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Resumo

ZANELLA, Renata. Influéncia do receptor B1 de cininas na fisiopatologia da
obesidade e do diabetes mellitus tipo 2 em camundongos ob/ob. 2016.
Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) — Programa de P6s-Graduacgédo
em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2016.

O sistema calicreinas-cininas (SCC) esta envolvido em diversos processos
biolégicos como modulacdo de dor, vasodilatacdo, permeabilidade vascular,
edema e inflamacéo, tendo seus efeitos mediados por dois receptores
especificos acoplados a proteina G, o receptor B1 e B2 de cininas. O SCC tem
sido recentemente relacionado com a homeostase da glicose e resisténcia a
insulina. O objetivo do presente estudo foi investigar a participacao do receptor
B1 (B1R) de cininas nos processos metabdlicos relacionados a obesidade e ao
diabetes mellitus tipo 2 em camundongos obesos. Para isso foram utilizados
camundongos deficientes para a leptina e nocautes para o B1R de cininas
(obB1). Quando comparados, os animais obB1 mostraram uma reducédo na
ingestao alimentar em todo periodo avaliado (4° a 26° semana de vida); menor
ganho de peso, tanto aos 3 meses (0bWT, 63,79 + 1,59; obB1, 51,22 £+ 1,09 g, p
< 0,001) quanto aos 6 meses de idade (obWT, 74,61 £+ 1,04; obB1, 57,98 + 1,58
g, p < 0,001); e menor depdsito de gordura. No teste de tolerancia a glicose,
animais obB1 apresentaram maior captacdo de glicose do que seus controles
guando jovens (obWT, 46045 + 3492; obB1, 30875 + 2311 (mg/dL).min, p< 0,01).
Adicionalmente, foi observado aumento do peso do figado nestes animais,
guando mais velhos (obWT, 3,29 £+ 0,24; obB1 4,09 + 0,06 g, p<0,001). Em
conclusao, o silenciamento do gene do B1R oferece uma protecdo contra a
obesidade com um significativo impacto na homeostase da glicose. Estes
resultados sugerem que o SCC pode ser um novo alvo para desenvolvimento de
novas estratégias farmacologicas para o tratamento de doencas metabolicas
como obesidade e diabetes mellitus tipo 2.

Palavras-chave: bradicinina; des-Arg9-bradicinina; metabolismo; sindrome
metabdlica.



Abstract

The kallikrein-kinin system (KKS) is involved in many biological processes such
as modulating pain, vasodilation, vascular permeability, edema and inflammation,
with effects mediated by two specific receptors coupled to G protein, B1 and B2
kinin receptor. The KKS has recently been associated with glucose homeostasis
and insulin resistance. The aim of this study was to investigate the participation
of B1 receptor (B1R) of kinins in the metabolic processes related to obesity and
type 2 diabetes in obese mice. For this we used mice deficient for leptin and
knockouts for B1R kinin (obB1). When compared, the animals obB1 showed a
reduction in food intake in the whole study period (4 to 26 ° week of life); less
weight gain, both at 3 months (obWT, 63.79 + 1.59; obB1, 51.22 + 1.09 g, p
<0.001) and at 6 months of age (obWT, 74.61 + 1, 04; obB1, 57.98 + 1.58 g, p
<0.001); and less fat deposit. In the glucose tolerance test, obB1 animals had
higher glucose uptake than their controls when young (obWT, 46045 + 3492;
obB1, 30875 + 2311 (mg / dL) .min, p <0.01). Additionally, there was an increase
in liver weight in these animals, while older (obWT, 3.29 + 0.24, 4.09 + 0.06 g
obB1, p <0.001). In conclusion, the B1R gene silencing offers a protection against
obesity have a significant impact on the glucose homeostasis. These results
suggest that the KKS may be a new target for the development of new
pharmacologic strategies for treating metabolic diseases such as obesity and
type 2 diabetes mellitus.

Key-words: bradykinin; des-Arg9-bradykinin; metabolism; metabolic syndrome.
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1- Introducéo

O sistema calicreina-cinina (SCC) esta presente em todo o organismo.
Seu principal peptideo efetor, a bradicinina (BK), tem duas origens: produzida
pela acéo da calicreina plasmatica usando como substrato o cininogénio de alto
peso molecular produzido pelo figado (sistema circulante); pela acdo da
calicreina tecidual, tendo como substrato o cininogénio de baixo peso molecular
produzido nos tecidos periféricos (BHOOLA; FIGUEROA; WORTHY,1992).
Inicialmente, relacionado a vasodilatacao, inflamacao, dor e edema, tem sido
mostrado que o SCC também participa em diversos eventos fisioldégicos e
celulares, estando envolvido com a homeostasia da glicose (FONSECA et al.,
2013), protecdo ou injuria de tecidos e orgdos (ESTRELA et al.,, 2014) e
sensibilidade a leptina (MORI et al., 2008). Seus efeitos sdo mediados por dois
receptores de membrana acoplados a proteina G: o receptor B2 de cininas
(B2R), o qual é constitutivo; e o receptor B1 de cininas (B1R), o qual tem sua
expressdo induzida por inflamacdo (DRAY & PERKINS, 1993; KISHI et al.,
1998).

Estudos recentes mostram que a deficiéncia do B1R induziu
anormalidades na homeostase de glicose e que 0 camundongo nocaute para
este receptor é resistente a obesidade induzida por dieta hiperlipidica (MORI et
al., 2008). Aléem disso, outros experimentos sugeriram importante ligacdo dos
receptores de cininas com o controle do metabolismo energético e diferenciacao
de células adiposas (BARROS et al., 2012a; BARROS et al., 2012b). O modelo
animal deficiente em leptina e para ambos os receptores B1 e B2 de cininas
apresentaram aumento na glicemia dependente da idade, resisténcia a insulina,
bem como altera¢cdes hepaticas (BARROS et al., 2012a).

A obesidade € um importante problema de saude publica, pois predispde
o individuo a uma série de doencas, tanto em paises desenvolvidos como em
paises em desenvolvimento (WHO). Nas Ultimas décadas, a reducdo de
atividades fisicas diarias e 0 aumento da disponibilidade de alimentos cal6ricos
tém elevado as taxas de obesidade (CHOE et al., 2016). Dados da Organizacao

Mundial de Saude (WHO) apontam que, em 2014, mais de 1,9 bilhdes de adultos



no mundo estavam com sobrepeso, dos quais 600 milhdes eram obesos. No
Brasil, um levantamento do Ministério da Saude revela que 52,5% da populagéo
adulta do pais estd acima do peso (VIGITEL, 2014). O aumento da prevaléncia
de sobrepeso e obesidade estd associada a muitas doengas cronicas, incluindo
a diabetes mellitus, doencas cardiovasculares, acidente vascular cerebral,
hipertens&o e certos tipos de cancer (DESPRES & LEMIEUX, 2006).

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) € uma doenca metabdlica caracterizada
por hiperglicemia persistente, devido ao aumento da resisténcia e producéo
insuficiente de insulina. Os mecanismos moleculares do DM2, associados a
obesidade, parecem estar ligados a inflamacéo cronica de baixo grau, tanto em
seres humanos como em modelos animais (KWON & PESSIN, 2013). Na
obesidade, o aumento do tecido adiposo (TA), especialmente nas regides
centrais (visceral ou intra-abdominal) desenvolve um processo inflamatério, que
por sua vez, leva a resisténcia a insulina (SEARS & PERRY, 2015). Essa
inflamacéo associada a resisténcia insulinica local pode propagar-se de forma
sistémica comprometendo a ac&o da insulina em outros tecidos, predispondo ao
desenvolvimento de doencas cronicas e comorbidades relacionadas com a
obesidade (FALOIA et al., 2012)

O TA é importante para o armazenamento e fornecimento de nutrientes e
também produz proteinas chamadas adipocitocinas, como a leptina e
adiponectina, que regulam o comportamento alimentar, além de outras
adipocinas que modulam respostas inflamatérias (KWON & PESSIN, 2013). A
leptina € um fator importante na génese e manutencao da obesidade sendo um
eficiente sinalizador nutricional para muitos outros sistemas fisioldgicos
(FRIEDMAN & HALAAS, 1998). Seus niveis circulantes estdo ligados a
guantidade de TA, presente no organismo, sendo anorexigena em nivel central,
além de ativar o gasto energético e a lipdlise (BARROS et al., 2009). O
camundongo deficiente para leptina (camundongo ob/ob) € uma importante
ferramenta para estudos de obesidade por produzir uma leptina truncada e
apresentar obesidade hereditaria severa, diabetes mellitus com resisténcia a

insulina, entre outras anormalidades associadas (BARROS et al., 2009).



Desta forma, buscou-se investigar a participagédo B1R nos processos de
desenvolvimento das comorbidades relacionadas a obesidade e do DM2 em
camundongos obesos deficientes para o B1R e para leptina.



2- Objetivos

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi investigar a participacdo do receptor B1
de cininas nos processos metabdlicos relacionados a obesidade, ao DM2 e
correlacbes com o envelhecimento em animais deficientes para 0o gene da
leptina.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito do B1R:

e no desenvolvimento corporal e na adiposidade de animais obesos;

e naingestao alimentar de animais obesos;

e na massa de alguns 6rgédos e tecidos como coracéo, figado e musculo
esquelético em animais obesos;

¢ na homeostase glicémica de animais obesos;

e nas alteracBes nos parametros citados acima relacionados com a idade e

o envelhecimento de animais obesos.



3- Revisao da Literatura

3.1- Obesidade

A WHO estima que 600 milhdes de adultos no mundo estdo obesos e
cerca de 2 bilhdes acima do peso. A forma mais comum de obesidade que afeta
a populacao é de etiologia poligénica, resultante de um balanco energético
positivo, em que 0 excesso de energia € armazenado no tecido adiposo e em
longo prazo desenvolve a obesidade (FALOIA et al., 2012; WHO).

Nas ultimas décadas, a reducéo de atividades fisicas diarias e o aumento
da disponibilidade de alimentos caldricos tém elevado as taxas de obesidade
(CHOE et al., 2016). O equilibrio entre consumo e gasto energético é
influenciado por uma interagcdo de fatores genéticos, ambientais e sociais
(FALOIA et al., 2012). O aumento da prevaléncia de sobrepeso e obesidade esta
associado a muitas doencas cronicas relacionadas com a alimentacéo, incluindo
a diabetes mellitus, doencas cardiovasculares, acidente vascular cerebral,
hipertens&o e certos tipos de cancer (DESPRES & LEMIEUX, 2006).

O indice de massa corporal (IMC) é comumente usado para classificar a
média de sobrepeso e obesidade em nivel populacional. E um indice simples
calculado pelo peso (quilograma) dividido pelo quadrado da altura (metro), em
gue se considera o sobrepeso para IMC igual ou maior que 25 kg/m? e obesidade
para IMC igual ou superior a 30 kg/m2 (WHO). O excesso de gordura definido
pelo aumento do IMC tem sido reconhecido como um fator de risco para doencas
metabolicas como doencas cardiovasculares (DCV) e DM2 (CASTRO et al.,
2014).

A sindrome metabolica (SM) € um importante fator de risco para doencas
cardiovasculares (DESPRES & LEMIEUX, 2006). Individuos com SM tém trés
vezes mais propensao a ter um ataque cardiaco ou acidente vascular cerebral
em comparac¢ao com individuos sem a sindrome. A SM ¢ definida pela presenca
de obesidade central (medida pela circunferéncia da cintura), mais dois dos
seguintes fatores: triglicerideos elevado, reducdo do HDL-colesterol, aumento da

pressao sanguinea ou elevada glicose de jejum no plasma (IDF).



A resisténcia a insulina (RI) é caracterizada como uma disfuncéo
metabdlica na qual as células ndo respondem adequadamente a insulina
circulante (SEARS & PERRY, 2015). No estado de RI, hd uma diminuicdo de
absorcédo de glicose pelo masculo e um aumento de producdo enddgena pelo
figado, resultando em hiperglicemia tanto em jejum quanto pos-prandial.
(CASTRO et al., 2014). No entanto, ndo é somente a homeostase da glicose que
€ afetada pelo comprometimento da acdo da insulina. H4& um aumento da lipélise
pelos adipécitos e uma reducéo na sintese de proteinas pelo misculo (CASTRO
et al.,, 2014). A Rl também estd associada com a disfuncdo endotelial e
microvascular, uma vez que séo fatores importantes em disturbios metabdlicos
como a hipertensao (FALOIA et al., 2012).

Embora a sindrome metabdlica esteja associada com a obesidade
abdominal, alteracdes lipoliticas, inflamac&o e resisténcia a insulina (DESPRES
& LEMIEUX, 2006), as diferencas entre os depdsitos de tecido adiposo no que
diz respeito a disfuncdo do adipdcito, vascularizacdo do tecido, grau e local de
inflamacédo também determinam a correlacdo com o aumento do risco de
desenvolver diabetes e doencas cardiovasculares (FALOIA et al., 2012).

O tecido adiposo (TA), antes visto apenas como um oOrgao de
armazenamento, atualmente, é reconhecido como um importante regulador da
homeostase energética, devido as amplas funcées metabdlicas e enddcrinas
(DESPRES & LEMIEUX, 2006; GUNAWARDANA, 2014; CHOE et al., 2016).
Uma caracteristica relevante para suas funcdes é sua capacidade de expansao,
gue pode ser pelo aumento do tamanho de adipécitos (hipertrofia) ou pela
adipogénese (hiperplasia) de adipdcitos pré-existentes (CASTRO et al., 2014).

Com o aumento progressivo dos adipécitos, o TA atinge sua capacidade
de expansdo, que leva a uma reducdo do fornecimento de sague para esse
tecido e ocorréncia de hipoxia (FALOIA et al., 2012; SEARS & PERRY, 2015).
Nessa condicéo ocorre infiltracdo de macréfagos e necrose no tecido levando a
producédo de fatores pré-inflamatorios, tais como: interleucina-6 (IL6) e fator de
necrose tumoral-a (TNFa) (DESPRES & LEMIEUX, 2006; FALOIA et al., 2012).

Os adipdcitos desenvolvem um processo inflamatorio, que por sua vez

leva a RI, deixando-os resistentes aos efeitos antilipoliticos da insulina pela



reducdo da atividade da lipase horménio sensivel (HSL), que resulta em um
aumento do fluxo de 4cidos graxos livre ndo-esterificados (NEFA), que comegam
a acumular-se em outros 6rgéaos e tecidos nao adiposos, tais como o figado e o
musculo esquelético (SEARS & PERRY, 2015). A lipotoxicidade causada por
depositos de gordura nesses 6rgdos associados com a RI local, compromete
suas funcdes e predispde ao desenvolvimento de doencgas cronicas (SEARS &
PERRY, 2015).

Essa inflamacdo, que pode se propagar de forma sistémica, esta
associada com o desenvolvimento de comorbidades relacionadas com a
obesidade (FALOIA et al., 2012). Nao apenas pelo excesso de gordura em si,
mas sua distribuicdo no corpo, especialmente, nas regides centrais (visceral ou
intra-abdominal) que desempenham um importante papel na patogénese dessas
doencas (CASTRO et al., 2014). Na obesidade visceral, niveis plasmaticos de
proteina C reativa estdo aumentados, sendo este um marcador inflamatorio e
indicativo de risco de infarto do miocardio (DESPRES & LEMIEUX, 2006).

Com base em sua morfologia e funcionalidade, o TA classifica-se em dois
principais tipos: tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom (TAM)
(CASTRO et al., 2014). O TAM é formado por goticulas lipidicas multiloculares,
gue em seres humanos estédo localizadas em pequenos depdsitos em regides
cervical-supraclaviculares (GUNAWARDANA, 2014). E altamente vascularizado
e com um maior numero de mitocondrias, o que justifica o aspecto “marrom”
(KWON & PESSIN, 2013; CHOE et al., 2016). O TAM € essencial para dissipar
energia através da regulacdo da termogénese em resposta a ingestao de
alimentos e ao frio (CHOE et al., 2016). O TAB se distribui por todo corpo e
representa uma grande reserva de energia. Os adipocitos do TAB sédo
compostos por grandes gotas de gordura uniloculares (GUNAWARDANA, 2014).

Anatomicamente, o TAB compreende dois principais depdsitos,
subcutaneo e o visceral (KWON & PESSIN, 2013). O tecido adiposo visceral
(TAV) concentra-se na cavidade abdominal, em torno de érgéos internos, tendo
como suas funcdes fisioldgicas fundamentais, o isolamento e armazenamento
de energia. E subdividido em mesentérica, omental, perirenal e depoésitos
peritoneal (CHOE et al.,, 2016). Na obesidade, o excesso de TAV esta



relacionado com complicagBes metabdlicas, tais como: Rl e DM2 (SEARS &
PERRY, 2015). Depositos na regido omental e mesentérica sdo particularmente
importantes na ligagdo direta com a veia portal, favorecendo a resisténcia
insulina hepatica e esteatose hepética (CHOE et al., 2016).

Como ja descrito anteriormente, o TAB atua como um 6rgéo enddcrino,
modulando processos fisiolégicos e metabdlicos. Varios hormbnios, peptideos
e citocinas tém sido identificados e amplamente estudados com relacdo a
homeostase energética, sendo denominadas adipocitocinas (CHOE et al., 2016).
Dentre elas, as principais moléculas relacionadas com a homeostase metabdlica
séo a adiponectina e a leptina (GUNAWARDANA, 2014).

A adiponectina é uma citocina oriunda do TA, cujos niveis aumentam com
a perda de peso e estdo reduzidos na presenca de obesidade visceral. Enquanto
a maioria das adipocinas mostram atividade pré-inflamatéria, adiponectina
parece proteger contra a inflamacdo crénica (DESPRES & LEMIEUX, 2006;
FALOIA et al.,, 2012). Sendo amplamente reconhecida por seus efeitos na
sensibilidade a insulina em tecidos periféricos (GUNAWARDANA, 2014).

3.2 Leptina

A leptina € uma proteina secretada pelos adipécitos, tem sua acéo
primaria no nucleo hipotalamico arqueado, no qual inicia uma cascata de eventos
inibindo a ingestéo de alimentos e promovendo o gasto de energia (FRIEDMAN,
& HALAAS, 1998). Descoberta em 1994 por Zhang et al., a partir da identificacdo
de uma mutacéo no gene ob, que levava ratos a um fendtipo de obesidade grave,
desde entdo, a leptina continua sendo a adipocitocina mais estudada,
contribuindo significativamente para a compreensdo dos mecanismos
enddcrinos subjacentes a regulacéo do peso corporal (CHOE et al., 2016).

O armazenamento e a utilizacdo de energia a partir de nutrientes
constituem um sistema homeostatico. A leptina faz parte desse sistema, assim
como a temperatura corporal, concentracdo plasmatica de glicose, aminoacidos,
colecistoquinina (CCK) e outros horménios, que também modulam padrdes de
fome e saciedade (FRIEDMAN & HALAAS, 1998).



A leptina atua sobre receptores de superficie de neurbnios que expressam
proteina relacionada ao Agouti (AgRP) no hipotadlamo lateral e
proopiomelanocortina (POMC) no hipotalamo medial, secretada em resposta a
ingestao de alimentos, com fung&o de inibir o apetite e estimular a saciedade
(CHOE et al., 2016). Os niveis séricos de leptina estdo correlacionados com a
massa de TA, tanto em humanos como em roedores. Sdo também influenciados
por fatores nutricionais e hormonais, como alteracdes na insulinemia (JUNG &
KIM, 2013). Também promove a oxidacao lipidica e biogénese mitocondrial e
acelera o gasto de energia em tecidos periféricos (CHOE et al., 2016).

Atualmente, tem sido demonstrado que a leptina tem um amplo espectro
de acdo em muitas areas do sistema nervoso central e 6rgaos periféricos. Por
exemplo, no figado & considerada um dos principais horménios reguladores do
conteudo de triglicerideos hepaticos, assim como no musculo esquelético e no
pancreas e por inibicdo direta da formacao de triglicerideos e a estimulacdo da
oxidacao de acidos graxos livres (MORI et al.,2008; FONSECA et al., 2013).

Apesar da forte participacéo da leptina no metabolismo energético, o uso
terapéutico desse horménio ndo teve éxito em individuos com obesidade
cronica, devido a resisténcia a sua acao pelos niveis plasmaticos elevados
(KWON & PESSIN, 2013). Portanto, sabe-se que a resisténcia a acao da leptina
no hipotadlamo inibe o controle do apetite e a oxidacao lipidica, agravando a
obesidade (CHOE et al., 2016). Mais recentemente, varios mecanismos de
resisténcia a leptina na obesidade tém sido propostos. Os principais sdo a
saturacao do transporte de leptina através da barreira hemato-encefélica e a
inflamac&o crénica induzida pela obesidade (KWON & PESSIN, 2013).

Camundongos ob/ob exibem caracteristicas como: diminuicdo da
temperatura corporal, hiperfagia, diminuicdo do gasto energético, hiperglicemia,
Rl e DM, diminuicdo da funcdo imunolégica e infertilidade (FRIEDMAN &
HALAAS, 1998). Sendo um importante modelo animal para estudos da
obesidade e doencas relacionadas (BARROS et al., 2009). Embora esses
animais tenham a funcéo do eixo hipotalamico-hipofisario-gonodal prejudicada,
tornando-os inférteis, devido uma diminuicdo de hormdnios reprodutivos,

técnicas de transplante de TA tém se mostrado uma forma eficiente de restaurar



a fertilidade desses animais. Isto permite a geragao de animais duplo nocaute e
a geracdo de animais ob/ob com mutacéo adicional, além de reduzir o tempo e
0 custo que seriam necessarios para a obtencdo de grupos pelo método
tradicional (BARROS et al., 2009).

3.3- Diabetes mellitus

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabdlica que afeta cerca de
422 milhdes de pessoas no mundo, sendo relatada como a causa de morte de
1,5 milhdes de pessoas de forma direta em 2012 (WHO). Atualmente, o DM é
caracterizado como um conjunto de disturbios metabolicos que tém em comum
a hiperglicemia, resultante de defeitos na secrecéo de insulina em nivel de célula
B pancredtica e na sensibilidade a esse horménio em tecidos periféricos
(GUNAWARDANA, 2014). A classificacdo atual do DM, segundo a OMS e a
ADA, inclui quatro classes clinicas baseadas na etiologia da doenca: o DM tipo
1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), DM gestacional e outros tipos especificos de DM.

O DM1 esta associado a deficiéncia absoluta de insulina devido a
destruicdo das células B pancredticas, ja o DM2 corresponde a deficiéncia
funcional de insulina devido a progresséao de resisténcia insulinica, sendo este o
tipo mais prevalente (GUNAWARDANA, 2014). A intolerancia a glicose com
inicio ou diagndstico durante a gestacao é classificada como DM gestacional. E
séo incluidas na categoria de tipos especificos de DM, quando os defeitos ou
processos causadores podem ser identificados, tais como: defeitos genéticos na
funcdo das células B pancreaticas ou na acao da insulina, doenca do pancreas
exdcrino, por medicamentos ou agentes quimicos e infeccdes
(GUNAWARDANA, 2014).

O DM2 é a forma mais prevalente, verificada em 90% a 95% dos casos
(ADA, 2010). Embora a causa seja uma interacdo de fatores genéticos e
ambientais, a maioria dos pacientes com este tipo de diabetes apresenta
sobrepeso ou obesidade (WHO), a qual provoca uma condicéo de resisténcia a
insulina (ADA, 2010).



A longo prazo a hiperglicemia cronica provocada pelo diabetes esta
associada com disfungdes e danos em diversos 6rgaos: retinopatia, nefropatia
levando a insuficiéncia renal, neuropatia periférica com risco de amputacdes.
Pacientes acometidos pelo diabetes apresentam um aumento na incidéncia de
doenca cardiovascular aterosclerética, artéria periférica e vascular cerebral
(ADA, 2010).

3.4-Sistema calicreina-cinina

Ao longo dos anos, estudos mostraram a participacdo do sistema
calicreina-cinina (SCC) em diversos processos biolégicos, incluindo a
inflamacéo, nocicepcéo, permeabilidade vascular, regulacéo da pressao arterial,
contragdo e relaxamento do musculo liso (LEEB-LUNDBERG et al., 2005).
Estudos recentes tém mostrado a importancia do SCC na homeostase da
glicose, com alteracdes hepaticas importantes, que modulam a secrecdo de
insulina (BARROS et al., 2012a).

O SCC é um complexo sistema, com varios peptideos bioativos (LEEB-
LUNDBERG et al., 2005). A bradicinina (BK) e a Lys-bradicinina (Lys-BK) sdo
resultantes da clivagem de cininogénios por enzimas chamadas calicreinas
(BHOOLA et al., 1992; LEEB-LUNDBERG et al., 2005). A BK pode ter duas
origens distintas, uma produzida pela acédo da calicreina plasmatica (sistema
circulante) que usa como substrato o cininogénio hepatico de alto peso
molecular, ou também pela acdo da calicreina tecidual que tem como substrato
0 cininogénio de baixo peso molecular produzido nos tecidos periféricos
(BHOOLA et al.,, 1992). As cininas também podem ser metabolizadas por
carboxipeptidases, que clivam a arginina carboxi-terminal dando origem a des-
arg9-bradicinina (DBK) e Lys-DBK de BK e Lys-BK (LEEB-LUNDBERG et al.,
2005).

Tendo como principais peptideos efetores a BK e a DBK, estas exercem
seus efeitos através de dois receptores especificos acoplados a proteina G,
denominados receptores B1 e B2 de cininas (B1R e B2R, respectivamente). O

B2R é constitutivamente expresso na maioria dos tecidos, enquanto o B1R é



regulado por estimulos inflamatérios (LEEB-LUNDBERG et al., 2005), o qual tem
sua expressao induzida por varias citocinas pré-inflamatorias importantes (I1L-1p,
TNFa, IFNy e EGF), além do NFK que € o principal responsavel pela regulacéo
positiva deste receptor (DUCHENE & AHLUWALIA, 2009).

As cininas estdo envolvidas em varios processos fisiolégicos e
patoldgicos, incluindo regulagéo da pressao sanguinea, homeostase do sodio e
processos inflamatérios (CAMPBELL, 2000). Na homeostase energética, as
cininas induzem a sensibilidade a insulina em adipécitos e controlam sua
liberacdo pelas células pancreaticas (MORI et al., 2008). A BK aumenta a
absorcdo de glicose no musculo e TA, enquanto o metabolito Des-Arg9-BK
controla a sensibilidade da leptina no hipotdlamo e libertacdo de insulina em
ilhotas pancreaticas (ARAUJO et al., 2006). Na auséncia do B2R em animais
ob/ob houve um aumento da glicemia de jejum e uma reducéo da tolerancia a
glicose, resultando em um quadro de resisténcia a insulina (BARROS et al.,
2012b).

Na delecdo dos dois receptores foi demostrado protecdo contra
obesidade induzida por dieta hiperlipidica e uma reducéo nos niveis séricos de
leptina e insulina, dois importantes hormonios relacionados com a homeostase
energética (MORAIS et al., 2015). Por muito tempo, os efeitos na homeostase
da glicose foram atribuidos a ativacdo do B2R por ser constitutivamente
expresso. Contudo, estudos recentes tém demostrado o papel do receptor B1
em diversos processos metabolicos, e ndo somente em processos inflamatorios
(MORI et al., 2012; FONSECA et al., 2013). A deficiéncia do B1R em animais é
capaz de prevenir a obesidade induzida por dieta rica em gordura (MORI, et al.,
2008; FONSECA, et al., 2013; MORAIS, et al., 2015), além de promover a
sensibilidade a leptina centralmente (FONSECA, et al.,2013)

Claras evidéncias demostram os efeitos benéficos da delecéo do B1R em
camundongos na fisiopatologia da obesidade, porém o0s mecanismos
permanecem desconhecidos. Alguns estudos sugerem que esses efeitos
poderiam estar envolvidos na modulacdo da sensibilidade a leptina, uma vez que
animais deficientes para a leptina ndo se beneficiam da dele¢éo do B1R (MORI
et al., 2008).



4- Materiais e Métodos

4.1- Modelos Experimentais

Os animais deficientes para os genes da leptina e para o receptor B1 de
cininas (Lepob.Bdkrb1™/Lepob.Bdkrb1l™; a seguir chamados de obB1) foram
gerados por meio de restauragdo da fertilidade dos animais deficientes para
leptina (camundongos ob/ob, Lep®/Lep®, a seguir chamados de obWT) por meio
de técnica de transplante de tecido adiposo (BARROS et al., 2009) e cruzamento
com animais nocaute para o BDKB1R (Bdkrb1™/Bdkrb1l™) gerados em
colaboragcéo com o instituto Max Delbrick Center of Molecular Medicine, Berlin
— Alemanha, e cedidos para este projeto pelo Centro de Desenvolvimento de
Modelos Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME) da Universidade
Federal de Sao Paulo, em colaboracdo multicéntrica.

Os animais e seus controles foram mantidos no biotério do Laboratorio de
Nutricdo Experimental da Faculdade de Nutricdo da Universidade Federal de
Pelotas, em estantes ventiladas, com agua e racdo Nuvilab ® administrada ad
libitum, em condi¢des controladas de temperatura (20 £ 2 °C), umidade (40-70%)
e fotoperiodo (12h claro/escuro). O experimento foi aprovado pela Comisséao de
Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pelotas,
registro n® 3715. E todos os procedimentos foram conduzidos em conformidade

com normas e cuidados estabelecidos pelo mesmo.

4.2- Genotipagem

A extracdo do DNA gendmico foi realizada a partir de uma bidépsia (~ 0,3
cm) da extremidade da cauda dos camundongos. Para a digestdo das amostras
adicionaram-se 100 uL de EAR Buffer e 5 uL de proteinase K em cada amostra,
as quais foram incubadas em banho seco de 55 °C por aproximadamente 24h.
Apods esse periodo, adicionaram-se 750 uL de tampao TE Buffer em cada tubo.

Para identificacdo do gene ob, foi realizada a técnica de reacdo em cadeia

da polimerase (PCR), utilizando primers especificos (sense) 5 TGA GTT TGT



CCA AGA TGG ACC 3, (antisense) 5 GCC ATC CAG GCT CTC TGG 3’ e 5’
GCA GAT GGA GGA GGT CTC A 3', conforme descrito por Ellet et al. (2009).
Seguindo o protocolo de: 1 yL de DNA extraido, 7 yL GoTaq Master Mix
(Promega), 2 uL do mix de primers (composto por 5 uL de cada, RFPL-R, RFLP-
F, Lepob) e 3 uL de agua milli-Q. Todas as amostras foram submetidas as
seguintes condig8es: 95 °C, 2’, 40 ciclos de 95 °C 30”, 58 °C 30”7, 72 °C 45", e
72 °C 7’. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 2% contendo SYBR® Safe DNA gel stain, e as bandas esperadas foram
de 191 e 123 pb.

4.3- Desenho Experimental

Todas as analises foram realizadas no terceiro e no sexto més de idade
dos animais, a fim de registrar as alteracbes decorrentes do envelhecimento,
visto que muitas morbidades estudadas sdo dependentes da idade dos
individuos. Foram utilizados machos da linhagem C57BL/6 divididos em 4
grupos (6 animais por grupo), sendo um grupo controle e outro intervencao. Os
grupos controle de 3 e 6 meses foram compostos por animais obWT, que s&o
deficientes apenas para o gene da leptina (ob/ob), ja os grupos intervencéo,
obB1, continham animais deficientes para o gene da leptina (ob/ob) e nocaute

para o B1R.

4.4- Controle de massa corporal e da ingestéo alimentar

A partir do desmame, foram separados trés animais por caixa e todos
receberam a racdo padrdo ad libitum. Para o controle de ingestdo alimentar, o
consumo de racao foi monitorado, semanalmente, e o consumo total por caixa
foi dividido pelo nimero de animais, estimando a ingestao alimentar individual.
Os animais também foram pesados, semanalmente, para determinar o

desenvolvimento corporal.

4.5- Glicemia de Jejum



A glicemia de jejum foi mensurada aos 3 e aos 6 meses de idade, nos
dois grupos, apés periodos de jejum variados e com acesso a agua ad libitum.
Para realizar a medi¢do foi utilizado o glicosimetro Accu-Chek Performa

(ROCHE) e a uma gota de sangue da veia caudal dos animais.

4.6- Teste de Tolerancia a Glicose

O teste de tolerancia a glicose (TTG) foi realizado nos animais aos 3 e 6
meses de idade. Apos jejum de 6 horas, com agua ad libitum, sendo mensurada
a glicemia basal e, posteriormente, administrada glicose anidra (Sigma) 1 mg/g
de peso vivo, via intraperitoneal. A glicemia foi medida por meio de uma gota de
sangue da veia caudal dos animais, nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos apos
as injecdes, com auxilio de glicosimetro comercial Accu-Chek Performa
(ROCHE).

4.7- Teste de Tolerancia a Insulina

Aos 3 e 6 meses de idade foi realizado o teste de tolerancia a insulina
(TTI) nos animais. Apos jejum de 4 horas, com agua ad libitum, foi mensurada a
glicemia basal e, posteriormente, administrada insulina humana Humalog® (1
Ul/Kg de peso vivo) via intraperitoneal. A glicemia foi medida por meio de uma
gota de sangue da veia caudal dos animais, nos tempos 0, 5, 20 e 35 minutos
apos as injecbes, com auxilio de glicosimetro comercial Accu-Chek Performa
(ROCHE).

4.8- Desafio com Piruvato
O desafio com piruvato foi realizado para testar a capacidade da

gliconeogénese, como indicativo de resisténcia a insulina no figado. Aos 3 e 6

meses de idade, ap0s jejum de 24 horas, o piruvato de sodio foi injetado via



intraperitoneal na dose de 1 g/kg de peso vivo e a glicemia medida nos tempos

0, 15, 30, 60 e 120 minutos apdés as injecdes.

4.9- Eutanasia dos Animais

A eutandsia dos animais foi realizada por deslocamento cervical, ap6s 6
horas de jejum. Uma amostra de aproximadamente 1,5 mL sangue foi
imediatamente coletada em tubos contendo solugcdo EDTA. Em seguida, o
coracdo, tecido adiposo epididimal, tecido adiposo perirrenal, musculo
esquelético e figado foram coletados e tiveram sua massa mensurada. Todos 0s
orgaos e tecidos tiveram uma amostra imediatamente congelada em gelo seco
e armazenada a -80 °C, para posterior extracdo de RNA. Parte do figado e o
coracao foram imersos em solucdo de formol a 10%, para posterior analise

histoldgica.

4.10- Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como meédia + erro padréo (EPM). As
analises estatisticas foram realizadas utilizando teste T de Student, quando
comparados dois grupos e ANOVA seguido de Bonferroni para comparar mais
qgue dois grupos. O valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Todos os graficos foram gerados e analisados no programa
Graphpad Prism (GraphPad, La Jolla, CA, EUA).



5- Resultados

A deficiéncia do receptor B1 de cininas diminui a ingestdo alimentar e a
massa corporal

A principal caracteristica de animais ob/ob é o aumento na ingestado de
alimento e ganho de peso. A auséncia do B1R nesse modelo teve como
consequéncia uma menor massa corporal em relacdo aos animais controle
obWT (p<0,001) (Figura 1 A). Sendo essa diferenca observada, principalmente,
em animais mais jovens; aos 3 meses de idade (obWT, 63,79 + 1,59; obB1, 51,22
+ 1,09 g, p <0,001) do que aos 6 meses de idade (obWT, 74,61 £+ 1,04; obB1,
57,98 £ 1,58 g, p < 0,001; Figura 1C e D). Este efeito foi acompanhado pela
menor ingestao alimentar dos animais obB1 (Figura 1B). As diferencas entre os
grupos obWT e obB1 foram observadas durante todo o periodo avaliado (4° a

30° semana de vida).
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Figura 1. Massa corpOrea e ingestdo alimentar. A) massa corporal de
camundongos obWT e obB1 até 30 semanas de idade; B) ingestédo alimentar de
camundongos obB1 e obWT até 30 semanas de idade; C e D) comparacéo de
massa corporal de camundongos obB1l e obWT com 3 e 6 meses de idade.
obWT, camundongos deficientes para leptina; obB1, camundongos deficientes
para leptina e nocautes para o receptor B1 de cininas. Valores apresentados
como média + EPM, n = 15, *, p<0,05, ***p<0,001.



A deficiéncia do receptor B1 de cininas melhora a captacédo de glicose

No TTG, os animais obB1 apresentaram uma maior captacéo de glicose
aos 3 meses de idade (0bWT, 46045 + 3492; obB1, 30875 + 2311 (mg/dL).min,
p<0,01; Figura 2 A e C). Entretanto, aos 6 meses foi observada somente uma
tendéncia a melhor captacdo a glicose nos animais obB1 em relacdo aos seus
controles (Figura 2B e D; p=0,069).
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Figura 2. Teste de tolerancia a glicose (TTG) de camundongos obB1 e seus
controles obWT. A) curvas glicémicas aos 3 meses de idade; B) curvas
glicémicas aos 6 meses de idade; C) area sob a curva (AUC) de A; D) area sob
a curva de B. Os testes glicémicos foram realizados apds 4 horas de jejum dos
animais. obWT, camundongos deficientes para leptina; obBl, camundongos
deficientes para leptina e nocautes para o receptor B1 de cininas. Os valores sédo

apresentados como média + EPM., *p < 0,05 e ** P<0,01. N = 6.



A deficiéncia do receptor B1 de cininas diminui a sensibilidade a insulina
em animais mais velhos

No TTI houve diferenca significativa na taxa de desaparecimento da
glicose (Kitt) aos 6 meses (Figura 3). A falta do receptor B1 de cininas reduziu a
sensibilidade em relacéo a insulina nestes animais mais velhos (obWT, 24,68 +
4,17;0bB1, 11,38 + 2,60 (mg/dL).min, p<0,05; Figura 3 D). Enquanto em animais
mais jovens (3 meses) essa alteracdo nao foi observada (obWT, 3,74 = 1,25;
obB1, 13,98 *+ 2,19 (mg/dL).min, p<0,01; Figura 3 C).
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Figura 3. Teste de tolerancia a insulina (TTI) de camundongos obB1 e seus
controles obWT. A) TTI aos 3 meses de idade; B) TTl aos 6 meses de idade;
C) Kitt em animais com 3 meses de idade; D) Kitt em animais com 6 meses de
idade. Todos os testes foram realizados apds jejum de 6 horas dos animais.
obWT, camundongos deficientes para leptina; obB1, camundongos deficientes
para leptina e nocautes para o receptor B1 de cininas. Os valores sé&o

apresentados com média + EPM, *p < 0,05.



A Gliconeogénese de animais obB1 é diminuida em animais jovens

A capacidade dos animais obB1 e obWT em produzirem glicose a partir
de um substrato (gliconeogénese) foi avaliada por meio do desafio do piruvato.
O teste mostrou que aos 3 meses de idade, os animais obB1 apresentaram
menor producéo de glicose que seu controle obWT, embora somente no tempo
de 30 minutos apds a injecao essa diferenca foi significativa (obWT, 358,7 + 21,6;
obB1, 271,0 £ 31,6 (mg/dL).min, p<0,05; Figura 4 A). Aos 6 meses de idade néao

foi observado o mesmo efeito (Figura 4 B e D).
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Figura 4. Desafio do piruvato em camundongos obB1 e obWT. A) curvas
glicémicas aos 3 meses de idade; B) curvas glicémicas aos 6 meses de idade;
C) érea sob a curva (AUC) de A; D) area sob a curva (AUC) de B. Os testes
foram realizados apds 24 horas de jejum dos animais. obWT, camundongos
deficientes para leptina; obB1, camundongos deficientes para leptina e nocautes
para o receptor B1 de cininas. Os valores sdo apresentados com média + EPM,

*p < 0,05. N = 6.



Glicemia de jejum em diferentes tempos de jejum

Os niveis de glicose de jejum foram avaliados em diversos testes
glicémicos, em que os animais foram expostos a diferentes periodos de jejum e,
posteriormente, a uma condicao de estresse pela aplicacdo do teste. Pode-se
constatar alteracbes somente aos 3 meses de idade, nas quais os animais obB1
apresentaram menor glicemia que seu controle obWT, na condi¢éo de estresse
apos jejum de 6 horas (Figura 5). Porém, esses mesmos animais, quando
submetidos a 4 horas de jejum sem a condicdo de estresse, tiveram glicemia
significativamente maior que seu controle obWT (Figura 5).
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Figura 5. Capacidade daglicemia de jejum em diferentes testes glicémicos.
Teste de tolerancia a glicose (TTG) 4 horas de jejum; Teste de tolerancia a
insulina (TTI) 6 horas de jejum; Desafio do piruvato 24 horas de jejum. obWT,
camundongos deficientes para leptina; obB1l, camundongos deficientes para
leptina e nocautes para o receptor B1 de cininas. Os valores sdo apresentados
com média = EPM, *p < 0,05.



A delecdo do B1R diminui o depoésito de tecido adiposo e aumenta a massa
do figado

A gordura intra-abdominal, avaliada pela soma do TA perirrenal com TA
epididimal foi menor nos animais obB1 em relacdo ao seu controle obWT, tanto
aos 3 meses de idade (8,24 + 0,26 vs 5,59 + 0,34 g; obWT vs obB1
respectivamente, Tabela 1) quanto aos 6 meses de idade (7,64 = 0,34 vs 3,50 +
0,34 g; obWT vs obB1 respectivamente, Tabela 1).

A massa do figado, musculo e coragéo nao apresentaram diferenca entre
os grupos aos 3 meses de idade. Contudo, a delecéo do B1R parece aumentar
a massa do figado dos animais obB1 com 6 meses de idade (3,29 £ 0,24 vs 4,09
+ 0,06 g; obWT vs obB1 respectivamente, Tabela 1).

Tabela 1- Massa de tecido e 6rgaos

Orgdos 3 meses 6 meses
obWT obB1 obWT obB1
Abs(Q) Rel(%) Abs(g) Rel(%) Abs(g) Rel(%) Abs(g) Rel(%)
Peso 63,8+1,59 51,2+1,09%* 74,6+1,04 58,0+1,58**
Figado 3,16+0,19 49,42+2,15 3,40+0,22 66,69+5,07* 3,29+0,24  43,95+2,56 4,09+0,06** 70,83+1,92%**
TA epididimal 5,00+0,15 78,42+1,89 3,57+0,25*** 69,58+4,33 4,55+0,23 60,91+2,62 1,93+0,19*** 32,03+2,43***
TA perirrenal  3,24+0,14 50,74%1,74 2,02+0,13*** 39,26+1,89***  3,09+0,16 41,43+1,88 1,57+0,19*** 26,87+2,87***
TA total 8,24+0,26 129,1+3,01 5,59+0,34***108,8+5,40**  7,64+0,34 102,34+3,74 3,50+0,34*** 59,80+4,47***
Musculo 0,23+0,01 3,66+0,14 0,22+0,01 4,30+0,08 0,24+0,01 3,19+0,16 0,25+0,01 4,26+0,19%**
Coracéo 0,16+0,01 2,54+0,17 0,16+0,01 3,19+0,07 0,19+0,01 2,59+0,12 0,17+0,01 2,97+0,11*

Abs., peso absoluto (g); Rel., peso relativo (%). Valores apresentados como
média £ EPM, n = 6, * p<0,05 vs controle; ** p<0,01 vs controle; *** p<0,001 vs

controle.



6- Discusséao

O presente estudo teve como objetivo investigar a participacdo do
receptor B1 de cininas na fisiopatologia da obesidade e do DM2, em um modelo
animal de obesidade (ob/ob) com uma mutacéo adicional de silenciamento do
B1R, além de possiveis alteracbes decorrentes da idade. Animais obB1
mostraram uma reduc¢do na ingestao e no ganho de peso, menor depdsito de
gordura, maior captacdo de glicose no TTG quando jovens, e aumento da
resisténcia a insulina com o passar da idade para proximo da meia idade do
modelo experimental.

A reducdo na massa corpérea e no depodsito de gordura dos animais
deficientes para o B1R, no modelo animal ob/ob, indica uma resisténcia a
obesidade gerada por esta alteracdo genética. Sem a producado de leptina, os
camundongos ob/ob tém um apetite muito aumentado e uma taxa de gasto
energético reduzida, o que causa obesidade severa ja nos individuos jovens
(FRIEDMAN & HALAAS, 1998). Poucas alteracbes genéticas pontuais foram
capazes de reduzir o desenvolvimento da obesidade neste modelo, como
observado na deficiéncia do B1R no presente estudo. Este resultado confirma o
gue foi visto em outros trabalhos de nosso grupo e de outros no modelo ob/ob,
em que o silenciamento do gene do B1R causa resisténcia a obesidade em
modelos de obesidade induzida por dieta hiperlipidica (MORI et al., 2008;
FONSECA et al.,, 2013; MORAIS et al.,, 2015), além de alteragcbes no
metabolismo energético, especialmente, na homeostase da glicose (BARROS et
al., 2012a; BARROS et al., 2012b; ARAUJO, et al., 2006; PESQUERO, et al.,
2015). Desta forma, este resultado confirma novamente a participacdo do SCC
na obesidade.

Uma importante hip6tese levantada originalmente no presente trabalho é
gue as alteracbes observadas no metabolismo da glicose, assim como as
alteracdes do tecido hepatico sdo idade dependentes. Em um primeiro momento
das andlises, usando grupos de animais com 3 meses de idade, portanto adultos
jovens, ficou evidente um melhor desempenho dos animais obB1 no TTG, o que

normalmente € interpretado como maior capacidade de captagéo de glicose. Na



mesma idade, entretanto, foi observada similar sensibilidade & insulina no TTI, o
que a principio pode parecer uma contradicdo. O fato da producédo endoégena de
glicose estar reduzida nestes animais, como mostrado no teste com piruvato,
esclarece em parte esta curva glicémica mais baixa nos animais obB1, uma vez
que a glicemia é fruto do equilibrio entre a captacdo e a producdo enddégena de
glicose. De outro lado, isso pode também indicar uma maior capacidade das
ilhotas pancreaticas de produzir insulina, como demonstrado anteriormente em
um modelo deficiente para leptina e para os dois receptores de cininas (BARROS
et al., 2012a).

Nos animais obB1B2, ilhotas pancreéaticas foram isoladas, e sua
capacidade de secretar insulina foi testada in vitro em animais adultos jovens e
também aos 6 meses de idade. Ilhotas dos animais sem receptores de cininas
apresentava o dobro de capacidade de produzir insulina do que seus controles,
diferenca que desaparecia aos seis meses (BARROS et al., 2012a). Em
camundongos de 6 meses de idade foi observado, também, um aumento da RI
nos animais obBl e uma reducdo da diferenca entre as curvas do TTG,
mostrando uma alteracdo no metabolismo energético e na homeostase da
glicose. Estes eventos ocorrem independente dos reduzidos depdésitos de
gordura, que permaneceram bastante significativos mesmo nos animais mais
velhos.

Também nos animais jovens, as alterac6es no tamanho do figado ndo séao
evidentes, mas um aumento significante ocorre nos animais mais velhos. Uma
protecdo ao figado foi descrita e anteriormente associada ao silenciamento
genético do B1R, supondo-se que 0 aumento compensatorio da expressao do
B2R pudesse ser o mecanismo envolvido na protecdo hepatica destes animais
(WANG et al.,, 2008; FONSECA et al., 2013). No presente trabalho se pode
verificar que com o passar da idade, os animais apresentaram aumento da
massa absoluta e relativa deste 6rgdo, acompanhando outras alteracfes do
metabolismo energético. Estas diferencas, decorrentes da maior idade dos
modelos, devem ser consideradas nas interpretaces dos resultados dos
trabalhos anteriormente publicados, pois apesar de parecer bastante benéfico, o

silenciamento do B1R quanto a resisténcia a obesidade, estes efeitos podem



ndo ser interessantes nos individuos mais velhos e tais motivos devem ser
investigados. Apesar da originalidade destes resultados, quanto ao
silenciamento do gene do B1R, este efeito de idade dependente também foi
observado em modelos semelhantes, deficientes para o receptor B2 ou para
ambos os receptores de cininas (BARROS et al., 2012a; BARROS et al., 2012b).

Outra questdo a ser considerada é a reducdo absoluta e relativa de
deposito de gordura na forma de TAB intra-abdominal. Esta reducdo de TA nos
obB1 foi independente do efeito idade. J&4 esta bem aceito que o aumento da
resisténcia a insulina em individuos obesos esta associado a uma inflamacéao
subclinica do TAB, o qual libera quantidades consideraveis de citocinas como
TNFa, entre outras dezenas de substancias produzidas no TA (FALOIA et al.,
2012). Estes fatores inflamatorios aumentam a resisténcia a insulina em diversos
tecidos predispondo a DM2 (FALOIA et al., 2012; CASTRO et al., 2014; SEARS
& PERRY, 2015). Desta forma, a reducéo de tecido adiposo no obB1 poderia ser
uma das causas da melhor captacdo de glicose aos 3 meses. No entanto, iSSoO
nao pode explicar as alteragcbes observadas nos animais mais velhos.
Entretanto, estas novas informacdes vém a contribuir, significantemente, na
compreensao da regulacédo do metabolismo energético, a qual é caracterizada
pela sobreposicdo de diversos sistemas regulatérios em diversos niveis:

sistémicos, teciduais, celulares e intracelulares.



7- Concluséo

De acordo com os resultados obtidos, neste trabalho, pode-se concluir
gue a deficiéncia do B1R protege contra a obesidade, promovendo reducao do
peso, daingestédo alimentar e depésito de tecido adiposo. Além disso, a exclusédo
do B1R tem um significativo impacto da homeostase da glicose. Portanto, os
resultados reforcam a participacdo do SCC no metabolismo energético. Embora
seja necessario um maior aprofundamento do papel do B1R na progressao de
doencas com fundo inflamatdrio, estes resultados demostram o potencial do B1R
para o desenvolvimento de novas estratégias farmacoldgicas para o tratamento

de doencas metabdlicas como obesidade e diabetes mellitus.
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