UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

EVELLYN RODRIGUES CORDEIRO

INFLUENCIA DOS CAPSINOIDES SOBRE A REATIVIDADE
E ESTRESSE OXIDATIVO VASCULAR EM RATOS COM
OBESIDADE

2024



EVELLYN RODRIGUES CORDEIRO

INFLUENCIA DOS CAPSINOIDES SOBRE A
REATIVIDADE E ESTRESSE OXIDATIVO VASCULAR
DE RATOS COM OBESIDADE

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduacéo
em Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal
do Espirito Santo, como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Doutorado em Ciéncias
Fisiologicas.

Area de concentracéo: Fisiologia Cardiovascular

Orientador: Prof. Dr. André Soares Leopoldo.

2024



Ficha catalografica dispomibilizada pelo Sistema Integrado de
Bibliotecas - SIBI/'UFES e elaborada pelo autor

Rodrigues Cordeiro, Evellyn, 1992-

R6961 Influéncia dos capsinoides sobre a reatividade e estresse
oxidativo vascular em ratos com obesidade / Evellyn Rodrigues
Corderro. - 2024,

94 p.

Orientador: André Soares Leopoldo.
Tese (Doutorado em Ciéncias Fisiologicas) - Universidade
Federal do Espinto Santo, Centro de Ciéncias da Saide.

1. Obesidade. 2. Estresse oxidativo. 3. Aorta. 1. Soares

Leopoldo, Andre. II. Unmiversidade Federal do Espirito Santo.
Centro de Ciéncias da Sadde. I11. Titulo.

CDU: 612




UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITD SANTD
Centra de Ciéncias da Sadde

Programa de Pds-Graduaglo em Géndias Fisioldgicas

A da sesslo S dales & Tise & Programa de Pés-Gradu a; 5o am e Fisioidgicas, do Cemin
di Cifecias da Sanse da Universidade Feseral do Espiito Saato, da dicents Evellys Rodrigues
Cordeire, candidata a0 Gtulo & Doutor e Cilbncias Friokigicas, realizada 36 14000 do dicies
siguinds dia do s de niren 35 20 di dois mil @ viste o guaten, sa Universidads Fedaral do
Esgiriin Santo. O presidenis da Baeca, Frof, Or. Asdrd Scanes Leogoldo apresseiou os demats
mesmkens da comistle eamsadors, conititdda pelos Doutores: Roger Lyes dos Santed da
Universitade Federl do Esginite Santo [Les], Karokni Zugs Nunes da Usiversidase Federal do
Esgiritn Santo (Ufes), Thiaps Bruder Mascimanio & University of Soutk Alabama [LISA) @ Camila
Runata Coerda Camachis da Unksevsidade Bl Pau lsta [Unesp) Es seguida, caded a palava
canddata que e S0 mEnulos apeesantoy sua Tee imiulada "INFLUENDIA DOS CAPSINOIDES
SDERE & REATIVIDADE E ESTRESSE DMIDATIVIO VASCLLAR EM RATOS COM DBESIDADE®.
Timitada & sgeisantagns & alona, o praddante retoemou & palavme & & Oitisg aos membros da
Comishs Examinaions, us a um, Bard proceenss 3 agecio. O presisents coewisou a Comiscls
E e Naiina 3 isstir G Sparrato pars S Baragia A0 final, 3 Comisdo Exaed nadors ralorm
o O prasidante iformedy aie prekentes que o Tese Bovia Sdo aprevads o que 3 akana des
presidanciar destro do perodo de B0 dias, & versio final da Tese. O Presdeme, eatlo, deu por
enceTada o setilo, @ lavou & presente ata, gue & Exineds polos mewkend da Comicsios
Enzami nasdiora.

o Witderia, 12 oe noresnden Ga 2034
B L 100 e N

o s o i ' oL CoAT I
e g PR T rre—

PP re i reinde dpn b

Frof. Or. Asdrd Soanes Leopolde  Prold. Ol Camdla Reeata Coerda Camacho

erienLador PUnesp] = Tibdar easmo
L
[RTSpE e ——
= B 1 LT i
ﬁ?f ::1:? ey ol e o e
Prof. Dv. Thisgo Srudesr Kascsitio Frof, D, Karokni Zugel Manet
|UEA] = Titl s dxiema |Ufias] = Titalar dema
T T

R i B LT
B L6 SR S
= i e e

Peol. Dv. Roger Liyrio &os Saming
Putes) - Ticular intesmo

gy
(85 SR L R Y L PR TR T EET S TR EEETL R AN s R ]
T (M Ve | Cp e i L, | B S8 Tl O e . 3



“Depois do medo, vem o mundo.”

Clarice Lispector
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RESUMO

A obesidade é um dos maiores problemas de salde publica e sua fisiopatologia envolve
alteracBes metabdlicas, estruturais e funcionais em diferentes tecidos em decorréncia de diversos
mecanismos. Tais alteracdes podem modificar a homeostase vascular, sendo estdo associadas ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares como hipertensao arterial, doenca coronariana e
aterosclerose, bem como ao diabetes mellitus tipo 2, as quais aumentam o risco de mortalidade. Os
efeitos deletérios observados na obesidade, incluem o processo de remodelacdo vascular
disfuncional com consequente rigidez apds modificagdes estruturais e funcionais nas camadas
intima, média e adventicia dos vasos sanguineos. Em adicdo, o estresse oxidativo, importante
mecanismo patolégico envolvido com a obesidade, contribui para o desenvolvimento de estados
pré-oxidantes e pré-inflamatérios na vasculatura, os quais promovem remodelagéo disfuncional e
rigidez vascular, aumentando o risco de desdobramento patoldgico observado em eventos
cardiovasculares. Estudos demonstraram que os capsinodides, peptideos bioativos presentes na
pimenta, sdo potentes antioxidantes e antiobesogénicos, exercendo papel na modulagdo do
estresse oxidativo induzido pela obesidade. Contudo, ndo foram encontradas pesquisas que
analisassem seus efeitos sobre o estresse oxidativo e remodelacdo vascular causado pela
obesidade. Portanto, o objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos da administracéo cronica
de capsindides sobre a reatividade vascular, morfologia e estresse oxidativo em aorta de ratos com
obesidade obesos induzidos por dieta hiperlipidica saturada. Ratos Wistar (n=18, 30 dias) foram
randomizados em 2 grupos: dieta padrdo (alimentados com dieta padrdo; DP = 8) e dieta
hiperlipidca (alimentados com dieta saturada rica em gordura; DH =10). Controle = C (alimentados
com dieta padrdo) e obesos = Ob (alimentados com dieta hiperlipidica saturada). O protocolo
experimental apresentou duragdo de 27 semanas consecutivas, sendo composto por dois
momentos: 1) Inducdo (4 semanas) e manutengdo da obesidade (19 semanas) e; 2) Exposicao
crbnica ao tratamento com capsindides (8 semanas). Apos 19 semanas, os animais DP e DH foram
redistribuidos e renomeados de forma randomizada em quatro grupos distintos quanto a auséncia
e/ou presenga de capsinoides (Cap) e obesidade (Ob): Controle (C); Obeso (Ob); Controle com
capsindides (Ccap); Obeso com capsindides (ObCap). A administracdo crénica de capsindides (10
mg/kg) foi realizada diariamente por meio de gavagem orogastrica. A composi¢do corporal foi
avaliada por meio do acompanhamento da massa, gordura e indice de adiposidade corporal. A
morfologia vascular foi determinada por meio das andlises da remodelacéo e depdésito de colageno
vascular. A andlise da reatividade vascular foi realizada em aorta, por meio dos ensaios
farmacoldgicos envolvendo a analise da biodisponibilidade de eNOS, producéo de espécies reativas
de oxigénio, participacdo da NADPH oxidase, dos receptores AT1 e da via da COX. Os resultados

mostram que a obesidade elevou a massa corporal e o indice de adiposidade, todavia, a



administracéo crbénica de capsindides nao foi capaz de restaurar esses parametros. Considerando
os perfis glicémico e lipidico, a obesidade alterou a glicemia e o colesterol total, porém o tratamento
com capsinoides também néo foi capaz de restaurar essas alteracdes. Os resultados apontam ainda
gue nao foram observadas alteracGes nos biomarcadores plasmaticos de estresse oxidativo. No
contexto vascular, a obesidade elevou a reatividade por meio do aumento de espécies reativas de
oxigénio, em especial anion superéxido, ativacdo dos receptores AT1 e liberacdo de prostanoides
contrateis via COX. O tratamento com capsindides reduziu a reatividade vascular induzida pela
obesidade por meio da participacdo da eNOS, além de reducédo de anion superdxido e prostandides
derivados da COX. Também foi capaz de aumentar a camada média do musculo liso vascular e
reduzir a deposicao de colageno, prevenindo a remodelacéo patolégica induzida pela obesidade.
Em concluséo, a administracdo cronica de capsindides na dose de 10 mg/kg restaura os parametros
de reatividade vascular na obesidade por meio da vasodilatacéo, via eNOS e reducéo do estresse
oxidativo. Ademais, também mostra que o tratamento foi capaz de prevenir o processo de
remodelacdo vascular patolégica causada pela obesidade.

Palavras-chave: Obesidade, remodelamento vascular; estresse oxidativo; aorta; capsinodides;
ratos.



ABSTRACT

Obesity is one of the biggest public health problems and its pathophysiology involves
metabolic, structural and functional changes in different tissues due to several mechanisms. Such
changes can modify vascular homeostasis and are associated with the development of
cardiovascular diseases such as arterial hypertension, coronary disease and atherosclerosis, as well
as type 2 diabetes mellitus, which increase the risk of mortality. The deleterious effects observed in
obesity include the process of dysfunctional vascular remodeling with consequent rigidity after
structural and functional modifications in the intima, media and adventitial layers of blood vessels. In
addition, oxidative stress, an important pathological mechanism involved in obesity, contributes to
the development of pro-oxidant and pro-inflammatory states in the vasculature, which promote
dysfunctional remodeling and vascular stiffness, increasing the risk of pathological outcomes
observed in cardiovascular events. Studies have shown that capsinoids, bioactive peptides present
in pepper, are potent antioxidants and antiobesogenics, playing a role in modulating oxidative stress
induced by obesity. However, no research was found that analyzed their effects on oxidative stress
and vascular remodeling caused by obesity. Therefore, the aim of the present study was to
investigate the effects of chronic administration of capsinoids on vascular reactivity, morphology and
oxidative stress in the aorta of obese rats induced by a saturated high-fat diet. Wistar rats (n=18, 30
days) were randomized into 2 groups: standard diet (fed with standard diet; DP = 8) and high-fat diet
(fed with saturated diet rich in fat; DH = 10). Control = C (fed with standard diet) and obese = Ob
(fed with saturated high-fat diet). The experimental protocol lasted 27 consecutive weeks, consisting
of two moments: 1) Induction (4 weeks) and maintenance of obesity (19 weeks) and; 2) Chronic
exposure to treatment with capsinoids (8 weeks). After 19 weeks, DP and DH animals were
redistributed and randomly renamed into four distinct groups according to the absence and/or
presence of capsinoids (Cap) and obesity (Ob): Control (C); Obese (Ob); Control with capsinoids
(Ccap); Obese with capsinoids (ObCap). Chronic administration of capsinoids (10 mg/kg) was
performed daily by orogastric gavage. Body composition was assessed by monitoring mass, fat and
body adiposity index. Vascular morphology was determined by analyzing remodeling and vascular
collagen deposition. Vascular reactivity was analyzed in the aorta by pharmacological assays
involving the analysis of eNOS bioavailability, production of reactive oxygen species, participation of
NADPH oxidase, AT1 receptors and the COX pathway. The results show that obesity increased
body mass and adiposity index, however, chronic administration of capsinoids was not able to
restore these parameters. Considering the glycemic and lipid profiles, obesity altered glycemia and
total cholesterol, however treatment with capsinoids was also not able to restore these changes. The

results also indicate that no changes were observed in plasma biomarkers of oxidative stress. In the



vascular context, obesity increased reactivity through an increase in reactive oxygen species,
especially superoxide anion, activation of AT1 receptors and release of contractile prostanoids via
COX. Treatment with capsinoids reduced obesity-induced vascular reactivity through the
participation of eNOS, in addition to reducing superoxide anion and COX-derived prostanoids. It was
also able to increase the medial layer of vascular smooth muscle and reduce collagen deposition,
preventing obesity-induced pathological remodeling.

In conclusion, chronic administration of capsinoids at a dose of 10 mg/kg restores vascular reactivity
parameters in obesity through vasodilation via eNOS and reduction of oxidative stress. Furthermore,
it also shows that the treatment was able to prevent the pathological vascular remodeling process
caused by obesity.

Keywords: Obesity, vascular remodeling; oxidative stress; aorta; capsinoids; rats.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é caraterizada pelo excesso de gordura e apresenta etiologia complexa,
sendo mais comum em individuos que ndo seguem um estilo de vida saudavel, seja por
falta de atividade fisica ou ma alimentacdo. Essa doenca afeta a qualidade de vida
individual do ponto de vista fisioldgico, psicolégico e econémico, independentemente da
condicao étnica ou cultural, reduzindo a qualidade de vida e aumentando o risco de morte
Q).

Diversas alteracdes patofisiologicas sdo decorrentes da obesidade, dentre elas o
desenvolvimento dos estados pro-oxidantes e pro-inflamatérios no organismo, merece
destaque (1,2). O tecido adiposo é capaz de secretar citocinas pro-inflamatérias que
induzem a producdo de espécies reativas de oxigénio com consequente instalacdo do
estresse oxidativo, aumentando o risco de desenvolvimento de alteragcdes metabdlicas,
estruturais e funcionais no sistema cardiovascular em organismos obesos (2-4)

A literatura tem demonstrado que a estrutura de artérias e arteriolas pode ser afetada
pela obesidade por meio através de modificacdes funcionais e estruturais, sendo a
disfuncdo endotelial e o remodelacdo vascular seus principais responsaveis (5,6). O
acumulo de gordura generalizado, incluindo o tecido adiposo perivascular, induz a liberacao
de adipocinas pro-inflamatorias, como as interleucinas (IL-6 e IL-8) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), resultando em resisténcia vascular a insulina, relaxamento
prejudicado e rigidez vascular (7).

As alteracBes vasculares surgem devido ao desequilibrio na liberacdo de fatores
vasoconstrictores e vasodilatadores, além do aumento do estresse oxidativo, fatores esses
gue aumentam o risco para desenvolvimento de doencas vasculares (4,8—-10).

Alimentos funcionais e produtos naturais ricos em peptideos bioativos vem sendo
estudados enquanto para o tratamento e prevencdo de doencas cronicas (11) e tornam-se
cada vez mais populares estudos que comprovam seus efeitos no tratamento da obesidade
(12,13). Dentre esses compostos, destaca-se o potencial antioxidante dos capsindides,
juntamente com seus efeitos promissores no metabolismo lipidico e da glicose, os quais
tém sido indicados como fatores protetores contra o desenvolvimento de diversos

distarbios, incluindo a obesidade (14-17).
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Quanto ao seu funcionamento no organismo, a literatura aponta que os capsinodides
atuam como agonistas do receptor vaniléide 1 (TRPV1) (6,7,28,61), um receptor potencial
transitério. Embora seu mecanismo de acdo ainda ndo esteja completamente
compreendido, o TRPV1 desempenha papel crucial na regulacdo da homeostase
metabdlica em varias areas do organismo, incluindo o controle da glicose, da massa
corporal e do metabolismo lipidico, além de participar do sistema cardiovascular (18,19).

No endotélio vascular, o TRPV1 é capaz de aumentar tanto a expressao quanto a
liberacdo de eNOS (6xido nitrico sintase endotelial), contribuindo para a vasodilatacao
dependente do endotélio via Oxido nitrico (20). Também € conhecido por estimular a
transcricdo de enzimas antioxidantes e suprimir a transcri¢cao de proteinas pro-inflamatorias
por meio da expresséo do fator de transcri¢cdo endotelial semelhante a Kruppel (KLF2), bem
como elevar o nivel de célcio (Ca*?) intracelular (21), contribuindo dessa forma para a
homeostase vascular.

Além dos mecanismos citados anteriormente, estudos mostram que o TRPV1,
guando ativado, também participa da prevencdo do desenvolvimento de aterosclerose em
camundongos (22) e remodelacdo vascular deletério em ratos hipertensos (23). Em
relacdo a obesidade, efeitos positivos pos-ativacdo do TRPV1 foram relacionados
principalmente ao aumento da saciedade, reducdo da ingestdo alimentar e efeitos na
termogénese (24,25).(26,27)

Diante do exposto, os capsindides podem representar uma ferramenta nao-
farmacolégica interessante significativa e de baixo custo, tanto como tratamento alternativo
guanto complementar, para prevencado dos prejuizos vasculares induzido pela obesidade
no sistema cardiovascular. Estudos que avaliam sua acao no sistema cardiovascular, em
especial em artérias, sdo escassos e 0s mecanismos fisiopatolégicos ainda ndo foram
totalmente esclarecidos.

Em virtude da importancia de tratamentos ndo farmacologicos e da caréncia de
estudos que comprovem os efeitos desses peptideos bioativos sobre a funcdo vascular e a
remodelacao vascular induzida pela obesidade, a proposta do presente estudo foi investigar
os efeitos da administracdo crénica de capsindides sobre a reatividade, morfologia e
estresse oxidativo em aorta de ratos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica
saturada. A hipotese do presente estudo € que a administracdo cronica de capsindides

melhora a fungéo vascular, previne a remodelagcéo vascular patologica e atenua o estresse
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oxidativo ocasionado pela obesidade, resultando em reducédo de produtos derivados do

dano oxidativo e melhora de parametros vascular.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 PEPTIDEOS BIOATIVOS

Nos ultimos anos, tem ocorrido um aumento no interesse em investigar como as
fontes alimentares, especialmente aquelas com alto teor de antioxidantes, podem gerar
efeitos benéficos no combate a inflamacgéo e ao estresse oxidativo em diferentes condicdes
metabdlicas (26). Dessa forma, estudos baseados em alimentos funcionais e produtos
naturais contendo peptideos bioativos, 0s quais atuam no tratamento e prevencdo de
doencas crénicas, estdo tornando-se cada vez mais populares no meio cientifico (27).

Os peptideos bioativos sdo particulas proteicas que podem interferir na saude por
meio de potentes funcdes fisioldgicas como a atividade imunomoduladora, antitrombética,
antibacteriana, anti-hipertensiva e opioide (27,28). Ademais, podem apresentar
propriedades multifuncionais como a capacidade antioxidante e anti-inflamatéria (29), além
de exercer atuacdo em vias metabdlicas importantes (30,31).

Diferentes pesquisas destacam o0s possiveis beneficios de peptideos bioativos
obtidos de plantas, devido a sua capacidade de aprimorar o equilibrio metabdlico,
neutralizando os efeitos prejudiciais do estresse oxidativo e da inflamacgao (32,33). Dentre
essas substancias, as pimentas da familia Solanaceae, importantes temperos utilizados

como aromatizantes, merecem destaque (34).

2.2 PIMENTAS: FAMILIA SOLANACEAE

A literatura tem demonstrado que ha uma variedade de locais e comunidades étnicas
gue se dedicam ao cultivo das pimentas desse género de pimenta. Atualmente, séo
amplamente utilizadas em todo o mundo, sejam consumidas frescas ou in natura,
oferecendo pungéncia, cor e aroma a culinaria (35,36).

As pimentas apresentam uma abundancia de nutrientes essenciais e compostos
antioxidantes. Sao uma fonte significativa de vitaminas, incluindo vitamina C, provitamina
A, vitamina E, flavonoides e vitaminas do complexo B, como tiamina (B1), riboflavina (B2)

e niacina (B3). Notavelmente, apenas um fruto de pimenta normalmente contém uma
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guantidade de acido ascorbico (vitamina C) que atende ou excede a necessidade diaria de
um adulto, que é de 60 mg (17,37).

Mais de 200 constituintes bioativos ja foram identificados em diferentes pimentas
(34,38), sendo os capsaicindides 0s mais predominantes neste tipo de planta. Os
capsaicindides, amidas de vanililamina com uma variedade de acidos graxos de cadeia
ramificada (39), sao responsaveis por muitas das propriedades farmacoldgicas associadas
aplanta (37). Dentre eles, destaca-se a capsaicina, que confere a picancia distintiva a esses

frutos e os capsindides, que ndo apresentam pungéncia (12,38).

2.3 OS CAPSINOIDES

Os capsindides sdo uma classe de ésteres de alcool vanilico com acidos graxos (6),
composta por trés tipos de capsinoides: capsiato, dihidrocapsiato e nordihidrocapsiato
(12,24). Os capsindides ndo exibem pungéncia porque ndo conseguem alcancar o0s
receptores TRPV1 da cavidade oral, localizados ligeiramente abaixo da superficie da
lingua, devido a diferencas estruturais em relagdo a capsaicina. Apresentam em suas
moléculas ligacdes éster ao invés de ligacbes amida, como observado na capsaicina, e por

isso a auséncia de pungéncia (24,40).
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Figura 1. Estrutura dos capsaicinéides (Adaptado de Kobata et
al., 1999; Yawaza et al., 2004)
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Os capsindides possuem diferentes atividades biolégicas. Além da melhora da tolerancia a
glicose, apresentam propriedades anti-hiperlipidémicas, analgésicas, termogénicas, e, em

especial, potente acdo anti-inflamatdéria e antioxidante (12,41,42).

2.4 CAPSINOIDES E SUAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

Os capsinoides sdo menos estaveis na natureza quando comparados a capsaicina
e sofrem hidrélise durante a absorcdo através da mucosa oral, dessa maneira sao
ineficazes no que diz respeito a estimulo sensorial (12,39). O capsiato, por outro lado,
guando administrado por via subcutanea induz respostas analgésicas em camundongos
através da ativacdo de TRPV1 de modo dose dependente. Aparentemente, os capsindides
demandam acesso direto as terminagfes nervosas para manifestar seus efeitos (39,43).

Ja no sistema gastrointestinal, seus efeitos protetivos foram pouco explorados. Em
um experimento in vivo com perfuséo luminal do intestino, o capsiato foi capaz de aumentar
o fluxo sanguineo duodenal e a secrecdo de muco sem alterar o pH local, reforcando a
protecdo da mucosa duodenal por meio da ativagdo de prostaglandinas. Dessa maneira,
os capsinodides podem ser uma modalidade de tratamento potencial no manejo de disturbios
gastrointestinais (44).

Também promovem melhorias no metabolismo da glicose em hepatdcitos. Esse
efeito € associado a elevacdo positiva dos niveis de transporte de glicose (1 e 4),
fosforilacdo da enzima glicogénio sintase e atividade da glucoquinase em experimento in
vitro (45). Outro estudo in vitro em modelo animal utilizando ratos diabéticos tipo 2 ndo
obesos submetidos a pancreatectomia, demonstrou maior eficacia dos capsindides no
tratamento da diabetes em comparacao a capsaicina. Os animais apresentaram reducao
da producdo hepética de glicose no estado hiperinsulinémico e aumento do
armazenamento de glicogénio (46).

Em relacdo a composicdo corporal, a literatura tem documentado que a
administracdo oral didria de altas doses de capsinoides, contendo 7% de
nordihidrocapsiato, 30% de diidrocapsiato e 63% de capsiato, durante 02 semanas, resultou
em reducdo da gordura abdominal e do peso corporal (47). Além disso, a ingestao
prolongada de uma dieta rica em gordura, com adicdo de 5% de capsindides no decorrer
de 12 semanas, acarretou supressao significativa no indice de massa gorda e da massa

corporal em comparagdo com o grupo que recebeu apenas a dieta rica em gordura (48).
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Outro sistema favorecido pela administracdo de capsindides, € o0 sistema
cardiovascular (39). O capsiato, quando administrado em ratos por via oral durante duas
semanas, € capaz de reduzir o indice de triglicerideos séricos, prevenindo complicacdes
cardiovasculares (49,50). Os niveis reduzidos de triglicerideos sdo atribuidos a
fosoforilacdo e posterior ativacdo da 5'-monofosfato-adenosina proteina quinase, enzima
gue desempenha papel crucial na homeostase energética (51).

Cabe destacar que a capacidade antioxidante dos capsindides, em especial do
capsiato e do dihidrocapsiato, colabora com seus efeitos positivos no sistema

cardiovascular de forma significativa (52,53).

2.5 CAPSINOIIDES E SEU POTENCIAL ANTIOXIDANTE

O estresse oxidativo € caracterizado quando ha aumento de espécies reativas como
o peroxinitrito (ONOO-), radicais hidroxil (OH’) e o anion superoxido (O2"), dentre outras,
associado a reducéao dos sistemas de defesa antioxidante (54,55). As espécies reativas sao
produzidas em todas as células aerdbias e apresentam elétrons desemparelhados em seus
orbitais externos, permitindo sua transferéncia para com moléculas adjacentes,
desestabilizando-as. Fisiologicamente, o corpo humano é capaz de produzir estas espécies
reativas através da atividade de mitocondrias, células epiteliais, células imunes, entre etc
(56).

Para evitar os efeitos deletérios resultantes da atuacdo das espécies reativas, 0
organismo humano apresenta sistemas de defesa antioxidantes que podem atuar na
prevencdo ou neutralizacdo dessas moléculas, podendo ser de natureza enddégena ou
exégena (57,58). Os principais componentes enddgenos dos sistemas de defesa
antioxidante sao a superoéxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase e glutationa (59).
Quando os sistemas de defesa antioxidantes falham, as espécies reativas de oxigénio sdo
produzidas em excesso, podendo gerar prejuizos a membrana plasmatica, DNA, proteinas
e estimular a peroxidacao lipidica (4,60,61).

Peptideos bioativos encontrados em alimentos funcionais também podem ajudar no
controle do estresse oxidativo. Os capsindides sdo uma importante fonte de antioxidantes
dietéticos (62), porém em comparagado a capsaicina, poucos estudos estdo disponiveis na
literatura acerca do seu potencial antioxidante. Um dos estudos pioneiros no assunto sobre

a tematica, mostrou que os capsindides apresentam notavel melhora da atividade
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antioxidante, protegendo o acido linoléico, acido graxo essencial, contra o ataque de
radicais livres em experiencias in vitro, tanto por inibir a oxidacédo pelo ferro, quanto por
inibir sua autoxidacao.(53). Os resultados sugerem que os capsindides sao desprovidos de
atividade pré-oxidante e dotados de propriedades antioxidantes comparaveis a capsaicina,
amplamente estudada na comunidade cientifica.

O potencial antioxidante dos capsinoides também é associado a efeitos promissores
no metabolismo lipidico e da glicose, e vem sendo apontado como fator protetivo contra o
desenvolvimento de diferentes disturbios, em especial na obesidade (12,39,63,64), porém

seus mecanismos de acao ainda nao estéo totalmente elucidados.

2.6 A OBESIDADE E O SISTEMA CARDIOVASCULAR

Atualmente a obesidade € um dos maiores problemas de salude publica, afetando
pessoas em todas as faixas etarias, diferentes populacdes e paises de todos os niveis de
renda (65). Sua etiologia é complexa, apresentando mdultiplas causas decorrentes da
interacdo de fatores metabdlicos, genéticos, ambientais, psicoldégicos e comportamentais
(66). Contudo, vale salientar que € mais prevalente em seres humanos nao praticantes de
atividade fisica e com maus habitos alimentares (67), condi¢des que atreladas aos fatores
citados anteriormente, contribuem para o cenario ideal de desenvolvimento da obesidade.

Essa doenca promove alteracoes fisiopatoldgicas em diferentes sistemas organicos,
sendo esses associados a varios disturbios metabdlicos e comorbidades (68). Dependendo
da duracédo, grau e distribuicdo do excesso de tecido adiposo, os riscos para a saude
incluem a hipertenséo arterial, diabetes mellitus tipo 2 e a dislipidemia, condi¢cdes que
contribuem para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (69).

No sistema cardiovascular, o excesso de massa corporal requer maior volume
sanguineo total, bem como aumento do volume sistélico e débito cardiaco (32), acarretando
elevacdo aumento do trabalho cardiovascular, causando dilatacéo e hipertrofia ventricular
esquerda associada a disfuncdo diastélica. Tais consequéncias ocorrem devido ao
processo de adaptagdo cardiovascular consequente do aumento das demandas
metabdlicas e excesso de massa corporal (32,70).

No que diz respeito a funcdo vascular, diferentes estudos demonstram que obesidade
promove prejuizo na funcdo arterial devido a reducdo da producdo de fatores

vasodilatadores e aumento dos fatores vasoconstrictores (8,9,70,71). Responsavel pelo
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transporte de nutrientes e oxigénio para os tecidos e remocao dos metabalitos celulares, o
sistema vascular apresenta papel ativo na manutencédo da homeostasia (72). O endotélio &
fundamental na modulacao do ténus vascular, sendo responsavel pela liberacdo de fatores
vasoativos que atuam como vasoconstrictores e vasodilatadores (73). Os fatores
vasoativos atuam mantendo a homeostase em condi¢des fisioldgicas, contudo, quando se
ha aumento da producdo de fatores vasoconstrictores e/ou reducdo da producédo ou
liberacdo de fatores vasodilatadores, ocorre disfungéo endotelial (72—-74).

A estrutura de artérias e arteriolas pode ser afetada pela obesidade apos
remodelacdo vascular, processo caracterizado por alteracfes da camada média como
consequéncia do aumento de fibrose ou alteracbes nas células musculares lisas. Tais
alteracdes vasculares podem desencadear modificagbes funcionais, sendo a rigidez
vascular e a disfuncdo endotelial pontos chaves para o desenvolvimento de afeccdes
vasculares (4).

A reducao de fatores vasodilatadores e 0 aumento dos fatores contrateis endoteliais
observado em individuos com obesidade, influencia no desenvolvimento e manutencéo do
estresse oxidativo, disfunc@o endotelial e remodelagéo vascular prejudicada (70,75). Além
disso, quando as células endoteliais sdo ativadas durante o estresse oxidativo, ocorre um
estado pro-inflamatorio, proliferativo e pro-coagulante, que aumenta o risco do
desenvolvimento da aterogénese (3,75).

Em modelos de obesidade animal induzidos por dieta hipercal6rica, pesquisas
mostram prejuizo no relaxamento dependente e independente do endotélio em artérias
mesentéricas (54,55). Na aorta, o estudo de Soares Junior (2014) mostrou que
camundongos induzidos a obesidade apresentaram reducdo especifica da resposta
contratil em aortas, sendo essa alteracdo decorrente de modulacdo negativa pelo 6xido
nitrico e prostanoides vasodilatadores. Em adi¢do, Rocha et al. (2015) observaram que a
obesidade induzida por dieta hiperlipidica insaturada acarreta reducao da resposta contratil
sem alteracéo da resposta vasodilatadora em ratos com obesidades.

Outros estudos mostram que a disfuncdo endotelial aumenta o risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares como a hipertensao arterial e aterosclerose.
A regulagcédo do fluxo e pressdo sanguinea € realizada por meio liberagdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), tromboxano, prostanoides derivados da via da ciclooxigenase,

angiotensina Il e endotelina, sendo esses fatores vasoconstrictores, enquanto o fator
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hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), o Oxido nitrico e as prostaciclinas, sédo
fatores vasodilatadores (56).

Nesse sentido, a literatura relata que o endotélio vascular alterado pelos efeitos da
obesidade é produto de diferentes mecanismos que ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Considerando as diversas alteracdes patofisiolégicas decorrentes da
obesidade, torna-se importante salientar sua contribuicdo para o desenvolvimento dos
estados pro-oxidantes e pro-inflamatorios no organismo (1,2).

O tecido adiposo é capaz de secretar citocinas pré-inflamatérias, entre elas, as
interleucinas IL-1p3 e IL-6, além de TNF-a, as quais induzem produc¢ao de espécies reativas,
indicando um estado pro-oxidante. Assim, quando aumentado no organismo, 0 estresse
oxidativo torna-se um risco para o desenvolvimento de alteracbes metabdlicas, estruturais
e funcionais na vasculatura de organismos obesos (1,3-5), conforme relatado
anteriormente.

Considerando que a obesidade € um importante problema de saude publica e seu
grande devido seu potencial inflamatorio e pr6é oxidante, € necessario elencar alternativas
para 0 seu manejo seu o tratamento, entre eles, o uso de capsindides. Dessa forma,
estudos com enfoque na atividade antioxidante dos capsindides na obesidade estao

tornando-se cada vez mais populares no meio cientifico.

2.7 A OBESIDADE E OS CAPSINOIDES

O consumo de alimentos termogénicos contendo capsinoides é utilizado como
ferramenta para o tratamento da obesidade com consequente reducdo de massa corporal
(12,13). Estudos relacionam o tratamento com capsindides em animais e individuos com
excesso de peso com oxidacdo e reducao da gordura abdominal, além do aumento do
metabolismo energético (76,77).

A reducédo de massa corporal associada aos capsinoides ocorre devido ao aumento
da termogénese e elevacdo do consumo de oxigénio, fatores que contribuem para a
elevacdo do gasto energético e perda de massa corporea (78,79). Além dos mecanismos
citados, outros séo propostos: aumento da oxidacao lipidica (48), aumento da modulacéo
da funcao no trato gastrointestinal (80) e no microbioma intestinal (81).

Em relacéo a sua atuacdo no organismo, sabe-se que os capsindides sao agonistas

vaniléides 1 (TRPV1) (39), potencial receptor transitorio, porém seu mecanismo de agao
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ainda nao foi totalmente elucidado. O TRPV1 desempenha importante papel na regulacao
da homeostasia metabdlica em todo o corpo, incluindo a glicose, massa corporal e
metabolismo lipidico, bem como no sistema cardiovascular (82,83). Esse receptor €
encontrado em diferentes células, como nos hepatdcitos, fibroblastos, células T,
mastdécitos, neurbnios, células musculares lisas e células endoteliais vasculares, podendo
aumentar os niveis de calcio (Ca*?) intracelular e, assim modular a fungdo dessas células
(84).

No endotélio vascular, o TRPV1 é capaz de aumentar a expressédo e liberacdo de
eNOS e a vasodilatacdo dependente do endotélio em camundongos do tipo selvagem (85).
Também €& conhecido pelo seu papel na estimulagdo da transcricdo de enzimas
antioxidantes e supressao de transcricdo de proteinas pré inflamatérias por meio da
expressdo de um fator de transcricdo endotelial, o fator semelhante a Kruppel (KLF2), ap6s
0 aumento da entrada de Ca*? (84).

Diante do exposto, fica evidente o papel protetivo que os capsindides exercem no
sistema cardiovascular, bem como seus efeitos antioxidantes. Assim, o consumo de
capsinoides pode ser uma excelente estratégia ndo-farmacoldgica de tratamento alternativo
e/ou uma ferramenta complementar de baixo custo para prevencdo das alteracdes

vasculares induzidas pela obesidade no sistema cardiovascular.
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3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da administracdo cronica de capsindides sobre a obesidade
reatividade vascular, morfologia e estresse oxidativo em aorta de ratos com obesidade

com induzida por dieta hiperlipidica saturada.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar os efeitos dos capsindides na obesidade sobre:
1. Perfil nutricional e comorbidades;

2. A reatividade, remodelacdo e morfologia vascular em aorta toracica;
3. O estresse oxidativo vascular.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus; n=18), 30 dias de vida, foram
fornecidos pelo Biotério Central da UFES/CCS, mantidos em gaiolas individuais forradas
com maravalha, a temperatura ambiente de 24 £ 2 °C, umidade 55 £+ 5 % e ciclos de
iluminacéo, claro escuro de 12 horas (06:00 - 18:00), livre acesso a agua, seguindo as
recomendagdes do Guia do Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal
(CONCEA — MCT, 2016). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade Federal do Espirito Santo sob protocolo 08/2022.

4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Apés 7 dias de aclimatacdo, os animais foram randomizados inicialmente em 2
grupos: dieta padrdo (alimentados com dieta padrédo; DP = 8) e dieta hiperlipidca
(alimentados com dieta saturada rica em gordura; DH =10).

O protocolo experimental apresentou duragdo de 27 semanas consecutivas,
incluindo os seguintes periodos: inducdo a obesidade (4 semanas), e manutencdo da
obesidade (19 semanas), bem como a administracéo cronica aos capsinodides (8 semanas).
Apoés 192 semana, os animais foram redistribuidos e renomeados aleatoriamente em quatro
grupos distintos quanto a auséncia ou presenca de capsinoides (Cap) e obesidade (Ob),
nomeados da seguinte forma: controle (C), obeso (Ob), controle com capsinéides (CCap)
e obesos com capsindides (ObCap).
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Figura 2. Representacao esquematica do protocolo experimental (modificado de Santos et al., 2019).
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4.3 DIETAS EXPERIMENTAIS

4.3.1 COMPOSICAO NUTRICIONAL

A dieta padrao para roedores foi baseada nas recomendacdes AIN 93, sendo
composta pelos seguintes ingredientes: amido de milho, caseina, amido dextrinizado,
sacarose, 0leo de soja, celulose microcristalina, L-cistina, BHT, bitartarato de colina, mix
mineral e mix vitaminico (Quadro 1). Sua composi¢do baseou-se em 9,45 % de lipideos,
75,66 % de carboidratos e 14,89 % de proteinas (Pragsolucdes biociéncias ®, Sao Paulo,
Brasil) (Quadro 2).

A dieta hiperlipidica (DH) também foi baseada nas recomendacfes AIN 93,
entretanto em sua composicao foi adicionada a banha de porco, sendo assim a propor¢cao
de macronutrientes alterada. Dessa forma, a dieta hiperlipidica apresentou os seguintes
ingredientes: amido de milho, caseina, amido dextrinizado, sacarose, 6leo de soja, banha,
celulose microcristalina, L-cistina, BHT, bitartarato de colina, mix mineral e mix vitaminico
(QUADRO 1). A DH foi composta por 45,33 % de lipideos, 40,29 % de carboidratos e 14,38

% de proteinas (Pragsolucdes biociéncias ®, Sdo Paulo, Brasil) (Quadro 2).



Quadro 1. Composicao das dietas experimentais

INGREDIENTES

DIETA PADRAO (g/kg)

DIETA HIPERLIPIDICA (g/kg

Amido de milho 465,693 270,996
Caseina 139,998 169,997
Amido dextrinizado 154,998 154,998
Sacarose 99,998 59,999
Oleo de soja 39,999 28,000
Celulose microcristalina 49,999 49,999
Mix mineral 34,999 34,999
Mix vitamina 10,000 10,000
L-cistina 1,800 3,500
BHT 0,016 0,016
Banha 0 214,997
Bitartarato de colina 2,500 2,500
Total 1000 1000

Quadro 2 - Proporcao de macronutrientes proveniente das quilocalorias (kcal) e
densidade caloricas das racdes (%).

MACRONUTRIENTES

DIETA PADRAO

DIETA HIPERLIPIDICA

Proteina (%) 14,89 14,38
Lipidios (%) 9,45 45,33
Carboidratos (%) 75,66 40,29
Densidade Caldrica (Kcal/g) 3,81 4,82
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4.4. PERFIL ALIMENTAR

Ao longo de todo o protocolo experimental foram fornecidos diariamente 40 g de
racao, juntamente com acesso irrestrito a agua. Dessa forma, a ingestdo alimentar dos
grupos foi monitorada, calculando-se a diferenca entre a quantidade de racao oferecida no
dia anterior e a quantidade consumida. Esses valores, multiplicados pela densidade
energética das dietas, foram utilizados para estimar o consumo calérico diario (86) e a
eficiéncia alimentar diaria (EA), respectivamente. A EA é foi utilizada para avaliar a
capacidade de conversdao da energia alimentar consumida em massa corporal, sendo
calculada por meio da seguinte férmula: [EA = ganho total de massa corporal dos animais
(9) / energia consumo caldrico total ingerido (kcal)] (87,88).

4.5 ADMINISTRACAO DOS CAPSINOIDES

De acordo com a literatura, para investigar o efeito antiobesidade de capsindides em
ratos, torna-se necessario administrar uma dose minima de 10 mg/kg da massa corporal
(89). Tendo em vista que o composto utilizado (Cap; Infinity Pharma, Brasil) apresentava
outros componentes em sua formulacéo, foi necessario considerar o fator de correcao do
produto. Dessa forma, os grupos CCap e ObCap foram submetidos a administracéo por
gavagem orogastrica de 25 mg/kg do composto para que fosse possivel atingir uma
concentracao final de 10mg/kg/dia de capsindides diluidos em 1 ml/kg de agua, ao longo
de 8 semanas. De forma semelhante, os grupos C e Ob receberam gavagem de 1 mL/kg

de agua durante 0 mesmo periodo.

4.6 AVALIACAO NUTRICIONAL DOS ANIMAIS

O perfil nutricional foi determinado pela analise da massa e gordura corporal e indice
de adiposidade. A massa corporal dos animais foi aferida semanalmente, utilizando-se
balanca digital BEL® modelo RB 16001 (Toledo do Brasil Industria de Balangas Ltda, S&o
Bernardo do Campo, Sao Paulo, Brasil). A quantidade de gordura corporal foi determinada
a partir da somatoria dos depdésitos de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral ao final
das 27 semanas do protocolo experimental. O indice de adiposidade foi calculado,
dividindo-se a gordura corporal pela massa corporal final, multiplicado por 100. O tamanho
dos animais foi avaliado a partir do comprimento nasoanal (90).
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4.7. CARACTERIZACAO DA OBESIDADE

A obesidade, ao final do protocolo experimental, foi determinada utilizando-se o
indice de adiposidade. Diversos estudos tém utilizado este indice como ferramenta para
avaliar a quantidade de gordura corporal em roedores (91,92). Este método de baixo custo
é facilmente realizado pois permite avaliar os depdsitos de gordura corporal de maneira

precisa e consistente.

4.8 EUTANASIA

Ao final do protocolo experimental (27 semanas), apoés jejum de 6 horas, 0s animais
receberam injecdo de heparina sddica (1000U/kg;i.p), em seguida, foram anestesiados e
sedados com cetamina (70 mg/kg/i.p) e xilazina (10 mg/kg/i.p). Quando os animais ainda
apresentavam sinais de reflexo de nocicepcdo apds a inducdo anestésica, foi dada uma
sobrecarga anestésica (dose letal) com doses trés vezes maior de cloridrato de cetamina e
cloridrato de xilazina usadas na indugdo anestésica do animal (Guia de Eutanasia da
UNIFESP (2019). Apés a eutanasia, os animais foram submetidos a toracotomia mediana

para coleta de amostras de sangue e tecidos.

4.9 OBESIDADE E COMORBIDADES

Como os animais obesos podem apresentar diversas alteracbes no perfil
cardiovascular, metabdlico e hormonal (91-93), sendo coletivamente chamados de
comorbidades, foram avaliados alguns parametros para sua detecgéo. Dessa forma, foram
realizados os testes de tolerdncia a glicose, bem como as andlises do perfil lipidico,

conforme técnicas descritas abaixo.

4.9.1 TESTES DE TOLERANCIA A GLICOSE

Na semana anterior ao inicio do tratamento (192 semana) e na Ultima semana do
protocolo (272 semana), os animais foram submetidos ao teste de tolerancia a glicose. Para
iss0, 0s animais foram submetidos a um periodo de jejum de 6 horas para analise dos niveis
de glicose em condi¢des basais e apds sobrecarga glicémica (50%; ip; Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EUA) (94). Amostras de sangue foram coletadas da artéria caudal dos animais
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nos momentos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos apos a infusdo. Essas amostras foram
analisadas com o auxilio de glicosimetro portatil Accu-Chek Go Kit (Roche Diagnostic Brazil
Ltda., Sdo Paulo, Brasil). A avaliacdo da tolerancia a glicose foi realizada pela area sob a

curva (AUC) para glicose.

4.9.2 PERFIL LIPIDICO

ApOs 6h de jejum e posterior eutanasia, foram coletadas amostras de sangue em
tubo Falcon e centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos (Heraeus Megafuge 16R
Centrifugue, Thermo Scientific, MA, EUA) e armazenadas em freezer a - 80 °C (Coldlab
Ultra Freezer CL374-86V, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil) para posterior avaliacdo. As
concentracdes plasmaticas de colesterol total (CT), lipoproteinas de alta densidade (HDL),
baixa densidade (LDL) e séricas de triglicerideos (TG), foram determinadas utilizando kits
especificos (Bioclin Bioquimica ®, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil e Synermed do
Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil) e analisadas por equipamento automatizado BS-200
(Mindray do Brasil - Comércio e Distribuicdo de Equipamentos Médicos Ltda., Sdo Paulo,
Brasil).

4.10 REMODELACAO VASCULAR

Os anéis aorticos foram identificados e dispostos em cassetes histologicos (Easy
Path), sendo fixados e conservados em formalina tamponada a 10% por 48 horas,
desidratados 24 horas no alcool a 70% e, em seguida, processados no processador
automatico de tecidos (Lupetec Modelo PT 05).

Os anéis incluidos em parafina foram submetidos a microtomia com secc¢ao seriada
com espessura de 5 um e, em seguida, corados em lamina com solucdo de hematoxilina-
eosina (HE). As laminas foram projetadas com aumento de 40 vezes com o auxilio de
microscopio oOptico com sistema de aquisicdo (AX70, Olympus Optical CO, Hamburg
Germany), acoplado a camera de video, que envia imagens digitais a um computador
dotado de programa de analise de imagens (Image Pro-plus, Media Cybernetics, Silver
Spring, Maryland, USA). Para o calculo das AST da camada média do musculo liso
vascular, foram mensuradas 50 a 70 células por tecido. As areas seccionais transversas
das amostras (AST; um?) foram utilizadas como indicadores de tamanho e caracterizando

presenca ou auséncia de hipertrofia vascular.
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4.11 DEPOSICAO DE COLAGENO VASCULAR

Os anéis aorticos incluidos em parafina foram submetidos a microtomia com secg¢éo
seriada e espessura de 5 um, sendo posteriormente coradas com Picrosirius red. O corante
Picrosirius red proporciona uma coloracéao avermelhada ao colageno e amarelada ao tecido
remanescente, estabelecendo um método histoquimico especifico para identificacdo e
quantificacdo do colageno.

As fotomicrografias de tecido aortico foram analisadas com objetiva de 40x,
escolhidas aleatoriamente, e aquelas sem tanicas vasculares foram evitadas. As imagens
foram convertidas em imagens em preto e branco de alto contraste para visualizar fibras de
coldgeno coradas e analisadas com o software ImageJ. Os resultados representam a
guantidade relativa de coldgeno na parede aortica. As imagens foram convertidas em
imagens em preto e branco de alto contraste para visualizar fibras de colageno coradas e
analisadas com o software ImageJ. Os resultados representam a quantidade relativa de

coldgeno na parede aértica, indicando presenca ou auséncia de fibrose vascular.

4.12 REATIVIDADE VASCULAR

Apds 0 processo anestésico, 0s animais foram exanguinados e posteriormente as
aortas toracicas descendentes foram cuidadosamente removidas e imersas rapidamente
em placas de Petri contendo solucdo de Krebs-Henseleit (em mM: NaCl 127; KCI 4,7,
CaCl2.2H20 2,5; MgS04.7H20 1,2; KH2PO4 1,17; NaHCOs 24; Glicose 11; EDTA 0,01).
Depois da retirada mecanica do tecido conectivo e adiposo, a aorta toracica foi dividida em

seguimentos cilindricos de aproximadamente 4 mm de comprimento (Figura 3).
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Figura 3. Aorta toracica em placa de Petri contendo
solucdo fria de Krebs-Henseleit apdés a
remoc¢do do tecido conjuntivo e adiposo (Angeli,
2009).

Dois fios de aco inoxidavel, em forma de triangulos, foram passados por meio do
[imen dos segmentos de forma que ficassem paralelos a luz do vaso. Cada anel vascular
foi colocado em cubas contendo 5 ml de solucdo de Krebs-Henseleit aquecida a 36 £ 0,5
°C, aerada com mistura carbogénica contendo 5% de CO:2 e 95% de Oz;pH estavel em 7,4.
Um fio foi fixado & parede do banho e o outro conectado verticalmente a um transdutor de
tensdo isométrica. Assim, qualquer alteracdo do diametro do vaso foi captada pelo
transdutor de for¢a conectado a um sistema de aquisi¢cdo de dados (Powerlab) e este a um

computador (Figura 4).
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Figura 4. Avaliagao da reatividade vascular “in vivo” em anéis isolados de aorta (modificado de Dias, 2007).

Apoés atingirem uma variacdo de 1 g de forca a partir do valor basal, estes anéis
foram lavados trés vezes com solucéo de Krebs-Henseleit até retornar a tenséo de repouso;
0s anéis que nao obtiveram tal contracao foram descartados.

Posteriormente, foi adicionado ao banho cloreto de potassio (KCL = 75 mM) para
verificar a atividade contratil do musculo liso vascular induzida por despolarizacdo. Apés
30 minutos de estabilizacdo pos retirada da primeira dose de KCL, uma nova dose de KCI
(75 mM) foi adicionada ao banho para a aquisicdo de uma contracdo maxima do musculo
liso vascular, aferida no periodo de aproximadamente 30 minutos (tempo necessario para
atingir um platd no registro da contracdo). Apds este platd, os anéis foram novamente
lavados trés vezes para atingir o valor basal (0,9 a 1,2 gramas) e, apos 30 minutos esses
anéis foram submetidos a avaliacao da integridade funcional do endotélio.

A funcdo endotelial foi avaliada por meio do relaxamento induzido pelo agonista

muscarinico acetilcolina (ACh = 10-°° M). Para tal, os anéis de aorta foram pré-contraidos
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com fenilefrina (FE = 10" M) (concentracdo que induz aproximadamente 50% da contracéo
maxima ao KCI = 75 mM). Uma vez atingido o platd, uma dose Unica de ACh foi aplicada;
0s anéis que relaxaram menos que 80% do platd, foram descartados.

ApOs a avaliacdo da integridade funcional do endotélio, os anéis foram lavados trés
vezes para atingir o valor basal. Apés um periodo de estabilizacdo, o papel dos fatores
vasoativos foi investigado por incubacdo com farmacos durante 30 min: (L-NAME (100 pM),
apocinina (30 uM), tiron (1 mM), losartan (10 uM), indometacina (10 uM). Em seguida, foram
realizadas curvas de concentracdo-resposta a fenilefrina (101! a 3x107 M) e andlise dos

dados obtidos.

4.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média + erro padrédo da média. A evolucao
da massa corporal dos animais, para fins de caracterizacéo da obesidade, foi avaliada pela
analise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas, seguidas pelo teste post-hoc de
Sidak. As demais comparacdes entre os 4 grupos, quando foi verificada a distribuicao
normal, foram avaliados pela ANOVA (uma ou duas vias), quando apropriado, seguidos
pelo pos-teste de Tukey. Para a analise da reatividade vascular utilizou-se ANOVA (duas
vias) para medidas repetidas, seguidas pelo teste post-hoc de Tukey ou Fisher quando
necessario. O nivel de significAncia considerado para todas as variaveis foi de 5%. As
analises estatisticas e a confeccdo dos gréaficos foram realizadas no software GraphPad
Prism 8.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1 INDUCAO E MANUTENCAO DA OBESIDADE

No inicio do protocolo experimental e durante o periodo de inducédo a obesidade, os
animais dos grupos DP e DH apresentaram massa corporal semelhante. Ao final do periodo
de inducdo a obesidade (semana 15), o grupo DH apresentou massa corporal
estatisticamente maior em relacdo ao grupo DP, caracterizando assim, o0 momento inicial
da obesidade. Posteriormente, os animais do grupo DH foram mantidos em obesidade por
5 semanas (152 a 192 semana), apresentando massa corporal estatisticamente maior do

gue os DP (Figura 5).

Indugao e manutengao

- DP 8- DH
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N N (8] Q0
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Figura 5. Evolucao da massa corporal durante os periodos de indugcdo e manutencdo a obesidade (19
semanas). Grupos: dieta padrdo (DP; n=8) e dieta hiperlipidica (DH; n=10). Valores expressos em média *

desvio padréo. *p<0,05 DP vs. DH. ANOVA two-way para medidas repetidas, complementada com teste post-
hoc de Sidak.
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5.2 PERFIL NUTRICIONAL E CARACTERISTICAS GERAIS (PRE-TRATAMENTO)

Considerando o perfil nutricional, os resultados mostram que ndo houve diferenca
na ingestdo alimentar entre os grupos durante o periodo de exposicdo as dietas (15
semanas). Contudo, o grupo DH apresentou maior consumo cal6rico (+ 14,7%), devido a
maior densidade energética da dieta hiperlipidica, Apesar destes achados, ndo houve
diferenca estatistica para a eficiéncia alimentar, indicando que a conversao de energia
ingerida em massa corporal foi similar entre os grupos (Tabela 1).

A MCI dos grupos DP e DH foi similar, uma vez que os grupos ainda ndo haviam
sidos submetidos a qualquer intervengéo. Contudo, ao final da 152 semana, os resultados
mostram que a massa corporal final (MCF) (+ 10,9%) e o ganho de massa corporal (+ 12,5
%) no grupo DH foram maiores em relacdo ao grupo DP, ressaltando que a dieta

hiperlipidica foi eficiente em induzir obesidade nos roedores (Tabela 1).

Tabela 1. Perfil nutricional e caracteristicas gerais durante o periodo de exposicao as

dietas.
Grupos
Variaveis
DP DH

Ingestao alimentar (g/dia) 209+25 189+1,6
Consumo caldrico (kcal/dia) 79,7+9,5 91,4+7,7*

Eficiéncia alimentar (%) 3,9%+0,2 3,804

MCI (g) 141 +18 150 + 20*

MCF (g) 557 £ 57 618 + 49*

Ganho de massa corporal (g) 416 £ 43 468 + 56*

MCI: massa corporal inicial. MCF: massa corporal final. Grupos DP: dieta padrdo (n = 8); DH: dieta
hiperlipidica (n = 10). Valores expressos como média + desvio padréo. Teste t de Student para amostras
independentes. "p <0,05 DH vs. DP.
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5. 3 PERFIL GLICEMICO (PRE-TRATAMENTO)

A Figura 6 ilustra os niveis de glicemia observados durante o teste de tolerancia a
glicose (GTT) na fase pré-tratamento. O grupo DH apresentou maiores valores de glicemia
apos sobrecarga quando comparado ao grupo DP (30, 90 e 120 minutos) (Figura 6A). Esses
achados refletiram em uma &rea sob a curva (AUC) superior no grupo DH, indicando que

houve alteracdo no metabolismo da glicose (Figura 6B).
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Figura 6. Perfil glicémico obtido no teste de tolerancia a glicose (A) e area sob a curva glicémica
(AUC; B) pré-tratamento. Grupos DP: dieta padréo (n = 8); DH: dieta hiperlipidica (n = 10). Valores
expressos em média + desvio padrdo. “p <0,05 DH vs. DP. A) ANOVA two-way para medidas
repetidas para amostras independentes, complementada com teste post-hoc de Tukey. B) Teste
t de Student para amostras independentes.

5.4 PERFIL NUTRICIONAL E ALIMENTAR (POS-TRATAMENTO COM CAPSINOIDES)
Durante o periodo de tratamento (20% a 272 semana), pode-se observar que a partir

da semana 24, os animais Ob apresentaram elevacdo da massa corporal em relagao ao

grupo C. Todavia, o tratamento com capsinoides ndo promoveu reducdo do ganho da

massa corporal em relacdo aos grupos nao tratados (C e Ob), respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Efeito da administracdo crbnica de capsindides sobre a evolucdo da massa
corporal. Dieta padréo (DP) e dieta hiperlipidica (DH) até a semana 19. Grupos: controle (C;
n=4); controle submetido ao tratamento com capsinéides (CCap; n=8), obeso (Ob; n=5) e
obeso submetido ao tratamento com capsindides (Ob; n=5) — semana 20 a 27. Valores
expressos em média £ desvio padrao. p<0,05 - *DP vs. DH; #C vs. Ob. ANOVA two-way para
medidas repetidas, complementada com teste post-hoc de Tukey.

Os dados de perfil nutricional e composicao corporal estdo presentes na Tabela 1. A
administracdo crénica com capsinbides nao foi capaz de melhorar o perfil nutricional e
composicgao corporal dos animais. No entanto, em relagdo a ingestédo alimentar, observou-
se diferenca estatistica, no qual o grupo CCap apresentou maior ingestdo alimentar em
comparacao ao grupo ObCap. Considerando os parametros de massa corporal inicial (MCI)
e massa corporal final (MCF), os resultados mostram que grupo Ob apresentou maior MCF
em relacao ao grupo C (+20,5%).

Considerando a adiposidade, os resultados mostram que os depdésitos de gordura
epididimal (+57%), retroperitoneal (+104%), visceral (+77%), gordura corporal total (+78%)
e indice de adiposidade (+49%) foram elevados no grupo Ob, quando comparado ao grupo
C. De modo semelhante, observou-se que o grupo ObCap apresentou maiores valores de
depdsitos de gordura epididimal (+44%), retroperitoneal (+109%), visceral (+119%),
gordura corporal total (+90,71%) e indice de adiposidade (+83%) em comparacdo com o
grupo CCap (ObCap > CCap). Nao foram observadas diferencas estatisticas entre os

grupos Ob e ObCap para esses parametros.



Tabela 2. Perfil nutricional e composi¢cao corporal dos grupos experimentais apés o
tratamento com capsindides.
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_ Grupos
Variaveis
C Ob CCap ObCap

Ingestdo Alimentar (g/dia) 17,4+ 20 16,0+ 1,1 195+2,2 15,8 + 1,6*
Consumo Calérico (kcal/dia) 66,3+ 7,5 77,1+55 74,2 + 8,2 76,0+ 7,6
Eficiéncia Alimentar (%) -0,19+ 0,29 -0,01+098 -0,81+0,76 -0,25%+1,11
MCI (g) 517 + 42 615 + 58* 598 + 37 621 +44
MCF (9) 510 + 46 615 + 33* 565 + 31 612 + 14
Ganho de Massa Corporal (g) -6,25+10,49 -0,14+4199 -32,7+27,6 -8,94+44,13
Gordura Epididimal (g) 7,43+2,13 11,68+1,87* 883+1,09 12,72+1,89*
Gordura Visceral (g) 1255+ 1,67 22,24+4,70~ 12,55+1,76 27,46+ 6,96*
Gordura Retroperitoneal (g) 6,28 +1,91 12,80 + 3,09* 6,88+1,18 13,66 +2,49*
Gordura Total (g) 26,25+4,10 46,72+9,16* 28,25+ 3,73 53,84 + 9,89"
indice de Adiposidade (%) 512+046  7,64+1,40* 5,00+0,60 9,16 +1,84"

Grupos controle (C; n=4); controle tratado com capsindides (CCap; n=4); obeso (Ob; n=5) e obeso tratado
com capsinéides (Ob; n=5). O tratamento com capsindides durou 8 semanas. MCIl: Massa Corporal Inicial;
MCF: Massa Corporal Final. Valores expressos em média + desvio padrdo. p<0,05 - *C vs. Ob; *ObCap
vs. CCap. ANOVA two-way para amostras independentes, complementada com teste post-hoc de Tukey.

5.5 PERFIL GLICEMICO (POS-TRATAMENTO)

A Figura 8 ilustra os niveis de glicemia observados durante o teste de tolerancia a
glicose (GTT) apds o tratamento com capsindides. O grupo ObCap apresentou valores
superiores de glicemia em comparacao aos do grupo CCap apés sobrecarga glicémica nos
minutos, 30, 60 e 90. Em adicédo, ObCap também apresentou maiores valores de glicemia
em comparac¢ao com o grupo Ob apés 30 minutos (Figura 8A).

Os resultados também mostram que foi observado diferenga estatistica na AUC pos-
tratamento (Figura 9B), uma vez que os capsindides apresentaram maiores valores para
esse parametro em relacdo ao CCap. Cabe destacar que os capsindides ndo promoveram
nenhum efeito, quando comparado a obesidade (Figura 8B).
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Figura 8. Perfil glicmico obtido no teste de tolerancia a glicose e area sob a curva glicémica
(AUC) p6s-tratamento. Grupos controle (C; n=4); controle tratado com capsinéides (CCap; n=4);
obeso (Ob; n=5) e obeso tratado com capsindides (Ob; n=5). Figura A e B refletem o perfil
glicémico e a area sob a curva glicémica (AUC), respectivamente. Valores expressos em média
+ desvio padrdo. p<0,05 - #ObCap vs. CCap; 4Ob vs. ObCap. A) ANOVA two-way para medidas
repetidas e/ou amostras independentes, complementada com teste post-hoc de Tukey; B) Teste
t de Student para amostras independentes.

5.6 PERFIL LIPIDICO

Considerando o perfil lipidico, os resultados mostram que o grupo Ob apresentou
valores aumentados de colesterol total quando comparado ao grupo C (+65%), mas sem
diferenca estatistica em relacdo ao ObCap, respectivamente. Em adicdo, houve aumento
dos niveis de colesterol total no ObCap, quando comparado ao CCap (+48%),
demonstrando o efeito da obesidade mesmo na presenca dos capsindides (Figura 9A). No
entanto, os resultados indicam que ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos em
relacdo as analises de HDL, LDL e triglicerideos (Figuras 9B-D). Esses achados indicam
hipercolesterolemia isolada no grupo Ob e mostram que o tratamento com capsinéides nao
foi capaz de prevenir essa alteragéo (Figura 9A).
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Figura 9. Efeito dos capsindides sobre o perfil lipidico. A) Colesterol total; B) HDL:
lipoproteina de alta densidade. C) LDL: lipoproteina de baixa densidade; D) Triglicerideos.
Grupos controle (C; n=4); controle tratado com capsinéides (CCap; n=4); obeso (Ob; n=5)
e obeso tratado com capsinéides (Ob; n=5). Valores expressos em média + desvio padréo.
p<0,05; *C vs. Ob; *ObCap vs. CCap. ANOVA two-way para amostras independentes,
complementada com teste post-hoc de Tukey.
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5.7 BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO PLASMATICO E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE

Os resultados da Figura 10 mostram que nao houve diferenca estatistica entre os
grupos, quando analisados os biomarcadores plasmaticos de estresse oxidativo, entre eles,
o marcador de peroxidacdo lipidica, malondialdeido (MDA) e os niveis de proteinas
carboniladas (CBO) (Figuras 10A-B). Em adicao, a atividade antioxidante visualizada pela

acao da superoxido dismutase (SOD) foi similar entre os grupos (Figuras 10C).
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Figura 10. Efeito do tratamento crénico com capsinoides sobre biomarcadores plasmaticos do
estresse oxidativo e atividade antioxidante plasmatica. MDA: malondialdeido. CBO: proteinas
carboniladas. SOD: superoxido dismutase. Grupo Controle (C; n = 4), controle tratado com
capsinoides (CCap; n=4), obeso (Ob; n = 5) e ObCap: obeso tratado com capsinoides (n = 5).
Valores expressos como média = desvio padrdo. ANOVA two-way para amostras
independentes, complementada com teste post-hoc de Tukey.
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5.8 HISTOLOGIA VASCULAR

O efeito da administracéao cronica dos capsindides sobre as analises microscopicas
da area da camada média do musculo liso vascular esta representado na Figura 11. Em
relacdo a AST, o musculo liso vascular do grupo C apresentou maiores valores em relacao
ao grupo Ob (C > Ob), indicando que a obesidade induziu remodelacdo vascular hipotréfica.
Em relacdo ao tratamento com capsinoides, o grupo CCap apresentou maiores valores de
AST em relacdo ao grupo C. De modo semelhante, os resultados mostram que o grupo
ObCap apresentou elevacao da AST, quando comparado ao grupo Ob. Esses resultados
indicam que o tratamento com capsindides preveniu a remodelacdo vascular hipotréfica

induzida pela obesidade.
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Figura 11. Efeitos dos capsindides sobre a area seccional transversa (AST) da camada média do
musculo liso vascular. A) area seccional transversal (AST); B) Imagens representativas de cortes
histolégicos transversais de aorta toracica corados com hematoxilina e eosina (H&E). Grupos:
controle (C; n=4); controle tratado com capsindides (CCap; n=4); obeso (Ob; n=5) e obeso tratado
com capsinodides (Ob; n=5). Valores expressos em média * desvio padrdo. p<0,05; *C vs. Ob; 8Cvs.
CCap; %0Ob vs. ObCap; #*ObCap vs. CCap. ANOVA two-way para amostras independentes,
complementada com teste post-hoc de Tukey.

O efeito da administracao crénica dos capsinéides sobre o colageno da camada
média do musculo liso vascular esta ilustrado na Figura 12. Na analise de fracdo de

colageno, os resultados mostram que houve diferenca estatistica entre os grupos, no qual
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o grupo Ob apresentou maiores valores de niveis de colageno na camada média em relacao
ao grupo C, representando uma elevacdo de 59% (Figura 12A). Os resultados também
evidenciam que o grupo ObCap apresentou maiores valores de fracdo de colageno em
relacdo ao CCap (+61%) (p< 0,05). Em relagéo aos grupos tratados, os achados apontam
gue o grupo ObCap apresentou menor fracdo de colageno, quando comparado aos grupos
Ob (-26%) , indicando que que a administracao crénica de capsinoides foi capaz de prevenir

a deposicao de colageno na obesidade, evitando a fibrose vascular.
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Figura 12. Efeito dos capsindides sobre a fragéo de colageno da camada média do musculo liso vascular.
A) Fracdo de colageno. B) Imagens representativas de cortes histolégicos transversais de aorta toracica
corados com Picrosirius red. Grupos controle (C; n=4); controle tratado com capsinoides (CCap; n=4);
obeso (Ob; n=5) e obeso tratado com capsindides (Ob; n=5). Valores expressos em média + desvio padréo.
p<0,05; *C vs. Ob; &Ob vs. ObCap; #ObCap vs. CCap. ANOVA two-way para amostras independentes,
complementada com teste post-hoc de Tukey.

6.9 REATIVIDADE VASCULAR

6.9.1 Efeito da obesidade e do tratamento com capsindides sobre a reatividade
vascular

A obesidade aumentou a reatividade vascular a fenilefrina quando comparada ao
grupo C, conforme mostrado na Figura 13A. Considerando os efeitos dos capsinoides, 0s
mesmos nao modificaram a reatividade vascular na condigéo controle (Figura 13B). No

entanto, no grupo exposto a obesidade, a administragcdo crénica de capsinodides foi capaz
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reduzir a resposta vasoconstrictora induzida pela fenilefrina (Ob > ObCap ) sugerindo que

0s capsinoides exercem um efeito vasodilatador na condicédo de obesidade (Figura 13C).

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos CCap e ObCap.
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Figura 13. Efeitos da obesidade e da administragdo crOnica com capsinoides sobre as curvas
concentracao-resposta para fenilefrina em segmentos de aorta de ratos. Grupos controle (C; n=04);
controle tratado com capsindides (CCap; n=04); obeso (Ob; n=05) e obeso tratado com capsinéides
(Ob; n=5). p<0,05 - * vs. C; #vs. Ob. O nimero de animais utilizados esta indicado entre parénteses.
ANOVA two-way para medidas repetidas, complementada com teste post-hoc de Fisher (A-C) ou

Tukey quando necessario (D).
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6.9.2 Efeito do bloqueio da sintese do 6xido nitrico sobre a resposta vascular

A fim de avaliar se a obesidade e a administracdo cronica de capsindides alterou a
modulacao vascular induzida pelo NO, os anéis adrticos foram incubados com o inibidor da
sintase de oxido nitrico endotelial (eNOS), L-NAME (100 pM). A incubagdo com L-NAME
resultou em aumento da reatividade vascular em ambos os grupos de forma similar (Figura
14A). Os dados sugerem que a atividade da eNOS néao foi afetada pela obesidade.

Em relacéo aos efeitos dos capsindides sobre o bloqueio da sintese do NO grupo C,
os dados mostram que a incubacdo com L-NAME promoveu aumento de reatividade
vascular no grupo CCapL-NAME em relacdo ao CCap (CCapL-NAME > CCap),
evidenciando a atividade da eNOS (Figura 14B). De forma similar a condi¢cdo controle, o
grupo ObCapL-NAME apresentou aumento de reatividade em relacdo ao grupo ObCap
(ObCapL-NAME > ObCap). Em contrapartida, na obesidade, a administracdo crénica com
capsindides néo foi capaz de reduzir a reatividade vascular na presenca de L-NAME (ObL-
NAME = ObCapL-NAME), evidenciando que a vasodilatacdo promovida por esses

compostos bioativos é dependente da via da eNOS (Figura 14C).
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Figura 14. Efeito dos capsinoides sobre o bloqueio da sintese do 6xido nitrico com L-NAME em curvas
concentracao-resposta a fenilefrina de segmentos de aorta de ratos. Grupos controle (C; n=4); controle tratado
com capsinoides (CCap; n=4); Controle com incubacdo de L-NAME (CL-NAME; n=4); Controle tratado com
capsindides e incubacao de L-NAME (CCapL-NAME; n =4); Obeso (Ob; n=5) e obeso tratado com capsindides
(ObCap; n=5); Obeso com incubacdo de L-NAME (ObL-NAME; n=5): Obeso tratado com capsindides e
incubacdo com L-NAME (ObCapL-NAME; n=05). p<0,05. * vs. C; # vs. Ob; $CCapLNAME vs. CCap;
&0ObCapLNAME vs. ObCap. O numero de animais utilizados esta indicado entre parénteses. ANOVA two-way
para medidas repetidas, complementada com teste post-hoc de Tukey.

6.9.3 Participacdo do estresse oxidativo na resposta vascular

Um dos mecanismos que pode estar associado ao aumento de reatividade vascular
induzido pela obesidade é a liberagdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs), fatores
vasoconstrictores abundantes em doencas cronicas (1,97). A fim de determinar se o
estresse oxidativo participa do aumento de reatividade induzido pela obesidade, incubamos
apocinina (30 uM), um antioxidante.

A incubacé&o com apocinina néo alterou a reatividade vascular no grupo C (Figura

15A), porém, os resultados mostram que no grupo Ob houve reducédo da resposta vascular,
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evidenciando participacdo de EROs (Figura 15C). Em relacdo a administracédo crénica com
capsinoides, ndo houve alteracdo da reatividade vascular no grupo C (CApocinina =
CCapApocinina) (Figura 15B), corroborando com o resultado apresentado na Figura 15A.
Considerando os efeitos dos capsindides sobre a obesidade, os resultados apontam que
nao houve diferenca estatistica entre os grupos ObApocinina e ObCapApocinina
(ObApocinina = ObCapApocinina), evidenciando que os capsinoides ndo foram capazes de
reduzir EROs de forma geral. (Figural5C).
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Figura 15. Efeito dos capsindides no estresse oxidativo em curvas concentragao-resposta
fenilefrina de segmentos de aorta de ratos. Grupos controle (C; n=4); controle tratado com
capsindides (CCap; n=4); Controle com incubacéo de apocinina (CApocinina; n=5); Controle tratado
com capsindides e incubagéo de apocinina (CCapApocinina; n =4); Obeso (Ob; n=5) e obeso tratado
com capsindides (ObCap; n=5). Obeso com incubagdo de apocinina (ObApocinina; n=4). Obeso
tratado com capsinéides e incubacdo com apocinina (ObCapApaocinina; n=04). p<0,05. * vs. C; # vs.
Ob. O numero de animais utilizados esté indicado entre parénteses. ANOVA two-way para medidas
repetidas, complementada com teste post-hoc de Fisher (A) ou Tukey (B e C).

Considerando o anion superéxido (O2"), uma das principais espécies reativas de

oxigénio relacionada ao estresse oxidativo, a sua participacdo na resposta vascular foi
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analisada por meio da incubacdo de tiron, um varredor de O2". Ao incubar tiron, os
resultados apontam que houve reducéo da reatividade vascular apenas no grupo exposto
a obesidade (Ob > ObTiron) (Figura 16A), sugerindo que o aumento de O2" induzido pela
obesidade é um dos mecanismos associados a vasoconstricdo observada no grupo Ob.
Contudo, esse efeito ndo foi observado no grupo C (C = CTiron) (Figura 16A).
Considerando os efeitos dos capsinoides, os resultados demonstraram que, no
grupo CCap, a administragéo cronica de capsinoides alterou a reatividade vascular apés a
incubag&o com tiron, resultando em reducéo de reatividade (CTiron > CCapTiron) (Figura
16B). Todavia, no grupo Ob, ndo houve diferenca entre os grupos ObTiron e ObCapTiron
(ObTiron = ObCapTiron), evidenciando que os capsindides reduzem a producdo de Oz™

através possivel efeito antioxidante (Figura 16C).
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Figura 16. Efeito dos capsinoides sobre o bloqueio da producdo de &nion superdxido em curvas
concentracado-resposta a fenilefrina de segmentos de aorta de ratos. Grupos controle (C; n=4); controle
tratado com capsinoides (CCap; n=4); Controle com incubacéo de tiron (CTiron; n=4); Controle tratado
com capsindides e incubacédo de tiron (CCapTiron; n=4); Obeso (Ob; n=05) e obeso tratado com
capsinoides (ObCap; n=5). Obeso com incubacao de tiron (ObTiron; n=5). Obeso tratado com
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capsindides e incubacdo com tiron (ObCapTiron; n=5). p<0,05- *vs. C; #vs. Ob; *CTiron vs. CCapTiron.
O numero de animais utilizados esta indicado entre parénteses. ANOVA two-way para medidas
repetidas, complementada com teste post-hoc de Tukey.

6.9.4 Participacédo dos receptores AT1 naresposta vascular

A literatura mostra que receptores AT1 na obesidade estao associados a disfungdes
vasculares (95). Assim, neste protocolo foi investigado a participacao desses receptores
sobre a resposta contratil a fenilefrina por meio da incubacdo do losartan, um inibidor
especifico de receptores para angiotensina Il do subtipo AT1.

A incubagédo com losartan resultou na reducéo da reatividade vascular em ambos os
grupos (Figura 17A), sugerindo que o receptor AT1 nado foi afetado pela obesidade.
Considerando os efeitos dos capsindides, os resultados mostram que a incubacao com
losartan no grupo CCap reduziu a reatividade vascular (CCap > CCapLosartan), mostrando
gue a atividade dos receptores AT1 ndo foi alterada pelo tratamento com os capsinéides
(Figural7B). E importante ressaltar que grupo CLosartan apresentou menores valores de
reatividade quando comparado ao grupo ObLosartan (ObLosartan > CLosartan). Quando
analisada a condicdo da obesidade, o losartan também foi capaz de reduzir a reatividade
vascular ap6s o tratamento com os capsinoides (ObCap > ObCapLosartan), indicando a
manutencdo da atividade dos referidos receptores. Em adicdo, a analise dos efeitos dos
capsindides na presenca do losartan demonstrou que houve reducdo da resposta vascular
no grupo ObCaplLosartan quando comparado ao grupo ObLosartan (ObLosartan >
ObCapLosartan) (Figura 17C). Esse conjunto de dados sugere que a vasodilatacao
promovida pelos capsindides pode estar relacionado com outros mecanismos

independentes da atividade de AT1.



57

A -2 C (04}
150~ - Ob (05)
- & Closartan (04}
Q -9~ ObLosartan (04) i,
= 100- ‘ J \
18 ¥ ]*
I3 A0
& 50
d
[~
=]
[&]
0_
T T T I \
10 8 -6 -4 2
Fenilefrina log [M]
-8 C(04) -8 Ob (05
B 150~ - CCap (04) C 150 -m ObCap (05)
- -8 Closartan (04) = -¥- OblLosartan (04}
g —&— CCaplosartan (04) o -¥- ObCapLosartan (04}
X
2 100 52 100+ ]#
o o '
o v
¢ % ]‘*‘]“
5 904 £ 504
& S
Q [ 8]
0- 0-
T T T T 1 [ I T I 1
10 § ] 4 2 10 ] 6 -4 -2
Fenilefrina log [M] Fenilefrina log [M]

Figura 17. Efeito dos capsindides sobre o bloqueio dos receptores para angiotensina Il do tipo AT1 em curvas
concentracao-resposta a fenilefrina de segmentos de aorta de ratos. Grupos controle (C; n=4); controle tratado
com capsinéides (CCap; n=4); Controle com incubacao de losartan (CLosartan; n=4); Controle tratado com
capsindides e incubacgdo de Losartan (CCapLosartan; n=4); Obeso (Ob; n=5); Obeso tratado com capsindides
(ObCap; n=5); Obeso com incubacédo de Losartan (ObLosartan; n=4); Obeso tratado com capsinoides e
incubacdo com Losartan (ObCaplLosartan; n=04). p < 0,05. *vs. C; *vs. Ob; ®CLosartan vs. ObLosartan;
$CCap vs. CCaplosartan; &ObLosartan vs. ObCaplLosartan e ObCap vs. ObCapLosartan. O namero de
animais utilizados esta indicado entre parénteses. ANOVA two-way para medidas repetidas, complementada
com teste post-hoc Utilizado teste post-hoc de Tukey.

6.9.5 Participacédo da ciclooxigenase naresposta vascular

Outro grupo de compostos envolvidos no controle da reatividade vascular sédo os
prostanoides derivados da ciclooxigenase (COX). Seu papel foi estudado pela incubacgao
com indometacina, um inibidor n&o especifico da ciclooxigenase.

A incubacdo de indometacina resultou em reducdo da resposta vasoconstritora

induzida pela fenilefrina apenas no grupo Ob (Ob > Oblndometacina), evidenciando que
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houve participacéo dos prostanoides derivados da COX no aumento de reatividade vascular
(Figura 18A).

Avaliando os animais com obesidade, os resultados apontam que nao houve
diferenca estatistica entre o0os grupos ObIndometacina e ObCaplndometacina
(Obindometacina = ObCaplindometacina), mostrando que a administracdo crbnica de
capsindides foi capaz de remover o0s prostanoides contrateis que poderiam estar
participando do aumento de reatividade vascular na obesidade (Figura 18C).
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Figura 18. Efeito dos capsindides sobre o bloqueio dos prostandides provenientes da ciclooxigenase
em curvas concentracdo-resposta a fenilefrina de segmentos de aorta de ratos. Grupos controle (C;
n=04); controle tratado com capsindides (CCap; n=4); Controle com incuba¢do de indometacina
(Cindometacina; n=5); Controle tratado com capsindides e incubacdo de indometacina
(CCaplindometacina; n=5); Obeso (Ob; n=5); Obeso tratado com capsindides (ObCap; n=5); Obeso
com incubacao e indometacina (Oblndometacina; n=4); Obeso tratado com capsindides e incubagéo
com indometacina (ObCaplndometacina; n=5. p<0,05; * vs. C # vs. Ob. O nUmero de animais
utilizados esté indicado entre paréntese. ANOVA two-way para medidas repetidas, complementada
com teste post-hoc de Tukey.
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6. DISCUSSAO

A proposta do presente estudo foi investigar os efeitos da administracao crénica de
capsinodides sobre o perfil nutricional e metabdlico, bem como o processo de remodelacao
e reatividade vascular em aorta de ratos com obesidade induzidos por dieta rica em gordura
saturada. A obesidade promoveu hiperglicemia, hipercolesterolemia, hipotrofia e fibrose
vascular, além de deposicéo de coladgeno na aorta e aumento da reatividade vascular. Esse
aumento da reatividade vascular foi associado ao aumento da participacdo EROs, em
especial anion superoxido e liberacédo de prostanoides provenientes da via da COX.

Considerando a proposta principal do presente estudo, os achados foram que a
administracdo cronica com capsinéides preveniu a remodelacao hipotrofica e a deposicéo
de colageno na camada média muscular lisa, porém néo foi capaz de restaurar os perfis
lipidico e glicémico. Na funcado vascular, os capsinoides reduziram a reatividade vascular
induzida pela obesidade por meio da atividade da eNOS, reducdo de anion superéxido e
prostanoides contrateis derivados da COX. De forma geral, os capsindides exibem potente
efeito antioxidante na funcéo vascular, aumentando a atividade da eNOS e reduzindo a
liberacdo de anion superoxido induzida pela obesidade.

Modelos experimentais de obesidade tém sido amplamente utilizados em
pesquisas nos ultimos anos com o objetivo de estudar o acumulo de gordura corporal,
comorbidades e efeitos em diferentes 6rgaos-alvo (96—98). Diante desse contexto, as dietas
hipercaloricas ricas em banha de porco tém sido empregadas para inducdo da obesidade
devido ao seu alto teor de gordura saturada e potencial efeito obesogénico (99). Alguns
autores utilizando modelos animais submetidos a dieta hiperlipidica, mostram elevacéo da
massa corporal a partir de 16-20 semanas apoés o inicio da utilizacdo da dieta, podendo
alcancar 20-30% a mais de massa corporal do que os animais alimentados com uma dieta
equilibrada (96-98). Assim, a dieta hipercaldrica utilizada no presente estudo foi eficiente
na promocao da obesidade, uma vez que foi observada diferenga estatistica na massa
corporal na 152 semana de inducdo a obesidade, sendo essa mantida até o final do
protocolo experimental. Essa diferenca de massa corporal foi evidenciada apesar do grupo
DP e DH apresentarem ingestéo alimentar similar durante o periodo de exposicao as dietas;
essa elevagao ocorreu devido a maior densidade energética da dieta hiperlipidica.

Outra questdo a ser explorada é o periodo de indugédo a obesidade, desde que a

literatura tem demonstrado aumento da massa corporal associado as dietas hiperlipidicas
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em protocolos experimentais de 20 semanas (100,101). No entanto, cabe ressaltar que
resultados similares ja foram relatados em protocolo com menor tempo de intervencéo (8
semanas) (102). Essa divergéncia de resultados pode ser explicada em razdo da
composicdo das ragcbes e sua proporcdo de macronutrientes, sendo esses fatores
influenciadores no ganho de massa corporal e, consequentemente, na inducdo da
obesidade, uma vez que dietas que fornecem 30-60% das calorias totais provenientes de
lipideos, favorecem o desenvolvimento de doencas e disturbios metabdlicos
(98,100,103,104).

Em relacdo a adiposidade corporal, nossos resultados mostram que a dieta
hiperlipidica induziu o aumento dos depésitos de gordura epididimal, retroperitoneal,
visceral e gordura corporal total, guando comparado ao grupo que recebeu dieta padréo,
confirmando a obesidade em nosso protocolo experimental. Em concordancia com nossos
achados, um estudo utilizando com ratos Long-Evans submetidos a obesidade por meio de
dieta hiperlipidica ofertada durante 24 semanas, observou massa corporal levemente
superior no grupo que recebeu dieta rica em gordura em comparacao com o grupo controle,
resultando em aumento de 14% da massa corporal, bem como aumento de gordura visceral
e epididimal ao final do protocolo experimental (105).

Considerando a proposta principal do estudo, a literatura mostra que a
suplementacao de capsindides tém sido utilizada em modelos de obesidade animais e
humanos (12,13) como ferramenta de tratamento na redu¢do de massa corporal devido ao
seu efeito pronunciado no aumento do metabolismo energético (76,77), termogénese,
consumo de oxigénio pos-exercicio (EPOC) (78,79), além do aumento da oxidacao lipidica
(48). Neste contexto, os capsindides manifestam-se com grande potencial para controlar e
reduzir a obesidade (76,100,106), entretanto, em nosso estudo, estes efeitos ndo foram
eficientes, uma vez que ndo houve reducdo da massa corporal final e indice de adiposidade
apOs a administracao crénica. Esse conjunto de dados evidenciam a incapacidade dos
capsinoides em reduzir tracos fenotipicos da obesidade.

Um estudo de nosso laboratério, obteve resultados similares mostrando que o
tratamento com capsindides néo foi capaz de reduzir a massa corporal e sim aumenta-la,
tampouco evitou o acumulo excessivo de gordura corporal, além de elevar o indice de
adiposidade (100). Uma possivel explicagdo para esses achados pode estar relacionada a

hiperleptinemia circulante induzida pela obesidade, ocasionando resisténcia a leptina e
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sinalizacao inadequada. Dessa forma ocorre aumento da fome e consumo excessivo de
calorias, dificultando assim a perda de massa corporal (107). Contudo, nédo foi analisado no
presente estudo a leptina.

Em contrapartida, a literatura relata redugcdo da massa corporal em modelos de
obesidade humana (108-110). Possiveis explicacdes para a inconsisténcia de tais achados
podem, por exemplo, estar pautados nas diferencas entre os estudos no que diz respeito a
idade, sexo e composicdo corporal (adiposidade). Outro mecanismo que pode estar
relacionado € a sensibilidade aos capsindides, podendo haver variagcdo na dose ofertada e
absorvida pelo organismo a depender da populacdo estudada, além do tempo de
tratamento estabelecido. Outra explicacdo possivel € referente a ocorréncia da
dessensibilizacao aos capsindides, apds exposicao cronica, resultando em respostas mais
sutis ou até mesmo ausentes (108). Snitker et al. (2009) ndo observaram mudanca total na
adiposidade em modelo de obesidade humano pés tratamento com capsinéides (6 mg/d
durante 12 semanas via oral), porém houve reducédo da adiposidade abdominal em homens.
Os autores atribuem o achado ao tempo limitado de tratamento (109). Kawabata et at.
(2014) observaram redugdo da massa corporal por meio da supressdo do acumulo de
gordura pela ativacdo nervosa simpatica. Os autores utilizaram tempo de tratamento ainda
menor (02 semanas) e dose de capsinodides = 10 mg/kg no em homens (110). Vale ressaltar
gue em ambos os estudos mulheres foram excluidas devido o viés potencial associado ao
periodo menstrual e sua complexidade, dificultando assim a investigacdo da acdo dos
capsinoides no sexo feminino.

Sabendo que o modelo utilizado foi eficiente na indu¢do do aumento da adiposidade
em animais, se torna importante compreender os transtornos metabdlicos e fisiol6gicos
relacionados a obesidade. Dentre as diversas comorbidades associadas a obesidade,
estudos mostram diminuicdo da tolerancia a glicose, resisténcia a insulina e dislipidemia
(100,111,112). Cabe destacar que o tipo de gordura da dieta, em especial 4cidos graxos
saturados presentes na banha de porco, componente abundante de dietas hiperlipidicas,
influencia nas fungdes metabdlicas e esta associada a distarbios nutricionais importantes,
como obesidade e dislipidemias, aumentando as concentracbes plasmaticas de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e colesterol total (12). Ademais, caso haja consumo
excessivo de carboidratos simples e gordura na dieta associado ao balango energético

positivo, pode haver aumento de glicerol e acidos graxos no figado e armazenamento de
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triglicerideos no organismo (113). Sendo os marcadores de perfil lipidico utilizados como
ferramentas para verificar distarbios no metabolismo, investigamos quais marcadores
poderiam estar alterados em nosso modelo experimental de obesidade induzido por dieta
hiperlipidica.

Os dados do presente estudo demonstram que a obesidade acarretou alteracées no
perfil glicémico e promoveu hipercolesterolemia isolada. Quando observado o efeito dos
capsinoides, 0s nossos achados evidenciaram que o tratamento nao foi capaz de modificar
o perfil glicémico e reduzir o colesterol elevado. Corroborando em parte nossa pesquisa,
um trabalho realizado em nosso laboratério mostrou que a administracdo crénica de
capsindides ndo alterou os valores glicémicos, mas foi capaz de reduzir o colesterol total
em ratos com obesidade (101). Cansian et al., (2016) também ndo observaram diferenca
em relacdo aos niveis séricos de colesterol total, LDL, HDL e triglicerideos apds o
tratamento com os capsindides em seu modelo de obesidade realizado em ratos. Os
autores mencionam que esse achado pode estar associado ao fato do tratamento ter sido
realizado por meio de suplementacao diaria de capsinoides adicionada diretamente na dieta
e menor tempo de tratamento (6 semanas). Em nosso protocolo experimental um fator que
pode estar relacionado a auséncia de efeitos positivos no perfil metabdlico € o tempo de
administracdo da dose de capsindides (8 semanas). Dentro desse contexto, estudos em
humanos tém sido conduzidos com uma ampla variedade de doses de capsindides
(variando de ingestéo diaria a uma dose continua de 2 a 9 mg/dia e tempo de administracao
de 3 a 12 semanas de tratamento), sendo observados resultados controversos (114). Esses
resultados contraditérios podem ser explicados pela dose de capsindides, tipo de
intervencao, sexo e idade do publico estudado, levantando a possibilidade de que alguns
determinantes ndo tenham sido suficientemente abordados. Aléem disso, a literatura ja
mostra que um maior tempo de administracdo (12 semanas) com suplementos de pimenta
contendo capsaicindides, resulta em melhora do perfil lipidico (115) Os efeitos
antinflamatérios, alteracdo benéficas na microbiota intestinal e reducdo significativa na
atividade da proteina de transferéncia de fosfolipidios (PLTP) podem ser alguns dos
mecanismos associados a essa melhora apds administracdo de capsaicinoides.

Ainda no que tange os efeitos dos capsinéides na hipercolesterolemia, € importante
ressaltar que, embora seus efeitos sejam promissores, mais pesquisas serdo fundamentais

para confirmar esses efeitos e os mecanismos de acao envolvidos na patogénese. Alguns
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mecanismos propostos provém de pesquisas com tratamento envolvendo a capsaicina,
analoga dos capsinoides e responsavel pela pungéncia nas pimentas. Dessa maneira, 0s
capsinoides exibem efeitos semelhantes ao da capsaicina, devido afinidade ao mesmo
receptor, o TRPV1. Sugere-se que o tratamento com a capsaicina seja capaz de reduzir a
producdo de colesterol no figado, induzindo a diminuicdo da atividade da HMG-CoA
redutase, ao passo que aumenta a transcricdo da CYP7AL (colesterol 7alfa-hidroxilase que
atua na biossintese de &cidos biliares a partir do colesterol), limitando assim a sintese de
colesterol apés sua conversdo em acidos graxos (116). Divergindo dos nossos achados,
Zang et al., (2018) mostraram que o tratamento com capsiato, o capsinéide mais abundante
da classe dos capsaicindides, melhorou o metabolismo lipidico e glicémico no figado ratos
com obesidade (45), enquanto outro estudo evidenciou que tratamento com di-
hidrocapsiato preveniu a hiperinsulinemia e a hipergliceridemia, ao mesmo tempo em que
melhorou a tolerancia a glicose em camundongos com obesidades (117).

Outra alteracdo importante relacionada a obesidade é o estresse oxidativo (3). O
estresse oxidativo além de uma consequéncia, também pode ser um estopim para a
obesidade. O aumento da ingestdo de gorduras acarreta estresse oxidativo por meio de
diferentes processos bioquimicos, como a sintese de EROs por meio de auto oxidacéo do
gliceraldeido e ativacdo da proteina quinase C (PKC). O estresse oxidativo também
desempenha funcdo importante no desenvolvimento da obesidade, ao estimular a
proliferacdo de pré-adipocitos, diferenciacdo e crescimento de adipécitos (3,118,119).
Importante salientar que na obesidade também ha aumento do estresse oxidativo apos
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como as interleucinas IL-18 e IL-6, e o fator de
necrose tumoral a (TNF-a) induzindo um estado pro-oxidante com aumento da producéo
de EROs.

O estresse oxidativo € caracterizado quando a geracao de espécies reativas como o
peroxido de hidrogénio (H202), o anion superoxido (Oz ), radical hidroxila (- OH) e
peroxinitrito (ONOQO"), supera a capacidade antioxidante (3,4,100). As EROs, por sua vez,
induzem a liberacgdo de diferentes moléculas de adeséao e fatores de crescimento, incluindo
fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1), fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), molécula de adeséo celular vascular-1 (VCAM-1) e fator de crescimento
do tecido conjuntivo, por meio de fatores de transcricdo ativados apds oxirreducéo,
especialmente NF-kB e via NADPH oxidase (3,67).
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Neste sentido, a literatura tem mostrado efeitos antioxidantes da capsaicina e seus
analogos (53,120,121), dentre eles, os capsinodides. Segundo Rosa et., (2008), o efeito do
capsiato sintético na eliminacdo de radicais peroxil lipidicos, promove reducdo da
peroxidagéo lipidica (122), bem como diminuicdo do estresse oxidativo e aumento de
sistemas antioxidantes em animais idosos tratados com capsindides (120). Vale ressaltar
gue ainda sdo escassos estudos que associem o0s efeitos dos capsindides em
biomarcadores do estresse oxidativo plasmaticos em modelos experimentais de obesidade.
Dessa maneira, o presente estudo investigou se a administracéo crénica com capsinoides
altera os biomarcadores de estresse oxidativo plasmatico na obesidade, contudo, néo foi
observado elevacdo dos biomarcadores de estresse oxidativo, bem como na atividade
antioxidante da superéxido dismutase.

Corroborando com esses achados, um estudo prévio do nosso laboratério obteve
resultados similares, uma vez que os capsindides ndo foram capazes de reduzir 0s niveis
de proteinas carboniladas e produtos de oxidacdo avancada de proteinas, além de mostrar
gue os capsindides promovem aumento da peroxidacgéo lipidica no coracdo dos animais
com obesidade (100). Em contraposicdo, outros estudos associam 0s capsinoides e a
capsaicina a melhora de marcadores oxidativos (53,123).

Antunes et al. (2019) observaram efeito antioxidante da capsaicina em quadros
alérgicos intestinais com reducdo da concentracdo de hidroperdxido, importante agente
oxidante (123). De forma semelhante, Rosa et al. (2005) observaram que a administracao
de capsiato sintético inibiu o0 aumento de MDA e hidroperdxidos (124). Conforme
demonstrado acima, os efeitos dos capsindides sobre os marcadores oxidativos séo
controversos, no entanto, para elucidar essa questao, Munzel et al. (2017) propuseram que
compostos naturais quando administrados em modelos experimentais biol6gicos podem
ndo apresentar efeito antioxidante direcionado ou acesso disponibilizado aos sitios de
ligacdo de eROS, principalmente quando se trata de organelas citoplasmaticas, dificultando
assim, a efichcia na reducdo do estresse oxidativo (125). Além disso, a propria
administracdo dos capsinoides, desde a duracao, dose e veiculo podem influenciar nesse
processo (100).

A literatura ainda carece de pesquisas e informac¢des mais aprofundadas sobre os
efeitos dos capsindides em biomarcadores do estresse oxidativo plasmatico na obesidade

(100). Em nosso estudo os biomarcadores plasmaticos de estresse oxidativo ndo foram
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alterados pela obesidade e mecanismos compensatorios podem estar relacionados.
Lechuga-Sancho et al. (2018) sugerem que a resisténcia a insulina esta associada a
estresse oxidativo continuo e mecanismos antioxidantes préoximos do esgotamento.
Quando nédo ha resisténcia a insulina, 0 organismo apresenta uma resposta saudavel a
estressores agudos, ndo permitindo o aumento dos niveis de oxidagao basal (125). Devido
limitacbes em nossa pesquisa, hdao avaliamos os indices de homeostase da insulina e,
portanto, ndo podemos afirmar se essa via poderia estar associada a auséncia de melhora
antioxidante sistémica em nosso protocolo.

Considerando a proposta principal do estudo, destaca-se que 0 aumento do estresse
oxidativo torna-se um risco para o desenvolvimento de alteracfes metabdlicas, funcionais
e estruturais no sistema cardiovascular durante a obesidade, em especial na vasculatura
(3,67,75). Assim, a literatura mostra que o tecido adiposo em quantidade adequada é
necessario para manutencdo da saude em condicdes fisiologicas, porém na obesidade
pode levar a alteracBes marcantes (ou prejudiciais) no metabolismo do célcio e fésforo na
parede vascular, ocasionando calcificagcdo local e, posteriormente, aumento da
morbimortalidade por doencgas cardiovasculares (126).

As artérias possuem trés camadas: a intima, composta por uma monocamada de
células endoteliais, a média, formada por células musculares lisas, elastina e colageno, e a
adventicia, composta por tecido conjuntivo frouxo rico em fibroblastos, fibras colagenas e
vasa vasorum (127,128) .Quando expostas as adipocinas secretadas pelo tecido adiposo
perivascular (PVAT), sofrem modulagdo do tbnus muscular por meio de efeitos
vasodilatadores e vasoconstritores. Todavia, na obesidade pode ocorrer a proliferacéo e
hipertrofia dos adipécitos do PVAT e da gordura mediastinal, além do aumento da producao
de adipocinas com posterior inducéo do estresse oxidativo e elevacéo da inflamacéo local,
resultando em diferenciacdo fenotipica osteoblastica das células musculares lisas
vasculares e remodelacdo da parede arterial por calcificacdo (126,129). Além dos
mecanismos citados anteriormente, a obesidade estd associada ao aumento da rigidez
aortica e mortalidade cardiovascular (129,130). Esse efeito se deve a disfungcédo vascular
causada pela compressdo fisica externa do tecido adiposo, aumento de citocinas
inflamatorias circulatérias e niveis elevados de acidos graxos livres (129,130). Em adicéo,

0S vasos sanguineos respondem a estimulos hemodinamicos e mecanicos associados a
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uma variedade de doencas, incluindo a obesidade, podendo modificar seu calibre de [limen
(131,132).

A remodelagdo vascular € uma resposta adaptativa na tentativa de restaurar os
parametros de tenséo de parede e reduzir o estresse na mesma, permitindo a manutencao
do tamanho apropriado do limen para um fluxo sanguineo fisioldgico (4). Diferentes tipos
de remodelacéo arterial sdo apontados dependendo da fisiopatologia: o hipertrofico envolve
espessamento da parede vascular; o eutréfico envolve modificacbes no didmetro do vaso
sem alteracdes na relagdo parede-limen; e o hipotréfico envolve afinamento da parede e
reducdo na relacdo parede-lumen (4,127). Comumente tem sido observada na obesidade
a remodelacéo vascular do tipo hipertréfica em aorta de ratos e camundongos (131,133),
entretanto em nosso protocolo experimental, observamos reducdo da camada média
muscular lisa e aumento do depésito de colageno induzido pela obesidade. Corroborando
com nosso achado, Carmo et al. (2018), utilizando ratos com obesidade resistentes a
insulina e tratados com vitamina D, constataram que a doenca acarretou remodelacao
vascular hipotréfica. Em adigcédo, o estudo de Vega-Martin et al. (2021) mostrou que a
obesidade levou ao mesmo desfecho, porém em artérias mesentéricas, associando maior
depdsito de colageno no vaso ao comprometimento da distensibilidade vascular (134).
Alguns mecanismos sdo propostos para elucidar a remodelacéo hipotréfica vascular, como
o0 aumento de EROs, elevacado de LDL, reducdo de NO e hiperglicemia, os quais regulam
a proliferacdo, desdiferenciacdo e morte de células musculares lisas vasculares. A vista
disso, é possivel que um mecanismo regulador epigenético ou a disfungcdo metabdlica
induzida pela obesidade possa condicionar a expressao de genes e proteinas associadas
a calcificacéo vascular com consequente hipotrofia do musculo liso vascular (135).

Importante destacar que a obesidade acelera o processo de remodelacéo vascular
de forma similar ao processo de envelhecimento, aumentando o risco de desenvolvimento
de aterosclerose. Os fatores associados séo a infiltracao de células inflamatorias, aumento
de PVAT, espessamento arterial, reducdo da proporcdo meédia-limen e aumento da
deposicdo de colageno. Este quando depositado em excesso pode levar a alteracdes
estruturais, tornando as artérias mais propensas a calcificacdo (5,136), além de estar
associado a remodelacdo vascular hipotrofica descrita acima (128,134). A calcificagéo
vascular ocorre principalmente devido a reducdo da disponibilidade do NO via eNOS e/ou

sua degradacdo acelerada na presenca de grande quantidade de EROs no tecido (5).
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Diferentes mecanismos podem reduzir a biodisponibilidade de NO, mas o aumento da
atividade das arginases merece destaque no cenario da obesidade. As arginases 1 e 2 sao
enzimas intracelulares que consomem L-arginina, importante fator para o acoplamento da
eNOS, para produzir uréia e L-ornitina. Dessa maneira, no organismo obeso a atividade
das arginases € aumentada e ocorre o desacoplamento da eNOS, fazendo com que a
enzima altere sua atividade de producédo de NO para producdo de EROs, resultando em

estresse oxidativo e posterior remodelacéao vascular por disfuncéo endotelial (5,137,138).

A diferenciacao fenotipica osteoblastica de células musculares lisas vasculares em
organismos obesos também € um dos aspectos importantes da remodelacao deletéria por
calcificacédo vascular (136). Esse efeito ocorre sob taxas aumentadas de tenséo vascular,
aumento dos niveis de fosforo e célcio caracterizado por transcricdo nos genes
osteogénicos em um processo semelhante a formacdo 6ssea, processo inflamatério e
aumento do estresse oxidativo (5,139). Essa diferenciacdo celular também pode ser
mediada pelo aumento do depdsito de colageno vascular, uma vez que essa proteina pode
regular a mineralizacédo, ligando-se aos minerais de fosfato de calcio e posterior transducéo
de sinal, principalmente via colageno tipo 1; essa sinalizacdo promove a transformacéao de
células musculares lisas vasculares em células semelhantes a osteoblastos (140). Outro
mecanismo proposto no que diz respeito ao remodelamento vascular esta relacionado a
hiperglicemia causada pela obesidade. Altos niveis de glicose podem induzir senescéncia
e calcificacao vascular em células endoteliais e células musculares lisas (141,142) por meio
da sua diferenciacdo em células semelhantes a osteoblastos e liberacdo de citocinas
inflamatodrias (143,144).

Um achado interessante em nosso estudo e esperado é que a administracéo crbnica
com capsinoides foi capaz de aumentar a camada média vascular e prevenir o depdsito de
coldgeno na aorta de ratos com obesidade. Esse conjunto de dados sugere que 0S
capsindides estimulam a remodelacdo do musculo liso vascular e previnem a fibrose
ocasionada pela obesidade, podendo ser considerados importantes ferramentas nao
farmacoldgicas contra alteragbes morfolégicas na vasculatura. Sabe-se que no sistema
vascular, a capsaicina melhora a senescéncia induzida por hiperglicemia nas células
endoteliais, bem como das células musculares lisas, por meio da ativagdo do TRPV1
(145,146). Desse modo, sugere-se que essa acao poderia ser um possivel mecanismo

referente a redugéo do deposito de colageno induzido pela obesidade.
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Além disso, estudos que correlacionem o tratamento com capsindides a prevencao
do depdsito de colageno sdo escassos na literatura, sendo encontrados apenas estudos
referentes a capsaicina (147-149). Em estudo com culturas de células hepaticas, a
capsaicina modulou a proliferacdo, migracdo e ativacdo de células, além de reduzir os
niveis de colageno e prevenir a fibrose hepatica (148). Também foi capaz de aliviar
significativamente as deposi¢cdes de fibronectina e colageno em tabulos proximais renais
lesionados de camundongos, prevenindo a fibrose renal (147). No sistema respiratério,
Prado et al. (2011) mostraram que a capsaicina foi capaz de reduzir as fibras coldgenas
nas vias aéreas e vasos sanguineos do parénquima pulmonar de porquinhos-da-india,
contribuindo para a atenuacdo dos parametros funcionais e reducdo do remodelamento
pulmonar (149).

Os mecanismos de acdo propostos pelos quais a capsaicina reduz o depésito de
colageno nos diferentes tecidos citados acima precisam de melhores esclarecimentos. No
entanto, segundo Perumal et al. (2014), ap0s investigacdo do efeito da capsaicina na
estabilidade molecular, automontagem e estabilidade da fibrila do colageno tipo I, os
autores mostraram que o composto ndo promove a desmontagem das fibrilas de colageno,
mas interfere na agregacao de suas moléculas, dificultando seu depdsito (150). No que diz
respeito a obesidade e o aumento da deposicdo de colageno, ndo foram encontrados
estudos que associem o tratamento com capsindides a prevencao da remodelacdo vascular
patolégica em aorta, sendo o nosso estudo pioneiro e inédito acerca do assunto. No
entanto, é importante pontuar que, embora nossos resultados iniciais sejam promissores,
mais estudos sao necessarios para elucidar os mecanismos de acdo pelos quais 0s
capsindides reduzem a deposicao de colageno em aorta de animais com obesidade.

A disponibilidade efetiva de um modelo animal de obesidade fornece uma ferramenta
importante para ajudar a elucidar a patogénese da obesidade e sua relacdo com doencas
vasculares. Existem diversos fatores que podem afetar adversamente a funcao do endotélio
e o tbnus vascular, incluindo altera¢des nos niveis de glicose, no perfil lipidico e na pressao
arterial, bem como producdo aumentada de prostanoides contrateis ou reducdo de
prostanoides vasorelaxantes dependentes do endotélio (131,133,151). Além disso, a
literatura mostra que uma dieta rica em acidos graxos saturados de cadeia longa, como a
banha de porco, aumenta os principais mediadores da inflamacéo e, consequentemente,

pode acarretar efeitos mais pronunciados na reatividade vascular (152). H& ainda
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evidéncias de que o0 consumo excessivo de gordura apresenta efeito deletério cumulativo
na funcéo vascular, com altera¢des tornando-se cada vez mais acentuadas e persistindo
ao longo do tempo (153). Ademais, o acumulo de tecido adiposo perivascular torna o vaso
altamente inflamado e induz disfungéo vascular por secrecdo aumentada de fatores de
vasoconstritores, como adipocinas pré-inflamatérias e componentes do sistema renina-
angiotensina, sendo esses importantes contribuintes para ativacao endotelial e inflamacéo
vascular (154).

Na obesidade, a disfuncdo endotelial é a manifestagdo mais precoce da doenca
cardiovascular, sendo uma alteracéo que foi descrita em diferentes leitos vasculares, como
artéria de resisténcia do tecido subcutaneo abdominal e do tecido adiposo visceral,
coronaria, artéria femoral e aorta (6,155-158). As alteragBes endoteliais impactam
diretamente a funcdo vascular por meio da remodelacdo deletéria associada ao
enrijecimento com consequente aumento da vasoconstricgdo (159).

Considerando os dados da reatividade vascular em nosso estudo, observamos que
a obesidade induziu vasoconstricdo. Esse aumento de reatividade pode estar associado a
uma possivel rigidez vascular ap6s o aumento do depdsito de colageno e hiperglicemia,
mas também a disfuncéo endotelial, uma vez que a obesidade ocasiona desequilibrio entre
mecanismos pro-oxidantes e antioxidantes (160). Assim, possiveis explicacdes podem ser
encontradas referentes aos nossos achados no que diz respeito aos diferentes mecanismos
gue atuam na disfuncdo endotelial em organismos obesos, dentre eles destacam-se a
regulacéo negativa da expressédo de eNOS e da producdo de NO, regulacdo negativa da
atividade da SOD, expressdao vascular aumentada de endotelina-1 (ET-1), além do aumento
de fatores de crescimento, fatores pré-coagulantes, mediadores inflamatorios, expressao
de TNF-a e aumento de EROs (159-161). O estresse oxidativo e a producdo aumentada
de EROs por sua vez induzem a liberacéo de diferentes moléculas de adeséo e fatores de
crescimento, incluindo fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), molécula de adeséo celular vascular-1 (VCAM-
1) e fator de crescimento do tecido conjuntivo, por meio de fatores de transcricédo ativados
apos oxirreducao, especialmente via NF-kB (fator nuclear kappa B) e via NADPH oxidase
(3,67).

Importante destacar que o principal objetivo do estudo foi investigar o papel dos

capsinoides na reatividade vascular. Sendo assim, a literatura demonstra que a capsaicina
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atua na reducdo do metabolismo lipidico, inflamacéo e disfuncdo endotelial (162,163).
Diante desse contexto, os achados do presente estudo evidenciam pela primeira vez que
a administragcdo cronica de capsindides foi capaz de induzir vasodilatacdo e restaurar os
parametros de reatividade vascular.

Estudos associando a administracdo e/ou o tratamento com capsindides na
avaliacdo da reatividade vascular em aorta na condicdo de obesidade sdo inexistentes,
porém a atuacao da capsaicina no sistema vascular vem sendo amplamente explorada pela
comunidade cientifica (164—-166). Yang et al. (2010), investigando os efeitos da capsaicina
sobre artérias mesentéricas de camundongos geneticamente hipertensos durante 06
meses, mostraram que houve aumento do relaxamento dependente do endotélio em virtude
de maior fosforilagdo da eNOS com consequente estimulo da producdo de NO, sendo
esses mecanismos associados ao aumento da expressao do receptor TRPV1 (167). De
forma semelhante, um estudo com ratos diabéticos tratados com capsaicina durante 8
semanas, evidenciou que o composto aumentou a expressao de TRPV1 e eNOS em células
endoteliais vasculares de aorta e coracdo, normalizando a permeabilidade vascular e
reduzindo a formacdo de EROs. Em conclusdo, o conjunto de dados sugere que a
capsaicina protege o organismo contra a disfuncao endotelial (164).

Corroborando com nossos achados, resultados similares foram relatados
anteriormente. Em um estudo que avaliou a reatividade de artérias coronarias de suinos
com obesidade, foi relatada vasodilatacédo dependente de NO endotelial apés aumento do
influxo de Ca ?*via canais TRPV1(166). Sivasinprasasn et al. (2018) relataram que a
nonivamida, composto andlogo a capsaicina, promoveu relaxamento dependente do
endotélio em aorta de ratos com obesidade apds melhorar a disfuncdo endotelial,
atenuando o estresse oxidativo e aumentando a expressédo de eNOS e NO, sendo esses
mecanismos atribuidos ao aumento da expressao do receptor TRPV1 (168). Em virtude da
limitacdo da quantidade de animais utilizado em nossa pesquisa, ndo foi possivel realizar
curvas de relaxamento e analise da influéncia do endotélio nas respostas vasculares por
meio de sua retirada mecanica. Dessa forma, sugerimos que novos ensaios envolvendo a
analise da reatividade vascular em aorta de ratos com obesidade devam ser realizados
para elucidar os mecanismos pelos quais os capsindides promovem vasodilatacdo via

endotélial.
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Sabendo que a obesidade promove prejuizo na funcéo arterial por meio da reducao
de fatores vasodilatadores e aumento de fatores contrateis endoteliais apés aumento do
estresse oxidativo, disfungéo endotelial e remodelacdo vascular prejudicada (70,75), o
presente estudo investigou possiveis vias envolvidas na vasoconstricdo induzida pela
obesidade. Diante desse contexto, entre os fatores endoteliais, 0 NO desempenha o papel
mais importante por ser um potente vasodilatador (73). Os nossos achados indicam que a
obesidade n&o alterou a atividade da eNOS, tendo em vista que a incubagéo com o L-
NAME aumentou a reatividade vascular de forma similar ao grupo controle. Apds extensiva
pesquisa na literatura, observamos que a obesidade pode atuar aumentando a atividade da
eNOS (169,170) ou reduzindo (166,168,171). Embora o envolvimento da via do NO em
distarbios vasculares induzidos pela obesidade seja controverso, ha cada vez mais
evidéncias de que o comprometimento da biodisponibilidade de NO representa um defeito
central associado ao desenvolvimento de anormalidades vasculares (170).

Neste modelo experimental, possivelmente o nimero reduzido de animais pode ser
associado ao resultado inconclusivo em relacdo a atividade da eNOS. Um estudo de nosso
grupo com desenho experimental similar, diferindo apenas no tecido avaliado (tecido
cardiaco), relatou aumento da leptina circulante durante obesidade (100). A leptina € um
horménio associado ao aumento da biodisponibilidade de NO, via Akt, e, em modelos de
obesidade esse pode ser um mecanismo compensatério para neutralizar a disfuncéo
endotelial induzida pela obesidade (169,170).

O bloqueio da eNOS na presenca dos capsinéides ndo promoveu alteracdo da
reatividade vascular no grupo controle, indicando que a enzima manteve sua atividade.
Todavia, na obesidade, a reducéo de reatividade promovida pelos capsindéides foi abolida
na presenca do L-NAME, sugerindo participacado da eNOS e NO na resposta vasodilatadora
encontrada. Corroborando com os resultados apresentados, Bratz et al. (2018) e
Sivasinprasasn et al., (2018) também relataram reducéo da reatividade vascular em artéria
coronaria e aorta, respectivamente, apés tratamento com capsaicindides, e associaram
esse resultado ao aumento da expressdo e atividade da eNOS, além de maior
biodisponibilidade de NO (166,168). O equilibrio entre a biodisponibilidade de NO e a
liberacdo de fatores vasoconstritores € extensivamente afetado pela obesidade (5,170),
sendo essa a principal causa de disfungcdo endotelial observada nas doencas

cardiovasculares (160). A disfuncdo endotelial na obesidade pode ser mediada por
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diferentes mecanismos, mas dentre eles, 0 aumento do estresse oxidativo merece destaque
(168).

Dessa forma, também foi analisado se o estresse oxidativo estaria participando do
aumento de reatividade vascular induzido pela obesidade e os achados encontrados
mostram que houve participacdo de Oz.". Portanto, o agrupado de dados sugere que a
administracdo crbénica de capsinoides apresenta acdo antioxidante e reduz a producédo de
O2.".

A literatura ressalta que as EROs sao essenciais para a homeostase e controle de
células endoteliais vasculares (61,125). O anion superoxido é o principal radical livre
derivado do oxigénio vascular, sendo produzido na cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial . Em adicao, este é rapidamente dismutado em peréxido de hidrogénio (H202)
pela enzima antioxidante superéxido dismutase (SOD) em condi¢Bes fisioldgicas. Por ser
importante segundo mensageiros intra e intercelulares, modula vias de sinalizac&o
associadas ao crescimento e a contracdo vascular (172). Em excesso na vasculatura,
contribui para disfungcdo endotelial (173). Sua formacgédo excessiva no tecido adiposo e
vascular pode ser um importante fator de interferéncia que desvia a sinalizacdo de NO na
obesidade (174), além de influenciar na remodelacéo vascular (172) .

Na obesidade a producéo descontrolada de O2.” da cadeia de transporte de elétrons
nas mitocondrias ocorre sob influéncia do influxo persistente de nutrientes nos adipdcitos
hipertréficos (175). Além disso o O2." no tecido adiposo é gerado principalmente pela
sobrecarga do sistema mitocondrial com metabdlitos de &cidos graxos, glicose e NADPH
oxidase (176). Além disso, sabe-se que a eNOS pode se ligar a membrana mitocondrial
externa. Logo, a eNOS regula a funcdo mitocondrial e, inversamente, as mitocondrias
regulam a atividade da eNOS. Seu desacoplamento é uma fonte de O:.", incluindo a via
mitocondrial, uma vez que o NO é desviado de sua funcéo na presenca de espécies reativas
de oxigénio (177). A capsaicina pode aumentar o nivel de expressao vascular de proteina
desacopladora 2 (UCP2), um regulador da geracdo de eROS mitocondriais, por meio da via
da PKA mediada por TRPV1 e, dessa forma, antagonizar o estresse oxidativo, podendo
esse ser um dos mecanismos por tras do efeito antioxidante que observamos em nosso
estudo (178).

Outra via de producédo de EROs ocorre por meio da estimulagéo dos receptores AT1,

os quais desempenham papel crucial no desenvolvimento do estresse oxidativo em aorta
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(73). Em nosso modelo experimental, os receptores AT1 mostraram-se ativos de forma
semelhante em ambos o0s grupos, evidenciando seu papel tanto em condic¢des fisioldgicas
guanto patoldgicas. Durante o bloqueio da atividade de AT1 na condi¢cdo controle, os
capsinoides ndo alteraram a reatividade vascular, indicando que o receptor AT1 nao sofreu
alteracoes.

Os prejuizos produzidos por distdrbios metabdlicos como a obesidade, podem alterar
a funcionalidade e estimular a expressao dos receptores AT1 (178) por meio do aumento
sérico de proteinas pro-inflamatorias. Isso sugere uma suscetibilidade inicial & acdo da Ang
[I/AT1 no processo inflamatério induzido pela obesidade (179). Os niveis séricos de Ang Il
e a atividade do receptor AT1 em individuos com obesidade pode diferir se houver
comorbidades associadas ou ndo, podendo haver diferentes periodos funcionais de Ang Il
nos processos inflamatérios induzidos pela doenca. Assim, o aumento de Ang Il pode nao
desempenhar papel crucial no periodo inicial do processo inflamatério na obesidade, mas
em estagios avancados da doenca, essa molécula pode ter efeitos deletérios (179).
Considerando os efeitos dos capsindides na obesidade, 0os nossos achados mostram que
0s mesmos induziram vasodilatacdo apoés bloqueio de AT1, indicando que o receptor néo
foi afetado pelo tratamento e manteve sua atividade, sugerindo assim, a participacdo da
formacéo de EROs.

Considerando as possiveis vias envolvidas no controle da reatividade vascular, outro
grupo de compostos destacados sao os prostanoides derivados da via da ciclooxigenase
(COX) (73). Em nossa pesquisa, a via da COX estava ativa apenas na obesidade,
evidenciando sua participacdo na vasoconstricdo observada. Além disso, os capsindides
foram capazes de remover os prostanoides vasocontrateis derivados da COX, sugerindo
gue esse possa ser um dos mecanismos relacionados a acéo vasodilatadora que esses
compostos apresentam.

A COX, é a primeira enzima na conversdo de substratos de acidos graxos em
prostaglandinas. Esta presente em duas isoformas, COX-1 e COX-2, derivadas de genes
diferentes compartiiham aproximadamente 60% de homologia, podendo funcionar
independentemente dentro do mesmo tipo celular. Ambas séo encontradas nas células
musculares lisas vasculares, porém com maior prevaléncia nas células endoteliais, sendo

a COX-1 predominante (179,180). Sua expressao pode ser regulada positivamente pelo
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estresse de cisalhamento, sendo a COX-2 frequentemente induzida em locais de
inflamacé&o e doenca vascular (179).

A desregulacdo das prostaglandinas esta implicada em condi¢Bes patolégicas como
cancer, inflamacao, hipertensdo e doenca cardiovascular. Podem apresentar acdes
diferentes a depender do leito vascular e do estagio da doenca. Sendo assim, sugere-se
gue a disfuncdo vascular seja acarretada por uma mistura de produtos da COX e ndo um
Gnico mediador (179,180). Assim, a manipulacdo da atividade da COX paradoxalmente
modula adversamente a fisiologia vascular (180). Isso explica por que na obesidade a via
da COX envolve tanto efeitos vasoconstritores (181,182), quanto efeitos vasodilatadores
(166,183).

Tendo em vista que no presente estudo ndo realizamos o bloqueio de forma
especifica das isoformas da COX, os resultados encontrados podem estar associados tanto
a COX 1 quanto ao tipo 2, simultaneamente. Sabe-se que na obesidade, o aumento da
atividade da NADPH oxidase estimula a producédo de EROs nas artérias (166), sendo que
esse efeito pode ser mediado via COX e/ou ativacdo dos receptores AT1 (182,184). Em
adicdo, prostanoides derivados da COX podem influenciar na alteracdo fenotipica das
células musculares lisas para células semelhantes a osteoblastos e com isso, aumentar o
depdsito de colageno e a rigidez vascular (100,162,166), corroborando com noSS0S
resultados. Dessa maneira observa-se um ciclo vicioso que prejudica ainda mais a funcéo
endotelial e contribui para estados patoldgicos na vasculatura de individuos com obesidade.

A classe dos capsaicindides, incluindo os capsinoides, apresentam-se de forma
promissora na restauracao dos disturbios endoteliais promovidos pela obesidade (162,185)
atuando, principalmente por meio da da ativacdo do receptor TRPV1, com consequente
aumento do calcio intracelular e fosforilagdo da eNOS (164). Em nosso experimento, 0s
achados mostram que o relaxamento vascular promovido pelos capsinéides é dependente
da via da eNOS pos-reducédo do estresse oxidativo. Os metabdlitos da eNOS ja foram
implicados na ativacdo de TRPV1, contribuindo para o relaxamento vascular (166).
Acreditamos que a vasodilatacdo induzida pelos capsindides na obesidade, possar ser
tanto via ativacéo direta do receptor TRPV1 quanto indireta, por meio dos metabdlitos da
eNOS. Ademais, a ativacdo de TRPV1 também é relacionada a inibigcdo da troca fenotipica
das células musculares lisas (186,187), reduzindo a deposicdo de coldgeno e prevenindo

o remodelamento vascular patologico; esse efeito pode ser um dos mecanismos implicados
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na reducdo de reatividade vascular nos animais com obesidade. Diante do exposto, 0
presente estudo fornece fortes evidéncias de que os capsindides atuam como protetores
na funcao vascular, desempenhando papel importante na regulacdo do tonus vascular em

condicdes patoldgicas através da sua acao antioxidante.
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7. CONCLUSAO

Este estudo demonstra que a administracéo cronica de capsindides na dose de 10
mg/kg restaura os parametros de reatividade vascular induzido pela obesidade por meio da
vasodilatacdo via eNOS e reducédo do estresse oxidativo vascular. Ademais, também foi
capaz de prevenir o processo de remodelacdo vascular, sendo assim, considerada uma
ferramenta de baixo custo na prevencdo das doencas cardiovasculares associadas a

obesidade.
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