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RESUMO

A endo-oligopeptidase neurolisina (E.C.3.4.24.16; NIn) foi primeiro identificada
em membranas sinapticas de cérebro de ratos, como uma peptidase com habilidade
para hidrolisar a ligagdo Pro-Tyr inativando o neuropeptideo neurotensina. Estudos
subsequentes demonstraram que a NIn, recombinante e homogeneamente purificada,
tem capacidade para hidrolisar diversos outros neuropeptideos, incluindo peptideos
opioides, angiotensina e bradicinina. O desenvolvimento de camundongos C57BL6
com supressao da expressao génica da NIn (NIn-/-), permitiram anteriormente avaliar
a relevancia biolégica dessa enzima no metabolismo energético. O principal papel
sugerido para a NIn no metabolismo energético, utilizando os animais Nin-/-, foi de
aumentar a sensibilidade a insulina e induzir maior captagao de glicose. O mecanismo
molecular sugerido para essa caracteristica metabdlica dos animais NIn-/- envolve a
participacdo de peptideos intracelulares (InPeps), que nesses animais podem estar
modulando a interagao proteina-proteina (IPP) e a expressado de genes relacionados
ao controle do metabolismo energético. Neste projeto, os animais NIn-/- e seus
respectivos controles (animais C57BL6 selvagens; WT), machos e fémeas (n = 5-8),
foram alimentados com uma dieta padrdao (DP) ou hipercaldrica suplementada com
leite condensado (DH) durante 8 semanas. Todos os animais e procedimentos
utilizados foram aprovados pela CEUA ICB, de acordo com as normas estabelecidas
pelo CONCEA (protocolo n° 4112010621). Foram avaliados a massa corporal,
consumo de ragdo, calorias e agua, a massa dos tecidos adiposos, hepatico e
muscular, a captacao de glicose (TTG), a sensibilidade a insulina (TTI), a histologia do
figado, a expressdo de diversos genes no tecido adiposo retroperitoneal, e o
peptidoma no tecido adiposo gonadal. Os animais NIn-/- ou WT, machos e fémeas (n
= 5-8), alimentados com DP tiveram semelhantes: a) consumo de racgéao, calorias e
agua, b) ganho de massa corporal, c) tolerancia a glicose, d) resisténcia a insulina, e)
insulina plasmatica, f) massa dos tecidos adiposos gonadal e retroperitoneal, g) massa

do musculo estriado esquelético gastrocnémico, e h) massa do figado.



Quando os animais NIn-/- e WT, machos e fémeas (n = 5-8), foram alimentados
com DH houve distingdo na massa corporal, com maior ganho observado para os
animais NIn-/- (machos e fémeas). Os animais WT e NIn-/-, machos e fémeas,
alimentado(a)s com DH, tiveram um menor consumo de ragdo, comparados aos
respectivos controles alimentados com DP. Alimentados com DH os animais Nin-/-,
tanto machos como fémeas, tiveram um consumo de ragdo maior que os animais WT.
Estes dados sugerem que os animais NIn-/- alimentados com DH podem ter ganho
maior de massa corporea em decorréncia do maior consumo calérico. Os animais NIn-
/- (fémeas) tiveram maior toleréncia a glicose, bem como maior ganho de massa dos
tecidos adiposos gonadal e retroperitoneal, bem como redugéo na massa do figado
(fémeas e machos) comparados aos respectivos controles WT. Utilizando os animais
alimentados com DP como referencial, houve alteragdes significativas na expressao
de genes relacionados ao metabolismo energético do tecido adiposo retroperitoneal,
tanto nos animais WT como NIn-/-, quando alimentados com DH. As alteragdes (tanto
aumento como diminui¢ao) nos niveis relativos de peptideos intracelulares especificos
que ocorreram entre animais NIn-/- comparados aos WT, se deram de maneira
independente da dieta. Considerando que os animais NIn-/- (machos e fémeas)
apresentaram maior consumo calérico comparados aos animais WT, quando
alimentados com DH, é possivel sugerir a participacdo da NIn nos mecanismos
relacionados a ingesta alimentar e a regulagado do metabolismo de gordura nos tecidos
adiposos investigados. A alteragdo na expressao de genes relacionados ao
metabolismo energético e nos niveis relativos de InPeps especificos, sugerem um
possivel mecanismo molecular para o maior ganho de massa corporal e de tecidos
adiposos. No entanto, estudos posteriores serdo importantes para que se possa
investigar o mecanismo molecular responsavel pela maior ingesta e consequente
maior ganho de massa corporal dos animais NIn-/-.

Palavras-chave: Neurolisina. Tecido adiposo. Peptideos intracelulares.

Obesidade. Expressao génica.



ABSTRACT

Analysis of phenotypic and metabolic changes in animals with deletion of the
neurolysin gene (NIn”") in a diet-induced obesity model.

Endo-oligopeptidase neurolysin (E.C.3.4.24.16; NIn) was first identified in rat
brain synaptic membranes, as a peptidase with the ability to hydrolyze the Pro-Tyr bond
inactivating the neuropeptide neurotensin. Subsequent studies demonstrated that Nin,
recombinant and homogeneously purified, has the capacity to hydrolyze several other
neuropeptides, including opioid peptides, angiotensin, and bradykinin. The
development of C57BL6 mice with suppression of NIn gene expression (NIn-/-)
previously allowed the evaluation of the biological relevance of this enzyme in energy
metabolism. The main role suggested for NIn in energy metabolism, using NIn-/-
animals, was to increase insulin sensitivity and induce greater glucose uptake. The
molecular mechanism suggested for this metabolic characteristic of NIn-/- animals
involves the participation of intracellular peptides (InPeps), which in these animals may
be modulating the protein-protein interaction (IPP) and the expression of genes related
to the control of energy metabolism. In the present report, male and female NIn-/-
animals and their respective controls (wild C57BL6 animals; WT) (n = 5-8) were fed a
standard (DP) or hypercaloric diet supplemented with condensed milk (DH) for 8
weeks. All animals were used and maintained with a certificate approved by CEUA ICB
and standards established by CONCEA (protocol No. 4112010621). Herein, were
evaluated the body mass, feed quantities, calories and water intake, adipose tissue,
liver and muscle mass, glucose uptake (GTT), insulin sensitivity (ITT), liver histology,
expression of several genes in retroperitoneal adipose tissue, and the peptidome in the
gonadal adipose tissue. NiIn-/- or WT animals, male and female (n = 5-8), fed with DP
had similar: a) food, calorie and water intake, b) body mass gain, c) glucose tolerance,
d) insulin resistance, €) plasma insulin, f) gonadal and retroperitoneal adipose tissue
mass, g) gastrocnemius skeletal muscle mass, and h) liver mass.

When male and female NIn-/- and WT animals (n = 5-8) were fed DH, there was

a difference in body mass, with greater gain observed for NIn-/- animals (males and



females). WT and NIn-/- animals, male and female, fed DH, had a lower food intake
compared to the respective controls fed DP. Fed with DH, NIn-/- animals, both males
and females, had a higher food intake than WT animals. These data suggest that NIn-
/- animals fed DH may have greater body mass gain due to higher caloric intake. NIn-
/- animals (females) had greater glucose tolerance, as well as greater mass gain in
gonadal and retroperitoneal adipose tissues, as well as a reduction in liver mass
(females and males) compared to the respective WT controls. Compared to DP-fed
animals, animals DH-fed presented significant changes in the expression of genes
related to energy metabolism in retroperitoneal adipose tissue, both in WT and NIn-/-
animals. The changes (both increases and decreases) in the relative levels of specific
InPeps that occurred between NIn-/- animals compared to WT were independent of
diet. Considering that NIn-/- animals (males and females) had higher caloric intake
compared to WT animals, when fed with DH, it is possible to suggest the participation
of NIn in mechanisms related to food intake and the regulation of fat metabolism in the
adipose tissues investigated. The alteration in the expression of genes related to
energy metabolism and in the relative levels of specific InPeps, suggest a possible
molecular mechanism for the greater gain in body mass and adipose tissues. However,
further studies will be necessary to better understand the molecular mechanism
responsible for the higher intake and consequent higher body mass gain observed in

NIn-/- animals.

Keywords: Neurolysin. Adipose tissue. Intracellular peptides. Obesity. Gene
expression.
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1. INTRODUGAO

1.1 Obesidade e tecido adiposo

Enquanto pouco menos de 4% das criangas e adolescentes de 5 a 19 anos
estavam obesos em 1975, mais de 18% (aproximadamente124 milhdes) de criangas
e adolescentes estavam obesos em 2016, ainda naquele ano mais de 39%
(aproximadamente1,9 bilhdo) de adultos com 18 anos ou mais estavam acima do
peso. No total, 13% da populacdo mundial estavam obesos em 2016. Na Africa, o
numero de criangas menores de 5 anos com excesso de peso aumentou quase 24%
desde 2000 e na Asia, quase metade das criancas menores de 5 anos estavam com
sobrepeso ou obesidade em 2019 (Organizagdo Mundial da Saude, 2019).

O desequilibrio multifatorial dos mecanismos de homeostase que controlam o
balango energético (onde a aquisigdo de calorias € maior do que o gasto de energia)
faz com que se desenvolva a obesidade. Esta consiste em uma doenca crénica, com
acumulo anormal ou excessivo de gordura que se torna prejudicial a saude(1). As
principais causas da obesidade incluem suscetibilidade genética, deficiéncias na
sintese e acdo de leptina ou outros sinais provenientes dos horménios
gastrointestinais, defeitos nos sistemas neurais hipotalamicos, defeitos nos sistemas
que controlam as perdas de energia e diminuigdo dos gastos de energia metabdlica e
da termogénese(2). Outros fatores, sociais, financeiros, culturais, sedentarismo e
qualidade da dieta, contribuem também para o desenvolvimento da obesidade(3).
Atualmente ocorre um aumento do consumo de alimentos ultra processados
geralmente ricos em gorduras hidrogenadas, carboidratos simples e baixos teores de
carboidratos complexos(4), e também declinio do gasto de energia associado a falta
de atividade fisica regular(5). O excesso de energia ingerida e ndo gasta acumula-se

em gordura corporal, especialmente nos tecidos adiposo e hepatico. Este
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desequilibrio representa uma das principais razées pelas quais as pessoas estdo com
sobrepeso e obesidade.

O tecido adiposo € um 6rgao dindmico que pode variar de 4% a >40% da
composi¢ao corporal total de humanos adultos. O tecido adiposo branco (WAT) é
frequentemente conhecido por sua fungdo de armazenar energia, e sua distribuicéo
pode ser ocorrer na forma de depdsitos subcutaneo e visceral. O tecido adiposo
subcutaneo forma uma camada na hipoderme, enquanto o tecido adiposo visceral €
subdividido em: a) omental, tecido adiposo que circunda superficialmente a regido
anterior do intestino; b) mesentérico, tecido adiposo mais profundo, que circunda a
regido posterior do intestino junto a coluna vertebral; c) retroperitoneal, localizado
perto dos rins, na regido dorsal da cavidade abdominal; d) gonadal, localizado ao redor
das gbnadas e dutos gonadais. Além desses dois principais depdsitos (subcutaneo e
visceral), ha pequenos depésitos de tecido adiposo visceral no coragédo (tecido
adiposo epicardico), no estdbmago (tecido adiposo epigastrico) e nos vasos
sanguineos (tecido adiposo perivascular)(6). No entanto, os mamiferos também
possuem o tecido adiposo marrom (BAT), que desempenha um papel crucial na
homeostase energética através da termogénese(7-9). Evidéncias emergentes
sugerem que o0s mamiferos possuem pelo menos dois tipos de adipdcitos
termogénicos: marrom classico e bege(7). Em roedores e lactentes humanos, os
adipdcitos marrons classicos estdo localizados nas regides interescapulares e ao
redor do rim. Os adipdcitos bege sdo uma forma induzivel de adipdcitos termogénicos

que residem esporadicamente nos depdsitos de tecido adiposo branco(10).
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1.2 As proteinas e o sistema de degradagao “ubiquitina-proteassoma”

As proteinas organizam, estruturam e garantem a sobrevivéncia dos seres
vivos, interagem com outras moléculas, sendo fundamentais nos processos
fisiologicos, como o transporte de oxigénio, a resposta imune, contragdo muscular e
processos bioquimicos. Proteinas tém fungdes estruturais, embora muitas sejam
enzimas que catalisam as diferentes rea¢des quimicas nas células(11, 12). O conceito
de estabilidade das proteinas foi posteriormente substituido pela demonstragdo de um
equilibrio dindmico, regulado por sintese e degradagéo, o que permite a remocgao de
proteinas anormais ou desnecessarias e das que atingiram o final da vida util. Enzimas
especificas que realizam este processo de hidrélise de ligagbes peptidicas digerindo
proteinas, sdo chamadas de peptidases ou proteases, sendo, entdao, envolvidas na
regulacéo de processos como replicacdo do DNA, regulagdo do ciclo e sinalizagéao
celular, neurotransmissao, respostas imune e inflamatéria, morte celular programada
apoptética e outros processos importantes(13). No caso de proteinas intracelulares
de seres eucariontes, a degradagao de proteinas estranhas, virais, por exemplo, ou
“‘envelhecidas” pode ser realizada pelo sistema ubiquitina-proteassoma, também
conhecido como via de degradacédo extralisossomal(14). Uma cadeia da pequena de
uma proteina altamente conservada, a ubiquitina, marca covalentemente as proteinas
destinadas a degradagdo, e posteriormente a degradacgédo efetiva & feita pelo
megacomplexo proteolitico, de 1,2 MDa, do proteassoma(15, 16). A existéncia deste
sistema faz com que, posteriormente a sua acgéo, sejam liberados no interior das
células (nucleo e citoplasma) peptideos que contém entre 2-21 aminoacidos (média
de 10-12 aminoacidos)(14, 16). Para estes peptideos produzidos existem destinagdes
conhecidas, como: 1) apresentagédo para células CD8+ como antigenos associados

ao complexo de histocompatibilidade de classe (14, 17), 2) substratos para
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aminopeptidases e posterior utilizacdo dos aminoacidos livres na sintese de novas
proteinas(17-19) e, 3) apresentagdo como substratos para peptidases

intracelulares(20).

1.3 Endo-oligopeptidase neurolisina e nosso modelo de estudo

Pertencente a familia das metalopeptidases, a neurolisina (EC 3.4.24.16; NIn),
clonada em 1998(21) apds sua identificagdo bioquimica em 1989(22-25), é
encontrada em diferentes compartimentos intracelulares de neurénios encefalicos de
ratos(26, 27), em maior parte no citosol, mas podendo também sofrer splicing
alternativo e ser enderegada para as mitocéndrias(28). A conformacgéo do seu sitio
ativo permite o acesso de apenas peptideos contendo entre 5-17 aminoacidos, por
estar situado na base de um canal estreito e profundo, que molda sua especificidade
por peptideos bioativos sem estrutura secundaria ou terciaria desenvolvidas(29-31).
Por analises bioquimicas in vitro é bem estabelecido que a NIn seja capaz de clivar
uma série de peptideos bioativos como, por exemplo, neurotensina, bradicinina,
angiotensina, hemopressina, além de varios peptideos opioides(23, 24, 32, 33). As
analises imuno-histoquimicas para microscopia de luz e eletrdnica indicaram que no
cérebro de ratos, a NIn pode ser encontrada tanto em neurdénios como em células da
glia(26, 27). A fungdo biologica da NIn ainda ndo foi completamente estabelecida,
embora a NIn possa possuir papel ativo no controle da dor(34, 35), na regulagédo da
presséao arterial(36), e no controle da glicemia plasmatica(37).

Os resultados obtidos com a geragdo de um modelo animal com supresséo da
expressdo génica da NIn (NIn”), sugerem que a delegdo da sua expressdo €
compativel com a vida embrionaria e adulta, e que os animais NIn” nio sé&o

visualmente distinguiveis dos animais selvagens (WT). Entre os animais Nin"- e WT
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nao ha distingdo na composigao corporal (massa muscular e massa gorda), embora
os animais NIn"- mostrem uma leve, porém significante, diminuigdo da massa corporal
quando comparados com os animais WT(37). O teste de tolerancia a glicose (GTT)
foi realizado em animais NIn”-e WT para investigar a tolerancia a glicose. Os
valores da glicemia sanguinea medidos 15, 30, 45, 60 e 90 minutos ap6s uma dose
alta de glicose intravenosa foram significativamente menores em animais Nin’,
quando comparados com os animais WT. Sendo assim, os animais NIn’ se
mostraram mais tolerantes a glicose quando comparados aos animais WT(37).
Também foi realizado teste de tolerancia a insulina (ITT) e a determinacdo da
constante de decaimento da glicose (Kitt), calculada a partir do teste de tolerancia a
insulina. Além disso, foram realizados ensaios de Western blotting avaliando a
fosforilagdo da AKT, uma das bases moleculares envolvidas na sensibilidade a
insulina(37). Os animais NIn”’- comparados aos animais WT apresentaram um
aumento na sensibilidadea insulina, medida pelo ITT e Kirt bem como pelo aumento
nos niveis de fosforilagdo da AKT (um ponto chave na via de sinalizagdo da insulina).
Este ultimo ocorreu tanto no musculo gastrocnémico como no tecido adiposo
epididimal, mas n&o no figado(37). O teste de tolerancia ao piruvato (um metabdlito
intermediario comum nas diversas vias gliconeogénicas, e pode ser formado tanto a
partir do lactato como de aminoacidos ou glicerol), utilizado para estimar a capacidade
de gliconeogénese hepatica dos animais também foi realizado. Nestes testes, os
animais NIn” apresentaram maior capacidade gliconeogénica, com uma maior
producao de glicose a partir do piruvato(37). Genes como frutose 6-bifosfatase (Fbp1)
e glicoquinase (Gck) que participam diretamente do processo de gliconeogénese no
figado foram testados, utilizando gPCR, e apresentaram uma maior expressdo nos

animais NIn”- em relagdo aos animais WT(37).
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As alteragbes metabdlicas encontradas nos animais NIn” sugeriu que estudos
adicionais sobre o papel metabdlico dessa oligopeptidase poderiam ser realizados.
Neste projeto, o modelo dos animais NIn”- foi desafiado com a indugéo a obesidade
mediante alimentacdo com uma dieta hipercaldrica, e varios parametros metabdlicos
bem como o perfil peptidico foram avaliados no intuito de averiguar a possivel
associacao da variacado do perfil de InPeps com as alteracbes metabdlicas induzidas

pela auséncia da neurolisina.

2. OBJETIVO

Avaliar comparativamente as alteragdes fenotipicas e metabdlicas dos animais
WT e NIn”, em modelo de obesidade induzida por dieta, a fim de avancgar no
entendimento das fungdes biolégicas e do envolvimento da NIn no metabolismo

energético.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Utilizamos a infraestrutura da Instalacao Animal do Departamento de
Farmacologia: Unidade II — Instalagago de Camundongos, e do Laboratério de
Farmacologia dos InPeps, localizados no Departamento de Farmacologia, Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Capital. Todos os procedimentos
experimentais envolvendo animais foram previamente aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de Sao
Paulo) (CEUA- ICB/USP) na reunido de 22/09/2021, sob o numero CEUA n°
4112010621, estando deacordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de
2008, com o Decreto 6.899de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas
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pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA).
Camundongos C57BL6/6N machos e fémeas, WT, provenientes do Centro de
Bioterismo (Rede USP de Biotérios), ou NIn’, provenientes do Biotério do
Departamento de Farmacologia, inicialmente com 8 semanas de vida, foram mantidos
a 22°C, com ciclos escuros — claros fixos (12/12 horas), e receberam agua/racado ad

libitum.

3.2 Indugédo da obesidade

No modelo de obesidade induzida por dieta, aos grupos de animais WT e Nin-
F(n = 5-8), com 8 semanas de vida, foi oferecida semanalmente, durante 4 semanas,
100 g de ragao padrdao (DP) ou racédo hiperlipidica suplementada com leite
condensado (DH). O conteudo calorico da DP era de 3,8 kcal/g (carboidrato, 70%;
proteina, 20%; gordura, 10%; Nuvilab CR1, Nuvital Nutrientes S.A., Colombo, PR,
Brasil), enquanto da DH era de 5,3 kcal/g (carboidrato, 27,44%; proteina, 13,55%;
gordura, 59%; Rhoster, Aracoiaba da Serra, SP, Brasil) suplementada ad libitum com
3,25 kcal/g de leite condensado (Moga, Nestlé, Sdo Paulo, SP, Brasil; carboidrato
68%; proteinas 9%; gordura 23%), acrescido de 1% de complexo polivitaminico AIN-

93 (Rhoster, Aragoiabada Serra, SP, Brasil)3®.

3.3 Acompanhamento dos animais quanto a massa corporal, consumo
de racao, calorias e agua

Semanalmente, os animais WT e NIn” foram pesados em uma balanca
convencional e o consumo de ragdo, calorias e agua avaliados. A cada semana, a
ragdo nao ingerida que restava nas gaiolas foi pesada, e o valor subtraido da

quantidade inicial de ragédo oferecida (massa da ragao inicial — massa da ragéo
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restante).O leite condensado foi colocado em um bebedouro com medida de volume
e bico de ago inox com esfera, e ao final de cada semana o volume consumido era
avaliado. O consumo de calorias foi calculado através da multiplicagdo do consumo
da semana da DP por 3,8 kcal, e da DH por 8,55Kcal (correspondendo a soma de 5,3
kcal da ragéao + 3,25 kcal do leite condensado). O volume de agua ingerido também
era medido através da utilizacdo de uma proveta de 1000 mL. Ao final dos
tratamentos, os animais foram anestesiados com isoflurano e sacrificados por pungao
cardiaca. Os tecidos hepaticos, adiposos inguinal, retroperitoneal, e gonadal, bem
como do musculo gastrocnémico, foram retirados e pesados a fim de obter-se a massa
umida desses tecidos, que foram entdo armazenados em freezer -80°C até o
momento de utilizacdo. O valor da massa umida dos tecidos foi corrigido pela
massa corporal total dos animais, usando a seguinte equagéo: massa do tecido x

100/massa corporal do animal vivo.

3.4 Teste de tolerancia a glicose (TTG) e a insulina (TTI)

Para melhor caracterizar o perfil metabdlico desses animais, foram realizados
os testes de tolerancia a glicose (TTG) e de tolerancia a insulina (TTI). Para ambos os
experimentos, os camundongos foram previamente submetidos a jejum de 12 ou 4
horas, respectivamente. Amostras de sangue foram coletadas da cauda nos tempos
0, 15, 30, 45, 60 e 90 minutos, apds a injecao intraperitoneal (i.p.) de solugcdo de
glicose (2 g/kg), quando realizado o TTG. No TTI, apds a injecédo de 0.75U/kg de
insulina, as amostras de sangue da cauda foram coletadas nos tempos 0, 4, 8 12,16.
Nos dois ensaios, a glicemia foi mensurada utilizando um medidor de glicose

(glicofitas; Accu-Check Performa, Roche, Sdo Paulo, SP, Brasil).
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34 Dosagem de insulina plasmatica

Para a dosagem de insulina plasmatica dos animais WT e NIn”-, as amostras
de sangue foram coletadas por pungao cardiaca e a avaliagdo quantitativa da insulina
foi realizada no plasma pelo teste de imunoadsorg¢ao enzimatica (ELISA), usando o kit
para dosagem de insulina em camundongos, de acordo com as instrugdes do

fabricante (EMD Millipore, Missouri, EUA).

3.6 Genotipagem de camundongos NIn

Os animais utilizados para os experimentos tiveram seus gendtipos
confirmados através da analise de PCR convencional, com o intuito de confirmar a
delecdo da NIn. As amostras de DNA foram extraidas da cauda de camundongos (3
a 4 mm que foram digeridos overnight a 55 °C com 50uL de tampao Tris 100mM,
EDTA 5mM, NaCl 200 mM e SDS 0,2% contendo 80ug de proteinase K) e utilizadas
para o0 ensaio com as seguintes sequéncias de oligonucleotideos: pNInF3
(5’CGCCTCCTGCACCTACCA 3’), pNInwtR3 (5’ATTTGCCAGGTTAAGAGATCG 3’)
para o alelo WT, gerando fragmentos de 629 pb e pNInkoR2
(5’CGTGTCCTACAACACACACTCC 3’) para o alelo NIn”- gerando um fragmento de
312 pb.

Para um volume final com 30 pL de reacao foram utilizados 2 uL dos extratos
de DNA (1:10), 3 uL PCR Buffer 10x (100 nM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM KCI, 15 mM
MgClz; 0,01%), 1 uL MgCl2 50 mM, 1 uL de dNTP 5 mM, 0,5 uL de cada primer (10
MM) e 0,2 uL de TagDNA polimerase 5 U/uL. As reagdes ocorreram no termociclador
nas seguintes condigdes: 95°C por 5 minutos, 40 ciclos de 95°C por 30 segundos,
60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, e a reacao foi finalizada apods

incubagao a 72°C por 5 minutos. Os produtos das reag¢des foram submetidos a

24



eletroforese em gel de agarose 2%, contendo o corante Sybr Safe (Thermo Fisher,
Séo Paulo, SP, Brasil), visualizadas e fotografadas no fotodocumentador

ChemiDoc™MP (BioRad, USA).

3.7 PCR em tempo real (QRT-PCR)

Foram realizados experimentos de PCR em tempo real (QRT-PCR) utilizando o
RNA total extraido do tecido adiposo retroperitoneal, para determinar os niveis de
expressdo de mRNAs dos genes PPAR-alfa e PPAR-gama, ver, LPL, FABP4, CD206¢
e CD11c, F4/80, PGC-1 alfa, CD36 e receptor adrenérgico beta 3 (R3AR),
relacionados a regulacdo do metabolismo energético e adipogénese (Tabela 1).
Também foi avaliado a expressdo das peptidases neprilisina (NEP), prolil
oligopeptidase (POP), dipeptidil peptidase 4 (DPP4), enzima degradadora de insulina
(IDE) e enzima conversora de angiotensina 1 (ECA1), bem como da subunidade beta
5 do proteassomo (Prot-R5) (Tabela 1). Os tecidos foram removidos rapidamente,
congelados em nitrogénio liquido, e estocados em freezer -80°C até o uso. Todas as
amostras foram homogeneizadas e o RNA total foi extraido utilizando-se Trizol
(Trizol® Products Life Technologies, Sdo Paulo, SP, Brasil). A integridade do RNA
total foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%. Os cDNAs foram sintetizados
a partir de 2 pg de RNA total, utilizando-se o kit cDNA High Capacity (Thermofischer,
Waltham, MA USA). Curvas de diluicdo de amostras foram realizadas para a
padronizagao dos ensaios, a fim de determinar a eficiéncia da amplificagcado dos RNAs
mensageiros (MRNAs) dos genes alvos. O ensaio de PCR quantitativo foi realizado
usando Sybr Green MasterMix (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, USA)
com 100 nM de primer e 20 ng de cDNA e as corridas realizadas no equipamento
QuantStudio 3 (Applied Biosystem, Thermofisher, Waltham, Massachusetts, USA). A

expressdo de mRNAs de interesse foi normalizada pela expressdao do mRNA de
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referéncia (Rpl19) e expressas como valores relativos utilizando o método “299¢*” (38).

Os niveis de expresséo de genes alvos dos animais WT foram comparados aos NIn~

/', alimentados com DP ou DH.

Tabela-1 - Sequéncias dos primers utilizados nos experimentos de RT-qPCR.

Amplicon Numero
Gene Sequéncia
(bp) acesso
Peroxisome proliferator activated Fwd: ATCTTAACTGCCGGATCC
102 NM_001127330.2
receptor gamma (PPAR-gama) Rev: CAAACCTGATGGCATTGTGAG
Peroxisome proliferator activated Fwd: TGCAATTCGCTTTGGAA
118 NM_011144.6
receptor alpha (PPAR-alfa) Rev: CTTGCCCAGAGATTTGAGGT
Fwd: GATTCGGTGTCTGCTGTC
Fat acid synthase (FAS) 95 NM_007988.3
Rev: CATGCTTTAGCACCTGCTGT
Fwd: GTCTGGCCACTGGACAAA
Lipoprotein lipase (LPL) 122 NM_008509.2
Rev: CCCACTTTCAAACACCCAAA
Fwd: GATTGGTTGAGACCCCG
CD36 molecule (CD36) 174 NM_001159558.1
Rev: GCTCCACACATTTCAGAAGGC
Peroxisome proliferator-activated
Fwd: AAGGGCCAAACAGAGAG
receptor gamma coactivator 1-alpha 63 NM_008904.3
Rev: AGTAAATCACACGGCGCTCTT
(PGC 1 alfa)
Fwd: TGTGTTCAGCTATTGGACGC
Mannose receptor (CD206) 133 NM_008625.2
Rev: CGGAATTTCTGGGATTCAGCTTC
Fwd: CTGGATAGCCTTTCTTCTGCTG
Integrin alpha X (CD11C) 113 NM_021334.3
Rev: GCACACTGTGTCCGAACTCA
Adhesion G protein-coupled receptor Fwd: AACATGCAACCTGCCACAAC
110 NM_010130.4
E1 (F4/80) Rev: TTCACAGGATTCGTCCAGGC
Fwd: CGCAGACGACAGGAAGGT
Fatty acid-binding protein 4 (F4) 77 NM_024406.3
Rev: TTCCATCCCACTTCTGCAC
Fwd: CAATGCCAACTCCCGTCA
Ribosomal protein L19PL19) 102 NM_009078.2
Rev: GTGTTTTTCCGGCAACGAG
Fwd: ACCCTGATGATCGACATGTTCC
Adrenergic receptor, beta 33AR) 129 NM_013462.3
Rev: GCCATAGTGAGGAGACAGGG
Fwd: CCTGAACTTTGCCCAGGTGT
Neprilysin (NEP) 148 NM_001289462.1
Rev: GCGGCAATGAAAGGCATCTG
Angiotensin | converting enzyme Fwd: ACCCTAGGACCTGCCAATCT
164 NM_207624.5
(ACE1) Rev: CGTGAGGAAGCCAGGATGTT
Fwd: GGGTGCTCCGACACTAAACA
Prolyl oligopeptidase (POP) 98 NM_011156.3
Rev: GACGGGTACTGGATGTCGTC
Insulin degrading enzyme (IDE) Fwd: GTCCATGTTCTTGCCAGGGA 161 NM_031156.3
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Rev: TTCACGAGGGGAAACAGTGG

Fwd: GACGGCAGAGGAAGTGGTT
Dipepididilpeptidase 4 (DPP4) 134 NM_010074.3
Rev: CGCTTGCTATCCACAAATCCC

Fwd: CCAAACTGCTCGCTAACATGG
Proteasome subunit beta 5 (Prot-f35) 119 NM_011186.1
Rev: GTTCCCCTCGCTGTCTACG

3.8 Analises histolégicas

Amostras de figado foram retiradas e imersas por 24 horas em uma solugao
fixadora de paraformaldeido 4%, em tampé&o fosfato de sédio (PBS) 0,1 M. Em
seguida, foi realizada a lavagem com tampao PBS 0,1 M e, por fim, os tecidos foram
imersos em alcool 70% até o processamento histologico. Os tecidos foram
desidratados através de banhos em uma série crescente de etanol (70%, 95% e
100%) e, entdo, diafanizados em xilol e impregnados em parafina histolégica. Na
parafina foram feitos cortes de 5-8 um de espessura de modo a obter diversas regides
do tecido. Os cortes foram distendidos em banho-maria (40 °C), e dispostos em
laminas de vidro cobertas com albumina de Meyer para fixagdo. Apés montagem das
laminas, os cortes foram colocados na estufa a 55 °C por aproximadamente 4 horas,
para melhor fixacdo e eliminagdo da parafina excedente. Em seguida, foi feita
desparafinagao das laminas utilizando xilol e hidratacdo em série decrescente de
etanol (100%, 95% e 70%) e, posteriormente, agua, para possibilitar a penetragcéo do
corante no tecido. Entdo, os cortes foram corados com a coloragao rotineira de
hematoxilina-eosina (H&E), especifica para substancias acidas e basicas, e corados
com acido periodico Schiff (PAS). Apdés a coloragdo, foi feita novamente a
desidratacdo, banho em xilol e, por fim, cobertura com laminula de vidro para

observagcdo em microscopio de luz.

3.9 Peptidoma
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Realizamos a analise peptidbmica do tecido adiposo gonadal dos
camundongos NIn”-e WT, alimentados com DP ou DH. Os tecidos foram retirados e
imediatamente armazenados em freezer -80° C até serem processados. Para esses
ensaios, os tecidos foram pulverizados com nitrogénio liquido e em seguida colocados
em tubos contendo 3 mL de agua ultrapura a 80°C durante 20 min, essa etapa garante
a desnaturacao das proteinas e, portanto, a inativacdo de todas as enzimas, e evita a
degradagao dos peptideos das amostras durante o processamento posterior. Com a
degradagao enzimatica inativada, as amostras foram resfriadas por 30 min em gelo e,
em seguida, acidificadas com HCI para uma concentragdo final de 10 mM. As
amostras foram centrifugadas a 3.000 x g, e o sobrenadante submetido a filtracdo de
exclusdo molecular em membranas de 10 KDa (Amicon, Merck Millipore), previamente
lavadas em agua ultrapura, que eliminam proteinas com massa molecular relativa
acima de 10 KDa. O material filtrado, contendo peptideos, foi purificado em colunas de
cromatografia C18, OASIS (Waters, Inc.). Para tal, as colunas OASIS foram
previamente lavadas com 1 mL de acetonitrila, em seguida com 1 mL de acetonitrila
5% contendo 0,1% de acido férmico, sendo todas as solugdes deixadas fluir pela
gravidade. Apds isso, as amostras foram aplicadas nessas colunas que, em seguida,
foram lavadas com 1 mL de acetonitrila 5% contendo0,1% de acido férmico, e a eluigao
dos peptideos foi realizada com 1,8 mL de acetonitrila 100%, contendo 0,15% de acido
férmico. As amostras foram semi-secas em speed-vac (Eppendorf) por
aproximadamente 2hs, 30 °C.

Os precipitados resultantes da secagem por evaporagao foram ressuspensos
com 60 pL de agua ultrapura, e os peptideos quantificados por absorbancia a 214nm.
As reacbes de marcagao isotdpica das amostras, baseada na dimetilacdo de

grupamentos amina,foram realizadas para conferir aos peptideos de cada grupo
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experimental um ganho de massa de 28, 30, 32 ou 36Da, conforme previamente
planejado.

Para o ensaio de marcagéo isotdpica, 10 ug de peptideos foram reconstituidos
com 100mM de tampao bicarbonato de trieltilaménio (TEAB, Sigma) e o pH ajustado
entre 5-6, utilizando fitas de pH. Foi adicionado formaldeido regular, formaldeido
deuterado ou formaldeido com '3C, para uma concentrago final de 0,04%(15). Em
seguida, foi adicionado cianoborohidreto de sédio regular ou deuterado1 para uma
concentracdo final de 24 mM. As amostras foram incubadas por 18 horas a
temperatura 22°C, e as reagdes interrompidas com a adicdo de bicarbonato de
amoénio, na concentragao final de 0,16%. Apos 5 min em gelo as amostras foram
acidificadas com &cido férmico 0,4% e, em seguida, as amostras com diferentes
marcadores agrupadas em um unico tubo (contendo uma amostra de cada grupo
experimental). Essas amostras de peptideos foram entdo purificadas em colunas
OASIS, e os peptideos obtidos foram analisados por espectrometria de massas, do tipo
electron spray, em equipamento acoplado a nano-cromatografia liquida de fase

reversa (NLC-MS/MS)(15)(17).

3.10 Analises estatisticas
Os dados obtidos foram analisados quanto a significancia estatistica utilizando
o software GraphPad Prisma 6 (GraphPad Inc.; San Diego, CA, EUA), e apresentados
como média £ erro padrdao da média (SEM). O teste T ndo paramétrico foi utilizado
para amostras independentes e o teste ANOVA de duas vias para analises estatisticas
de 2 ou mais grupos e, nesses casos, foi usado o teste post-hoc Holm-Sidak.Valores

de p< 0,05 foram considerados estatisticamente significantes para todas as analises.
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4. RESULTADOS

4.1 Genotipagem de camundongos NIn-

A genotipagem dos animais foi realizada por PCR (Figura 1). E possivel
identificar a banda de 629pb presente em animais WT (A) e ausente nos animais Nin-

-, bem como a banda de 312pb presente em animais NIn’- (B) e ausente nos animais

WT (Figura 1).
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Figura 1. Genotipagem dos animais realizada por PCR. (A) é possivel observar uma banda
de 629pb presente em animais WT, e ausente nos animais NIn”-. (B) é possivel observar uma
banda de 312pb presente em animais NIn"-, e ausente nos animais WT. Gel de agarose 2%,

visualizadas e fotografadas no fotodocumentador ChemiDoc™MP (BioRad, USA), apds

coloracéo do gel com o corante Sybr Safe.

4.2. Ganho de massa, consumo e tecidos corporais

Na oitava semana de vida, os animais selvagens (WT) ou neurolisina nocautes

(NIn'/') foram pesados (massas corpéreas iniciais), antes de serem subdivididos e

alimentados com DP ou DH. Na sequéncia, seus pesos foram verificados
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semanalmente pelas préximas 8 semanas (Figura 2).
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Figura 2. Ganho de massa corporal de camundongos machos ou fémeas, selvagens (WT) ou
nocaute para a NIn (NIn-/-), alimentados com dieta padrdo (DP) ou dieta hipercalérica (DH).
As analises estatisticas foram realizadas usando ANOVA de duas vias com teste post-hoc
Holm-Sidak. As figuras C e D mostram a variagdo da massa corporal dos animais (Delta de
massa) no momento imediatamente anterior ao inicio das dietas (100% da massa corporal
inicial) e aqueles obtidos apds a oitava semana (massa final) recebendo DP ou DH. *, p < 0,05
entre dietas (DP ou DH) para cada gendtipo especifico; #, p < 0,05 entre genétipos para cada
dieta especifica. As analises estatisticas foram realizadas usando ANOVA de duas vias com
teste post-hoc Holm-Sidak. Os dados sdo apresentados como média + SEM. n= 5-8 animais

por grupo.

Os animais alimentados com DP apresentaram massas corporais similares
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apos as oito semanas do acompanhamento, sem diferencas estatisticas entre animais
WT ou NIn”’-, machos ou fémeas (Figura 2). Apos oito semanas, os animais que
receberam DH, como esperado, tiveram maior ganho de massa corporal comparados
aos animais alimentados com DP, isso independente do gendtipo ou sexo (Figura 2).
Os animais NIn”, machos ou fémeas, alimentados com DH apresentaram, no entanto,
diferengas significativas em relagdo ao ganho de massa corporal comparados aqueles
alimentados com DP (Figura 2). As diferengas estatisticamente significantes desse
maior ganho de massa corporea dos animais NIn”-, machos ou fémeas, passam a ser
observadas a partir da quarta semana de DH (Figura 2, A e B).

Apos oito semanas de dieta, o ganho total de massa corpérea de animais WT,
machos, alimentados com DP foi de 14,6 g +1,6 g, enquanto o ganho de massa de
animais NIn”, machos, alimentados com DP foi de 16,1 g + 3,3 g. Nesse mesmo
periodo de oito semanas, os animais WT, machos, alimentados com DH ganharam
41,4 g + 3,6 g de massa corporal, enquanto os animais NIn”-, machos, alimentados
com a mesma DH ganharam 62,6 g + 6,1 g de massa corporal. As fémeas WT
alimentadas com DP obtiveram um ganho de peso de 10,8 g + 5,4 g em relacéo a seu
peso inicial. As fémeas WT alimentadas com DH obtiveram um ganho de peso de 34,1
g + 2,0 g com relagdo a seu peso inicial. As fémeas NIn” alimentadas com DP
obtiveram um ganho de massa corporal de 22,2 g + 4,5 g, enquanto as fémeas Nin’
alimentadas com DH obtiveram um ganho de massa corporal de 58,2 g + 6,9 g. Esses
dados sugerem que o ganho de massa corpoérea dos animais NIn’- alimentados com
DH, independente do sexo, € significativamente maior comparado aos respectivos
controles WT (Figura 2).

Alimentados com DH os animais NIn”’, machos ou fémeas, tiveram um

consumo de racao e calorias maior que os animais WT alimentados com a mesma DH
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(Tabelas 2 e 3). Entre os grupos, néo houve variagdo no consumo de agua, exceto
para os animais fémeas NIn” alimentados com DH (Tabelas 2 e 3). Estes dados
sugerem que os animais NIn”- alimentados com DH podem ter maior ganho de massa
corpérea, relativa aos respectivos controles WT, em decorréncia de um maior
consumo de ragao.

Tabela 2. Consumo de comida e agua dos animais machos investigados nesse

trabalho.
Parametros Machos
WT DP WT DH NIn’-DP NIn’-DH
Consumo de ragao . .
5,02 + 0,27 1,87 + 008 5,9+0,46 2,57 +0,10°#
(g/dia/animal)
Consumo de agua
(mL/dia/animal) 1,3+0,15 1,5+0,05 1,5+0,09 1,3+0,16
Consumo de calorias
(Kcal/dia/anima|) 19,08 + 1,02 1 1,54 + 0,40* 22,43 + 1,75 15,26 + 0,56*#

Nota de rodapé: *, p < 0,05 entre dietas (DP ou DH) para cada gendtipo especifico; #, p <
0,05 entre gendtipos para cada dieta especifica. As analises estatisticas foram realizadas
usando ANOVA de duas vias com teste post-hoc Holm-Sidak. Os dados sado apresentados
como média £ SEM. n= 5-8 animais por grupo.

Tabela 3. Consumo de comida e agua dos animais fémeas investigados nesse

trabalho.
Parametros Fémeas
WT DP WT DH Nin”-DP Nin”-DH
Consumo de ragao X .
3,91 +0,59 1,39 + 0,07 4,38 + 0,20 2,09 +0,16"#
(g/dia/animal)
Consumo de agua .

. . 1,6 +0,1 20+0,2 1,7+0,2 10+01*
(mL/dia/animal) =
Consumo de calorias X

] . 14,3 + 0,76 9,0 + 0,36 16,6 + 0,78 125+ 067"*
(Kcal/dia/animal) =

Nota de rodapé: *, p < 0,05 entre dietas (DP ou DH) para cada gendtipo especifico; #, p <
0,05 entre gendtipos para cada dieta especifica. As analises estatisticas foram realizadas
usando ANOVA de duas vias com teste post-hoc Holm-Sidak. Os dados s&o apresentados
como média £ SEM. n= 5-8 animais por grupo.
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Figura 3. Peso umido dos figados de machos (A) e fémeas (B) selvagens (WT) ou

knockout para a Nin (NIn'/') corrigido pelo peso corporal dos animais (mg/g). *, p < 0,05
entre dietas (DP ou DH) para cada gendétipo especifico. As analises estatisticas foram
realizadas usando ANOVA de duas vias com teste post-hoc Holm-Sidak. Os dados séao

apresentados como média £+ SEM. n= 5-8 animais por grupo.

Apos o periodo de oito semana de dieta, os animais foram anestesiados,
eutanasiados, e os tecidos dissecados e pesados. O peso dos figados dos animais
alimentados com a DP, independente do gendtipo ou sexo, nao foram
significativamente diferentes (Figura 3). Inversamente, nos animais alimentados com
DH, independente do gendtipo ou sexo, observou-se diminuicdo das massas dos
figados (Figura 3). Uma analise histologica desse tecido, utilizando a impregnacéo por
hematoxilina-eosina (HE), sugere que os animais NIn’, machos ou fémeas,
alimentados com DH, apresentaram maior acumulo de lipidios no figado (Figura 4, A
e B). Esses dados sugerem que os animais NIn”- submetidos a dieta hipercaldrica
demonstram uma predisposigao a doenga hepatica gordurosa n&o alcoolica (DHGNA).
No entanto, analises quantitativas adicionais sdo necessarias para corroborar essa

sugestao.
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Figura 4. Cortes histolégicos de figado corados com hematoxilina e eosina (HE) dos animais

machos (A) ou fémeas (B), para verificar a presenca de goticulas de gordura no tecido, um
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indicativo de esteatose hepatica. As imagens foram submetidas a aumento de 400 vezes.

Barras, 20um.

As massas dos tecidos adiposos inguinal (Figura 5), gonadal (Figura 6) e
retroperitoneal (Figura 7) de animais em DP nao evidenciaram diferencas
significativas em relagdo aos genotipos WT ou NIn”-. No entanto, as massas desses
tecidosforam sempre maiores em animais alimentados com DH comparados aqueles
animais alimentados com DP, independente do gendtipo ou do sexo (Figuras 5-7).
Esses dados sugerem, como esperado, que os animais WT ou NIn*, machos ou
fémeas, alimentados com DH tiveram maior ganho de peso, comparados aos
respectivos controles alimentados com DP. Avaliando o efeito do gendtipo sobre o
ganho de massa de tecidos adiposos especificos, € possivel sugerir que as fémeas
NIn”- tiveram um maior ganho de massa em todos os tecidos adiposos avaliados aqui
(adiposos inguinal, gonadal e retroperitoneal), quando comparadas as fémeas WT
(Figuras 5-7). No caso dos animais machos NIn”’-, alimentados com DH, apenas nos
tecidos adiposos gonadal e retroperitoneal foi observado maior ganho de massa

umida, quando comparados aos machos WT (Figuras 5-7).
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Figura 5. Massa umida do tecido adiposo inguinal de animais machos (A) ou fémeas (B), WT
ou NIn”, corrigida pela massa corporal dos animais (mg/g). *, p < 0,05 entre dietas (DP ou
DH) para cada genétipo especifico; #, p < 0,05 entre genétipos para cada dieta especifica. As
analises estatisticas foram realizadas usando ANOVA de duas vias com teste post-hoc Holm-

Sidak. Os dados sao apresentados como média + SEM. n= 5-8 animais por grupo.
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Figura 6. Massa umida do tecido adiposo gonadal de machos (A) e fémeas (B), WT ou Nin-
", corrigida pela massa corporal dos animais (mg/g). *, p < 0,05 entre dietas (DP ou DH) para
cada gendtipo especifico; #, p < 0,05 entre gendtipos para cada dieta especifica. As analises
estatisticas foram realizadas usando ANOVA de duas vias com teste post-hoc Holm-Sidak.

Os dados sao apresentados como média + SEM. n= 5-8 animais por grupo.
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Figura 7. Massa umida do tecido adiposo retroperitoneal de machos (A) e fémeas (B)
selvagens (WT) ou knockout para a NIn (NIn"), corrigida pelo peso corporal dos animais
(mg/g). *, p < 0,05 entre dietas (DP ou DH) para cada gendtipo especifico; #, p < 0,05 entre
gendtipos para cada dieta especifica. As analises estatisticas foram realizadas usando
ANOVA de duas vias com teste post-hoc Holm-Sidak. Os dados sdo apresentados como

média + SEM. n= 5-8 animais por grupo.

Para averiguarmos o impacto da dieta sobre a massa magra dos animais,
avaliamos o peso do musculo gastrocnémio. Os animais machos, NIn”- ou WT,
alimentados com DH, tiveram menor peso deste musculo (Figura 8, A). No caso das
fémeas, apenas nos animais NIn’- alimentados com DH foi observado menor ganho
de massa uUmida do musculo gastrocnémico, comparando-se aos respectivos

controles WT alimentados com DH (Figura 8, B).
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Figura 8. Massa Umida do musculo gastrocnémico de machos (A) e fémeas (B) WT ou NIn”,
corrigida pela massa corporal dos animais (mg/g). *, p < 0,05 entre dietas (DP ou DH) para
cada genodtipo especifico; #, p < 0,05 entre gendtipos para cada dieta especifica. As analises
estatisticas foram realizadas usando ANOVA de duas vias com teste post-hoc Holm-Sidak.

Os dados sao apresentados como média + SEM. n= 5-8 animais por grupo.

Os animais WT e NIn”-, fémeas e machos, que foram alimentados com DP ou
DH por oito semanas, foram submetidos ao TTG, com a glicemia sendo monitorada
durante 120 min, a cada intervalo de 15 min (Figura 9, A e B). Para realizarmos uma
analise melhor desses dados, avaliamos a area sob as curvas (AUC) de cada grupo
representado (Figura 9, C e D). A DH provocou, nos machos WT e NIn”-, uma menor
captacdo de glicose (Figura 9, C), o que ndo se observa nas fémeas, WT ou Nin™
(Figura 9, D). Nao houve diferenga estatisticamente significante entre a captacao de
glicose nos machos WT e NIn”-, quando ambos foram alimentados com DH (Figura 9,

C)
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Figura 9. Teste de tolerancia a glicose (TTG) em camundongos machos (A, C) e fémeas (B,
D). A e B, curvas glicémicas no intervalo de 120 min, C e D, area sob as curvas glicémicas
dos grupos WT ou Nin-/- alimentados com DP ou DH. A administragcéo intraperitoneal de
glicose (2 g/Kg) foi seguida de afericdo da glicemia sanguinea com glicofita AccuCheck
(Roche), nos tempos 15, 30, 60, 90 e 120 min. Uma amostra colhida e avaliada antes da
administragao de glicose foi considerada como glicemia de jejum (tempo 0). *, p < 0,05 entre
dietas (DP ou DH) para cada gendtipo especifico; #, p < 0,05 entre gendtipos para cada dieta
especifica. As analises estatisticas foram realizadas usando ANOVA de duas vias com teste
post-hoc Holm-Sidak. Os dados sao apresentados como média + SEM. n= 5-8 animais por
grupo.
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Os animais WT e NIn”-, machos, que foram alimentados com DP ou DH por oito

semanas, foram submetidos ao ITT, com a glicemia sendo monitorada durante 16 min,

a intervalos de 4 min (Figura 10, A e B). Para realizarmos uma analise melhor desses

dados, avaliamos a constante de decaimento temporal da glicemia sanguinea (kITT)

de cada grupo representado (Figura 10 C e D). Nao houve diferenga estatisticamente

significante na sensibilidade & insulina dos machos e fémeas WT ou NIn"- alimentados

com DP (Figura 9, C e D). No entanto, corroborando dados anteriores, sugerindo que

os animais NIn’- possuem maior sensibilidade a insulina (37), houve uma tendéncia,

embora nao tenha sido estatisticamente significante, de maior sensibilidade a insulina

dos animais machos NIn”- alimentados com DP (Figura 10, C). Apenas os animais NIn-

" machos quando alimentados com DH apresentaram uma redugéo significante na

sensibilidade a insulina (Figura 9, C).
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Figura 10. Teste de tolerancia a insulina (TTl) em camundongos machos, WT ou NIn*,
alimentados com DP ou DH. A administracdo intraperitoneal de insulina foi seguida de
afericdo da glicemia sanguinea com glicofita AccuCheck (Roche), nos tempos 4, 8,12, e 16
min (A e B). Note que apenas os animais NIn”- machos alimentados com DH apresentaram
reduzida sensibilidade a insulina (C). *, p < 0,05 entre dietas (DP ou DH) para cada genétipo
especifico; #, p < 0,05 entre gendtipos para cada dieta especifica. As analises estatisticas
foram realizadas usando ANOVA de duas vias com teste post-hoc Holm-Sidak. Os dados
sdo apresentados como média + SEM. n= 5-8 animais por grupo.

4.2.1 Medicao de insulina sanguinea

A medida de insulina sanguinea sugeriu que apenas o grupo de fémeas NIn™,
alimentadas com DH, apresenta aumento na concentragao de insulina plasmatica
(Figura 11).
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Figura 11. Avaliacdo quantitativa da insulina plasmatica por ELISA. *, p < 0,05 entre dietas
(DP ou DH) para cada gendtipo especifico. As analises estatisticas foram realizadas usando
ANOVA de duas vias com teste post-hoc Holm-Sidak. Os dados sdo apresentados como

média + SEM. n= 5-8 animais por grupo.

4.3 Analise da expressao génica

As analises de expressao génica de tecidos adiposos de animais machos
(Tabela 4) e fémeas (Tabela 5), WT e NIn”, alimentados com DP ou DH, foram
realizadas comparando-se os niveis de expressdo de RNAs mensageiros (MRNAs)

especificos, com a expressdo do mRNA para RPL19, que é expresso de forma
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constitutiva e nao regulada por fatores metabdlicos. Foram investigadas as
expressdes relativas dos seguintes genes: PPAR-alfa, PPAR-gama, FAS, LPL,
FABP4, CD206¢c, CD11c, PGC1 alfa, F4/80 e CD36, receptor adrenérgico beta3
(R3AR), neprilisina (NEP), prolil oligopeptidase (POP), dipeptidil peptidase 4 (DPP4),
enzima degradadora de insulina (IDE), enzima conversora de angiotensina 1 (ECA1),
e subunidade beta 5 do proteassomo (Prot-35). Varios destes genes sofreram
alteragcdo na sua expressao, causada pela DH, independentemente do gendtipo
(Tabelas 4 e 5).

Animais NIn’- machos em DP apresentaram expressdes dos genes PPAR
gama e B3AR diminuidas quando comparadas ao respectivo grupo WT, e estes
parametros nao sofreram alteragdes significativas com a DH. Ja as expressdes de
PPAR alfa, IDE, LPL, ECA1 e Prot-R5 estavam aumentadas em machos Nin™
alimentados com DP, e esses niveis de expressao sofreram aumento induzido pela
DH em ambos os gendtipos (Tabela 4). Este padrao nao foi observado em fémeas, as
quais nao apresentaram alteragdes significativas na expressao dos genes citados
acima. A excecao foi para o gene PPAR alfa, cuja expressao se encontrava reduzida
em animais alimentados com DP, e sofreu aumento significativo tanto nos animais WT
como NIn’-, fazendo com que os niveis do grupo NIn’ se equiparasse ao de seu
respectivo controle (Tabela 5).

As expressoes dos genes FAS, FABP4, F4-80, CD206, CD11C e CD36, nao
estiveram alterados no grupo NIn”’- em DP comparados aos WT em DP, em ambos os
sexos. Entretanto, a DH induziu aumento da expressado dos genes FABP4, CD206,
CD11C, CD36 e F4-80, independente do sexo ou gendtipo. Por outro lado, a
expressdo de FAS induzida pela DH sofreu redugdo independente do gendtipo

somente em fémeas (Tabelas 4 e 5). Observou-se uma redugao na expressao do gene
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PGC-1alfa em tecidos de fémeas NIn’- comparadas a WT do grupo DP (Tabela 5).

Contudo, a DH elevou os niveis de expressdo desse gene no grupo NIn’-, eliminando

a diferenca encontrada entre os gendtipos quando foram alimentados com DP. A

expressdo de DPP4 nao sofreu alteragcdes significativas em machos, porém foi

aumentada com DH em fémeas de ambos os gendtipos (Tabelas 4 e 5). A expresséo

dos genes NEP e POP nao estiveram significativamente diferentes em nenhum dos

grupos estudados (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4. Niveis de expressao génica no tecido adiposo retroperitoneal de

camundongos machos WT e NIn’- analisados por RT-PCR.

Machos
Gene WT DP WT DH NIn/- DP NIn”- DH
PPARalfa 1,04 +0,22 54,23 +6,66* 5,46 +0,85# 47,71 +6,54*
PPARgama 1,0 +0,05 0,82 +0,12 0,51 +0,01# 0,43 +0,10#
FAS 1,0 + 0,04 0,8 +0,15 0,98 +0,17 1,04 +0,17
LPL 1,03 +0,18 7,64 +0,92* 4,4 +1,294 7,13 +1,54*
FABP4 1,02 + 0,15 1,84 +0,27 1,48+ 0,29 2,94 + 0,78*
CD206 1,0 + 0,04 3,63 +1,33* 1,86 + 0,30 4,07 +0,42
CD11C 1,05 +0,26 7,28 +2,46 1,43 +0,6 14,75 +6,05*
PGC-1alfa 1,0 +0,07 0,74 +0,05 0,8 +0,08 0,79 +0,20
F4-80 1,0 + 0,07 2,87 +1,26% 1,0+0,14 3,98 + 0,63*
CD36 1,0 +0,08 2,33 +0,57 1,88 + 0,41 2,07 + 0,48
B3AR 1,02 +0,18 0,59 + 0,08* 0,48 + 0,13# 0,32 + 0,09#
NEP 1,0+ 0,01 1,22 + 0,09 1,37 + 0,27 1,73 +0,27
POP 1,00 + 0,06 1,33 + 0,30 1,03 + 0,16 1,33 +0,13
DPP4 1,00 + 0,03 1,72 +0,27 1,70 + 0,28 1,98 + 0,50
IDE 1,01 + 0,09 6,46 + 0,93* 4,59 +0,97# 8,33 +0,36*
ECA1 1,03 + 0,21 2,30+0,57* 2,06 +0,30# 2,89 +0,39*
Prot-p5 1,01 +0,13 2,72 +0,31* 2,02 +0,41# 4,03 + 0,40*#

Nota de rodapé: Os valores representam Média + Erro Padrdo da Média. O simbolo *
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representa a comparagao entre 0 mesmo genétipo, porém com diferentes dietas: WT DP vs
WT DH, e NIn”- DP vs NIn”- DH. O simbolo # representa a comparagéo entre os genoétipos
com a mesma dietaz WT DP vs NIn"- DP e WT DH vs NIn”- DH. Foi considerado
estatisticamente significativo quando p<0,05. n= 3-5 animais por grupo.

Tabela 5. Niveis de expressdo génica no tecido adiposo retroperitoneal de camundongos
fémeas WT e NIn”- analisados por RT-PCR.

Fémeas
Gene WT DP WT DH NIn”/-DP NIn’/- DH
PPAR alfa 2,75 +0,17 12,31 +3,74* 0,65 +0,15 16,13 +1,17*
PPAR gama 0,43 +0,10 0,77 +0,15 0,63 +0,11 0,60 +0,06
FAS 0,73 +0,07  0,36+0,02* 0,98 +0,08 0,72 +0,10#
LPL 1,07 +0,08 4,19 +0,55* 0,56 +0,1 4,86 +0,37*
FABP4 0,72 + 0,04 1,61+0,29*  0,55+0,14 1,27 +0,12*
CD206 0,60 + 0,02 1,98 +0,28*  0,71+0,14 2,28 + 0,29*
CD11C 0,84 +0,15 2,09 +0,34  0,62+0,13 4,42 +0,68*
PGC-1 alfa 093 +0,12 0,57 +0,12 046 +0,11# 0,57 +0,07
F4-80 0,26 + 0,03 1,25+0,08*  0,45+0,07 1,80 + 0,23*
CD36 0,69 + 0,05 2,18+0,42*  0,57+0,14 2,45 +0,55*
B3AR 0,39 + 0,07 0,91+0,19% 0,40 + 0,08 0,36 + 0,06#
NEP 0,79 + 0,10 1,14+ 0,16 0,90 + 0,11 1,29+ 0,11
POP 0,89 + 0,16 0,96 + 0,12 0,96 + 0,10 1,34+ 0,13
DPP4 0,82 +0,21 1,35+0,27* 0,87+0,12 1,45 +0,20*
IDE 4,85+ 1,14 5,98 + 0,65 4,23 +0,90 6,96 + 0,93
ECA1 0,62 + 0,09 1,15+0,25* 0,60 +0,10 1,45 +0,17*
Prot-p5 1,16 + 0,11 2,16 + 0,17 1,92 + 0,26 3,32 +0,44

Nota de rodapé: Os valores representam Média + Erro Padrdo da Média. Foi considerado
estatisticamente significativo quando p<0,05. O simbolo * representa p<0,05 na comparag¢ao
entre o mesmo genétipo, porém com diferentes dietas: WT DP vs WT DH ou NIn”- DP vs NIn-
"~ DH; o simbolo # representa p<0,05 na comparacgdo entre os diferentes genétipos com as
mesmas dietas: WT DP vs NIn”- DP ou WT DH vs NIn’- DH. n= 3-5 animais por grupo.
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4.4 Analises peptidomicas

Com a possivel influéncia exercida pela NIn nos niveis de InPeps do tecido
adiposo de camundongos WT ou NIn”, alimentados com DP ou DH, estes peptideos
foram identificados e semi-quantificados utilizando marcacdo isotépica e
espectrometria de massas (LC/MS/MS). Os dados desses experimentos sugerem que
o nocaute do gene da NIn afeta os niveis de InPeps no tecido adiposo gonadal de
camundongos machos e fémeas.

Os resultados do peptidoma foram distintos entre machos (Tabela 6) e fémeas
(Tabela 7), em se tratando da sequéncia de peptideos identificados. Ou seja, as
sequéncias de peptideos identificados no tecido adiposo gonadal dos machos néo
foram as mesmas identificadas nas fémeas; uma excecgao foi o peptideo analogo do
Pep19 (39) DITADDEPLGRVSF (Tabelas 6 e 7). Varias proteinas precursoras dos
InPeps identificados foram observadas tanto em machos como em fémeas (Tabelas
6e’7).

Nos animais NIn’, machos ou fémeas, alimentados com a DH houve
prevaléncia de peptideos cuja razdo NIn”/WT foi < 0,5 (machos ou fémeas; Tabelas
6 e 7). Esses dados podem sugerir que a NIn participa do metabolismo de InPeps,

particularmente quando esse tecido passa por alteragdes metabdlicas.
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Tabela 6. Sequéncias de peptideos presentes no tecido adiposo gonadal de machos
WT ou NIn”, alimentados com DP ou DH. Os valores indicam a raz&o entre os grupos
NIn/WT, alimentados com DP (primeira coluna) ou DH (segunda coluna). Cor
vermelha indica peptideos cuja razdo NIn"-/WT foi > 2,0; cor verde indica peptideos

cuja razédo NIn”/WT foi < 0,5. Em branco peptideos cuja razdo NIn”/WT foi entre 0,5-

2,0.

Proteina de origem

Sequéncia do

peptideo
NIn/DP/WTDP  Nin/"DH/WTDH

Subunidade alfa da hemoglobina AGHLDDLPGALSA
Peptidil-prolil cis-trans isomerase ANAGPNTNGSQFF 0,78
Peroxiredoxina-5, mitocondrial APIKVGDAIPSVEVF 1,92
Subunidade alfa da hemoglobina ASHHPADFTPAVHA _—
Subunidade alfa da hemoglobina AWGKIGGHGAEYGAEAL _
Subunidade beta 1 e 2 da hemoglobina DFTPAAQAAFQK _—
Peptidil-prolil cis-trans isomerase DITADDEPLGRVSF 1,96 0,51
Proteina 3 de ligagio ao RNA DYSGSQGGYDR 171 [ es |
Peptidil-prolil cis-trans isomerase EDENFILKH 2,89 2
Peptidil-prolil cis-trans isomerase FDITADDEPLGRVSF _—
Subunidade beta 1 da hemoglobina GDLSSASAIMGNAKV 1,06
Subunidade beta 1 da hemoglobina  GDLSSASAIMGNAKVK . o5 026 |
Proteina de ligagdo a acil-CoA GDVNTDRPGL ; _
6-fosfogluconato desidrogenase GHGGSVSSSSY _—
Proteina de ligago a acil-CoA KQATVGDVNTDRPGL e
Glutamina sintetase LLNETGDEPFQYKN _—
Partner of Y14 and mago stepTaairsatacroate. [
Malato desidrogenase, mitocondrial VAVLGASGGIGQPLSLLLK _—
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Tabela 7. Sequéncias de peptideos presentes no tecido adiposo gonadal de fémeas

WT ou NIn”, alimentados com DP ou DH. Os valores indicam a raz&o entre os grupos

NIn-/WT, alimentados com DP (primeira coluna) ou DH (segunda coluna). Cor

vermelha indica peptideos cuja razdo NIn"-/WT foi > 2,0; cor verde indica peptideos

cuja razédo NIn”-/WT foi < 0,5. Em branco peptideos cuja razdo NIn”/WT foi entre 0,5-

2,0.

Proteina de origem

Subunidade alfa da hemoglobina
Proteina transportadora de esterdis
Subunidade beta 1 e 2 da hemoglobina
Subunidade beta 1 e 2 da hemoglobina
Subunidade alfa da hemoglobina
Subunidade alfa da hemoglobina
Transcetolase

Peptidil-prolil cis-trans isomerase
Albumina

Proteina rica em cisteina e glicina
Homdélogo associado ao microtibulo de
Jupiter

Subunidade do citocromo C oxidase
Subunidade alfa da hemoglobina
Subunidade alfa da hemoglobina
Subunidade alfa da hemoglobina
Glutamina sintetase

Subunidade beta 1 da hemoglobina
Subunidade beta 1 da hemoglobina
Albumina

Proteina de ligagdo a acil-CoA

Histona H1.0

Subunidade alfa da hemoglobina
Subunidade alfa da hemoglobina
Apolipoproteina A-|

Subunidade beta 1 da hemoglobina
Proteina de liga¢do a acidos graxos
Vimentina

Sequéncia do
peptideo

NIn”-DP/WTDP

AAGHLDDLPGALSAL
AGNMGLAMK
AQAAFQKV
AQAAFQKVVAGVA
ASFPTTK
ASVSTVLTSKY
AVWAEAGFLPEAE
DITADDEPLGRVSF
GEYGFQNAILVR
GFGFGQGAGALVHSE
GSGIFDESTPVQTR

HNPHVNPLPTGYEDE
LASVSTVLTSK
LASVSTVLTSKY
LASVSTVLTSKYR
LNETGDEPFQYKN
NDGLNHLDSLK
NDGLNHLDSLKGTFA
NDLGEQHFKGLV
QATVGDVNTDRPGLLD
SDMIVAAIQAEKN
SHHPADFTPA 1,35

swipADFTPAVHASLDK [ IS

SNPTLNEYHTR
SSASAIMGNAKV
TLDGGALVQVQK
VETRDGQVINETSQ

NIn/DH/WTDH

1,11

48



5. DISCUSSAO

Nessa dissertagdo, observamos que os animais NIn” alimentados com DH,
machos ou fémeas, tém maior ganho de massa corpdrea em relagdo aos respectivos
controles WT. A relacdo causal desse fenétipo pode estar relacionada ao maior
consumo calorico observado dos animais NIn”- quando esses sdo comparados aos
animais WT, ambos alimentados com DH. Observamos, no entanto, que alimentados
com DP todos os animais, machos e fémeas, WT ou NIn”-, apresentam fenotipos
similares quanto ao consumo caldrico, bem como massa corpérea. Estes dados
sugerem a participagao fisioldgica da NIn na homeostase energética, mensuravel
quando os animais sdo alimentados com DH. Experimentos adicionais sé&o
necessarios para uma maior compreensao dos mecanismos fisioldgicos relacionados
a essas alteragdes no fenotipo dos animais NIn”- alimentados com DH.

A indugdo da obesidade por DH evidenciou ganho de massa corporea nos
animais WT e NIn™-, particularmente apds a quarta semana de alimentag&o. A afericdo
da massa tecidual desses animais, apés terem sido submetidos as oito semanas de
alimentagdo com DH, sugere que o aumento na massa corpdrea ocorreu por ganho
de massa umida dos tecidos adiposos inguinal, gonadal e retroperitoneal. Estas
alteracdes corroboram que a dieta hipercalérica fornece proporcionalmente maior teor
de gordura e agucares do que proteinas, influenciando o maior ganho de peso e a
reducdo na saude de individuos (40, 41). Estes dados também sugerem que pode
estar havendo uma reducdo na metabolizagdo de gordura (lipolise), especificamente
nos tecidos adiposos dos animais NIn”-, independe do sexo destes animais.

A diminuicdo da captagdo de glicose plasmatica, observada pelo TTG, em

animais alimentados com DH por oito semanas, ocorreu apenas em machos,
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independente do gendtipo. O grupo de fémeas em DH ndo demonstrou alteragao
significativa na captacéo de glicose sanguinea quando comparado ao seu respectivo
controle alimentado com DP. De fato, as diferencas metabdlicas entre machos e
fémeas tém sido relatadas, demonstrando que camundongos fémeas expressam
conteudos mais elevados do transportador de glicose (GLUT4) nos tecidos adiposos
brancos que os machos(42). Houve uma diferenca significativa entre o perfil glicémico
de fémeas WT e NIn’ em ambas as dietas. Sugerindo uma maior eficiéncia de
captagdo de glicose, fato esse que também pode ser observado em machos Nin’-
comparados aos WT. A regulagdo da glicemia ocorre por varios mecanismos,
incluindo a participagdo do transportador GLUT4 e a secrecdo de insulina, cuja
deficiéncia pode gerar o quadro de resisténcia insulinica evoluindo para o diabetes
tipo 2. Estudos anteriores sobre a caracterizagdo dos NIn’- mostraram uma maior
sensibilidade desse animais a insulina, justificada pelo aumento de fosforilagdo de
AKT em tecido muscular e adiposo(37). No entanto, alimentados com DH os animais
machos NIn”-, mas ndo as fémeas, apresentaram piora na tolerancia a glicose, esta
observada pela mudanca de perfil da curva glicémica no TTG e piora na sensibilidade
a insulina. Os mecanismos moleculares relacionados a esta perda na sensibilidade
aumentada a insulina dos animais NIn”-, quando eles foram alimentados com DH,
precisam ser melhor investigados. Uma sugestdo é que a maior obesidade observada
nos animais NIn”- contribua para uma alteragéo na transducéo do sinal do receptor de
insulina, reduzindo a fosforilagdo da AKT apds a liberagao fisioldgica de insulina.
Ndo houve nos animais machos uma alteragdo nos niveis fisiologicos
plasmaticos de insulina, independente do gendtipo e da alimentacédo com DP ou DH.
Apenas as fémeas NIn’-, quando alimentadas com DH, apresentaram niveis

insulinémicos elevados. Estes dados sugerem que o dimorfismo sexual metabdlico,
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apontado como responsavel pela maior susceptibilidade de fémeas desenvolver
resisténcia a insulina(43-45), se mantém nos animais Nin”".

Para avaliar o perfil metabdlico do tecido adiposo avaliamos a abundéancia de
diversos mRNAs, como ferramenta para inferir alteragcbes nos niveis de suas
respectivas proteinas funcionais. Foi observada reducdo da expressdo de PPAR
gama e B3AR em machos NIn’ alimentados com DH, quando comparados aos
animais WT alimentados com DH. Portanto, a diminuigdo dos niveis de PPAR gama
e B3AR poderia gerar aumento do conteudo lipidico, por diminui¢gao da lipolise, e maior
resisténcia a insulina. Em fémeas NIn”- alimentadas com DH, o tecido adiposo branco
parece ser mais protegido, e nestes a expressdo de PPAR gama e B3AR néo sofreu
alteragdo. Em contrapartida, as fémeas NIn”- alimentadas com DH apresentaram altos
niveis insulinémicos, que podem ter contribuido para niveis normais da curva
glicémica. Assim, o ganho de massa dos tecidos adiposos observado nos animais NIn-
l- alimentados com DH pode estar associada tanto & melhora na sensibilidade a
insulina, em como na inibicao da lipdlise.

O aumento na expressao de PPAR alfa € normalmente encontrado em animais
alimentados com DH, e esta associado aos niveis de acidos graxos poli-insaturados,
ligantes destes receptores, neste tipo de dieta(46). A expressao de PGC-1 alfa nao
sofreu alteragdes significativas nos tecidos adiposos de animais machos, mesmo nos
animais NIn”-. Porém, PGC-1 alfa esteve diminuido em fémeas NIn”- comparadas as
WT alimentadas com DP. Estes resultados corroboram que PGC-1 alfa esta associado
ao processo de gliconeogénese, devido a sua agao na oxidagao de acidos graxos(47),
e sua diminuicdo nas fémeas poderia ser um dos mecanismos pelos quais a
capacidade de gliconeogénese foi demonstrada alterada nesses animais(37). A

expressao diminuida da PGC-1 alfa em animais em DH era esperada, pois, essa
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proteina se encontra diminuida no estado alimentado, e aumentada no jejum(48). A
composi¢cado de altas taxas de acidos graxos na alimentagdo hipercal6rica poderia
explicar o aumento da expresséo do gene da LPL nos grupos que receberam DH, uma
vez que esses metabdlitos sdo o principal substrato da LPL. O aumento da massa dos
adipdcitos tem sido apontado como um fator de diminuigdo de suprimento sanguineo,
uma vez que o aumento do tamanho dos adipdcitos ndo € acompanhado por uma
angiogénese adequada. Portanto, levando a um quadro de hipdxia local, gerando
assim uma resposta inflamatéria, que provoca um aumento na liberacdo de citocinas
e acarreta maior atracdo e migragdo de macrofagos(49). Este fato pode justificar a
alta expressado dos marcadores de macrofagos F4-80, CD206, CD11-C e CD36 nos
grupos de machos e fémeas alimentados com DH, independente do gendtipo.

Os estudos empregando animais com delecdo da expressao génica se
expandiu a partir do inicio da década de 1990, e desde entdo tem gerado resultados
importantes, mas também intrigantes. Pois, a falta de uma determinada proteina
inicialmente pensada ser um desafio letal para os animais, acabou gerando resultados
surpreendentes levando os cientistas a descobrir mecanismos de compensag¢ao como
uma adaptagdo ao diferente gendtipo. Pensando nisso, decidimos verificar se a
expressao de outras peptidases, como NEP, POP, DPP4, IDE, ECA1 e Prot-35,
estariam se alterando para compensar a falta da NIn nos animais desse estudo,
sobretudo quando eles foram desafiados com uma dieta hipercalérica. As analises de
expressao génica no tecido adiposo retroperitoneal, realizadas em animais machos
alimentados com DP, indicam maiores quantidades relativas de RNAm para IDE e
Prot-B5, nos animais NIn”- comparados aos animais WT. Apds serem alimentados com
DH, estes dois genes mantiveram expressdo aumentada nos animais NIn’

comparados aos WT, embora a significancia estatistica tenha sido observada apenas
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para o gene Prot-B5. Esses resultados sugerem que alteragdes nas expressdes de
outras peptidases possam estar envolvidas em mecanismos de compensagao pela
falta da NIn, cuja funcgao fisiolégica parece ser influenciada pela dieta e pelo género
dos animais, sendo as fémeas mais protegidas a alteragbes que os machos.

A terapéutica com peptideos teve inicio com a extragao da insulina extraida do
pancreas de animais, que foi aplicada do tratamento da diabetes tipo |, a partir de
1922 e uma segunda onda de medicamentos peptidicos, os liberadores de
gonadotrofinas sintéticas leuprolida e goserelina, ao final de 1980, antecedeu a
confirmacédo da viabilidade do uso destes tipos de medicamentos e a duplicacdo dos
estudos clinicos de peptideos entre 2000 e 2010. Atualmente, além da insulina, sao
aproximadamente 80 medicamentos peptidicos no mercado global(50-54). Ha ainda
um grupo especifico de InPeps cujas atividades biologicas estdo envolvidas em
processos metabdlicos, entre esses podemos citar o Pep19(39, 55) e o Ric4(37, 56).
O Pep19 foi obtido apds modificagdes racionais de um peptideo intracelular natural da
proteina peptidil-prolil cis-trans isomerase A (DITADDEPLT) e € um novo promissor
candidato peptidico para controle e prevencdo de sobrepeso e obesidade(39, 55).
Outro peptideo, nomeado Ric4, que deriva da cadeia alfa da hemoglobina
(LASVSTVLTSK), demonstrou especificidade e potencial terapéutico para expressar
genes relacionados a gliconeogénese e a contragdo do musculo esquelético (56). Seu
potencial também foi observado na ativacdo da insulina pela fosforilagdo de Akt e
sinalizagdo mais frequentemente associadas com Glut4, induzindo captacdo de
glicose (56).

A definichio de um determinado fendtipo ocorre devido interacdes
macromoleculares intricadas. Vias de sinalizagdo complexas ocorrem dentro das

células para regular estas interagdes e alteragdes nestas foram usadas para prever
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novos alvos de doengas humanas(57-61). Nosso grupo sugere que peptideos
denominados InPeps, gerados no meio intracelular pela agdo do coordenada do
proteassoma e subsequentes peptidases, possam ser fisiologicamente funcionais,
modulando a transducgao de sinal de receptores acoplados a proteina G (por exemplo,
receptores At1 para angiotensina |, adrenérgicos sensiveis ao isoproterenol,
canabindides sensiveis as hemopressinas)(62, 63) ou tirosina kinase(37, 63-65),
alterando interagcbes proteina-proteina (PPI)(66, 67), e interferindo na expresséo
génica pela interagdo fisica com microRNAs especificos(68). Anteriormente, em um
modelo animal semelhante ao que empregamos nesse trabalho, animais com
supressdo génica da expresséo da thimet oligopeptidase (EC3.4.24.15; THOP 1)
mostraram-se resistentes a obesidade induzida pela DH(68, 69). Niveis alterados de
InPeps especificos foram identificados no tecido adiposo de camundongos THOP1--
alimentados com DH, e sugeridos serem responsaveis pelo fenétipo de resisténcia a
obesidade(69). Esse mecanismo foi sugerido envolver a interacédo fisica entre InPeps
e microRNAs especificos, que levariam a uma alteragdo na expressao de genes que
controlam o metabolismo energético(68). No presente trabalho, a analise peptidémica
sugere uma redugdo nos niveis de InPeps NIn”/WT, identificados no tecido adiposo
gonadal de animais machos ou fémeas, alimentados tanto com DP ou DH. Esses
dados corroboram a sugest&o que no tecido gonadal dos animais NIn”-, a alteragéo
no metabolismo de InPeps possa influenciar alteracbes metabdlicas como maior
ganho de massa corporea, maior ganho de massa umida no tecido adiposo, e maior
esteatose hepatica. Também, chama atencdo o fato dos animais THOP1-”
alimentados com DP ou DH terem elevados niveis de expressao dos receptores 3AR,
enquanto os animais NIn”- tém reduzida expressdo destes receptores como

mencionado acima. Reforgando a sugestao acima que as oligopeptidases, modulando
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o sistema adrenérgico, regulam a sensibilidade a insulina e a lipdlise no tecido
adiposo, e corroborando sugestbes anteriores de participagdo dos InPeps e das
oligopeptidases na transducgao de sinal de receptores adrenérgicos(63, 68).

Quando presente, a partir da degradacao inicial de proteinas pelo sistema
ubiquitina-proteassoma(13, 18, 51, 70), a NIn inativa ou gera InPeps menores a partir
de peptideos maiores(23, 71). O nocaute da NIn afeta os niveis de peptideos que
foram identificados no tecido adiposo gonadal dos camundongos WT e NIn”- que, na
presenca da NIn, seriam seus substratos e/ou produtos. Os peptideos eliminados ou
diminuidos, quando a enzima é deletada (como no caso desse nosso estudo,
utilizando os animais NIn"), sdo tidos como seus produtos, uma vez que a hidrélise
dos peptideos maiores ndo ocorreu no modelo nocaute. A marcacido e semi-
quantificacao foi realizada para verificarmos o perfil global e as alteragées no conteudo
peptidico do tecido adiposo gonadal dos animais Nin”- em DP e DH, comparados com
os animais WT em DP e DH (razao NIn”-/WT). Foi tida como base a comparagdo com
as razbes NIn’/WT de projetos anteriores(37, 71), estendendo este projeto para
desafiar os animais NIn”- com a indugdo da obesidade. Os peptideos identificados
nesse trabalho ndo foram completamente coincidentes entre os peptidomas de
machos e fémeas, alimentados com DP ou DH, e tendo gendtipo WT ou Nin”-. A
sequéncia LASVSTVLTSKYR, anteriormente nomeada Ric4(56), foi encontrada
diminuida no peptidoma de fémeas NIn”- alimentadas com DP ou DH. Deste peptideo,
que despertou o interesse do grupo, foram extraidas possibilidades de melhora na
captacéo de glicose e diminuigdo da glicemia sanguinea(52). No presente trabalho, a
diminuicdo nos niveis deste peptideo Ric4 em fémeas, pode contribuir para uma
reduzida captagdo de glicose e aumento da glicemia sanguinea de animais NIn”-

alimentados com DH.
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O controle da alimentacdo no cérebro humano e de roedores envolve varios
sistemas neurais, mas principalmente o hipotalamo que é relacionado a regulacéo da
ingestao de alimentos(72, 73). O nucleo arqueado do hipotdlamo controla o apetite e
contém neurdnios que expressam pro-opiomelanocortina (POMC) e transcrito
regulado por cocaina e anfetamina (CART), que diminuem o apetite e aumentam o
gasto de energia, e neurbnios que expressam proteina relacionada ao agouti (AgRP)
e neuropeptideo Y (NPY), que aumentam o apetite e diminuem o gasto energético(73).
Esses neurbnios sdo modulados por sinais hormonais periféricos, que atuam no
hipotalamo para inibir ou excitar esses neurdnios para alterar o apetite(72, 73). A
interferéncia do nocaute da NIn no ganho de massa corpérea, adiposa, no perfil
glicémico, nos niveis de expressédo de genes especificos e no perfil de InPeps pode
sugerir um novo mecanismo de controle metabdlico. Assim, a NIn controla o balango
energético por meio do controle dos niveis de InPeps nos tecidos adiposo e hepatico.
Além disso, o fato dos animais NIn” terem apresentado maior ingesta caldrica, ao
contrario dos animais THOP17- que apresentam menor ingesta caldrica e s&o
resistentes a obesidade(68), € possivel que alteragdes nos niveis de InPeps no
sistema nervoso central (SNC) também contribua para o controle do balango
energético. Uma analise anterior do metabolismo de InPeps no cérebro de
camundongos NIn”’ ou THOP1-/- sugere que essas oligopeptidases sdo chave na
degradacéo in vivo de alguns peptideos especificos(71, 74). Assim, estudos adicionais
sd0 necessarios para investigar o papel da NIn no metabolismo de InPeps,
particularmente em areas do cérebro criticas na regulagdo do apetite e do
comportamento de ingesta alimentar(72). Estes estudos poderiam revelar, por
exemplo, uma participacdo da NIn no metabolismo de peptideos em circuitos

neuronais que controlam a ingesta alimentar.
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Nosso projeto corrobora dados anteriores associando as oligopeptidases a
homeostase fisiolégica em modelos animais. O potencial que as alteragdes no perfil
peptidico intracelular, decorrente da auséncia de oligopeptidases como THOP1 e Nin,
tém na melhora da qualidade de vida de seres humanos com disturbios no
metabolismo de gordura, entre os quais os diabéticos, com sobrepeso ou obesos,

merece atencao.

6. CONCLUSAO

Foi possivel observar que a NIn desempenha papel no metabolismo energético,
pois nossos resultados sugerem maior ganho de massa corporal e maior deposigao
de gordura nos tecidos adiposos e hepatico em animais alimentados com DH. Para
projetos posteriores, sera importante investigar o papel da oligopeptidase NIn no
metabolismo energético através de modelos que induzam a obesidade em animais
WT e NIn’-, investigando profundamente os mecanismos moleculares de controle da
expressao de genes relacionados a obesidade. Conhecendo mais a fundo o papel da
NIn no metabolismo energético, mediada pelos InPeps que sejam seus substratos ou
produtos, avancaremos no conhecimento sobre a biologia e as fung¢des das

oligopeptidases e dos InPeps nos organismos.
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