 2006; RATTARASARN, 2006). O
principal transportador de glicose nos musculos e no TA é o GLUT-4, o qual tem
sua translocacdo para a membrana celular regulada pela insulina. Este
transportador esta reduzido nos adipdcitos dos ob/ob (GETTYS et al., 1997), mas
nao nos musculos destes animais (BUSE et al., 1997). Outra alteragao importante
€ o fato da gliconeogénese hepatica estar aumentada nos ob/ob (LOMBARDO e

MENAHAN, 1979) o que deve contribuir para a hiperglicemia destes animais.
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1.5 Transplante de tecido adiposo

Os camundongos deficientes para a leptina tém, entre outras
caracteristicas, uma marcante infertilidade. Esta é derivada principalmente da
influéncia da leptina no eixo hipotalamo-hipofise-gonadal (CUNNINGHAM et al.,
1999) (GONZALEZ et al., 2000). A falta da leptina sinaliza ao hipotalamo que nao
ha reservas de energia na forma de tecido adiposo, portanto o animal n&o esta
apto a desenvolver suas fungdes reprodutivas. Desta forma os animais ob/ob
apresentam hipogonadismo, sendo que as fémeas se mantém em anestro e os
machos sao incapazes de desenvolver a espermatogénese adequadamente. A
fertilidade destes animais pode ser restaurada através da administracédo de leptina
exogena (HARRIS et al., 1998). A leptina € agonista dos receptores OB-rb
presentes no nucleo arcado no hipotdlamo promovendo a liberacdo do hormdnio
liberador de gonadotrofinas (GnRH), o qual age na hipdfise liberando os
hormdnios foliculo estimulante e luteinizante (FSH e LH). Estes ultimos sao
responsaveis pela ativagado das gbénadas e regulagao da reproducao (FOSTER e
NAGATANI, 1999; GONZALEZ et al., 2000). A infertilidade destes animais
dificulta sua criacdo, a qual vem sendo feita através do cruzamento de animais
heterozigotos portadores da mutagao ob. Estes animais sdo magros e férteis, mas
o cruzamento de heterozigotos gera apenas um animal ob/ob a cada 4 filhotes
produzidos. A manutencdo e ampliacdo de maternidades mantidas neste
esquema de cruzamento € cara e depende da genotipagem dos animais magros
para verificar quais sao os portadores da mutagao ob. Portanto a restauracéo da
fertilidade dos animais ob/ob é desejavel para a manutengao das colbénias. A
administracdo de leptina exdégena €& extremamente cara sendo inviavel como
técnica de criagcdo. O uso de outros fundos genéticos (“background”) pode
restaurar parcialmente a fertilidade dos ob/ob, mas nao é suficiente para a
manutencdo da coldnia além de implicar em limitagdo do uso dos modelos
animais conhecidos a estes “backgrounds” especificos (HALUZIK et al., 2004).

Uma alternativa para reversao do fendétipo infértil dos ob/ob é a terapia génica.
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Esta foi feita com sucesso, com o uso de vetor viral, mas é dispendiosa para ser
mantida como rotina de um biotério (MUZZIN et al., 1996). A melhor alternativa
para a restauracao da fertiidade destes animais € o transplante de tecido
adiposo. Esta técnica é simples, barata e de facil execug¢do. Ela consiste no
implantes de pequenos fragmentos de tecido adiposo proveniente de animais
magros, irmaos de mesma ninhada, na regido subcutanea dos animais deficientes
para leptina. Através deste procedimento os animais ob/ob perdem peso,
restabelecem o metabolismo glicémico normal e tornam-se férteis (KLEBANOV et
al., 2005). Neste trabalho nos simplificamos a técnica cirurgica do transplante de
TA e mostramos que a reversao da fertilidade é estavel e duradoura. Desta forma,
pode ser usada para a criacao destes animais e para facilitar a geragdo de

animais transgénicos derivados dos ob/ob.

1.6 Sistema Calicreina-cininas

O sistema calicreina-cininas (SCC) esta envolvido em muitos processos
biolégicos, dentre os quais os mecanismos de resposta inflamatéria (BHOOLA et
al., 1992), nocicepgao e transmissao de dor (DRAY e PERKINS, 1993), controle
da pressao arterial (SCHOLKENS, 1996), fluxo local de sangue, transporte de
eletrolitos e glicose, e proliferagdo celular (BHOOLA et al.,, 1992), atuando
também no trato gastrintestinal (NSA ALLOGHO et al., 1998). Além disso, esta
presente no processo de captagao de glicose por células musculares e adipocitos
por meio da translocagdo do principal carreador de glicose nessas células
(GLUT4) para sua membrana citoplasmatica. Esta translocagdo esta direta ou
indiretamente facilitada pela acdo da bradicinina sobre os receptores B2 de
cininas (KISHI et al., 1998).

De um modo geral, esse sistema é composto por: a) substratos
glicoprotéicos precursores (cininogénios), envolvidos na cascata de coagulagéo e
inflamacao; b) enzimas proteoliticas da familia das serino-proteases (calicreinas

tecidual e plasmatica), presentes em células glandulares, neutrofilos e fluidos
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biolégicos; c) peptideos vasoativos (cininas), provenientes da hidrolise dos
cininogénios pelas calicreinas; d) dois receptores transmembranicos especificos
(B1 e B2), acoplados a proteina G (REGOLI et al., 1990; BHOOLA et al., 1992); e)
enzimas que promovem rapidamente o catabolismo das cininas (cininases), de 10
a 50 segundos apods sua formacgao, liberando os agonistas do receptor B1 ou
peptideos inativos.

Este sistema esta representado de forma esquematica na figura 1.

Cininogénio

Calicreina l

Bradicinina Receptor B2
ECA Arginino-carboxipeptidases
Peptideos Des-Arg-Cininas eceptor Bl
Inativos
Cininases
Peptideos

Inativos

Figura 1: Representacdo esquematica do sistema calicreina-cininas.

A acao das calicreinas tecidual e plasmatica em humanos libera os
peptideos vasoativos calidina (Lys-BK) e bradicinina (BK), respectivamente. O
primeiro, gerado pela agdo sobre o cininogénio de baixo peso molecular; e o
segundo, sobre o cininogénio de alto peso molecular (BHOOLA et al., 1992).

As carboxipeptidases N e M, em especial, ttém grande importancia no

SCC por clivarem a arginina C-terminal da Lys-BK e BK (agonistas do receptor
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B2) gerando assim os agonistas do receptor B1, des-Arg'’-calidina e des-Arg®-BK
respectivamente. O metabolismo destas cininas geradas ¢é diferente das primeiras
nos seguintes aspectos: as des-Arg-cininas nao sofrem a acado das arginino-
carboxipeptidases, a enzima conversor de angiotensina (ECA) tem afinidade
muito menor por elas, e a posicdo Phe® na porcdo C-terminal parece protegé-las
da degradacéao por neprilisina (MARCEAU et al., 1998). A figura 2 apresenta um

esquema com os pontos de clivagem da bradicinina.

Endopeptidase 24.15
Aminopeptidase P Cininasell (ECA)

1 Z 2 8 9

Arg-Pro-Pro-GIy-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg

Cininasel (carboxipeptidase N)
DAP4 Prolil-endopeptidase Carboxipeptidase M

Figura 2: Processamento Proteolitico das cininas. Algumas das enzimas
envolvidas no metabolismo da bradicinina e seus pontos de clivagem. ECA,
enzima conversora de angiotensina.

As cininas agem basicamente por ativagdo dos receptores B1 e B2. O
subtipo B2 é constitutivamente expresso, mostrando-se envolvido principalmente
no controle da pressdo arterial, mediando resposta vasodilatadora
perifericamente, e vasoconstritora em ventriculos cerebrais (LINDSEY et al.,

1988), também regulando a excregao de sais e agua do organismo (MUKAI et al.,



23

1996). Em 2001 foi mostrado o aumento da expressao do receptor B2 de
bradicinina nas células musculares lisas vasculares em hiperglicemia diabética
(CHRISTOPHER et al., 2001). A glicose induz a ativagao de proteina quinase C,
que seria mediadora da regulagdo positiva desses receptores, talvez podendo
explicar as alteragcdes vasculares tipicas em diabetes.

O receptor B1, descrito inicialmente em musculatura lisa e fibroblastos de
varias espécies, apresenta-se pouco expresso em condigdes normais, porém sua
expressao é ativada em respostas inflamatorias (BHOOLA et al.,, 1992). Este
subtipo é expresso constitutivamente no musculo liso do trato gastrointestinal
(BHOOLA et al., 1992; PESQUERO et al., 2000) e no endotélio de alguns vasos
sanguineos (BURCH e KYLE, 1992).

Os mecanismos de segundos mensageiros envolvidos na ativagdo dos
receptores B1 e B2 de cininas vém sendo também amplamente estudados, devido
a sua possivel ligacdo com muitos dos efeitos metabdlicos mediados por eles.
Sabe-se que ambos os receptores tém a capacidade de induzir aumento de calcio
intracelular em musculo liso (MATHIS et al., 1996), podendo estar envolvidos na
liberagcdo de oxido nitrico a partir do aminoacido L-arginina via calcio-dependente
(MARCEAU, 1995). Destaca-se o papel do NO liberado pela ativagao dos
receptores de cininas em muitos processos, como no controle da contratilidade
vascular (THIEMERMANN, 1997), hipertensdo e contratilidade cardiaca
(MONCADA et al., 1991), reagdes imunoldgicas e agregacado de plaquetas
(THIEMERMANN, 1997), inflamacdo, processos infecciosos, e regulacdo da
ingestdo alimentar e esvaziamento gastrico em modelo animal de obesidade
(MORLEY e FLOOD, 1991).

Nosso grupo mostrou que a deficiéncia do receptor B1 de cininas, nos
vasos pancreaticos, induziu a uma menor produg¢ao de insulina no pancreas dos
camundongos nocaute para o receptor B1, o que traduziu em uma hiperglicemia
(ARAUJO et al.,, 2006). Levando em consideragdo que esses e outros
experimentos realizados em nosso laboratério sugeriram importante ligagdo dos
receptores de cininas com o controle do metabolismo energético, pretendemos

estabelecer a relagao do sistema calicreina-cininas na obesidade maérbida.
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1.6.1 Camundongos Nocaute para os Receptores de Cininas

1.6.1.1 Camundongo deficiente para o receptor B2

Varios artigos vém caracterizando os efeitos fisiopatoldgicos do receptor
B2 através de ensaios farmacologicos (BHOOLA et al., 1992). Com a geragao do
camundongo deficiente para o receptor B2 de cinina (BORKOWSKI et al., 1995),
uma nova ferramenta foi adicionada para a avaliagdo do impacto desse receptor
em eventos fisiologicos. Esse animal apresentou-se fértil e a pressao arterial é
ainda motivo de controvérsias. Em 1997, mostrou-se que a deficiéncia do receptor
B2 de cininas foi capaz de gerar um quadro hipertensivo (MADEDDU et al., 1997),
entretanto em 2001 mostrou-se que nao ha diferenca significante na presséo
arterial dos camundongos B2 nocaute (MILIA et al., 2001). Essa discrepancia
provavelmente deve-se ao tipo de linhagem utilizada. Todavia os animais B2-/-
apresentaram um aumento da pressao arterial quando submetidos a alta ingestao
de sal (ALFIE et al., 1997).

O camundongo deficiente para o receptor B2 de cinina € hiperglicémico e
apresenta resisténcia a insulina quando comparado com os animais selvagens
(DUKA et al.,, 2001). Esse dado corrobora os resultados farmacoldgicos que
mostraram que a ativagcdo do receptor B2 é capaz de induzir a captacdo de
glicose (BHOOLA et al., 1992).

Além disso, esse animal deficiente para o receptor B2 de cininas
apresenta hipertrofia cardiaca, especialmente do ventriculo esquerdo, o que
mostra que o receptor B2 esta envolvido no crescimento e remodelac&o cardiaca
(EMANUELI et al., 1999). Nosso grupo mostrou que o coragdo do nocaute para o
receptor B2 ndo é capaz de produzir uma hipertrofia fisioldgica quando estimulada
pela natagdo (CARNEIRO et al, 2008).

Como descrito acima, o receptor B2 esta envolvido no controle da pressao
arterial, homeostasia da glicose, crescimento, remodelagao cardiaca, além de ser

importante na excre¢ao de sal (BHOOLA et al., 1992), contudo o seu papel na
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patogenia da obesidade moérbida e na sindrome metabdlica ainda nao foi
esclarecido totalmente. Todavia, uma recente publicacdo mostra que a expressao
dos receptores B1 e B2 de cininas esta modificada em varios tecidos importantes
para o gasto energético e ingestédo alimentar dos camundongos ob/ob (ABE et al.,
2007). Os resultados encontrados por esses pesquisadores mostram
interessantes perspectivas para o estudo desses receptores, no modelo de

obesidade proposto nesse trabalho.

1.6.1.2 Camundongo deficiente para o receptor B1

O camundongo nocaute para receptor B1 de cininas foi gerado, por
pesquisadores da UNIFESP e da Alemanha (PESQUERO et al.,, 2000). Esses
animais nao apresentaram nenhuma disfungdo reprodutiva, sendo sadios e
férteis. Nao foram observadas disfungdes cardiovasculares nos nocautes B1
sendo esses animais normotensos sem presenca de lesdes cardiacas ou
diferencas nos batimentos cardiacos. Apesar deste quadro, os animais nocautes
mostraram ser resistentes a hipotensdao mediada pelo lipopolissacarideo de
bactérias gram negativas (LPS).

Outro estudo foi realizado utilizando os camundongos nocaute do B1 para
verificar o papel desse receptor em processos inflamatérios. Para tanto, uma
peritonite foi induzida, sendo observada uma menor migragao de neutrofilos para
os focos de inflamagao nos animais nocaute B1 e um menor indice de apoptose
espontanea nos neutréfilos desses animais (ARAUJO et al., 2001).

Mostramos ainda, que a deficiéncia do receptor B1 de cininas, nos vasos
pancreaticos pode ser responsavel pela menor producdo de insulina no pancreas
dos camundongos nocaute para o receptor B1, o que traduziu em hiperglicemia
apos ingestao de alimentos (ARAUJO et al., 2006).

Recentemente o grupo alemao coordenado pelo Dr. Michael Bader gerou
os animais duplo-nocaute para os receptores B1 e B2 de cininas. Os animais nao

apresentaram obvias anomalias, hipertensédo ou infertilidade. Entretanto eles sao



26

resistentes a hipotensdo induzida pelo LPS, como observado também para os
nocaute B1 (CAYLA et al., 2007).

Anteriormente a este trabalho, nosso grupo gerou o animal deficiente
tanto para a leptina como para o receptor B1 de cininas (ob/obB1-/-). Este animal
foi importante para elucidar a relagdo entre os receptores B1 e a sensibilidade a
leptina, mostrando que os efeitos protetores para a obesidade gerada por dieta
hiperlipidica, descritos nos animais B1-/-, se tornavam nulos na auséncia de
leptina, e que os animais ob/obB1-/- eram mais sensiveis a administracao de
leptina exdgena do que seus controles ob/ob (MORI et al., 2008).

Diante da importancia das cininas na homeostase da glicose e, portanto,
no estudo da obesidade, resolvemos gerar os animais ob/obB2-/- e ob/obB1B2-/-
e verificar as alteragdes relacionadas a homeostase da glicose. Para isso
utilizamos o transplante de tecido adiposo para reverter a infertilidade dos animais
ob/ob e gerar os novos modelos biolégicos de maneira mais racional, econémica

€ com O uso de menos animais no esquema de cruzamento.
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2 Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

A partir do conhecimento prévio das caracteristicas fenotipicas e de
alguns parametros bioquimicos e hormonais dos camundongos nocaute para 0s
receptores B1 e B2 de cininas e dos nocautes naturais para a leptina (ob/ob),
foram gerados dois novos modelos biolégicos: o camundongo nocaute tanto para
o receptor B2 de cininas quanto para a leptina (ob/obB2-/-), e o camundongo
nocaute para os receptores B1 e B2 de cininas assim como para a leptina
(ob/obB1B2-/-). A criagdo destes modelos visa gerar novas ferramentas para
investigar e estabelecer a correlagao funcional entre a sinalizagao metabdlica dos
receptores de cininas, seus mediadores e segundos mensageiros, e a leptina,
assim como 0s possiveis mecanismos envolvidos no processo de metabolismo

energético e desenvolvimento de obesidade.

2.2 Objetivos especificos

Padronizar um método para geragdo de animais transgénicos ob/ob
através do transplante de tecido adiposo.

Investigar como o implante é capaz de reverter a infertilidade dos animais
ob/ob.

Gerar os camundongos ob/ob deficientes para os receptores B2 de
cininas e deficientes para ambos receptores de cininas (B1 e B2).

Caracterizar os camundongos gerados através da aferi¢cao de:

Crescimento e ganho de peso;

Massa de diversos 6rgaos;

Glicemia, insulinemia e captagao da glicose;

Relacdo entre massa do tecido adiposo abdominal e subcutaneo
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3 Material e Método

3.1 Animais

Camundongos C57BL/6 selvagens (WT) deficientes para os receptores
B1 e B2 de cininas (B2-/- e B1B2-/-), e os animais deficientes para leptina (ob/ob),
de aproximadamente 3 meses de idade, foram obtidos no Departamento de
Biofisica (UNIFESP/EPM) mediante colaboragcdo com o Prof. Dr. Jodo Bosco
Pesquero e Dr. Michael Bader (MDC-Berlim). Estes animais foram usados para
cruzamento a fim de gerar os modelos experimentais deficientes para leptina e
para os receptores de cininas (ob/obB2-/- e ob/obB1B2-/-). Os animais foram
mantidos em biotério com mantidos no Laboratério de Experimentagao Animal —
INFAR em microisoladores ventilados agua e racdo Nuvital CR-1 ad libitum,
autoclavados. Temperatura da sala de 21+2°C e ciclo de 12 horas de luz/12 horas
de escuro. Os animais apresentam microbiologia negativa (bactérias e fungos)
para os agentes prevalentes segundo a relagdo sugerida pela FELASA
(Federacdo Européia da Ciéncia de Animais de Laboratério). Todos os
experimentos com os animais sdo conduzidos em conformidade com os Comités
de Etica da UMC e UNIFESP; e com o Colégio Brasileiro de Experimentac&o
Animal — COBEA (CEMEA/UMC 015/05 e 02/08).

3.2 Transplante de Tecido Adiposo Branco

O transplante de tecido adiposo foi usado com dois objetivos: a) criar
animais ob/ob férteis para realizagdo dos cruzamentos com os animais nocaute
para receptores de cininas; b) experimentar a sensibilidade dos animais ob/ob ao
transplante de tecido em diferentes idades.

Para a geragdo de animais férteis foi realizado transplante de tecido

adiposo inguinal (TAIl) proveniente de irmaos magros de mesma ninhada e de
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mesmo género. Estes animais foram sacrificados por deslocamento cervical e o
TAIl retirado em condi¢cbes estéreis e colocado em solugdo salina tamponada
(PBS). Os animais ob/ob receptores foram anestesiados com xilazina e a
ketamina nas doses de 10 e 150 mg por kg, respectivamente. Foram implantados
1000 mg de tecido em cada animal, divididos em 8 fragmentos de 100 a 150 mg,
inseridos no subcutaneo através de duas pequenas incisdes (5 mm) com sentido
cranio caudal, seguindo a linha média dorsal, sendo uma sobre o térax e outra
sobre a regido lombar. A solugao de continuidade da pele foi reduzida com pontos
simples feitos com fio cirurgico de polipropileno niumero 4-0. Apds cirurgia, foi
administrado antibiético (benzilpenicilina, 100.000Ul/kg) e antiinflamatdrio
(Butorphanol 5 mg / kg a cada 6 h), via subcutanea, para evitar infecgdo pos-
cirurgica e reduzir o desconforto dos animais. Os animais foram monitorados
diariamente e o acompanhamento da variagdo da massa corporal foi realizado
semanalmente. Apds trés semanas de recuperacdo os animais foram colocados
com fémeas magras nocautes para os receptores de cininas.

Para avaliar a sensibilidade dos animais ao transplante de TA,
camundongos fémeas ob/ob, de diferentes idades, foram divididas em trés
grupos: 1- animais com menos de 2 meses e massa corporea em torno de 16 g
(abaixo do peso de um animal adulto normal); 2- animais com 2,5 meses e massa
corporea em torno de 28g (massa semelhante a de um animal adulto normal); 3-
animais com mais de trés meses e massa corporea acima de 40 g (adultos
obesos). Estes trés grupos receberam 300mg de tecido adiposo proveniente de
doadores magros. Para o controle das alteragdes que poderiam ser causadas por
outros fatores ligados ao transplante, foi operado o grupo chamado sham, cujos
animais ob/ob receberam implantes de tecido proveniente de animais ob/ob. Os
camundongos foram anestesiados, conforme protocolo acima descrito, e
receberam dois implantes subcutédneos de 150 mg de TAl, retirados de doadoras
magras irmas de mesma ninhada. Os animais foram medicados com antibidticos
e antiinflamatérios durante a primeira semana. Amostras de sangue foram

coletadas nos dias 0, 10, 60 e 150 apds a cirurgia.
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3.3 Curva de crescimento padréao

Para comparar as alteragdes causadas no ganho de peso dos animais
ob/ob transplantados, um outro grupo de animais de mesmo gendtipo, parentes
de linhagem, foi mantido nas mesmas condi¢cdes experimentais de temperatura,
umidade, alimentacdo e ingestdo de agua, a fim de se obter uma curva de
crescimento (ganho de peso) padrdo. Para isso, estes animais tiveram suas
massas aferidas semanalmente até completarem 20 semanas de idade. Outra
curva foi feita para os animais que sofreram a cirurgia controle (grupo sham
operado), onde os animais passaram pelos mesmos procedimentos dos grupos
experimentais, mas receberam implantes de tecido adiposo provenientes de

camundongos também deficientes para a leptina.

3.4 Mensuracéao de leptina e insulina sérica

Foram coletadas amostras de sangue dos animais transplantados nos
tempos 0, 10, 60 dias apds o transplante. Os soros das amostras foram
separados por centrifugacao e armazenados a — 20° C. Leptina e insulina séricas
foram mensuradas através de ELISA (Mouse Leptin Immunassay, Quantikine,
R&D Systems, 614 McKinley Place NE, Minneapolis, MN 55413, United states of
América; e RAT/MOUSE INSULINE ELISA KIT, LINCO Research, 6 Research
Park Dr, St. Charles, Missouri 63304, USA).

3.5 Analise histolégica

Os tecidos implantados foram removidos cirurgicamente e processados
pela Histotec, Sdo Paulo, Brasil. As laminas foram coradas com Hematoxilina-

Eosina e analisadas em microscépio optico.
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3.6 Genotipagem

3.6.1 Genotipagem do gene OB

Para a extracdo do material genético foi retirado um pequeno fragmento
da extremidade da cauda (~2 mm) de cada animal. Para a digestdo da amostra
tecidual foram adicionados 700 uL de tampéo de cauda e 35 pL de proteinase K
(10 mg/mL) a cada amostra, as quais foram incubadas sob agitagao constante de
850 rpm e temperatura de 55°C, por aproximadamente 15 horas. Apds a total
digestdo, as amostras foram colocadas em gelo por 10 minutos. Foram
adicionados 300 uL de solugdo de NaCl saturado (6 M), feita a homogeneizagéo
manual e centrifugacao a 4°C, 10.000 g, por 20 min. O precipitado foi desprezado,
e o sobrenadante foi transferido para um tubo de polietileno de 2 mL e incubado
com 5 uL de RNase (4mg/mL) a 37°C, por 15 minutos. Adicionou-se 1 mL de
isopropanol 100% e homogeneizou-se lentamente por inversdo, submetendo-se a
amostra a centrifugacao a 4°C, 10.000 g, por 30 min. O sobrenadante foi rejeitado
e ao precipitado lavado com 500 uL de etanol 70%. Apds nova centrifugacéo o
precipitado foi seco a temperatura ambiente por aproximadamente 1 hora e
depois suspendido em 30 pL de solugéo Tris/EDTA, pH 8,0 (T.E). A concentragao
das amostras foi dosada em espectrofotdbmetro, e estas acondicionadas a —20°C.

Para identificacdo de da mutagdo no gene da leptina, um fragmento de
DNA do gene foi amplificado através da Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
Os iniciadores utilizados foram: OBS (sense): 5 CCC TGC TCC AGC AGC TGC
3’ e OBAS (antisense): 5° CAT GAT TCT TGG GAG CCT GG 3'. A reacéo foi

realizada em termociclador seguindo o seguinte protocolo:
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Solucao de reagao:

1,0 ug de DNA amostral,

5,0 uL de Tampao de PCR (10x);

2,5 uL de MgCl; (50 mM);

2,0 uL de dNTPs (10 mM);

1,0 uL de iniciador OBS (50 ng/uL);

1,0 uL de iniciador OBAS (50 ng/uL);
0,5 uL de Tag DNA polimerase (5 U/uL);
H>0O milli-Q autoclavada gsp 50uL.

Programa para termociclador:

Passo 1 - 94°C por 4 minutos;

Passo 2 - 80°C por 5 s;

Passo 3 - 94°C por 50 s;

Passo 4 - 56°C por 50 s;

Passo 5 - 72°C por 1min e 20 s;

Passo 6 - Voltar ao “Passo 3” 40 vezes;
Passo 7 - 72°C por 7 min.;

Passo 8 - 16°C - .

O produto da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 3%,
contendo brometo de etideo (0,5 ug/mL). A banda esperada era de 355 pares de
bases. Apos a verificagao da integridade do DNA, o produto da PCR foi submetido
a dialise sobre pequenas membranas em agua milli-Q autoclavada, visando
eliminar parte dos reagentes utilizados na reagédo. Apos a dialise, essas amostras
foram digeridas pela enzima Ddel a 37°C por 12 horas, sendo utilizados,
aproximadamente, 3,5 ug do DNA dialisado, 2,0 uL de tampao REACT 3 (10X),
1,0 uL de Ddel (3,5 U/uL) e agua milli-Q autoclavada, para um volume final de 20
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uL. Apos analise por eletroforese, nas mesmas condi¢gbes anteriores, a mutagéo
no gene OB foi identificada pela presenca de uma banda de 103 pares de bases.
A diferenciacéo entre os heterozigotos e os homozigotos foi feita pela observacéao

do fendtipo obeso.

3.6.2 Genotipagem do gene dos receptores de cininas:

A genotipagem para o receptor B1 e B2 e cassetes de neomicina de
animais nocaute B2KO ou B1B2KO, foi realizada por PCR com iniciadores

especificos para descritos na tabela 1:

Tabela 1: Iniciadores usados para a genotipagem dos receptores de cininas e
seus respectivos cassetes de neomicina.

Fragment Nome dos
o de DNA iniciadores Sequéncia
Receptor BK135(7)
B1 de (sense) 5°CGG AAG CCT GGG ATC TGC TG 3
Cininas

BK135(3)

(antisense) 5°CCA GCA ACC TGT AGC GGT CC 3’
Cassete BK1ES2
de (sense) 5 GGA AGC CAT CACTCAACATCC 3
Neomicina

NEO1L

(antisense) 5'CCT GCG TGC AAT CCA TCT TGT TCA ATG3’
Receptor OIMR 434
B2 de (sense) 5 TGC CCT CAGCGTGTTCTTCC &
Cininas

OIMR 435

(antisense) 5 GGT CCT GAACAC CAACAT GG ¥
Cassete 0IMR13Neo
de (sense) 5 CTT GGG TGG AGAGGC TATTC &
Neomicina

OIMR14 Neo

(antisense)

5 AGG TGA GAT GAC AGGAGATC &
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A PCR para a genotipagem dos receptores de cininas e seus respectivos

cassetes de neomicina foi realizada com o seguinte protocolo:

Solugao de reagao:

0,4 ug do DNA amostral;

5,0 uL de Tampao de PCR (10x);

2,5 puL de MgCl;, (50 mM);

2,0 uL de dNTPs (10 mM);

1,0 uL de iniciador sense (50 ng/uL);

1,0 pL de iniciador antisense (50 ng/uL);
0,5 uL de Tag DNA polimerase (5 U/uL);
H>O milli-Q autoclavada gsp 50uL.

Programa para Termociclador:

Passo 1 - 94°C por 5 min. ;

Passo 2 - 94°C por 20 s;

Passo 3 - 56°C por 20 s;

Passo 4 - 72°C por 1min e 20 s;

Passo 5 - Voltar ao “passo 2” - 35 vezes;
Passo 6 - 72°C por 7 min.;

Passo 7 - 16°C - .

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose
2% contendo brometo de etideo (0,5 ug/mL). A banda observada relativa ao
receptor B1 e B2 de cininas foi de aproximadamente 320 e 290 pares de bases
(pb) respectivamente, e referente aos cassetes de neomicina contendo uma

sequéncia da regido 5’ do receptor B1e B2, de aproximadamente 1300 e 300 pb,
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respectivamente. Os animais selvagens (WT) apresentaram somente a banda
especifica do receptor B1 e B2; os nocautes (B1-/- e B2-/-), somente a banda dos
cassetes de neomicina; e os heterozigotos (B1+/- e B2 +/-), apresentaram ambas
as bandas.

Os duplo-nocautes (B1B2-/-) apresentaram somente as bandas dos
cassetes de neomicina e ndo houve amplificagdo dos receptores B1 e B2 de
cininas a partir do DNA gendmico.

3.7 Analise de contracdo de musculo liso de estdmago

(Analise fenotipica)

Para verificar a auséncia dos receptores de cininas nos tecidos dos
animais foram realizados testes farmacoldgicos no estdmago isolado dos animais
ob/obB2-/- e ob/obB1B2-/-. Os animais foram sacrificados e tiveram seu sangue
escorrido. A cavidade abdominal foi exposta e o estdbmago removido para
utilizagdo nos ensaios. Apds lavagem em solugdo de Krebs, duas fatias
musculares longitudinais (2-3mm de largura e 15-20 mm de comprimento) foram
montadas em banhos individuais de 5mL contendo solugdo de Krebs, pH 7,4 a
37° C, continuamente aerada com 95% de O; e 5% de CO,. Os fragmentos de
tecido foram entao esticados com uma tensao resistiva de 0,5 g. Apés um periodo
para equilibrar o sistema de 90 minutos, as preparagdes foram estimuladas e as
contragbes isomeétricas foram registradas e mensuradas por um transdutor de
forca (F-60 force-transducer; Narco Biosystem, Houston, TX) acoplado a um
gravador potenciométrico (RB- 102, ECB, Sao Paulo). Os agonistas foram
aplicados em concentracéo suficiente para ativacdo maxima de seus receptores
por 90 segundos, seguido de lavagem e intervalos de 20 minutos. As respostas a
bradicinina e Des-arg-bradicinina foram expressas como porcentagens da

contragao induzida por 1 mM de carbacol (CCh)
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3.8 Desenvolvimento corporal dos animais ob/obB2-/-,
ob/obB1B2-/- e controles.

Com o objetivo de investigar modificacbes do desenvolvimento e
crescimento dos modelos experimentais gerados, a partir do desmame, aos 28
dias do nascimento, os filhotes foram acompanhados e suas massas mensuradas

semanalmente até alcancarem a idade de 20 semanas.

3.9 Glicemia, curva glicémica e teste de resisténcia a Insulina

A glicemia dos animais gerados e seus controles foi aferida em dois
momentos: aos 90 e aos 180 dias de idade. Para isso foram realizados os testes
de tolerancia a glicose (TTG) e o teste de resisténcia a insulina (TRI). Para evitar
alteracdes por estresse houve um intervalo de 7 dias entre os testes. Os niveis
glicémicos foram dosados nos animais privados de ragao por 24 horas, através de
uma gota retirada da ponta da cauda. Para a analise foi usado um glicosimetro
(Accu-Chek Advantage). Para realizagdo de curva glicémica, foi injetado 1mg IP
de glicose por grama de peso do animal. As dosagens foram realizadas no tempo
0, 30, 60, 120 e 180 minutos. Os mesmos tempos foram usados para a analise de
resisténcia a insulina, onde os animais obesos s&o desafiados com uma dose de
20 Ul de insulina por kg PV.

3.10 Coleta de orgéaos

Apos os testes glicémicos, o0s animais foram sacrificados com
aproximadamente 30 semanas de idade e tiveram alguns de seus 6rgaos
coletados: figado, baco, pancreas, coragéo, tecido adiposo inguinal (TAl), tecido
adiposo peri-renal (TAP), tecido adiposo subcutaneo (TASC) e musculo

esquelético (triceps sural). As massas dos 6rgaos foram mensuradas e amostras
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foram conservadas em formol tamponado e congeladas em nitrogénio liquido para

futuras analises.

3.11 Coleta de amostras de sangue e extracdo de soro

As amostras de sangue foram obtidas por pungéao retro-orbital utilizando-
se pipetas tipo Pasteur. Apos centrifugagcdo a 1500 g por 10 min., o soro foi
coletado e armazenado a — 20°C para realizagdo dos testes bioquimicos e de
ELISA.

3.12 Estatistica

Os valores obtidos foram analisados com a utilizagdo do programa
GrafPad Prism. Os dados encontrados estdo apresentados na forma de média +
erro padrao. Para analise estatistica foi utilizado Teste t Student. Para analise de
mais de duas amostras foi aplicado analise de variancia (One Way ANOVA)
seguida de verificagdo post-hoc de Tukey. As diferengas foram consideradas

significativas em nivel de 95% onde os valores de p foram menores que 0,05.
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4 Resultados

4.1 Genotipagem

Apoés coleta de um pequeno fragmento da cauda dos animais, digestao
deste tecido e extracdo do material genético, reagdes de PCR foram realizadas
para a amplificacdo de fragmentos dos genes dos receptores de cininas, dos
cassetes de neomicina e do gene da leptina. O produto das reagdes foi analisado
por eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio. Amostras
destas analises estao representadas nas figuras 3,4 e 5. A figura 6 e a tabela 2
mostram, de forma esquematica, quais sao as bandas esperadas apds a digestéao
do produto da PCR do fragmento do gene OB.

A B
= » =

Figura 3: Genotipagem para receptor B1 de cininas. Eletroforese em gel de
agarose 2% corado com brometo de etideo. Marcadores de massa molecular: ®A
Gibco (em ambas as imagens). A) Bandas de 320 pb relativa ao fragmento do
receptor B1; B) bandas de 1300 pb referentes ao cassete de neomicina presente
nos animais nocaute.
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Figura 4: Genotipagem para o gene do receptor B2 de cininas. Uma PCR com
quatro iniciadores foi realizada e seu produto analisado em gel de agarose 2%
corado com brometo de etideo. Marcadores de massa molecular: ®A Gibco
(esquerda). Os animais nocautes para o receptor de B2 de cininas apresentam
apenas a banda de 280 pb relativa ao fragmento do cassete de neomicina; os
animais heterozigotos apresentam as duas bandas e os animais controle
apresentam apenas a banda de 361 relativa ao fragmento do receptor B2.
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Figura 5: Eletroforese do produto do PCR para o gene da leptina. Gel de agarose
3%. Marcadores de massa molecular: ®A (esquerda) e 100 pb (direita). As bandas
visualizadas ao centro possuem 355 pb.
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Figura 6: Eletroforese do produto da digestdo do fragmento do gene da leptina.
Gel de agarose 3%. Marcadores de massa molecular: ®A (esquerda) e A banda
de 103 pb indica a presenca de alelo com a mutacéo ob.

Ddel em sitio

mutado

59 pb 103 pb 48 pb _ 145 pb

59 pb 151 pb 145 pb

Figura 7: Posicao dos locais de restricdo da enzima Ddel. Esquema
representando o fragmento de 355 pb amplificado do gene da leptina e os
possiveis sitios de ligagdo da enzima Ddel: convencionais (azul) e mutado
(vermelho).
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Tabela 2: Fragmentos de DNA esperados na digestdo do gene ob. Tamanho dos
fragmentos esperados apos digestao do produto de PCR do gene da leptina.

OB/OB |OB/ob |ob/ob
59 59 59
145 145 145
151 151 /
/ 103 103
/ 48 48

4.2 Transplante de tecido adiposo

Para restaurar a fertilidade dos animais ob/ob e para verificar os efeitos do
transplante de tecido adiposo no metabolismo destes animais, machos e fémeas
foram submetidos a cirurgia. Os animais receberam implantes de 300 mg de
tecido adiposo proveniente de animais magros foram divididos em trés grupos de
acordo com suas idades.

Os animais de diferentes idades apresentaram diferentes perfis das
curvas de crescimento apos o transplante. Os animais muito jovens e abaixo do
peso de um animal adulto magro normal continuaram a ganhar peso, devido
provavelmente a continuidade do crescimento 6sseo, atingindo uma média de
massa corporea semelhante a de animais magros normais de mesma linhagem
(figura 8). O grupo de animais jovens com massa em torno de 28 g tendeu a
manter este peso apds o transplante. Ja o grupo mais velho, que ja apresentava
obesidade e cujos integrantes apresentavam mais de 40 g no dia do transplante,
mostrou um marcante emagrecimento apds a cirurgia, mas sem atingir os valores
de massa corpérea dos outros grupos. Apesar de estes animais continuarem com
sobrepeso, suas massas se mantiveram muito menores do que aquelas aferidas

na curva de crescimento padréo (figura 10).
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Figura 8: Fendtipo dos animais obesos (ob/ob), magros heterozigotos (OB/ob) e
transplantados. A) Camundongo homozigoto ob/ob a esquerda e seu pai
heterozigoto magro; B) Animal ob/ob transplantado se confunde com o
heterozigoto magro.

Apés 150 dias os animais foram anestesiados e tiveram seus implantes
removidos (figura 9). J&4 na primeira semana apos a cirurgia de remogao dos
implantes, apesar do estresse cirurgico e do anestésico, todos voltaram a
engordar no mesmo ritmo que o mensurado na curva padrdao de crescimento
(figura 10).
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Figura 9: Localizagdo, visualizagao e procedimento de remogdo dos implantes
subcutaneos de tecido adiposo. Para a remocéo dos implantes é feita a tricotomia
do campo cirurgico, incisdo da pele sobre o implante, remogao por divulsdo e
sutura simples.
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Figura 10: Alteragcbes nas massas corpéreas dos camundongos ob/ob
transplantados. Animais de diferentes idades apds transplante de 300mg de
tecido adiposo de doadores magros. As linhas pontilhadas indicam a curva de
crescimento padrao para animais do mesmo gendtipo ndo operados (p < 0,01
para todos os pontos a partir do 20° dia apos transplante com relagéo a curva de
crescimento padréo).
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Apds 10 dias que os animais receberam os transplantes os niveis de
leptina no soro dos camundongos eram 0,255 + 0,059 ng/ml (média + erro
padrao). Foi aferida a leptina de um grupo de animais normais (WT) de mesma
linhagem, cuja média de concentrac¢des de leptina foi 2,994 + 0,345 ng/ml. Como
esperado os animais ob/ob ndo possuiam nenhuma leptina. Houve uma tendéncia
de ligeiro aumento na leptina contida nas amostras coletadas no 60° e 150° dia

apdés o transplante, entretanto ndo houve diferenca significativa na analise

estatistica.
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Figura 11: Niveis séricos de leptina nos animais transplantados com tecido
adiposo. Leptina sérica de camundongos C57BL/6 normais (WT) e animais
deficientes para leptina (ob/ob) antes e apds implante subcutaneo de 300 mg de

tecido adiposo proveniente de animais magros. P < 0,001 para “a” vs. “b” e “c”;
< 0,05 para “b” vs. “c".
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A reversdao da marcante hiperinsulinemia dos animais ob/ob foi
demonstrada pelos niveis de insulina, que reduziram drasticamente apés 60 dias

dos implantes alcangando niveis compativeis a de animais normais (figura 12).
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Figura 12: Niveis séricos de insulina dos animais ob/ob implantados. Resultado
da afericao da insulina em animais transplantados com 300 mg de tecido adiposo
de animais magros ( ** = P < 0,01, média + erro padrao ).

Para melhor visualizacdo de todas as alteragbes aferidas nos
camundongos ob/ob apds o transplante de 300 mg de tecido adiposo, os dados
foram alinhados de maneira temporal e exibidos na figura 13. Nesta figura fica
facil visualizar que a diminuicdo da massa corpdrea dos animais coincide com a
diminuicdo da concentragao de insulina no sangue e do aparecimento de leptina

nas analises séricas.
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Figura 13: Comparacgao temporal entre os niveis séricos, de leptina e insulina, e
alteracbes na massa corporal. Dados dos camundongos deficientes para leptina
ap6s o transplante de 300 mg de tecido adiposo proveniente de animais WT
magros. A linha pontilhada indica o dia em que o transplante foi realizado.
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Foram feitos dois diferentes grupos para controlar alteragdes geradas pelo
estresse do procedimento cirurgico e também reagbes adversas causadas pela
presenca de tecido homdlogo implantado: o grupo sham operado, cujos animais
receberam tecido adiposo de doadores ob/ob; e o grupo formado de animais
ob/ob que ndo sofreram intervencgdes cirurgicas, mas que foram mantidos nas
mesmas condigdes dos animais operados (controle do crescimento padréo). O
grupo sham operado teve uma pequena queda na massa corpdrea na semana da
intervencdo cirurgica, mas logo apos voltou a ganhar peso acompanhando a
curva de crescimento padrao (figura 14).
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Figura 14: Controle da perda de massa corpoérea apos transplante. Comparagao
das alteragbes de massa corpérea entre o grupo experimental, o grupo sham
operado e o grupo controle padrdo. O grupo sham operado recebeu 300 mg de
tecido adiposo proveniente de camundongos deficientes em leptina enquanto o
grupo experimental recebeu implantes de animais magros de mesma ninhada. O
grupo controle padrao n&o sofreu intervengdes.
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Os fragmentos do tecido implantado foram preparados em laminas e
corados com hematoxilina e eosina. A estrutura do tecido adiposo estava
preservada e foi possivel visualizar varios vasos sanguineos com eritrocitos em

sua luz (figura15).

Figura 15: Histologia dos implantes retirados. Apds a retirada dos implantes o
tecido implantado foi fixado em formol tamponado. O material foi usado para
montagem de laminas histolégicas as quais foram coradas com H & E. As setas
apontam a vascularizagao do enxerto mostrando a viabilidade do tecido.

Camundongos deficientes para leptina sdo importantes como modelo
animal para estudos de obesidade, diabetes e outras patologias correlatas. Como
estas patologias sdo determinadas pela interacdo de numerosos fatores
ambientais e genéticos, a geragado de animais carreando a mutagdo no gene OB
combinado a outras altera¢des genéticas € essencial para elucidar a importancia
de genes associados com a obesidade. Entretanto a infertiidade dos

camundongos ob/ob torna este tipo de cruzamento caro e trabalhoso, tendo de
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ser realizado através do cruzamento de animais heterozigotos (OB/ob). Com o
desenvolvimento da técnica de transplante de TA criou-se a possibilidade de se
usar animais homozigotos para os cruzamentos com outros genotipos assim
como para a manutencao das maternidades dos animais ob/ob. Para este método
ser efetivo é necessario que a restauracao da fertilidade destes animais através
do transplante de TA seja duradoura. Para verificar a eficiéncia do transplante de
tecido adiposo em restabelecer a fertilidade dos animais, 16 camundongos ob/ob
foram transplantados com 1 g de tecido adiposo e foram colocados com animais
férteis para verificar sua atividade reprodutiva durante um ano. Os machos
transplantados por esta técnica tiveram sua fertilidade completamente restaurada
sendo capazes de fertilizar consecutivamente pelo menos trés fémeas (figura 16)
por mais de 10 meses (figura 17). Todas as fémeas fertilizadas tiveram bom
intervalo entre partos os quais resultaram em ninhadas de tamanho normal (figura
18).
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Figura 16: Fémeas prenhes por macho. Numero de gestagdes ao més de cada
trio de fémeas colocadas com um macho transplantado. As fémeas pariam quase
todos os meses mostrando boa atividade reprodutiva do macho transplantado.
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Figura 17: Duracdo da atividade reprodutiva dos machos transplantados. A
maioria dos machos manteve sua atividade reprodutiva efetiva por mais de 10
meses de idade. Alguns deles ainda estavam em atividade apds 18 meses do
transplante (dados ndo mostrados).
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Figura 18: Numero de filhotes por ninhada. As fémeas colocadas com os machos
transplantados apresentaram ninhadas de tamanho normal e diferente proporcao
entre filhotes obesos e magros (p < 0,01 comparando filhotes obesos e magros
entre os dois diferentes cruzamentos).

Para verificar a restauracdo da fertilidade em fémeas foram
transplantadas oito fémeas com 1 g de TA cada. Todas as fémeas, exceto uma,

tiveram sua fertilidade restaurada. A histopatologia do fragmento implantado foi
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realizada e sugeriu rejeigao tecidual. Uma segunda fémea mostrou-se fértil, mas
desenvolveu canibalismo comendo todas as suas ninhadas. Muitas outras fémeas
mostraram este comportamento apds a restauracido da fertilidade, mas comiam
apenas os filhotes da primeira cria. Uma delas teve quatro ninhadas e parou de se
reproduzir. A maioria das fémeas teve uma vida reprodutiva normal, com partos
mensais, comparavel a de suas irmas magras naturalmente férteis. Estas fémeas
transplantadas foram capazes de parir e criar adequadamente em média quase
oito filhotes por ninhada (figura 18).

A fertilidade restaurada dos animais ob/ob foi usada para acelerar a
produgdo destes animais, assim como a geragao dos animais ob/obB2-/- e
ob/obB1B2-/-. A comparagao entre este novo método de producdo de animais
ob/ob e o método tradicional foi realizada. O esquema geral destes cruzamentos
esta representado nas figuras 19, 20 e 21. No novo método proposto, trés
semanas apos a cirurgia, camundongos machos ob/obB2+/+ foram colocados
para cruzamento com trés fémeas OB/OBB2-/-. Para a geragdo dos animais
ob/obB1B2-/- foi utilizado o mesmo protocolo. Deste cruzamento resultou em
camundongos heterozigotos OB/obB2+/- em F1. Como todos os animais desta
geragao sdo de mesmo genotipo ndo houve necessidade de genotipagem para o
proximo cruzamento. O cruzamento entre os animais desta ninhada gerou 74
camundongos com diversos gendtipos em F2. Todas as 36 fémeas foram
genotipadas para gene do receptor B2 de cininas, revelando duas duplo-mutantes
(ob/obB2-/-), identificadas pelo fendtipo obeso, e seis fémeas B2-/- magras as
quais foram genotipadas também para a mutagdo no gene da leptina, resultando
em quatro fémeas OB/obB2-/-. Nove machos obesos foram genotipados para o
gene do receptor B2, mostrando dois animais ob/obB2-/- duplo-mutantes.

Tanto os machos quanto as fémeas duplo mutantes foram transplantados
com 1 g de TA proveniente de irmaos magros de mesma ninhada. Uma estratégia
combinada de cruzamentos foi usada para maximizar o numero de animais
obesos em F3. Cada macho transplantado foi colocado com uma fémea

transplantada duplo homozigota e duas fémeas OB/obB2-/-. Em F3, obtivemos 14
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machos e 13 fémeas duplo-mutantes. Também foram obtidos 5 machos e 6
fémeas com gendtipo OB/obB2-/- nesta geragéo.

Neste experimento, um total de 136 animais foram usados para se obter
27 ob/obB2-/-. Apenas 48 reagdes de genotipagem para o gene do receptor B2 de
cininas e 6 para o gene OB foram necessarias (tabela 4). Este método reduz em
quatro vezes o numero de animais utilizados para gerar animais duplo-mutantes
obesos (de 19,7 a 5,0 animais usados, por animal duplo-mutante produzido em
F3) e minimiza o numero de etapas com genotipagens (de 3 para uma etapa de
genotipagem e 66 para 6 ensaios para a genotipagem do gene OB).

A aplicacdo da técnica de transplante de tecido adiposo melhorou
drasticamente tanto a geragcdo de camundongos derivados dos animais ob/ob
como a producao destes e manutencdo das maternidades, reduzindo o numero
de animais utilizados nestes processos produtivos (tabelas 3 e 4). A partir desses
dados, um artigo submetido a uma revista internacional foi confeccionado (anexo
4)
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Figura 19: Diagrama representando os trés possiveis cruzamentos para criagéo
de camundongos ob/ob. As maternidades chamados aqui de homozigota e
otimizada dependem do transplante de tecido adiposo, mas dispensam totalmente
a genotipagem dos animais devido ao fato que seus produtos poderem ser
diferenciados fenotipicamente.
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Figura 20: Esquema de cruzamentos tradicional para producdo de animais
transgénicos e deficientes em leptina.
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Figura 21: Esquema de cruzamentos alternativo para produgcdo de animais
transgénicos e deficientes em leptina. O menor niumero de genotipagens, o menor
numero de animais utilizados e maior propor¢cdo de animais obesos produzidos

podem ser observados neste diagrama.
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Tabela 3:. Resultado do esquema tradicional de cruzamento para obtencdo de
ob/obB2-/- (sem transplante de tecido adiposo).

P F1 F2 F3 Total
Total de 64 284(32) 443(50) 253(25) 217 animais
animais 99 312(32) 512(50) 239(25)
34(OB/obB2+/+) 7J(OB/obB2+/-)  4J(OB/obB2--)  53( ob/obB2-/-) 11 obesos
N2 de 92(0OB/OBB2-/-) 14Q(0OB/obB2+/-) 79(0OB/obB2-/-) 69( ob/obB2-/-) (58 +69)

selecionados

N° de
genotipados

67 (ob gene)

124 (ob gene)
312(ob gene)

s
109
2473
379

ob gene)
ob gene)
B2R gene)
B2R gene)

— o~ — —~

43( OBJobB2-/-)
109(OB/obB2-/-)

103 (ob gene)*
179 (ob gene)*

93 (ob gene)
61 (B2R gene)

*necessario somente para a manutengdo e/ou ampliacdo da coldnia.

Tabela 4:.. Resultados do esquema alternativo para producdo de ob/obB2-/-

usando o transplante de tecido adiposo.

P F1 F2 F3 Total
Total de 138 94(10) 384(39) 194(21) 136 animais
animais 39 119(10) 369(39) 199(21)
13(ob/obB2+/+)  94(0OB/obB2+/-)  2J4(ob/obB2-/-) 143 (ob/obB2-/-) 27 obesos
No de 39(0B/OBB2-/-) 119(0OB/obB2+/-) 2%Q(ob/obB2-/-)  139(ob/obB2-/-) (148 +13%)
selecionados 49(0B/obB2-/-) 54 (0OB/obB2-/-)
6% (0OB/obB2-/-)
N° de 0 0 94(B2R gene) 0 6 (ob gene)
genotipados 369(B2R gene) 45 (B2R
6% (ob gene) gene)
N° de 13 (ob-/-B2+/+) 0 23 73* 1043
transplantados 29 69* 8%

* necessario somente para a manuten¢ao e/ou ampliag@o da colonia.
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4.3 Analise da contracdo do musculo liso de estdmago

(Analise fenotipica molecular)

Para verificar a auséncia dos receptores de cininas nos tecidos dos
animais gerados, fatias de musculo liso foram retiradas do fundus do estbmago
dos animais ob/obB1B2-/- (linha superior) e ob/obB2-/- (linha inferior da figura 22),
montadas em banhos individuais, acopladas a um transdutor de forca. Os tecidos
foram estimulados com Cloreto de Potassio (KCI) e Carbacol (Cch) para verificar
a viabilidade da montagem e da reatividade dos tecidos a despolarizagédo das
membranas e a ativagao dos receptores muscarinicos do sistema parassimpatico,
respectivamente. Os tecidos contrairam adequadamente a estes estimulos, e
foram submetidos aos agonistas dos receptores B1 e B2 de cininas (Des-Arg®-
Bradicinina e Bradicinina, respectivamente). Como esperado o tecido do animal
nocaute para ambos receptores nédo respondeu a nenhum dos agonistas, ja o
tecido do animal deficiente apenas ao receptor B2 de bradicinina, respondeu
adequadamente ao agonista do receptor B1 (50% da contragdo observada sob
exposigcdo ao Carbacol) sem mostrar qualquer reagao a bradicinina (figura 22 B).
Em seguida os tecidos foram submetidos novamente ao Carbacol para verificar se
as montagens continuavam estaveis e biologicamente ativas (figura 22 A, ultimo

fragmento).
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Figura 22: Registro da contragdo isométrica do musculo liso. A) Registro temporal
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4.4 Desenvolvimento corporal dos animais gerados

Massa Corporea (g)

Massa Corpérea (g)

Figura 23:
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Os animais deficientes para leptina e nocautes para os receptores de
cininas gerados (ob/obB2-/- e ob/obB1B2-/-) assim como seus controles
(ob/obB1B2+/+) tiveram suas massas aferidas durante 26 semanas e
apresentaram desenvolvimento corpéreo semelhante (figura 23). Uma tendéncia
de maior ganho de peso foi observada nos animais ob/obB2-/-, 0 que ndo ocorreu
com os animais ob/obB1B2-/-. Comparando-se as massas de um numero maior
de animais na 30? semana de idade estas diferengas foram confirmadas nas

fémeas (figura 24).
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Figura 24: Massa corpérea com 30 semanas. Os animais ob/obB2-/- tendem a
ser maior. P < 0,05 quando as fémeas deste gendtipo sdo comparadas com o0s
outros dois genatipos.
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4.5 Massa dos orgaos

Apods os testes glicémicos, os animais foram eutanasiados, tiveram os
seguintes 6rgéos coletados: figado, baco, pancreas, rins, € musculo esquelético
(triceps sural). A massa dos 6rgéos foram aferidas e comparadas. Nas fémeas foi
observado um aumento no tamanho do figado dos animais ob/obB1B2-/- (figura
25). A massa do figado nestas fémeas é semelhante a do figado dos machos, os
quais nao apresentaram diferencas entre as massas deste 6rgédo, mas todas
acima de 50 mg/kg de peso vivo (figura 26). Uma diminuicdo no tamanho do
pancreas foi observada também nestas fémeas, e novamente esta alteracdo nao

aparece nos machos.
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Figura 25: Massa relativa dos 6rgaos das fémeas aos 6 meses de idade. A
massa dos orgaos foi dividida pela massa corpoérea total, n =7 a 10; * =P < 0,05

e*™ =P <0.001.
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O bago nos machos deficientes para ambos receptores de cininas
apresentou-se aumentado com relagdo ao grupo controle (figura 26). Nota se

também uma tendéncia dos rins em serem menores nos modelos bioldgicos

gerados.
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Figura 26: Massa relativa dos 6rgaos dos machos aos 6 meses de idade. A
massa dos orgaos foi dividida pela massa corpérea total, n =7 a 10; * = P < 0,05

e ™™ =P <0.001.
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4.5.1 Coracao e camaras cardiacas

Um dos o6rgados analisados foi o coragao. Este foi retirado e lavado em
salina. Depois de ter sua massa aferida foram separadas as camaras cardiacas.
Comparando as massas relativas verificou se uma diferenga entre os ventriculos

esquerdos das fémeas deficientes para ambos receptores de cininas (figura 27).

V.E. Fémeas

*

Coracgao Fémeas

Massa Relativa
(mg/gPV)
Massa Relativa

ob/ob ob/obB2 ob/obB1B2 ob/ob ob/obB2 ob/obB1B2
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o
3
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0.25+
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ob/obB1B2 ob/ob ob/obB2 ob/obB1B2

ob/ob ob/obB2

Figura 27: Massas relativas do coragdo e de suas camaras em fémeas. V.E. =
ventriculo esquerdo; V.D. = ventriculo direito; * = P < 0,05.

A diferenca entre os ventriculos esquerdos ndo se confirma nos machos
(figura 28), os quais possuem uma massa relativa do coragdo maior ao das

fémeas quando somamos os dados de todos os grupos juntos (figura 29). Tanto o
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coragdo como o ventriculo esquerdo dos machos deste gendétipo eram maiores
em valores absolutos como mostrado no anexo 1.

Coragao Machos V.E. Machos
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Figura 28: Massas relativas do coragao e de suas camaras em machos. V.E.
ventriculo esquerdo; V.D. = ventriculo direito.
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Figura 29: Comparacao entre as massas relativas do coracdo de machos e
fémeas. P < 0,001.
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4.6 Massa do Tecido adiposo

O conhecimento de que o tecido adiposo é importante na regulagao da
massa corpérea e do metabolismo, assim como de que o tecido adiposo de
diferentes posi¢cdes anatdmicas tem caracteristicas metabdlicas diferentes nos
levou a aferir a massa de diferentes partes anatémicas e relaciona-las.
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Figura 30: Massa do tecido adiposo de fémeas. TAl = tecido adiposo inguinal;
TAP = tecido adiposo peri-renal; TAA = soma de TAl e TAP; TASC = tecido
adiposo subcutaneo; *=P < 0,05 e ** =P <0,01.
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Figura 31. Massa do tecido adiposo de machos. TAl = tecido adiposo inguinal;
TAP = tecido adiposo peri-renal; TAA = soma de TAl e TAP; TASC = tecido

adiposo subcutaneo; *=P < 0,05 e ** =P <0,01.

Tantos as fémeas quanto os machos ob/obB1B2-/- apresentaram menor

massa relativa do tecido adiposo abdominal aferido (figuras 30 e 31). Isso refletiu
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em uma menor porcentagem do tecido abdominal nas fémeas deste gendtipo em
comparagao com o grupo controle. As fémeas de todos os grupos apresentaram
quase o dobro de TAl do que os machos (anexo 1). Elas também possuem mais

tecido adiposo total.

4.7 Glicemia e Insulinemia

Para avaliar a glicemia dos animais foram realizados os testes de
tolerancia a glicose (TTG) e de resisténcia a insulina (TRI). Os testes foram
realizados em dois momentos: aos 90 dias de idade e aos 180 dias de idade.
Houve uma semana de intervalo entre os diferentes testes para a recuperacao
adequada dos animais. Os resultados mostram que os animais deficientes em
receptores de cininas respondem diferentemente ao metabolismo de glicose e
que estas diferengas alteram a medida que os animais vao ficando mais velhos
(figuras 32 e 33). Os resultados mostram que os animais ob/ob, como descrito na
literatura (LINDSTROM, 2007), apresentam hiperglicemia acentuada aos 90 dias,
aumentando sua capacidade de captagao de glicose apos 26 semanas de idade,
tanto nos machos quanto nas fémeas. Ja os modelos gerados, que sao
deficientes nos receptores de cininas, mostraram uma tendéncia inversa. Os
animais do genotipo ob/obB1B2-/-, de modo geral, foram os que apresentaram
uma menor captacdo de glicose com o avangar da idade, em especial nas
fémeas, sendo essas alteragdes muito maiores que as observadas nos machos
de mesmo gendtipo.

Na figura 34 podemos ver a comparagao entre as curvas glicémicas dos
modelos deficientes para a leptina e seus controles magros. Os dados dos
animais B2-/- foram cedidos gentiimente por Felipe Reis sendo parte de sua
dissertagdo de mestrado. Ha diferenga entre os protocolos de jejum usados neste
trabalho e por Felipe Reis. A retirada da maravalha das caixas para o jejum dos
animais altera em aproximadamente 20% a glicemia basal dos animais (figura
35).
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Figura 32: Teste de tolerancia a glicose (TTG) e teste de resisténcia a insulina
(TRI) das fémeas. Os testes foram realizados em duas idades diferentes (3 e 6
meses de idade). Os graficos em barras representam a area sob a curva (AUC). *
=P<0,05e* =P <0,01; nentre 7 e 10 para cada grupo.
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Figura 33: Teste de tolerancia a glicose (TTG) e teste de resisténcia a insulina
(TRI) dos machos. Os testes foram realizados em duas idades diferentes (3 e 6
meses de idade). Os graficos em barras representam a area sob a curva (AUC). *
=P <0,05e* =P <0,01; nentre 7 e 10 para cada grupo.
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Figura 34: Comparagao das curvas glicémicas entre os animais ob/ob e seus
controles magros. A) TTG dos camundongos deficientes para a leptina aos 3
meses de idade.B) TTG dos controles magros. Os dados dos animais B2-/- foram
cedidos por Felipe Reis e estdo publicados em sua dissertagdo de mestrado. C)
Area sob as curvas ( * = p < 0,05 e ** = p < 0,01em comparagéo com o animal
deficiente para a leptina de mesmo gendétipo para os receptores de cinina; n > 5)
A elevada glicemia basal dos animais magros é devida a diferengca no protocolo
de jejum. Todos os animais foram submetidos a jejum de 12 horas sendo que os
animais ob/ob tiveram suas camas retiradas.
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Figura 35: Comparagéo dos protocolos de jejum. Dois grupos de camundongos
WT foram submetidos ao jejum de 12 horas com e sem maravalha (** p < 0,01, n
=7).

Ao observarmos a insulina sérica dos animais, a qual foi aferida apds 6
meses de idade, nota-se que os as fémeas deficientes para ambos os receptores,
apesar de terem maior resisténcia a insulina (figura 32; P < 0,05) quando
comparadas aos animais controle, ndo conseguem liberar uma maior quantidade
de insulina. J& os machos do mesmo gendtipo, que também apresentam maior
resisténcia a insulina nesta idade e uma captacao de glicose semelhante a dos
outros grupos (figura 33, P < 0,05), apresentam uma maior liberagédo de insulina
(figura 36, P < 0,01).
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Figura 36: Insulina sérica aos 6 meses de idade. Amostras de sangue obtidas por
puncao retro-orbital apos jejum de 12 horas. ** = P < 0,01 quando comparada aos
outros dois grupos.
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5 Discusséao

Animais transgénicos tém sido amplamente utilizados para estudos
fisiopatologicos. Estes modelos ajudam a elucidar mecanismos bioquimicos e
suas interferéncias no organismo como um todo, sendo uma importante
ferramenta para o estudo das reacgdes fisioldégicas relativa as alteragdes
moleculares inseridas nos genomas destes animais (RYFFEL, 1996). Os
camundongos, como modelos biologicos, oferecem a oportunidade de
manipulagdo de seu genoma numa técnica especifica: a delegao genética. Nesta
espécie € possivel “desligar” um gene através de técnicas de biologia molecular,
de maneira direcionada, criando-se assim os modelos chamados nocaute (KO),
onde parte do gene alvo especifico pode ser retirada do genoma destes animais e
substituida por outra sequéncia de DNA que algumas vezes sdo os cassetes de
neomicina. Quando temos modelos com alteragbes génicas localizadas em
diferentes cromossomos € possivel a combinagdo destas alteragdes através de
cruzamentos e selegcdo por genotipagem ou por caracteristicas fenotipicas
conhecidas.

A obesidade ocorre pelo desequilibrio energético no organismo
(HOFBAUER, 2002). A massa corporea € finamente regulada por diversos
sistemas incluindo o sistema nervoso central e autbnomo, e o sistema enddcrino
(CLEMENT e FERRE, 2003). Estes sistemas recebem informacdes dos tecidos
periféricos e regulam o metabolismo, a ingestdo alimentar, a atividade fisica
espontanea e a reproducdo nos individuos. Diversos fatores genéticos ja foram
reconhecidos como determinantes de obesidade ou da predisposicdo a esta
condicao (DAHLMAN e ARNER, 2007). Na compreensao destes fatores e suas
correlagbes, os modelos animais sdo ferramentas fundamentais (BROCKMANN e
BEVOVA, 2002). Um dos mais usados entre estes modelos € o camundongo
deficiente para a leptin (ob/ob).

O sistema calicreina-cininas (SCC) esta envolvido no controle da pressao
arterial, vasodilatacdo, inflamagéo e atividade do musculo liso (BHOOLA et al.,
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1992; DRAY e PERKINS, 1993; SCHOLKENS, 1996; NSA ALLOGHO et al.,
1998). No SCC existem dois receptores efetores conhecidos como receptores B1
e B2 os quais sdo responsaveis pelos efeitos intracelulares de seus agonistas.
Outros estudos mostraram que estes receptores também estdo envolvidos em
outras vias metabdlicas inclusive com a translocacao do transportador de glicose
GLUT4 no tecido adiposo e muscular por uma via independente da insulina in
vitro (KISHI et al., 1998). Os modelos biologicos fornecem a oportunidade de
verificagdo in vivo destas constatagdes feitas anteriormente in vitro. Nosso grupo,
através do uso de animais transgénicos, mostrou que estes receptores também
podem estar envolvidos nos processos de resisténcia a insulina e a leptina, pois
0s animais nocaute para o receptor B1 de cininas se mostraram mais sensiveis a
acao destes hormdnios, o que foi também confirmado com o uso do animal
ob/obB1-/- e pela administragdo de antagonista do receptor B1, SSR240612, a
animais normais. Também foi mostrado que o animal nocaute B1 tem resisténcia
a obesidade quando exposto a dieta hiperlipidica. Usando se o animal hibrido
ob/obB1-/-, notou-se que este ndo apresentava a mesma caracteristica, mas que
era mais sensivel a administragao de leptina exdgena que o ob/ob controle. Desta
forma teorizou-se que o efeito protetor da deficiéncia do receptor B1 é
dependente da presenca de leptina. Analises da fosforilagdo de STAT3, um fator
da cascata ativada pelo receptor de leptina, e de expressdao de SOC3, um inibidor
do sinal de Ob-rb, confirmaram as alteragdes ligadas a esta resisténcia (MORI et
al., 2008).

No trabalho presente tentamos relacionar, através de modelos
geneticamente modificados, a fungéo dos receptores de cininas ao metabolismo
da glicose, resisténcia a obesidade e patologias relacionadas. Para isso
resolvemos gerar os animais nocautes para os receptores de cininas e deficientes
em leptina (ob/obB2-/- e ob/obB1B2-/-).

Entretanto, os animais ob/ob s&o inférteis. Esta deficiéncia reprodutiva
provém da deficiéncia do sinal da leptina ao hipotalamo (MANTZOROS, 1999),
podendo ser revertida pela administragdo exégena de leptina, pelo uso de fundos

genéticos (backgrounds) especificos ou por restricao alimentar (EWART-TOLAND
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et al., 1999). A administragao de leptina exdgena é cara e inviavel para ser usada
na manutencdo das colénias de ob/ob. O uso de camundongos de linhagem
diferente restabelece apenas parcialmente a fertilidade dos machos. Esta forma
de reversdo da infertilidade ndo é pratica para o uso nos biotérios, criando
também o problema de ndo se poder trabalhar com backgrounds desejados a
cada experimento. A restauragdo da fertilidade através da restrigdo alimentar
também é parcial, e por motivos Obvios, esta técnica ndo € adequada para a
manuten¢ado das maternidades, pois teriamos problemas com relagdo a nutricao
dos animais. Portanto, animais magros heterozigotos, portadores da mutagao ob,
sao normalmente usados como reprodutores na manutencédo das colbnias. Esta
solugdo vem sendo usada ha muitos anos, mas também gera diversas restrigdes.
Uma delas € a necessidade de selecionar, entre os animais magros, quais sao
portadores da mutagao ob. Esta selecao é feita através de genotipagem, ja que os
animais heterozigotos sado fenotipicamente indistinguiveis dos selvagens
controles, pois as alteragdes na sua massa corpdrea séo sutis. A genotipagem é
trabalhosa e cara, envolvendo diversas técnicas de biologia molecular,
equipamentos especificos, material caro e mao de obra especializada. Outro
empecilho para o uso dos animais heterozigotos como reprodutores € a baixa
producdo de unidades experimentais. Como a mutacdo ob é recessiva, a cada
oito animais gerados apenas dois serao obesos, podendo ser um de cada género.
Desta forma € necessario criar um enorme numero de animais para conseguir
grupos homogéneos de animais ob/ob. Isso significa que para formar um grupo de
machos, 87,5 % dos animais criados serdo descartados por nao satisfazerem os
requisitos genéticos e genéricos para o experimento. Obviamente, parte destes
animais poderao ser usados como controles dependendo do desenho do
experimento.

Para a geragdo dos modelos biolégicos deste trabalho foi proposto um
novo método de criagdo de animais ob/ob utilizando-se o transplante cirurgico de
tecido adiposo e um novo esquema de cruzamentos. Para analisar as vantagens
deste novo método, este foi comparado com o sistema tradicional de geragao de

animais ob/ob através de cruzamento com outros animais geneticamente
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modificados. Em 2006 foi publicado um trabalho mostrando que o transplante de
tecido adiposo restaurava a fertilidade dos camundongos ob/ob (SENNELLO et
al., 2006). A técnica cirurgica usada neste trabalho é ligeiramente diferente da
descrita por Sennelo, mas segue o mesmo principio, ou seja, a leptina
proveniente do tecido adiposo normal implantado & suficiente para fazer seus
efeitos bioldgicos revertendo os disturbios metabdlicos e restaurando a fertilidade
dos animais. O uso de animais irmdos de mesma ninhada é importante para
reduzir o risco de rejeicao do tecido implantado, pois aumenta a probabilidade de
compatibilidade pela diminui¢ado das diferengas genéticas entre os individuos.
Para testar o transplante de tecido adiposo, implantamos 300 mg de TAl,
proveniente dos irmaos magros, em animais ob/ob de trés idades diferentes. Com
esta quantidade de tecido adiposo o0s animais apresentaram baixas
concentragdes de leptina sérica, mas suficientes para corrigir o metabolismo da
glicose restabelecendo a sensibilidade a insulina. Este dado mostra a grande
sensibilidade dos camundongos ob/ob ao horménio produzido nos adipécitos
(SHIMIZU et al., 2007). Os animais ob/ob sdo conhecidos por terem uma severa
resisténcia a insulina, tornando-os hiperglicémicos. A hiperglicemia destes
animais estimula a hipertrofia das ilhotas pancreaticas, as quais passam a
produzir e liberar, para a corrente sanguinea, quantidades elevadas de insulina.
Os estudos mostram que a insulina sérica dos ob/ob pode ser 10 a 20 vezes
maior que a dos seus irmaos magros (MUZZIN et al., 1996). A insulina dos
animais transplantados foi aferida no soro coletado em diferentes momentos do
nosso experimento. Aos 60 dias apds o transplante os animais apresentaram
niveis séricos de insulina semelhantes a dos seus irmaos magros refletindo a
restauracdo da sensibilidade a insulina. Este efeito pode ser mediado pela acéo
direta da leptina em seus receptores presentes nas células [ pancreaticas
inibindo a liberagdo de insulina o que ja foi descrito em alguns trabalhos
(KIEFFER et al., 1996; EMILSSON et al.,, 1997). Apesar do conhecimento do
efeito direto inibitério da leptina, nossos dados mostram que este nado deve ser o
unico mecanismo envolvido na diminuigdo da insulina sérica dos camundongos

apos o transplante de TA, pois dez dias apos o procedimento cirurgico, ja havia
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leptina circulante nos animais, mas a concentragédo de insulina no sangue destes
continuava alta. Sabe-se que o principal efeito da leptina é a redugao da ingestéao
de alimentos o que ja foi mostrado tanto para a administracéo de leptina exdégena
como para o transplante de TA (KLEBANOV et al., 2005). Uma menor ingestao
reduz a quantidade de nutrientes absorvidos reduzindo assim os estimulos destes
nutrientes a liberacdo da insulina pelas ilhotas de Langerhans. Este efeito
secundario parece ter tido um importante papel na diminuicdo dos niveis séricos
de insulina nos animais transplantados, os quais apresentaram este efeito
coincidindo com a perda da massa corpérea.

Apos 150 dias do transplante, os tecidos implantados foram retirados
cirurgicamente e preparados para histologia. O estudo histoldégico dos implantes
mostrou a presenca de vasos funcionais com eritrocitos em sua luz. Esta
vascularizagao parece ter sido eficiente na nutrigdo das células implantadas, pois
o tecido apresentava arquitetura preservada sem sinais de necrose. Estes dados,
junto a presenca de leptina no sangue dos animais, sugerem que o tecido
implantado conseguiu se estabelecer e cumprir com suas fungdes fisiologicas
basicas.

Foram aferidas as massas corpéreas dos diferentes grupos de animais
ob/ob transplantados. Os grupos operados mais jovens se mantiveram com
massa corporal préxima a dos animais normais. O grupo que foi operado ja em
processo de obesidade, ou seja, ja possuia grande aumento na massa corpérea
de seus integrantes os quais apresentaram emagrecimento acentuado e se
mantiveram abaixo da massa corpérea aferida na curva padrdo de ganho de peso
(curva de ganho de peso de animais de mesmo gendtipo, mantidos nas mesmas
condi¢des e que nao sofreram cirurgia experimental). Apesar disso se mantiveram
acima do peso normal. Este mesmo padrdo € observado em pessoas que
emagrecem apos instalacdo de obesidade severa. Na obesidade moérbida ocorre
tanto a hipertrofia (aumento do volume das células) quanto a hiperplasia (aumento
do numero de células) do tecido adiposo (NISHIMURA et al., 2007). Apds o
emagrecimento, o tecido adiposo ndo sofre aumento na apoptose, mantendo o

grande numero de adipocitos gerados durante o processo de ganho de peso.
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Desta forma o individuo continua a possuir uma grande quantidade de tecido
adiposo, s6 que com adipécitos menores. Este tecido residual pode ter influéncia
na tendéncia ao retorno a obesidade nos pds-obesos. O transplante de tecido
adiposo em camundongos ob/ob mais velhos pode ser uma ferramenta para
estudo do metabolismo em pds-obesos.

Apos a retirada dos implantes os grupos voltaram a ganhar peso
rapidamente. Isso comprovou que os implantes foram removidos por completo e
que as alteragdes metabdlicas sdao dependentes de um fornecimento continuo de
leptina para o organismo.

Finalmente foram comparados os grupos experimentais com o grupo
chamado sham, onde os animais receberam implantes de doadores deficientes
para a leptina. O tecido adiposo deficiente para leptina nao foi capaz de provocar
as alteragdes metabdlicas observadas nos grupos experimentais nem qualquer
alteracdo na massa corporea dos animais, eliminando assim a possibilidade dos
resultados serem provenientes de inflamagdo causada pela colocagao de
implantes, como por exemplo, as causadas por processos de rejeigao tecidual.

Para o uso dos animais na reprodug¢ao, camundongos ob/ob de ambos os
géneros foram transplantados com uma quantidade maior de TAIl. Para total
recuperagao da fertilidade, neste trabalho foi implantado 1 g de TAl em cada
camundongo (KLEBANOV et al., 2005). Apdés a recuperagdo cada macho foi
colocado com trés fémeas magras férteis para verificar a atividade reprodutiva
destes. As fémeas foram também colocadas com machos férteis para 0 mesmo
fim. Foram aferidos os intervalos entre partos, numero de filhotes por ninhada e
duragao da atividade reprodutora. Os machos se mostraram férteis por mais de
um ano. Alguns ficaram em atividade durante dois anos, o que supera o tempo de
vida médio que teriam se ndo tivessem sido transplantados. Este aumento de
longevidade se deve provavelmente a diminuicdo da glicemia promovida pelo
transplante. As fémeas também se mostraram férteis apesar da maioria ter
comido a primeira cria. Apesar destes transtornos comportamentais, a maioria
delas foi capaz de criar sete ou mais ninhadas consecutivas, com bom intervalo

entre partos, numeros semelhantes a de uma fémea magra normal. As fémeas
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transplantadas produziam leite suficiente para alimentar os filhotes sendo capazes
de criarem com éxito ao menos 10 filhotes em uma ninhada.

O uso de animais ob/ob transplantados facilitou muito a obtencdo dos
animais duplo mutantes. J& no primeiro cruzamento a genotipagem foi
dispensada, pois ndo houve necessidade de separar os animais de diferentes
genaotipos entre animais magros da colénia de ob/ob uma vez que foi usado um
animal homozigoto para a mutagcédo ob facilmente identificado pelo seu fendtipo
obeso. Em compensacéo foi necessario fazer o transplante de TA neste animal.
Este procedimento, apesar de ser cirurgico, € muito simples e de facil execugao.
A genotipagem é novamente dispensada em F1, pois como os dois progenitores
sdo homozigotos, toda a prole possui 0 mesmo gendtipo sendo possivel a
utilizacdo de todos os animais para o proximo cruzamento. Este fato aumenta a
probabilidade de se obter os fendtipos desejados em F2, pois com um maior
numero de progenitores nascem mais filhotes nesta geragcdo onde a grande
variedade de possibilidades faz com que haja pouca porcentagem de
nascimentos de um fendtipo especifico. Para a selegdo dos progenitores para o
novo cruzamento foi feito primeiramente a genotipagem para o receptor de
cininas. Esta genotipagem é feita através de uma unica PCR utilizando 4
iniciadores na mesma reacao. Ja a genotipagem para a mutagao ob requer que o
produto da PCR inicial seja digerido com endonuclease de restricdo Ddel para
nova analise em eletroforese. Apesar de estas técnicas serem rotineiras nos
laboratérios, sdo relativamente caras e sujeitas a artefatos e contaminacgdes.
Usando o esquema de cruzamento novo somente 6 fémeas magras precisaram
ser genotipadas para a mutagdo ob contra 93 animais no esquema tradicional.
Duas outras vantagens merecem ser destacadas: o reduzido uso de animais para
a obtencéo de unidades experimentais (93 vs. 217 animais utilizados), e a maior
eficiéncia na ampliagcdo rapida da colénia para fornecimento de animais para
experimentos.

Existem varias situacdes diferentes na experimentacdo com animais
ob/ob. A mais antiga é a comparagao dos ob/ob com os animais magros. Alguns

autores defendem que o melhor controle magro para o ob/ob é o heterozigoto
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OB/ob, pois este tem maior semelhanga no seu fundo genético que o OB/OB.
Neste caso o cruzamento de um ob/ob transplantado é mais eficiente na producéo
dos animais, pois gera 50% de cada gendétipo em sua prole. Se for fundamental a
utilizagdo do OB/OB como controle, o sistema tradicional, com cruzamento de
dois heterozigotos sera o mais indicado. Outra situagdo € a comparacao de ob/ob
nao tratado com ob/ob tratado, como por exemplo, o estudo do treinamento fisico
nos obesos. Neste caso ndo ha melhor possibilidade do que fazer maternidades
homozigotas com machos e fémeas transplantados, as quais geram 100% de
animais experimentais. Os animais transplantados também facilitam a
manutenc¢ao das colbnias nas situagdes em que ndo ha demanda de animais para
experimento, pois basta uma caixa com um macho ob/ob transplantado junto a
trés fémeas heterozigotas para que haja uma rapida ampliagdo da colénia. Com
este cruzamento a genotipagem é totalmente desnecessaria e mesmo que se
opte pelo sistema tradicional, os reprodutores estardo disponiveis pela simples
selecédo visual do fenotipo magro.

Com relagédo a experimentagdo com animais duplo mutantes deficientes
em leptina, o grupo controle deve ser formado por animais ob/ob sem a segunda
mutacado. Estes experimentos sdo feitos sempre somente com animais obesos.
Neste caso a geragéo de 75% de animais magros através do sistema tradicional
nao s6 € um desperdicio, mas passa a ser motivo de discussdo nos comités de
ética, uma vez que se toma o conhecimento do novo método proposto com o qual
€ possivel produzir os animais experimentais de forma mais eficiente e com
ninhadas 100% obesas. Outra consideragdo importante no uso destes animais
com mutagdes combinadas através de cruzamentos € o uso de animais nocaute
para a segunda modificacdo genética. A técnica de geragdao de camundongos
nocautes implica na producdo inicial de um animal quimérico. Apesar deste
animal possuir células de dois fundos genéticos diferentes, ele s6 transmitira a
mutacao caso tenha suas génadas formadas por uma célula mutada. Isso implica
que sua prole sempre carregara o mesmo fundo genético da célula transformada.
Se 0 animal quimérico for cruzado com outro quimérico ou com outro de mesmo

fundo genético que o das células transformadas sera mantido o fundo genético
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original. Outros cruzamentos podem gerar animais de fundo genético misto e
geralmente sdo os preferidos, porque as células usadas para transformagéo sao
geralmente de um unico fundo genético chamado 129/SV. Além disso, apdés
obtidos os animais nocaute, estas colonias costumam ser mantidas em
homozigose por muitas geragdes, o que propicia um afastamento genético com a
colénia original controle. Isso implica que na experimentacdo com animais
contendo mutagdes combinadas o ideal € usar animais de diferentes gendtipos
nascidos na mesma ninhada, ou seja, obter os animais controle irmaos dos
animais experimentais. Para este ideal, no caso de animais deficientes para
leptina, o melhor cruzamento consiste em animais obesos transplantados,
heterozigotos para a segunda mutacdo. Este cruzamento gerara 50% de animais
experimentais sendo metade deles de cada gendtipo. Se a mutagao adicional for
recessiva e/ou os animais heterozigotos sejam reconhecidos como controles
ideais, o melhor cruzamento passa a ser o de um ob/ob transplantado
heterozigoto para a segunda mutacdo junto a um duplo mutante homozigoto,
gerando 50% de cada gendtipo desejado. Cruzamentos utilizando o transplante
de TA sado muito vantajosos quando a segunda mutagao tem carater dominante,
como no caso do cruzamento dos ob/ob com animais possuindo proteina com
fluorescéncia verde (Green Fluorescence Protrein — GFP Mice). O cruzamento do
progenitor macho ob/ob transplantado com suas filhas duplo heterozigotas gera
25% de cada fendtipo na mesma ninhada: gordos (50%) normais e verdes (25%
cada), e magros normais e verdes (idem).

Com o uso do transplante de tecido adiposo foram gerados dois novos
modelos experimentais: o ob/obB2-/- e o ob/obB1B2-/-. O gendtipo dos animais foi
confirmado pela genotipagem. Além disso, foi verificado se eles realmente nao
possuiam os receptores de cininas expressos nos seus tecidos através de ensaio
de contragdo de musculo liso de estdbmago. Os receptores sao conhecidos por
serem expressos constitutivamente neste tecido e por provocarem a contragao do
orgao quando estimulados com cininas (BARBOSA et al., 2006). Uma vez
confrmada a auséncia dos receptores nos animais gerados iniciou-se a

caracterizacdo basica destes animais. O acompanhamento do desenvolvimento



82

corpéreo dos nocautes mostrou que a deficiéncia dos receptores de cininas nao
alterou o fendtipo obeso dos animais ob/ob. Os animais apresentaram
crescimento semelhante com pequenas variacbes confirmadas nas fémeas
ob/obB2-/- que se mostraram um pouco mais pesadas que as controle. Este
aumento de peso ndo foi acompanhado pelo aumento do tecido adiposo. Este
aumento de massa corporea nestes animais esta ligada ao aumento da massa
magra ou oOssea. A mesma tendéncia foi verificada nos machos, mas sem
significancia estatistica. A mesma observacgao foi feita com relacédo aos animais
ob/obB1-/-. Estes animais também apresentavam obesidade similar a dos
controles apesar da deficiéncia do receptor B1 proteger os animais normais para
0 gene da leptina contra obesidade quando submetidos a dieta hiperlipidica
(MORI et al., 2008). Estes autores mostraram que o receptor B1 de cininas pode
estar ligado ao desenvolvimento de resisténcia a leptina. Da mesma forma os
receptores B2 podem estar ligados a mecanismos regulatérios de outros sistemas
metabdlicos o que torna os animais gerados candidatos como ferramentas uteis
no estudo destes sistemas.

Ao analisar as massas relativas dos orgaos foram notadas algumas
diferengas entre os gendtipos como: hepatomegalia nas fémeas ob/obB1B2-/-
quando comparadas aos outros dois fendtipos; pancreas reduzido nestas fémeas;
maior massa no bago dos machos ob/obB1B2-/- e algumas variagées nas massas
do coragao entre os genotipos. Estas alteragdes acompanham a menor deposi¢cao
de TA abdominal em ambos os géneros dos animais ob/obB1B2-/-. Algumas
destas alteragbes acompanham o que foi observado nos animais nocaute apenas
para os receptores de cininas. Os nocautes para receptor B2 mostraram ter
tendéncia a hipertrofia cardiaca (BATISTA et al., 2008). Os animais deficientes
para a leptina ja possuem uma hipertrofia cardiaca muito acentuada aos seis
meses de idade tendo a massa do ventriculo esquerdo 50% maior que dos
controles magros (BAROUCH et al., 2003). O efeito da deficiéncia dos receptores
de cininas pode estar minimizado diante de tamanha alteracdo morfoldgica, mas

pode ser revelada com desafios como o exercicio fisico e o treinamento. Os
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modelos gerados neste trabalho seréo uteis na verificagao da inter-relagdo entre a
deficiéncia de cininas e de leptina na fisiologia cardiaca.

A diferente distribuicdo de tecido adiposo e o aumento do tamanho do
figado das fémeas ob/obB1B2-/- podem estar ligados aos resultados obtidos nas
analises glicémicas neste trabalho. Ja estd bem descrito que os animais ob/ob
apresentam uma marcante resisténcia a insulina, desde as primeiras semanas de
idade, e que desenvolvem hiperglicemia uma ou duas semanas depois. Esta
tendéncia ira permanecer até alcangarem idade proxima de 20 semanas, quando
a enorme quantidade de insulina liberada por ilhotas 10 vezes maiores que dos
animais magros, consegue compensar parcialmente insensibilidade a insulina e
reduzir os niveis glicémicos até préximo ao normal (LINDSTROM, 2007). Nos
testes de tolerancia a glicose (TTG) realizados aos 3 e 6 meses de idade foi
notada clara diferenga entre os genoétipos. Aos 3 meses de idade os animais
gerados mostraram ter semelhante capacidade de captagdo de glicose que os
controles ob/ob. Quando avaliados com 26 semanas de idade os resultados n&o
sdo os mesmos. Tanto machos como fémeas do grupo ob/ob aumentam a
tolerancia a glicose. No grupo ob/obB2-/- esta maior captagao nao acontece. Os
machos ob/obB1B2-/- também mantém a tolerancia a glicose mas as fémeas
ob/obB1B2-/- apresentaram aumento da hiperglicemia e diminuicdo da captagao
da glicose no teste de tolerancia. Isso pode estar refletindo na alteragao
morfolégica hepatica observada nestas fémeas, o que devera ser analisado
posteriormente. Os machos de mesmo fendtipo conseguiram manter a tolerancia
a glicose diferentemente das fémeas. O teste de resisténcia a insulina mostrou
que tanto os machos quanto as fémeas ob/obB1B2-/- possuem maior resisténcia
que os outros dois gendtipos. Estes dados fizeram com que fosse gerada uma
pergunta referente a diferenga entre machos e fémeas no que se refere a
tolerancia da glicose nestes animais. Ao examinarmos a insulina sérica dos
grupos verificamos que os machos ob/obB1B2-/- possuiam concentragbes de
insulina muito maiores que a dos outros grupos. A meédia de insulina sérica dos
machos ob/obB1B2-/- aos 6 meses de idade é duas vezes maior que a das

fémeas de mesmo gendtipo. Os machos conseguiram aumentar a produgéo de
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insulina em quantidade suficiente para compensar a maior resisténcia provocada
pela falta de receptores B1 e B2 de cininas, e as fémeas nao foram capazes até
esta idade. O pancreas destas fémeas era significantemente menor que o dos
animais controle, o que pode estar ligado a esta incapacidade de aumentar a
liberagdo deste horménio hipoglicemiante.

A relacéo entre a resposta das células beta pancreaticas e da resisténcia
a insulina determina a glicemia no organismo (KAHN et al., 2006). O aumento de
resisténcia a insulina ocorre de forma fisiolégica em diversas circunstancias como
na gestagao e na puberdade (BUCHANAN et al., 1990; MORAN et al., 1999). Este
aumento esta presente também na obesidade (KAHN e FLIER, 2000). O fato de o
individuo ser obeso nao significa que ele irda desenvolver hiperglicemia ou
diabetes tipo 2. Isso s6 ocorre se nao houver uma adequada resposta das ilhotas
pancreaticas em aumentar a liberagcdo de insulina diante do aumento da
resisténcia a insulina causada pela obesidade. A diabetes tipo 2 é caracterizada
por hiperglicemia resultante da incapacidade das ilhotas pancreaticas de suprir a
elevada demanda de insulina diante de um organismo resistente a este horménio
(KAHN et al., 2006). Por outro lado, o glucagon tem sido descrito como importante
hormbénio na manutengdo da glicemia em animais modelos de diabetes
(SORENSEN et al., 2006). Outros estudos mostram que o receptor B2 de cininas
esta envolvido na liberagdo de glucagon pelo pancreas assim como também a
bradicinina estimula a liberacao de insulina nas ilhotas pancreaticas (ABU-BASHA
et al., 2000). Desta forma, falta dos receptores de cininas influéncia diretamente
na liberacdo destes hormdnios, o que posteriormente podera ser estudado nos
animais gerados para entender a participagdo do SCC no controle da liberagao
dos horménios pancreaticos na obesidade severa. Os mecanismos envolvidos no
desenvolvimento de diabetes tipo 2 ndo estdo completamente elucidados, mas
existe 0 consenso que estdo ligados a diversos fatores inclusive a multiplos
fatores genéticos (MCCARTHY, 2004). Os camundongos gerados neste trabalho
poderdo ajudar a elucidar estes mecanismos e o papel dos receptores de cininas
na diabetes tipo 2. A técnica de transplante de tecido adiposo facilita o

cruzamento dos animais ob/ob com outros modelos mutantes facilitando a
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geracao de ferramentas para o estudo de genes envolvidos na obesidade e nas

doencas relacionadas a esta condicao.
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6 Conclusdes e Sugestdes

O uso do transplante de tecido adiposo facilita a geracédo e manutencao
de colbnias de camundongos deficientes para leptina, aumenta a capacidade de
ampliacado rapida das colénias e reduz custos e desperdicios de animais nas
criagoes.

A partir da técnica acima descrita, os animais deficientes para leptina e
receptores de cininas foram gerados (ob/obB2-/- e ob/obB1B2-/-).

Os animais ob/ob nocautes para os receptores de cininas apresentam
fenotipos diferentes de seus controles podendo ser usados para elucidar a
influéncia do sistema calicreina-cininas na obesidade mérbida e o comportamento
fisiologico deste sistema na auséncia de leptina.

A deficiéncia de ambos receptores de cininas em animais ob/ob aumenta
a resisténcia a insulina e reduz a captagao de glicose. Estas alteragdes sao
parcialmente compensadas nos machos que aumentam a liberagéo de insulina, o

que nao ocorre nas fémeas, que continuam hiperglicémicas durante toda a vida.
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Comparagao das massas entre machos e fémeas ob/ob. Valores das médias das

massas dos 6rgaos estdo expressos em ug/g PV (massa relativa).

Fémeas Machos
T-

Média E.P.M. n| Média E.P.M. n| student Valordep

ob/ob Massa 63,14 + 148 11| 61,62 + 1,50 11 0,4803015
Figado 42,20 + 2,32 11| 58,72 + 2,32 11| k** 6,434E-05
Bago 1,74 + 0,33 11 149 + 0,17 11 0,5178417
Pancreas 6,08 + 0,44 11 570 + 0,42 10 0,5453574
Rim 6,59 + 0,27 11 7,72 + 0,25 10 ok 0,0061457
M.E 3,76 + 0,18 11 429 + 0,19 11 0,0597393
Coracdo 2,79 + 0,10 11 3,00 + 0,10 11 0,1610627
V.E 1,80 + 0,07 11 2,03 + 0,09 10 0,0644697
V.D 0,52 + 0,03 11 0,47 + 0,02 10 0,2077176
Atrio 0,21 + 0,02 11 0,18 + 0,02 10 0,305135
TA.l 73,88 + 890 11| 35,03 + 1,60 11| ***  0,0003515
TA.P 41,39 + 794 11| 28,86 + 1,61 10 0,1560001
TAA 115,27 + 565 11| 63,91 + 219 10| *** 1,24E-07
TASC 192,95 + 9,46 6| 170,24 + 1253 3 0,2010109

Comparagao das massas entre machos e fémeas ob/obB2-/-. Valores das médias

das massas dos 6rgaos estao expressos em ug/g PV (massa relativa).

Fémeas Machos
T-

Média E.P.M. n| Média E.P.M. n| student Valordep

ob/obB2-/- Massa 67,78 + 1,60 13| 65,84 + 2,04 8 0,463873
Figado 38,83 + 2,70 13| 53,64 + 3,43 7 ok 0,0038015
Bago 2,30 + 0,33 13 2,00 + 0,37 8 0,5658491
Pancreas 5,97 + 0,49 13 6,52 + 0,73 7 0,5260104
Rim 6,00 + 0,18 12 7,19 + 0,32 8 ok 0,0025192
M.E 3,57 + 0,15 13 3,87 + 0,23 8 0,2713985
Coracdo 2,72 + 0,07 13 2,98 + 0,14 8 0,0799769
V.E 1,87 + 0,03 13 2,02 + 0,09 7 * 0,0467649
V.D 0,42 + 0,05 13 0,51 + 0,07 7 0,3099162
Atrio 0,17 + 0,01 13 0,24 + 0,04 7 * 0,0470509
TA.l 68,45 + 3,34 13| 36,58 + 3,33 8|  Hx* 4,27E-06
TAP 3591 + 3,87 13| 29,22 + 3,08 8 0,2402821
TAA 104,36 + 3,64 13| 65,81 + 533 8| Hxx 6,059E-06
TASC 203,62 + 5,99 6| 161,52 + 23,44 4 0,0682362
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Comparagdo das massas entre machos e fémeas ob/obB1B2-/-. Médias das
massas dos 6rgaos expressas em pg/g PV (massa relativa).

Fémeas Machos
T-

Média E.P.M. n| Média E.P.M. n| student ValordeP
ob/obB1B2-/- Massa 63,17 + 1,17 15 63,49 + 1,19 14 0,8534339
Figado 53,73 + 3,43 15 60,24 + 2,30 14 0,1320439
Baco 2,26 + 0,22 15 2,31 + 0,18 14 0,8719257
Pancreas 494 + 029 15 574 + 037 14 0,1002265
Rim 6,16 + 0,14 15 6,69 + 0,49 14 0,2906262
M.E 3,73 + 0,16 13 3,55 + 0,32 14 0,6234165
Corago 256 + 0,06 15 209 + 009 14| ***  0,0004917
V.E 1,68 + 0,04 14 2,00 + 0,08 14 ok 0,0010348
V.D 0,50 + 0,04 15 0,45 + 0,02 14 0,24123
Atrio 0,17 + 0,02 13 0,18 + 0,02 14 0,7358792
T.All 60,49 + 5,28 15 3249 + 2,73 14 Hokk 8,598E-05
T.A.P 28,95 + 2,73 15 22,89 + 1,85 14 0,0808415
TAA 90,24 + 5,75 14 55,37 + 3,02 14 ok 1,285E-05
TASC 212,35 + 9,01 10 176,20 + 4,93 5 * 0,0183719

Comparagao das massas entre machos e fémeas ob/ob. Valores das médias das
massas dos 6rgaos estdo expressos em gramas (massa absoluta).

Fémeas Machos
T-

Média E.P.M. n| Média E.P.M. n| student Valordep

ob/ob Massa 63,14 + 148 11| 61,62 + 1,50 11 0,4803015
Figado 265 + 014 11 3,60 + 0,13 11| *** 6,258E-05
Baco 0,11 + 0,02 11 0,09 + 0,01 11 0,4492707
Pancreas 0,38 + 0,02 11 0,35 + 0,02 10 0,4133572
Rim 0,42 + 0,02 11 0,47 + 0,02 10 0,0546051
M.E 0,24 + 0,01 11 0,26 + 0,01 11 * 0,039742
Coragdo 0,18 + 0,01 11 0,18 + 0,01 11 0,5038295
V.E 0,11 + 0,01 11 0,12 + 0,01 10 0,22866
V.D 0,03 + 0,00 11 0,03 + 0,00 10 0,0973796
Atrio 0,01 + 0,00 11 0,01 + 0,00 10 0,1611821
TA.l 466 + 0,56 11 2,15 + 0,10 11| ***  0,0002468
T.AP 260 + 048 11 1,79 + 0,13 10 0,1358678
TAA 726 + 0,35 11 3,94 + 0,17 10| *** 1,162E-07
TASC 12,47 + 0,86 6/ 10,88 + 1,48 3 0,3490616
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Comparagao das massas entre machos e fémeas ob/obB2-/-. Valores das médias
das massas dos 6rgaos expressos em g (massa absoluta).

Fémeas Machos
T-
Média E.P.M. n| Média E.P.M. n]| student Valordep
ob/obB2-/- Massa 67,78 + 1,60 13| 65,84 + 2,04 8 0,463873
Figado 2,63 + 0,20 13 3,55 + 0,23 7 * 0,0108488
Bago 0,15 + 0,02 13 0,13 + 0,02 8 0,4879403
Pancreas 0,40 + 0,03 13 0,42 + 0,04 7 0,7683543
Rim 0,40 + 0,01 12 0,47 + 0,02 8 * 0,0106974
M.E 0,24 + 0,01 13 0,25 + 0,01 8 0,4127732
Coragdo 0,18 + 0,01 13 0,20 + 0,01 8 0,2612025
V.E 0,13 + 0,00 13 0,13 + 0,01 7 0,2373208
V.D 0,03 + 0,00 13 0,03 + 0,00 7 0,2648099
Atrio 0,01 + 0,00 13 0,02 + 0,00 7 * 0,0453268
TA.l 462 + 0,22 13 241 + 0,24 8|  Hx* 2,755E-06
T.AP 244 + 0,27 13 1,91 + 0,19 8 0,1777049
TAA 7,06 + 0,27 13 4,32 + 0,37 8| ¥ 6,905E-06
TASC 13,86 + 0,42 6| 10,23 + 1,17 4 ok 0,0091965
Comparagdo das massas entre machos e fémeas ob/obB1B2-/-. Valores das
médias das massas dos 0rgaos expressos em g (massa absoluta).
Fémeas Machos
T-
Média E.P.M. n| Média E.P.M. n| student Valordep
ob/obB1B2-/- Massa 63,177 + 1,17 15| 63,49 + 1,19 14 0,8534339
Figado 3,62 + 0,22 15 3,79 + 0,15 14 0,1753689
Bago 0,14 + 0,01 15 0,14 + 0,01 14 0,7275685
Pancreas 0,31 + 0,01 15 0,37 + 0,02 14 0,0827021
Rim 0,40 + 0,01 15 0,42 + 0,03 14 0,3037569
M.E 0,25 + 0,01 13 0,24 + 0,02 14 0,5293525
Coragdo 0,16 + 0,00 15 0,19 + 0,01 14 ok 0,0010163
V.E 0,11 + 0,00 14 0,13 + 0,00 14 ok 0,0012986
V.D 0,03 + 0,00 15 0,03 + 0,00 14 0,3057508
Atrio 0,01 + 0,00 13 0,01 + 0,00 14 0,8088201
TA.l 3,63 + 0,28 15 2,15 + 0,19 14| *** 9,492E-05
TA.P 1,77 + 0,14 15 1,47 + 0,12 14 0,0862406
TAA 541 + 0,31 15 3,62 + 0,19 14| *** 1,243E-05
TASC 14,15 + 0,59 10| 10,92 + 0,47 5 * 0,0136928
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Anexo 2

Mogi das Cruzes, 14 de marco de 2008

Ao Académico
Carlos Castilho de Barros

O Comité de Ftica em Manipulagiio e Experimentagio Animal da Universidade de Mogi
das Cruzes, considerou o projeto intitulado “METODO SIMPLES PARA OBTER E
MANTER COLONIAS DE MODELOS BIOLOGICOS DERIVADOS DO
CAMUNDONGO  ob/ob”, protocolo 02/08, de autoria do Doutorando CARLOS
CASTILHO DE BARROS, sob orientagdo do Prof. Dr. RONALDO DE CARVALHO
ARAUJO, APROVADO. O delineamento experimental estd conforme aos preceitos
bioéticos da utilizagio de modelos animais.

MAURICIO MARQUES DE OLIVEIRA

7 - / l)

Presidente do CEMEA/UMC
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“ EY c Tel.. (011) 4798-7000
Fax: (011) 4799-5233

Umvemdode de
dars crozes

COMISSAO DE ETICA EM MANIPULACAO E EXPERIMENTACAO ANIMAL
CEMEA/UMC

Ao Prof.

CARLOS CASTILHO DE BARROS
RONALDO DE CARVALHO ARAUJO

PARECER

O trabalho intitulado: “CARACTERIZACAO DO CAMUNDONGO DUPLO
NOCAUTE PARA RECEPTORES B1 E B2 DE CININAS” (protocolo 015/05), de autoria
do Prof. CARLOS CASTILHO DE BARROS, sob orientagdo do Prof. Dr. RONALDO DE
CARVALHO ARAUIJO, foi considerado APROVADO por esta comissdo. Consideramos a
selegdo, alojamento, manipulagdo e niimero de sujeitos experimentais adequados aos
principios bioéticos na utilizagdo de animais em experimentagao.

Sem mais no momento, despedimo-nos.

Mogi das Cruzes, 05 de junho de 2006.

MAURICIO MARQUES DE OLIVEIRA
CEMEA/UMC
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Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia
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