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Epigrafe

“No caminho para o crescimento, o
estimulo da vontade é uma chave que da

acesso as janelas do conhecimento.”



Resumo

Menezes, F. Importancia do receptor do horménio do crescimento no
transporte de GH para o sistema nervoso central. 2022. 118 f. Dissertacao
(Mestrado em Tecnologia Nuclear) — Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares, IPEN — CNEN/SP. S&o Paulo.

O horménio do crescimento (GH) apresenta uma série de acdes
sistémicas, além de atuar diretamente no sistema nervoso central (SNC). O
mecanismo pelo qual esse e outros hormonios proteicos entram no SNC a partir da
circulacdo ainda ndo € bem compreendido. A resposta a essa questdo se torna
mais desafiadora considerando que o GH possui peso molecular relativamente alto
(22 kDa), o que pelos conhecimentos atuais inviabilizaria a sua passagem através
da barreira hematoencefalica (BHE) sem a acdo de um sistema de transporte.
Considerando a alta expresséo do receptor do horménio do crescimento (GHr) no
encéfalo, incluindo estruturas que fazem a interface entre a circulacao sistémica e
0 SNC (plexo coréide e eminéncia mediana, por exemplo), existe a hipotese do GHr
se ligar a esse hormdnio e transporta-lo para o parénquima cerebral ou para o
liguido encefalorraquidiano (LCR). O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a
importancia do GHr para a passagem do GH da circulagéo sistémica para o SNC.
Para isso, estudamos o transporte do Hormonio do Crescimento Porcino (pGH)
marcado com 31| (131]-pGH) para o SNC de camundongos knockout para o gene
do GHr. Inicialmente testamos um modelo de camundongo knockout temporal (Cre-
loxP), que perde a expresséo do receptor na fase adulta, mas ndo houve uma
completa delecdo na regido do cérebro. Optamos entdo, por um modelo de
camundongo knockout global para o GHr (GHTr -/-). Padronizamos a radiomarcacao
do pGH com 31| pelo método da Cloramina T (CLT), com elevado rendimento na
marcacao. Injetamos o radiomarcado nos animais knockout e controle comparando
a cinética da permeacdo do '*I-pGH da circulagéo periférica para o SNC, através
da coleta do cérebro total, hipotalamo, figado e amostras de sangue desses animais
em diferentes tempos de exposi¢do. Como resultado o GH se difundiu em tecidos
do cérebro, como o hipotalamo, sem a limitagdo de um transporte mediado pelo
seu receptor. Contribuindo assim, para compreender um pouco mais sobre a acéo
fisiologica desse hormonio no SNC. Realizamos também um ensaio de imagem

utilizando Tomografia Computadorizada de Emissdo de Féton Unico/ Tomografia



Computadorizada (SPECT-CT), avaliando a distribuicdo no cérebro do GH
marcado desta vez com 23|, Foi demonstrado o grande potencial desta ferramenta
para estudos futuros, apos adequacdes do método, na avaliacdo do, mecanismo
de transporte do GH para o SNC.

Palavras chave: hormonio do crescimento, SNC, barreira hematoencefalica



Abstract

Menezes, F. The importance of the growth hormone receptor in the transport
of GH into the central nervous system. 2002. 118 f. Dissertacdo (Mestrado em
Tecnologia Nuclear) — Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, IPEN —
CNEN/SP. Séo Paulo.

Growth hormone (GH) has a series of systemic actions, in addition to acting
directly on the central nervous system (CNS). The mechanism by which this and
other protein hormones enter the CNS from the circulation is still not well
understood. The answer to this question becomes more challenging considering
that GH has a relatively high molecular weight (22 kDa), which according to current
knowledge would make it impossible for it to pass through the blood-brain barrier
(BBB) without the action of a transport system. Considering the high expression of
the growth hormone receptor (GHr) in the brain, including structures that make the
interface between the systemic circulation and the CNS (choroid plexus and median
eminence, for example), there is a hypothesis that GHr binds to this hormone and
transport it to the brain parenchyma or to the cerebrospinal fluid (CSF). The main
objective of this work was to evaluate the importance of GHr for the passage of GH
from the systemic circulation to the CNS. For this, we studied the transport of
Porcine Growth Hormone (pGH) labeled with 31 (131]-pGH) to the CNS of knockout
mice for the GHr gene. Initially, we tested a temporal knockout mouse model (Cre-
loxP), which loses receptor expression in adulthood, but there was no complete
deletion in the brain region. We then opted for a global knockout mouse model for
GHr (GHr -/-). We standardized pGH radiolabeling with 131 using the Chloramine T
(CLT) method, with high labeling yield. We injected the radiolabel in knockout and
control animals comparing the kinetics of 13I-pGH permeation from the peripheral
circulation to the CNS, by collecting whole brain, hypothalamus, liver and blood
samples from these animals at different exposure times. As a result, GH diffused
into brain tissues, such as the hypothalamus, without the limitation of a receptor-
mediated transport. Thus contributing to understand a little more about the
physiological action of this hormone in the CNS. We also performed an imaging
assay using Single Photon Emission Computed Tomography/Computed
Tomography (SPECT-CT), evaluating the distribution in the brain of GH labeled this
time with 231, The great potential of this tool for future studies was demonstrated,



after adaptations of the method, in the evaluation of the GH transport mechanism to
the CNS.

Keywords: growth hormone, CNS, blood-brain barrier
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1. INTRODUCAO

A passagem de hormdnios da corrente sanguinea para o sistema nervoso
central (SNC) € um campo de estudo promissor para compreender a maneira como o
corpo e o cérebro estdo profundamente integrados (Banks, 2019). As recentes
descobertas sobre a atuacdo do hormaonio do crescimento — growth hormone (GH) na
regulacédo central do metabolismo sugerem que os niveis circulantes de GH podem
representar um sinal que transmite informac6es homeostaticas ao cérebro para
produzir ajustes metabdlicos a fim de promover homeostase energética (Donato et al.,
2021). Além disso, o GH periférico € capaz de atravessar a barreira hematoencefalica
(BHE), interface de comunicacgao entre a microcirculacédo cerebral (periferia composta
por vasos sanguineos) e o parénquima cerebral (regides internas com populacdes de
neurdnios) e exercer agdbes neuroprotetoras, neuroregenerativas, entre outras
(Baltazar-Lara et al., 2022). Ainda assim, a questdo ha muito tempo discutida de como
e por onde ocorre a permeacao do GH para o SNC ainda nédo foi elucidada, o que é
de grande interesse, jA que o conhecimento sobre esse mecanismo de transporte
pode revelar ainda mais respostas sobre a acado desse hormoénio no SNC e contribuir
para a identificacdo das regides envolvidas no percurso de passagem e potenciais
alvos terapéuticos.

A técnica de radiomarcacdo do GH com lodo-131 (*3') desenvolvida por
Greenwood & Hunter (1963) permitiu a realizacdo de estudos de biodistribuicdo do
horm&nio, administrado por injecao, através de equipamentos capazes de detectar a
radiacdo emitida pelo radiois6topo ligado a proteina, revelando dessa forma a sua
localizacdo nos 6rgdos e tecidos. Em 1975, Stern e colaboradores usaram essa
técnica para demonstrar que o GH radiomarcado era capaz de ser absorvido pelo
cérebro quando injetado intraperitonealmente em ratos adultos normais e
hipofisectomizados, evidenciando dessa forma a permeacao do GH através da BHE.
Na época, pelo dogma existente, o peso molecular desse hormdnio (22 kDa)
inviabilizaria a sua entrada no cérebro sem a atuagdo de um sistema de transporte
ativo. Assim, surgiu a hipotese de que o receptor do horménio do crescimento (GHr)

estaria envolvido nesse transporte e através de estudos sobre a localizagdo do GHr



no SNC, foi sugerido que o plexo coroide (CP) seria a regido responsavel pela
passagem do GH pela BHE e assim o GH circulante entraria no parénquima cerebral
(Nyberg & Burman., 1996).

Para avaliar se o influxo sangue-cérebro do GH ocorreria por um
mecanismo de transporte saturavel, ou seja, dependente de receptor, Pan e
colaboradores (2005) realizaram um teste injetando GH radiomarcado em um grupo
de camundongos selvagens e GH radiomarcado com adi¢édo de um excesso de GH
nao marcado em outro grupo. Curiosamente, os resultados mostraram que néo houve
modulacado do influxo. Os autores atribuiram essa difusédo passiva as caracteristicas
fisico-quimicas do horménio, mas as regides envolvidas no percurso de passagem e
a necessidade do GHr para difusdo do GH no parénquima cerebral permaneceram
inconclusivas. Este é o trabalho mais recente que encontramos na literatura com o
objetivo de estudar o mecanismo de transporte do GH para o SNC. Em relacdo aos
mecanismos potenciais para o0 GH permear da circulacdo para o SNC, existe a
especulacdo de que este horménio pode alcancar seus locais responsivos no cérebro
contornando a BHE através da eminéncia mediana (ME) no hipotalamo, regido
conhecida por servir como 6rgao circunventricular (CVO) que permite que o0s
polipeptideos hipotalamicos deixem o cérebro sem romper a BHE e que também torna
possivel que compostos hormonais que ndao cruzam a BHE interajam com circuitos
cerebrais (Ganong, 2000; Hallberg & Nyberg., 2012).

O uso de animais transgénicos contribui significativamente para a
compreensao da participacdo de receptores envolvidos no transporte de hormdnios
para o SNC. Um estudo realizado com a prolactina (PRL), outro horménio hipofisério,
utilizando camundongos knockout global para o receptor de prolactina (PRLr),
demonstrou que o transporte da PRL radiomarcada no cérebro do camundongo é
independente do PRLr. Apesar disso, no teste de saturacéo foi observada modulagéo
do influxo sangue-cérebro, indicando que esse transporte ocorreu por um mecanismo
saturavel, possivelmente através de outro receptor ainda desconhecido (Brown et al.,
2016). A insulina € um hormoénio produzido no pancreas, que a partir da circulacéo &
capaz de atravessar a BHE por um mecanismo de transporte ativo e saturavel para
regular o metabolismo sistémico da glicose e a alimentacdo. Recentemente, em um
estudo utilizando camundongos knockout para o receptor de insulina em células
especializadas da ME, foi demonstrado que a auséncia do receptor nesta regido, mas

nao em vasos endoteliais, comprometeu o acesso da insulina a outras regides do



hipotalamo como o nucleo arqueado (ARC) (Kumar et al.,, 2021). A grelina, um
horménio secretado pelas células endocrinas do trato gastrointestinal que atua no
SNC através do receptor secretagogo do horménio do crescimento (GHSR), é capaz
de extravasar passivamente os capilares fenestrados de CVO’s, como a ME a é&rea
postrema (AP) (Schaeffer et al., 2013; Cabral et al., 2017). Em camundongos knockout
para o0 GHSR, a grelina é capaz de atravessar a ME e o CP, mas em menor grau,
comparado aos animais Wild Type (WT), indicando que a grelina circulante atravessa
a barreira sangue-cérebro através de mecanismos dependentes e independentes do
receptor (Uriarte et al., 2021).

Até agora, nenhum estudo havia sido realizado com animais transgénicos
para avaliar a necessidade do GHr no transporte de GH para o SNC. O estudo
realizado por Pan e colaboradores (2005), utilizando camundongos WT, demonstrou
gue o excesso de GH nao foi capaz de modular o influxo sangue-cérebro, mas a
presenca do receptor no modelo animal utilizado no estudo e a sensibilidade do ensaio
nao foi capaz de avaliar a participacdo do GHr nesse transporte. Portanto, se ha algum
grau de variacdo do influxo sangue-cérebro na auséncia do receptor e se o GHr é
necessario para que o GH possa se difundir no parénquima cerebral e alcancar as
regides mais profundas do cérebro, sdo questdes que permaneceram em aberto.
Sendo assim, nos debrugcamos nesse trabalho para elucidar esse aspecto do
transporte do GH para o SNC e discutimos os impactos e relevancia dos resultados
obtidos. A luz desse conhecimento nos permitird entender um pouco mais sobre a
acao fisiolégica desse hormdnio no SNC, contribuindo com informa¢des como o grau
de alcance que o GH possui ao penetrar nos tecidos do cérebro para atuar
promovendo sinalizacéo e efeitos neuroprotetores.

Nosso grupo de pesquisa possui experiéncia em trabalhos com hormonios
hipofisarios, incluindo a expresséo, purificacdo e caracterizacdo do horménio do
crescimento humano recombinante (rhGH), do seu antagonista (hGH-G120R) e
preparacdo de um padrdo em radioimunoensaio do rhGH, influéncia da iodacédo da
cloramina T (CLT) na atividade biologica e imunologica ou raio molecular deste
horménio, bioensaios e usos em terapia génica (Soares et al., 2000; Soares et al.,
2003; Ribela et al., 1993; Bartoline & Ribela., 1986; Bellini et al., 1998; Peroni et al
.,2012; Menezes et al., 2017). Também houve colaboracdo do nosso grupo em um
estudo sobre a atuacdo do GH no SNC, juntamente com o grupo de pesquisa do nosso

colaborador Dr. José Donato Junior (Furigo et al., 2017) e através desses e outros



estudos decidimos reunir as experiéncias de ambos 0s grupos para elaborar o
presente trabalho, com o objetivo de contribuir com a questdo que permanece em
aberto sobre como e onde ocorre a permeacédo do GH para o SNC. Fizemos isso
realizando a radiomarcacdo do GH e avaliando a presenca do radiomarcado no
hipotalamo e no cérebro total de camundongos selvagens e knockouts para o GHr.
Utilizamos nesse estudo, o hormonio do crescimento porcino (pGH) hipofisario, que
nado se liga ao receptor de prolactina humana, ao contrario do GH humano. O pGH
tem 88,9% de homologia de aminoacidos para o GH de camundongo (mGH) e esta
disponivel comercialmente (0 mesmo ndo ocorre com o mGH), sendo amplamente
utilizado em diversos trabalhos com camundongos, incluindo estudos para avaliar a
atuacdo do GH no SNC (Cahill, et al., 1997; Khodr et al., 2010; Furigo et al.,2019).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Hormoénio do crescimento

O horménio do crescimento (GH) também conhecido como somatotropina,
€ um polipeptideo de cadeia simples de 191 aminoacidos (22 kDa) produzido no
cérebro por células somatotroficas da hipofise anterior (Buchman et al.,, 2018),
liberado na corrente sanguinea através da qual é capaz de alcancar os mais variados
tecidos promovendo multiplos efeitos no corpo (Devesa et al., 2016). Como 0 nome
indica, o GH est& envolvido no crescimento do corpo, mas logo foi observada a sua
ampla atuacdo através da transmissdo de informacdes entre células e 6rgaos, para
controle do desenvolvimento, reproducdo e manutencdo da homeostase metabdlica
(Evans & Long., 1921; Ketterer et al., 1957; Birge et al., 1967).



Figura 1 — Representacdo de um corte sagital do cérebro de um murino identificando
a regidao frontal (bulbo olfatério), occipital (cerebelo) e as regides anatdomicas

envolvidas na regulagéo e secrecdo do GH (hipotdlamo e hipofise).

Cerebelo

Bulbo olfatério

Hipotalamo

Hipofise

Fonte: The rat brain in stereotaxic coordinates by Paxinos & Watson., 2007
(Adaptado).

A secrecdo de GH pela hipdfise é regulada por meio de varios mecanismos
em resposta ao estresse, sono, exercicio e nutricdo. Isso se da por complexas
interacBes homeostaticas, mediadas por influéncias centrais e periféricas (Steyn et al.,
2016). O hipotdlamo, localizado acima da hipoéfise, exerce controle induzindo a
secrecao de GH através do horménio liberador do horménio do crescimento (GHRH)
e inibindo através da somatostatina (STT), pelo eixo hipofise-hipotalamo. A secrecdo
do GH é regulada por uma complexa inter-relacdo entre esses dois peptideos
hipotalamicos secretados em vias independentes e que interagem com secretagogos
adicionais do GH, gerando uma liberagéo pulsétil deste hormoénio (Steyn et al., 2016).
O padréo pulsatil da secrecdo do GH é autorregulado por alcas de feedback negativo
gue atuam na hipofise, onde o GH serve como um fator autécrino/paracrino intra-
hipofisario (Zhou et al., 2004). Além disso, o0 GH presente na circulacdo pode retornar

para o SNC e ser detectado pela hipoéfise, assim como pelo hipotalamo, sinalizando



mudancas nos niveis circulantes de GH e promovendo regulacdo do eixo
somatotropico (Nass et al., 2000a; Nass et al., 2000b). Um dos principais 6rgaos de
atuacdo do GH é o figado, onde estimula a produgcdo do fator de crescimento
semelhante & insulina-l (IGF-1), principal responsavel pela acdo do crescimento
longitudinal. Quando os niveis de IGF-I presente na circulacao estao elevados, ha uma
sinalizacao que resulta em regulacéo através de um mecanismo de feedback negativo
pelo eixo GH-IGF-I (Gahete et al., 2011).

A ingestédo alimentar e a composi¢éo corporal mudam consideravelmente
a secrecdo do GH. Portanto, ndo é surpreendente que um namero de intermediarios
que sdo tradicionalmente vistos como reguladores da ingestdo alimentar e do
equilibrio metabdlico contribuam para essa regulacao (Steyn et al., 2016). A grelina,
um horménio produzido pelo estbmago como parte da resposta a fome, possui acdo
indutora na secrecao do GH, capaz de modular a pulsatilidade da secrecéo de acordo
com as necessidades metabdlicas (Zhao et al., 2010). Os niveis diminuidos de glicose
no sangue também representam um sinal indutor na secrecdo do GH (Roth et al.,
1963). Os acidos graxos livres (AGL) também influenciam a secre¢do do GH, mas
apesar de representarem um sinal de privacdo alimentar, possuem efeito inibidor na
secrecdo do GH, promovendo uma sinalizacdo de feedback negativo, pois os niveis
elevados de GH sdo acompanhados de um aumento nos niveis de AGL na corrente
sanguinea (Winkler et al., 1964; Sharma et al., 2018). Essas evidéncias indicam que
h& um aumento na secrecdo do GH durante situacdes de estresse metabdlico como
a privacao alimentar e a hipoglicemia. A regulacdo da secrecdo do GH é amplamente
modificada pelas necessidades metabdlicas e, portanto, esta sob controle de feedback
de numerosos intermediarios que sinalizam fome, saciedade, acumulo ou desnutricdo
(Steyn et al., 2016).



Figura 2 - Esquema da regulacédo da secrecdo do GH pelo eixo somatotropico sob

influéncia de fatores hormonais e metabdlicos.
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Fonte: Fernandez-Pérez et al., 2013 (adaptado).

Outros agentes metabdlicos estao envolvidos na secre¢do do GH, como a
leptina, um horménio secretado pelos adipdcitos em proporcdo a massa gorda capaz
de inibir o apetite e promover a utilizacdo de energia (Kalra et al., 1999). A queda
induzida pelo jejum na secrecdo de GH em ratos é totalmente prevenida pela
administracdo central de leptina (La Paglia et al., 1998). Em contrapartida, durante os
periodos de excesso, como a obesidade, um aumento nos niveis circulantes de leptina
€ observado juntamente com uma diminuicdo na secrecdo de GH (Molero-Conejo et
al., 2006). Sendo assim, o efeito da leptina na regulacdo da secrecdo do GH esta bem
estabelecido; no entanto, persiste algum debate sobre potenciais a¢cdes inibitérias e
estimuladoras, pois esses efeitos podem depender do estado nutricional. Os efeitos
na regulacéo da secrecédo do GH promovidos pela insulina, que atua estimulando a
absorcdo de glicose pelas células, também podem ser influenciados pelos niveis
nutricionais, atenuando ou facilitando vias de sinalizacdo do GH (Qiu et al., 2017). Isso
justifica mais estudos para a compreensao de como a secre¢do do GH é modulada

pelas mudancas metabdlicas que acontecem no corpo em situagbes de privacao



alimentar, saciedade e excesso. Além de participarem da regulacdo da secrecédo do
GH, a grelina, leptina e insulina participam da regulacdo central do metabolismo
(Nogueiras et al., 2008; Koch et al., 2008). A permeacdo de hormdnios metabdlicos
da corrente sanguinea para o SNC tem sido descrita e ha indicios de que ocorra por
regides estratégicas objetivando uma resposta mais rapida ao cérebro para a
sinalizacao do estado nutricional (Hoyda et al., 2009). Esse mecanismo de transporte
pode fornecer sugestdes sobre a passagem do GH para o cérebro, mediante o
compartilhamento das ag¢des reguladoras da secrecédo do GH e da regulacao central
do metabolismo.

Uma vez na circulacdo, o GH se liga as proteinas de ligacdo ao GH
(GHBPs). Supde-se que os GHBPs tenham dois papéis: um é estabilizar e prevenir a
degradacdo do GH na circulacdo, e o outro € controlar a biodisponibilidade do GH
competindo com o GHr pela ligacdo ao GH (Baumann et al., 1994; Tuggle & Trenkle.,
1996). O GH produzido localmente ou secretado pela hipdéfise atua no aumento do
crescimento e proliferacéo celular. A participacdo do GH no crescimento longitudinal
do corpo acontece principalmente através da sua atuacao no figado, que € um dos
alvos mais caracterizados deste hormonio, pelo estimulo da producao e secre¢éo de
IGF-1, que é o principal responsavel pelo aumento do comprimento 60sseo e massa
muscular (Teran et al., 2016). O IGF-1 também é responsavel pelo efeito indireto do
GH no metabolismo através da inducdo da resisténcia a insulina (Friedrich et al.,
2012). De forma direta, o GH estimula a producdo hepéatica de glicose
preferencialmente através da glicogendlise (quebra de glicogénio em glicose), mas
também através da gliconeogénese (conversdo de aminoacidos e intermediarios do
metabolismo da glicose em glicose) (Nishad et al., 2018). O GH também desempenha
um papel importante no metabolismo lipidico do figado, promovendo a captacéo de
triglicerideos (TG), aumentando a expressado e/ou atividade da lipoproteina lipase
(LPL) e/ou da lipase hepética. Além disso, 0 GH também pode estimular a oxidacao
de acidos graxos hepaticos (Kadowaki et al., 2006). No tecido adiposo, o GH estimula
a lipdlise, especialmente dos depdsitos viscerais e subcutaneos (Freda et al., 2008).
Ao contrario do tecido adiposo, o GH induz a captacao de acidos graxos livres (AGL)
no musculo esquelético pela regulacdo positiva da expressdo da LPL (Khalfallah,
2001), além de induzir o acumulo de lipideos no musculo (Freda et al., 2008). O GH é
um hormonio anabdlico que promove a sintese de proteinas tanto pela diminuicéo da

oxidacdo de aminoacidos quanto pelo aumento da absorcdo de aminoacidos de
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cadeia ramificada pelo musculo esquelético (Moller & Jorgensen, 2009). De forma
geral, o GH desempenha um papel complexo na regulacdo do metabolismo de
carboidratos, lipideos e proteinas; aumenta os niveis circulantes de glicose através do
aumento da producédo enddgena de glicose; estimula a lipélise para aumentar os AGL,
gue por sua vez inibe a oxidacdo da glicose; e prejudica a sensibilidade a insulina
hepatica e periférica, particularmente no muasculo onde a oxidacdo da glicose é
reduzida. O efeito anabdlico do GH nas proteinas é consequéncia da ativacao da
lipdlise e das a¢bes poupadoras de proteinas dos combustiveis lipidicos. A lipolise
induzida por GH nos tecidos viscerais e 0 subsequente aumento de AGL também
interferem nas vias de sinaliza¢éo da insulina. (Nishad et al., 2018; Vijayakumar et al.,
2011; Moller & Jorgensen., 2009).

Além de atuar nos oOrgdos periféricos, parte do GH presente na circulagédo
periférica retorna para o SNC. A atuacdo do GH no SNC é tdo abrangente quanto a
sua atuacao no corpo. Em condi¢des patoldgicas na qual a BHE, estrutura que reveste
o endotélio capilar para impedir a passagem de grandes moléculas para o SNC, é
parcialmente danificada, como trauma no SNC, hipdxia/isquemia, tumor, processos
degenerativos e lesdo medular, o GH é capaz de atravessar a BHE e promover efeito
de regeneracdo neuronal (Hanci et al., 1994; Winkler et al., 2000; Gustafon et al.,
1999). As células responsivas ao GH estéo distribuidas em varias areas do cérebro,
implicadas em fung¢des cognitivas, emocionais, motivacionais e neurovegetativas. As
populacdes mais proeminentes de neurdnios responsivos ao GH estao localizadas em
areas hipotalamicas, incluindo o nucleo arqueado do hipotdlamo (ARC), nucleo
paraventricular (PVN) e nucleo ventromedial (VMN) (Furigo et al., 2017). O GH atua
em varias populagbes neuronais hipotalamicas para modular o metabolismo e a
autorregulacdo da secrecdo de GH por meio de alcas de feedback negativo. No
entanto, poucos estudos haviam investigado se a expressdo do GHr em popula¢cdes
neuronais especificas é necessaria para o controle homeostatico da secrecao de GH
e homeostase energética.

Recentemente, uma série de estudos utilizando modelos animais transgénicos
tém sido realizados, esclarecendo cada vez mais a funcdo do GHr em nucleos
hipotalamicos distintos. O modelo proposto anteriormente, previa que a atuacdo do
GH em neurdnios hipofisiotropicos de somatostatina (STT) era capaz de promover
uma autoregulacao efetiva por meio de feedback negativo (Steyn et al., 2016), mas

um estudo realizado com animais knockout de GHr em neurénios de STT do PVN
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demonstrou que a ablacdo de GHr nesses neurbnios ndo impactou 0S mecanismos
de feedback negativo que controlam a secrecao pulsétil de GH, sendo observado
efeito apenas com a ablagcao simultanea de GHr e IGF1r (Chaves et al., 2022). Em
outro estudo foi observado que a ablacdo do GHr em neurdnios tirosina hidroxilase
(TH) no ARC aumentou marcadamente a secrecéo de pulso de GH e o crescimento
corporal de camundongos, desvendando desta forma um grupo critico e nao
identificado de interneurénios catecolaminérgicos capazes de detectar os niveis
circulantes de GH e usar os neurbnios do hormonio liberador do hormonio do
crescimento (GHRH) como efetores a jusante para regular os efeitos do eixo
somatotropico (Wasinski et al., 2020). A autorregulacéo da secrecao de GH por meio
de alcas de feedback negativo também requer a expressdo de GHr em células
GABAérgicas. Além disso, a ablacdo de GHr em popula¢gdes neuronais GABAérgicas
e glutamatérgicas leva a alteracbes metabdlicas distintas (Dos Santos et al., 2022). O
GH controla a homeostase energética atuando em diferentes nacleos hipotalamicos.
A diminuicdo das adaptacdes hipotalamicas e metabolicas altamente caracteristicas
induzidas pela perda de peso sdo observadas através da ablacdo do GHr em
neurénios da proteina relacionada ao agouti (AgRP) e a atenuacdo da hiperfagia
glucoprivica em neurbnios que expressam proopiomelanocortina (POMC), no ARC
(Furigo et al., 2019a; Quaresma et al., 2019). Além disso, ha indicios de que o GH tem
efeitos tréficos diretos na formacdo de projecdes axonais em neurbnios que
expressam AgRP e POMC (Wasinski et al., 2020). Os neuronios no VMN que
expressam o receptor hipotalamico de leptina (LepR) e fator esteroidogénico 1 (SF1)
respondem diretamente ao GH e a delecdo do GHr nessas células também prejudica
as respostas neuroenddcrinas durante situagdes de estresse metabodlico. Ademais, a
sinalizacdo do GHr nestes neurdnios regula a capacidade de adapta¢éo ao exercicio
aerobio de maneira célula-especifica (Furigo et al., 2019a; Pedroso et al., 2020).
Assim, fica evidente a importancia da expressao do GHr no hipotalamo, colocando
essa regiao em destaque na observacdo dos impactos da delecéo deste receptor no
SNC para avaliar a participacdo do GHr na entrada e difusdo do GH nos tecidos do

cérebro.
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2.2. Radiomarcacao

A técnica de radiomarcacdo do GH com lodo-131 (*31), desenvolvida por
Greenwood & Hunter (1963), consiste na incorporacdo dos atomos de iodo radioativo
pela molécula por substituicdo eletrolitica e envolve a iododeprotonacdo de anéis
aromaticos ricos em elétrons dos residuos de tirosina (Vaidyanathan & Zalutsky.,
2019). O GH possui oito tirosinas na sua composicao (Figura 3). Como o iodo
geralmente esta disponivel como uma solucdo de iodeto de sddio, um agente oxidante
se faz necessario para converter o iodeto de sédio em uma forma eletropositiva. A
cloramina T (CLT), um sal sédico de N-clorotoluenosulfonamida, tem sido amplamente
utilizada como agente oxidante para liberar iodo diatdmico do sédio. O metabissulfito
de sédio (Na2S20s) é usado para deter a reacao, reduzindo o excesso de CLT,
transformando Iz em |- e limitando a danificagdo quimica (Yamada et al., 2000). A
iodacao geralmente é restrita a um atomo de iodo por molécula, pois muitos estudos
mostraram efeitos deletérios na molécula devido a radioiodagcdo. A atividade
especifica do 13| calculada para o GH considerando a substituicdo de um atomo por
molécula é de aproximadamente 5,55 MBqg/ug (Freedlender., 1969). Também foi
demonstrado que a radioiodacdo de até 2,7 4tomos / molécula ndo compromete
significativamente a atividade biolégica e imunolégica do GH (Bartolini & Ribela.,
1986). Outro fator capaz de causar danificacdo na molécula do GH é a oxidacgéo
causada pela CLT, que pode gerar agregados, ou outras formas alteradas do
horménio, como quebra de pontes internas da molécula (Norman & Turter., 1968). O
fato de o Na2S20s ndo ter efeito no grau de agregacdo, mesmo quando usado em
grande excesso, sugere que a CLT € a principal responsavel pela alteracdo do peso
molecular da proteina, mas com relacdo a perda da atividade biolégica e imunolégica,
0 GH se mostrou resiliente apos sofrer reacdo com grandes excessos de CLT (Krohn
et al., 1972; Bartolini & Ribela., 1986).
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Figura 3 - Representacdo da cadeia de aminoacidos da estrutura primaria do

horménio do crescimento humano, destacando as tirosinas (em vermelho).
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Figura 4 - Esquema da radioiodacdo com uso de iodeto de sédio (Na'dll) e
incorporagdo dos atomos de **!l pela molécula de tirosina em uma regido do anel
aromatico composto por uma hidroxila, promovendo substituicdo eletrolitica através

da oxidacéo pela CLT.
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A albumina € uma proteina que possui uma funcéo passiva no soro, que é
a de controlar a pressdo osmoética e manter a capacidade tampdo do sangue. A
albumina do soro tem peso molecular da ordem de 69 kDa (Conn & Stumpf., 1972) e
€ muito utilizada como tragcador para estudos de permeacao sangue-cérebro por ser
considerada como tendo uma permeacao transcelular minima em uma BHE intacta
(Amtorp., 1976; Schnitzer & Oh., 1994). A marcacao da albumina com iodo radioativo
também é realizada pelo método da CLT, de forma semelhante ao GH, com altera¢des
nos niveis dos reagentes empregados na técnica. Nesse caso, a atividade especifica
calculada para a albumina considerando a substituicdo de um atomo por molécula é
de aproximadamente 7,4 MBg/mg (Hallaba & Drouet., 1971). O método da CLT pode
ser usado, indiferentemente, para introduzir 13!l (Energia 364 Kev) ou 23| (Energia 159
KeV) na proteina. Para estudos que envolvem a detecc¢éo da atividade radioativa por
equipamento de tomografia computadorizada de emissao de féton Unico - tomografia
computadorizada (SPECT-CT), capaz de formar imagens do corpo do animal e da
localizacédo do radioisétopo, deve-se considerar que a energia do féton gama emitido
pelo radionuclideo que entra na composic¢éo do radiofarmaco deve situar-se entre 0s
80-300 keV. Isto porque os raios gama com energia inferior a 80 keV sao absorvidos
pelos tecidos e ndo sédo detectados exteriormente. Por outro lado, quando a sua
energia € superior a 300 keV a eficiéncia dos detectores dos equipamentos de
aquisicdo de imagens é baixa, resultando em imagens de qualidade baixa (Saha.,
2004). Dessa forma, o ideal é que para estudos de SPECT-CT seja utilizada a
marcacdo com 23|,

A radiomarcacdo tem sido uma ferramenta muito valiosa para as
descobertas da atuacdo do GH no SNC e contribuiu para as linhas de evidéncia que
levaram a especulacdo da capacidade desse horménio em cruzar a BHE (Coculescu
et al., 1999). Pelo dogma atual, a massa molecular de 22 kDa do GH, seria
considerada muito grande para atravessar a BHE. Entre os fatores restritivos, a
presenca de juncdes apertadas entre as células endoteliais, os capilares que
compdem a BHE e a membrana basal continua subjacente reduzem substancialmente
a permeacdao paracelular de grandes proteinas (Nyberg., 2000; Begley., 1992). Apesar
disso, a passagem do GH através da BHE foi confirmada pela detec¢éo da atividade
radioativa presente no cérebro de camundongos que receberam a injecdo do

horménio radiomarcado. Essas indica¢des sugeriram que a travessia do GH pela BHE
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pudesse ocorrer através de um mecanismo de transporte ativo, como a transitose

mediada por receptores (Nyberg., 2000).

2.3. Receptor do hormdnio do crescimento

O receptor do horménio do crescimento (GHr) € membro da familia de
receptores de citocinas classe I, que inclui mais de 30 receptores, como o receptor de
prolactina, receptor de eritropoietina e receptor de trombopoietina (Waters & Brooks.,
2015). O GHr € um receptor homodimérico de 638 aminoacidos com um dominio
homologo ao receptor de citocina, um dominio transmembranar de passagem Unica e
um dominio intracelular citoplasméatico (Postel-Vinay & Finidori., 1995). Quando os
dois sitios de ligacdo do GH se ligam aos dois receptores respectivamente, resulta em
uma mudanca conformacional nos receptores e nas moléculas de tirosina quinase
Janus quinase 2 (JAK2) associadas. A JAK2 ativada fosforila o dominio citoplasméatico
do GHr em residuos de tirosina, e as vias de transducdo de sinal intracelular
dependentes e independentes de JAK2 subsequentes evocam respostas celulares,
incluindo alteragbes na transcricdo génica, proliferacdo, reorganizacdo do
citoesqueleto, e metabolismo de lipidios e glicose. JAK2 fosforila os ativadores de
transcricdo de sinal e transdutores de ativacdo como STAT5, que é um fator de
transcricdo chave na regulacdo do GH de genes-alvo associados ao crescimento
corporal e metabolismo intermediario (Waters & Brooks., 2015). Um passo inicial na
finalizacao da sinalizacdo dependente de GH é a remoc¢édo do GHr por endocitose e
ubiquitinacdo. O nivel de ubiquitina ligase SOCS2 é constitutivamente baixo, mas sua
expressdo é rapidamente induzida pelo GH. A ligagdo de SOCS2 ao complexo
GH/GHr promove sua ubiquitinacdo e posterior degradacdo proteassomica,
contribuindo para o término da sinalizacao intracelular do GH (Flores-Morales et al.,
2006).

Diferentes vias de internalizagdo podem influenciar no direcionamento do
complexo GH/GHr para diferentes regiées do interior da célula, assim como a
participacéo das proteinas de membrana clatrina e caveolina, que desempenham um
papel importante na formacéo de vesiculas membranares (Kerkhof et al., 2001; Lobie
et al., 1999). Em hepatdcitos suinos, o GH/GHr pode se deslocar para nucleos

celulares onde exibem importantes funcdes fisiolégicas em uma rota que envolve a
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entrada no citoplasma através de endocitose mediada por ambas as proteinas de
membrana (Hainan et al., 2018). Foi demonstrado em células derivadas de ovario de
hamster chinés (CHO), que a internalizagdo do GH/GHr com direcionamento para as
mitocondrias, com a finalidade de promover estimulo no consumo de oxigénio, é
essencialmente conduzida pela via caveolar e a Caixa 1 do dominio intracelular do
GHr foi necessario para a ativacdo da respiracdo celular a uma exposicdo ao GH
(Perret-Vivancos et al., 2006). Também foi observado que a endocitose mediada pelo
receptor pode resultar em exocitose em ceélulas IM-9, componente imunoldgico do
sangue periférico, via reciclagem de endossomos e degradacdo nos lisossomos,
respectivamente (llondo et al., 1992). Isso fez levantar a hipétese de que o GH
periférico pudesse ser transportado dentro de células imunolbgicas para diferentes
regides do corpo, mas nenhum estudo demonstrou esse tipo de transporte para a
entrada do GH no SNC.

A transcitose € um processo pelo qual grandes moléculas atravessam
a BHE para o SNC. Este € um processo ativo, saturavel e dependente de pH e
temperatura (Scherrmann., 2002). Agora, a transcitose pode ser alcancada de duas
maneiras: transcitose mediada por receptor ou transcitose mediada por adsorcao
(Abbott et al.,, 2010; Tajes et al., 2014; Patel & Page., 2017). Moléculas que sao
carregadas eletrostaticamente e policatidbnicas por natureza, se ligam as moléculas
anidnicas da superficie luminal das células endoteliais. Essas moléculas limitadas sao
entdo internalizadas em vesiculas e transportadas através da membrana (Kamalinia
et al.,, 2015 ; Patel e Page, 2017 ). Nas células endoteliais cerebrais, 0os pocos
revestidos por clatrina estdo envolvidos na maior parte da transcitose mediada por
receptor, enquanto as caveolinas participam da transcitose mediada por adsorcao
(Mayor & Pagano., 2007). O GHr expresso nos vasos endoteliais possui papel na
mediacdo do crescimento da parede do vaso (Caicedo et al., 2020), mas a sua
atuacao no transporte de GH para o SNC a partir dos vasos endoteliais ndo esta claro.
O transporte de GH para o SNC mediado pelo receptor ou mediado por adsorcéo foi
testado injetando GH radiomarcado em um grupo de camundongos e GH
radiomarcado com adi¢cao de um grande excesso de GH ndao marcado em outro grupo,
avaliando a atividade radioativa no cérebro e nos vasos endoteliais que compde a
BHE. Também foi estudada a ligacdo e captacao celular em células endoteliais de
microvasos cerebrais em cultura. Os resultados mostraram que o excesso de GH nao

mostrou modulacdo aguda do influxo sangue-cérebro e também foi descartada a


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/blood-brain-barrier
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presenca de endocitose adsortiva (Pan et al., 2005). Esses resultados demonstraram
que o influxo cerebral de GH pode ocorrer por difusdo simples, mas as regifes
envolvidas no percurso de passagem e a participacdo do GHr no transporte de GH

para o SNC permaneceram nao elucidadas.

Figura 5 - Imagem representativa mostrando detalhes da vasculatura cerebral de um
camundongo e desenho esquematico da barreira hematoencefalica em corte
transversal mostrando endotélio, membrana basal, pericitos, astrécitos e juncdes

apertadas.

Barreira Hematoencefalica

Jungdes

Apertadas | Projeclio de Astrécito

Fonte: Torodov et al., 2020; Loch-Neckel & Koepp., 2010. Adaptado.
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Os 6rgaos circunventriculares (CVO’s) sdo estruturas cerebrais que
revestem o terceiro e o quarto ventriculos (cavidades no cérebro preenchido por
liguor) e desempenham um papel na regulagdo da homeostase do corpo com base
na comunicacdo sangue-cérebro (Gross & Weindl., 1987). Nos CVQO'’s, a interface
sangue-cérebro é formada por um rico plexo capilar que abriga um endotélio
fenestrado. Esse contorno da BHE por vasos fenestrados € o motivo pelo qual os
CVO'’s sao descritos como “janelas cerebrais” (Weindl & Sofroniew., 1981; Gross &
Weindl., 1987). Os CVO’s sdo compostos por ndcleos secretores e sensoriais, dos
quais este ultimo inclui o érgdo subfornical (SFO) e a area postrema (AP). Cada um
dos CVO’'s sensoriais estabelece redes neurais, direta e indiretamente, para o
hipotdlamo, e evidéncias sugerem que a sinalizacdo nos CVO’s sensoriais pode
modular parametros metabdlicos amplos através do controle hipotalamico (Jeong et
al., 2021). O SFO esta localizado na linha média do cérebro dentro do ventriculo lateral
e é composto por duas sub-regides anatomicamente distintas, incluindo a casca
externa e o nucleo ventromedial. Evidéncias sugerem arranjo diferencial de moléculas
de juncdo apertada dentro dessas sub-regibes do SFO, que impactam a
permeabilidade dependente do tamanho das moléculas transportadas pelo
sangue. Por exemplo, a administracédo periférica de indicadores de permeabilidade
revelou que moléculas pequenas (<3000 kDa) acumularam-se principalmente no
nacleo ventromedial enriquecido com colageno IV, enquanto a casca externa
dominante em laminina foi mais seletiva para moléculas maiores (>10.000 kDa)
(Morita et al., 2016). A AP, situada na parede do quarto ventriculo, consiste em trés
areas anatomicamente distintas: as zonas perivascular, central e lateral. A zona
central € muito mais fenestrada do que os capilares periféricos, assim, algumas
moléculas circulantes podem acessar diretamente a zona central e entdo se difundir
nas zonas perivascular e lateral (Morita et al., 2016). O GHr é expresso tanto no SFO
guanto no AP (Furigo et al., 2017; Lima et al., 2020), mas nenhum estudo foi
encontrado na literatura avaliando se o GH é capaz de extravasar os capilares dessas
regioes ou se o GHr expresso no SFO e no AP poderia participar do transporte do GH

da circulacdo periférica para o SNC.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3973970/#R27
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3973970/#R27
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3973970/#R27
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3973970/#R67
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3973970/#R27
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3973970/#R27
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Figura 6 - O centro deste diagrama mostra uma representacdo esquematica de um
corte sagital mediano através de um cérebro de rato ilustrando as localizacbes

anatdmicas dos orgaos circunventriculares (CVO’s).
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OVLT dentro do hipotalamo, o AP na medula e a relacdo dessas areas com outras
regides implicadas na regulacdo da homeostase energética e alimentacéao.
Abreviaturas: OVLT, 6rgao vascular da lamina terminal; SFO, érgdo subfornical; AP,
area postrema; PVN, ndcleo paraventricular do hipotdlamo; VMN, nucleo
ventromedial; DMN, ndcleo dorsomedial; ME, eminéncia mediana; NTS, ndcleo do

trato solitario; DMX: nucleo motor dorsal do vago. Fonte: Fry et al., 2007.

Entre os nucleos secretores que compde as CVO’s, esta a eminéncia
mediana (ME), uma estrutura do hipotalamo médio basal onde os hormdnios
liberadores e inibidores do hipotdlamo convergem para a porta de um sistema capilar
gue vasculariza a hipéfise anterior (Yin & Gore., 2010). A ME esta localizada adjacente
ao ARC (Figura 7). Enquanto alguns estudos propuseram o ARC como parte das
CVO’s (Ciofi., 2011), essa regiao de fato possui uma BHE intacta e, portanto, esta
totalmente protegida da circulacdo (Smith & Ferguson., 2014). O ARC desempenha

um papel fundamental na regulacéo metabdlica e os fatores circulantes acessam essa
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regido através da ME e/ou do complexo ME-3V (Jiang et al., 2020; Balland et al.,
2014). Além das populacdes neuronais dentro do ARC, astrécitos e tanicitos (Figura
8), células gliais especializadas localizadas na parte inferior da parede do 3V, também
expressam uma ampla gama de receptores metabodlicos. A ME tem sido considerada
uma janela de acesso aos hormoénios metabdlicos, como a leptina, insulina e grelina,
ao hipotalamo, e as células especializadas que se projetam da ME para a parede do
3V, permitem o0 acesso ao ARC através de fenestracfes e expressao de receptores.
(Jiang et al., 2020; Porniece et al., 2021; Spiezio et al., 2018; Uriarte., 2021). O GHr é
amplamente expresso no hipotalamo médio basal, uma regido estratégica para uma
resposta rapida ao cérebro sobre o0s niveis do GH circulante, condicdes metabdlicas
e controle da homeostase energética (Wasinski et al., 2020; Furigo et al., 2019a;
Furigo et al., 2019b). A transferéncia de GH entre neurbnios pode ocorrer atraves de
um transporte anterogrado dentro dos axoénios, como demonstrado em uma linha
neuronal de rato, onde o GH foi secretado das pontas dos axénios em vesiculas
sindpticas (Schweitzer & Kelly et al., 1985). Sendo assim, existe a possibilidade de
que o GH circulante possa se ligar em receptores localizados nas células
especializadas da ME e ser transportado ao ARC e outros nucleos hipotalamicos,
sendo conduzido entre 0os neurdnios para atuar em populacdes neuronais distintas.
Por esse motivo, para estudar a passagem do GH para o SNC, avaliar se o GH pode
estar presente no hipotdlamo na presenca e na auséncia do GHr é de suma
importancia. Além disso, a ME é uma porta de entrada que da acesso ao inicio do 3V
(Figura 7), permitindo acesso ao LCR, um fluido que fornece nutricdo e amortecimento
para o cérebro e a medula espinhal e por onde o GH pode ser distribuido para as mais
variadas regides do encéfalo. O GHr é expresso em alta densidade no plexo cordide
(CP), uma estrutura fina que reveste a maior parte dos ventriculos. O CP tem sido
sugerido como tendo um papel na transcitose de GH mediado por receptores através
do LCR para o parénquima cerebral (Nyberg., 2000). Existe a possibilidade de que o
GH possa extravasar através dos vasos fenestrados da ME e de outros CVO's,
estando disponivel no LCR por difusdo passiva, mas dependendo do GHr para se

difundir no parénquima cerebral.
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Figura 7 - llustracdo de um corte coronal do cérebro de rato, adaptado para destacar
as regides anatdémicas da eminéncia mediana (ME) camada externa (MEE) e camada
interna (MEI), nucleo arqueado do hipotalamo (Arc) lateral (ArcL), medial (ArcM) e
dorsal (ArcD), terceiro ventriculo (3V) e plexo coréide (CP). Como o ARC possui uma
BHE intacta, alguns fatores circulantes acessam essa regido através da ME e/ou do

complexo ME-3V. O 3V da acesso ao LCR e consequentemente ao CP.

e ol //'f - - _.,v)\ ﬁ;wl.
;1 Arcl
MEE MEI

ArcD Arem

Fonte: The rat brain in stereotaxic coordinates by Paxinos & Watson., 2007
(Adaptado).
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Figura 8 - Representacdo dos quatro ventriculos cheios de LCR no cérebro de
camundongo. Destacadas em cores estdo as partes dorsal (d3V, azul) e ventral (v3v,
marrom claro) do terceiro ventriculo. Os dois ventriculos laterais alimentam-se através
de um canal no plano médio localizado no 3V. No local da jungédo, o LCR flui
dorsalmente (seta para cima) no d3V ou ventralmente (seta para baixo) no v3V. Em
seu final, d3V e v3V se conectam atraves do aqueduto em 4V. A area sombreada em
v3V consiste principalmente em tanicitos (células gliais especializadas que possuem
fenestragcfes e também expressam uma ampla gama de receptores metabdlicos). As
caracteristicas marrom-escuras representam o epitélio do plexo cordide (CP) que
libera o LCR e secreta uma grande variedade de solutos pequenos e
macromoleculares, além de ser uma regido onde o GHr é expresso em alta densidade.

Dorsal esta no topo e anterior a esquerda.

choroid ple

CSF flow direction tanycyte region

Fonte: Eichele et al., 2019.

2.4. Modelos animais usados no estudo

Para ajudar a descobrir as varias atividades do GH, camundongos knockout
do receptor global de GH (GHr -/-) que elimina a sinalizag&o intracelular induzida pelo
horménio e, portanto, suas ac¢des biologicas, foram gerados ha mais de 20 anos e se
tornaram uma ferramenta valiosa para ajudar a definir varios parametros da fisiologia
do GH. Esse modelo de camundongo também ¢é chamado de camundongo
interrompido pelo gene da proteina de ligacao GHr/GH (GHBP) (GHr/BP-/-) porque
0 gene GHBP esta embutido no gene GHr. Ao direcionar o exon 4 do gene GHr/BP,
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as proteinas codificadas por GHr e GHBP séo eliminadas (Zhou et al., 1997). Os
animais com essa mutacao sao andes, com niveis severamente deprimidos de IGF-I
no soro e niveis elevados de GH, que séo resultado da falta de sensibilidade ao GH
devido a falta de GHr e menos feedback negativo do IGF-I na glandula pituitaria (Zhou
et al., 1997, Venken et al., 2007). Os camundongos GHr -/- sdo férteis, no entanto, as
vezes a reproducdo é um desafio. Apesar disso, esses camundongos tém maior
longevidade, quando comparado aos camundongos Wild Type (WT) (Coschigano et
al., 2003). Camundongos GHr -/- sdo fortemente hipoinsulinémicos, sensiveis a
insulina e passam de hipoglicémicos para normoglicémicos com a idade (Panici et al.,
2009). Embora a massa magra seja proporcional ao tamanho corporal, as diferencas
na composic¢ao corporal persistem em camundongos GHr -/- em grande parte devido
as mudancas na abundancia de tecido adiposo. O acumulo de tecido adiposo em
excesso, como visto em camundongos GHr -/-, geralmente resulta de um desequilibrio
energético positivo no qual a ingestdo de energia excede o gasto de energia.
Camundongos GHr -/- consomem menos energia total, 0 que seria esperado devido
ao seu tamanho de ando (Berryman et al., 2006). No entanto, apesar de algumas
excecbes, muitos estudos mostram que camundongos GHr -/- consomem
significativamente mais energia quando os valores sdo normalizados para a massa
corporal (Berryman et al., 2006, Egeciouglu., 2006, Longo et al., 2010)

Estudos sobre os efeitos do GH no crescimento e desenvolvimento do
cérebro, ao avaliar os pesos dos tecidos de varios 6rgaos de camundongos GHr -/- de
3 meses de idade, mostraram que o cérebro € um dos poucos 6rgdos que aumenta
de tamanho em relacdo a outros 6rgdos em animais GHr -/-. Em proporcéo ao peso
corporal total, a massa cerebral em camundongos GHr -/- € 151,5% do WT, embora
0s pesos absolutos do cérebro em camundongos GHr -/- sejam diminuidos (Sjogren
et al., 2000). Assim, como no cérebro total, o tamanho da hip6fise em camundongos
GHr -/- é relativamente maior em massa quando normalizado para o peso corporal.
Isso acontece, porque a producdo de GH na hipdéfise esta sujeita a um sistema de
feedback complexo que inclui loops de feedback ultracurtos, curtos e longos, todos
pensados para depender da sinalizacdo GHr intacta (Wong et al., 2006). A interrupcao
dessas alcas de feedback em camundongos GHr -/- resulta em um aumento de 30
vezes no GH sérico. Em resumo, os loops de feedback negativo em camundongos
GHr -/- séo interrompidos devido a uma completa auséncia de sinalizacao de GHr, na

gual os mecanismos reguladores dependem para detectar a quantidade apropriada
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de GH a ser produzida. As pituitarias de camundongos GHr -/- produzem altos niveis
de GH em uma tentativa futil de satisfazer os ciclos de feedback negativo que foram
perturbados (Zhou et al., 1997).

Para discernir as acfes diretas do GH em tecidos especificos, varios
camundongos GHrKO tecido especifico foram desenvolvidos na ultima década
através do sistema Cre-loxP, uma ferramenta muito poderosa para a edicao de genes
de mamiferos. A Cre (Cre recombinase) é uma das recombinases especificas do sitio
da tirosina (T-SSRs), incluindo a flipase (Flp) e a recombinase especifica D6 (Dre)
(Nagy., 2000, Meinke et al., 2016). Foi descoberto como uma recombinase de DNA
de 38 kDa produzida a partir do gene Cre (recombinase de ciclizacao) do bacteriéfago
P1 (Sternber et al., 1978, Sauer., 1998). Ele reconhece as sequéncias especificas de
fragmentos de DNA chamadas de sitio loxP (locus of x-over, P1) e medeia a delecdo
especifica de sitio de sequéncias de DNA entre dois sitios loxP (O"Neil et al., 1990,
Sauer & Henderson., 1988). O sitio loxP é uma sequéncia de 34 pb consistindo em
duas repeticdes invertidas e palindrémicas de 13 pb e sequéncias de nucleo de 8 pb.
No que diz respeito ao mecanismo do sistema Cre-loxP, uma Unica Cre recombinase
reconhece dois sitios IoxP repetidos diretamente, entdo o Cre extirpa o DNA
flanqueado (floxed) do loxP, criando assim dois tipos de DNA com o gene Y circular,
excisado e inativado. Enquanto o sistema Cre-loxP é predominantemente usado na
excisdo genética, ele também induz a inversao e translocacao de DNA entre dois sitios
loxP dependendo da orientacao e localizacao dos sitios loxP (Nagy., 2000, Meinke et
al., 2016, Branda and Dymecki., 2004).

Para gerar camundongos GHrKO tecido especifico, camundongos floxed
GHr sdo cruzados com camundongos transgénicos contendo um gene de Cre
precedido por um promotor/potenciador para conduzir a expressdo em tecidos
selecionados. Quando uma linha de camundongos Cre de tecido especifico e uma
linha de camundongo com GHr floxed, sdo cruzadas com sucesso para gerar uma
linha de camundongo que é tanto floxed homozigdtica quanto Cre positiva, a
recombinacdo do GHr floxed ocorre, resultando em um camundongo knockout de
tecido especifico para o GHr. Muitas linhagens destes animais foram geradas: figado,
musculo, gordura, 0sso, coracdo, intestino, macréfago, células b pancreaticas,
células-tronco hematopoiéticas, cérebro e multi-tecido “global”. A interrupgéo do GHr
Global com inicio na fase adulta, faz com que camundongos aGHrKO (que possuem

presenca do gene responsavel pela expresséo da proteina fusdo Cre-ERT2, incluindo
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a sequéncia do promotor da albumina) compartiihem muitas mudancas fenotipicas
com os camundongos knockouts globais originais GHr -/- (Junnila et al., 2016). Ou
seja, 0s camundongos aGHrKO tém comprimento e peso corporal reduzidos com
aumento da adiposidade, especificamente no tecido adiposo subcutaneo, tolerancia
diminuida a glicose e sensibilidade a insulina melhorada. Além disso, o0s
camundongos aGHrKO apresentam maior expectativa de vida em comparagcdo com
0s controles, embora esse achado tenha sido exclusivo das fémeas. Esses achados
mostram que a interrup¢cdo do GHr na idade adulta pode recapitular os achados
metabdlicos e de longevidade benéficos. Os efeitos da interrupcdo de GHr no
figado resultam em multiplas alteracbes no Eixo GH/IGF-I. Apesar das reducodes
dramaticas no IGF-I circulante, 0 GH elevado resultou em expressao local elevada de
MRNA de IGF-I no musculo esquelético e tecido adiposo (List et al., 2014).
Pretendemos avaliar no nosso estudo, se o0 GH exdgeno depende do seu
receptor, para entrar no SNC de camundongos. Ainda ndo ha uma definicdo sobre as
regides envolvidas nessa passagem, sendo assim, é preferivel que seja utilizado um
animal que possua a interrupcao do GHr Global. Decidimos testar se os animais que
possuem as alteracdes genéticas do gene do GHr floxed por um par de sitios loxP no
exon 4 e a presenca do gene responsavel pela expressdo da proteina fusdo Cre-
ERT2, incluindo a sequéncia do promotor da ubiquitina humana C (Ubi-GHrKO), seria
um modelo adequado para esse estudo. Para que ocorra delecdo do GHr no animal,
€ necessario que seja realizada aplicacbes de tamoxifeno (TMX), um modulador
seletivo do receptor de estrogeno que € oxidado no figado e d& origem a metabdlitos
bioativos que liberam o Cre ERT2 para recombinacéo de alelos floxed no ndcleo da
célula. (Feil et al., 1997; Indra et al., 1999). Apos aplicacdo de TMX, a taxa de
expressdo de GHr em camundongos aGHrKO diminui drasticamente, variando de
acordo com o tecido. O figado é o érgdo com a maior taxa de delecéo (99%), enquanto
tecidos como o0 musculo esquelético e cardiaco possuem uma taxa de delecdo de
aproximadamente 38% e 60%, respectivamente (Junnila et al., 2016). A absorcéo e
depuracdo de tamoxifeno e seus metabolitos bioativos no cérebro é rapida. A
recombinacdo maxima pode ser alcancada em diferentes regides do cérebro no caso
de delecdo em receptores especificos do SNC (Jahn et al., 2018). O TMX é injetado
intraperitonealmente no animal e se difunde através da circulacdo sistémica,
alcancando gradualmente os sistemas periféricos e 0 SNC. Com o objetivo de avaliar

a taxa de delecdo do GHr no cérebro de animais Ubi-GHrKO, realizamos injeces de
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TMX nesses animais e em controles, medimos a composi¢ao corporal antes e depois
das aplicacdes e medimos os niveis séricos de IGF-1 e presenca de IGF-1 e mRNA

do GHr no figado e hipotalamo.

3. OBJETIVO

O objetivo principal desse trabalho é avaliar a participagdo do receptor do
horménio do crescimento no transporte de GH da circulacéo sistémica para o SNC,

atravessando a barreira hematoencefalica.

3.1. Objetivos especificos

1. Definicdo do modelo de camundongo knockout que sera utilizado.

2. Padronizacao da radiomarcacdo do horménio do crescimento porcino (pGH).

3. Caracterizacao fisico-quimica do pGH antes e depois de reagir com a cloramina
T.

4. Deteccdo da presenca do radiomarcado no cérebro total e hipotdlamo dos

animais knockout e controle.

4. MATERIAIS

4.1. Infraestrutura

Este trabalho foi realizado no Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN/CNEN-USP), nos laboratérios do Centro de Biotecnologia (CEBIO),
onde foi realizado o estudo de caracterizacdo do hormdnio do crescimento porcino
(pGH) e ensaios imunoenzimaticos. Tivemos a colaboracdo do grupo de pesquisa e
dos laboratorios do Centro de Radiofarmacia (CECRF), onde foram realizados os
testes de radiomarcacéo e estudos de biodistribuicdo e imagem do radiofarmaco.

Também houve colaboracdo do Laboratorio de Neuroanatomia Funcional do
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Departamento de Fisiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas | (ICB I), onde foram

produzidos os animais knockout e realizados os testes com camundongos Cre-loxP.

Esses laboratérios forneceram toda a infraestrutura necesséria para a manipulagéo

das biomoléculas, materiais radioativos e animais usados no estudo.
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Equipamentos e acessOrios principais

2470 WIZARD2 Automatic Gamma Counters — PerkinElmer

Agulha 24G Hipodérmica - MEDIX

MicroPET/SPECT/CT — ALBIRA ARS ONCONVISION 2010

Contador Gama, tipo po¢co, CRCTM-35R, CAPINTEC, INC.

Balanca analitica, modelo H20T — METTLER (Zurique, Suica);

Balanca analitica, modelo P100ON — METTLER (Zurique, Suica);
Destilador de dgua, modelo 016, FABBE-PRIMAR (Séo Paulo, SP, Brasil);
Dosimetro termoluminescente - METROBRAS

Centrifuga refrigerada, modelo 22R- BECKMAN COULTER (Brea, CA, EUA);
Espectrofotometro Nanodrop — THERMO SCIENTIFIC

Espectrofotometro Epoch — BIOTEK EPOCH

Castelos de chumbo, IPEN-CNEN/SP

Freezer -80° C, modelo 8425 — FORMA SCIENTIFIC (Marietta, OH, EUA);

Coluna cromatografica para HPLC de exclusdo molecular (HPSEC) — TSKgel
G2000SW, 10pm, 125A silica, 7.5mmID x 60cm

HPLC marca Shimatzu Modelo Prominence.

ITLC-SG CHROMATOGRAPHY PAPER, 50/PK

Leitor de placas de microtitulacdo modelo MR 400 DYNATECH, (Bethesda,
EUA);

Minispec, mg 10 - BRUKER

Amicon Milipore Filter (3 kDa) - ULTRACEL

Papel cromatogréfico - WHATMAN

Micropipetas - HTL

Placas de microtitulacdo com fundo em “U” - DYNATECH (Chantilly, EUA);
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Homogeneizador - POLYTRON

Seringas descartaveis de 1mL

Sistema de purificacdo de agua Milli-Q plus — MILLIPORE (Bedford, MA, EUA);
Termociclador da Applied Biosystem modelo 7500

Vidraria em geral, tais como béqueres e cubas cromatogréficas.

Vortex, modelo vortex mixer, FISHER SCIENTIFIC (Pittsburgh, PA, EUA).

Reagentes e Solugdes

Desativacao génica dos camundongos Cre-loxP

Tamoxifeno (0,09 g/1,8 mL)

Oleo de gergelim

Extracdo e quantificagdo de RNA total

Trizol (1 mL para cada 50 - 100 mg de tecido)
H20 DPEC

Cloroférmio (0,2 mL)

Isopropanol (0,5 mL)

Alcool 75%

Real-time PCR

RNA (2 pg)

DNase |, RNase-free (Roche CAT#776785)

25 nM MgClz (Roche CAT#1 699 113)

10X PCR buffer (Invitrogen CAT#18067-017)
Superscript Il RNase (GIBCO CAT#18064-022)
dNTP mix (10 mM mix, 2,5 mM)
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Random Hexamers, pdN6 (Roche CAT#1 054 731)
ABI SYBR master mix (CAT#4312704)

Radiomarcacéao

Hormdnio de crescimento extraido da hipéfise de porcos (pGH) fornecido pelo
Dr. A. F. Parlow do National Hormone and Pituitary Program (NHPP, Torrance,
CA, EUA)

Na'?3| e Na'®ll (produzidos nos ciclotrons do Centro de Radiofarméacia
(CECRF)

Chloramine-T hydrate 95%, Aldrich.

Tampao fosfato salina (PBS 1X, pH 7,4)

Na25205 PM=190,10

pH Test Strips P-4536 Lot 010B164536, ST. Louis, U.S.A

85% metanol/agua deionisada

Albumina do soro bovino

Soro fetal bovino (500ul)

SDS-Page 15%

H20 3.4 mL

Acrylamida mix 7.5 mL

1,5 M Tris (pH8.8) 3.8 mL

10% SDS 0.15ml

10% persulfato de aménio 0.15 mL
TEMED 0.006 mL

H20 2.1mL

30% acrylamida mix 0.5 mL

1,5M Tris (pH 6.8) 0.38 mL

10% SDS 0.03 mL
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10% ammonium persulfate 0.03 mL

TEMED 0.003 mL

Washing solution (60 mL etanol (95%)

Agua destilada

Solucéo de nitrato de prata (0,3 g nitrato de prata + 300 mL agua destilada

Solucéo de revelagédo 10 min (12 g carbonato de sodio + 200 mL agua destilada
+ 0,15 mL formaldeido (37%) + 200 mL agua destilada

Soluc&o de parada 10 min (3 mL acido acético + 297 mL agua destilada) / Agua
destilada 3 x 3 min

High performance size-exclusion chromatography (HPSEC)

Coluna: Marca Tosoh Bioscience- TSK -gel- tipo G 2000 SW,

Tampéo Bicarbonato de Amoénio 0,025 M pH 7,0

Animais utilizados

Utilizamos neste estudo, dois modelos de camundongos:

1)

Camundongos geneticamente modificados da linhagem C57BL/6 com duas
alteracdes genéticas principais: a) gene do receptor do horménio de
crescimento (GHr) flanqueado por um par de sitios loxP no exon 4
(camundongo GHrflo¥ox): e ) presenca do gene responsavel pela expressao
da proteina fusdo Cre-ERT2, incluindo a sequéncia do promotor da ubiquitina
humana C (camundongo Ubi-CreERT). A inducdo dos camundongos knockout
global (Ubi-GHrKO) foi realizada por ablacdo genética do GHr apds atingir a
fase adulta, com injecdes de tamoxifeno (TMX), droga que ativa o promotor da
Cre, minimizando assim as adaptacdes que o animal poderia sofrer ao longo
do tempo, no caso de uma inativacéo precoce do GHr. Como animais controle,
utilizamos camundongos portadores apenas do alelo Ubi-CreERT. Esse modelo
animal foi desenvolvido pelo Prof. José Donato Junior, do Instituto de Ciéncias

Biomédicas da USP e colaborador neste trabalho.
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2) Camundongos knockout do receptor global de GH (GHr -/- ) da linhagem
C57BL/6J, também chamado de camundongo interrompido pelo gene da
proteina de ligacdo GHr/GH (GHBP) (GHR/BP -/-) porque o gene GHBP esta
embutido no gene GHr. Ao direcionar o exon 4 do gene GHR/BP, as proteinas
codificadas por GHr e GHBP sao eliminadas (Zhou et al., 1997). Os animais
foram doados por John Kopchick (Ohio University). Como animais de controle,
foram utilizados camundongos (C57BL / 6J).

Os animais foram produzidos e mantidos em condi¢des de luz (ciclo claro / escuro de
12 h) e temperatura (22 £ 1 °C). Receberam uma dieta regular de ragao para roedores
(2,99 kcal / g; 9,4% de calorias provenientes de gordura). Todos 0s experimentos
foram previamente aprovados pelos Comités de Etica em Uso de Animais (CEUA) dos
respectivos Institutos: CEUA do Instituto de Ciéncias Biomédicas na Universidade de
Sao Paulo (protocolo numero 73/2017) e CEUA do Instituto de Pesquisas Energéticas

e Nucleares (protocolo numero 252/2019).

5. METODOS

5.1. Inducéo dos camundongos knockout para o GHr

A ablacao do gene do GHr foi induzida quando os camundongos atingiram
10 semanas de idade. Os animais foram previamente submetidos ao equipamento
Minispec para avaliar a composicdo corporal e receberam cinco injecdes pela via
intraperitonial de tamoxifeno (TMX) (0,15 mg/g de peso corpoéreo, Sigma-Aldrich),
diluidas em 6leo de gergelim no volume de 1,8 mL (Sigma-Aldrich), em dias
alternados. Utilizamos somente fémeas. Entre 0s animais gerados para sofrerem
knockout do receptor, cinco receberam tamoxifeno e quatro receberam apenas 6leo.
Os quatro animais controle Ubi-CreERT também receberam doses de tamoxifeno. Apos
a ultima aplicacdo, aguardamos quatro semanas até a estabilizacdo do novo peso

corporal e em seguida medimos a composi¢cdo corporal semanalmente durante um
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més. ApOs esse periodo os animais foram eutanasiados, amostras de sangue e dos

tecidos do figado e hipotalamo foram coletadas.

5.2. Confirmacao da ablagc&o do GHr

5.2.1. Extracdo de RNA total

O figado e o hipotdlamo dos camundongos foram utilizados para a extracao de
RNA. Os tecidos foram triturados e o RNA total extraido com Trizol (Invitrogene) de
acordo com as instru¢des do fabricante. Em suma, os tecidos foram solubilizados em
trizol (1 mL/100 mg de tecido) com o uso de um homogeneizador elétrico, vinte
agitacoes de trinta segundos cada e o homogeneizado foi centrifugado a 12.000 x rpm
por quinze minutos a 4°C. Ao sobrenadante, foi adicionado cloroférmio (200 pL/100
mg tecido), misturado por inversdo por quinze segundos e incubado a temperatura
ambiente por trés minutos. A mistura foi entdo centrifugada a 13.000 rpm por vinte
minutos a 4°C. Recuperou-se a fase aquosa na qual se adicionou isopropanol (500
MI/100 mg tecido) para a precipitacédo do RNA. Centrifugou-se a 13.000 rpm por quinze
minutos e o precipitado foi lavado com etanol 75% (1 mL/100 mg tecido) e centrifugado
a 7500 rpm por cinco minutos. O RNA foi ressuspendido em 60 uL de agua deionizada,
previamente tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). Aliguotas dos RNAs foram
dosadas por espectrofotometria.

5.2.2. Tratamento com Dnase |

Amostras de RNA total foram tratadas com DNAse | (Ambion). As amostras
foram diluidas para uma concentracdo de 10ug/50uL, adicionou-se 0,1volumes de
tampao da DNAse 10X e 0,5 pL da enzima. Apos trinta minutos de incubacéao a 37°C
adicionou-se mais 0,5 yL da DNase | e, novamente, incubou-se por trinta minutos a
37 °C. Ao término da incubacdo, foram adicionados 0,1 volumes de reagente

inativador de DNase e manteve-se a reacao por dois minutos a temperatura ambiente.
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As amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM por dois minutos a temperatura

ambiente, recolheu-se o sobrenadante e o RNA foi novamente quantificado.

5.2.3. Transcriptase reversa

A sintese do cDNA fita simples foi realizada utilizando o kit SuperScript | RTTM
(Gibco). Para tal reacdo foram utilizados 1-5 pg de RNA total, 1 pl de oligo dT (0,5
pug/uL) e agua DEPC, incubados a 70°C por dez minutos. Apés a incubacao foi
preparada uma nova mistura de rea¢do constituida de 2 uL de PCR buffer 10X, 2 pL
de MgCI2 25 mM, 1 pL de dNTP mix 10 mM e 2 uL de DTT 0,1 M totalizando um
volume de 7 L. Esses 7 uL da mistura de reacao foram adicionados em cada mistura
RNA/primer e incubadas por cinco minutos a 42°C. Posteriormente, foi adicionado 1
pL (200u) da enzima de transcrigdo reversa SuperScript 1| RT em cada tubo e incubou-
se a 42° por cinquenta minutos. Uma reacéo controle foi preparada contendo todos os
reagentes, exceto a enzima SuperScript Il RT para certificar de que o molde da
amplificacdo foi RNA e ndo DNA. As reacdes foram interrompidas colocando-se as
amostras a 70°C por quinze minutos. Foi adicionado 1 pL de RNAse H em cada
amostra e incubado a 37°C por vinte minutos para que fosse eliminado todo o RNA

da amostra e permanecendo s6 o cDNA

5.2.4. Reacao de PCR em tempo real

As reacgdes de PCR em tempo real foram corridas em termociclador usando o
corante fluorescente SYBR Green I. As reacdes foram realizadas em volume final de
20 pl em que se adicionou 2,5 yL de RNA, 10,0 ul de SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystem), 2,4 pyL de primer mix e 5,1 yL de DEPC-H20. Foram realizados
40 ciclos, consistindo de desnaturagcéao a 95°C por quinze segundos, anelamento dos
iniciadores por trinta segundos e extenséo a 72°C por trinta segundos. A fluorescéncia
foi medida em cada ciclo. Apds o ultimo ciclo, a especificidade da PCR foi checada

pela analise da curva de “melting” para todas as amostras. Em todas as corridas,
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foram utilizados controles negativos com amostras em que nao foi adicionada a

transcriptase reversa.

5.2.5. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Para detectar e quantificar os niveis de IGF-I no soro, figado e hipotalamo,
utilizou-se a técnica ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Os reagentes
foram preparados seguindo o protocolo do fabricante. Em cada po¢o da microplaca
foi adicionado 50 pL de Diluente Calibrador RDS-38. Foi adicionado 50 yL de padrao,
controle ou amostra por poc¢o. Coberto com a fita adesiva fornecida e incubada por
duas horas a temperatura ambiente em um agitador de microplacas orbital horizontal
(6rbita 0,12°), ajustado em 500 +/- 50 rpm. Cada poco foi aspirado e lavado, repetindo-
Se 0 processo quatro vezes para um total de cinco lavagens. A placa foi invertida e
seca com toalhas de papel. Em seguida foi adicionado 100 pL de IGF-I conjugado de
Camundongo/Rato a cada poco. Seguida por incubacdo por duas horas em
temperatura ambiente, no agitador, aspiracdo e lavagem. Foi adicionado 100 pL de
Solucdo Substrato e 100 pyL de Stop Solution em cada poco. A densidade 6ptica de
cada poco foi medida apés trinta minutos, no comprimento de ondas de 450 nm.

5.3. Radiomarcacéao

5.3.1. Padronizacao do protocolo de radiomarcacao

O hormobnio de crescimento extraido da hipéfise de porcos (pGH), foi
marcado com 23| para estudo de imagem e biodistribuicdo e o 3!l para estudo do
transporte de pGH para o cérebro em diferentes tempos de exposicdo. Utilizamos 5,
10 e 50 pg de pGH em 50 pL de tampéo fosfato salina (PBS, pH 7,4) e 37, 74 e 111
MBq de Na'?®l ou Na'®!l. Para iniciar o processo de oxidacéo, foram adicionados 50 e
100 pg de CLT e avaliados tempos de incubacdo, com agitacao por até 45 min. Para
finalizar a reacdo, foram adicionados 100 e 200 pg de Na2S20s. O pGH
radioativamente iodado foi purificado através de centrifugacdo com colunas de
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filtracdo com poros de 3 kDa (Amicon). O mesmo protocolo de marcacéao foi aplicado
para a albumina bovina com 23|, Foram utilizados 5 mg albumina, 37 MBq de Na'?3|,
200 pg de CLT incubados sob agitagéo por 45 min e para finalizar a reacao foram

adicionados 400 pg de Na2S20s.

5.3.2. Controle de qualidade iTLC

A pureza radioquimica do produto marcado foi avaliada pela técnica de
cromatografia em papel ascendente, utilizando como suporte fitas iTLC Aluminium
Sheets e como fase mével metanol (85%). ApGs o desenvolvimento cromatografico, a
radioatividade foi medida através da tomografia computadorizada por emissédo de
féton anico (SPECT). Nestas condicdes, o fator de retencéo (Rf) do produto marcado

foi considerado 0 e o do iodo livre 1,0.

5.3.3. Estudo de estabilidade do produto marcado (in vitro)

O estudo foi realizado apds a otimizacédo das condicGes de marcacgdo do %3|-
pGH. Quatro amostras foram diluidas em 500 ul de soro fetal bovino e nos tempos de
1, 2, 3, 4 e 13 horas ap6s a marcacéo, procedeu-se a analise da pureza radioguimica
para avaliar a: estabilidade do produto. Utilizou-se 15 pL de cada amostra e a pureza
radioquimica da marcacao foi avaliada por meio de cromatografia ascendente. Nesse
caso, a fita foi cortada ao meio e a atividade de cada uma das partes foi medida

através de um contador gama.

5.4. Impactos dacloramina T no pGH

Para avaliar a formacgéo de agregados e/ou formas diméricas provocados pela
reacao de oxidacédo da CLT no pGH, preparamos solu¢des contendo 50 pg de pGH e
50 pg ou 100 pg de CLT, com tempos de reagao de 5 e 45 min. Em seguida, foram
realizadas eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) com gel de separacao
a 15% de poliacrilamida e gel de empilhamento a 3%. Também realizamos a

cromatografia liquida de alto desempenho por exclusdo molecular
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(HPSEC), monitorando-se a absorbancia no comprimento de onda de 220 nm. A fase
movel utilizada foi bicarbonato de aménio 0,025 M, pH 7,0, com fluxo de 1 ml/min.
Foram aplicados 10 pg de pGH e 10 pg de horménio de crescimento humano
recombinante (r-hGH).

5.5. Ensaio de biodistribuicdo e autoradiografia

Uma injecéo via caudal de solucdo salina (100uL) contendo 23l-pGH com
atividade de 3,6 MBq (4,9 pg do hormonio) foi injetada em quatro camundongos
C57BL/6J machos, anestesiados com isofluorano 2,53%. O tempo de espera até a
eutanasia foi de 2,5 min para um camundongo e de 10 minutos para 0s outros trés
animais. O sangue foi coletado pelo plexo orbital (75uL) e os érgdos dissecados
(figado, coracgédo, pulmdes, musculo (gastrocnémio), osso (tibia), estbmago, intestinos,
pancreas, rins, bexiga, tireoide e cérebro) foram pesados e a atividade radioativa foi
medida no contador gama.

Com base na atividade injetada e na atividade detectada no tecido, foi calculada
a porcentagem de dose injetada por grama de tecido (%ID/g). A razdo entre
tecido/sangue foi dada pela divisdo da atividade (%id/g) do tecido pela atividade
(%id/g) do sangue.

Os cortes encefélicos utilizando micrétomo de congelamento foram expostos

ao filme radiogréfico por 12 horas seguido de revelacéo do filme.

5.6. Ensaio de biodistribuicdo em animais knockout global (GHr-/-)

Uma injecéo intraperitoneal de solucéo salina (100 pL) contendo '23I-pGH com
atividade de 3,6 MBq foi aplicada em dois camundongos knockout global (GHr -/-) e
trés animais controle C57BL/6J machos. No tempo de 45 minutos apos a injecao, 0s
animais foram eutanasiados, o sangue foi coletado pela artéria aorta (75 pL) e os
orgaos foram dissecados, pesados e a atividade radioativa foi medida através do

contador gama.
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5.7. Estudo do transporte de '*1-pGH e '?3|l-albumina para o cérebro em

diferentes tempos de exposicéo

Duas injecOes intraperitoneais seguidas de solucado salina (100 pL)
contendo 3-pGH e *?3|-albumina com atividade de 3,6 MB( foram injetadas em cinco
camundongos C57BL/6J machos. O tempo transcorrido até a eutanasia variou entre
2 e 45 min. O sangue foi coletado pela artéria aorta (75 pL). O figado e o cérebro
foram pesados e a atividade radioativa foi medida através do contador gama.

A leitura da atividade do radiois6topo de cada amostra foi realizada em um
contador gama logo apds o experimento e seis dias depois, tempo necessario para o
decaimento completo do *?3I, que possui meia vida de 13,3 horas, bem menor que a
do 311, com meia vida de 8,02 dias. Os célculos de decaimento foram realizados e

através da atividade inicial do **'I-pGH foi obtido a atividade inicial da '23l-albumina.

5.8. Estudo do transporte de diferentes doses de '*lI-pGH para o cérebro em

diferentes tempos de exposicéo

Para comparar a cinética da permeacéo de diferentes doses do horménio
marcado, outro experimento foi realizado, dessa vez injetando apenas **'I-pGH com
atividade de 0,12 MBq (1 milhdo de contagem por minuto - CPM) ou seja, 0,16 ug do
hormdnio em cada um dos camundongos C57BL/6J machos. O tempo de espera até
a eutandsia variou entre 2 e 45 min. O sangue foi coletado através da artéria aorta (75
uL) e o figado, hipotalamo e cérebro (sem o hipotdlamo) foram pesados e a atividade
radioativa foi medida através do contador gama. Tanto o peso quando a atividade
radioativa do hipotadlamo e do cérebro sem o hipotdlamo foram somados, gerando os
dados do cérebro total. Os dados obtidos foram comparados com os resultados

anteriores.
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5.9. Estudo do transporte de ¥'-pGH para o cérebro de animais GHr -/- e

controles em diferentes tempos de exposicéo

Inje¢Bes intraperitoniais de solugdo salina (100 puL) contendo **I-pGH com
atividade de 0,24 MBq foram aplicadas em cada animal controle (9 animais) e 0,12
MBq nos animais knockout (9 animais). Foi realizada a eutanasia em diferentes
tempos variando entre 2 e 45 min. O sangue foi coletado pela artéria aorta (75 pL). O
figado, o hipotalamo e o cérebro (sem o hipotalamo) foram pesados e a atividade

radioativa foi medida através do contador gama.

5.10. Tomografia computadorizada de emisséao de foton unico (SPECT-CT)

Uma injecéo via caudal de solugéo salina contendo '23l-pGH com atividade
de 20 MBq foi injetada em um camundongo C57BL/6J fémea, anestesiada com
isofluorano 1%. No tempo de 45 minutos apos a injecdo, o animal foi colocado na
camara de escaneamento e analisado no microPET (Albira). A imagem foi obtida apds
2 horas. Outro estudo foi realizado com injecao via intraperitoneal de solucdo salina
contendo '23l-pGH com atividade de 20 MBq injetada em um camundongo C57BL/6J
macho. No tempo de 45 minutos apos a injecdo o animal foi colocado em um recipiente
e recebeu uma dose letal de isofluorano 1% através da inalacdo. Em seguida o animal

foi colocado na camara de escaneamento e analisado.

A média e o desvio-padrédo dos experimentos foram analisados utilizando
ANOVA para comparacdo entre grupos e os graficos foram construidos usando o

software GraphPad Prism versao 5.
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6. RESULTADOS

6.1. Avaliacdo dos modelos animais Cre-loxP

Para avaliar como a interrup¢éo da acdo do GH em camundongos adultos
altera o peso e a composicao corporal, medimos esses parametros um dia antes do
tratamento com TMX, no dia seguinte a ultima aplicacdo do TMX e 30 dias depois. Os
resultados mostraram que apds a aplicacdo de TMX, os camundongos Ubi-CreERT
(Controle) ganharam peso, engquanto os camundongos knockout (Ubi-GHrKO)
perderam peso ao longo do tempo (Figura 9A), essa diferenca foi estatisticamente
significativa, com P = 0,0001. A diminui¢cdo da acédo do GH em camundongos knockout
nao alterou a variacao da gordura corporal, comparado aos controles (Figura 9B), mas
a variacdo da massa magra foi significativamente menor nos animais knockout, com
P =0,0001 (Figura 9C).

A eficacia da ablacdo génica do receptor de GH induzida por TMX foi
avaliada através da expressao do gene GHr usando RT-qPCR nos tecidos do figado
e hipotdlamo. Através dos resultados apresentados na Figura 10, € possivel observar
gque os camundongos portadores do sistema completo Cre-loxP que receberam
apenas 0leo de gergelim (Ubi-GHr), apresentaram niveis menores na expressdo do
receptor em ambos os tecidos, comparando-se aos camundongos portadores apenas
do alelo Ubi-CreERT que receberam tamoxifeno (Controle). No figado, os
camundongos portadores do sistema completo Cre-LoxP que receberam tamoxifeno
(Ubi-GHrKO) apresentaram uma expressao significativamente menor do GHr
comparado ao Ubi-GHr e Controle, com P = 0,0216 e P = 0,0026 respectivamente.
No hipotadlamo, apesar de ser observada através do grafico (Figura 10B) uma reducao
na expressao dos animais transgénicos que receberam apenas 6leo, comparado aos
controles, essa diferenca nao foi significativa. Também néo foi observada diferenca
na expressao de GHr no hipotdlamo dos animais knockout em compara¢cdo com 0s
animais transgénicos que receberam 6leo, embora em comparagdo com 0s animais
Ubi-CreERT, os animais Ubi-GHrkKO tenham apresentado uma diminuicéo significativa
da expresséo, com P = 0,0433.

Os niveis de IGF-1 no soro dos animais Ubi-GHr comparado aos Ubi-
CreERT, foram significativamente menores, com P = 0,0403. Também foi observada

diferenca significativa nos animais knockout comparado aos Ubi-Cre®RT, com P =
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0,0054. No figado, os niveis de IGF-1 foram significativamente menores nos animais
knockout, comparado aos Ubi-CreERT, com P = 0,0108. No hipotalamo, os niveis de

IGF-1 foram semelhantes em todos 0s grupos.
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Figura 9 - Efeitos causados pela aplicacdo de tamoxifeno na composic¢ao corporal de
animais portadores apenas do alelo Ubi-CreERT (Controle) e animais portadores do
sistema completo Cre-loxP (Ubi-GHrKO), obtido através do Minispec antes da
aplicacdo, um dia depois da ultima aplicagdo e 30 dias apds a ultima aplicacdo do

Tamoxifeno. Ganho de peso (A), variacao de gordura corporal (B) e variagcdo de massa

magra (C).
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Figura 10 — Unidades relativas da expressao de GHr no figado (A) e hipotalamo (B)
de animais Ubi-CrefRT que receberam tamoxifeno (Controle), animais Cre-loxP que
receberam apenas 6leo (Ubi-GHr) e animais Cre-loxP tratados com tamoxifeno (Ubi-
GHrKO). Concentragdo de IGF-1 no soro (C), no figado (D) e hipotalamo (E) desses
animais.

A GHr_figado B GHr_hipotdlamo
1.5

C IGF-1_soro D IGF-1_figado
400~ 2.0+
3 300- 154
E
=]
=
= 2004 1.0+
~t T
g
E 1004 0.5+ I |
T
0- 0.0
2 25 +D 2 3 &0
2 £ 2 '6‘} \9 a2
Q’é‘ \? Q&p (Pﬁ \SC‘ 8&9
E IGF-1_hipotalamo

1.5

I

Fonte: autor da dissertacao



42

Com base nesses resultados, concluimos que o modelo animal Ubi-
GHrKO, com interrupcao do receptor na fase adulta, ndo seria adequado para 0 n0sso
estudo, pois ndo observamos uma boa delecdo do receptor na regido do cérebro.
Sendo assim, decidimos substitui-lo por um modelo animal knockout do receptor
global de GH (GHr -/-), que possui a delecdo completa de GHr desde o nascimento,

garantindo assim a auséncia completa do receptor em todos os tecidos do animal.

Figura 11 - Comparacdo entre o tamanho corporal de um camundongo do tipo
selvagem (Wilde Type - WT) e um camundongo knockout do receptor global de GH
(GHr -/-). Média do comprimento naso-anal; peso corporal do camundongo adulto: WT
(9,5 cm; 25 g) e GHr -/- (6,5 cm; 10 g).

Fonte: autor da dissertacao

6.2. Padronizacdo daradiomarcacao

A radioiodacgdo foi realizada pelo método da cloramina T de Hunter e
Greenwood (1962) e padronizada para obter um alto rendimento na marcagéo com
impacto reduzido na molécula de pGH. Na condi¢cao de marcacgéo controlada pelo grau
de oxidacdo induzida pela CLT, ndo obtivemos uma marcacao detectavel pelo
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equipamento de SPECT, sendo observada apenas a presenca de 23| livre na solugéo,
como € possivel visualizar no cromatograma da Figura 12. A radiomarcacéo foi obtida
com a concentracdo de 100 pug de CLT e tempo de reacdo de 45 minutos. Diferentes
concentragcdes do hormonio (5 pug e 10 pg) demonstraram que uma quantidade maior
era capaz de aumentar o rendimento da marcacéo (Figura 13). Decidimos aumentar
a concentracdo do hormdnio para 50 g e testamos se 0 aumento da atividade do 123
de 34 MBq para 74 MBq e 111 MBq com tempo de reacdo de 15 min com a CLT,
poderia aumentar a incorporagdo do radiois6topo no hormdnio, mas como observado
na Figura 14, o aumento da atividade na amostra resultou em mais 123 livre presente
na solucdo. Sendo assim, utilizamos a condicdo de marcacao de 50 ug de pGH, 37
MBq de 123l e 100 pg de CLT e testamos diferentes tempos de reacéo variando de 5
a 45 min, adicionando 200 pg de Na>S20s no final de cada reagdo. Observamos que
houve um aumento no rendimento da marcacéo de acordo com o tempo de reacéo e
o melhor resultado obtido foi com 45 min, promovendo um rendimento superior a 95%
(Figura 15). Na Figura 16 observamos o resultado da marcagdo do pGH com *3!l, na
qual foi diminuida a concentracao de CLT para 50 g, com o objetivo de minimizar os
impactos causados ao horménio pelo reagente. Observamos também um 6étimo
rendimento na marcacdo. Na mesma Figura € apresentado o cromatograma da
marcacdo da Albumina bovina com 2%l onde também foi obtido um rendimento
superior a 95% na marcagéo.

O pGH radioativamente iodado foi purificado através de centrifugagdo com
colunas de filtracdo com poros de 3 kDa (Amicon). Ao realizar o teste de qualidade do
filtrado, cortando a fita de iTLC ao meio para medir a atividade de cada uma das partes
no contador Gama, observamos reducéo de aproximadamente 50% no rendimento da
marcacao, indicando que ndo houve uma boa filtragcdo do iodo radioativo livre e que
uma grande parte do horménio marcado foi perdido, retido na coluna de filtracao.
Considerando que o rendimento da marcagao dos produtos foi superior a 95%, o que
indica uma alta absor¢cdo do radioisétopo pelas proteinas e uma quantidade muito
baixa de iodo livre presente nas solu¢des, optamos por néo filtrar as solucbes com o0s
produtos marcados, pois consideramos que o radiomarcado com rendimentos de 95%

Oou mais estao aptos para os estudos de biodistribuicao.
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Figura 12 - Cromatograma representando a atividade em contagem por minuto (CPM)
detectada por SPECT-CT, ao longo da fita de iTLC contendo 2 pl da reacéo de
marcacdo: pGH (5ug/10uL) com adicéo de 123 (37MBg/2uL), CLT (1ug/12uL), tempo
de reagéo de 15 min e adigdo de Na2S20s (1pg/5uL) para finalizar a reacdo. O pico
em vermelho, aproximadamente a 100 mm do inicio da fita, corresponde ao 23| livre

presente na solucéo.
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Figura 13 - Cromatogramas com fita de iTLC contendo 2 pL da reacédo de marcacéao:
PGH (5ug/5uL) (A) e 10ug/10puL (B) com adicdo de 50 e 45 uL de PBS, 29|
(37MBqg/1pL), CLT (100ug/5uL), tempo de reagao de 45 min e adigcdo de Na2S20s
(200pg/5uL). A regido (1) em vermelho, corresponde ao inicio da fita, onde foi
adicionada a solugéo, o pico (vermelho) corresponde ao '?3l-pGH, e a regido (2) verde

corresponde ao iodo livre, que percorreu pela fita.
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Figura 14 - Cromatogramas com fita de iTLC contendo 20 uL da reacdo de marcacao:
pPGH (50ug/5uL) com adicdo de 50 pL de PBS, 1231 (A) 74 MBg/2uL e (B)
111MBq/3pL), CLT (100pg/5uL), tempo de reagéo de 15 min e adicdo de Na2S205
(200ug/5uL).
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Figura 15 - Cromatogramas com fita de iTLC analisando 2 ul das reacdes de
marcacao com diferentes tempos de duracdo: pGH (50ug/5uL) com adicdo de 50 pL
de PBS, 23 (37MBq/2uL), CLT (100ug/5uL). A, B, C e D correspondem aos tempos
de reacdo de 5 min, 15 min, 30 min e 45 min, respectivamente. Foi adicionado
Na2S20s5 (200 pg/ 5 pl) ao final de cada tempo de reagéo.
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Figura 16 - Cromatogramas com fita de iTLC contendo 20 uL da reacdo de marcacao:
(A) pGH (50ug/5uL) com adicdo de 50 pyL de PBS, 3 (37MBg/2uL), CLT
(50ug/5uL), tempo de reacdo de 45 min e adicdo de Na2S20s (100upg/5uL) e (B)
Albumina (5mg/50pL) , 1231 (37MBq/2uL), CLT (200ug) tempo de reacéo de 45 min e
adicdo de Na2S20s (400uQ).
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Fonte: autor da dissertacao.

Foi avaliado, utilizando um contador gama, se o 23| permaneceu
estavelmente ligado ao pGH. O *23|-pGH foi diluido em soro fetal bovino e analisado
em diferentes tempos até o isétopo completar uma meia-vida de decaimento (13
horas). Foi observado através do teste de estabilidade, uma reducédo de 50% da
atividade das quatro amostras contendo '2%l-pGH apds uma meia-vida, o que indica a

alta pureza radioquimica da marcacéo
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6.3. Avaliacdo dos impactos da CLT no pGH

Para avaliar os impactos da CLT na estrutura do pGH, como a formacéo de
agregados e formas alteradas do hormonio, realizamos um SDS-PAGE 15%
analisando amostras expostas a concentracdes de 50 e 100 pg de CLT e dois tempos
de reacdo (5 e 45 min). Na Figura 17, é possivel visualizar que na canaleta
correspondente ao pGH, sem reagir com a CLT, observamos uma banda com massa
molecular de 22 kDa, posicdo esperada para o pGH. J& nas canaletas
correspondentes ao pGH que reagiu com a CLT, observamos nas diferentes
concentracfes e tempos de reacdo, o surgimento de banda na regido superior a
massa molecular esperada, indicando possivelmente formagdo de agregados da
proteina. Na canaleta correspondente ao pGH que sofreu reacdo de 45 min com 100
ug de CLT, é possivel observar que a banda (22 kDa) ficou mais fraca, indicando uma
reducdo do material disponivel e as respectivas massas moleculares. Isso foi
confirmado através das analises de cromatografia liquida de alto desempenho por
excluséo de tamanho (HPSEC) Figura 18.
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Figura 17 - Andlise por SDS-PAGE 15%, nao reduzido, das amostras de pGH diluidos
em tampao PBS e de solu¢des contendo o pGH depois de incubados com 50 e 100
pg de CLT, por 5 e 45 minutos. 1) Marcador de massa molecular (kDa), 2) pGH sem
CLT, 3) pGH com 50 ug de CLT e 5 min de incubacéo, 4) pGH com 50 pg de CLT e
45 min de incubacao, 5) pGH com 100 ug de CLT e 5 min de incubacéo, 6) pGH com
100 pg de CLT e 45 min de incubacéo. Gel corado com nitrato de prata.
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Fonte: autor da dissertacéo.
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Os perfis cromatograficos obtidos em HPSEC do horménio de crescimento
variam de acordo com a espécie (Fridman et al., 1990). A Figura 18B apresenta a
andlise por HPSEC do horménio de crescimento porcino que apresentou tempo de
retencdo (tr) de 17,13 min (pico principal) e formas diméricas e agregadas que
aparecem a partir de 10,16 min em comparacdo com o padrdo do hormdnio de
crescimento humano recombinante (Figura 18A) tr de 12,83 min do pico principal e
formas diméricas e agregadas com tr a partir de 10,12 min. Ao realizar a quantificacédo
da proteina total, a unidade de area correspondente ao pGH, que nao sofreu reacdo
com a CLT, foi de 4.069.664 unidades de area (ua) (100%). Uma reducdo na
guantidade da amostra nos tempos de retencéo correspondente ao pGH foi observada
de acordo com a concentracdo e tempo de reacdo com a CLT. Apesar disso, foi
identificada conservacdo nas areas correspondentes ao tr entre 15,80 min e 17,75
min, mais préximos do pico principal do pGH (ver Tabela 1). Foram estabelecidos que
o tempo de reacdo de 45 min e a concentracdo de 50 ug de CLT promoveu o melhor

rendimento na marcagdo e com menor alteracdo nas caracteristicas do hormdnio.
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Figura 18 — Perfil cromatografico das amostras de pGH incubadas com 50 pg ou 100
pg de CLT por 5 ou 45 minutos. Andlises por cromatografia liquida de alto
desempenho por exclusdo molecular (HPSEC). A solugcdo contendo hormdnio de
crescimento humano recombinante (r-hGH). B, solucdo contendo pGH. C,
comparacao por sobreposicdo das solugbes contendo pGH sem reagir com CLT
(preto) e das solucdes contendo pGH incubadas com 50 pg de CLT nos tempos de 5
min (rosa) e 45 min (azul). D, Comparagao por sobreposi¢cdo das solu¢cdes contendo
pGH sem reagir com CLT (preto) e das solu¢des contendo pGH e que sofreram reacao
com 100 pg de CLT e tempo de 5 min (rosa) ou 45 min (azul).
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Tabela 1 — Avaliacédo por HPSEC do dano ao pGH na presenca de CLT apés 5 ou 45

minutos.
Area total correspondente ao cromatograma completo do pGH
(100 % = 4.069.664 unidades de &rea)
Tempo de
incubacéo com 50 pg de CLT 100 pg de CLT
CLT
5 min 80,28% 71,89%
45 min 67,59% 32,94%
Area entre 15,80 min e 17,75 min do pGH total (pico principal -
56,54%)
Tempo de
incubacdo com 50 ug de CLT 100 pg de CLT
CLT
5 min 48% 33%
45 min 44% 25%

6.4. Ensaios de biodistribuicdo

Com a definicéo do protocolo de marcacao capaz de gerar um produto com
alta pureza radioquimica, decidimos testar a aplicacdo do protocolo de biodistribuicao,
com injecdo do radiomarcado em animais seguido de eutanasia e coleta dos tecidos
para analise através do contador gama. No grafico apresentado na Figura 19 é
possivel visualizar que houve uma variacdo para mais na contagem da atividade dos
tecidos dos animais eutanasiados no tempo de 10 min, comparado ao animal
eutanasiado 2,5 min apo0s a injecdo, embora o numero de amostras reduzido nao
tenha permitido realizar uma analise estatistica. Na Figura 20 é possivel visualizar
uma contagem maior no sangue e no cérebro dos animais eutanasiados 2,5 min em

comparacao aos animais eutanasiados 10 min apdés a injecao.
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N&o observamos imagens obtidas através da autorradiografia dos cortes
encefalicos dos animais utilizados neste ensaio, pois a atividade radioativa estava
abaixo da sensibilidade do equipamento, indicando a necessidade de injetar uma

amostra com atividade radioativa maior.

Figura 19 — Razao tecido/sangue da dose injetada por grama de tecido (%ID/g) no
ensaio de biodistribuicdo em camundongos C57BL/6J injetados com 1%3|-pGH (3,6

MBQ) e eutanasiados no tempo de 2,5 e 10 min, ap0s a injecéo intravenosa.
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Figura 20 — Porcentagem da dose injetada por pL de sangue (A); Razao
Cérebro/Sangue do ensaio de biodistribuicdo em camundongos C57BL/6J injetados
com 123|-pGH (3,6 MBq) e eutanasiados no tempo de 2,5 e 10 min, apés a injecdo

intravenosa.
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Fonte: autor da dissertacao.

Para avaliar a necessidade do receptor na passagem do GH da circulacao
para o SNC, camundongos GHr -/- receberam 3,6 MBq de ?3|-pGH em 100 pL de
PBS, administrado intraperitonealmente, seguido de eutanasia 45 min apos a injecao.
Utilizamos 5 animais nesse experimento, 2 camundongos knockout global para o GHr
(KO) e 3 animais controle fundo C57BL / 6J (CTL). Os 6rgaos foram coletados, a razéo
tecido/sangue foi calculada e a analise dos valores obtidos demonstrou uma tendéncia
maior da presenca do horménio marcado nos tecidos dos animais CTL, comparado
aos KO, mas nenhuma diferenca significativa foi observada nos tecidos apresentados
na Figura 21. Ao comparar a porcentagem da dose injetada por uL de sangue, os
animais KO apresentaram uma contagem significativamente maior do que os animais
CTL, com P= 0,0032. Através do grafico é possivel visualizar que a contagem no
cérebro total dos animais KO foi menor do que nos animais CTL (Figura 22B), essa
diferenca foi marcadamente maior quando comparamos o hipotalamo separadamente

(Figura 22C). Apesar disso, essa diferencga néo foi estatisticamente significativa.
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Figura 21 — Razao tecido/sangue da dose injetada por grama de tecido (%ID/g) do
ensaio comparativo da biodistribuicdo entre camundongos GHr -/- (KO) e
camundongos C57BL/6J (CTL).

15-
A mm CTL
g - = KO
% _E_: 10+
& 2
-
'FE E 5_
= i |l|
0- i|III 1 1 1
o & & & >
& & &
& & <°
4_
B mm CIL
N = KO
2_

Tecido/Sangue
Ratio (pl/g)

Fonte: autor da dissertacao.
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Figura 22 — Porcentagem da dose injetada por pL de sangue (A) Razéo
Cérebro/Sangue (B) e Razado Hipotalamo/Sangue (C) do ensaio comparativo da

biodistribuicdo entre camundongos GHr -/- (KO) e camundongos C57BL/6J (CTL).
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Fonte: autor da dissertacao.

6.5. Avaliacdo do transporte de *1-pGH para o cérebro em diferentes tempos

de exposicao

Pra avaliar a passagem do GH para o SNC de acordo com o tempo de

exposicdo, o pGH marcado com | e a albumina com 23 foram injetados
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simultaneamente em camundongos C57BL/6J. Os animais foram eutanasiados em
diferentes tempos apoOs a injecdo e 0 sangue, figado e cérebro foram coletados. A
leitura da atividade do radiois6topo de cada amostra foi realizada em um contador
gama logo apds o experimento e seis dias depois, tempo necessario para o
decaimento completo do '?3I, que possui meia vida de 13,3 horas, bem menor que a
do 3, com meia vida de 8,02 dias. Os calculos de decaimento foram realizados e
descontada a atividade inicial do '3%I-pGH (calculada apds decaimento total do 123) foi
estimada a atividade inicial da '?3I-albumina, como apresentado na Tabela 2. Ao
comparar a atividade das amostras no cérebro dos animais, observamos que de
acordo com o tempo de exposi¢cdo houve uma tendéncia ao aumento da atividade do
131-pGH, enquanto a atividade da ?3l-albumina foi diminuindo ao longo do tempo
(Figura 23).

Figura 23 — Gréfico referente as contagens detectadas de 3I-pGH e *23|-Albumina

no cérebro de camundongos C57BL/6J em diferentes tempos de exposigéo.
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Fonte: autor da dissertacao.
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Tabela 2 — Medida no contador gama de amostras contendo os isétopos radioativos
131 que possui energia gama de 364 Kev e meia vida de 8,02 dias e 23| que possui
energia gama de 159 Kev e meia vida de 13,3 horas. A leitura da atividade dos
radiois6topos ocorreu nos dois canais de deteccdo. Depois do tempo corrido de
8941,54 min, apés o decaimento total do 23, a leitura foi refeita. A analise dos
resultados com os devidos ajustes com base no tempo de meia vida do *3!| foi possivel

calcular a atividade inicial em cada amostra.

Atividade inicial

Radiois6topo Canal | Atividade (uCi)
131| 131| 183
123| 131| 389
131|+123| 131| 569
131| 123| 119
123| 123| 253
131|+123| 123| 371

Tempo corrido (8941,54 min) (~6 dias)

Radioisotopo Canal | Atividade (uCi)
131| 131| 107
123| 131| 0
1314123 131) 107
131| 123| 70
123| 123| 0
1314123 123 70

Fonte: autor da dissertacao.

Para avaliar se diferentes doses de **'I-pGH presente na circulagéo podem
alterar a cinética da permeacdo do hormdnio para o cérebro, realizamos o

experimento do transporte em diferentes tempos de exposi¢do, mas desta vez ao
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invés de injetar 3,6 MBq de **'I-pGH (4,9 ug do horménio), o que corresponde a 30
milhdes de contagens por minuto (CPM), injetamos 0,12 MBq de *3-pGH (0,16 pg do
hormoénio), correspondente a 1 milhdo de CPM. Comparamos com o0s resultados
anteriores, quando foi injetado 30 vezes mais hormoénio marcado. Na Figura 24 é
possivel observar que houve uma similaridade na cinética da permeacao do hormonio

radiomarcado nas diferentes doses injetadas, tanto no cérebro como no hipotalamo.
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Figura 24 — Graficos comparando a cinética da permeacdo no cérebro (A) e
hipotalamo (B) de diferentes doses de *'I-pGH injetado em camundongos C57BL/6J.
A atividade foi medida em Contagem Por Minuto (CPM), onde 1 milhdo de CPM
corresponde a aplicacdo de 0,12 MBq e 30 milhdes de CPM correspondem a aplicacéo
de 3,6 MBq.
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Fonte: autor da dissertacao.
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Avaliamos a distribuicdo de *'I-pGH em diferentes tempos de exposicdo
em camundongos GHr -/- e controles, injetando o horménio marcado com atividade
de 0,12 MBq e 0,24 MBq, respectivamente, ja que 0s animais controle possuem em
média o dobro do peso corporal dos animais knockout. Os resultados mostraram que
no cérebro total (Figura 25A) a presenca do '*l-pGH foi semelhante ao longo do
tempo de exposicdo em ambos os animais. No hipotalamo (Figura 25B) o mesmo foi
observado, demonstrando que o GH radiomarcado foi capaz de atravessar a BHE dos
camundongos knockout e alcancar o tecido do hipotalamo desses animais.
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Figura 25 — Gréafico comparando a cinética da permeacéao no cérebro (A) e hipotalamo

(B) do 3-pGH em camundongos GHr -/- (KO) e camundongos controle (CTL) em

diferentes tempos de exposi¢ao.
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Fonte: autor da dissertacéo.
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6.6. Ensaio de imagem por SPECT-CT

Para obter imagens da biodistribuicdo do radiomarcado, uma tomografia
por emissao de foton Unico/ tomografia computadorizada (SPECT-CT) foi realizada.
Utilizamos um camundongo C57BL/6J que recebeu uma injecéo pela veia caudal de
1231.pGH 20 MBq, em 100 pl de PBS. No tempo de 45 min apds a injecdo, o animal foi
colocado na camara de escaneamento e analisado no microPET (microPETAIlbira),
anestesiado através de um cone colocado junto ao nariz. O intervalo entre a injecéo e
o inicio da imagem foi de 2 horas, tempo minimo possivel. Nado foi detectada
radioatividade no cérebro, como observado na Figura 26, na qual o radiomarcado &

visivel apenas em regides como a bexiga, o figado e a tiredide.
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Figura 26 - Imagem obtida por tomografia por emissdo de foton Unico/ tomografia
computadorizada (SPECT-CT) do corpo inteiro de um camundongo C57BL/6J,
injetado com 123|-pGH, com intervalo de leitura de aproximadamente 2 horas ap6s a
injecdo. Tomografia computadorizada (A), tomografia por emisséo de féton Gnico (B),
sobreposicao (C). As cores em vermelho, amarelo, verde e azul representam o grau

de atividade radioativa emitida pelo *?3I-pGH, onde vermelho representa o maior grau

e azul o menor grau.

Fonte: autor da dissertacéo.

Realizamos outro estudo, desta vez utilizando uma dose letal de anestésico
45 min apdés a injecdo, paralisando assim a biodistribuicdo do radiomarcado.
Colocamos o animal eutanasiado na camara de escaneamento e focalizamos a leitura
pelo equipamento na regido do cérebro. Assim, obtivemos a localizagcéo anatémica do

1231.oGH no cérebro. Como observado no grafico da Figura 27, as regibes que
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apresentaram as maiores contagens da atividade do horménio radiomarcado foram o
hipocampo esquerdo, o cerebelo e o tronco cerebral. Na Figura 28 é possivel
visualizar através da imagem a atividade do '?%I-pGH nessas e em outras regies

anatdmicas.

Figura 27 — Gréfico apresentando a média da contagem da atividade (CPM) do 23|-
pGH em diferentes regifes anatdmicas do cérebro de um camundongo eutanasiado
45 min apos a injecdo. Abreviaturas: RSTR, estriado direito; LSRT, estriado esquerdo;
CTX, cértex; RHIP, hipocampo direito; LHIP, hipocampo esquerdo; THA, talamo; CB,
cerebelo; BFS, prosencéfalo basal e septo; HYP, hipotalamo; RAMY, amigdala direita;
LAMY, amigdala esquerda; BS, tronco cerebral; CG, substancia cinzenta
periaguedutal; SC, coliculo superior; OLF, bulbo olfatério; RMID, mesencéfalo direito;

LMID mesencéfalo esquerdo; LIC, coliculo inferior esquerdo; RIC, coliculo inferior

direito.
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Figura 28 - Imagem obtida por tomografia por emissdo de foéton Unico/ tomografia
computadorizada (SPECT-CT), do cérebro de um camundongo eutanasiado 45 min
apos a injecdo de 123l-pGH. Seccéo frontal (A), seccdo transversal (B) e seccéo sagital
(C). As é&reas delineadas em cores representam regides anatébmicas do cérebro.
Dentro das areas delineadas, as cores de vermelho (maior atividade) a azul
representam os graus de radiacdo emitidos pelo 2%I-pGH. Abreviaturas: RSTR,
estriado direito; LSRT, estriado esquerdo; CTX, cortex; RHIP, hipocampo direito;
LHIP, hipocampo esquerdo; THA, tdlamo; CB, cerebelo; BFS, prosencéfalo basal e
septo; HYP, hipotalamo; RAMY, amigdala direita; LAMY, amigdala esquerda; BS,
tronco cerebral; CG, substancia cinzenta periaquedutal; SC, coliculo superior; OLF,

bulbo olfatério; RMID, mesencéfalo direito; LMID mesencéfalo esquerdo; LIC, coliculo

inferior esquerdo; RIC, coliculo inferior direito.
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7. DISCUSSAO

Para avaliar a participagdo do receptor do hormonio de crescimento no
transporte de GH para o SNC, definimos como estratégia inicial utilizar um modelo
animal (Cre-loxP) knockout para este receptor. Inicialmente, utilizamos camundongos
knockout temporais induziveis por TMX, que inabilitaria a expressédo desse receptor
guando exposto a essa droga, 0 que poderia ser realizado inclusive na fase adulta.
Seria um modelo bem adequado para esse estudo, jA que o animal teria um
crescimento normal até o momento do experimento. No teste de validacdo, ao
comparar o ganho de peso apdés as aplicacdes de TMX, observamos que 0s animais
knockout perderam peso ao longo do tempo, em comparagcdo com 0s controles. Isso
aconteceu principalmente pela reducdo na variagdo da massa magra, ja que
curiosamente, ambos os animais tiveram um aumento na variacao da gordura corporal
(Figura 9).

Essa variacdo na gordura corporal pode ser devida ao fato do préprio TMX
se ligar ao receptor de estrogénio, afetando potencialmente o metabolismo energético.
Além da sua expressao nos tecidos reprodutivos, o receptor de estrogénio também
estd amplamente distribuido no cérebro e tecidos periféricos ndo neurais, como o
tecido adiposo (Vrtacnik et al., 2014). No SNC, quando o estrogénio se liga ao seu
receptor, o comportamento alimentar do rato € alterado juntamente com o
metabolismo energético (Brown & Clegg, 2010). Da mesma forma, o estradiol afeta o
gasto energético no tecido adiposo, que inclui atividade da lipoproteina lipase
suprimida, lipogénese reduzida, lipdlise aumentada e liberagcéo de acidos graxos livres
(Tara et al., 2005; Homma et al., 2000). Enquanto os dois receptores de estrogénio,
ERa e ER[, regulam a adiposidade e a distribuicdo de gordura, o ERa tem os efeitos
dominantes (Brown & Clegg., 2010). O TMX pode imitar os efeitos do estrogénio,
aumentando a utilizacdo de &acidos graxos e reduzindo o ganho de peso corporal
(Wade & Heller et al., 1993).

Considerando o dimorfismo sexual, na administracdo de baixas doses de
TMX, é observada a diminuigdo na porcentagem de peso e aumento na termogénese
nos tecidos adiposos em fémeas, mas ndo em camundongos machos, 3 dias apos a
aplicagédo (Zhao et al., 2020). Em outro estudo, utilizando camundongos machos
C57BL/6NTac que receberam tratamento com TMX por 5 dias consecutivos, foi

observada diminuicdo aguda na massa de gordura corporal uma semana apos o
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tratamento, que se converteu em uma massa de gordura corporal relativa
significativamente maior cinco semanas ap0s o tratamento, com efeitos reciprocos na
massa magra (Hesselbarth et al., 2015). Em nosso estudo, observamos que trinta dias
apos a aplicacdo do TMX, camundongos Ubi-CreERT fémeas, tiveram aumento
significativo na variacédo da gordura corporal, com um leve aumento na massa magra.
Mais estudos sdo necessarios para avaliar as adaptacdes metabodlicas que ocorrem
nesse modelo animal ao longo do tempo, quando submetido ao tratamento com TMX.

A interrupcdo do GHr em camundongos adultos, 12 meses apds o
tratamento com TMX, resulta no aumento da adiposidade corporal e reducdo da
massa magra (Duran-Ortiz et al.,, 2021). Em nosso estudo, observamos essas
variagbes 30 dias apds o tratamento. O GH desempenha um papel complexo na
regulacdo do metabolismo, como efeitos catabdlicos no tecido adiposo (Vijayakumar
et al., 2011). O comprometimento da atuacdo do GH nesses animais pode explicar
esse aumento da adiposidade corporal. Com relacdo a reducao da massa magra, iSso
pode ser explicado pela diminuicdo nos niveis circulantes de IGF-1, observado em
nosso estudo, devido a expressiva dele¢cdo do GHr na regido do figado (Figura 10A),
0 que pode ser interessante para estudos que buscam avaliar os efeitos da
perturbacao do Eixo GH/IGF-1, entre outros.

No geral, os camundongos portadores do sistema completo Cre-loxP que
receberam apenas 6leo de gergelim (Ubi-GHr), apresentaram niveis menores na
expressao do receptor, comparando-se aos camundongos portadores apenas do alelo
Ubi-CreERT que receberam TMX. Isso significa que esses camundongos transgénicos,
gerados para perder a expressao do GHr na fase adulta, possuem naturalmente niveis
mais baixos da expressdo do receptor. Além disso, esses animais possuem niveis
significativamente mais baixos de IGF-1 circulante, comparado aos controles (Figura
10C). Para o nosso estudo em especifico, seria mais apropriado um modelo animal
com dele¢do completa do receptor, principalmente na regido do cérebro, o que nédo
ocorreu nos nossos estudos com o modelo Cre-loxP. Ao medir os niveis de GHr no
hipotalamo dos animais knockout temporais, observamos que as aplicacdes de TMX
nao foram capazes de promover uma boa delecéo nesta regido (Figura 10B). Isso
pode ter acontecido, porgue esses animais possuem a presenca do gene responsavel
pela expresséo da proteina fusdo Cre-ERT2, incluindo a sequéncia do promotor da
ubiquitina, que esta presente em todas as células desses animais. O TMX injetado

intraperitonealmente, se difunde gradualmente do peritbnio para a circulagéo,
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alcancando inicialmente os tecidos periféricos, como o figado, que possui uma alta
expressdo de GHr e onde o TMX € metabolizado gerando os seus metabdlitos
bioativos que liberam o Cre ERT2 para recombinacéo de alelos floxed no nucleo da
célula (Feil et al., 1997; Indra et al., 1999). Por esse motivo, o figado é a regido que
possui a maior disponibilidade de TMX e a maior taxa de delecdo do receptor. Ainda,
0s metabolitos bioativos do TMX terdo acesso através da circulagdo, aos muitos
tecidos do corpo do animal que competirao pela disponibilidade do TMX com o SNC.

O método utilizado no nosso trabalho estd de acordo com estudos que
preveem um limite maximo de dose de TMX para ndo comprometer a saude do animal
e os resultados esperados (Jahn et al., 2018). Desta forma, concluimos que o modelo
animal Ubi-GHrKO, com interrupcao do receptor na fase adulta, ndo foi adequado para
0 nosso estudo, pois ndo observamos uma boa delecédo do receptor na regido do
cérebro. Sendo assim, decidimos substitui-lo por um modelo animal knockout do
receptor global de GH (GHr -/-), que possui a delecdo completa de GHr desde o
nascimento, garantindo assim a auséncia completa do receptor em todos os tecidos
do animal.

A eficiéncia da radioiodacdo do GH, ou seja, quantidade de iodo disponivel
na solucdo que é transferido para as moléculas, pode mudar de acordo com algumas
variaveis, como a quantidade de material disponivel na solugcéo e o tempo corrido para
a acado dos reagentes. Outro fator muito importante a ser considerado nesse
procedimento € o impacto causado na proteina durante a rea¢ao, que pode influenciar
na sua integridade fisica, atividade imunoldgica e bioldgica (Mattera & Dellacha, 1982,
Mattera et al.,, 1982). No desenvolvimento do método de radiomarcacdo do GH
empregando a CLT, Greenwood & Hunter (1963) alcangcaram uma eficiéncia de até
76%, utilizando 5 pg de hGH, 14-28 MBq de *3!l, 100 ug de CLT adicionando o dobro
de Na2S20s5 rapidamente apés uma breve homogeneizacdo. Nesse caso, o hGH
marcado com 13 foi calculado para conter até 0,5—1 atomo de iodo/molécula. Eles
observaram que a partir de 18 MBg/ug houve uma perda progressiva da atividade
imunologica do horménio. Em outro estudo, realizado por Biscayart et al., (1989),
sobre a preparacdo do hGH radiomarcado com 21 usando duas condicbes de
marcacdo, foi observado que adicionando *?°l com atividade de 37 MBg em 5 ug de
hGH, com adicdo de 0,22 ug de CLT e tempo de reacao de 5 min, a incorporagao de
iodo a proteina néo foi superior a 20%, mas ao aumentar a concentragcao do horménio

para 20 ug e CLT para 0,88 g, foi obtido um rendimento de 80%. Evidenciando que
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com um tempo maior de reacao, € possivel diminuir a concentracdo de CLT em uma
reacdo com uma quantidade maior do horménio e obter um elevado rendimento na
marcagao.

Na padronizagao da radiomarcagao no nosso trabalho, observamos que a
condicdo de marcacéo utilizando 5 ug pGH com adicdo de 23l com atividade de 37
MBq e 1 ug CLT reagindo por 15 min, a atividade do radiomarcado foi tdo baixa que
ndo foi possivel a deteccdo pelo equipamento de SPECT (Figura 12). Quando
aumentamos a concentracao da CLT para 100 pg com tempo de reacéo de 45 min,
conseguimos obter a deteccdo do radiomarcado, que atingiu um rendimento de
aproximadamente 50% com 10 pg do horménio (Figura 13). O aumento do tempo de
reacao foi fundamental para a obtencédo de um rendimento superior a 95%, utilizando
50 pg de pGH (Figura 15). Quando realizamos a caracteriza¢cdo do pGH nao marcado
analisando o perfil cromatografico obtido por HPSEC, identificamos que 56,54%
correspondia ao pico principal, ou seja, ao hormdnio ndo degradado (Tabela 1). A
integridade da molécula é importante para que os residuos de tirosina estejam
disponiveis e corretamente expostos para a integracao ao radiois6topo e para que 0
horménio tenha a sua atividade imunoldgica e biolégica conservada (Berndt et al.,
2018; Harada et al., 2020). A reacdo do pGH com 100 pg de CLT por 45 min reduziu
essa porcentagem para 25%, enquanto a reacdo com 50 pg de CLT apresentou uma
porcentagem mais proxima ao pGH que néo reagiu com a CLT (44%). Considerando
que 50 pg de CLT foi suficiente para a obtencdo de um rendimento superior a 95%,
determinamos essa condicdo de reacdo como a condi¢cdo capaz de promover um
otimo rendimento na marcacao, sem causar danos significativos as moléculas integras
presentes na solugdo (Figura 16A). A atividade especifica do 3! calculada para o GH
considerando a substituicdo de 1 atomo de iodo/molécula é de aproximadamente 5,55
MBg/ug (Freedlender., 1969). No nosso estudo, alcancamos o melhor rendimento na
marcacdo com 0,74 MBqg/ug, o que corresponde a substituicdo de 0,13 &tomos de
iodo/molécula, considerando o peso total da quantidade de proteina adicionada na
solucéo. Isso pode ter relacdo com a disponibilidade de moléculas integras presentes
na solucéo antes do inicio da reacéo (56,54%) e ao efeito de agregacédo em algumas
dessas moléculas causadas pela CLT, o que pode ter impactado na disponibilidade
dos residuos de tirosina para a integracéo do isétopo radioativo.

Muitos autores estudaram os efeitos da iodacdo em varias proteinas e

horménios, chegando a varias conclusées (Hamlin & Arquilla., 1974; Sharp & Pierce.,
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1981). Embora parecesse haver um consenso geral em relacdo a retencdo da
atividade imunolégica do horménio do crescimento humano e bovino moderadamente
iodado (Hunter., 1965; Mattera & Dellacha., 1982), possiveis alteracdes em sua
atividade somatotropica foram mais dificeis de excluir devido a sensibilidade limitada
dos bioensaios. Hughers et al (1982) estudaram as alteracfes devidas a iodacéo da
lactoperoxidase usando um bioensaio sensivel utilizando células Nb2 (Tanaka et al.,
1980), relacionado a atividade lactogénica e ndo somatotropica, e encontraram perda
de bioatividade. Goodman & Levy (1983), usaram dois bioensaios in vitro para mostrar
gue, em niveis moderados de iodacdo, o hGH manteve a poténcia total em relacédo a
estimulacdo da oxidacdo da glicose e da lipdlise. Mattera & Dellacha (1982),
mostraram que o hormdénio do crescimento bovino iodado, foi quase indistinguivel em
suas propriedades do hormdénio ndo marcado, quando avaliada a atividade promotora
de crescimento corporal, captacéo pelo figado de rato in vivo, ligacdo a microssomas
de figado de coelho e interacdes antigeno-anticorpo primario. Em nosso grupo de
pesquisa, Bartolini & Ribela (1986) mostraram que concentracdes relativamente altas
de CLT e NazS:20s, altos graus de iodacdo (até 2,7 atomos/molécula) e efeitos
indiretos da radiacdo n&o alteraram significativamente a atividade biolégica e
imunologica da molécula de hGH ou seu raio molecular. Em nosso estudo, para
diminuir os impactos causados pela oxidacao ou efeitos da radiacdo, utilizamos uma
quantidade reduzida de CLT (10 vezes menos), comparada ao método padronizado
por Greenwood & Hunter (1963), uma atividade especifica do radioisétopo calculada
para conter menos que 1 atomo de iodo/molécula e usamos o produto radiomarcado
imediatamente apds a sua preparacao.

A confirmacédo da ligacdo do 3'I-pGH ao GHr, foi realizada através dos
ensaios iniciais de biodistribuicdo, injetando uma dose do radiomarcado em animais
selvagens que foram a seguir eutanasiados em diferentes tempos (2,5 e 10 min), para
avaliar a taxa de captacao nos tecidos. Como esperado, observamos uma presenca
maior do hormdnio marcado nos tecidos dos animais eutanasiados 10 min apos a
injecdo, comparado ao animal eutanasiado 2,5 min apos, resultado do tempo em que
o horménio fica disponivel no sangue para internalizacdo nos tecidos através da
ligacdo ao receptor, além do metabolismo (Vahl et al., 1997; Flores-Morales et al.,
2006). Os tecidos que apresentaram maior diferenca entre os grupos foram o figado,
musculo, estdbmago e bexiga (Figura 19). Curiosamente, no cérebro foi observado um

aumento da presenca do horménio marcado no tempo de 2,5 min ap0s a injecdo em
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comparacao com o tempo de 10 min. Os estudos encontrados na literatura mostram
que o GH é capaz de acessar rapidamente o LCR a partir da circulacdo e que as
concentragbes do hormoénio no LCR e no soro estdo diretamente correlacionadas
(Coculescu et al., 1979; Nicolini et al., 1984). Isso indica que o GH que se difunde da
circulacao para o LCR, o faz por difusdo simples, acompanhando a dinamica do fluxo
sanguineo no transporte através dos ventriculos. Ao comparar a contagem detectada
no sangue e no cérebro em nosso estudo (Figura 20A e B) também observamos uma
correlagdo nos diferentes tempos. Mais estudos sdo necessérios, aumentando o
namero de amostras e avaliando diferentes tempos de exposicdo. Nos testes
envolvendo injecdo intraperitoneal essa correlacdo néo foi observada com clareza.
Para avaliar a importancia do GHr no transporte de GH para o SNC,
injetamos o *1-pGH em camundongos knockout para este receptor (GHr -/-) e em
camundongos controle, com eutanasia no tempo de 45 min apds a injecdo. Na
avaliacdo da biodistribuicdo, observamos uma pequena reducdo na contagem em
tecidos como o musculo, nos animais knockout, comparado aos controles. Os niveis
do radiomarcado circulante nos animais GHr -/- foram significativamente maiores do
gue nos controles, possivelmente pela falta de absorcdo do horménio pelos tecidos
desses animais knockout. Quando avaliamos a contagem no cérebro total (Figura
22B), foi possivel observar através do grafico que houve uma diminui¢cdo dos niveis
do radiomarcado nos animais GHr -/- comparado aos controles. Ainda, essa reducéo
foi marcadamente maior quando avaliamos separadamente o tecido do hipotalamo
(Figura 22C). Apesar disso, essas diferencas ndo foram estatisticamente
significativas. Esse resultado mostra que o 13%-pGH esteve presente no cérebro total
e no tecido do hipotdlamo dos animais GHr -/-, mas em menor grau comparado aos
animais controle, indicando que o GHr pode ser capaz de alterar os niveis de GH
presente no cérebro. Essa alteracdo pode ter duas explicacdes possiveis, e que ainda
podem estar entrelacadas. Em primeiro lugar, apesar de estar disponivel no tecido por
difusdo passiva, ou seja, por um mecanismo independente do receptor, uma parte do
GH que alcanca o hipotalamo pode ser proveniente de um transporte ativo promovido
pelo GHr. A literatura tem fornecido evidéncias de que receptores localizados em
células especializadas da ME regulam o acesso de hormdnios metabdlicos como a
grelina, leptina e insulina as outras regides do hipotalamo e que a diminuicdo nos
niveis destes hormonios é acompanhada pela delecdo dos receptores nessa regiao
(Jiang et al., 2020; Porniece et al., 2021; Spiezio et al., 2018; Uriarte., 2021). Estudos
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com a delecdo de GHr em regifes estratégicas podem fornecer mais respostas sobre
a atuacao deste receptor na entrada do GH no tecido do hipotalamo. Outra
possibilidade é que a presenca elevada do '3!I-pGH nos animais controle comparados
aos knockout, seja resultado do acumulo do radiomarcado dentro dos neurénios,
através de uma internalizacdo mediada pelo receptor. Um estudo realizado com a
transfeccdo de hGH em uma linha neuronal de rato, demonstrou que o
armazenamento do horménio dentro das células em vesiculas sinapticas foi
indistinguivel das vesiculas sinpticas catecolaminérgicas enddgenas. Quando as
células foram estimuladas por carbacol ou despolarizacdo direta, elas liberaram
norepinefrina e hGH com cinética paralela (Schweitzer & Kelly et al., 1985). Isso
significa que o GH dentro dos neurbnios pode ser armazenado em vesiculas
sinapticas para ser liberado apés estimulagcdo. Assim, € possivel que no nosso estudo
0 ¥1-pGH possa ter se difundido no tecido do hipotadlamo de forma intercelular ou
sendo conduzido pelo GHr, entrando nas células através da ligacdo ao receptor e se
acumulando em vesiculas sinépticas, refletindo no aumento do nivel do radiomarcado
no tecido do hipotdlamo dos animais que expressam o0 receptor, comparado aos
animais knockout. E importante ressaltar que neste experimento, injetamos 30 milhdes
de CPM (equivalente a 4,9 pg do horménio), o que pode ter contribuido para um
acumulo aumentado dentro do tecido dos animais.

Comparamos a permeacédo do pGH radiomarcado no SNC dos animais
selvagens, com a albumina radiomarcada (Figura 23). Desta forma, observamos que
houve um aumento do pGH, mas nao da albumina, no cérebro dos animais ao longo
do tempo, indicando que a albumina nao foi capaz de permear e se difundir no cérebro
dos camundongos. Por causa da interrupcdo das alcas de feedback nos
camundongos knockout, esses animais possuem um aumento de 30 vezes do GH
sérico (Zhou et al., 1997). Para descartar a possibilidade de que um excesso de GH
circulante poderia influenciar nos resultados do nosso estudo, injetamos uma
quantidade de pGH radiomarcado com atividade especifica de 1 milhdo de CPM
(equivalente a 0,16 pg do hormdnio) em um grupo de animais selvagens e
comparamos com os dados obtidos através das injecdes de 30 milhdes de CPM dos
experimentos anteriores. Observamos que a cinética da permeac¢éao para o cérebro foi
idéntica em ambos os grupos (Figura 24A), indicando que a passagem de GH para o
cérebro foi independente da quantidade do horménio presente na circulacao,

considerando as quantidades utilizadas nesse trabalho. Isso esta de acordo com o
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estudo realizado por Pan et al (2005) que demonstrou que o excesso de GH nao
mostrou modulacdo aguda do influxo sangue-cérebro. Quando avaliamos
separadamente o tecido do hipotdlamo, também observamos uma cinética
semelhante (Figura 24B).

N&s comparamos a cinética da permeacéo do pGH da circulagéo periférica
para o SNC de camundongos knockout para o GHr e controle em diferentes tempos
de exposicdo. Nao foi possivel observar diferenca entre os grupos, avaliando o
cérebro total (Figura 25A). Quando avaliamos o hipotalamo separadamente,
observamos que a curva da linha média foi muito semelhante entre os grupos (Figura
25B), sugerindo, portanto, um transporte independente do receptor. A dose reduzida
de pGH (0,16 pg) injetada nos animais desse experimento, comparado ao
experimento em que injetamos 4,9 pg do horménio em animais knockout e controle,
com eutanasia no tempo de 45 min apos a injecao, pode ter refletido na diferenca
observada entre o resultado dos experimentos. Quando injetamos 4,9 ug de 123-pGH,
observamos uma contagem marcadamente aumentada no tecido do hipotalamo dos
animais controle comparado aos knockout, 45 min apés a inje¢édo (Figura 22C). Ao
injetar 0,16 pg de '23-pGH, os animais knockout curiosamente apresentaram uma
contagem um pouco maior no tecido do hipotalamo, comparado aos controles 45 min
apos a injecdo (Figura 25B). Sendo assim, é possivel que a expressao do GHr seja
mais importante para o acumulo de GH dentro de tecidos do cérebro, como o
hipotadlamo, do que na difusdo do horménio através do tecido. Isso ndo exclui a
possibilidade de que o hormbnio possa ser direcionado para ndcleos hipotalamicos
distintos, sendo transportado entre 0s neurénios.

Que o GH atravessa a BHE e se difunde no parénquima cerebral
independente do receptor, esta cada vez mais evidente. O que permanece nao
esclarecido é o caminho percorrido pelo hormdnio para alcancar os tecidos do cérebro
e quais as regides envolvidas no percurso de passagem. O GH possui um papel
relevante na regulacdo central do metabolismo (Donato et al., 2021). Estudos
anteriores propuseram que a principal via para os horménios metabdlicos entrarem no
cérebro seria através da vasculatura cerebral (Banks et al., 1997; Banks et al., 1999).
No entanto, evidéncias recentes indicam que os CVO’s, especialmente a ME,
localizada no hipotdlamo médio basal, contribui fortemente para o acesso de
horménios periféricos, como a leptina, grelina e insulina, para o SNC (Prevot et al.,
2018; Balland et al., 2014; Schaeffer et al., 2013; Uriarte et al., 2019; Duguenne et al.,
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2021; Kumar et al., 2021). Para manter a homeostase, 0s neurbnios hipotalamicos no
ARC devem detectar e integrar dinamicamente uma infinidade de sinais periféricos.
As moléculas transmitidas pelo sangue devem, portanto, ser capazes de contornar a
vasculatura hermeticamente fechada da BHE para acessar rapidamente seus
neurénios alvos. Devemos lembrar que o ARC possui uma BHE intacta, nesse sentido
o endotélio fenestrado dos microvasos da ME permite que algumas moléculas
atravessem a barreira sangue-hipotalamo. Um estudo realizado por Langlet et al
(2013) demonstrou que a diminui¢do nos niveis de glicose no sangue durante o jejum
altera a organizacdo estrutural dessa barreira, resultando no melhor acesso de
substratos metabdlicos ao ARC. Neste estudo, a capacidade da leptina exdgena, um
horménio peptidico de 16 kDa, de acessar os neurdnios do ARH foi testada
quantificando a fosforilagdo de STATS3 estimulada pela leptina em camundongos em
jejum e alimentados. A leptina induziu um aumento de 30% na imunorreatividade para
STAT3 fosforilado (pSTAT3) em camundongos privados de alimento quando
comparado a camundongos alimentados. Schaeffer et al., (2013), demonstrou que
moléculas com peso molecular entre 20 e 40 kDa, sdo capazes de atravessar vasos
fenestrados na ME, servindo como uma porta de entrada que déa acesso ao hipotalamo
e a interface sangue-LCR. Com base nas recentes descobertas sobre a atuacéo do
GH na regulacao central do metabolismo e o peso molecular deste hormdnio (22 kDa),
existe a especulacdo de que esta pode ser uma regido chave para o acesso do GH
ao hipotalamo e ao LCR. Para avaliar se a plasticidade da BHE induzida em jejum
pode alterar os niveis de GH exégeno no hipotalamo, o que apontaria a ME como uma
importante regido de passagem deste hormdnio, a comparacdo entre animais
injetados com GH em jejum e alimentados, ou a utilizagdo de um inibidor seletivo da
expressédo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) poderia ser realizado,
guantificando a fosforilagdo de STATS.

Considerando a possibilidade de que o GH pode ser capaz de atravessar da
circulacdo periférica para o SNC por difusdo passiva, extravasando 0S vasos
fenestrados da ME e de outros CVO’'s, dando acesso direto aos ventriculos e
consequentemente ao LCR, ainda restaria a davida se o GH disponivel no LCR seria
capaz de se difundir dos ventriculos para o parénquima cerebral dependendo dos
receptores localizados no CP ou se seria capaz de se difundir no parénquima cerebral,
atravessando o tecido que reveste os ventriculos de forma passiva e permeando o

parénquima cerebral de forma intercelular. Os ventriculos sdo revestidos por células
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ependimarias, um tipo de célula de suporte neuronal (neuroglia) que forma o
revestimento epitelial dos ventriculos e do canal central da medula espinhal. As
células ependimarias nos ventriculos sdo frouxamente unidas por locais especiais de
adesao intercelular chamados desmossomos, que permitem que as células formem
uma folha epitelial quase continua sobre a superficie dos ventriculos e do canal
espinhal. Como as juncdes entre as céulas ependimarias séo frouxas, o LCR é capaz
de se difundir dos ventriculos para o SNC. As células que cercam o CP séo
conectadas por juncOes apertadas, que impedem o vazamento de substancias e
fluidos dos vasos sanguineos para o LCR (Rogers., 2018). O GH atua no CP
estimulando a producédo de LCR (Nyberg., 2000), mas se o GHr expresso no CP, além
dessa funcao, pode contribuir para o transporte de GH do LCR para o parénquima
cerebral, ainda ndo foi esclarecido. Em nosso estudo, utilizamos camundongos
knockout global do GHr, ainda assim, fomos capazes de observar que o GH injetado
perifericamente esteve presente no tecido do hipotalamo desses animais, o que da
indicios de que se o GH presente nesse tecido foi proveniente do LCR, essa difusédo
ocorreu de maneira independente do receptor. Estudos com métodos capazes de
promover delecdo do GHr apenas na regido dos ventriculos, poderia esclarecer se 0
GH injetado intracerebroventricular poderia atravessar dos ventriculos para o
parénquima cerebral de forma dependente dos receptores expressos no CP, ou se 0
GH é capaz de se difundir junto com o LCR permeando entre as células ependimarias.

A importancia do GHr na difusdo ou acumulo do GH nos tecidos do SNC
também pode estar relacionada com as diferentes vias de internalizacédo do receptor.
Os principais sistemas de sinalizacéo ativados por JAK2 em resposta ao GH incluem
o STATS5 e vias de quinase regulada por sinal extracelular (ERK) 1 e 2. Os receptores
localizados na fragdo das caveolinas da membrana plasméatica acoplam-se
preferencialmente a ativacdo ERK, enquanto aqueles ndo localizados nesta fracao
acoplam-se preferencialmente & ativacdo STAT5 (Yang et al.,2004). Dependendo do
contexto celular, a ativacdo de ERK induzida por GH tem sido associada a proliferacao
celular e & expresséo do gene c-fos. Em culturas de neuroesferas derivadas da zona
subgranular do hipocampo, o sistema de sinalizacdo envolvendo ERK tem efeitos
proliferativos e antiapoptéticos do GH (Devessa et al., 2014). Os estudos apontam que
a caveolina participa do crescimento axonal de neurdnios e previne a
neurodegeneracdo de forma direta (Zeng et al., 2021; Wang et al., 2021). A proteina

de membrana clatrina também é capaz de melhorar a neurogénese, mas 0s seus
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efeitos parecem acontecer predominantemente de forma indireta (Vitaliano et al.,
2022; Milosevic et al.,, 2018). Ambas as proteinas de membrana possuem papel
intrinseco na neurotransmissdo, um processo que transmite sinais de uma célula
nervosa para a outra, mas enquanto a forma rapida é independente de clatrina, sendo
atribuida muitas vezes a caveolina, a forma lenta € dependente de clatrina (Camblor-
Perujo & Kononenko., 2022). Como mencionado anteriormente, nas células
endoteliais cerebrais, 0s po¢os revestidos por clatrina estdo envolvidos na maior parte
da transcitose mediada por receptor, enquanto as caveolinas participam da transcitose
mediada por adsorcdo (Mayor & Pagano., 2007). Como visto através da literatura e
dos nossos resultados, é improvavel gue o GH dependa exclusivamente da trancitose
através da BHE para alcancar o SNC. E possivel que essas proteinas de membrana
estejam relacionadas com as diferentes atuacdes do GH no SNC, como efeitos de
neuroprotecdo e sinalizacado celular. Para os efeitos de neuroprotecdo, é mais
conveniente que o GH esteja disponivel nos tecidos do cérebro de forma rapida, assim
como a difusdo intercelular. Para efeitos de sinalizacdo celular, onde o GH
armazenado em vesiculas sinapticas € transportado entre os neurbnios, esse
mecanismo de transporte pode acontecer de forma dependente da via de
internalizacdo. Mais estudos sdo necessarios para compreender se as vias de
internalizacdo do GHr interferem no transporte do GH para o SNC, o que poderia ser
realizado com a utilizagdo de métodos alternativos como o agente disruptor de
caveolas (metil-B-ciclodextrina) ou animais knockout para as diferentes proteinas de
membrana. Assim poderiamos avaliar se o acumulo que observamos em diferentes
doses de GH no hipotalamo, foi dependente do tipo de internalizagéo, além de avaliar
através de métodos imunohistoquimicos, se o transporte do GH entre os neurénios
para nucleos hipotalamicos distintos e se os efeitos tréficos do GH estéo relacionados
com a localizacdo do GHr em fracdes da membrana plasmatica contendo as diferentes
proteinas de membrana.

Com a finalidade de obter imagem da localizacdo anatdmica do GH no
cérebro em um determinado tempo de exposi¢cao, realizamos um ensaio de SPECT-
CT que se mostrou um recurso promissor. Em suma, obtivemos um resultado que
revelou a presenca do radiomarcado em diversas regifes do cérebro, com maior
atividade em regides como o hipocampo esquerdo, cerebelo e tronco cerebral (Figura
27 e Figura 28). Com relacdo a atuacdo do GH nessas regides, este hormdnio

produzido localmente regula fisiologicamente o hipocampo, participando da
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manutencao das populacdes celulares e regulando a neuroplasticidade que garante o
desempenho cognitivo normal (Juarez-Aguilar et al., 2022) O GH exdgeno também é
capaz de induzir a plasticidade sinaptica e facilitar a transmissdo singptica no
hipocampo (Caitlin et al., 2013). Um estudo utilizando tomografia por emisséo de
positrons (PET-CT), demonstrou que a administracao de GH foi capaz de aumentar a
atividade metabolica do hipocampo esquerdo em um paciente idoso com disturbios
cognitivos, normalizando o quadro do paciente (Devesa et al., 2018). O GHr é
amplamente expresso no cerebelo, especialmente nas células de Purkinje e nas
células da camada granular. Em caso de degeneracéo cerebelar, o GH € capaz de
atravessar a BHE, impedindo o progresso da neurodegeneracdo, além de restaurar
as fungbes motoras (Lincoln et al., 1994; Wu et al.,2020). No tronco cerebral, varias
areas relacionadas a regulacdo da respiragdo, incluindo o nucleo do trato solitario,
locus ceruleus e as células catecolaminérgicas na medula ventrolateral (regido C1)
contém neurbnios responsivos ao GH (Furigo et al., 2017, Wasinski et al. , 2020,
Wasinski et al., 2021). Um estudo avaliando o efeito da acdo central do GH na
resposta ventilatoria a hipéxia em camundongos demonstrou que a auséncia de GHr
em areas envolvidas no controle da respiracdo € suficiente para reduzir a resposta
ventilatoria taquipneica a hipéxia. Neste caso, os achados deste estudo sugeriram um
possivel papel secundéario da acdo do GH (Silva et al., 2022). Devemos considerar
que o animal utilizado em nosso estudo, foi eutanasiado através da inalacdo de um
anestésico em um recipiente fechado, o que pode ter influenciado na concentracéo de
1231.pGH nestas regides anatémicas. O fato da distribuicdo do *?3|-pGH ser observada
predominantemente do lado direito do cérebro ndo tem uma justificativa fisiolégica
conhecida, pode ser resultado aleatério decorrente da métodologia utilizada. Outros
estudos comparando diferentes métodos de eutanasia precisam ser realizados.
Embora o resultado desse ensaio ndo contribua para o cerne da questdo do presente
trabalho, este recurso disponivel pode ser explorado para responder outras perguntas.
Ainda, um método de marcacdo do GH com flior-18, permitira a realizagcdo de uma
tomografia computadorizada por emissdo de positrons (PET scan), que podera
fornecer imagens dindmicas da biodistribuicdo do radiomarcado pelo corpo e entre os
tecidos do animal. Adicionando o fator tempo, poderemos obter a localizacdo do
horménio marcado nos momentos iniciais logo apos a inje¢cdo, acompanhando de

forma dinamica a sua difusdo nos tecidos do cérebro, isso possui potencial para
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revelar as regides anatbmicas envolvidas no percurso de passagem do GH para o
SNC.

8. CONCLUSOES

Ha décadas, muitos pesquisadores que estudam o GH tém levantado em
algum momento a questdo sobre o mecanismo de transporte do GH da circulagéo
sistémica para o SNC, sem obterem respostas claras. Na literatura, a hipotese de um
sistema de transporte ativo foi testada através de um estudo de saturacdo, mas a
participacdo do GHr na difusdo do horménio nos tecidos do cérebro ainda permanecia
em aberto. No nosso estudo, usamos de forma inédita camundongos knockout para o
GHr para avaliar a presenca do horménio radiomarcado no cérebro total e no
hipotalamo desses animais. Com base nos dados obtidos, concluimos que a
passagem do GH através da BHE é independente do receptor. Também confirmamos
que o GH pode se difundir nos tecidos do cérebro, como o hipotalamo, sem a limitacdo
de um transporte mediado pelo receptor. Isso possibilita uma nova concepcéo sobre
o potencial de alcance que o GH tem para acessar os tecidos do cérebro, contribuindo

para compreender um pouco mais sobre a acao fisiologica desse hormdnio no SNC.
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