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1. INTRODUCAO

O aumento da obesidade e suas comorbidades se tornou um grande problema
para o sistema de saude publica em todo o mundo, especialmente no Brasil (WHO,
2005; BRASIL, 2006). Junto com o aumento da prevaléncia da obesidade temos
consequentemente o aumento de doencgas correlatas como dislipidemias, diabetes,
sindrome metabdlica e doengas cardiovasculares (BRASIL, 2006; MARQUES-
LOPES et al, 2004).

Diversos modelos experimentais foram desenvolvidos para estudar a
fisiopatologia da obesidade e de suas comorbidades (CESARETTI & KOHLMANN,
2006; KANASAKI & KOYA, 2011). Dentre os modelos experimentais utilizados,
destaca-se o uso de animais deficientes em leptina. Esses animais possuem uma
mutacéo de carater autossémico recessivo no gene da leptina (ob), que da origem a
uma proteina truncada e sem fungéo fisiologica. A leptina € um horménio secretado
principalmente pelo tecido adiposo, que age na regulacédo da ingestao alimentar, do
metabolismo energético e de hormdnios neuroendécrinos (NEGRAO E LICINIO,
2000; HILZENDEGER, 2009). Animais deficientes para leptina (ob/ob) sao
hiperfagicos, letargicos, resistentes a insulina , obesos modrbidos e inférteis
(KLEBANOV et al, 2005; ELIAS & PUROHIT, 2012; QIU et al, 2001;), sendo
excelentes modelos de estudo em obesidade e diabetes (QIU et al, 2001,
KANASAKI & KOYA, 2011).

Contudo, devido a infertilidade desses animais, para se obter animais obesos
(ob/ob), faz-se necessario o cruzamento de animais heterozigotos ob/+, portadores
férteis da mutacdo do gene ob. Porém, os animais ob/+ s&o fenotipicamente
idénticos aos camundongos do tipo selvagem (WT - Wild Type) (ELLET et al, 2009),
sendo necessaria a genotipagem prévia desses animais. Esse método tradicional
requer tempo e tem um alto custo. O transplante de tecido adiposo de animais
magros (+/+; ob/+), em animais obesos (ob/ob), € no entanto uma alternativa na
reversao do fendtipo de animais ob/ob, que tém, a partir desse método, sua
fertilidade restaurada por pelo menos um ano (KLEBANOV, 2005; SENNELLO,2006;
BARROS, 2009). Tornando esse processo menos oneroso e mais eficaz.

O presente trabalho tem como objetivo reverter a infertilidade de
camundongos ob/ob pelo transplante cirurgico de tecido adiposo e amplificagdo da
colonia desses animais para posterior uso em experimentos desta instituigéo.

2. METODOLOGIA
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2.1. Modelos Biolégicos

Foram obtidos oito camundongos (C57BL/6) ob/+ do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME) da
UNIFESP. Esses animais foram colocados em acasalamento, sendo eles e suas
proles genotipados de acordo com o protocolo adaptado de ELLET et al (2009),
sendo estes animais separados de acordo com o genotipo (+/+; ob/+; ob/ob) . Os
animais foram mantidos no Laboratério de Nutricdo Experimental em estantes
ventiladas, sob temperatura (22 +2°C) e umidade (40 — 60%) controladas, recebendo
racao comercial padrao e agua.

2.2. Transplante de Tecido Adiposo

Para o transplante, fragmentos de tecido adiposo branco (TAB; 100-150 mg
cada) foram coletados de animais magros (+/+;0b/+), irmaos de mesma ninhada, e
introduzidos em condigdes estéreis, por via subcutdnea, em animais ob/ob machos
anestesiados, por duas pequenas incisdes cutaneas de 0,5mm, num total de oito
transplantes cada. Os animais receberam medicagdo de antibiéticos e analgésicos.
Foram transplantados um total de 7 animais.

2.3. Amplificagao da Colonia

Apos o transplante os animais foram mantidos em gaiolas separadas até que
estivessem totalmente recuperados da cirurgia. Passado esse periodo, esses
animais foram colocados em acasalamento. Foram montados 7 haréns, cada um
com 2 fémeas heterozigotas (ob/-) em idade reprodutiva e um macho ob/ob
transplantado. A fertilidade dos animais foi verificada através das ninhadas obtidas
em cada harém.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira semana apOs cirurgia OS animais passaram a emagrecer
progressivamente alcangando peso proximo ao normal apos 4 semanas. A fertilidade
desses animais foi reestabelecida, e apds o cruzamento com fémeas heterozigotas
para o gene ob, foram obtidos 41 filhotes, uma média de 6 para cada animal
transplantado. = Quando atingiram um més de idade, esse animais foram
desmamados e os fendtipos observados.

De acordo com a lei da segregacéo independe de Mendel (GRIFFITHS, 2010),
ao cruzar animais ob/ob x OB/ob, a seguinte variagdo genotipica € esperada: 50%
dos animais OB/ob e 50% ob/ob (figura 3.b). Dessa forma n&o ha necessidade de
realizar a genotipagem da prole, uma vez que todos os animais homozigotos seréao
obesos no momento do desmame, como mostra a Figura 1.

Figura 1. Diferenciacdo fenotipica dos animais. O
animal A possui fenétipo compativel com ob/+ e
animal B compatibilidade com ob/ob.

B

A

Ao observar a prole obtida a partir dos cruzamentos , verificou-se que 64%
dos animais eram OB/ob e 36% ob/ob. No entanto, o numero de animais obesos
devera aumentar conforme ocorra o aumento do numero de animais transplantados.
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Figura 2. Numero de filhotes obtidos a partir de cada animal apds o
| transplante de TAB.

Quando comparado com o método convencional anteriormente utilizado no
nosso laboratério, o cruzamento de animais heterozigotos, para obtengédo de animais
| obesos, esse método mostrou-se mais simples e rapido, conforme mostra a figura 3.
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Figura 3. (a) Gendtipos esperados em cruzamentos convencionais (b)

Gendtipos esperados em cruzamentos com animais transplantados. Figuras cinzas
representam os animais portadores heterozigotos para a mutagao ob.

4. CONCLUSOES

A técnica de transplante de tecido adiposo, esta estabelecida no Laboratorio
de Nutricdo Experimental da Faculdade de Nutrigdo, da Universidade Federal de
Pelotas. Podendo ser usada para obtencdo de animais obesos transgénicos com
reducdo dos custos na produgcdo e manutencdo das colbnias destes animais.
Reduzindo desta forma o numero de caixas necessarias, de animais a serem
eliminados e abolindo totalmente a necessidade de genotipagem dos animais
magros, uma vez que todos os magros gerados serdo sempre portadores da
mutagdo. Constituindo assim, uma importante ferramenta no estudo da obesidade e
suas comorbidades.
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