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1. INTRODUCAO

A obesidade tem sido reconhecida como um fator de risco para patologias,
tais como sindrome metabdlica, disturbios inflamatoérios, doencas cardiovasculares
(DCV) e diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (CASTRO et. al. 2014). Nao apenas o
excesso de gordura, mas sua distribuicdo corporal, especialmente nas regides
centrais (visceral ou intra-abdominal) estd associado ao risco aumentado de
desenvolver perturbacées metabdlicas e ndo metabdlicas resultantes de um estado
de resisténcia a insulina (RI) que é caracterizado, de acordo com Castro et
al.(2014), pela diminui¢do da a¢éo da insulina em tecidos alvos.

A descoberta da leptina, em 1994 (Zhang et al., 1994) como uma adipocina
com funcao de regular a ingestédo de alimentos, peso corporal e massa de gordura,
contribuiu significativamente para o entendimento da obesidade como uma doenca
com um mecanismo molecular. A possibilidade de uma intervencdo por vias
moleculares do comportamento alimentar, bem como metabdlicas e
neuroenddcrinas de regulacdo de nutrientes (DePaoli, 2014) passou a ser
pesquisada desde entdo. Os niveis circulantes de leptina estdo ligados a
guantidade de tecido adiposo presente no organismo, sendo anorexigena a nivel
central além de ativar o gasto energético e a lipolise (Barros et al. 2009).

O camundongo deficiente para leptina (ob/ob) € uma importante ferramenta
para estudos de obesidade, visto que produz uma leptina truncada, sem atividade
biolégica, conferindo ao animal uma obesidade hereditaria severa, diabetes mellitus
com resisténcia a insulina, entre outras anormalidades associadas (Barros et al.,
2009). Os animais ob/ob séo inférteis devido as alteracdes no eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal (HALUZIK et al., 2004), sendo necessario realizar o cruzamento
destes com animais heterozigotos (ob/+) férteis para a geracdo de individuos
obesos, 0 que torna a geracdo de um nocaute para 0 segundo gene caro e
demorado, tanto pela geracdo de um maior nimero de animais como pela
genotipagem prévia necessaria pelo fenotipo idéntico de animais heterozigotos. O
transplante de tecido adiposo de animais magros (+/+; ob/+) para seus irmé&os
obesos (ob/ob), ja é uma técnica reconhecida como alternativa para a reversao do
fendtipo de animais dos animais ob/ob (KLEBANOV, 2005) com perda de peso,
melhora do perfil metabdlico e restauracéo da fertilidade temporaria por cerca de
um ano (Barros et al., 2009).

Mori et. al. (2008) através de um estudo utilizando camundongos nocaute
para BDKB1R e o modelo ob/ob, demostrou que esses receptores participam na
regulacédo do balanco energético através de um mecanismo que poderia envolver
a modulagdo da sensibilidade a leptina. Além disso, outros experimentos
mostraram que a deficiéncia do receptor B1 de cininas induziu anormalidades na
homeostase de glicose e resisténcia a obesidade induzida por dieta hiperlipidica
(Mori et al., 2008).



No presente estudo buscamos a geracdo de modelos bioldgicos
transgénicos, duplo nocaute obB1RKO - deficientes tanto para o gene da leptina e
quanto do receptor de cininas B1. Esses animais sao importantes para possibilitar
o estudo da relagc&o deste receptor com a obesidade severa e suas comorbidades.

2. METODOLOGIA

2.1 Animais

Os camundongos deficientes para os genes da leptina (ob/ob) e os nocaute
para o receptor B1 de cininas (B1KO), da linhagem C57BL/6, foram obtidos a partir
do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME) — UNIFESP.
Os animais e seus controles estdo mantidos no biotério do Laboratério de Nutricdo
Experimental da Faculdade de Nutricdo da UFPel, em estantes ventiladas, com
agua e racdo Nuvilab ® administrada ad libitum, sobre condi¢cdes de temperatura e
umidades controladas (20 + 2°C; 40-70%) e ciclo claro/escuro de 12/12h.

Para a identificacdo dos animais com 0s genotipos de interesse para o
transplante, foi extraido o DNA gendmico da cauda e realizada uma reacdo de PCR
conforme descrita por Ellet et al.(2008).

2.2 Transplante de Tecido Adiposo

Utilizou-se doadores, da mesma ninhada magros (OB/OB ou OB/ob), entre
dois e trés meses de idade, sendo sacrificados por deslocamento cervical e seu
tecido adiposo removido e mantido sob condicdes estéreis. Apés administracédo de
anestesia geral, foram implantados 100-150 mg de fragmentos de tecido adiposo
branco, distribuidos em duas pequenas incisdes dorsais. Apds cirurgia, foi
administrado antibidtico para evitar infec¢@o pos-cirargica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés o transplante, os animais apresentaram perda de peso progressiva
alcancando um peso semelhante a um fendtipo magro em 4 semanas. A
comprovacédo de sua fertilidade restaurada foi obtida através do cruzamento com
fémeas B1-/-, com monitoramento de prenhes e nascimentos. O resultado foi bem
sucedido com a obtenc¢éo de 23 filhotes, com uma média de 8 animais por ninhada.
Os filhotes foram desmamados com um més de idade e seu gendétipo confirmado
apenas por observacdo do seu fenétipos, ndo sendo necessario a genotipagem
dessa prole, uma vez que todos 0s animais homozigotos sdo obesos visiveis nessa
idade.

Para o método convencional de geracdo de animais duplo nocaute
(obB1RKO) o primeiro cruzamento foi realizado entre OB/ob e B1-/- (Figura 1a), e
0 produto (F1) deste cruzamento genotipado em relacdo ao gene Lep, sendo
cruzados os animais heterozigotos duplos para obter a geracéo F2, que de acordo
com as Leis de Mendel esses animais devem apresentar nove genotipos diferentes,
onde 75% desses animais eram magros e tinham de ser genotipados para detectar
os alelos do receptor B1 de cininas e do gene ob. Somente a parir do cruzamento
de animais magros (OB/ob:B1-/-) obtém-se animais duplo nocaute, na proporcéo
de 25% obesos e 75% de animais magros (B1:0b/ob ou B1:0B/OB).
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Figura 1. (a) Esquema do método convencional para a gera¢cdo de camundongos
o0bB1RKO. (b) Esquema do método alternativo para a geracdo de camundongos
0bB1RKO utilizando transplantes de tecido adiposo.

Conforme mostra a figura 2, comparando o método convencional
anteriormente utilizado no nosso laboratério, com o método alternativo realizado a
partir do transplante de TAB, a vantagem desse ultimo torna-se mais evidente,
demostrando ser mais simples e rapido. Com reducédo tanto no nimero de animais
a serem descartado pela selecdo genética como nos passos necessario para
obtencéo do gendtipo desejado.

4. CONCLUSOES

A distribuicdo de gordura corporal, mais do que a quantidade total de
gordura, é relevante para avaliar o risco de desenvolver doengas metabdlicas e
ndo-metabolicas. Cada vez mais estudos buscam a compreensdo das ligacdes
entre a obesidade e suas comorbidades, portanto, a determinacéo de ferramentas
eficazes e viaveis em termos de custo se faz ainda mais necessaria. A técnica de
transplante de tecido adiposo, estabelecida no Laboratério de Nutricdo
Experimental da Faculdade de Nutricdo, da Universidade Federal de Pelotas,
corresponde tais expectativas, podendo ser usada para obtencéo tanto de animais
duplo nocaute como animais obesos transgénicos com reducdo dos custos na
producdo e/ou manutencéo das colonias.
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