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Conta certa lenda, que estavam duas
criangas  patinando num  lago
congelado. Era uma tarde nublada e
fria e as criangas brincavam
despreocupadas. De repente, o gelo
se quebrou e uma delas caiu, ficando
presa na fenda que se formou. A
outra, vendo seu amiguinho preso e
se congelando, tirou um dos patins e
comegou a golpear o gelo com todas
as suas forgas, conseguindo por fim
quebra-lo e libertar o amigo. Quando
0os bombeiros chegaram e viram o
que havia acontecido, perguntaram
ao menino:

- Como vocé conseguiu fazer isso? E
impossivel que tenha conseguido
quebrar o gelo, sendo tdo pequeno e
com maos téo frageis!

Nesse instante, um ancido que
passava pelo local, comentou:

- Eu sei como ele conseguiu.

Todos perguntaram:

- Pode nos dizer como?

- E simples — respondeu o velho.

- Ndo havia ninguém ao seu redor,
para lhe dizer que ndo seria capaz.

Albert Einstein



RESUMO

CAVALCANTI, D. M. L. P. Caracterizagao fenotipica de camundongos knockout
para neurolisina. 2014. 92 f. Tese (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2014.

A oligopeptidase neurolina (E.C.3.4.24.16; NIn) foi identificada pela primeira vez em
membranas sinapticas de cérebro de ratos, participando no metabolismo de
peptideos bioativos como neurotensina e bradicinina. Foi sugerido que a redugdo na
atividade enzimatica da NIn, em tecido adiposo de comundongos superexpressando
a enzima conversora de angiotensina, pode melhorar a sensibilidade a insulina.
Nesse trabalho, nés mostramos que camundongos knockout para NIn (KO) sdo mais
tolerantes a glicose, mais sensiveis a insulina e apresentam maior gliconeogénese.
Os animais KO apresentaram um aumento na expressao de mRNAs para varios
genes relacionados com a gliconeogénese no figado, e a contragdo do musculo
esquelético no gastrocnémio. A semiquantificagao de peptideos revelou um aumento
de peptideos intracelulares especificos tanto no musculo gastrocnémio como no
tecido adiposo epididimal, que sao tecidos chave para a tolerancia a glicose e a
sensibilidade a insulina. Esses resultados sugerem, pela primeira vez, que a Nin
participe no metabolismo energético, e pode ser um novo alvo terapéutico para
melhorar a captagao de glicose e a sensibilidade a insulina.

Palavras-chave: Neurolisina. Peptideos. Insulina. Metabolismo de glicose.
Gliconeogénese. Peptideos intracelulares.



ABSTRACT

CAVALCANTI, D. M. L. P. Phenotype characterization of neurolysin knockout
mice. 2014. 92 p. Ph. D. Thesis (Cell and Tissue Biology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2014.

The oligopeptidase neurolysin (EC 3.4.24.16; NIn) was first identified in rat brain
synaptic membranes and shown to ubiquitously participate in the catabolism of
bioactive peptides such as neurotensin and bradykinin. Recently, it was suggested
that NIn reduction could improve insulin sensitivity. Here, we have shown that Nin
knockout mice (KO) have increased glucose tolerance, insulin sensitivity and
gluconeogenesis. KO mice have increased liver mMRNA for several genes related to
gluconeogenesis. Isotopic label semi-quantitative peptidomic analysis suggests
increase in specific intracellular peptides in gastrocnemius and epididymal adipose
tissue, which likely is involved with the increased glucose tolerance and insulin
sensitivity in the KO mice. These results suggest the exciting new possibility that Nin
is a key enzyme for energy metabolism and could be a novel therapeutic target to
improve glucose uptake and insulin sensitivity.

Keywords: Neurolysin. Peptides. Insulin. Glucose metabolism. Gluconeogenesis.
Intracellular peptides.
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1 INTRODUGAO

A oligopeptidase (OLIVEIRA; MARTINS; CAMARGO, 1976) neurolisina (NIn)
também conhecida como EC 3.4.24.16 ou endopeptidase 24.16 € um exemplo de
metalopeptidase que funciona como um mondmero de massa molecular de 78 kDa e
704 residuos de aminoacidos, capaz de hidrolisar peptideos contendo de ~5-17
aminoacidos (BROWN et al., 2001; CHECLER et al., 1984; CHECLER; VINCENT;
KITABGI, 1983; CHECLER; VINCENT; KITABGI, 1986; RAWLINGS; BARRETT,
1995; RAY et al., 2004; RAY; HINES; RODGERS, 2002; RIOLI et al., 1998).

A NIn é amplamente distribuida em tecidos de mamiferos e é encontrada em
diferentes compartimentos subcelulares no cérebro de ratos (FONTENELE-NETO et
al., 2001; MASSARELLI et al., 1999). A maior parte desta enzima € citosdlica, no
entanto, também pode ser secretada ou estar associada com a membrana
plasmatica (FONTENELE-NETO et al., 2001; VINCENT et al., 1996), e ainda sofrer
splicing alternativo e ser enderegada para as mitocondrias (KATO et al., 1997).

Atualmente, ja foram identificados mais de 100 peptideos biologicamente
ativos com tamanho que variam de 2-40 residuos de aminoacidos (KONKOY;
DAVIS, 1996). Peptideos biologicamente ativos atuam como moléculas sinalizadoras
no sistema nervoso central e periférico. Esses peptideos sao inativados ou gerados
por um grupo conhecido de peptidases. Essas peptidases que participam da
degradagdo ou modificagdo desses peptideos podem estar situadas no meio
intracelular, estar associadas a membrana plasmatica, pode ser secretadas ou ainda
estda presente em mais de um desses compartimentos (CHARLI et al., 1989;
VINCENT et al., 1995).

In vitro, a NIn é capaz de clivar uma série de peptideos bioativos como, por
exemplo, neurotensina, bradicinina além de gerar Met- ou Leu-encefalina a partir de
varios oligopeptideos opidides (CHECLER et al., 1984; RIOLI et al., 1998). Embora
seja bem estabelecido que a NIn seja capaz de clivar varios neuropeptidios in vitro, e
como consequéncia estar relacionada com fungoes fisiolégicas importantes, o papel
fisioldgico desta enzima ainda é pouco conhecido (CHECLER, 2014; SHRIMPTON;
SMITH; LEW, 2002).

Considerando que in vivo a NIn pode estar ligada a varios processos
fisiolégicos onde o metabolismo de peptideos possa ser fundamental, ndo é dificil

prever que a sua deficiéncia deveria gerar disturbios fenotipicos importantes. Sendo
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assim, 0 nosso objetivo nesse trabalho foi gerar e realizar a primeira caracterizagao
fenotipica dos camundongos com supressao génica para a NIn (knockout, KO), no

intuito de analisar a relevancia fisiologica da Nin.

1.1 Objetivos

Gerar camundongos knockout para NIn e iniciar a verificagdo das alteracdes
fenotipicas dos mesmos, quando comparados com animais selvagens. Em paralelo,
avaliar a relevancia da NIn para o metabolismo de peptideos, fazendo correlagao

com os fendtipos encontrados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

As peptidases ou proteases sdo enzimas capazes de hidrolisar ligagdes
peptidicas, e como consequéncia atuam na degradacdo de proteinas e peptideos
presentes no meio intracelular e/ou extracelular. Dessa forma, além do papel na
digestdo alimentar, as peptidases estdo envolvidas na regulagdo de varios
processos celulares como replicagdo do DNA, desenvolvimento embrionario,
morfogénese, angiogénese, captacdo alimentar, envelhecimento, apoptose,
regulacdo do ciclo celular, formacado éssea, sinalizagdo celular, resposta imune e
inflamatdria, neurotrasmissdo, entre outros (BARRETT, 2004; BARRETT,;
RAWLINGS, 2007).

2.1 Classificagao das peptidases

Peptidases sao classificadas de acordo com a posi¢céo da ligagao peptidica a
ser clivada, podendo ser endopeptidases ou exopeptidases. As exopeptidases
podem ainda ser classificadas como carboxipeptidases ou aminopeptidases,
hidrolisando cadeias polipeptidicas na regidao C-terminal ou N-terminal,
respectivamente. As endopeptidases por sua vez, atuam nas regides internas da
cadeia polipeptidica, entre as regides N-terminal e C-terminal. As peptidases s&o
classificadas de acordo com o residuo de aminoacido presente em seu sitio
catalitico e envolvido na hidrélise da ligagao peptidica, tais como serina, cisteina,
acido aspartico, treonina ou acido glutdmico. Um sexto grupo de peptidases sao as
metalopeptidases, que apresentam no seu sitio ativo um ion metalico, geralmente
Zn**, que participa do processo catalitico da ligacdo peptidica (BARRETT, 2004).

Em 1979, o termo oligopeptidase foi introduzido para designar um sub-grupo
das endopeptidases (CAMARGO; CALDO; REIS, 1979). As oligopeptidases
possuem restricbes quanto ao tamanho de seus substratos, e ndo sao capazes de
hidrolisar ligagdes peptidicas de proteinas. Como exemplos de oligopeptidases,
podemos citar a prolil oligopeptidase (EC 3.4.21.26; POP), a endooligopeptidase A
(EC 3.4.22.19; EOPA), a thimet oligopeptidase (EC 3.4.24.15; TOP) e ainda a
neurolisina (EC 3.4.24.16; NIn) (CAMARGO; SHAPANKA; GREENE, 1973;
CHECLER; VINCENT; KITABGI, 1983; OLIVEIRA; MARTINS; CAMARGO, 1976;
ORLOWSKI; MICHAUD; CHU, 1983).



21

2.2 Neurolisina

A NIn é uma metalopeptidase com motivo HEXXH conservado que possui no
seu sitio catalitico uma molécula de zinco (Figura 1) (DAUCH; VINCENT; CHECLER,
1995). A NIn foi inicialmente identificada a partir de membranas sinapticas de
cérebro de ratos como sendo uma enzima capaz de clivar a neurotensina na ligagao
peptidica Pro-Tyr (CHECLER et al., 1984; CHECLER; VINCENT; KITABGI, 1983;
CHECLER; VINCENT; KITABGI, 1986). A NIn é uma enzima monomérica com 704
residuos de aminoacidos e massa molecular de aproximadamente 78 kDa , sendo
capaz de hidrolisar peptideos contendo entre ~5-17 aminoacidos (BARELLI et al.,
1994; BROWN et al., 2001; RAWLINGS; BARRETT, 1995; RAY et al., 2004; RAY;
HINES; RODGERS, 2002; RIOLI et al., 1998).

A especificidade da NIn por peptideos bioativos sem estrutura secundaria ou
terciaria desenvolvidas, se deve a conformacado do seu sitio ativo, que permite o
acesso de apenas pequenos peptideos por estar situado na base de um canal
estreito e profundo (RAY et al., 2004; RAY; HINES; RODGERS, 2002; RIOLI et al.,
2003). Através de analises bioquimicas in vitro, € bem estabelecido que a Nin é
capaz de clivar uma série de peptideos bioativos como por exemplo, neurotensina,
bradicinina, angiotensina, hemopressinas e varios peptideos opidides (DAUCH,;
VINCENT; CHECLER, 1995; RIOLI et al., 2003; RIOLI et al., 1998).

Figura 1 — Visao geral da estrutura cristalografica da Nin.

Figura 1A: Mostrando a estrutura da NIn contendo os dois dominios especificos, entre os quais se
encontra o sitio catalitico contendo uma molécula de Zn** (seta). Figura 1B: mostrando a superficie
molecular da Nin. Figura 1C: Vista de um corte transversal da NIn mostrando o seu sitio de ligacao
(molécula de Zn**, seta). (BROWN et al., 2001).



22

A Nin esta amplamente distribuida em tecidos de mamiferos e pode ser
encontrada em diferentes localizagdes subcelulares, que variam com o tipo celular
(FONTENELE-NETO et al., 2001; MASSARELLI et al., 1999; VINCENT et al., 1996).
A grande parte da enzima é citosolica, mas também pode ser secretada ou ainda
pode estar associada com a membrana plasmatica (FONTENELE-NETO et al.,
2001; VINCENT et al., 1996), ainda, a enzima pode sofrer splicing alternativo e ser
direcionada para as mitocondrias (KATO et al., 1997).

Estudos de imunohistoquimica para microscopia de luz e eletrénica indicaram
que no cérebro, a NIn pode ser encontrada tanto em neurénios como em células da
glia (FONTENELE-NETO et al., 2001; MASSARELLI et al., 1999; VINCENT et al.,
1996). Estudos em células neuroendocrinas AtT-20 e em células da glia em cultura,
mostraram que a NiIn pode ser secretada (GARRIDO et al., 1999; VINCENT et al.,
1996). Embora possa ser secretada, a NIn ndo apresenta nenhum peptideo sinal ou
dominio hidrofébico para ancora-la a membrana (KATO et al., 1997; VINCENT et al.,
1996). In vivo, a NIn tem sido implicada, no controle da dor (BARELLI et al., 1994;
DOULUT et al., 1993; JESKE et al., 2006), na regulagdo da presséao arterial (BLAIS
et al.,, 2005; OLIVEIRA et al.,, 2007), na sepse (PILIPONSKY et al., 2008), na
reprodugcdo (DAUCH; VINCENT; CHECLER, 1991; SHRIMPTON; SMITH; LEW,
2002), na biologia do cancer (PASCHOALIN et al., 2007) e na patogenia do acidente
cardiovascular cerebral (RASHID et al., 2013); contudo, o seu verdadeiro papel in

vivo ainda nao é muito claro.

2.3 Metabolismo e fungoes biolégicas de peptideos intracelulares

Recentemente, estudos in vitro e in vivo tém sugerido o envolvimento de
varias proteases, peptidases e peptideos em desordens metabdlicas como
resisténcia a insulina e obesidade (BARROS et al., 2012a; BARROS et al., 2012b;
MEST; MENTLEIN, 2005; TAGORE et al., 2009). Por exemplo, animais KO para
carboxipeptidase E apresentam um fendtipo de obesidade (ANUBHUTI; ARORA,
2008; FRICKER, 2007). Camundongos KO para dipeptidil peptidase-4 (DPP4) sao
resistentes a desenvolver adiposidade e obesidade induzida por dieta rica em
gordura, além disso, esses camundongos KO para DPP4 s&o mais sensiveis a

insulina (MEST; MENTLEIN, 2005). Esses dados sugerem que peptidases podem
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desempenhar importantes fungdes em desordens metabdlicas (TAGORE et al.,
2009).

Estudos com animais transgénicos para a enzima conversora de angiotensina
(ECA) contendo 1, 2 ou 3 coépias do gene ECA, mostraram que em condigcdes
normais de alimentagdo, animais com 3 coépias do gene da ECA consomem mais
alimento para manter o mesmo peso corpéreo (HEIMANN et al., 2005). Contudo,
quando desafiados com uma dieta hiperlipidica, estes animais consomem a mesma
quantidade de alimento, porém, apresentam um peso corporal menor que 0s animais
contendo 1 ou 2 copias do gene ECA (HEIMANN et al., 2005). O tratamento com
losartan, um antagonista do receptor AT1 da angiotensina IlI, ndo altera o quadro
metabolico descrito acima para esses animais, sugerindo que mecanismos
independentes do sistema renina-ECA-angiotensina estdo relacionados as
diferencas fenotipicas observadas nesses animais. Entre as alteracbes constatadas
nesses animais, estdo uma reducao da atividade da NIn no tecido adiposo de
animais com 3 copias do gene da ECA, quando comparados aos animais contendo 1
cépia do gene da ECA (HEIMANN et al., 2005). Foi observado ainda que o tecido
adiposo de animais contendo 3 copias do gene da ECA tem uma composigcao de
peptideos intracelulares distinta daquela de animais contendo apenas 1 cdpia desse
gene. A maior parte dos peptideos intracelulares identificados nos animais contendo
1 ou 3 copias para o gene da ECA possuem um sitio de fosforilagdo em potencial,
sendo que dois desses peptideos foram demonstrados inibir competitivamente a
fosforilagdo de um substrato padrao da proteina quinase C (HEIMANN et al., 2005).

Em outro modelo animal experimental, ratos Wistar foram alimentados com
uma dieta padrdo ou com uma dieta hipercalérica do tipo “cafeteria”, e
posteriormente o conteudo peptidico intracelular foi analisado (BERTI et al., 2012).
Os animais alimentados com dieta hipercaldrica tiveram um maior acumulo de tecido
adiposo epididimal, mesentérico e retroperitoneal, bem como niveis plasmaticos
elevados de glicose e insulina quando comparados aos animais alimentados com a
dieta padréo (BERTI et al., 2012). Dentre uma dezena de peptideos intracelulares
identificados no tecido adiposo epididimal desses animais, pelo menos dois deles
aparecem em concentragdes mais elevadas no tecido adiposo de animais
alimentados com a dieta hipercaldrica quando comparados aos animais alimentados
com a dieta padrao (BERTI et al., 2012). Interessante, a introdugdo de peptideos

intracelulares em células 3T3-L1 foi suficiente para facilitar o transporte de glicose
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estimulado por insulina (BERTI et al., 2012). Vale notar que o tecido adiposo de
animais alimentados com a dieta cafeteria desenvolve tardiamente resisténcia a
insulina, em relagdo ao tecido muscular (PRADA et al., 2005). Desta forma, é
possivel que o aumento de peptideos intracelulares esteja relacionado aos
processos celulares responsaveis pela resisténcia a insulina tardia, que é observada
no tecido adiposo de animais alimentados com a dieta cafeteria (BERTI et al., 2012).
Em conjunto, esses resultados levam a sugestao que tanto a NIn como os peptideos
intracelulares poderiam participar fisiologicamente de processos metabdlicos
essenciais, como aqueles relacionados ao metabolismo de gordura e a captagao de
glicose.

Estudando os aspectos bioquimicos e celulares da thimet oligopeptidase
(EP24.15), foi desenvolvido um novo método para identificacdo de novos peptideos,
substratos e/ou inibidores competitivos dessa enzima (RIOLI et al., 2003). Esse
método baseia-se em uma mutacao, sitio-dirigida, em residuos especificos de amino
acidos de seu sitio catalitico, o que torna a enzima EP24.15 inativa. Sendo assim,
extratos peptidicos podem ser incubados com a enzima inativa e os seus substratos
e/ou inibidores competitivos, podem ser identificados por espectrometria de massas
(RIOLI et al., 2003). Dentre os peptideos identificados com essa metodologia de
‘captura de substratos”, um peptideo que é fragmento da cadeia alfa da
hemoglobina contendo 9 residuos de aminoacidos, denominado de hemopressina
(PVNFKFLSH), foi identificado como um o6timo substrato das EP24.15, NIn e ECA
(RIOLI et al., 2003).

A hemopressina possui um efeito hipotensivo na pressdo arterial de ratos
anestesiados (RIOLI et al, 2003). Além disso, estudos farmacoldgicos
demonstraram que esse peptideo € um agonista inverso de receptores canabindides
do tipo 1 (HEIMANN et al., 2007). Esse peptideo tem demonstrado outras fungdes
biolégicas, sendo capaz de inibir a resposta de hipernocicepgao periférica (DALE et
al., 2005), e ainda funciona oralmente como supressor do apetite (DODD et al.,
2010). Mais recentemente, outro peptideo denominado de AGH
(AGHLDDLPGALSAL), também fragmento da cadeia alfa da hemoglobina, foi capaz
de inibir a resposta hiperalgésica inflamatéria periférica através da ativagao indireta
de receptores opidides do sub-tipo mu (RIBEIRO et al., 2013).

Nosso grupo também investigou o papel de peptideos intracelulares como

moduladores de interagbes proteina-proteina, através de experimentos utilizando a
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técnica de ressonéncia plasmébnica de superficie (SPR). Alguns peptideos
investigados neste ultimo estudo modularam in vitro a interagdo das proteinas
14.3.3¢ e calmodulina (CaM) com proteinas de extrato protéico de cérebro de
camundongos e com a proteina EP24.15. Um destes peptideos, o VFDVELL
aumenta a concentracdo de calcio citosélico de uma maneira dose dependente,
somente quando introduzido nas células HEK293 (RUSSO et al., 2012a).

2.4 Metabolismo energético

Um dos mecanismos metabodlicos homeostaticos mais estritamente regulados
no corpo ocorre para manter os niveis plasmaticos de glicose dentro de intervalos
fisiologicos. Essa fungado é regulada, principalmente, por dois horménios do sistema
enddécrino pacreatico, a insulina e o glucagon, que atuam nos seus tecidos alvos
para ajustar o metabolismo da glicose. A insulina é secretada quando se tem niveis
elevados de glicose no sangue, por exemplo, no periodo pds-pandrial. Por outro
lado, o glucagon é secretado sob baixas concentragdes de glicose no sangue, como
observado no periodo de jejum (HIROTA; FUKAMIZU, 2010).

O corpo humano possui a capacidade de regular as mudangas no balanco
energético resultante do jejum, ingestdo de alimentos e de outras atividades
cotidianas. O corpo mantém a homeostase energética controlando uma série de
reacbes metabdlicas baseado nas condicdes corporais normais ou em casos de
doencgas neurologicas ou endocrinas, por exemplo. O corpo deve manter o
metabolismo energético, independente da condi¢gdo. Varios estudos notaveis tém
sido realizados relacionados ao metabolismo energético, juntamente com o rapido
avango nas pesquisas basicas sobre sindromes metabdlicas, que estdo associadas
a um desbalanco energético (HIROTA; FUKAMIZU, 2010).

A incidéncia populacional da obesidade e da diabetes mellitus esta
aumentando cada vez mais em varios paises. Dieta e exercicios sdo os melhores
tratamentos nao farmacolégicos para o controle dos niveis de glicose plasmatico
(ZISSER et al., 2011). Embora, a falta de exercicio diminua as fun¢gées musculares e
dos ossos, e também aumenta o acumulo de gordura (CHAOLU et al., 2011), a
pratica de exercicio fisico é capaz de melhorar varios processos fisiolégicos como
fungdes cardiovasculares, massa corporea, niveis de glicose no sangue e
sensibilidade a insulina (BANFI et al., 2012; ZISSER et al., 2011).



26

A insulina regula o metabolismo de glicose através do aumento da captagao
de glicose no musculo estriado esquelético e no tecido adiposo, e diminui os niveis
de produgdo de glicose hepatica bloqueando gliconeogénese e glicogendlise
(SALTIEL; KAHN, 2001). Contudo, em torno de 80% da captacéo de glicose ocorre
no musculo estriado esquelético, sendo assim este tecido € considerado o maior
sitio de captacdo de glicose nos mamiferos (DEFRONZO; TRIPATHY, 2009;
THIEBAUD et al., 1982).

Os niveis de glicose s&o controlados para atender as demandas de energia
durante o ciclo da alimentacdo nos animais. Embora a gordura e as proteinas
possam ser utilizadas a partir do tecido adiposo e do musculo, para o fornecimento
de energia para varios 6rgdos durante o periodo prolongado de fome, as células
vermelhas do sangue e o cérebro dependem principalmente da glicose como fonte
de combustivel (JITRAPAKDEE, 2011).

Durante as condi¢cbdes de alimentagao, a insulina é secretada pelas células 3
pancreaticas em resposta aos niveis de glicose plasmatico através de um
mecanismo que detecta os niveis aumentados de glicose no periodo pos-prandial
(JITRAPAKDEE, 2011; MAECHLER; WOLLHEIM, 2001). A rapida ligagédo da
insulina aos seus receptores na membrana plasmatica das células dos tecidos alvos,
como musculo estriado esquelético, tecido adiposo e figado, resulta na rapida
absorgao de glicose por esses tecidos (SALTIEL; KAHN, 2001).

O processo de sinalizagdo da insulina € mediado por uma rede altamente
complexa e integrada de fatores. A insulina liga-se ao receptor especifico de
membrana, formado por uma proteina heterotetramérica com atividade quinase. A
subunidade a do receptor inibe a atividade tirosina quinase da subunidade B, sendo
assim, a ligagao da insulina na subunidade a permite que a subunidade B adquira
atividade quinase, resultando uma alteragdo conformacional e autofosforilagdo. O
resultado final € a fosforilagdo de multiplos sitios de substratos do receptor de
insulina (IRS) (PATTI;, KAHN, 1998). A fosforilacdo em tirosina das proteinas
substratos dos receptpres de insulina se tornam sitios de ancoragem para proteinas
contendo dominios com homologia a Scr2 (SH2). Dentre essas proteinas podemos
citar a subunidade regulatéria p85 da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), que apos a
sua ligagdo com a subunidade p110 na membrana plasmatica resulta na liberagéo

de fosfoinositol-3-fosfato. Esse promove a ativagdao da serina/treonina proteina
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quinase AKT (AKT), induzindo o transporte de glicose para dentro da célula (KAHN;
FLIER, 2000).

A ligacdo da insulina ao seu receptor induz o transporte de glicose para
dentro da célula através da translocagdo da proteina transportadora de glicose 4
(GLUT4). O GLUT4 pertence a uma familia de 12 diferentes tipos de facilitadores de
transporte, sendo o GLUT4 o unico transportador predominantemente armazenado
no compartimento intracelular (KANZAKI, 2006; WATSON; PESSIN, 2001). Uma vez
que ocorre a ligacdo da insulina ao seu receptor, esse processo promove a
translocacao de GLUT4 para membrana plasmatica, como consequéncia, ocorre um
aumento da exocitose de vesiculas contendo esse transportador GLUT4 e
consequentemente um aumento da absor¢do de glicose nos tecidos alvos,
principalmente tecido muscular e adiposo. Apds a finalizacdo do estimulo causado
pela insulina, GLUT4 ¢ internalizado por endocitose dependente de clatrina e
redirecionado para compartimentos intracelulares de armazenamento (KANZAKI,
2006; SALTIEL; KAHN, 2001; WATSON; PESSIN, 2001).

2.5 Gliconeogénese

A homeostase da glicose é altamente regulada para atender a demanda
energética durante o periodo de alimentagdo e jejum. Embora a gordura e as
proteinas possam ser utilizadas a partir do tecido adiposo e do musculo,
respectivamente, para o fornecimento de energia para varios 6rgaos, durante o
periodo prologado de jejum, as células vermelhas do sangue e o cérebro necessitam
principalmente de glicose como fonte de combustivel energético (JITRAPAKDEE,
2011). Durante o periodo prologado de jejum, quando os niveis de glicose estédo
baixos, as células a do pancreas secretam glucagon estimulando a utilizacdo da
gordura do tecido adiposo pelo musculo, as moléculas de lipideos sofrem [3-oxidag&o
para liberagdo de energia. O glicerol liberado através da lipdlise, os aminoacidos
liberados a partir de proteinas quebradas no musculo e o lactato gerado no musculo
e nas células vermelhas do sangue, sado transportados da circulagédo para o figado,
onde irdo servir de substratos durante a gliconeogénese. No figado, o glucagon
estimula a produgao a curto prazo de glicose via glicogendlise, e a0 mesmo tempo a

producdo a longo prazo de glicose via gliconeogénese. A glicose produzida por
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essas duas vias fornece combustivel para as células vermelhas do sangue e para o
cérebro durante o jejum (JIANG; ZHANG, 2003).

A gliconeogénese pode ser definida como a formagao de glicose a partir de
precursores nao carboidratos, tais como piruvato, lactato, glicerol e aminoacidos
glicogénicos. Essa via ocorre principalmente no figado, sendo essencial para a vida
e ocorrendo durante o periodo prologado de jejum (JITRAPAKDEE, 2011). Além
disso, a gliconeogénese desempenha um papel importante na eliminagcéo do lactato,
e na manutengio da glicose durante o exercicio fisico. As enzimas envolvidas nos
processos de gliconeogénese bem como de glicélise sdo bem reguladas para que
uma dessas duas reagdes predomine, de acordo com as condi¢des fisiologicas. A
gliconeogénese requer quatro enzimas essenciais para a sua realizagdo. Essas 4
enzimas gliconeogénicas sdo: glicose-6-fosfatase (G6Pase); frutose 6-bisfosfatase
(FBPase1); piruvato carboxilase (PC) e a fosfoenolpiruvato (PEP) carboxicinase
(PEPCK-C) (CORSSMIT; ROMIJN; SAUERWEIN, 2001).



Figura 2 — Esquema representativo das vias gliconeogénicas no figado.
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Figura 2: Representacdo esquematica da via de gliconeogénese mostrando as principais enzimas
envolvidas nessa via (roxo): glicose-6-fosfatase (G6Pase); frutose 6-bisfosfatase (FBPase1); piruvato
carboxilase (PC) e a fosfoenolpiruvato (PEP) carboxicinase (PEPCK-C) (JITRAPAKDEE, 2011).

A PC faz parte da primeira reagcao da gliconeogénese, onde converte o

piruvato a oxalacetato (JITRAPAKDEE, 2011). Essa enzima desempenha ainda,

papéis ndo gliconeogénicos, incluindo lipogénese e gliceroneogenese no tecido

adiposo branco, e a sintese de glutamato nos astrocitos (HERTZ et al., 1999;

RESHEEF et al., 2003).
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A PEPCK-C ¢é responsavel pela conversdo de oxalacetato em
fosfoenolpiruvato. Existem duas formas de PEPCK-C, uma mitocondrial e uma
citosdlica, que s&o codificadas por dois genes diferentes. A forma mitocondrial
converte o oxalacetato formado nas mitocdndrias em PEP. No caso da outra enzima,
o oxalacetato é primeiro convertido em malato, transportado para o citosol,
convertido novamente em oxalacetato onde é substrato da PEPCK-C citosdlica. A
PEPCK-C mitocondrial esta mais diretamente relacionada para auxiliar na
gliconeogénese a partir do lactato, enquanto a PEPCK-C citosdlica estd mais
relacionada com a gliconeogénese a partir de aminoacidos glicogénicos (HANSON;
RESHEF, 1997).

A FBPase converte a frutose 1,6-bisfosfato em frutose-6-fosfato. Existem
duas formas de FBPases codificadas por genes diferentes, sendo uma forma
expressa no musculo e a outra no figado (O'BRIEN; GRANNER, 1991).

A G6Pase converte a glicose-6-fosfato em glicose na etapa final da
gliconeogénese. A glicose é entdo transportada através da membrana plasmatica e
liberada na circulagdo. G6Pase é expressa predominantemente no figado e nos rins,
mas também € expressa em niveis mais baixos no intestino (HUTTON; O'BRIEN,
2009).

A regulagcdo da gliconeogénese hepatica pode ser controlada através de
mecanismos pré e pos translacionais, através da regulagdo da oferta de substratos,
regulacédo alostérica da atividade da enzima bem como é regulada por fatores pré
translacionais capazes de ativar ou inibir a ativagao de genes que codificam enzimas
da gliconeogénese (KLOVER; MOONEY, 2004).

A Creb1 (proteina ligante ao elemento responsivo de AMP ciclico) apresenta
uma expressao tecidual ubiqua, e pode ser ativada durante periodos prologandos de
jejum (MAYR; MONTMINY, 2001). Durante o periodo de jejum, as células a
pancreaticas secretam glucagon em resposta aos baixos niveis de glicose
plasmaticos. Uma vez alcangando os hepatécitos, o glucagon liga-se a receptores
acoplasdos a proteinas G (GPCRs) e promove a troca GDP/GTP. Este por sua vez,
ativa a adenilato ciclase que esta ligada a membrana que catalisa a conversao de
ATP para AMP ciclico (cAMP). O aumento do cAMP intracelular estimula a
dissociagdo das subunidades catalisadoras e regulatérias da proteina quinase A
(PKA) (AUTHIER; DESBUQUOIS, 2008). A subunidade catalitica de PKA entra

entdo no nucleo, onde é capaz de fosforilar Creb1 na serina 133 e convertendo-o
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para a sua forma transcricional ativa. A Creb1 fosforilada é capaz de se ligar ao
elemento responsivo de cAMP localizado no promotor dos seus genes alvos (MAYR;
MONTMINY, 2001). Contudo, Creb1 sozinho ndo produz seu efeito maximo na
ativagdo transcricional, sendo necessario que Creb1 se ligue ao regulador
transcricional coativador de Creb2 (CRTC2/TORCZ2), que tem sido demostrado como
um regulador chave na homeostase da glicose durante o periodo de jejum (KOO et
al., 2005).

A glicoquinase (Gck) é considerada como uma das mais importantes enzimas
na manutengdo dos niveis fisioldgicos de glicose nos seres humanos. Gck é
expressa principalmente no pancreas e no figado, desempenhando um papel chave
na liberagdo de insulina estimulada pela glicose (SARABU; GRIMSBY, 2005). Gck,
também conhecida como hexoquinase 4, € uma das quatro hexoquinases que
catalisa a fosforilagdo de glicose em glicose-6-fosfato utilizando ATP e Mg?*. O seu
papel funcional nas células B pancreaticas bem como nos hepatdcitos esta bem
estabelecido, contudo, em células neurais e neuroenddcrinas, a sua fungao nao é
bem conhecida. Nas células B pancreaticas Gck funciona como um sensor molecular
para liberagao de insulina estimulada pela glicose (SARABU; GRIMSBY, 2005).

No figado, Gck é controlada por glicoquinases regulatérias, e funciona como
um inibidor competitivo formando um complexo com Gck na presenca de frutose 6-
fosfato, e assim Gck € sequestrada para seu estado inativo no nucleo. A frutose-1-
fosfato reduz a acado inibitéria das glicoquinases regulatorias, permitindo a
translocacdo de Gck para o citoplasma, tornando Gck ativa e facilitando o
metabolismo da glicose (VAN SCHAFTINGEN, 1989). Gck também exerce um maior
controle no metabolismo hepatico da glicose, tornando-se uma enzima altamente
importante tanto no estado alimentado como no jejum, por influenciar a absorgéo e a

producao de glicose, respectivamente (AGIUS et al., 1996).

2.6 Musculo esquelético e plasticidade muscular

O musculo esquelético compreende aproximadamente 40% da massa
corporal total nos mamiferos. Ainda, o musculo esquelético é responsavel por cerca
de 30% da taxa metabdlica de repouso e que corresponde a 60-75% das despesas
de energia diaria do humano adulto (ZURLO et al., 1990). Além disso, o musculo

esquelético tem um papel critico no controle glicémico e na homeostase metabdlica,
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e é o local predominante para absor¢cdao de glicose sob estimulo da insulina
(DEFRONZO et al., 1981). Adicionalmente, o musculo esquelético € o maior 6rgao
de armazenamento de glicogénio, com capacidade, aproximada quatro vezes maior
que o figado (EGAN; ZIERATH, 2012). Uma unica sessao aguda de exercicio fisico
€ capaz de melhorar a sensibilidade a insulina em todo o corpo, até mesmo 48 horas
apos o término do exercicio. Ainda, o exercicio fisico aumenta a absorgao de glicose
pelo musculo esquelético, através de uma via independente de insulina, indicando
que o musculo esquelético promove grande impacto sobre a homeostase da glicose
(EGAN; ZIERATH, 2012; KOOPMAN et al., 2005; LEE; HANSEN; HOLLOSZY,
1995).

O musculo estriado esquelético € composto por um conjunto heterogéneo de
fibras musculares especializadas que permite o corpo se manter em postura e
realizar uma série de movimentos. E justamente essa diversidade de miofibras que
permitem diferentes grupos musculares promoverem uma diversidade de fungdes.
Além da sua funcdo esquelética na mobilidade os musculos esqueléticos
desempenham um papel central no controle do metabolismo corporal. Estas funcdes
sao controladas por vias de sinalizagdo que permitem as fibras musculares
responderem as mudangas metabdlicas e as exigéncias funcionais do organismo de
formas originalmente distintas (BASSEL-DUBY; OLSON, 2006).

A premissa da remodelagdo de miofibrilas musculares foi demonstrada ha 45
anos, através do intercruzamento de inervacao, que alterava a contractilidade e as
propriedades das miofibras. Da mesma forma, as fibras musculares respondem ao
exercicio de treinamento fisico remodelando as suas caracteristicas bioquimicas,
morfolégicas e fisioldogicas. De uma maneira geral, a remodelagcdo das fibras
musculares ocorre como uma resposta adaptativa que serve para manter um
equilibrio fisiolégico do corpo (BASSEL-DUBY; OLSON, 2006). Muitos dos
processos de remodelagdo muscular ocorrem pela ativacdo de sinalizagcao
intracelular, reprogramacédo genética, alteracdo da massa muscular ou das
propriedades contracteis e do metabolismo do corpo. Avangos na engenharia
genética tém permitido facilitar o entendimento e a compreensdo da remodelagao
das fibras musculares, facilitando o entendimento dos mecanismos moleculares da
sinalizagdo celular durante a que ocorre nesse rearranjo das fibras musculares
(BULLER; ECCLES; ECCLES, 1960). Por exemplo, muitos estudos com animais

transgénicos ou knockout tém demonstrado varios resultados importantes nesse



33

processo. A ativacdo ou inibicdo de diversas proteinas ou outros fatores tém
demonstrado ser capaz de alterar o estado metabdlico das fibras musculares, bem
como alterar o desempenho do musculo como um todo (BASSEL-DUBY; OLSON,
2006; BUCKINGHAM et al., 2003).

A musculatura do corpo € composta por uma grande variedade de grupos
musculares, tais como soéleo, gastrocnémio, musculo extensor longo do dedo, tibial
anterior, entre outros. Cada grupo muscular &€ composto por um conjunto
heterogéneo de miofibras e cada tipo de fibra possui caracteristicas que diferem, por
exemplo, na velocidade de contractilidade bem como na resisténcia a fadiga. Assim,
como mencionado acima, uma caracteristica marcante das miofibras € a capacidade
de se transformar e remodelar em resposta aos estimulos ambientais (BASSEL-
DUBY; OLSON, 2006).

Embora histologicamente o musculo aparega de maneira uniforme, ele é
composto por miofibras totalmente distintas e com caracteristicas e fungdes
diferentes. Inicialmente, as fibras musculares foram divididas em fibras do tipo | e
fibras do tipo Il. Enquanto as fibras do tipo | apresentavam alta atividade oxidativa e
baixa atividade glicolitica, as fibras do tipo Il apresentavam caracteristicas contrarias
(DUBOWITZ; PEARSE, 1960).

Com base nas isoformas das cadeias pesadas de miosina, as miofibras
podem ser classificadas em tipo |, tipo lla, tipo lIx e tipo lIb. As fibras do tipo |,
também sdo denominadas de fibras de contracao lenta, enquanto as fibras do tipo Il
também sdo denominadas de fibras de contragao rapida. As fibras do tipo | sdo mais
resistentes a fadiga, possuem uma alta atividade oxidativa e sdo ricas em
mitocondrias (PETTE; STARON, 2000; SCHIAFFINO; REGGIANI, 1996). Enquanto
as fibras do tipo Il, sdo menos resistentes a fadiga, apresentam uma elevada
capacidade glicolitica e s&o pobres em mitocondrias. Outra caracteristica
discriminatdria importante, € que enquanto as fibras lentas estdo mais relacionadas
com a postura e com tarefas que envolvem resisténcia, as fibras rapidas estdao mais
relacionadas com tarefas que envolvem forga e velocidade (BASSEL-DUBY;
OLSON, 2006).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Geragao e caracterizagao de camundongos knockout para Nin

Os camundongos knockout para a NIn (KO) foram gerados utilizando a
tecnologia Gene Trap a partir de blastocisto (NPX481) micro-injetado em C57BL/6
contendo modificagdo nas células tronco embrionarias (129ola) obtidas da
Baygenomics através do consorcio internacional Gene Trap (IGTC). A modificacao
genética no alelo da NIn apresenta o vetor Gene Trap pGT1dTMpfs inserido entre os
exons 1-2 (Figura 3), (todos os detalhes dessas células tronco embrionarias podem

ser encontrados no web site: http://www.genetrap.org/cqi-

bin/annotation.py?cellline=NPX481).

Figura 3 — Representagdo da estrutura do gene da NIn e da localizagdo do vetor
Gene Trap (pGT1dTMpfs).
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Figura 3: Representagdo da estrutura do gene da NIn e da localizagdo do vetor Gene Trap
(pGT1dTMpfs). A linha vertical vermelha representada no esquema indica a posi¢do do locus da NIn
no cromossomo 13 do camundongo (chr13-gD1). Os exons sado representados como blocos
conectados por setas, onde os blocos azuis indicam a regido codificante e os blocos pretos a regido
nao codificante. O vetor Gene Trap (pGT1dTMpfs) estéa inserido entre os exons 1-2.
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As células tronco embrionarias contendo o Gene Trap injetadas em
blastocisto de C57BL/6 foram transferidos para fémeas pseudogravidas. Apds a
transmissao do alelo knockout para quimera da geracédo F1, camundongos KO foram
obtidos a partir da reprodugao heterozigotica e mantidos posteriormente por meio de
selecdo (genotipagem) de cruzamento de camundongos heterozigotos. Para obter

esses camundongos em um fundo genético puro, os animais obtidos na F1
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(129/0laHsd/C57BL/6 fundo) foram cruzados com C57BL/6 por 10 geragdes

consecutivas (Figura 4).

Figura 4 — Esquema tradicional de backcross para limpeza do background genético
e geragdao de camundongo congénito, a partir de comundongos knockout

(1290la/NIn™", contendo o inserto gene trap) e um C57BL/6.
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Figura 4: Esquema tradicional de backcross para limpeza do background genético e geracédo de
camundongo congénito. Iniciando com comundongo knockout (1290Ia/NIn'/', contendo o inserto Gene
Trap) e um C57BL/6. Os animais gerados a partir desse cruzamento em F1 ja apresentam 50% do
material genético do animal de origem e 50% do animal destinatario. O resultado obtido no décimo
cruzamento sao animais com 99,9% de material genético do C57BL/6. Em cada cruzamento os
descendentes sado genotipados de modo a identificar os animais knockout. O escurecimento gradual
da pelagem do camundongo representa o aumento gradual do contetdo C57BL/6.
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Os animais foram mantidos em gaiolas IVC (Tecniplast Deutschland) sob
condigdes padronizadas com um ciclo artificial claro-escuro de 12 horas em uma
temperatura ambiente de 25 °C, com ragdo padrao (0,25% de sodio) e agua ad
libitum. Todos os experimentos foram realizados com camundongos machos
adultos, com 24 semanas de idade. Todos os procedimentos experimentais
descritos nesse projeto foram aprovados pelo Comité de Etica do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, protocolo registrado sob o

numero 44, pagina 86 no livro 02.

3.2 Microssatélites

Apods o cruzamento por 10 geragdes consecutivas dos animais knockout para
NIn com C57BL/6 (WT), o DNA total obtido da cauda dos camundongos foi coletado
e enviado para o laboratério da Jackson (Main ST, Bar Harbor, EUA) para analise de
microssateélites por reagado de PCR para monitoramento do background genético.

Inicialmente, aproximadamente 1 cm da cauda do camundongo foi removido e
mantido em nitrogénio liquido até a extracdo de DNA. No momento da extragcdo de
DNA, a biépsia da cauda foi macerada e em seguida o material foi colocado em um
eppendorf com 200 yL de tampéao de lise com proteinase K (Tris 100 mM pH 8,5,
EDTA 5 mM, NaCl 200 mM, SDS 0,2%, proteinase K 1 mg/mL) e incubado por 2
horas a 65 °C e em seguida mais 200 uL de tampao de lise sem proteinase K foi
adicionado. As amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 12000 xg em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi recolhido e colocado em um novo tubo.
Foram adicionados 840 uL de etanol absoluto gelado, acetato de sédio 1M (800 pL
de etanol absoluto mais 40 uL de acetato de sdédio/amostra) e as amostras foram
centrifugadas 5000 xg por 5 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi
desprezado e em seguida o sedimento foi lavado com 500 pL de etanol 70% gelado.
O sobrenadante foi novamente desprezado e o tubo foi invertido até ficar
completamente seco. Foram adicionados 200 uL de tamp&o Tris 10 mM pH 8,0;
EDTA 1 mM (TE). As amostras foram aquecidas a 65 °C por 30 minutos para
dissolver o sedimento de DNA, e as amostras foram quantificadas em aparelho
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, Delaware, USA). Por fim, as
amostras foram enviadas ao laboratério Jackson (Main ST, Bar Harbor, EUA) para

verificacdo dos microssatélites.
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Em média foram verificados de 5-10 microssatélites nos 19 cromossomos das
14 amostras de DNA que foram enviadas. Para analise, foi comparada as amostras
enviadas com as amostras controles de DNA puro das linhagens de camundongo

C57BL/6, 1290la e um mix dessas amostras.

3.3 Extragcao de DNA e genotipagem

Para genotipagem (identificagdo dos animais KO por PCR convencional),
amostras de DNA foram extraidas da cauda dos camundongos, como descrito
acima, e submetidas a PCR convencional utilizando os primers NInF3 (5'-
CGCCTCCTGCACCTACCA) e pNInwtR3 (5-ATTTGCCAGGTTAAGAGATCG) para
regido codificadora da Nin e NInF3 (5-CGCCTCCTGCACCTACCA) e pNInkoR2 (5’-
CGTGTCCTACAACACACACTCC) para o alelo knockout NIn.

As PCRs foram realizadas utilizando 2 pL dos extratos de DNA, 3 pL PCR
Buffer 10x (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM KCI; 15 MM MgCly; 0,01% (w/v)
galatina), 1 yL MdCl; 50 mM, 1 pL de dNTP 5 mM, 0,5 pyL de cada primer 10 uM e
0,2 uL de Tag DNA polimerase 5 u/uL para um volume final de reagao de 30 pL. As
reagcdes foram submetidas a 95 °C por 5 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 30
segundos, 60 °C por 30 segundos e 72 °C por 30 segundos, encerrando com 72 °C
por 5 minutos. Os produtos das reagdes de PCR foram aplicadas em géis de
agarose 2% contendo brometo de etideo, visualizadas e fotografadas/digitalizadas

sob luz ultravioleta.

3.4 Peso e composigao corporea

Os animais foram pesados em uma balanga convencional e apés o sacrificio,
diversos tecidos foram removidos, pesados e normalizados por grama de peso
corpéreo de cada animal. A composi¢cao corpdrea (agua livre, gordura e massa
muscular) foi estimada em animais de 6 meses de idade por absorciometria de raios-
x de dupla energia usando Hologic QDR 4500 scanner como previamente descrito
(CASTRO et al., 2004).

3.5 Teste de tolerancia a glicose, insulina e piruvato



38

Para o teste de tolerancia a glicose (GTT), os animais foram mantidos em
jejum de 12 horas, pesados e uma gota de sangue obtida da cauda dos animais foi
retirada para determinagdo da glicemia utilizando o glicosimetro Accu-Check
Performa (Roche). Posteriormente, 2 g de glicose/kg de peso corporal foi injetada na
cavidade peritoneal e a glicemia foi aferida nos tempos de 15, 30, 60, 90 e 120
minutos apos a injecao de glicose.

Para o teste de tolerédncia a insulina (ITT), foram realizados os mesmos
procedimentos do teste de tolerancia a glicose, contudo, foi injetada insulina na dose
de 0,75 Ul/kg de peso corporal e a glicemia foi aferida nos mesmos tempos do GTT.
Os resultados foram expressos em % de redugao de glicose no sangue.

Os testes de tolerancia ao piruvato foram realizados de forma similar ao GTT
e ITT, sendo que foram injetados 2 g de piruvato/kg de peso corporal em animais

previamente submetidos a jejum de 16 horas.

3.6 Extracao de proteinas

Apods o sacrificio dos animais por decaptacao, foram coletadas amostras de
musculo estriado esquelético (gastrocnémio e soleo), tecido adiposo epididimal e
figado. Essas amostras foram imersas em nitrogénio liquido até o uso. As amostras
foram homogeneizadas nos devidos tampdes para atividade enzimatica ou Western
blotting como sera descrito abaixo. Os extratos foram entado centrifugados a 4 °C,
por 10 minutos a 14000 xg. O sobrenadante foi coletado e o pellet descartado. A
determinacdo da concentracdo de proteinas nas amostras foram realizadas pelo
método do acido bicinconinico (BCA) ou pelo método do reagente de Bradford,
medido em comprimentos de onda de 562 nm ou 595 nm, respectivamente, em um
espectrofluorimetro, e os valores foram expressos em ug de proteina por pL (ug/uL).
As amostras foram entdo reajustadas para mesma concentragdo de proteinas e
congeladas em freezer -80 °C até o momento do uso. No caso da atividade

enzimatica, todos os ensaios foram realizados a fresco.

3.7 Atividade enzimatica

A atividade enzimatica da NIn foi determinada em ftriplicatas usando um

ensaio continuo com substrato fluorescente (QFS; 7-methoxycoumarin-4-acetil-P-L-
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G-P-dK-(2,4-dinitrophenyl) como previamente descrito (RIOLI et al.,, 1998).
Resumidamente, 40 pg de extrato protéico de musculo estriado esquelético
(gatrocnémio e soleo), figado e tecido adiposo epididimal previamente
homegeneizado em 200 pL de TBS (25 mM de TRIS acrescido de BSA (1 mg/ml) e 1
mM do substrato QFS, na presenga ou auséncia do inibidor especifico da NIn (Pro-
lle, 5 mM), usado para discernir a atividade atribuida exclusivamente a NIn nos
diferentes o6rgdos analisados. A fluorescéncia foi monitorada em um
espectrofluorimetro (Molecular Devices, Sunyale, CA, EUA) (para placa de 96 pogos
nos comprimentos de onda de 319 nm (excitagdo) e 418 nm (emissao). Os
resultados foram expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF) por

minuto normalizados pela concentragao de proteinas.

3.8 Western blotting

Para avaliar a ativagcdo da sinalizagdo da glicose in vivo, foram realizados
ensaios de Western blotting para deteccéo de AKT total e pAKT. Primeiramente, os
animais foram submetidos a um jejum de 12 horas. A glicose basal foi aferida como
ja descrito no teste de tolerancia a glicose. Insulina na dose de 5 Ul/kg de peso
corporal, foi injetada por via intravenosa. Amostras de figado, de tecido adiposo
epididimal e musculo esquelético (gastrocnémio) foram coletados 5 minutos depois
da injecao intravenosa de insulina e rapidamente armazenados em nitrogénio
liquido.

Para as analises por Western blotting inicialmente foram extraidas proteinas
dos diferentes tecidos (gastrocnémio, tecido adiposo epidimal e figado),
homogeneizados em tampao RIPA (Sigma, ST. Louis, Missouri, EUA) contendo
inibidores de protease (Roche, Indianopolis, IN, EUA) e de fosfatases (Roche,
Indianopolis, IN, EUA). Os extratos foram quantificados, e diluidos em tampao RIPA
e tampé&o de amostra 4x. Em seguida as amostras foram fervidas por 10 minutos e
em seguida armazenadas no -80 °C até o uso.

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12%
no aparato de eletroforese Bio-Rad (Mini-Protean). Foi entdo realizada a
transferéncia das proteinas para uma membrana PVDF (Thermo Scientific,
Wilmington, Delaware, USA) por 2 horas, com uma corrente constante de 0,25 mA a

4 °C em aparato de eletroforese Bio-Rad (Mini-Protean). A membrana de PVDF foi



40

pré-incubada por 2 horas com tampao de bloqueio inespecifico (Odyssey, LI-COR-
Biosciences) e entdo incubada com anticorpos policlonais de coelhos anti-pAKT
(Serd73), anti-AKT ou anti-GAPDH (Cell Signaling) overnight, a 4 °C, de acordo com
as especificagdes do fabricante. Por fim as membranas foram incubadas com
anticorpo secundario feito em coelho IRDye (Odyssey, LI-COR-Biosciences) e entéao
visualizadas no Odyssey Infrared Imaging System (Odyssey, LI-COR-Biosciences).
A densitometria para a quantificagdo das bandas foram realizadas usando o

Odyssey Infrared Imaging software (Odyssey, LI-COR-Biosciences).

3.9 Real-time PCR

Foram realizados experimentos de real-time PCR (qPCR) para determinar a
expressdo de mRNA de genes relacionados a gliconeogénese no figado, bem como
de genes especificos para diferentes tipos de fibras musculares. Os animais foram
submetidos a um jejum de 12 horas e sacrificados por decapitagdo. Os tecidos foram
rapidamente removidos e congelados em nitrogénio liquido e estocados em -80 °C
até o uso. Todas as amostras foram homogeneizadas e o RNA total foi extraido
usando Trizol (TRIzol, Life Technologies, Rockville, MD, EUA). Depois da extragao
de RNA, todas as amostras foram purificadas e tratadas com DNAse usando
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Foster City, CA, EUA). A integridade do RNA foi verificada
por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo e visualizado
em luz ultravioleta.

Os cDNAs foram sintetizados a partir de 1 mg de RNA total com Moloney
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)
usando nucleotideos hexameros randémicos. As curvas padrao de todos os primers
foram feitas para determinar a eficiéncia da amplificagdo dos genes alvos e de
referéncia. PCR quantitativo foi realizado usando o sistema de detecgdo de
sequéncia Prism 7900 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) com 100 nM de
primer e 20 ng de cDNA. A expressdo de mRNA alvos foi normalizada pela
expressdao de GAPDH e expressas como valores relativos utilizando o método (2
DDCt) de acordo com as instru¢des de fabricante. Os niveis de expressao de genes

alvo de interesse foram normalizados pelos animais selvagens controles.
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3.10 Teste de esforgo progressivo em esteira

A capacidade de exercicio, estimada pela distdncia percorrida total,
correlaciona-se com a capacidade de trabalho do musculo esquelético. Aqui, a
capacidade de exercicio dos animais foi avaliada usando uma esteira graduada.
Resumidamente, inicialmente os animais foram adaptados para realizagdo do
exercicio fisico por uma semana (realizando exercicio de corrida, aproximadamente
10 minutos por sessao diaria). Antes do teste os animais foram colocados na esteira
com raias e deixados por 30 minutos para melhor adaptacdo com o ambiente. Foram
realizados dois testes de esforgo progressivo (teste de alta e baixa intensidade).

No teste de alta intensidade: a velocidade da esteira foi aumentada
gradualmente em 3 m/minuto a cada trés minutos, até a exaustdo dos animais.
Exaustdo foi definida como o tempo em que os animais foram incapazes de se
manter em ritmo na esteira por aproximadamente 1 minuto. Entdo, foram avaliados
0s seguintes parametros: 1) distancia pecorrida, 2) tempo de corrida e 3) velocidade
maxima atingida.

No teste de baixa intensidade, para uma capacidade maxima de exercicio
fisico em baixa intensidade, uma média da velocidade maxima atiginda de todos os
animais no teste de corrida de alta intensidade foi calculado, e 70% do valor da
velocidade maxima obtida dos animais no teste de alta intensidade (equivalente a 21
m/min) foi utilizado para realizacédo do teste de baixa intensidade. Apdés um periodo
de aquecimento, todos os animais foram colocados para correr na esteira com
velocidades constantes de 21 m/min até a exaustdo. A exaustao foi definida como

descrito acima no teste de alta intensidade.

3.11 Analises histolégicas

Apods o sacrificio, amostras de musculo estriado esquelético, figado e tecido
adiposo epididimal foram imersas em uma solugao fixadora contendo 10% de formol,
em tampao PBS 0,1 M pH 7,4 por 24 horas. Os tecidos foram desidratados através
de banhos em uma série crescente de etanol (70%, 95% e 100%). Foram ent&o
diafanizados em xilol e impregnados em parafina histologica.

Os blocos de parafina foram cortados em um micrétomo (cortes de 5-8 um de

espessura) de modo a obter cortes das diversas regides dos tecidos analisados. Os
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cortes foram distendidos em banho-maria (40 °C) e colocados em laminas de vidro
cobertas com albumina de Meyer para fixagao.

Uma vez montados nas laminas, os cortes foram colocados numa estufa 55
°C por aproximadamente 4 horas, para melhor fixacdo e para retirar a parafina
excedente. Em seguida, as laminas foram desparafinizadas utilizando xilol, e
hidratadas em uma série decrescente de etanol (100%, 95% e 70%) e
posteriormente agua, para que o corante pudesse penetrar no tecido. Entdo, os
cortes foram corados com a coloragdo rotineira de H&E (hematoxilina-eosina),
especifico para subtancias acidas e basicas. Apds a coloracido, os cortes foram
novamente desidratados, banhados em xilol e finalmente cobertos com laminula de
vidro utilizando balsamo do Canada. As analises e documentagbes do material

foram realizadas em um microscopio BZ-9000 (Keyence, Osaka, Japao).

3.12 Atividade mitocondrial

Para verificar a atividade mitocondrial, ensaios com succinato desidrogenase
e citocromo oxidase foram realizados no musculo estriado esquelético.
Primeiramente, os animais foram sacrificados e o musculo estriado esquelético
(gastrocnémio e soleo) foi removido e rapidamente criopreservado, utilizando
imersdo em isopentano gelado em nitrogénio liquido por alguns segundos. Em
seguida, as amostras foram armazenadas em nitrogénio liquido até o momento do
uso.

Iniciamente, as amostras de musculos foram fixadas em um suporte e
cobertas com um pouco de OCT (Optimal Cutting Temperature — Tisue-Tek), e
processadas em um criostato (cortes de 5-10 yM de espessura) de modo a obter
cortes seriados de todo o musculo (gastrocnémio e séleo). Posteriormente, os cortes
foram fixados em uma lamina carregada positivamente para melhor fixacdo do
tecido. Todos os experimentos de atividade mitocondrial foram realizados a fresco.

A histoquimica para succinato desidrogenase foi realizada pela incubagao de
cortes frescos dos musculos congelados, incubados em um substrato de succinato
desidrogenase na presenga de um composto tetrazolio. O resultado é um precipitado
purpura-azul depositado em locais de mitocéndrias em redes sarcoplasmaticas

(fibras musculares tipo | sdo mais escuras que tipo Il).
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A citocromo oxidase faz parte da cadeia respiratéria oxidativa de enzimas
localizadas exclusivamente nas mitocdndrias. A utilizagao de 3,3-Diaminobenzidine
(DAB) resulta em um composto castanho insoluvel no local da atividade da
citocromo oxidase, mostrando assim sitios de atividade mitocondrial.

Apos as reacdes de hitoquimica as amostras finalmente foram cobertas com
laminula utilizando um meio de fixagdo aquoso (gliserol carbonato). As analises e
documentagdes do material foram realizadas em um microscopio BZ-9000 (Keyence,

Osaka, Japao).

3.13 Pressao arterial

A presséo arterial e batimentos cardiacos foram determiandas como descrito
anteriormente (CARDOSO et al., 2010). Os animais WT e KO foram anestesiados
com isofluorano e um cateter modificado (tipo MRE-025, 0,025 diametro exterior,
0,012 diametro interior; Braintree Scientific, Braintree, MA, USA) foi colocado na
aorta abdominal através da artéria femoral para medicdo da pressao arterial. O
cateter foi suturado subcutaneo entre as escapulas, e apés um periodo de 72 horas
de recuperacao, a pressao arterial foi aferida utilizando um transdutor (modelo MLT
1050) ligado a um computador para aquisi¢ao e analises dos dados (PowerLab, AD
Instruments, Colorado Springs, PA, EUA).

Para testar a resposta da pressédo arterial a diferentes drogas, diferentes
neuropeptideos foram injetados e a pressao arterial foi aferida como descrito
anteriormente. Inicialmente, um segundo cateter modificado foi colocado na veia
femural dos animais. Os animais ficaram em recuperagcdo por um pediodo de 72
horas. Apds 1 hora de afericdo da pressédo arterial basal, neurotensina (1
nM/animal), angiotensina Il (100 ng/animal ) ou bradicinina (5 mg/kg e 10 mg/kg)

foram injetadas e a pressao arterial aferida.

3.14 Extragao de peptideos

Inicialmente os animais foram sacrificados por decaptacdo e amostras de
musculo estriado esquelético (gastrocnémico e soleo), figado e tecido adiposo
epididimal foram rapidamente coletados em agua Milli-Q (4 ml) a 80 °C. As amostras

foram entdo homogeneizadas por 30 segundos com o auxilio de Polytron (Tissue
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Tearor, Bio Spec Products Inc., Bartlesville, OK, USA). Os homogenatos foram
incubados por 20 minutos a 80 °C, posteriormente resfriados a 4 °C para
acidificagdo das amostras com adicdo de HCI para uma concentracao final de 10
mM, e submetidas a 40 minutos de centrifugagdo a 1500 x g a 4 °C. O sobrenadante
foi coletado e filtrado em membrana Millipore que permitiu a passagem de moléculas
com peso molecular inferior a 10 kDa (Centrifugal Filter Unit, MILLIPORE, 10,000
NMCO). O material ndo retido pela membrana (eluato, fragdo contendo moléculas <
10 kDa) foi aplicado em pré-colunas OASIS (Millipore, Billerica, MA, EUA), lavados
com agua Milli-Q, e eluidos com metanol 100% contendo acido trifluoracético (TFA)
0,15%. O volume do material foi reduzido ao minimo (aproximadamente 5 uL) por
centrifugagéo a vacuo (Speed Vac, Eppendorf do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil)

e estocado a - 80 °C até o momento de uso (Figura 6).

3.15 Quantificagao de peptideos

Os peptideos extraidos de amostras de musculo, figado e tecido adiposo
epididimal, como descritos acima, foram resuspendidos em 65 pyL de agua Milli-Q e
quantificados através de um método fluorimétrico utilizando o marcador
fluorescamine (C47H1004), assim como descrito anteriormente (SARIC; GRAEF;
GOLDBERG, 2004).

Neste método, as moléculas das aminas primarias presentes nos residuos de
lisina (K) e N-terminal dos peptideos extraidos sofrem uma ligagcéo pela molécula de
fluorescamine. Uma vez reagindo com essas aminas primarias a molécula de
fluorescamine emite fluorescéncia medida nos comprimentos de onda de 370 nm
(excitacao) e 480 nm (emissao). As concentragdes de peptideos nas amostras foram
determinadas através de uma curva padrao utilizando o peptideo 5A (LTLRTKL)
como padrao.

Os experimentos foram realizados em placa branca opaca de 96 pocgos
(Corning Incorporated, NY, USA). Em cada po¢o misturamos 2,5 yL de amostra, 25
ML de tampéo fosfato 0,2 M (pH 6.8) e 12,5 uL de solugdo de fluorescamine 0,3
mg/mL diluida em acetona. Apds a aplicagdo de todas as amostras, a placa foi
incubada no agitador por 1 min, quando foi acrescentado 110 pyL de agua. A
fluorescéncia foi medida nos comprimentos de onda 370 nm (excitagdo) e 480 nm

(emissao).
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3.16 Marcacao isotopica de peptideos

Apos a dosagem de peptideos, foram adicionados 200 yL de tampao fosfato
de sodio (NaHPOy4; 0,4 M) a 50 ug de peptideos, em seguida o pH foi ajustado para
9,5 e foram adicionados 6,4 pL de uma solugdo de 350 pg/pL de Do-
trimetilamoniobutiril (TMAB), D3-TMAB ou Do-TMAB dissolvido em dimetilsulféxido
(DMSO). Apos 8 minutos em temperatura ambiente, uma solugédo de NaOH 1M foi
usada para ajustar o pH da reacgéo para 9,5 (Qquando necessario), e novamente as
amostras foram deixadas a temperatura ambiente por 8 minutos. A adigdo dos
reagentes marcadores (Do-TMAB, D3-TMAB ou Do-TMAB) e do NaOH foi repetida
por mais 8 vezes, mantendo-se os mesmos intervalos de tempo entre uma adicéo e
outra. Apos o término da marcacgao, a mistura foi incubada a temperatura ambiente
por 30 minutos e 30 yuL de uma solugdo de glicina 2,5 M foram adicionados para
interromper a reacdo de marcacgao isotopica. As amostras foram incubadas por 40
minutos em temperatura ambiente e agora marcadas com os devidos marcadores
isotdpicos (Do-TMAB, D3-TMAB ou Dg-TMAB), fordo combinadas e centrifugadas a
600 x g a 4 °C por 5 minutos. O sobrenadante foi entdo coletado e o pH ajustado
para 9,0 com uma solugdo de NaOH 1M. Ainda, foi adicionado hidroxilamina 2 M (na
proporgao de 3 pL para cada 1 ml de amostra), para remover possiveis marcagoes
em residuos de tirosina. A adigdo de hidroxilamina e o ajuste do pH para 9,0 foram
repetidos 3 vezes, respeitando um intervalo de tempo de 10 minutos entre estas
repeticoes. Por fim, essas amostras foram dessalinizadas em colunas OASIS
(Millipore, Billerica, MA, EUA) e os peptideos marcados foram eluidos em 1 ml de
metanol contendo 0,15% de TFA. Para remoc¢dao do metanol as amostras foram

submetidas a centrifugacéo a vacuo e armazenadas a -80 °C (Figura 6).
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Figura 5 — Marcadores TMAB utilizados para marcagao isotopica.
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Figura 5: A figura mostra os 5 tipos de marcadores TMAB que podem ser utilizados para marcagéo
isotépica de peptideos na por¢cdo N-terminal e o lisinas. Em destaque, estdo os marcadores utilizados
em nossos experimentos. Mostrando as diferengas de 3 Da quando o peptideo incorpora os
marcadores DO-TMAB quando comparados com D3-TMAB, ou de 9 Da quando ocorre a incorporagao
dos marcadores DO-TMAB quando comparados com D9-TMAB.

3.17 Analises por LC-MS/MS

Para as analises semiquantitativas, as amostras de peptideos marcados com
Do-TMAB, D3-TMAB ou Dg-TMAB foram ressuspendidas em 15 yL de agua Milli-Q e
submetidas a analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS/MS) em um aparelho Synapf® G2 (Waters, Manchester, UK),
acoplado a um sistema de cromatografia liquida capilar nanoACQUITY, sistema
Ultra Performance LC®(UPLC®, Waters, Manchester, UK). As misturas peptidicas
marcadas foram separadas em gradiente de eluicdo, variando de 0-85% de uma
mistura agua/acetonitrila, contendo 0,1% de acido féormico, em coluna capilar de 75
Mm empacotada com silica C18. Os dados foram adquiridos automaticamente em
modo dependente (DDA) apds geragao de multiplos peptideos protonados por

ionizagdo em eletron spray (ESI), seguido de dissociagdo em MS/MS por colisdo
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com argbnio, em intensidade de 10 a 30 eV. Condicdes tipicas de LC e ESI foram:
fluxo de 10 nL/min, voltagem no capilar do nanofluxo de 3.5 kV, temperatura do
bloco de 80 °C, e voltagem do cone de 100 V.

Figura 6 — Esquema representativo da extracdo de peptideos intracelulares,
marcacao isotopica e analise LC-MS/MS.
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Figura 6: Inicialmente o esquema mostra brevemente o passo-a-passo do protocolo de extracdo de
peptideos intracelulares. Os peptideos extraidos foram agrupados em 3 diferentes corridas (como
demonstrado acima) de modo a comparar os animais WT com os KO, nos diferentes tecidos
estudados (gastrocnémio, soleo, tecidos adiposo epididimal e figado). Entdo, na corrida 1, os
peptideos dos animais WT foram marcados com DO-TMAB e D9-TMAB, enquanto que os peptideos
dos animals KO foram marcados com D3-TMAB. Na corrida 2 foi feito o inverso, e por fim, na corrida
3 os peptideos dos animais WT foram marcados com DO-TMAB, enquanto os dos animais KO foram
marcados com D3-TMAB e D9-TMAB. As corridas foram marcadas de diferentes maneiras para servir
como controle da reatividade dos marcadores isotopicos. A quantificagéo relativa foi feita baseada na
altura da média da intensidade relativa dos picos dos peptideos dos animais KO em relagdo aos
animais WT no MS. Os espectros de MS/MS foram analisados para identificagdo da sequéncia de
aminoacidos dos peptideos. Utilizamos o programa Mascot para identificagcdo das sequéncias dos
peptideos, seguido de interpretagdo manual para eliminacao de falsos positivos.

A incorporacao de diferentes isotopos Do-TMAB, D3-TMAB ou Dg-TMAB aos
residuos de lisina ou N-terminal dos peptideos, adiciona diferentes massas de
acordo com o marcador isotopico (128,118 Da para Do-TMAB, 131,133 Da para Ds-
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TMAB e 137,170 Da para Do-TMAB), resultando em uma diferengca na razéo
massa/carga (m/z), as quais podem ser visualizadas durante a detecgao do primeiro
MS, que consiste na massa do peptideo ndo fragmentado. Uma vez determinado, a
massa do peptideo, o mesmo € fragmentado em uma camera de colisdo com
argbnio gerando o MS/MS, a partir de onde ocorre a identificacdo da sequéncia de
aminoacidos.

Apos a extragao, quantificacdo, marcacao isotdpica e semi-quantificagado por
LC-MS, as sequéncias dos peptideos obtidas por MS/MS, foram analisadas para
identificacao das sequéncias de aminoacidos dos peptideos identificados no LC-MS
e de suas proteinas precursoras.

Embora a analise manual do MS/MS seja possivel, esta analise é
normalmente realizada usando programas para pesquisas em bancos de dados de
proteinas, a partir de dados de MS/MS. Varios programas estdo disponiveis para

esse tipo de anadlise, no entanto o Mascot (http://www.matrixscience.com) € ideal

para analise de peptideos marcados com TMAB (marcador isotopico que foram
utilizados nos nossos experimentos). Dessa forma, a andlise de sequenciamento
dos peptideos foi realizada através do programa Mascot versao 2.2 (Matrix Science
Ltd, UK).

Inicialmente, foi realizada a submissao dos dados para o Mascot, utilizando o
banco de dados Swiss-Prot com a taxondmia Mus musculus, sem digestao
enzimatica. A tolerancia do erro utilizada para os ions precursores de MS e MS/MS
foi de 0,2 Da. Apds a obtencdo dos resultados, as sequéncias peptidicas foram
validadas por interpretacdo manual para a eliminacdo dos resultados falsos
positivos. Nessas analises, foram levados em consideragdo diversos fatores ja
descritos anteriormente (GELMAN et al., 2012; LYONS; FRICKER, 2011), como: o
numero de tags incorporados no peptideo que deve corresponder ao numero de
lisinas e N-terminal presentes; score das possibilidades de sequéncia dos peptideos
apresentados pelo Mascot; a maioria dos fragmentos mais intensos de MS/MS
(>80%) devem ser ions a, b ou y, ou o ion precursor com perda de parte do
marcador; um minimo de 5 fragmentos de ions b ou y devem ser encontrados; o

numero de cargas deve ser consistente com o do peptideo.
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3.18 Ensaio de hidrélise dos peptideos identificados como possiveis

substratos da NIn

Com o intuito de determinar se os peptideos identificados no tecido adiposo
epididimal e gastrocnémio eram substratos da Nin, realizamos as reagdes de
cinéticas (ordem zero) a 37 °C. Para estas reagdes, uma solugao de 50 uM de cada
peptideo foi incubado na presenga de 230 nM da NIn recombinante, em um volume
final de 1800 uL de tampao TBS.

Para determinar o percentual de hidrdlise dos peptideos, 250 uL de cada
reacao foi retirada nos tempos 0, 5, 10, 15, 30, 45 e 60 min. Estas aliquotas foram
transferidas para novos tubos contendo 12,5 yL de uma solugdo TFA 10% em H0,
para encerrar a reagao. Posteriormente, 50 yL de cada amostra foram utilizados
para analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para detec¢ao dos
picos cromatograficos e calculo do percentual de hidrdlise de cada peptideo em
relacdo a area dos seus respectivos picos cromatograficos no tempo 0 min. Como
controle positivo foi utilizado a bradicinina, que € um 6timo substrato da NIn, nas

mesmas condigdes experimentais (RIOLI et al., 1998).

3.19 Analises estatisticas

Todos os resultados foram expressos + SEM. As analises estatisticas foram
conduzidas por teste T ndo pareado para amostras independentes, ou ANOVA
seguido de teste Bonferroni para amostras comparando 2 ou mais grupos. Valores

de p considerados significantes: * p < 0,05; ** p < 0,01 or *** p < 0,001.
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4 RESULTADOS
4.1 Geragao de camundongos knockout para Nin

Os camundongos deficientes em NIn foram gerados por delegao da sequéncia
codificadora entre os exons 1 e 2, conforme descrito nos materiais e métodos
(Figura 3). Inicialmente, foi realizada a genotipagem dos animais para identificagéo
ou nao do inserto Gene Trap. Assim, foi realizada a selegao dos animais WT, KO ou

heterozigotos que seriam utilizados nos experimentos seguintes (Figura 7).

Figura 7 — Padrdo de bandas apos a genotipagem para identificagcdo do inserto

Gene Trap dos camundongos knockout para NIn.

KO WT HET

= = <«— 629pb
- = < 312pb

Figura 7: Imagem da PCR apds a genotipagem para identificagdo dos animais KO, WT e
heterozigotos (HET). A banda com 312 pares de base é especifica para os animais KO, enquanto a
banda com 629 pares de base é especifica para os animais WT. A presenga das duas bandas
representa os animais HET.

Apos a genotipagem (Figura 7), para confirmacgao da auséncia da expressao
do mRNA da NIn, foram realizados ensaios de qPCR (Figura 8A). Para checagem da
expressao da proteina que correspondia NIn, foram realizados ensaios de Western
blotting (Figura 8B). Ensaios de atividade enzimatica da NIn foram realizados afim de

confirmar a presenca ou auséncia da atividade da NIn (Figura 8C).
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Figura 8 — Ensaios de qPCR, Western blotting e atividade enzimatica para

confirmagao dos animais knockout para Nin.
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Figura 8A: qPCR mostrando auséncia da expressado do gene NIn (ND — ndo detectado) em animais
KO em diferentes tecidos quando comparados com animais WT. Figura 8B: Western blotting para
identificacdo da expresséao protéica da NIn (seta) mostrando a auséncia ou ndo da expressao protéica
da NIn em diferentes tecidos de animais WT e KO. Figura 8C: Teste de atividade enzimatica
confirmando os resultados obtidos na genotipagem, qPCR e Western blotting mostrando a redugao
em aproximadamente 50% da atividade enzimatica da NIn nos animais heterozigotos (HET) e
auséncia total da atividade da enzima em animais KO.

4.2 Caracteristicas basicas de camundongos knockout para Nin

Os resultados obtidos depois do intercruzamento de animais heterozigotos
(+/-) para obtengdo de animais KO (-/-) e WT (+/+) mostraram que a dele¢cdo do
gene da NIn n&o resultou em morte embrionaria, bem como ndo houve nenhuma
alteracdo na distribuicdo Mendeliana da prole. Além disto, animais KO nao séo
visualmente distinguiveis dos WT, apresentando uma aparéncia externa normal e
nenhum problema relacionado com fertilidade (os animais se reproduzem
normalmente). Contudo, mesmo nao apresentando nenhuma diferenga na analise
desintométrica da composi¢ao corporal (massa muscular, massa gorda e agua total)
dos animais KO quando comparados com WT (Figura 9A, B e C), os animais KO
mostraram uma leve, porém significante, diminuicdo do peso corporal quando
comparados com os animais WT (Figura 9D). Além disso, mesmo com essa
pequena mudanca, nenhuma diferenca foi encontrada nos pesos relativos de

diferentes orgédos dos animais KO quando comparados com animais WT (Tabela 1).
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Figura 9 — Analise densitométrica da composigcao corporal e da massa corporal.
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Figura 9A, B e C: Andlise densitométrica da composigéo corporal de massa muscular (A), agua total
(B) e massa gorda (C) de animais KO quando comparados com animais WT. Figura 7D: massa
corporal total de animais KO quando comparados com animais WT (n=6). Os dados sao
apresentados como média + SEM. Teste ndo pareado de t Student’s: * p < 0.05.

Tabela 1 — Peso relativo de diferentes 6rgaos.

WT KO

Média S.E.M n Média S.E.M n
Gastrocnémio 5.21 + 0.49 6 5.20 + 0.19 6
Tibial Anterior 1.77 * 0.13 6 2.02 + 0.22 6
Séleo 0.39 * 0.03 6 0.36 + 0.01 6
Figado 49.04 * 3.80 6 45.77 * 4.00 6
Adiposo Epididimal 21.81 + 4.78 6 16.80 + 6.65 6
Baco 5.74 * 1.27 6 5.04 * 1.09 6
Rim 13.17 * 1.09 6 12.72 * 0.42 6
Cérebro 15.08 + 1.22 6 16.27 + 0.63 6
Coragao 5.12 * 0.46 6 517 + 0.38 6
Pulmao 7.61 * 1.63 6 6.08 * 0.84 6

Nota de Rodapé: Todos as medidas sdo apresentadas como mg de tecido/g de peso corporal do
animal vivo.

4.3 Testes de tolerancia a glicose, insulina e piruvato

O teste de tolerdncia a glicose (GTT) foi realizado em animais KO
comparados com animais WT, submetidos a um jejum de 12 horas, para investigar
se a sensibilidade a glicose dos KO estava alterada. Iniciamente, foi verificado os
niveis sanguineos de glicose basal; contudo, a glicemia basal ndo apresentou
nenhuma diferenga entre os animais (Figura 10A). No teste de tolerancia a glicose,
apos a injecao intraperitoneal de glicose, a glicemia foi significativamente menor em
animais KO, quando comparados com animais WT, nos tempos de 15, 30, 60 e 90
minutos (Figura 10B). Sendo assim, os animais KO se mostraram mais tolerantes a

glicose quando comparados com animais WT (Figura 10B e C).
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Figura 10 — Teste de tolerancia a glicose (GTT).
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Figura 10A: Niveis de glicose basal apos jejum de 12 horas (n=6). Figura 10B: Teste de tolerancia a
glicose (GTT) apds injecao intraperitoneal de glicose em animais submetidos a jejum de 12 horas
(n=6). Figura 10C: Area sob a curva (AUE) referente ao teste de tolerancia & glicose (GTT) (n=6). Os
dados sao apresentados como média + SEM. Teste ndo pareado de t Student’s ou ANOVA, seguido
de teste Bonferroni:. * p < 0.05 ou ** p < 0.01.

Para melhor caracterizar o perfil metabdlico desses animais, € uma vez que
os animais KO sao mais tolerantes a glicose, foi realizado teste de tolerancia a
insulina (ITT). Considerando os dados da curva de ITT (Figura 11A), bem como da
constante de decaimento da glicose (Kirt) (Figura 11B), calculados a partir do teste
de tolerancia a insulina, os animais KO apresentaram um aumento na sensibilidade

a insulina, quando comparados aos animais WT (Figura 11).

Figura 11 — Teste de tolerancia a insulina (ITT).
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Figura 11A: Teste de tolerancia a insulina (ITT) apds injegéo intraperitoneal de insulina em animais
submetidos a jejum de 12 horas (n=6). Figura 11B: Calculo da constante de decaimento de glicose
baseado nos dados da curva do teste de tolerancia a insulina (ITT). Os dados sao apresentados
como média + SEM. Teste ndo pareado de t Student’'s ou ANOVA seguido de teste Bonferroni:. * p <
0.05 ou *** p < 0.001.
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Além do teste de tolerancia a glicose e a insulina, o teste de tolerancia a
piruvato foi realizado com a finalidade de estimar a capacidade de gliconeogénese
hepatica em animais submetidos a um jejum de 16 horas. O piruvato foi utilizado
porque é o metabdlico intermediario comum nas diversas vias gliconeogénicas. O
piruvato pode ser formado tanto a partir do lactato como também de aminoacidos ou
glicerol. Os resultados obtidos mostraram que os animais KO apresentaram uma
maior producdo de glicose a partir de piruvato, quando comparados com animais

WT, apresentando uma maior area sob a curva (Figura 12A e B).

Figura 12 — Teste de tolerancia a piruvato (gliconeogénese).
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Figura 12A: Teste de tolerancia a piruvato para verificar os niveis de gliconeogénese hepatica apos
injecdo intraperitoneal de piruvato em animais submetidos a jejum de 16 horas (n=6). Figura 12B:
Area sob a curva referente ao teste de tolerancia a piruvato. Os dados s&o apresentados como média
+ SEM. Teste nédo pareado de t Student’s ou ANOVA, seguido de teste Bonferroni:. ** p < 0.01 ou ***
p < 0.001.

ApOs esses resultados, utilizando gPCR, foram testados varios genes que
participam da gliconeogénese no figado. Genes como frutose 6-bifosfatase (Fbp1) e
glicokinase (Gck), que participam diretamente do processo de gliconeogénese no
figado, nos animais KO apresentaram uma superexpressao, assim como outros, em
relacdo aos animais WT (Figura 13). Esses dados corroboram os dados in vivo dos

testes de tolerancia a piruvato.
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Figura 13 — qPCR para expressao de genes envolvidos na gliconeogénese.
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Figura 13: gPCR dos principais genes envolvidos na via de sinalizagao da gliconeogénese no figado
de animais submetidos a jejum de 16 horas (n=6). Os dados s&o apresentados como média + SEM.
Teste nao pareado de t Student’s:. * p < 0.05 ou ** p < 0.01.

4.4 Sinalizagao da glicose — Western blotting

Para investigar as bases moleculares envolvidas com a maior sensibilidade a
insulina dos animais KO, foram analisados os niveis de pAKT (Serd473) no
gastrocnémio, figado e tecido adiposo epididimal, apds estimulo com insulina.
Embora os niveis basais de pAKT normalizados por AKT total nos animais KO e WT
foram os mesmos em todos os tecidos analisados (Figura 14A, B e C), a
fosforizagdo de AKT em animais KO apés estimulo com insulina, estava aumentada
no gastrocnémio (Figura 14A) e no tecido adiposo (Figura 14B) dos animais KO
quando comparados com animais WT. No figado ndo foram observadas diferengas
entre os grupos KO e WT (Figura 14C). Considerando que a fosforilagao da AKT &
um ponto chave na via de sinalizacdo da insulina, e que a fosforilacdo desta
mostrou-se aumentada no musculo e tecido adiposo dos animais KO, os dados
obtidos nos experimentos de fosforilagdo de AKT corroboram os resultados obtidos

dos testes tolerancia a insulina (Figura 11).
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Figura 14 — Western blotting para fosforilagao de AKT.
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Figura 14: Western blotting mostrando fosforilagdo de AKT apds estimulos ( + ) ou ndo ( - ) com
injecao intravenosa de insulina em animais submetidos a jejum de 12 horas normalizados por AKT
total e GAPDH (n=5). Os niveis de fosforilagdo de AKT em cada tecido foram representados pela
razdo pAKT(Serd73)/t-AKT. Figura 14A: Musculo estriado esquelético (gastrocnémio). Figura 14B:
Tecido adiposo epididimal. Figura 14C: Figado. Os dados s&o apresentados como média + SEM.
Teste ANOVA seguido de teste Bonferroni:. * p < 0.05; ** p < 0.01 ou *** p < 0.001.
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4.5 Testes de atividade enzimatica da NIn em diferentes tecidos

A atividade enzimatica da NIn em animais WT foi semelhante no musculo
estriado esquelético séleo e tecido adiposo epididimal. No figado ela estava um
pouco reduzida quando comparadas com os outros tecidos analisados. Contudo, a
atividade enzimatica da NIn no musculo estriado esquelético gastrocnémio estava
aproximadamente trés vezes menor quando comparadas com musculo estriado
esquelético soleo ou tecido adiposo epididimal, e aproximadamente duas vezes

menor quando comparada com o figado (Figura 15).

Figura 15 — Ensaio de atividade enzimatica da NIn em diferentes tecidos.
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Figura 15: Atividade enzimatica da NIn no séleo (predominio de fibras tipo 1), gastrocnémio
(predominio de fibras tipo Il), figado e tecido adiposo epididimal de camundongos C57BL/6 (n=3). Os
dados sao apresentados como média + SEM. Teste ANOVA seguido de teste Bonferroni:. * p < 0.05;
**p <0.01 ou™*™* p<0.001.

4.6 Testes de esforgco progressivo em esteira
O musculo soleo é rico em fibras tipo I, enquanto o gastrocnémio é rico em

fibras do tipo Il. Fibras tipo | (oxidativas e de contragéo lenta) sdo necessarias para

suporte e resisténcia e fibras tipo Il (glicoliticas e de contracédo rapida) sdao mais
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frequentemente usadas quando o organismo exerce movimentos que requer forga e
velocidade (FLYNN et al., 2010). Sendo assim, considerando os resultados obtidos
nos testes de atividade enzimatica da NIn em animais WT, foram realizados testes
de corridas de alta (mais relacionado com fibras tipo IlI) e baixa (mais relacionado
com fibras tipo |) intensidade em uma esteira graduada, para verificar o desempenho
desses animais diante do exercicio fisico.

Primeiramente, foi realizado o teste de alta intensidade onde, apés um breve
aquecimento dos animais, a velocidade foi aumentada em 3 m/minuto a cada trés
minutos até a exaustdo. Contudo, ndo houve diferenca na distancia percorrida e no
tempo de corrida entre animais KO e WT (Figura 16A e B).

No teste de baixa intensidade, os animais KO correram aproximadamente
uma distancia 36% menor quando comparado com os WT (em média, os animais
KO correram apenas 637 metros enquanto que os animais WT correram em média
997 metros; Figura 16C e D). Nesse teste, foi utilizado 70% do valor da média da
velocidade maxima pecorrida pelos animais no teste de alta intensidade
(aproximadamente 21 m/min), e os animais foram colocados para correr nessa

velocidade constante até a exaustio.
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Figura 16 — Testes de corrida de alta e baixa resisténcia fisica.
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Figura 16A: Teste de corrida de alta intensidade com desempenho individual e média da distancia
pecorrida pelo grupo (n=7). Figura 16B: Média do tempo de corrida do teste de alta intensidade
(n=7). Figura 16C: Teste de corrida de baixa intensidade com desempenho individual e média da
distancia pecorrida pelo grupo (n=7). Figura 16D: Média do tempo de corrida do teste de alta
intensidade (n=7). Os dados s&o apresentados como média + SEM. Teste ndo pareado de t
Student’s:. ** p < 0.01.

4.7 Composigao de fibras musculares analisadas por qgPCR

Diante dos resultados obtidos nos ensaios de atividade enzimatica e de
esfor¢co progressivo em esteira, verificamos a expressdao de alguns genes para
avaliar o perfil da composicdo das diferentes fibras musculares, em diferentes
musculos estriados esqueléticos (gastrocnémio e sodleo).

Os animais KO apresentaram uma diminuigdo na expressdo de genes
caracteristicos de fibras lentas (fibras tipo |) no musculo gastrocnémio (Figura 17A),
mas nao apresentaram nenhuma diferengca no musculo soleo (Figura 17C). Além

disso, para melhor caracterizar o perfil de distribuicao de fibras musculares, qPCR
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especifico para cada tipo de cadeia pesada de miosina (fibras musculares do tipo I,
Myh7; fibras musculares do tipo lla, Myh2; fibras musculares do tipo lIx, Myh1 e
fibras musculares do tipo llb, Myh4) foi realizado (Figura 17B e D). Essas analises
confirmaram os dados anteriores sugerindo que no musculo gastrocnémio dos
animais KO ocorre um remodelamento de fibras musculares resultando numa
diminuicao da expressao do gene Myh7, especifico de fibras musculares do tipo |
(Figura 17B); Enquanto isso, no musculo soleo nd&o ha nenhuma alteragéo

significativa na expressao desses genes (Figura 17D).

Figura 17 — Anadlise da composicdo de fibras musculares no musculo estriado

esquelético.
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Figura 17A e C: gPCR mostrando genes especificos de fibras musculares do tipo | (fibras lentas) e
fibras musculares do tipo Il (fibras rapidas), em diferentes musculos estriados esqueléticos (n=6).
Figura 17B e D: gPCR mostrando a subdivisdo das fibras musculares em fibras do tipo | (Myh7),
fibras do tipo lla (Myh2), fibras do tipo lIx (Myh1) e fibras do tipo IIb (Myh4), em diferentes musculos
estriados esquelético (n=6). Os dados séo apresentados como média + SEM. Teste ndo pareado de t
Student’s:. ** p <0.01 ou *** p < 0.001.
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4.8 Atividade mitocondrial

Apés resultados da composicao de fibras musculares, cortes histologicos de
musculos (gastrocnémio e séleo) foram submetidos a uma reagao histoquimica para
medida da atividade mitocondrial, com o objetivo de confirmar ou ndo a diminuigao
da quantidade de fibras do tipo | ricas em mitocéndrias. Para isso, ensaios de
histoquimica em cortes frescos do musculo gastrocnémio foram usados para avaliar
a atividade das enzimas succinato desidrogenase e citocromo oxidase (Figura 18). O
musculo gastrocnémio apresentou uma diminuicdo nos sitios de atividade
mitocondrial dos animais KO quando comparados aos animais WT, nos dois testes
realizados (Figura 18). Esses dados corroboram a sugestdo de diminuicao da
composicado de fibras musculares do tipo | no gastrocnémio dos animais KO em

relacdo aos animais WT.

Figura 18 — Atividade mitocondrial do musculo gastrocnémio.
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Figura 18A e B: Cortes histoléogicos de muasculo mostrando histoquimica para succinato
desidrogenase. Figura 16C: Quantificagdo da histoquimica de succinato deshidrogenase através do
calculo da area de quantidades de fibras do tipo | com maior atividade mitocondrial (coloragdo mais
forte) em relagéo as fibras do tipo Il com menor atividade mitocondrial (coloragdo mais fraca), os
resultados foram expressos em unidades arbitrarias (n=4). Figura 18D e E: Cortes histoldgicos de
musculo mostrando histoquimica para citocromo oxidase. Figura 18F: Quantificagao da histoquimica
de succinato desidrogenase, através do calculo da area de quantidades de fibras do tipo | com maior
atividade mitocondrial (coloragdo mais forte) em relagéo as fibras do tipo Il com menor atividade
mitocondrial (coloragdo mais fraca). Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias (n=4). Os
dados sao apresentados como média + SEM. Teste ndo pareado de t Student’s:. * p < 0.05.
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4.9 Analises histolégicas

Embora apresentando mudangas em diversos parametros (peso corporal,
tolerancia a glicose, sensibilidade a insulina, gliconeogénese, exercicio fisico e
composicao de fibras musculares), nenhuma alteragao histolégica foi encontrada em
biépsias coradas com hematoxilina e eosina (H&E) de figado, musculo estriado
esquelético e tecido adiposo epididimal dos animais KO, quando comparados com
os animais WT (Figura 19).

Figura 19 — Analise histolégica de diferentes tecidos corados com H&E.
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Figura 19A e B: Cortes histoldgicos de musculo (gastrocnémio) corados com hematoxilina e eosina
(H&E) de animais WT e KO, respectivamente. Figura 19C e D: Cortes histolégicos de figado corados
com H&E de animais WT e KO, respectivamente. Figura19E e F: Cortes histolégicos de tecido
adiposo epididimal corados com H&E de animais WT e KO, respectivamente. Barra representa
200um.
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4.10 Caracterizagao fenotipica dos animais KO relacionadas ao sistema

cardiovascular

Diante da existéncia de diversos trabalhos apontando uma possivel relevancia
da NIn na homeostase cardiovascular (NORMAN et al., 2003; PILIPONSKY et al.,
2008; SHRIMPTON; SMITH; LEW, 2002), investigamos os possiveis efeitos da
deficiéncia da NIn na pressao arterial.

A pressao arterial e a frequéncia cardiaca foram mensuradas via cateter na
artéria femoral. Em condi¢cdes basais, nao houve diferenca entre animais KO quando

comparados com os animais WT (Figura 20A e B).

Figura 20 — Presséo arterial e frequéncia cardiaca.

A MAP B Frequéncia Cardiaca
150+ 800+
= 6004
T 100- =
£ z
E @ 400-
o p
< 50 I
= 200
0 : 0 .
WT KO wT KO

Figura 20A: Pressao arterial (MAP) de animais KO comparados com animais WT em condigbes
basais (n=6). Figura 20B: Frequéncia cardiaca (HR) em batimentos por minuto (BPM) de animais KO
comparados com animais WT em condigbes basais (n=6).

Além disso, embora nido tenha sido encontrada nenhuma alteracdo na
pressao arterial e frequéncia cardiaca dos animais KO quando comparados com os
animais WT em niveis basais, foi administrado via um segundo cateter inserido na
veia femoral, diferentes doses de bradicinina (Figura 21A), neurotensina (Figura
21B) ou angiotensina Il (Figura 21C) para verificar os possiveis efeitos da
administracdo aguda desses neuropeptideos na pressao arterial dos animais KO
quando comparados com animais WT. Contudo, mesmo apds administracdo
intravenosa desses neuropeptideos, nenhuma diferenca na presséo arterial foi

encontrada comparando-se esses animais.
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Figura 21 - Pressado arterial apdés administracdo aguda de diferentes

neuropeptideos.
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Figura 21A: Presséo arterial (MAP) apos administragdo aguda de bradicinina em diferentes doses (5
mg/kg e 10 mg/kg) em animais KO, comparados com animais WT (n=6). Figura 21B: Pressao arterial
(MAP) apo6s administragdo aguda de neurotensina (1nM por animal) mensurada em diferentes tempos
em animais KO, comparados com animais WT (n=6). Figura 21C: Time course da presséao arterial
(MAP) apés administragdo aguda de angiotensina Il (100 ng/kg) em animais KO comparados com
animais WT (n=6).

4.11 Perfil peptidico nos diferentes tecidos

Uma vez que a NIn vem sendo condiderada como uma enzima
metabolizadora de peptideos, realizamos uma analise semi-quantitativa de
peptideos enddgenos utilizando marcadores isotépicos do tipo TMAB por LC-ESI
MS. Foi assim verificado o perfil global de expressdo de peptideos em diferentes
tecidos (musculo estriado esquelético, figado e tecido adiposo epididimal) de

animais KO, quando comparados com animais WT.
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Ao todo, foram quantificados 729 espectros peptideos de MS, incluindo
aqueles peptideos que nao foram sequenciados através da analise dos espectros de
MS/MS (Tabela 2).

Somente um pequeno numero de peptideos foram considerados aumentados
ou diminuidos nos diferentes tecidos analisados quando comparamos os animais KO
com os WT (razao KO/WT). Os peptideos que foram considerados aumentados
(possiveis substratos da NIn) apresentaram um valor de razdo KO/WT maior ou igual
a 2 e os peptideos que foram cosiderados diminuidos (possiveis produtos da NIn)
apresentaram um valor de razdo KO/WT menor ou igual a 0,5 (Tabela 2). A
quantidade de peptideo da amostra esta relacionada com a altura do pico, sendo
assim, picos mais altos representam maiores quantidades e os picos mais baixos
menores quantidades. Os resultados gerados aqui sdo baseados na altura dos picos
obtidos de MS marcados com TMABs (Figura 22).
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Figura 22 — Representagao dos espectros de MS dos peptideos marcados com DO-,

D3- e D9-TMAB.
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Figura 22A: Exemplo de um espectro de peptideo fragmento da proteina

telomérica,

subsequentemente identificado por MSMS como LLTMAKKALK, que nao apresentou alteracdo na
intensidade relativa (altura dos picos) indepenpendentes de serem amostras de animais WT ou KO,
logo, esse peptideo nem é um possivel substrato e nem produto da Nin. Figura 22B: Exemplo de um
espectro de peptideo fragmento de troponina I, subsequentemente identificado por MSMS como
DMEVKVQKSSKELEDMNQKL, que apresentou uma redugcédo na intensidade relativa (altura dos
picos) dos peptideos marcados com amostras dos animais WT, quando comparados com 0s animais
KO, sendo assim, esse peptideo pode ser um possivel substrato da Nin. Figura 22C: Exemplo de um
espectro de peptideo fragmento da subunidade alfa da hemoglobina, subsequentemente identificado
por MSMS como RVDPVNFKLLS, que apresentou uma reducgdo na intensidade relativa (altura dos
picos) dos peptideos marcados com amostras dos animais KO, quando comparados com 0s animais
WT, sendo assim, esse peptideo pode ser um possivel produto da Nin.

Entre os peptideos identificados, praticamente todos os peptideos séao
originados de proteinas intracelulares. No gastrocnémio, dois peptideos derivados
da troponina |, de musculo estriado esquelético (SADAMLKALLGSKHK e
DMEVKVQKSSKELEDMNQKL) estavam aumentados mais do que 2 vezes (Tabela
3). No tecido adiposo epididimal, dois peptideos distintos, um derivado da proteina
acetil coenzima A (VEKVDELKKKYGI) e um derivado da subunidade alfa da

hemoglobina (LASVSTVLTSKYR), estavam aumentados mais que duas vezes
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(Tabela 3). No figado, varios peptideos endocanabindides contendo a hemopressina
(SDLHAHKLRVDPVNFK, RVDPVNFKLLS, VDPVNFKLL, VDPVNFKLLSH e
RVDPVNF), ou o antinociceptivo AGH (AGHLDDLPGALSA) apresentaram uma
diminuicdo maior de 0,5 vezes (Tabela 3). No sdleo, apenas o peptideo FASFPTTK
derivado da subunidade alfa da hemoglobina, diminuil mais do que 0,5 vezes
(Tabela 3). Nenhum dos peptideos identificados no gastrocnémio ou no tecido
adiposo epididimal diminuiu mais de duas vezes, enquanto que no figado e soleo,

nenhum dos peptideos identificados aumentou mais do que duas vezes (Tabela 3).

Tabela 2 — Resumo do perfil global de peptideos intracelulares quantificados por LC-
ESI MS.

Espectros MS 220 <05 <0.5and 2 2.0 sem
Aumentados Diminuidos mudanga
Gastrocnémio 318 19 (6%) 0 (0%) 299 (94%)
Sdleo 112 2 (2%) 8 (7%) 102 (91%)
Figado 189 2 (1%) 22 (12%) 165 (87%)
Tecido Adiposo 110 15 (14%) 0 (0%) 95 (86%)

Nota de rodapé: Analise global do perfil de peptideos intracelulares no séleo (predominatemente
fibras lentas do tipo I), gastrocnémio (predominantemente fibras rapidas do tipo Il), figado e tecido
adipose epididimal quantificados por LC-ESI MS como possiveis substratos (razdo KO/WT = 2.0),
produtos (razdo KO/WT < 0.5) ou n&o substrato ou produto (razdo KO/WT = 0.5 and < 2.0) da NIn. A
porcentagem significa a quantidade de peptideos intracelulares que s&o ou ndo possiveis substrates
ou produtos da NIn (n=5).
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4.12 Ensaio de hidrélise dos peptideos identificados como possiveis
substratos da Nin

Baseados nos dados da tabela 3, quatro peptideos identificados, sendo dois
derivados da troponina |, de musculo estriado esquelético (SADAMLKALLGSKHK e
DMEVKVQKSSKELEDMNQKL) no gastrocnémio, um derivado da proteina acetil
coenzima A (VEKVDELKKKYGI) e outro derivado da subunidade alfa da
hemoglobina (LASVSTVLTSKYR) no tecido adiposo epididimal, estavam
aumentados mais que duas vezes. Sendo assim, esses peptideos podem ser
definidos como possiveis substratos da NIn, uma vez que na auséncia da enzima
eles estavam aumentados.

Com o intuito de analisar se esses peptideos realmente eram substratos
diretos da Nin, realizamos as reagdes de cinética de ordem zero a 37 °C na
presenca da NIn recombinante para cada um dos peptideos identificados e
quimicamente sintetizados. Contudo, embora esses peptideos estivessem
aumentados nos animais KO, com excessao de LASVSTVLTSKYR, todos os
peptideos identificados apresentaram 0% de hidrélise na presenga da Nin
recombinante (Tabela 4). Nas mesmas condi¢gdes, a bradicinina, considerada um
otimo substrato da Nin, apresentou entre 63% e 91% de hidrdlise, nos tempos 30 e
90 min, respectivamente. O peptideo LASVSTVLTSKYR apresentou uma hidrélise

de 11% e 19% nos tempos de 30 e 90 min, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4 — Percentual de hidrélise relativa dos peptideos identificados como

possiveis substratos da Nin.

Peptideo % de Hidrélise 30 min % de Hidrélise 60 min
Bradicinina 63 91
SADAMLKALLGSKHK

DMEVKVQKSSKELEDMNQKL

VEKVDELKKKYGI

LASVSTVLTSKYR 11 19
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5 DISCUSSAO

Nesse trabalho, os animais KO para NIn foram gerados utilizando a estratégia
Gene Trap e verificamos a influéncia da auséncia dessa enzima no metabolismo da
glicose, exercicio fisico, pressdo arterial e no metabolismo de peptideos
intracelulares. De todos os fendtipos estudados, os animais KO, quando
comparados com os animais WT, apresentaram uma pequena, porém significante,
reducdo do peso corporal, aumento na tolerancia a glicose, maior sensibilidade a
insulina assim como maior gliconeogénese. Adicionalmente, esses animais
mostraram uma reducdo na resisténcia ao exercicio fisico de exaustdo, uma
diminuicdo nas fibras musculares lentas do tipo | no musculo gastrocnémio, e uma
diferenca na composi¢cdo de peptideos intracelulares especificos nos o6rgaos
analisados.

A NIn é uma oligopeptidase suposta em participar de varios processos
fisiologicos importantes, como homeostase cardiovascular e renal, controle da dor,
regulacdo da reproducdo e mais recentemente a NIn tem sido demonstrada
participar do controle do acidente cardiovascular cerebral (NORMAN et al., 2003;
RASHID et al.,, 2013; SHRIMPTON; SMITH; LEW, 2002; SMITH et al., 2000;
VINCENT et al.,, 1997). Estudos utilizando shRNA ou inibidores quimicos tém
corroborado o envolvimento da NIn nesses processos fisiolégicos (NORMAN et al.,
2003; PILIPONSKY et al., 2008; RASHID et al., 2013). Embora a NIn seja altamente
expressa no tecido nervoso central e em todos os tecidos periféricos (BARRETT et
al., 1995; KRAUSE et al., 1997; MASSARELLI et al., 1999), sua auséncia n&o foi
letal em camundongos.

Os animais KO para NIn ndo mostraram nenhuma anormalidade 6bvia, eles
sao altamente semelhantes aos animais WT em aparéncia geral, exceto no peso
corporal, onde eles apresentaram uma leve, porém significante, redugdo quando
comparados com os animais WT. Esses resultados s&o consistentes com estudos
anteriores utilizando animais transgénicos expressando 3 copias do gene da enzima
conversora de angiotensina (ECA), e alimentados com dieta hiperlipidica, que
apresentam um menor peso corporal e do tecido adiposo epididimal quando
comparados com 0s animais expressando 1 ou 2 coépias do gene da ECA
(HEIMANN et al.,, 2005). Quando alimentados com uma dieta normal, os

camundongos contendo 3 cépias do gene da ECA se alimentam mais para manter o
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mesmo peso corporal. Quando desafiados com uma dieta hiperlipidica, esses
mesmos animais se alimentam na mesma quantidade dos animais com 1 ou 2
copias do gene ECA, sugerindo que esses animais apresentam uma maior taxa no
metabolismo basal. As mudancgas fenotipicas observadas nos animais transgénicos
da ECA néao foram afetadas pelo losartan, que € um antagonista dos receptores de
angiotensina |l, sugerindo que o sistema renina angiotensina nao foi afetado por
esse fendtipo (HEIMANN et al., 2005). A atividade enzimatica da NIn foi
significativamente reduzida no tecido adiposo de animais com 3 copias do gene
ECA, quando comparado aos outros animais controle. Esses dados foram
correlacionados com a diferenca no perfil de peptideos intracelulares desses
animais, sugerindo um novo mecanismo celular, onde peptideos intracelulares
podem aumentar a sensibilidade a insulina no tecido adiposo dos animais
transgénicos da ECA (HEIMANN et al.,, 2005). Adicionalmente, ratos Wistar
desafiados com uma dieta hipercaldrica do tipo cafeteria pesam mais que os animais
alimentados com dieta controle, e ainda apresentaram um discreto aumento na
atividade enzimatica da NIn no tecido adiposo epididimal e no musculo gastrocnémio
(BERTI, 2010).

Embora os animais KO nao tenham mostrado nenhuma diferenca nos niveis
de glicose basal, esses animais mostraram uma melhora em todos os parametros
metabdlicos analisados, sugerindo fortemente que a enzima NIn tenha uma
participacao fisioldgica na homeostase energética. Varios estudos anteriores estao
correlacionados com uma melhora de perfil metabdlico apds a perda da atividade de
peptidases (HEIMANN et al., 2005; MEST; MENTLEIN, 2005; TAGORE et al., 2009).

fat/fat

Por exemplo, os camundongos Cpe apresentam um fendtipo de obesidade e

hiperproinsulinemia (NAGGERT et al., 1995). Além disso, o processamento de

peptideos nos camundongos Cpe™™

€ prejudicado, ocorrendo um acumulo de
peptideos intermediarios que contém residuos basicos (arginina e/ou lisinas) na
porcdo C-terminal (CHE; BISWAS; FRICKER, 2005; NAGGERT et al.,, 1995).
Diferentemente, os camundongos deficientes em DPP4 sao resistentes ao
desenvolvimento de adiposidade e obesidade induzida por dieta rica em gordura
(MEST; MENTLEIN, 2005). Ainda, os animais deficientes em DPP4 apresentaram
uma melhora na secrecgéo de insulina e tolerancia a glicose (MARGUET et al., 2000;
MEST; MENTLEIN, 2005; TAGORE et al.,, 2009). Adicionalmente, os animais

deficientes em DPP4, assim como animais normais tratados com inibidores seletivos
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de DPP4 (LAF-237), apresentaram um aumento nos peptideos RPGLLDLKAKWD
(DBI) e LPAPEKFVKDIDGGIDQDIFD, provenientes das proteinas ligadora de
acilCoA e meprin-B (Mepp), respectivamente (TAGORE et al., 2009; VILLHAUER et
al., 2003).

O metabolismo da glicose € vital para a saude e € um dos mais importantes
combustiveis para as fungdes fisiologicas (RICHTER; HARGREAVES, 2013). A
insulina & secretada pelas células beta do pancreas, e regula o metabolismo da
glicose depois da ingestdo de alimento, aumentando a captagdo de glicose pelo
musculo esquelético e tecido adiposo, e ainda diminuindo a producado de glicose
hepatica bloqueando a glicogendlise e gliconeogénese no figado (SALTIEL; KAHN,
2001). O maior efeito da resposta a insulina € o aumento da captacédo de glicose,
que pode ser induzido a partir da fosforilagcdo de AKT promovendo a translocacao de
GLUT4 para a membrana plasmatica (NG et al., 2008; TAN; NG; JAMES, 2010;
TIAN, 2005). Os animais KO apresentaram um aumento na tolerancia a glicose e
maior sensibilidade a insulina. Um provavel efeito que pode estar relacionado com o
aumento da sensibilidade a insulina e da tolerancia a glicose nesses animais é o
aumento da fosforilagdo de AKT. Tanto o tecido adiposo como o musculo estriado
esquelético (gastrocnémio) desses animais apresentou um aumento da fosforilagao
de AKT apds o estimulo com insulina. A falta de mudangas nos niveis de fosforilagao
de AKT apds estimulo com insulina no figado, pode explicar os niveis de glicose
basal semelhantes dos animais KO quando comparados com os animais WT. Assim,
como nos testes de tolerancia a glicose e de tolerancia a insulina, os animais KO
apresentaram um maior aumento da produgao de glicose a partir do piruvato
(gliconeogénese) pelo figado. Esses resultados estdo de acordo com o aumento da
expressdo de genes especificos da gliconeogénese no figado (AUTHIER;
DESBUQUOIS, 2008; CORSSMIT; ROMIJN; SAUERWEIN, 2001; JITRAPAKDEE,
2011; MAYR; MONTMINY, 2001). Sendo assim, os dados apresentados aqui
sugerem o papel dessa enzima no contexto metabdlico como um todo.

O tecido muscular esquelético € o maior tecido responsavel pela captagao de
glicose. Assim como a insulina, a contragcdo muscular é capaz de estimular o
transporte da glicose no musculo esquelético (POMMERY; HENICHART, 2005;
RYDER et al., 1999). Além disso, uma grande caracteristica do tecido muscular é a
sua capacidade de plasticidade em resposta ao ambiente, mudando as suas

caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas e bioquimicas (BASSEL-DUBY; OLSON,
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2006). Enquanto o exercicio de resisténcia promove o aumento de fibras do tipo |,
exercicios de alto desempenho estao relacionados com aumento da hipertrofia de
fibras do tipo Il (GOLLNICK et al., 1972; WANG et al., 2005). Nesse estudo,
submetemos os animais KO a um teste de treinamento de alta ou baixa intensidade
em uma esteira graduada, e os animais KO apresentaram uma menor resisténcia ao
exercicio fisico de baixa intensidade quando comparados com os animais KO.

Além da melhora em todos os perfis metabdlicos avaliados, e ainda a redugéao
na resisténcia ao exercicio fisico de exaustdo, os animais KO para NIn mostraram
um remodelamento na composicdo de fibras musculares do musculo estriado
esquelético, com a redugdao das fibras do tipo | no musculo gastrocnémio.
Consistente com esses resultados, outros estudos tém demonstrado uma melhora
no perfil metabdlico relacionado com uma remodelacdo da composi¢ao de fibras
musculares (CHEN et al., 2010; IZUMIYA et al., 2008).

O musculo gastrocnémio possui mais fibras rapidas do tipo Il enquanto que o
s6leo apresenta uma maior quantidade de fibras do tipo | (BASSEL-DUBY; OLSON,
2006), aqui avaliamos a composi¢cao de fibras musculares em ambos os musculos
(gastrocnémio e séleo). Embora o musculo séleo dos animais WT apresente uma
maior atividade enzimatica da NIn quando comparado com o musculo gastrocnémio,
a auséncia da NIn foi capaz de promover uma remodelacdo da composigao de fibras
musculares no musculo gastrocnémio, mas nenhuma alteragdo no musculo séleo.
Apenas o musculo gastrocnémio apresentou uma redugdo significativa de genes
como Myh7, especifico de fibras musculares do tipo |. Esses dados foram
corroborados por analises da composi¢cao de fibras musculares por histoquimica,
onde avaliamos a atividade mitocondrial para succinato desidrogenase (SDH) e
citocromo oxidase (COX) no gastrocnémio.

Os animais KO para NIn mostraram uma reducao nos niveis de fibras do tipo |
no gastrocnémio e n&o no sodleo, esses resultados podem estar relacionados com
uma melhora dos perfis metabdlicos desses animais. De fato, varios estudos
demonstraram que o perfil de composicao de fibras musculares esqueléticas é
altamente importante para o contexto metabdlico (ABOU MRAD et al.,, 1992;
GOLLNICK et al., 1972; HICKEY et al., 1995; HOLT et al., 2012; IZUMIYA et al.,
2008; TANNER et al., 2002; WANG et al., 2005). Embora seja bem estabelecido que
fibras do tipo | podem atuar no metabolismo de glicose e lipideos, a remodelagéo e

hipertrofia das fibras do tipo || desempenham um papel relevante no metabolismo da
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glicose, assim, ambos os tipos de fibras podem contribuir de uma forma geral para o
contexto metabodlico (ABOU MRAD et al., 1992; FRITAH et al., 2012; IZUMIYA et al.,
2008; NADER; ESSER, 2001; WANG et al., 2005; WILLIAMSON et al., 2001). Além
disso, o menor desempenho nos testes de resisténcia fisica bem como uma
diminuicao da composigao de fibras musculares lentas do tipo |, sugerem que a Nin
pode estar mais ligada ao metabolismo oxidativo durante o exercicio fisico.

Os animais KO apresentaram reprodugdao normal e pressdo arterial e
frequéncia cardiaca semelhante aos animais WT. Tem sido previamente sugerido
que in vivo a NIn contribui para o metabolismo de uma série de peptideos
enddgenos, incluindo neurotensina, bradicinina, angiotensinas, substancia P,
peptideos opidides (por exemplo, a metorfamida e dinorfina A4g), somatostaina e
hemopressinas (RIOLI et al., 2003; RIOLI et al., 1998; SHRIMPTON; SMITH; LEW,
2002; VINCENT et al., 1997). Além disso, a presenca da NIn no endotélio de células
vasculares sugerem a possibilidade do papel fisiologico da NIn no controle da
pressdo arterial (NORMAN et al., 2003). Contudo, mesmo depois da injegao de
alguns desses neuropeptideos (bradicinina, angiotensina |l e neurotensina), os
animais KO apresentaram os mesmos comportamentos da pressao arterial quando
comparados com os animais WT. Esses dados sugerem que a NIn ndo € uma
enzima chave no controle da pressao arterial, e que sua funcdo metobdlica possa
ser compensada por outras peptidases.

Outro fendtipo dos animais KO é a alteracdo nos niveis de peptideos
intracelulares especificos nos diferentes 6rgdos analisados. Por se tratar de uma
oligopeptidase, a NIn hidrolisa apenas peptideos contendo entre ~5-17 aminoacidos
(BROWN et al.,, 2001; RAY; HINES; RODGERS, 2002). Contudo, embora os
peptideos identificados, com excecao do peptideo DMEVKVQKSSKELEDMNQKL,
tivessem apresentado tamanho 6timo para serem substratos da NIn, apenas o
peptideo LASVSTVLTSKYR apresentou hidrolise na presenca da NIn recombinante.
Esses resultados sugerem que pode estar havendo uma influéncia da falta da Nin
sobre outras peptidases. Portanto, é possivel sugerir que os fenétipos observados
aqui, sejam decorrentes da auséncia do metabolismo de peptideos especificos pela
NIn e outras peptidases. Enquanto a auséncia da NIn afeta os fendtipos
indiretamente, os peptideos alterados afetariam esses fendtipos diretamente. Essa
possibilidade nos remete a um questionamento de como esses peptideos poderiam

alterar esses fenotipos.
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Trabalhos anteriores do nosso laboratorio sugerem que os peptideos
intracelulares possam agir ativamente em redes de interagcédo proteina-proteina que
participam de todas as fung¢des celulares (FERRO; HYSLOP; CAMARGO, 2004). De
acordo com essa hipotese, peptideos intracelulares se ligam a proteinas alterando a
sua capacidade de interagao a outras proteinas. De fato, trabalhos ja mostraram que
a introducdo ou mudanca do perfil de peptideos intracelulares altera o
funcionamento de redes especificas de sinalizagdo, como por exemplo, a transdugao
de sinal de GPCRs estimulados com agonistas como angiotensina Il ou
isoproterenol (CUNHA et al., 2008; RUSSO et al., 2012b). Além disso, outros grupos
também tém demonstrado a participagcdo de peptideos gerados intracelularmente na
regulacdo de respostas celulares. Por exemplo, em Caenorhabditis elegans,
peptideos produzidos de proteinas mitocondriais foram capazes de ativar genes de
chaperonas mitocondriais codificados no nucleo e regular o stress mitocondrial de
proteinas mal formadas (HAYNES et al., 2010). Em drosofila, peptideos codificados
diretamente de curtos open reading frames controlam a diferenciacdo da epiderme
pela modificagdo da atividade de fatores de transcrigdo (KONDO et al., 2010).
Recentemente, foi demonstrado que alguns peptideos intracelulares estao
aumentados no tecido adiposo de ratos Wistar alimentados com dieta hipercalodrica
do tipo cafeteria. Esses peptideos intracelulares foram reintroduzidos em células
adipdcitos 3T3-L1 (tratados ou ndo com palmitato para induzir resisténcia a insulina)
e mostraram um aumento da captagdo de glicose apds estimulo com insulina
(BERTI et al., 2012). Assim, os peptideos intracelulares mostraram serem capaz de
facilitar a captagéo de glicose induzida por insulina em adipdcitos 3T3-L1 (BERTI et
al., 2012).

Nesse trabalho demonstramos que peptideos intracelulares especificos
estavam aumentados ou diminuidos nos diferentes tecidos dos animais KO quando
comparados com os WT. Assim, embora mais estudos sejam necessarios, podemos
sugerir que a alteracdo na expressdao de genes especificos e as mudancgas
observadas nos fendtipos obtidos podem ser consequéncias da alteracdo do perfil
de peptideos intracelulares nos animais KO. Nesse modelo, os peptideos
intracelulares encontrados alterados nos animais KO estariam se ligando a proteinas
especificas que direta ou indiretamente modulam a expressao génica no figado e

musculo, bem como a sinalizagdo da insulina nos tecidos muscular e adiposo.
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Trabalhos futuros deverao ser realizados, por exemplo, tentando identificar os alvos

dos peptideos que encontramos alterados nesse trabalho.
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6 CONCLUSAO

- Os animais KO para NIn foram gerados com sucesso e ndo apresentam expressao

do gene, da proteina ou da atividade enzimatica relacionada a Nin.

- Os animais KO para NIn sao viaveis, se reproduzem normalmente e séao
semelhantes aos animais WT em aparéncia geral, apresentando apenas uma

pequena redug¢ao no peso corporal.

- Os animais KO para NIn sao mais tolerantes a glicose, mais sensiveis a insulina,
apresentam um aumento nos niveis de gliconeogénese. Além disso, esses animais
KO sdo menos tolerantes ao exercicio de resisténcia e apresentaram uma reducao

das fibras musculares do tipo | no musculo gastrocnémio.

- Os animais KO para NIn ndo apresentaram nenhuma alteragdo nos niveis da
pressao arterial e frequéncia cardiaca basal ou quando estimulados com diferentes

neuropeptidios.

- Os animais KO para NIn apresentaram uma alteracdo na composi¢ao de peptideos
intracelulares especificos nos tecidos analisados (gastrocnémio, soleo, figado e

tecido adiposo epididimal).

- Em conclusdo, esses dados sugerem que a NIn tem uma participagdo no
metabolismo energético e oxidativo. Além disso, a NIn participa do metabolismo de
peptideos intracelulares. Esses peptideos intracelulares podem estar mediando
diretamente os fenoétipos encontrados, ligando-se a proteinas especificas e alterando

a sua funcéo celular.
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