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RESUMO

AURICINO, TB. Estudo da acédo dos peptideos N-Terminal da POMC no cortex adrenal
de camundongos Pomc knockout induzidos por tamoxifeno. 2018. 63 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Morfofuncionais)- Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
S&o Paulo, 2018.

O ACTH é considerado o principal fator atuante no desenvolvimento, na manutencdo e na
esteroidogénese da glandula adrenal. No entanto, existem evidéncias que peptideos N-
Pomc, derivados do processamento da Proopiomelanocortina (POMC), possam atuar na
manutencdo do coértex adrenal, embora ainda ndo seja conhecida sua importancia e mesmo
guais sdo os peptideos que atuam na suprarrenal. Nesse trabalho tivemos como objetivo

avaliar os efeitos de peptideos sintéticos de 28 aminoacidos derivados do N-Pomc (N-

Cys Ser

Pomc®®, N-Pomc"® e N-Pomc®®") na morfologia e funcdo da suprarrenal de camundongos,

cujo gene Pomc foi condicionalmente silenciado com Tamoxifeno (Tmx). Foram obtidos

floxflox

animais machos adultos (CrePomc ) com um sistema "knock-out" condicional Cre-Lox

induzivel por Tmx, que foram tratados através de minibombas osmoéticas por 21 dias com 0s

floxflox 50 tratados. Foram

peptideos ou com salina, e como controle animais Pomc
analisados: 1) dados metabdlicos; 2) a concentracdo de ACTH e de corticosterona
plasmaticos; 3) a morfologia e a reconstrucdo anatbmica da adrenal; 4) a capacidade
funcional através da coloracdo com Oil Red O (ORO) e 5) a capacidade de proliferacao

floxflox + Tmx

através da expresséao da proteina PCNA. A caracteriza¢do dos animais CrePomc
apos o silenciamento mostrou a reducdo de 60% da concentracdo de ACTH plasmatico e
esses animais apresentaram 1) reducdo do gasto energético, aumento da ingestdao de
alimentos e ganho de peso corporeo; 2) alteracdo significante a area ou o volume das
adrenais; 3) reducdo da producado de goticulas lipidicas e 4) reducado do numero de nucleos
positivos para a proteina PCNA. Esses animais silenciados para a Pomc e tratados com os
peptideos N POMC®’® e N-POMCM®" apresentaram 1) aumento da corticosterona plasmatica
e apenas 0 N-POMC®® aumentou o ACTH plasmatico; 2) aumento de nicleos marcados

para PCNA. Concluimos, que os camundongos Cre Pomc®/fox

silenciados para a Pomc com
o Tamoxifeno apresentaram alteracbes metabdlicas, morfologicas e fisioldgicas. A analise do
efeito biolégico dos peptideos N-POMC mostrou acdo desses peptideos na funcdo e na

manutencao do cortex adrenal.

Palavras-chave: Suprarrenal. Eixo HPA. Peptideos N-terminal POMC. Camundongos

Cre Pomcflox/flox



ABSTRACT

AURICINO, TB. Study of the action of the N-terminal peptides of the POMC in the
adrenal cortex of tamoxifen-induced knockout Pomc mice. 2018. 63 f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Morfofuncionais)- Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
S&o Paulo, 2018.

ACTH is considered the main active factor in the development, maintenance and
steroidogenesis of the adrenal gland. However, there is evidence that N-Pomc peptides,
derived from the processing of Proopiomelanocortina (POMC), may play a role in the
maintenance of the adrenal cortex, although their importance is not yet known. In this work

we aimed to evaluate the effects of synthetic peptides of 28 amino acids derived from N-

Cys Ser

Pomc (N-Pomc®®, N-Pomc™' e N-Pomc®*") on the morphology and function of the adrenal

cortex of mice whose Pomc gene was conditionally silenced with Tamoxifen (Tmx). Adult

flox/flox

males (CrePomc ) were obtained with a Tmx inducible Cre-Lox conditional knock-out

system, which were treated by osmotic minipumps for 21 days with the peptides or with

saline, and as control untreated Pomc/oMox

animals. We analyzed: 1) metabolic data; 2)
plasma ACTH and corticosterone concentration; 3) the morphology and the anatomical
reconstruction of the adrenal; 4) functional capacity through staining with Oil Red O (ORO)
and 5) the ability to proliferate through expression of PCNA protein. The characterization of
the CrePomcfloxflox + Tmx animals after silencing showed a 60% reduction in plasma ACTH
concentration and these animals presented 1) reduction of energy expenditure, increased
food intake and body weight gain; 2) significant alteration of adrenal area or volume; 3)
reduction of the production of lipid droplets and 4) reduction of the number of nuclei positive
for the PCNA protein. These animals that were silenced to Pomc and treated with peptides
N-Pomc®®, N-PomcM® had 1) increase in plasma corticosterone and only N-POMCCys
increased plasma ACTH; 2) increase of nuclei marked for PCNA. We conclude that

Cre Pomcflox/ﬂox

mice silenced for Pomc with Tamoxifen presented metabolic, morphological
and physiological alterations. The analysis of the biological effect of N-POMC peptides
showed the action of these peptides on the function and maintenance of the adrenal cortex.

Palavras-chave: Adrenal. HPA axis. N-terminal POMC peptides. Mice CrePomc"®/1o%
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1 INTRODUCAO
1.1 A Glandula Suprarrenal

As glandulas suprarrenais estdo localizadas nos polos superiores de cada rim, e
apresentam coloragdo castanha amarelada devido a presenca de lipideos (Figura 1). E uma
glandula formada por dois tecidos de origem embriologica diferentes, que compdem duas
regides, o cortex e a medula, contidos por uma capsula conjuntiva. A medula adrenal, que é
produtora de catecolaminas, tem origem embriondria na neuroectoderme e esté disposta em
corddes de células cromafins e células neurais circundadas por capilares sanguineos. O
cortex da adrenal tem origem na mesoderme, cujas células irdo se diferenciar em trés tipos
celulares que formardo trés zonas concéntricas chamadas de zona Glomerulosa, zona

Fasciculada e zona Reticulada, representadas na Figura 2.

Figura 1- Imagem ilustrativa da glandula suprarrenal localizada sobre os rins, em uma vista anterior. Adaptado
de NETTER, 2011.
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A zona Glomerulosa esta localizada na regido mais externa do cortex, e € a regiao
adjacente a capsula conjuntiva. Suas células com nucleo esférico Unico e citoplasma
acidofilo formam aglomerados arredondados que s&o responsaveis pela producédo e
secrecdo de mineralocorticoides, como a aldosterona. A liberacdo desses horménios é
controlada pelo sistema renina-angiotensina e pelo hormoénio adrenocorticotrofico (ACTH). A
zona Fasciculada, que corresponde a zona intermediaria do cortex, € a maior, e ocupa 75%
de todo o volume do cortex adrenal. Suas células sdo arranjadas em colunas paralelas,
perpendiculares a superficie da glandula, intercaladas por capilares. Sdo células poliédricas
com citoplasma levemente basdfilo e alta concentracdo de lipideos. Essa zona é
responsavel pela secrecao de glicocorticoides, como a corticosterona em murinos e cortisol
em humanos, que estimulam a sintese e armazenamento do glicogénio, o0 metabolismo dos
carboidratos, lipideos e proteinas, além de inibirem a utilizacdo da glicose pelos tecidos
periféricos. Essa zona esta sob controle do ACTH que regula a producéo e liberacdo dos
horménios glicocorticoides. A zona mais interna do coOrtex adrenal € a zona Reticulada,
localizada adjacente a medula, composta por células menores, arranjadas na forma de rede
por corddes entrelacados, com nucleo picnético e citoplasma eosindfilo. Apresenta baixa
concentracdo de lipideos e € responsavel pela sintese e secrecdo da

dehidroepiandrosterona (DHEA) e estrdgenos em humanos.
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Figura 2 — Fotomicrografia representativa da glandula adrenal de rato. Os cortes histolégicos foram corados
com hematoxilina e eosina para a identificacao das 3 diferentes zonas do cértex da suprarrenal, ZG = zona
Glomerulosa; ZF= zona Fasciculada; ZR= zona Reticulada, e da Medula. Adaptado de Torres e colaboradores
(2007).

1.2 O Eixo Hipotalamo- Hip6fise- Suprarrenal

Estimulos fisiol6gicos ou patolégicos podem alterar a funcdo da suprarrenal que esta
sob controle do eixo hipotadlamo-hipéfise-suprarrenal (eixo HPA). Diferentes estimulos ativam
0s nucleos hipotalamicos paraventricular e supradptico a secretar vasopressina e o0
hormonio liberador de corticotropina (CRH) (ORTH & KOVACS, 1998). O CHR liberado no
sistema porta hipofisario estimula os corticotrofos, localizados na adenohipéfise, a produzir e
secretar o ACTH. O ACTH é reconhecido pelo receptor especifico denominado receptor de
melanocortina 2 (MC2R) presente nas células do cértex adrenal, que depois de ativados
desencadeiam uma sinalizacédo que resulta na producao de hormonios esteroides. A inibicao
do eixo HPA ocorre por retroalimentacao negativa (Figura 3) pela acdo dos glicocorticoides
no hipotdlamo e na adenohipéfise, que cessam a producdo do CRH e do ACTH

(PAPADIMITRIOU & PRIFTIS, 2009).
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CRH, Vasopressina .
(+)

Hipotalamo

@&™>

PO\I'MC Hipdfise
(=)
ACTH
O
Suprarrenal

L} Corticosteroides

Figura 3 — Esquema da composi¢éo do eixo HPA (Hipotalamo — Hip6fise — Adrenal) e a representacao da
retroalimentacdo negativa. CRH: HormFigura 3— Esquema da composi¢ao do eixo HPAbnio liberador de
corticotropina; POMC: Prg-opiomelanocortina; ACTH: Horménio Adrenocorticotréfico.

1.3 A acdo do ACTH no cértex da suprarrenal

O ACTH é um peptideo de 39 aminoéacidos, conhecido como principal regulador do
crescimento, manutencao e funcao da glandula adrenal, que apds se ligar ao receptor MC2R
estimula, por exemplo, a producédo de cortisol em humanos e corticosterona em murinos.
Altos niveis de ACTH circulante promovem um aumento do numero (hiperplasia) e no
tamanho (hipertrofia) das células do cértex da suprarrenal (NEW, 1998; DALLMAN, 1984).
No entanto, doses fisiolégicas de ACTH in vivo ndo induzem o crescimento compensatorio
da adrenal apés adrenalectomia parcial (DALLMAN et al., 1980). In vitro, ACTH inibe a
proliferacdo de células adrenais (MASUI & GARREB, 1971; RAMACHANDRAN & SUYAMA,
1976; MATTOS et al.,, 2005) ou € um mitogénico fraco em linhagem de tumor de
camundongo, células Y1 (LOTFI et al., 1997). Estudos que utilizaram anticorpos para
neutralizar o ACTH circulante, tiveram como resultado a reducdo nos niveis de esteroides,

mas ndo a atrofia da glandula adrenal (RAO et al.,1978). Outra evidéncia mostrou que
20



peptideo N-terminal da POMC tem efeito mitogénico e parecem ser mais potentes do que o
ACTH in vivo (ESTIVARIZ et al., 1982). Em conjunto, esses resultados suportam a hipotese
gue outros peptideos derivados do pro-hormoénio precursor do ACTH denominado pro-
opiomelanocortina (POMC) possam estar envolvidos na manutencdo da glandula adrenal

(ESTIVARIZ et al., 1982).

1.4 Pré-opiomelanocortina (POMC)

A Pro-opiomelanocortina (POMC) € um pro-horménio de 241 aminoacidos produzido
principalmente pela hipdéfise. Além da hipdéfise, a POMC é encontrada em tecidos como pele,
intestino, hipotalamo, pancreas e pulméo (SMITH et al., 1988). Apds processamento da
POMC em sitios especificos da molécula por duas enzimas pré-hormonio convertases 1 e 2,
PC1 e PC2, sdo produzidos varios peptideos menores (Figura 4). As enzimas PC1 e PC2,
gue sdo expressas, respectivamente, nos lobos anterior e intermediario da hipdfise, séo
responsaveis pela clivagem da POMC, gerando o ACTH, a lipotropina (LPH), o "Joining
Peptide" (JP), o horménio estimulador de melandcitos (a-MSH) e a beta-endorfina (B-END).
Além desses peptideos, a POMC gera no lobo anterior da hipéfise um peptideo de 76
aminoacidos da regido N-terminal da POMC, o peptideo N-POMC1-76 ou também chamado
de pr6-y-MSH. Esse peptideo ainda pode sofrer, no lobo intermediario, uma clivagem que
resulta no peptideo N-POMC1-49 (BICKNELL, 2008). Portanto, os peptideos N-terminais da

POMC circulantes sao provavelmente os pro-y-MSH ou N-POMC1-76 e o N-POMC1-49.
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Lobo Anterior da Hipdfise
26 1 235

Sequéncia
Sinal

N POMC 1-14 (pro-y- MSH)  Joining ACTH B-LPH
Peptide
‘L Asp
N POMC
I | 1

B -Endorfina
1-31

|
W w

Receptor MC2R Opidceo
Proliferacéo Esteroidogénese Controle da dor
Adrenal Adrenal

Lobo Intermediario da Hipofise

- |

Sequéncia
Sinal
T | | T [T 1
N POMC 1-14 (pro-y- MSH)  Joining ACTH B-LPH
/\ Peptide /\ /\
[ | [ O O

a-MSH cupP v-LPH B Endorfina

N POMC 1-49  Lys —y3- MSH \

W

MC3R MC4R MCSR MC1R
Regulacéo da ingesta Secrecéo Secrecéo
exocrina exocrina

Figura 4- Processamento da Pré-opiomelanocortina (POMC) no lobo anterior e intermediario da hipéfise, o
papel fisiolégico dos peptideos resultantes, e os receptores. N-POMC: Peptideos N-terminais da POMC; ACTH:
Horménio adrenocorticotrofico; CLIP: Peptideo do lobo intermediario semelhante & corticotropina; LPH:
Lipotropina; MSH: Horménio estimulador de melanécitos. Fonte: Adaptado de Bicknell, 2008.
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1.5 O peptideo NH;-Terminal da POMC (N-POMC)

Os peptideos N-POMC tém sido descritos como estimuladores da proliferacdo de
células adrenocorticais (ESTIVARIZ et al.,, 1982; LOWRY et al.,, 1983). No entanto, a
administracdo do peptideo N-POMC1-76 ndo apresentou efeito mitogénico nas glandulas de
ratos hipofisectomisados (ESTIVARIZ et al., 1982), nem nos tratados com dexametasona
(DEX) (SEIDAH et al., 1981). Por outro lado, os peptideos N-POMC 1-28 e N-POMC 2-54,
isolados de extratos de hipodfises, foram mitogénicos potentes quando utilizados in vitro
(ESTIVARIZ et al., 1982) e in vivo (ESTIVARIZ et al., 1988). Embora o N-POMC 1-28 nao
seja um peptideo enddgeno, tem sido utilizado para mostrar um efeito mitogénico dos N-
POMCs. Portanto, a porcdo de 28 aminoacidos da porcao N-terminal da POMC parece ser
suficiente para desencadear a proliferacdo das células adrenais em modelos in vivo
(TORRES et al., 2010; MENDONCA & LOTFI, 2011). Além disso, resultados do nosso grupo
mostraram um efeito anti-apoptotico de N-POMC 1-28 nas glandulas adrenais de ratos que
foram hipofisectomizados (TORRES et al., 2010). De acordo com Pepper & Bicknell (2009),
as células Y1 estimuladas por peptideos sintéticos, N-POMC 1-28 e N-POMC 1-49, resultou
em um aumento na fosforilacdo de ambos os ERKs 1 e 2, bem como seus reguladores, MEK
e c-RAF.

Estudos da estrutura do peptideo N-terminal da POMC, que foi isolado de hipofise
humana e purificado, apresentou uma conformacdo terciaria dependente de pontes
dissulfeto entre as cisteinas Cys-2-Cys-24 e Cys-8-Cys-20. Além disso, foi proposta a
presenca de dois locais de glicosilacdo nesta molécula (BENNETT et al., 1986). A sintese do
peptideo de 28 aminoacidos N-terminal da POMC (1-28N-POMC) contendo as pontes
dissulfeto Cys-2-Cys-24 e Cys-8-Cys-20, mostrou ser mitogénico em uma linhagem de
células tumorais humanas, células H295R (FASSNACHT et al., 2003) e em culturas de
células normais de adrenais de rato (MATTOS et al., 2005). Além disso, ratos tratados com

dexametasona (DEX) para inibicdo do eixo HPA e peptideos 1-28N-POMC®*® e com outro
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com as cistefnas substituidas por metionina (1-28N-POMCM®"), induziram a entrada em fase
S do ciclo celular em todas as zonas do coértex adrenal (TORRES et al., 2010). Esse
conjunto de resultados mostrou que provavelmente seria necessaria a clivagem do pro-y-
MSH no tecido alvo para que fossem produzidos peptideos menores da regido N-terminal
para a estimulacdo da proliferacdo ou efeito mitogénico das células adrenocorticais
(ESTIVARIZ et al., 1982; LOWRY et al., 1983). Em resposta a essa possibilidade BICKNELL
e colaboradores (2001) caracterizaram uma enzima serina protease (AsP), presente na
matriz extracelular das células adrenais, responsavel por clivar o pré-y-MSH, cujo produto
provavel € um peptideo N-POMC com 52 residuos capaz de estimular a proliferacdo das
células do cortex adrenal. Estes estudos demonstram a capacidade dos primeiros
aminoacidos, 1-28N-POMC, de estimular uma sinalizacdo envolvida com a proliferacao
celular e com a indugéo do crescimento celular (BICKNELL, 2016), dos quais mecanismos

envolvidos nesses efeitos ainda ndo estdo elucidados.

1.6 Alteragdes envolvidas no processamento da POMC

Esta bem estabelecida a acdo do ACTH para a producédo de esteroides na glandula
suprarrenal, assim como a do a-MSH na pigmentacdo da pele e no equilibrio do gasto
energético. Os receptores responsaveis pela ligagdo do ACTH e do a-MSH, pertencem a
familia de 5 receptores, acoplado a proteina G e nomeados receptor de melanocortina
(MC1-5 R) (Figura 5) (MOUNTJOY et al., 1992). O MC2R € expresso no cortex adrenal e em
adipécitos em roedores (MOUNTJOY et al.,, 1992). O a-MSH desempenha um papel
fundamental no controle da alimentacéo e peso, ou seja, atua diretamente na regulacao do
apetite, sendo ativado pelos receptores MC3 e MC4 (MAC NEIL et al. ,2002). Modificagbes
na POMC ou nas convertases PC1 e PC2 podem desencadear alteracdes metabdlicas e
fisiologicas em murinos ou em humanos (KRUDE et al., 2003). Dele¢des ou mutagbes que

podem afetar o gene POMC, causam deficiéncia na funcdo adrenal, bem como defeito na
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pigmentacdo da pele, além da obesidade extrema e hipocortisolismo (KRUDE et al., 1998;
KRUDE et al., 2003). Além disso, alteragbes no processamento da POMC pode
desencadear deficiencia de peptideos resultante da sua clivagem, como o a-MSH,
resultando principalmente na falta de controle do consumo alimentar, alteracdes de
pigmentacédo capilar, hipersecrecédo crbnica do cortisol associado a sindrome de Cushing, e
acumulo de gordura visceral (MAYO-SMITH et al., 1989). Portanto, o fenétipo associado a
um defeito na funcdo da POMC, pode incluir principalmente a obesidade, alteracdo da
pigmentacdo e deficiéncia de ACTH e consequentemente na esteroidogénese adrenal
(COLL et al., 2004).

Neonatos de camundongos “knock-out” (KO) para a Pomc apresentam atrofia da zona
fasciculada, e apos cinco semanas do nascimento foi observada uma atrofia severa de todo
0 6rgao, refletindo a dependéncia dos peptideos derivados da POMC para a manutencéo da
adrenal (KARPAC et al., 2005). Enquanto a atrofia da glandula adrenal ocorre principalmente
devido ao aumento na taxa de morte celular por apoptose em animais hipofisectomisados ou
tratados com DEX (WYLLIE et al., 1973; ZAJICEK et al.,1986; TILLY; HSUEH, 1993;
TORRES et al., 2010), nos animais KO Pomc, a atrofia adrenal parece estar relacionada a
diminuicdo da proliferacdo das células adrenocorticais, e ndo a apoptose (KARPAC et al.,
2005). SMART e colaboradores (2006) mostraram que camundongos Pomc -/- desenvolvem
obesidade com hiperfagia e diminuicdo da taxa metabdlica apesar da auséncia de
glicocorticoides circulantes. De maneira geral, os animais KO Pomc apresentaram uma
sobrevida muito baixa (8%) e apresentaram alteracdes na morfologia e funcdo da glandula
adrenal devido a falta de peptideos derivados da Pomc, desde o periodo fetal (YASWEN et
al.,, 1999). Além disso, camundongos KO Pomc que sobreviveram a fase adulta
apresentaram obesidade, defeitos na pigmentacao e insuficiéncia adrenal severa (CHALLIS
et al., 2004; YASWEN et al., 1999). COLL e colaboradores (2006) mostraram que a

administracdo do peptideo sintético 1-28N-POMC em animais KO Pomc né&o alterou a
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morfologia nem a funcéo da glandula adrenal, mas inibiu a ingestdo de alimentos e o peso
corporeo dos camundongos. Portanto, novos modelos de camundongos KO para Pomc séo
necessarios para o estudo da sua funcdo no cortex adrenal em diferentes fases do
desenvolvimento pés-natal, bem como do efeito de diferentes tipos de peptideos N-terminal
da POMC na suprarrenal. Foi idealizado pelo nosso grupo um camundongo cujo gene da
Pomc pudesse ser silenciado condicionalmente. Portanto, foram obtidos camundongos
derivados de camundongos com o gene da Pomc flanqueado por sequencias LoxP em
homozigose. Esses animais foram cruzados com animais com a enzima Cre recombinase
transcrita sob controle de um promotor do gene da ubiquitina C, expresso em todos os
tecidos do animal, e que € ativada apenas por Tamoxifeno (Tmx). Dados ainda nao
publicados sobre a caracterizacdo das linhagens de camundongos geneticamente
modificados, foram obtidos através da analise do DNA gnémico de cada uma das linhagens.
Além disso, a hipoéfise dos animais foi analisada por imunofluorescéncia quanto a expressao
das proteinas POMC e um dos seus sub-produtos, a B-Endorfina, que apresentaram niveis
reduzidos devido a administracdo do tamoxifeno (Tmx). Com a caracterizacdo desses
camundongos knock-out induziveis para o gene da Pomc estabelecida, tivemos como
hipétese que os peptideos N-terminal da POMC, a exemplo do que preliminarmente
observamos para os peptideos N-POMC1-28, podem ser importantes na manutencdo do
cortex adrenal bem como na modulacdo do estado funcional do cortex adrenal desses

animais.
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2 OBJETIVO
Avaliar os efeitos de diferentes peptideos derivados do N-terminal da POMC na
morfologia e fungdo da suprarrenal de animais com o0 gene Pomc silenciado

condicionalmente com tamoxifeno (TMX).

Objetivos especificos:
e Avaliar as alteracbes morfolégicas induzidas pelo silenciamento do gene Pomc no
cortex adrenal corados com HE, através da medida linear do cortex adrenal de

floxfflox yratados com TMX.

animais CrePomc

e Avaliar a capacidade de regeneracdo dos peptideos N-terminal da Pomc sintéticos N-
POMC 1-28 com e sem pontes dissulfeto, respectivamente, Cisteina (Cys), Metionina
(Met) e Serina (Ser), e somente salina, no cértex adrenal de animais CrePomc'®/1°% e
controle, através da medida linear do cortex adrenal corados com HE.

e Analisar através da coloracdo ORO a funcéo esteroidogénica e através da expressao
da proteina PCNA a capacidade proliferativa por, respectivamente, histoquimica e
imunohistoquimica.

e Quantificar o ACTH e a corticosterona no plasma sanguineo para analisar,
respectivamente, o silenciamento do gene Pomc e a funcéo esteroidogénica, através
de teste Elisa.

e Analisar a funcdo metabdlica por meio do peso corpéreo, ingestdo alimentar e

flox/flox

parametros através gaiola metabodlica (CLAMS) de animais Cre Pomc tratados

com TMX e controle.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados animais machos adultos (de aproximadamente 60 dias) obtidos do
cruzamento de camundongos geneticamente modificados, portadores do gene Pomc
flanqueado por sequéncias LoxP em homozigose desenvolvidos pela equipe do Dr. Bradford
Lowell (Beth Israel Deaconess Medical Center - Harvard Medical School - Boston, MA EUA)
e doados ao nosso laboratorio, e de animais comerciais (Jackson Laboratories - Bar Harbour
- ME EUA) da linhagem B6.Cg-Tg(UBC-Cre/ERT2)1Ejb/J, que possui a enzima Cre
transcrita sob controle de um promotor do gene da ubiquitina C. Foram obtidos animais Cre

flox/flox

Pomc , que possuem a enzima Cre-recombinase e 0 gene da Pomc silenciado ativado

por Tmx conforme e animais Pomc™ " No animal Cre Pomc"®/1ox ("

knock-out” induzivel) a
regido codificadora de Cre é fusionada com o dominio de ligacdo do receptor de estrogeno
humano (ERT2). A proteina fusionada Cre é expressa em todos os tipos celulares por meio
do promotor de ubiquitina C, entretanto, mantém-se inativa devido a interacdo com as
proteinas "Heat Shock" (HSP90) que interferem com a atividade da recombinase. Cre-ERT2
torna-se ativo quando o ligante 4-OH-Tamoxifeno estd presente e promove a dissociacao
das proteinas HSP90 do complexo. ApGs dissociacdo, a proteina Cre-ERT2 fusionada é
liberada do complexo e promove a excisdo do segmento de DNA entre o intron 2 e 0 exon 3,
regido codificadora do gene Pomc flanqueado por sitios LoxP. Foram utilizados pelo menos

4 animais para cada experimento. Os animais utilizados neste trabalho estdo de acordo com

codigo da aprovacgdo do comité de ética 091/13/CEUA.
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3.2 Peptideos utilizados

Os animais foram tratados com peptideos derivados do gene da Pomc, como os
peptideos sintéticos N-POMC1.,5“*® com a pontes dissulfeto nas Cisteinas (Cys) nas
posicdes 2, 8, 20 e 24, e N-POMC1,s™ onde foram substituidas as Cisteinas por
Metioninas. Além disso, as Cisteinas/Metioninas foram trocadas por Serina como controle.

N-POMC®’®: foi sintetizado a sequéncia de aminoacidos H-Trp-Cys(2)-Leu-Glu-Ser-
Ser-GIn-Cys(8)-GIn-Asp-Leu-Thr-Thr-Glu-Ser-Asn-Leu-Leu-Ala-Cys(20)-1le-Arg-Ala-
Cys(24)-Arg-Leu-Asp-Leu-OH. Esse peptideo contém pontes dissulfeto entre as Cisteinas 2-
24 e 8-20 sintetizado pela Bachem America Inc, Torrance, CA, EUA.

N-POMCM®: foi sintetizado a sequéncia de aminoacidos H-Trp-Met(2)-Leu-Glu-Ser-
Ser-GIn-Met(8)-GIn-Asp-Leu-Thr-Thr-Glu-Ser-Asn-Leu-Leu-Ala- Met(20)-1le-Arg-Ala-Met(24)-
Arg-Leu-Asp-Leu-NH,. Os residuos de Cisteinas foram substituidos por Metioninas,
impedindo a formacao de pontes dissulfeto. A sintese foi realizada pela Professora Doutora
Maria Aparecida Juliano no Laboratério do Departamento de Biofisica e Bioquimica da
Universidade Federal de S&o Paulo. Foi sugerida a substituicdo das Cisteinas por
Metioninas, pois tecnicamente ndo seria trivial sintetizar os peptideos de maneira correta
com as pontes dissulfeto entre os residuos de Cisteina. Essa substituicdo teve como
finalidade evitar a formacéo de atipicos quanto as Cisteinas sdo mantidas sem as pontes
dissulfeto.

N-POMC®®": foi sintetizada a sequéncia de aminoacidos H-Trp- Ser(2)-Leu-Glu-Ser-
Ser-GIn-Ser(8)-GIn-Asp-Leu-Thr-Thr-Glu-Ser-Asn-Leu-Leu-Ala-Ser(20)-lle-Arg-Ala-Ser(24)-
Arg-Leu-Asp-Leu-OH. Os peptideos contendo as Serinas ao invés de Cisteinas foram
sintetizados para impedir a formacdo das pontes dissulfeto (sintetizado pela Bachem

America Inc, Torrance, CA, EUA).
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3.3 Silenciamento do gene Pomc através do sistema UBC-Cre/ERT2 ativado por
Tamoxifeno (Tmx)

O silenciamento do gene Pomc foi realizado por injecdo intra-peritoneal de Tmx
(T5648 Sigma- Aldrich) na concentracdo de 6 mg / 40 g de peso corporeo durante 5 dias,
segundo o protocolo indicado pela Jackson Laboratories*. Apos esse periodo 0s animais
foram tratados por 21 dias com os peptideos indicados no item acima, ou com o veiculo de
salina, com a utilizacdo de minibombas osmoticas (modelo 2004, ALZET® Osmotic Pumps.,
Cupertino, CA, EUA) implantadas no tecido subcutaneo da regido dorsal. As minibombas
osmoticas utilizadas liberam um volume de 200 ul por no maximo de 4 semanas de infuséo,
e um fluxo de 0.25 + 0.05 ul/hr. Apds tratamento foi realizada a eutanasia por decapitagéao
em guilhotina e as glandulas adrenais foram retiradas para analises histologicas, bem como
o plasma sanguineo para dosagem do ACTH e esteroides. O esquema experimental esta
apresentado na Figura 5, e a discriminacdo dos grupos experimentais e controle na Tabela
1.

*(https://lwww.jax.org/mouse-search?searchTerm=cre+ert2+ubiquitina+C)

(dias)
0 5 35 40 62
TMXI TMXF Pomc Bomba Eutanasia

KO Osmotica

Figura 5- Esquema temporal para o silenciamento do gene Pomc. Tmx | (Tamoxifeno Inicial) e TMX F
(Tamoxifeno Final). A aplicagdo do Tmx dura 5 dias. Pomc KO (silenciamento da Pomc pode ser observado
com 35 dias).
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Tabela 1 — Grupos experimentais

Genétipo Grupos Tratamentos
Pomc "ox/Mox Controle* Salina
Cre Pomc Mox/flox Salina Salina
Cre Pomc flox/flox N-POMC®Y® N-POMC®%S, g
flox/flox Met met
Cre Pomc N-POMC N-POMC™™ " 1.08
Cre Pomc flox/flox N-POMC>® N-POMC®®"; g

* sem adminstracdo de Tmx

3.4 Quantificacdo do ACTH plasmatico

ApoOs a eutanasia dos animais o sangue coletado, aproximadamente 200 ul, foi
armazenado em tubos de ensaio contendo EDTA. Apoés transferéncia para microtubos, o
sangue foi centrifugado (10 min; 10000 rpm a 4° C), o sobrenadante (plasma) retirado e
estocado a - 80°C. Para quantificacdo do ACTH plasmético, foram utilizadas placas de
ELISA de ensaios Multiplex especificos para camundongo (ACTH; Cat #: MBNMAG-41K;
Milliplex assay Multiplex; Merck/Millipore, Germany). Os ensaios foram realizados na forma
de prestacdo de servigcos pela Divisdo de Laboratério Central do Hospital das Clinicas —

LIMOS.

3.5 Andlise metabdlica através do Oxymax/ Comprehensive Lab Animal Monitoring
System (CLAMS)

Os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas chamada de CLAMS
pertencentes ao laboratério do Prof. José Donato Junior do Departamento de Fisiologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBI). Foram analisados o consumo de O, (VOy), a relacéo
de troca respiratéria e a ingestdo de agua detectada por sensores infravermelhos. Apés 3

dias de adaptacdo dentro do CLAMS, os parametros metabdlicos de cada animal foram
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ajustados com relacdo ao peso de cada animal e avaliado. Os animais permaneceram nas
gaiolas por 5 dias, portanto os resultados apresentados foram a meédia desse periodo.

flox/flox

Foram avaliados no CLAMS 4 animais controle (Pomc ) e 4 animais silenciados com o

tamoxifeno (Cre Pomc "/x).

3.6 Anélise do peso corpoéreo e ingestdo alimentar
A avaliacdo do consumo alimentar bem como do peso corporeo foi realizada 3 vezes
por semana. Iniciamos pesagem aproximadamente com 60 dias de vida até a eutanasia dos

animais.

3.7 Andlises morfoldgicas e reconstrucao anatébmica da Glandula Adrenal

As analises morfolégicas das glandulas suprarrenais foram realizadas através de
cortes histolégicos corados com Hematoxilina (1159380025- Merck., Darmstadt, Alemanha)
e Eosina de Putt (1159350025- Merck., Darmstadt, Alemanha) (HE). As glandulas esquerdas
foram retiradas e fixadas em paraformaldeido 4% por até 12h e apds esse periodo foram
lavadas com tampdo PBSA mais sacarose 6%, para retirada do fixador, e mantidas
“overnight” nessa solugao. A desidratacao foi realizada por concentragdes crescentes de
alcoois e em seguida as glandulas foram diafanizadas em xilol e seguida a inclusdo em
parafina. Foram realizados cortes histolégicos seriados de 10 ym de espessura em
micrétomo convencional e montados sobre laminas gelatinizadas. Apdés processo de
desparafinizacdo a 60°C e reidratagdo em alcool e dgua, os cortes foram corados com HE e
montados com laminula e Entellan (Merck., Darmstadt, Alemanha). A morfologia das células
e das zonas que compdem o cortex adrenal foi analisada em microscoépio de luz com a ajuda
de uma objetiva graduada de 1 mm e através do software de imagem Neurolucida e
Neurolucida Explorer (MBF Bioscience., Williston, VT 05495 EUA). Foram feitas medidas da

area do cértex e a medula adrenal. As medidas foram feitas através da marcacdo do
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contorno da éarea total do coértex e da medula, a cada 5 secc¢bes, do inicio ao final da
glandula adrenal que foram coradas com HE. Essas analises foram feitas as cegas, e 0s
tratamentos e controles decodificados posteriormente. Os dados obtidos da medida da area
total de cada glandula permitiram a reconstrucao anatdomica em 3D realizado pelo Software

Neurolucida®, e o célculo do volume total da glandula analisada pelo Neurolucida Explorer®.

3.8 Andlise funcional através da coloracdo ORO — OIL RED O

AplOs a eutanasia dos animais, a glandula direita foi recolhida e imediatamente
congelada em gelo seco. Os tecidos foram armazenados a -80° C e os 6rgdos incorporados
em O.C.T (Optimal Cutting Temperature- Tissue-Puls®., Fisher HealthCare, EUA)
diretamente sobre o molde de criostato. Os cortes foram realizados em criostato a 7 um de
espessura e montado sobre laminas silanizadas. Foi utilizado 1ml de Oil Red O (Sigma
Aldrich— 00625-25G, MO, EUA) a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida o
material lavado em &gua destilada, contra corado com hematoxilina e evidenciado em
carbonato de litio. As laminas foram lavadas durante 12 min com agua corrente e montadas
com PBSA e glicerol 20%. As imagens foram quantificadas utilizando um Software Imagej®

de acordo com o protocolo utilizado por MEHLEM et al., 2013.

3.9 Andlises da expressao da proteina PCNA

Apoés a eutanasia dos animais a glandula direita foi retirada e incluida em O.C.T
(Optimal Cutting Temperature- Tissue-Puls®., Fisher HealthCare, EUA) e congeladas a -
80°C. Foram realizados cortes histologicos a 7 ym de espessura em criostato na
temperatura de -21°C e reagfes de imunofluorescéncia com o anticorpo para proteina PCNA
(Abcam). Apos resfriamento os cortes ficaram em temperatura ambiente “overnight” e foram
armazenados a -80°C. Os cortes foram fixados com paraformoldeido 4% a temperatura

ambiente por 2 horas. Em seguida, as laminas foram lavadas com PBSA feito a recuperagéo
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antigénica com Tampéao de Citrico em pH 6, em 2 banhos de 5 minutos no micro-ondas, e
esfriou por 30 minutos. O blogqueio da peroxidase enddgena foi feito com 50% de Alcool
Metilico e 50% de Peroxido de Hidrogénio, em seguida as laminas foram lavadas e levadas
para uma cuba horizontal. O bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado utilizando 10% de
soro de cavalo diluido em PBSA por 1 hora, seguido de lavagem com PBSA. Os cortes
foram incubados overnight com o anticorpo primario diluido 1:50 ,Triton-100X a 1% e soro de
cavalo 5%. As reacdes de imunohistoquimica foram feitas com o anticorpo anti-PCNA
(Abcam- Ab 2426). Apos lavagem com tampédo PBSA, as laminas foram incubadas por 2
horas com o anticorpo secundario Anti-rabbit (Kit Vector — PK- 6101) diluido 1:100, seguido
de lavagens com PBSA. Para o complexo AB foi utilizado o mesmo Kit da Vector Anti-rabbit
diluido 1:100. Em seguida relevado em DAB, contra-corado com Hematoxilina, o nucleo
evidenciado com carbonato de litio e depois foi passado pela bateria de montagem. Como
controle da reacgéo alguns cortes nédo foram incubados com o anticorpo primario. As analises
foram realizadas em microscopio (Nikon® Eclipse 80i), utilizando um Software chamado de
Microlucida® e os resultados apresentados em fotomicrografias representativas das

reacoes.

3.10 Analises estatisticas

A analise estatistica foi realizada através do programa GraphPad Prism® para analise

de variancia (ANOVA), ou Teste t quando cabivel, para p< 0.05.
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4 RESULTADOS
4.1 Caracterizacdo dos animais utilizados
4.1.1 Analise do silenciamento da Pomc

Resultados ainda ndo publicados da obtencdo das linhagens de camundongos
geneticamente modificados foram confirmados através da analise do DNA gendmico por
reacdo de PCR. Resultado ainda ndo publicado da caracterizacdo desses animais foi
realizada pela andlise da hipofise quanto a expresséo das proteinas Pomc e $-endorfina, um
dos seus subprodutos, por reacdo de imunofluorescéncia, que apresentaram niveis
reduzidos devido a administracdo do tamoxifeno (Tmx). No presente trabalho utilizamos a
analise da concentracdo do ACTH plasméatico nos animais obtidos para comprovar se houve

o bloqueio do eixo HPA através do silenciamento do gene da Pomc, apds administracdo do

Flox/Flox Flox/Flox

Tmx em animais Cre Pomc , em relacdo aos animais controle, animais Pomc

(Figura 6).

flox/flox flox/flox

A administragdo de Tmx em animais CrePomc (CrePomc +Tmx), apresentou

uma diminuicao significante (p<0.0001) do ACTH plasmatico em relacdo ao animal controle

flox/flox

Pomc , 0 que mostra uma inibicdo parcial do eixo HPA. Em média os animais
Pomc"®°% apresentaram 110.7 + 26.0 pg/mL de ACTH plasmatico enquanto os animais
CrePomc™/™+Tmx 43.4 + 19.6 pg/mL, portanto uma diminuicdo de 60,8%. A diminui¢do do

ACTH no plasma sugere uma diminuicdo dos demais fatores do processamento da POMC,
gue inclui o peptideo N-terminal da Pomc. As médias das concentracbes do ACTH
plasmatico de ambos os tipos de camundongos foram consideradas para a inclusdo dos

animais nos resultados experimentais.
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Figura 6- Andlise da concentracdo plasmética do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) no plasma dos animais
Pomc™™™* e 0s Cre Pomc™/"* tratados com tamoxifeno (Tmx). Teste t de Student; ****p:<0.0001; N=24-12.

4.1.2 Analise do gasto energético, coeficiente respiratorio e consumo de agua.
Como parte da caracterizacdo dos animais foram realizadas avaliagbes do gasto

energético, do coeficiente respiratério e do consumo de agua dos camundongos Cre

flox/flox

Pomc tratados com Tmx, em relacdo ao animal controle Pomc™"* Na figura 7A

observamos uma reducao significante (p=0.0222) do consumo de O, (VO2), portanto do
gasto energético, no camundongo Cre Pomc "™/ durante o dia, & noite e depois de 24
horas. Além disso, a analise do gasto energético ao longo de 5 dias (Figura 7B), mostrou

flox/flox

diferencas ao longo do tempo entre os camundongos CrePomc (linha em vermelho),

cujo eixo HPA foi inibido, e os camundongos controle Pomc oo

(linha em cor preta). Em
relacdo ao coeficiente respiratorio, isto €, a relacdo entre VCO2/VO2 (Figura 8) e consumo

de agua (Figura 9), ndo houve diferencas significantes entre os animais analisados.
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Figura 7- Analise do gasto energético (VO2) durante o dia, noite e 24 horas (A), e no decorrer dos 5 dias (B),

dos animais controle (Pomc "' representados em preto e Cre Pomc
em vermelho. N=4. * p=0.0222
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Figura 8- Andlise do coeficiente respiratério durante o dia, a noite e 24 horas, dos animais Controle (Pomc

floxlflox) e Cre Pomc flox/flox + Tmx. N=4.
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Figura 9- Analise do consumo de agua durante o dia, a noite e 24horas, dos animais Controle (Pomc e

Cre Pomc "™ + Tmx. N=4.

4.1.3 Analise daingestao de alimentos e peso corporeo

A analise da ingestao de alimentos (Figura 10A) e do peso dos animais (Figura 10B)

ao longo de 40 dias apés a administracdo do Tmx nos camundongos CrePomc Mx/fiox

mostrou um aumento significante (p<0.05) de ambos os parametros, em relacdo ao animal

controle Pomc™ " Apés os 40 dias de inibicio do eixo HPA houve um aumento de 114.3%

flox/flox

na ingestdo de alimentos e de 121.2% no peso dos animais CrePomc em relacdo aos

animais controle Pomg"®/iox,
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Figura 10 - Andlise de a ingestdo alimentar (A) e do peso basal (B) dos animais controle (Pomc ") e Cre
Pomc "™ + Tmx. N=9-15.

4.1.4- Analise Morfolégica
Analise da morfologia da glandula suprarrenal e a reconstrucao anatémica

Na figura 11 estdo apresentadas as glandulas adrenais dos animais Pomc'®/1°* (A e
B) e dos animais CrePomc'™* +Tmx (C e D), quanto & morfologia e reconstrucdo
anatbmica. A analise microscépica mostrou que as glandulas dos animais

CrePomc™™+Tmx (Figura 11C) apresentaram reducdo do tamanho, o que estd menos

evidente apds a reconstrugdo anatémica (Figura 11D).
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Figura 11- Fotomicrografia representativa das glandulas suprarrenais coradas com HE (A-B) e a reconstrucao

em 3D (B e D) respectivamente dos animais controle Pomc""* (A e B) e dos Cre Pomc"™* + Tmx (C e D).
M= Medula e C= Cortex.

A quantificacdo da area e do volume total das glandulas levou em conta somente

aqueles camundongos Pomc'™™* e CrePomc"™™ que apresentaram a concentracéo

plasmatica de ACTH dentro da média estabelecida anteriormente, 110.7 + 26.0 pg/mL e 43.4
+ 19.6 pg/mL, respectivamente. Portanto, os resultados da quantificacdo da area cortex
(um? e do volume total da glandula (um®) foram relativos & concentracdo do ACTH

plasmatica dos animais analisados (Figura 12A e 12B). Esses resultados mostraram uma

diminuicdo significativa da éarea (p=0.0309) e do volume (p=0.0313) da glandula, em

concordancia com a analise morfolégica (Figura 11).

40



&~
o
A —
X
NE 050 p=0.0309
S 1 |
< °
g 200+
0
(&)
'8 150+ o
I
1004
<
-~ [ ]
- 50+
E .
2 0 T ——
— SF SF
T & &
5 R® R®
< <O ]
o({\ oé\
Q &
O\
g
B —
X
(32] —_
E 50 p=0.0313
N
© -
§ 40 °
)
e 30
% — ——
> 20+
- °
g :I.O'I
2 l
r 0 ' N
~ O O
A\ N\
2 s\\o+ s\\oﬂr
< <)
06\ O(Q
Q 8
&

Figura 12- Andlise da area do cortex (A) e do volume total (B) da glandula adrenal nos animais: controle
(Pomc™™* e os animais Cre Pomc™"*+ Tmx. (teste t de Student), N=3
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4.1.5 Analise funcional por coloracao em Oil Red O

O estado funcional da glandula adrenal foi avaliado pela intensidade e distribuicdo da
coloracdo em vermelho das goticulas lipidicas no cortex adrenal. Conforme esperado a
medula ndo apresentou coloracdo, enquanto que no cOrtex adrenal observou-se uma
distribuic&o uniforme ao longo de todo o cértex adrenal dos animais Pomc"®/"* (Figura 13 A-
B) em comparacdo ao camundongo Cre Pomc ""*+Tmx (Figura 13 C-D). A quantificacdo
da coloracdo do Oil Red através do sistema ImageJ (Figura 14) mostrou uma reducao
significante (p=0.0372) da coloracdo nos camundongos Pomc ""*+Tmx, o que sugere uma

diminuicdo da capacidade de producéo/secrecdo dos esteroides nesses animais, em

comparac&o com o controle, animais Pomc""x.

Pomctioxtiox

Cre Pomc?oxiox

Figura 13- Fotomicrografia representativa das glandulas suprarrenais dos animais (A-B) Pomc™oFox (Controle)

e os Cre Pomc ™ + Tmx, (C-D), observamos a marcagdo de goticulas lipidicas por Oil Red (ORO). M=
Medula; ZF= Zona Fasciculada; ZG= Zona Glomerulosa; C= Capsula.
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Figura 14- Quantificagdo das goticulas lipidicas coradas com Oil red O na adrenal nos animais Pomc"o/Fex

(Controle) e os Cre Pomc™ ™™ + Tmx. * p=0.0372 (teste t de Student). N=6-7.

4.1.6 Analise da capacidade proliferativa

Para determinar se ha alteracdo da capacidade proliferativa do cortex adrenal em
animais CrePomc"™"*+Tmx analisamos a proteina PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo
celular) por imunohistoquimica (Figura 15). O cértex adrenal de camundongos Pomc™®/ox
(Figura 15 A) apresentou um numero maior de nucleos marcados concentrado nas células

floxflox 4 Tmx (Figura

da subcapsula e na zona glomerulosa, do que os camundongos CrePomc
15 B). Como controle positivo, utilizamos cortes de intestino, que esta apresentado no
inserto C da Figura 15 A, enquanto o inserto D na Figura 15 B representa o controle negativo
da reacdo para PCNA de corte de intestino. Esses resultados mostraram que apés

silenciamento do gene da Pomc o cértex adrenal apresentou uma reducao das células em

proliferacao.
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Figura 15- Reacdo de imunohistoquimica para andlise da expressao da proteina PCNA no cortex da
suprarrenal de camundongos (A) Pomc ™ e (B) Cre Pomc™ ™ + Tmx. (C) Inserto de corte de intestino
(controle positivo) e (D) inserto de corte de intestino sem o anticorpo primario (controle negativo). ZF= Zona
Fasciculada; ZG= Zona Glomerulosa; C= Capsula.

4.2 O tratamento com os peptideos sintéticos N-terminal da POMC1-28

4.2.1 Analise do ACTH plasmaético e da producédo de corticosterona

A Figura 16 mostra os resultados da andlise da concentracdo do ACTH plasmatico
dos animais CrePomc+Tmx apds tratamentos com os diferentes peptideos N-terminal da
Pomc (N-Pomc Cys, Met e Ser), enquanto a Figura 17 mostra a produgéo da corticosterona
apos esses tratamentos. Em comparacdo com o animal tratado somente com salina
observamos um aumento significante (p< 0.05) da concentracdo do ACTH somente nos

camundongos tratados com o peptideo peptideos N-Pomc®®

, apesar da grande variagdo
observada entre os animais (Figura 16). Com relacdo a producdo de corticosterona, ambos
os peptideos N-Pomc®* e N-Pomc™® aumentaram de maneira significante, respectivamente,

p= 0.043 e p= 0.0076, a produgédo da corticosterona plasmatica (Figura 17). Nao foram

realizados experimentos com o peptideo N-Pomc®®".
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Figura 16- Analise da concentracdo plasmatica do ACTH nos animais CrePomc M tratados com salina e

com os peptideos, N-POMC®®, N-POMC"*' e N-POMC®*'. Teste ANOVA (*p<0,05). N= 4-10.
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Figura 17- Andlise da concentracdo plasmética da corticosterona nos animais CrePomcHo¥Fox

salina e com os peptideos, N-POMC®*, N-POMC"*' e N-POMC®*". * p= 0.043 e ** p= 0.0076. N=6-3.

tratados com
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4.2.2 Analise Morfoldgica
A analise dos cortes histolégicos corados com HE (Figura 18 A, C, E e G), a
reconstrucdo anatébmica (Figura 18 B, D, F e H) e a quantificacdo do volume total das

flox/flox

glandulas adrenais (Figura 19) em camundongos CrePomc tratados com salina (Figura

flox/flox

18 A-B) e camundongos CrePomc tratados com os peptideos sintéticos 1-28 N-
POMC®”* (N-PCys, Figura 18 C-D), N-POMCM®* (N-PMet, Figura 18 E-F) e N-POMC®*" (N-
PSer, Figura 18 G-H) mostrou um aumento do tamanho das adrenais apos tratamento. No

entanto, a quantificacdo do volume total ndo foi significante para nenhum dos tratamentos

utilizados quando comparados com os camundongos tratados com salina.
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Cre Pomcfoxiox + N POMC ©rs Cre Pomcfioxiox

Cre Pomcfioxfiox + N POMC et

Cre Pomcfiovfiox + N POMCSer

Figura 18- Fotomicrografia representativa das glandulas suprarrenais coradas com HE e a reconstru¢do em 3D
respectivamente dos animais Cre Pomc"™" tratados com salina (A-B), e tratados com os peptideos sintéticos
1-28 N POMC®® (C-D), N-POMC"® (E-F) e N-POMC®* (G-H). M= Medula e C= Cértex.
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Figura 19- Analise do volume total do cortex adrenal dos camundongos CrePomc"®"* tratados com salina

(Salina) e tratados com N-POMC®”* (N-PCys), N-POMC"®" (N-PMet) e N-POMC®*" (N-PSer). N=3-2.

4.2.3 Analise funcional por coloracdo em Oil Red O

A anélise das glandulas dos animais tratados com os peptideos N POMC®® (Figura
20 C-D), N-POMCM® (Figura 20 E-F) e N-POMC>®" (Figura 20 G-H) ndo apresentou alteracéo
na redistribuicdo nem na quantidade de goticulas lipidicas em relacdo as glandulas dos

floxlfiox tratados com salina (Figura 20 A-B). De fato, a quantificacéo do Oil

animais CrePomc
Red utilizando o sistema Imaged (Figura 21) confirmou que ndo houve diferencas

significantes entre os grupos analisados.
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Cre Pomcfioxifiox + N POMCSer

Figura 20- Fotomicrografia representativa das glandulas suprarrenais dos animais (A-B) Cre Pomc™o/Fex

tratados com salina e com os peptideos, N POMC"?® @® (C-D), N-POMC**®" (E-F) e N-POMC*?***" (G-H), a
coloragdo das goticulas lipidicas por Oil Red (ORO). M= Medula; ZF= Zona Fasciculada e ZG= Zona

Glomerulosa.

49



3.5x10%4

v
| |
3.0x10% ol v
3 . ] La v
G .
) N
8 2.5x10
o N '. Egm " N
®
—x
2.0x10%4 A YyV
A
1.5x108 r
&? © tb‘x\ o2
,\51' '\ﬂ' '\rl'
Ry Y Y
\4 Q <
A\ AN S

Figura 21- Quantificacdo da coloracdo por Oil red O (ORO) das goticulas lipidicas no cortex adrenal nos
animais Cre Pomc™™°* tratados com salina e tradados com os peptideos, N POMC"?® %° N-POMC**M*' ¢ N-
POMC"** N = 9-6

4.2.4 Analise da proteina PCNA por imunohistoquimica
A avaliacdo da capacidade proliferativa do cortex adrenal, através da analise por

1fo*+Tmx tratados com os

imunohistoquimica da proteina PCNA, dos animais CrePomc
peptideos (Figura 22) mostrou que os peptideos de N-POMC®* (Figura 22 B), N-POMCM*!
(Figura 22 C) induziram um aumento de nucleos PCNA-positivos em relacdo aos animais
tratados somente com salina (Figura 22 A) e animais tradados com o peptideo N-POMC>*
(Figura 22 D). A marcacédo positiva para a proteina PCNA foi observada concentrada nas

células da subcapsula e na zona glomerulosa. Esses resultados sugerem que os peptideos

N-POMC®* e N-POMCM® podem estimular a proliferacdo do cértex adrenal.
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Figura 22- Reacdo de imunohistoquimica para andlise da expressdo da proteina PCNA no cortex da
suprarrenal de camundongos (A) Cre Pomc " tratados com salina e com os peptideos N-POMC®® (B), N-
POMCM" (C) e N-POMC®® (D). Os insertos s&o 0s respectivos controles negativos da reacdo. ZF= Zona
Fasciculada; ZG= Zona Glomerulosa e C= Céapsula.
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5 DISCUSSAO

floxfflox  sjlenciado com o

Nesse estudo apresentamos o modelo animal CrePomc
Tamoxifeno para o gene Pomc de maneira induzivel. Esses animais séo diferente de outros
modelos descritos na literatura que utilizaram animais knockout para o gene Pomc (KRUDE
et al.,, 1998; YASWEN et al., 1999; CHALLIS et al., 2004; COLL et al., 2006). Os animais
knockout apresentaram importantes alteracdes como insuficiéncia adrenal severa, além de
gue a maioria desses animais morre ao nascer, o que tornou o modelo inviavel para estudo.

flox/flox

O modelo animal CrePomc tem vantagens por nédo apresentar as mesmas limitagbes e
por ser induzivel ao silenciamento do gene Pomc em diferentes fases do desenvolvimento,
como na fase adulta, que apresenta as glandulas adrenais formadas o que permite analises
funcionais e metabdlicas.

A proopiomelanocortina (POMC) desempenha um papel essencial na funcéo
metabdlica. Conforme descrito por Yaswen e colaboradores (1999), o silenciamento do gene
Pomc em camundongos causa disfungbes como obesidade, sugerindo que as vias POMC
enddgenas sdo essenciais para a regulacdo do equilibrio energético. A POMC apés
processamento resulta em peptideos menores, dentre eles o ACTH. O ACTH uma vez
clivado no lobo intermediario da hipofise resulta no a-MSH (horménio estimulante de
melandécito do tipo alfa) que esta envolvido diretamente com a regulacdo da ingestdo de

flox/flox

alimentos. Nossos resultados da caracterizagdo dos animais CrePomc silenciado com o

Tamoxifeno mostraram reducao das concentracdes do ACTH plasmatico. Esses resultados

sugerem que o silencimento do gene da Pomc, foi eficiente para diminuir o ACTH plasmatico

flox/flox

nesses animais (CrePomc ) e consequentemente dos demais peptideos do

processamento da Pomc. Estudos com o modelo animal POMC-null (YASWEN et al., 1999),
mostrou uma reducéo total da concentracdo do ACTH plasmatico, enquanto que diferente do

nosso modelo (Cre Pomcflox/flox

) apresentou uma reducédo de aproximadamente 60%. No
entanto, essa diminuigdo permitiu o estudo desses animais por um periodo de tempo maior,
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pois a reducao total da concentracdo do ACTH plasmatico resulta em insuficiéncia adrenal e
baixa taxa de natalidade, como foi descrito anteriormente.

Observamos nos animais Cre Pomc"/"**

alteracbes metabolicas, como aumento do
peso corpéreo, da ingestdo de alimentos, além da reducdo do gasto energético. Animais
knockout Pomc tecido-especifico mostraram obesidade associada a hiperfagia, diminuicdo
da taxa metabdlica e auséncia de glicocorticoides circulante (SMART et al., 2006). Outro
estudo confirmou os efeitos da deficiéncia da POMC com animais apresentando aumento do
peso corporal e da massa gorda, além disso, reducdo da taxa metabdlica que contribuiu
para um fenétipo obeso em animais knockout para a Pomc (CHALLIS et al., 2004). Portanto,
uma interrup¢éo na funcdo POMC na hipofise poderia ter um impacto secundario no balancgo
energético através de niveis hormonais reduzidos de glicocorticoides, que por sua vez
regulam o metabolismo, distribuicdo de gordura, e o desenvolvimento da obesidade
(DALLMAN et al., 2003).

Ainda no nosso modelo, o silenciamento do gene da Pomc promoveu uma reduc¢ao da
area do cértex adrenal e do volume total da glandula dos animais Cre Pomc"™* Esses
resultados corroboram os dados obtidos utilizando os animais Pomc knockout, animais
hipofisectomizados e animais cuja dexametasona foi administrada para inibicdo do eixo HPA
(COLL et al., 2006; TORRES et al., 2007; MENDONCA et al., 2011).

A andlise do estado funcional da glandula suprrarenal através da coloracdo com Oil
Red mostrou uma reducdo significante das goticulas lipidicas e uma diferenca na sua
distribuicdo no cértex adrenal de animais Cre Pomc™"* Devido a reducdo do ACTH
plasmatico, esse era uma resultado esperado, uma vez que o ACTH é o principal horménio
regulador da esteroidogenese adrenocortical (PEDERSEN; BROWNIE, 1980; SCHIMMER,
1980).

A proliferacdo celular no cortex adrenal ocorre para manutencdo e ou renovagao das
células e como resposta a varios e especificos estimulos fisiolégicos (WOOD et al., 2013).
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Apesar de anteriormente existirem diversas teorias sobre como ocorre a renovagao celular e
a morte das células que compdem o cortex adrenal, atualmente a hipotese mais aceita € que
as células menos diferenciadas estdo localizadas tanto na capsula quanto na regido
subcapsular e até mesmo entre as células que compdem a zona Gomerulosa no cortex da
glandula (MORLEY et al., 1996; WOOD; HAMMER, 2011). As analises realizadas utilizando
o marcador de proliferacdo, a proteina PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo celular),
mostraram uma reducdo de nucleos positivos para PCNA na Zona Glomerulosa e

flox/flox

subcapsular no cortex adrenal nos animais CrePomc E necessario o equilibrio
adequado da proliferacdo e diferenciacdo de células progenitoras, e alteracbes nos
mecanismos que regulam a diferenciacdo, a proliferacdo e a renovacdo das células
progenitoras pode resultar em insuficiéncia adrenal (LERARIO et al.,, 2017). Nossos
resultados indicam que houve uma diminuicdo de células em proliferacdo no cértex dos

animais (C rePomcox/flox

) silenciados para o gene da Pomc, possivelmente devido a falta de
estimulos e manutencéo da glandula através do ACTH e N-POMCs. Estudos do nosso grupo
mostraram que animais hipofisectomizados tratados com bromodioxiuridina (BrdU)
apresentaram uma reducdo significante dos nucleos positivos para BrdU em concordancia
com nossos resultados (TORRES et al., 2007). A homeostase do coértex adrenal é
responsavel pela manutencdo das diferentes zonas do cortex adrenal que ocorre através do
equilibrio entre proliferacdo e diferenciacdo celular centripeta e continua das células
troncos/progenitoras que residem principalmente na zona glomerulosa e na regido
subcapsular (XING et al.,, 2015). Em resumo, os dados sugerem que a diminuicdo dos
peptideos derivados da POMC resulta na perda da homeostase do cértex adrenal,
principalmente nas zonas mais externas do cortex adrenal.

O tratamento dos animais silenciados para a Pomc com o peptideo 1-28 N-POMC®®,

cujas caracteristicas foram descritas anteriormente, induziu, o aumento do ACTH

plasmatico. Esses resultados sugerem que o peptideo N-POMC®® foi capaz de estimular a
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producdo do ACTH pela adenohipéfise ou a producéo de CRH pelos nucleos hipotalamicos,
por mecanismos ainda ndo descritos. Por outro lado, tanto o peptideo 1-28 N-POMC®s
quanto o peptideo 1-28N-POMCM® induziram a producdo de corticosterona pelas glandulas

dos animais CrePomc"”/1%

sugerindo uma acdo desses peptideos na esteroidogénese
adrenal. Estudos in vitro mostraram que os dois peptideos, 1-80 N-POMC e 1-76 N-POMC,
apresentaram aumento da esteroidegénese de células em cultura primaria de adrenal de
ratos (CATHIARD et al., 1985; AL-DUJAILI et al., 1981). Outras evidéncias mostram que
diferentes fragmentos dos peptideos N-POMC, apesar de apresentarem uma acao
esteroidogénica fraca, podem modular a acao esteroidogénica do ACTH (ESTIVARIZ et al.,
1982; LOWRY., 1983, 1984; FASSNACHT et al., 2003). Outro estudo mostrou que além do
ACTH, o peptideo 1-77 N-POMC pode desempenhar um papel na esteroidogénese adrenal
e no crescimento de adrenais antes do nascimento (ROSS et al., 2000). Entretanto a andlise
funcional por analise da concentracao e distribuicdo das goticulas lipidicas por Oil Red néo
apresentou diferencas ap0s tratamentos com os peptideos utilizados.

O peptideo 1-28 N-POMC®*® com as de pontes dissulfeto entre as cisteinas Cys-2-
Cys-24 e Cys-8-Cys-20 além de estimular a esteroidogénese foi suficiente para aumentar a
capacidade proliferativa do cértex adrenal. No entanto, o peptideo 1-28 N-POMCM®, cujas
cisteinas foram substituidas pelas metioninas como uma estratégia para prevenir as pontes
dissulfeto, de forma ndo esperada apresentou atividade bioldgica. Esses resultados estdo de
acordo com o0 observado em resultados anteriores utilizando animais tratados com
dexametasona e incorporacdo de BrdU e tratamentos com os peptideos N-POMC®® e N-
POMCM®" (MENDONCA et al., 2011). No conjunto, esses resultados questionam sobre a
conformacao do peptideo N-POMC endogeno e a necessidade das pontes dissulfeto.

Os resultados da andlise da acdo dos peptideos N POMC®®, N-POMC™®' e N-
POMC®®" na morfologia do cértex adrenal na reconstrucdo em 3D nao apresentaram

alteracdes significantes. Esses resultados estdo de acordo com COLL (2006) cuja
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administracdo do peptideo 1-28 N-POMC nédo apresentou mudancas morfolégicas
macroscopicas na adrenal. No entanto, LOWRY et al., (1983) observou que o peptideo 1-28
N-POMC tem capacidade mitogénica no cortex adrenal in vivo, bem como outros resultados
do nosso grupo (TORRES et al., 2010; MENDONCGCA et al., 2011). Além disso, resultados in
vitro mostraram que o tratamento com 1-28 N-POMC promoveu a ativagdo de ERK1/ 2 em
culturas primérias de células adrenocorticais de ratos (MATTOS et al., 2011). Portanto, os
resultados apresentados sugerem que os peptideos N POMCY? ©¥* ¢ N-POMCY? M tem

acao proliferativa no cortex adrenal que estdo de acordo com estudos anteriores.
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CONCLUSAO

Os camundongos Cre Pomc"®/1ox

silenciados para a Pomc com o Tamoxifeno
apresentaram uma diminuicdo do ACTH plasmatico, aumento de peso, consumo
alimentar e diminuicAo no gasto energético, portanto alteracbes metabdlicas e
fisiologicas.

O silenciamento do gene da Pomc resultou na reducdo na area e volume gandula
adrenal, além de, uma diminuicdo da capacidade de producdo/secrecdo dos
esteroides e reducdo do numero de células em proliferacdo no cértex adrenal.

A andlise do efeito biolégico dos peptideos N-POMC®*® e de N POMCM® mostrou que
ambos regularam a funcdo esteroidogénica da adrenal, enquanto o peptideo N-
POMC®* estimulou a producdo de ACTH, por mecanismos ainda n&o descritos.

Os peptideos N-POMC®® e N POMCM® apresentaram efeito mitogénico e de

proliferacdo nas zonas mais externas do cértex adrenal, sugerindo uma acao desses

peptideos na manutencéo do cértex adrenal.
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