CARACTERIZACAO DE CAMUNDONGO TRANSGENJCO QUE EXPRESSA TONINA
DE RATO. IMPORTANCIA DA IDADE NOS NIVEIS DE ATIVIDADE
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Resumo- Toninas sdo serino preteinases capazes de liberar, in vitro, o peptideo vasoconstritor
angiotensina Il (Ang Il), tanto a partir de angiotensina | (Ang I) como diretamente do angiotensinogénio (AG).
Este trabalho tem como objetivo contribuir na caracterizagdo fenotipica de camundongo transgénico que
expressa tonina de rato (TGM(rTon)). Utilizou-se animais de 6 e 12 semanas de idade, sendo 8 animais
para cada idade. Como controle foram utilizados camundongos da linhagem C57 bl 6. Realizou-se extracdo
de RNA total de diversos 6rgdos e os niveis de expressédo de tonina foram verificados por RT-PCR e
eletrotransferéncia seguida de imunoblote. A atividade tonina foi determinada por radioimunoensaio. Apés o
teste de atividade, observou que o grupo transgénico apresentou maior atividade tonina comparado ao seu
grupo controle. Os animais com 12 semanas de idade apresentaram niveis de atividade maiores em todos
os tecidos estudados. Apés a eletrotransferéncia, apenas a amostra do coracdo dos animais mais jovens
apresentou uma banda de 28 kDa, referente a tonina. J4 nos animais mais velhos a banda foi mais intensa

na glandula submandibular dos transgénicos e dos animais controle.
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Introducéo

Extensivos estudos tém sido desenvolvidos
com o objetivo de se obter drogas efetivas para o
tratamento de hipertensdo, e neste aspecto, o
sistema renina angiotensina, que, via angiotensina
Il (Ang Il), apresenta diversos efeitos no sistema
cardiovascular, tem sido o mais estudado
(BALTATU et al., 2000; CAREY et al., 2005).

A produg@o de Ang Il ocorre em duas etapas:
primeiramente, 0  angiotensinogénio  (AG),
substrato natural da renina, € hidrolisado levando
a formagdo da angiotensina | (Ang 1), e esta é
convertida em Ang Il pela enzima conversora de
angiotensina (ECA) (BRASIER et al., 2002).
Enzimas semelhantes a renina, por exemplo, a
catepsina D, a pepsina e outras aspartil-
proteinases produzem Ang | a partir do AG. Por
outro lado, catepsina G e tonina podem produzir
Ang Il diretamente do AG (BOUCHER et al., 1972;
ARAUJO et al., 2002; LOMEZ et al., 2002).

Toninas séo serina-proteinases capazes de
liberar 0 agente vasoconstritor, angiotensina II,
ndo soO a partir da angiotensina |, mas também do
AG, pela hidrélise da ligagcdo Phe.His destes
substratos (BOUCHER et al.,1972; ARAUJO et al.,
1991; BORGES et al., 2003).Recentemente, nosso

grupo gerou camundongo transgénico que
expressa tonina de rato (TGM(rTon)). Este animal
apresenta pequeno, mas significativo aumento na
pressdo arterial. Afim de caracterizar o
camundongo transgénico TGM(rTon) estamos
apresentando resultados referentes a atividade
tonina em diferentes tecidos deste com idades de
6 e 12 semanas.

Metodologia

Para a realizacdo deste trabalho utilizamos
camundongos TGM(rTon), com 6 e 12 semanas
de idade, sendo 8 animais para cada idade. Como
controle foram utilizados 16 camundongos
selvagens, C57 bl 6, sendo 8 com idade de 6
semanas e 8 com 12 semanas. Inicialmente os
animais passaram por processo de genotipagem.

Para tanto, 5 ug de DNA, extraido de um
pedaco de cauda dos animais foram aplicados em
reacdo de PCR utilizando-se de iniciadores
especificos para o transgene. Os produtos da PCR
foram analisados em gel de agarose 1% contendo
brometo de etidio (50 pg/mL).
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Ap6s a genotipagem os camundongos foram
sacrificados por decapitagdo e tiveram o0s
seguintes 6rgaos retirados: cérebro, glandula
submandibular, coracéo, adrenais, rins, pristata e
tecido adiposo inguinal.

Todos os érgaos foram lavados em salina 0,9%
e em seguida homogeneizados separadamente
em solucdo sacarose 0,25 M pH 7,0 contendo os
inibidores dipiridil, EDTA, tetrationato de sédio a
10 mM, na propor¢do de 4 mL para cada grama de
tecido. O homogenato foi centrifugado, sendo o
sobrenadante transferido para outro tubo, e o
sedimento descartado.

Para determinacéo da atividade tonina incubou-
se 2 ug de proteina de cada sobrenadante com 5
ug do peptideo sintético AG(1-14), que
corresponde a porcado tetradecapeptidica N-
terminal do AG. A angiotensina Il liberada foi
determinada por radioimunoensaio (GUALBERTO
et al., 1992).

A concentracdo de proteina de cada
sobrenadante foi determinada utilizando-se o
método descrito por BRADFORD (1976).

Alternativamente, 0S tecidos foram
homogeneizados em presenca de Trizol na
proporcdo de 100 mg de tecido por mililitro de
Trizol de acordo com o protocolo fornecido pelo
manufaturador (Invitrogen). A concentracdo de

RNA foi determinada pela leitura
espectrofotométrica em 260 nm.
Para a reagdo da transcricAo reversa

utiizamos o kit da Invitrogem para sintese da
primeira fita (cDNA). O produto da reagcdo da RT
foi submetido & amplificagdo por meio da PCR.
Como controle da quantidade de mRNA utilizado
realizamos a PCR também para a p-actina de
rato. Os produtos da PCR foram analisados em gel
de agarose 1% contendo brometo de etidio.

Inicialmente amostras de homogenatos de
cada tecido foram aplicadas em eletroforese em
gel de poliacrilamida 12%, em escala analitica,
com tensdo constante a 110 V, empregando-se o
método descrito por LAEMMLI (1970). Foram
aplicados 50 pg de proteina de cada homogenato
dos diferentes tecidos. Apdés a corrida, as
proteinas foram transferidas para uma membrana
de nitrocelulose. Apds as lavagens a membrana foi
incubada com  anticorpo  anti-tonina, e
posteriormente incubada com IgG anti-lgG de
coelho conjugada a peroxidase. A revelacdo foi
realizada com diaminobenzidina 0,05%, cloronaftol
0,025% (p/v) e perdxido de hidrogénio a 0,0125%
(VIv).

Resultados

Para a confirmacédo da presenca do transgene
(genotipagem), os produtos da PCR foram
analisados em agarose 1%. Obtivemos uma banda

de 215 pb, confirmando o gendtipo dos animais
geneticamente modificados. A Figura 1 mostra um
dos resultados obtidos para animais negativos e
positivos. Os animais 2, 3, 5, 6, 8, 9 e 11 eram
positivos, enquanto os demais negativos.
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Figura 1. Géis de agarose 1% mostrando os
produtos de PCR (gene da tonina amplificado)
correspondendo a 215 pb. M, marcador de massa
molecular.

Ap6s a determinacdo dos niveis de
angiotensina Il formada durante incubagdo nos
diferentes tecidos dos animais selvagens de 6
semanas de idade, encontramos atividade apenas
no cérebro e na glandula submandibular. Para os
animais transgénicos encontramos atividade no
cérebro, glandula submandibular, coracéo, rins e
préstata (Figura 2). O tecido que apresentou maior
atividade foi a glandula submandibular, em ambos
grupos. A Figura 2 mostra os niveis de atividade
especifica obtido para todos os tecidos estudados
dos animais de 6 semanas de idade.
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Figura 2. Atividade especifica, expressa em moles
de Ang llI/h/mg proteina, das diferentes estruturas.
GSM, glandula submandibular; Ce, cérebro; R,
rim; Co, coracao e P, prostata.

A atividade especifica nos animais de 12
semanas de idade foi observamos em todos os
tecidos de ambos o0s grupos (transgénicos e
selvagens). A Glandula submandibular (Gsm) foi o
6rgdo com maior atividade especifica quando
comparado com 0s outros tecidos. A atividade
especifica encontrada na Gsm foi de 38,47 x 10° e
158, 85 x 10”° moles de ang Il liberados por hora e
miligrama de proteina animais controle e
transgénicos respectivamente. A Figura 3 mostra a
atividade especifica de cada tecido, mostrando
gue o0s animais transgénicos apresentaram
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sempre maior atividade quando comparados com
0 grupo controle (selvagem).
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Figura 3. Atividade especifica (Ae), expressa em
moles/h/mg proteina, de diferentes estruturas, nos
animais com 12 semanas de idade. Gsm, glandula
submandibular; Ce, cérebro; Ta, tecido adiposo;
Co, coracéo; Ad, adrenal; P, prostata e R, rim.

Controle

\

Ae x 10°

Comparando a atividade especifica entre os
animais de diferentes idades, observamos que
tanto para o animal transgénico, quanto para seu
controle, houve um aumento nos niveis de
atividade em todos os 6rgdos, mostrando que a
atividade tonina aumenta com a idade (Tabela 1).

Tabela 1
Atividade especifica de estruturas de animais
com idades diferentes

de expressao da tonina (figura de cima) e de j-
actina (figura de baixo) utilizada como marcador
enddgeno da reagao.

tonina

|| B-actina
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Figura 4. Niveis de expressdo da tonina em
diferentes tecidos determinados por meio da
técnica de RT-PCR. Animais com 6 semanas de
idade. 1, cérebro; 2, glandula submandibular; 3,
coragdo; 4, rim; 5, adrenal; 6, tecido adiposo; 7,
préstata.

Apéds a transferéncia das proteinas foi possivel
visualizar, apenas no homogenato do coracao dos
animais TGM(rTon) e controle, uma banda de 28
kDa (Figura 5), massa molecular que apresenta a
tonina de rato, mostrando a semelhan¢ca das
toninas de rato e de camundongo.

Figura 5. Imunoblote mostrando os diferentes

niveis de expressdo da tonina em coragdo do
camundongo transgénico (1) e selvagem (2) com 6
semanas de idade. M, marcador de massa
molecular.

Com os animais de 12 semanas de idade

Orgdo | Ae x 10°moles por hora e miligrama de
proteina
6 semanas 12 semanas
Positivos  Negativos Positivos Negativos
Cérebro 3,82 0,46 24,97 20,25
Gsm 102,82 1,01 158,85 38,47
Coracéo 2,25 - 7,08 4,61
Rim 2,70 - 24,97 5,73
Préstata 1,46 - 15,95 4,61

ebservamos bandas nos tecidos: rim, coracao,
glandula submandibular e cérebro. A banda de
maior intensidade foi encontrada na glandula
submandibular. No cérebro e rins a banda foi
pouco intensa, mostrando que h& pouca tonina

Apds reacdo de RT-PCR utilizando iniciadores
especificos para tonina de rato, obtivemos uma
banda de 215 pb, referente ao cDNA da tonina,
para cada amostra. No tecido adiposo e préstata
ndo apareceram bandas. A banda obtida no
coracdo foi a mais intensa, mostrando que ha uma
grande quantidade de mRNA para a tonina neste
orgdo. Ja na glandula submandibular, cérebro, rins
e adrenal a intensidade da banda foi parecida,
mostrando que a tonina possa estar igualmente
presente nestes tecidos estudados. Os niveis
expressédo foram demonstrados através do gel de
agarose 1%. A Figura 4 esta mostrando os niveis

nestes tecidos (Figura 6).
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Figura 6. Imunoblote mostrando os niveis de
expressdo da tonina em diferentes tecidos de
animais com 12 semanas de idade. Canaletas 1,
3, 5 e 7 animais transgénicos e canaletas 2,4, 6 e
8 animais selvagens.
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Discusséo

Como descrito por GARCIA et al., (1977),
tonina corresponde a 8% do conteldo proteico da
glandula submandibular do rato, sendo o 6rgéo
gue mais apresenta esta atividade.

Segundo THIBAULT et al., (1981) ndo ¢
possivel verificar a atividade tonina no plasma,
devido a uma alpha2-macroglobulina que & um
potente inibidor de tonina. Para algumas
estruturas ndo detectamos atividade tonina,
provavelmente devido a inibicdo por esta proteina.

A atividade tonina estd em maior quantidade
nos animais mais velhos, pois esta foi detectada
em todos os tecidos estudados, corroborando com
BOUCHER et al.,, (1972), que mostrou que o0s
niveis de tonina na glandula submandibular
aumenta com a idade.

Segundo ARAUJO et al., (1991), a tonina de
rato purificada apresenta uma banda de 28 kDa, o
gue mostra que o camundongo deve ter uma
tonina de massa molecular semelhante a do rato.

Conclusdes

A atividade especifica foi maior na glandula
submandibular para ambos grupos de 6 e 12
semanas de idade.

Ao compararmos a atividade especifica entre
0S animais positivos e negativos de diferentes
idades, podemos concluir que nos animais mais
velhos a tonina estd aumentada em todos os
tecidos estudados.

Tanto o animal controle como no TGM(rTon),
apresentaram uma banda imunoreativa de 28 kDa,
semelhante a massa molecular da tonina de rato.
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