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RESUMO

A obesidade é um disturbio da homeostasia energética de etiologia
multifatorial que pode levar ao desenvolvimento de comorbidades, tais como,
diabetes, hipertensdo e sindrome metabodlica. Entender os fatores que
desencadeiam essa patologia pode resultar no desenvolvimento de tratamentos
tanto curativos como preventivos. A desregulacdo de varios sistemas fisiologicos
gue estdo envolvidos na ativacao de vias metabdlicas relacionadas a processos que
levam ao ganho de peso e/ou ao desenvolvimento das complicacdes relacionadas.
Dentro destes, 0 sistema calicreina-cinina (SCC) tem sido mostrado como
importante na regulacdo da sensibilidade a leptina, sensibilidade a acdo e secrecao
da insulina e cascata inflamatoria.

O SCC é formado por uma via metabdlica envolvida em inlmeros processos
bioldgicos, tais como regulacado da pressao arterial, inflamacao, resisténcia a insulina
e metabolismo energético, cujos efetores sdo peptideos chamados de cininas. As
principais cininas em humanos sdo bradicinina e seu metabdlito, des-Arg9-
bradicinina, sendo formados a partir da clivagem do cininogénio pela ativacdo de
uma classe de enzimas denominadas calicreinas. Uma vez formadas, as cininas irdo
ativar dois receptores de membrana acoplados a proteina G, denominados Bl e B2.
O receptor B2 (BDKB2R) é constitutivamente expresso nos tecidos, enquanto o
receptor B1 (BDKB1R) tem um baixo nivel de expressdo na maioria dos tecidos,
sendo sua expressao induzida por inflamacéo. Evidéncias recentes tém demostrado
gque além de seus efeitos vasoativos, 0 SCC também esta envolvido na regulacéo do
metabolismo energético. Isso foi evidenciado através de experimentos com uso de
animais nocaute para os receptores B1 e B2. O BDKB1R demostrou desempenhar

um papel importante na modulacdo da sensibilidade a insulina além de estar



envolvido em outras vias metabdlicas relacionados a leptina e ao metabolismo

hepatico.

A dieta de cafeteria (CAF) consiste em uma dieta composta por alimentos
altamente palataveis com alto teor caldrico. O modelo consiste em acrescentar,
associar ou substituir a racdo padrdo para roedores por alimentos caléricos
consumidos por humanos, como chocolate, amendoim, salsichas, leite condensado,
bolo, biscoitos, refrigerante, entre outros, oferecidos ad libitum. A CAF € composta
principalmente por carboidratos simples, acucares refinados, alto teor de gordura
saturadas e/ou trans, e baixo teor de proteinas, micronutrientes e fibras. Além de ser
pobre em nutrientes, a dieta de cafeteria possui uma alta palatabilidade, tendo como
consequéncia uma hiperfagia voluntaria, onde os animais podem ter um consumo de
calorias de 30 a 40% maior quando comparados com animais alimentados com dieta
rica em lipidios, 0 que leva a uma exacerbacéo das disfuncdes metabdlicas.

Entretanto, apesar do exposto acima, até o momento ndo existem estudos
que tenham avaliado os efeitos da dieta de cafeteria no metabolismo de animais
deficientes para o receptor B1 de cininas. Dessa forma, a presente dissertacao foi
constituida a fim de avaliar esses mecanismos, sendo constituida de duas partes. A
primeira de um referencial tedrico sobre o tema e a segunda de um de um estudo
experimental que avaliou os efeitos da dieta CAF no metabolismo de animais

deficientes para o receptor Blde cininas.



ABSTRACT

Obesity is a disorder of energy homeostasis with multifactorial etiology that
can lead to the development of comorbidities, such as diabetes, hypertension and
metabolic syndrome. Understanding the factors that trigger this pathology can result
in the development of curative and preventive treatments. The deregulation of
several physiological systems, that are involved in the activation of metabolic
pathways related to processes, leads to weight gain and/or the development of
related complications. Among these, the kallikrein-kinin system (KKS) has been
shown to be important in regulation of leptin sensitivity, action and secretion of insulin

and inflammatory cascade.

Kalikrein-Kinin system is a metabolic pathway involved in numerous biological
processes, such as blood pressure regulation, inflammation, insulin resistance, and
energy metabolism, having the kinins peptides as effectors. . The main kinins in
humans are bradykinin and its metabolite, des-Arg9-bradykinin, being formed from
the cleavage of cininogen by the activation of a class of enzymes called kallikreins.
Once formed, the kinins will activate two G protein coupled receptors, called B1 and
B2. The B2 receptor (BDKB2R) is constitutively expressed in tissues, whereas the B1
receptor (BDKB1R) has a low level of expression in most tissues, and its expression
is induced by inflammation. Recent evidence has shown that in addition to its
vasoactive effects, KKS is also involved in the regulation of energy metabolism. This
was evidenced by experiments using knockout animals for B1 and B2 receptors.

BDKB1R has been shown to play an important role in the modulation of insulin



sensitivity and to be involved in other metabolic pathways related to leptin and

hepatic metabolism.

The cafeteria diet (CAF) consists of a diet composed of highly palatable foods
with high caloric content. The model consists of add, associate or replace the
standard chow for rodents with caloric foods consumed by humans, such as
chocolate, peanuts, sausages, condensed milk, cake, cookies, soft drinks, among
others, offered ad libitum. CAF is composed mainly of simple carbohydrates, refined
sugars, high saturated and/or trans fats, and low protein, micronutrient and fiber
content. In addition to being poor in nutrients, the CAF diet has a high palatability,
resulting in a voluntary hyperphagia, where the animals can have a calorie
consumption 30 to 40% higher when compared to animals fed a diet rich in lipids,

which leads to an exacerbation of metabolic dysfunctions.

However, despite the exposed above, to date there are no studies that have
evaluated the effects of the cafeteria diet on the metabolism of knockout animals to
the Bl kinin receptor. Thus, the present dissertation was constituted in order to
evaluate these mechanisms, being constituted of two parts. The first is a background
of the subject and the second one is an experimental study that evaluated the effects

of the CAF diet on the metabolism of kinin B1 receptor knockout mice.
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INTRODUCAO

1.1 Obesidade

A obesidade é um disturbio da homeostase energética de etiologia multifatorial
que pode levar ao desenvolvimento de comorbidades, dentre elas hipertenséo
arterial sistémica, sindrome metabdlica e diabetes (1). A etiologia da obesidade é
complexa, envolvendo genética, fatores ambientais, comportamentais e um
desequilibrio energético a longo prazo (2,3).

O consumo de dietas pobres em nutrientes, ricas em gorduras saturadas e/ou
trans e bebidas acucaradas, estdo entre os fatores ambientais mais importantes na
predisposicdo a obesidade em sociedades ocidentais (4,5). Uma das formas de
avaliar o impacto desse tipo de dieta é a utilizacdo de modelos aninais para o estudo
da obesidade (6). Em estudos com modelos de obesidade genética e induzida por
dieta, a inducdo de uma resposta inflamatoria sistémica leva a desregulacdo de
horménios envolvidos na homeostasia energética, o que resulta em um controle
deficiente da ingestdo de alimentos e o desencadeamento de comorbidades, como
por exemplo o diabetes mellitus tipo 2 (DM tipo 2).

O DM tipo 2 caracteriza-se por hiperglicemia, resultante de alteracbes na
producédo e utilizagdo da insulina, horménio responséavel pelo adequado controle da
sintese e captacdo de glicose (7). Um dos principais mecanismos patolégicos no
desenvolvimento do DM tipo 2 é a resisténcia a insulina, que é caracterizada pela
diminuicdo da captacdo de glicose pelas células (8,9). O aumento da resisténcia a
insulina, acompanhado da diminui¢cdo da funcdo de células B, leva a estado de

hiperglicemia, caracteristica principal do DM tipo 2 (9,10).



A hipertrofia do tecido adiposo leva a producdo de citocinas pro-inflamatorias,
dentre elas o TNF-a, o qual a hiperproducédo esta diretamente relacionada tanto a
hipertrofia do tecido adiposo como a infiltracdo de macréfagos nesse tecido.
Independentemente do mecanismo que causa 0 aumento da sintese de TNF-a,
diversos estudos evidenciaram que as citocinas parecem ter papel importante na
fisiopatologia do DM tipo 2, inibindo a sinalizacdo das vias de producéo da insulina,
alteracdo da expressdo génica e sintese dos transportadores da glicose, levando a
diminuicao da captacéo e metabolizacdo da glicose (11,12)

O acumulo de gordura corporal leva a resisténcia a acao da insulina, levando a
uma resposta biolégica menor da insulina em relacdo a suas acbes no tecido
adiposo, muscular e hepatécito (13). No entanto, estudos tem demostrado que
individuos obesos sdo capazes de manter os niveis de glicemia normais, mesmo
com uma maior resisténcia a acao da insulina (menor sensibilidade). Isso € possivel
pelo incremento na producdo desse hormdnio através de uma hiperativacdo das
células beta em resposta a menor sensibilidade, demonstrando-se uma relacéo
curvilinea e hiperbdlica entre estes parametros gerando uma constante que € o
produto da secrecdo da insulina ajustada para os niveis de sensibilidade a insulina,
expressa através do célculo do “Disposition Index” ou funcédo de célula B relativa
para os niveis de sensibilidade a insulina. Assim sendo, por exemplo, assumindo
gue dois individuos tem um mesmo valor de parametro estimado de funcéo de célula
B terdo funcdes de célula B completamente distintas se tiverem diferentes valores de
um parametro de sensibilidade a insulina, sendo esse um preditor importante para o
desenvolvimento do diabetes (14,15).

Muitos mecanismos envolvidos no desenvolvimento dessa patologia ainda nao

foram completamente elucidados. Anormalidades em diversas vias metabdlicas



envolvendo multiplos 6érgdos estdo envolvidas no desenvolvimento da obesidade e
do DM tipo 2. Dentro desses, 0 SCC tem se mostrado como importante na regulacéao
da homeostase da glicose (16-18), na secrecdo de insulina (17,19) e na
sensibilidade a leptina (20,21). Entender os fatores que desencadeiam essa
patologia e os envolvidos na sua fisiopatologia pode resultar no desenvolvimento de

intervencdes com o objetivo de prevenir e tratar a doenca.



1.2 Sistema Calicreina-Cinina (SCC)

O SCC é uma importante familia de mediadores inflamatérios e que estédo
envolvidos em inumeros processos biologicos, tais como, regulacdo da pressao
arterial, inflamacéo, edema, resisténcia a dor e resisténcia a insulina (22—26). Seus
principais efetores sdo peptideos denominados cininas, que sdo formados no
plasma e nos tecidos a partir da clivagem do cininogénio, pela ativacdo de uma
classe de enzimas denominadas calicreinas. (27,28). As duas principais cininas
encontradas em roedores séao a bradicinina (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg)
e seu metabolito a des-Arg®-bradicina (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe) (27).

Existem dois tipos de cininogénio no plasma de mamiferos, denominados de
cininogénio de baixo peso molecular (LMWK) e cininogénio de alto peso molecular
(HMWK) (28). Os cininogénios sao o0s unicos precursores do SCC e séo codificados
por um uUnico gene (29), sendo sintetizados primariamente nos hepatdcitos e
secretados diretamente na corrente sanguinea. Podem também ser sintetizados nas
células epiteliais do tdbulo renal e em algumas células neurais no cérebro (28).
Embora exerca inumeras funcbes na coagulacdo sanguinea, fibrindlise e
angiogénese (30), o maior papel fisioldgico do cininogénio é atuar como precursor
das cininas. O cininogénio é clivado, no plasma e nos tecidos, por enzimas
denominadas calicreinas. Em humanos, a calicreina plasmaética forma bradicinina a
partir do HMWK enquanto a calicreina tecidual forma calidina a partir do LMWK (31),
ambas possuem propriedades bioldgicas similares. Em contraste, em roedores,
tanto a calicreina plasmaética quanto a tecidual geram bradicinina (27).

Uma vez formadas, as cininas ativam dois receptores de membrana

acoplados a proteina G, denominados receptores B1 e B2 (Figura 1) (32,33). A

bradicinina exerce os seus efeitos se ligando diretamente ao receptor B2 (BDKB2R)



ou pode sofrer a acdo da enzima cininase |, que quebra a arginina da porcao

carboxiterminal deste peptideo, dando origem a des-Argg-bradicinina gue é capaz
de ativar outro receptor, denominado B1R (BDKB1R). A bradicinina é degradada
rapidamente in vivo (34), e sua degradacdo é feita principalmente pela enzima
conversora de angiotensina (ECA), também chamada de cininase Il, que remove o
peptideo c-terminal Phe-Arg, dando origem a um peptideo inativo (35,36).

O receptor B2R é constitutivamente expresso na maioria dos tecidos centrais
e periféricos, como células da musculatura lisa e células endoteliais, e é o
responsavel pelas principais a¢des do SCC (37). Por outro lado, a expressao do
receptor B1 (BDKB1R) é induzida por inflamacao ou por dano tecidual (22). Um dos
moduladores da expressdao do BDKB1R é o fator nuclear kappa-B (NF-kB), que
controla a expressao de citocinas inflamatérias, quimiocinas, fatores de crescimento
e adesdo celular (38). A citocina pro-inflamatéria interleucina 1p (IL-18) é o indutor
ideal da expressdo do receptor BDKB1R, contudo, outros mediadores pro-
inflamatorios, como TNF-ao. e interferon-gamma (IFNy) também s&o efetivos em
regular a sua expressao. Uma vez ativado o receptor BDKB1R atua no processo
inflamat6rio aumentando a migracédo de neutrofilos e citocinas pro inflamatérias IL-1
e TNF-a, exercendo assim uma alca de regulacdo positiva na sua expressao (39—
41). Estes achados sugerem que a expressdo de BDKB1R pode ser continuamente
auto amplificada, ndo sofrendo dessensibilizacdo pelas cininas ao longo do tempo.
Essa interacdo entre citocinas e o BDKB1R pode desempenhar um papel importante

na manutengdo de uma resposta inflamatoria crénica (42).

Estudos tém demostrado que além de seus efeitos vasoativos e no processo

inflamatorio, o SCC também esta envolvido na regulacdo do metabolismo glicémico



e energético. Esses efeitos foram demonstrados através de experimentos com uso
de animais nocaute para os receptores BDKB1R e BDKB2R e com uso de
bloqueadores farmacologicos. Esses estudos foram realizados utilizando modelos
genéticos em obesidade, camundongos [ob/ob] (19,43), e modelos animais de
obesidade induzida por dieta rica em lipidios (HFD) (44,45).

A habilidade do BDKB1R em regular a liberagcdo de citocinas se mostrou
importante no processo de insulinite (46). O tratamento crénico com um antagonista
BDKB1R ([Lue]® des-Arg® -BK em animais que possuiam diabetes induzida por
estreptomicina preveniu a ocorréncia de DM tipo 1 diminuindo a glicemia em 50%
comparado com os controles, além de reduzir a albumindria, um resultado
semelhante ao encontrado em animais que foram tratados com insulina. O
tratamento prolongado (10 dias) com o antagonista do receptor B1 preveniu o
desenvolvimento de hiperglicemia (46).

Um estudo usando camundongos duplo nocautes para o receptores Bl e B2,
deficientes em leptina, um modelo comum de obesidade severa e DM tipo 2,
demostrou que na auséncia de ambos os receptores de cininas, as ilhotas isoladas
de camundongos de 3 meses produziram 3 vezes mais insulina que o0s controles,
mecanismo sugerido como responsavel por manter a glicemia normal e a curva
glicémica similar no teste de tolerancia a glicose (TTG) desses animais em
comparacao com os controles (19). Por outro lado, outro estudo demostrou que
camundongos deficientes para o receptor B1, em condicbes normais, apresentaram
uma menor liberagdo de insulina e uma maior sensibilidade periférica a esse

hormonio (17).

Além do papel do receptor B1 na modulacdo da sensibilidade a insulina, esse

receptor esta envolvido em outras vias metabdlicas relacionados a leptina



(20,21,43). Camundongos com a delecdo genética do BDKB1R demonstraram
melhora na sensibilidade sistémica a leptina e resisténcia contra obesidade induzida
por dieta rica em lipideos (44). Mais recentemente, Fonseca et al (2013)
demonstraram que animais nocautes para o receptor Bl parecem ter maior
versatilidade na adaptacdo metabdlica a condi¢cdes diversas com relacdo ao
metabolismo hepatico (20). Em um outro modelo animal, o bloqueio farmacoldgico

do receptor B1 protegeu ratos contra a obesidade e a resisténcia a insulina (47).

Estes estudos demonstram que a ativacdo desse receptor predispbe a
resisténcia a insulina, ativacdo de processos inflamatorios, desenvolvimento de
obesidade e anormalidade da homeostase glicémica. No entanto esses efeitos
dependem de inumeros processos bioldgicos e fisiopatoldgicos. Dessa forma,
diferentes dietas poderiam servir de modelo de estudo para melhor entender como
diferentes estimulos ativam esse sistema, resultando em diferentes respostas
metabdlicas nesses animais e que podem estar relacionadas ao desenvolvimento de
obesidade e diabetes nos seres humanos. Dessa forma, os efeitos da
delecdo/ativacdo dos receptores de cininas no metabolismo depende do modelo
animal estudado, do tipo de dieta e/ou tratamento farmacolégico. Além disso, a
ativacao/delecdo do receptor B1 pode afetar tecidos especificos de uma maneira

diferente.

1.3 Dieta de Cafeteria (CAF)



A CAF consiste em uma dieta composta por alimentos altamente palataveis
com alto teor calorico. O protocolo experimental da dieta de cafeteria varia entre
autores. O modelo consiste em acrescentar, associar ou substituir a racdo padréao
para roedores por alimentos cal6éricos consumidos por humanos, como chocolate,
amendoim, salsichas, leite condensado, bolo, biscoitos, refrigerante, entre outros,
oferecidos ad libitum (48,49). A CAF é composta principalmente por carboidratos
simples, acucares refinados, alto teor de gordura saturadas e/ou trans, e baixo teor
de proteinas, micronutrientes e fibras (48,49). Além de ser pobre em nutrientes, a
dieta de cafeteria possui uma alta palatabilidade, tendo como consequéncia uma
hiperfagia voluntaria (49,50), onde os animais podem ter um consumo de calorias de
30 a 40% maior quando comparados com animais alimentados com dieta rica em
lipidios (51), predispondo o animal ao desenvolvimento da obesidade, diabetes e

distarbios do metabolismo do colesterol (52).

Ratos alimentados com dieta CAF apresentam niveis elevados de glicose e
resisténcia a insulina, além de inflamacéo cronica no tecido adiposo e no figado.
Além disso, foram observadas alteracdes na arquitetura das ilhotas pancreéticas
desses animais e infiltracdo gordurosa no pancreas (51,53). Outros estudos
demostraram o aumento dos niveis de leptina e adiponectinas (52) no tecido adiposo
e interleucina 6 (IL-6) , IL-1p e TNF-a no figado quando comparados com controles
magros (54). Ratos alimentados com dieta de cafeteria também apresentaram
aumento do stress oxidativo intestinal, que néo foi observado nos controles obesos
gue nao receberam a dieta. Esse resultado demostrou a importancia da ingestédo de
acucar refinado e gorduras saturadas no estresse oxidativo intestinal, ndo estando

isto relacionado a obesidade (55).



Com base em estudos comparativos, entre diferentes tipos de dietas
indutoras de obesidade, a CAF apresenta melhores resultados como modelo em
sindrome metabdlica (51,56) Além disso, o rapido inicio no ganho de peso, a
obesidade, as disfun¢gdes em multiplos 6rgdos e as patologias observadas com o
uso da dieta CAF estdo mais proximas as condicdbes observadas no
desenvolvimento de obesidade e sindrome metabdlica em humanos do que, por

exemplo, a dieta rica em lipidios (51,57).

A natureza dos macronutrientes em uma dieta obesogénica € também
provavel que seja importante na génese e na severidade da resposta inflamatoria.
Sendo, no entanto, dietas experimentais, com base nas dietas de cafeteria, bastante
utilizada em pesquisas experimentais em modelo animal para elucidar os possiveis
efeitos nos parametros bioquimicos, inflamatérios e moleculares causados em seres
humanos. Nesse contexto, esse tipo de dieta, utilizada em animais, vem se tornando
um modelo com grande utilidade para estudos que tratam da obesidade humana e
suas comorbidades, na medida em que uma alta ingestao de gordura e de acgucares
esta ligada com a desregulacdo da homeostase metabdlica determinante no

desenvolvimento dessa patologia.

Tendo em vista o papel da alimentacdo no desenvolvimento da obesidade e
suas comorbidades, como o DM tipo 2, e considerando os achados recentes a
respeito do papel do receptor B1 na modulacdo do metabolismo, faz-se necessario
um estudo do papel desse receptor em um modelo animal de obesidade que

mimetize o padrdo alimentar da sociedade ocidental, no caso, a dieta de cafeteria.

O entendimento dos mecanismos pelos quais o receptor B1 age na

modulacdo do metabolismo energético pode levar a identificacdo de mecanismos



fisiopatoldgicos da obesidade e do diabetes, bem como pode ser potencialmente
importante para a prevencao, tratamento da obesidade, do diabetes e de suas

complicacdes.



OBJETIVOS

1.4 Objetivo Geral

2.1.1 Analisar a influéncia do receptor B1 de cininas no desenvolvimento da

obesidade e da hiperglicemia em camundongos submetidos a dieta de cafeteria.

1.5 Objetivos Especificos

2.2.1 Analisar o efeito da dieta de cafeteria em camundongos deficientes para

o receptor B1 no ganho de peso e na composicao corporal.

2.2.2 Analisar efeito da dieta de cafeteria em camundongos deficientes para o
receptor B1 submetidos & dieta de cafeteria nos niveis de glicose, insulina, na

sensibilidade a insulina e na funcéo de célula g pancreatica.

2.2.3 Analisar efeito da dieta de cafeteria em camundongos deficientes para o
receptor B1 submetidos a dieta de cafeteria no desenvolvimento de doenca

hepatica gordurosa.






