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RESUMO

A obesidade aumenta complicacdes metabdlicas e induz desequilibrio redox favorecendo o
estresse oxidativo no organismo. No sistema cardiovascular, a obesidade e o estresse
oxidativo reduzem a flexibilidade metabdlica e eficiéncia cardiaca, bem como acarretam
remodelamento e disfuncao cardiaca. Neste cenario, os capsinéides, presentes em espécies
do género Capsicum, surgem como compostos com potencial modulagdo da obesidade e
estresse oxidativo, podendo aumentar o metabolismo energético e as defesas antioxidantes
e reduzir danos oxidativos. Portanto, este estudo investigou os efeitos da administracdo
cronica de capsinéides sobre biomarcadores do remodelamento e do estresse oxidativo no
coracdo de ratos com obesidade. Inicialmente, ratos machos Wistar foram randomizados
nos grupos dieta padrdo (DP; n = 17) e dieta hiperlipidica (DH; n = 27). O protocolo
contemplou 27 semanas divididas em: 1) exposicdo as dietas experimentais (inducdo e
manutencdo da obesidade; 19 semanas) e 2) tratamento com capsindides (8 semanas). Na
semana 19, os animais DP e DH foram redistribuidos em: controle (C), obeso (Ob) e obeso
com capsinoides (ObCap). Durante o protocolo foram mensurados a ingestéo e eficiéncia
alimentar e o consumo caldrico. O perfil nutricional foi acompanhado pela afericdo da
massa, gordura e indice de adiposidade corporal. O teste de tolerancia a glicose, indices de
homeostase da insulina e perfil lipidico foram utilizados para avaliagdo de comorbidades. As
concentragdes plasmaticas de insulina, leptina, adiponectina e glucagon também foram
determinadas. O remodelamento cardiaco foi mensurado pela massa do coracdo e
ventriculo esquerdo; o dano cardiaco foi verificado pela mensuragéo da troponina | sérica.
Os biomarcadores do estresse oxidativo cardiaco (malondialdeido - MDA, proteinas
carboniladas - CBO, produtos de oxidagdo avancada de proteinas - AOPP e capacidade
antioxidante - FRAP) e a atividade das enzimas superéxido dismutase e catalase foram
analisados. Os resultados indicam que a dieta hiperlipidica aumentou a massa corporal no
grupo DH a partir da 162 semana. A obesidade elevou a massa adiposa e 0s hiveis de
leptina, colesterol e insulina. Com excecédo do colesterol, o tratamento com capsindides nao
promoveu reducgdo nestes parametros. No coracdo, no Ob houve aumento das massas do
coracdo e VE, porém sem diferenca apdés normalizacdo pelo comprimento da tibia,
tampouco houve diferengca com ObCap para tais parametros. Em relacdo a troponina |, ndo
houve diferenca na obesidade, porém os capsindides provocaram reducao deste marcador.
Considerando os marcadores oxidativos, os animais Ob apresentaram maiores quantidades
de CBO e AOPP em comparagdo ao C, entretanto, sem efeitos do tratamento com
capsindides; ratos ObCap apresentaram ainda niveis mais elevados de MDA em relacao
aos Ob. Em relagdo a atividade antioxidante, os ratos Ob e ObCap apresentaram FRAP
aumentados, mas sem diferengas entre os grupos. Em adi¢do, nos ObCap houve maior
atividade das enzimas antioxidantes. Em concluséo, apesar do modelo de obesidade néo
acarretar remodelamento cardiaco, os capsinodides induziram reducdo da troponina | e
elevacdo da atividade antioxidante enzimatica. Todavia, promoveu maior peroxidacéo
lipidica no coracao, sugerindo que na dose analisada, os capsindides ndo constituem uma
estratégia positiva para modulacdo nos biomarcadores oxidativos.

Palavras-chave: Obesidade. Dieta hiperlipidica. Estresse oxidativo. Coracao. Capsindide.



ABSTRACT

Obesity increases metabolic complications and induces redox imbalance, favoring oxidative
stress in the body. In the cardiovascular system, obesity and oxidative stress reduce
metabolic flexibility and cardiac efficiency, as well as causing to cardiac remodeling and
dysfunction. In this scenario, capsinoids, present in species of the genus Capsicum, emerge
as compounds with potential modulation of obesity and oxidative stress, being able to
increase energy metabolism and antioxidant defenses, as well as reduce oxidative damage.
Therefore, this study investigated the effects of chronic administration of capsinoids on
biomarkers of remodeling and oxidative stress in the hearts of rats with obesity. Initially, male
Wistar rats were randomized into standard diet (SD; n = 17) and high-fat diet (HFD; n = 27).
The protocol covered 27 weeks divided into: 1) exposure to experimental diets (induction and
maintenance of obesity; 19 weeks) and 2) treatment with capsinoids (8 weeks). At week 19,
SD and HDF animals were redistributed into: control (C), obese (Ob) and obese with
capsinoids (ObCap). During the protocol, food consumption and efficiency, as well as caloric
intake were measured. The nutritional profile was monitored by body weight, fat and body
adiposity index. The glucose tolerance test, insulin homeostasis indices and lipid profile were
used to evaluate comorbidities. Plasma concentrations of insulin, leptin, adiponectin and
glucagon were also determined. Cardiac remodeling was measured by the mass of the heart
and left ventricle; cardiac damage was verified by measuring plasma troponin |. The
biomarkers of cardiac oxidative stress (malondialdehyde - MDA, carbonyl proteins - CBO,
advanced protein oxidation products - AOPP and antioxidant capacity - FRAP) and the
activity of the enzymes superoxide dismutase and catalase were analyzed. The results
indicate that the high-fat diet increased body weight in the HFD group from the 16™ week
onwards. Obesity increased adipose mass and levels of leptin, cholesterol and insulin. With
the exception of cholesterol, treatment with capsinoids did not promote a reduction in these
parameters. In the heart, there was an increase in heart and LV mass in the Ob, but without
difference after normalization by the tibia length, nor was there any difference with ObCap for
these parameters. Regarding troponin I, there was no difference in obesity, however,
capsinoids caused a reduction in this marker. Considering oxidative markers, Ob animals
presented higher amounts of CBO and AOPP compared to C, however, without effects of
capsinoid treatment; ObCap rats also showed higher levels of MDA compared to Ob.
Regarding antioxidant activity, Ob and ObCap rats showed increased FRAP, but without
differences between groups. In addition, ObCap presented greater activity of antioxidant
enzymes. In conclusion, although the obesity model did not cause cardiac remodeling,
capsinoids induced a reduction in troponin | and elevation in enzymatic antioxidant activity.
However, it caused greater lipid peroxidation in the heart, so in the concentration offered the
capsinoids did not constitute a positive strategy for modulation in the oxidative biomarkers.

Keywords: Obesity. High-fat  diet. = Oxidative  stress. Heart.  Capsinoid.
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1. INTRODUCAO

A obesidade, definida como acumulo excessivo de gordura corporal, & um
problema mundial de salude publica, visto que, por volta de 810 milh6es de pessoas
ao redor do mundo séao obesas (WORLD OBESITY FEDERATION, 2024). Somado a
esses valores, aproximadamente 42% dos adultos apresentam sobrepeso ou
obesidade. Estes dados tornam-se alarmantes uma vez que, mais de 10 milhdes de
mortes ocorridas no mundo sdo causadas por doencas nao transmissiveis
associadas e aceleradas pelo sobrepeso e obesidade (WORLD OBESITY
FEDERATION, 2024). Deste modo, a obesidade é um fator independente de risco
de comprometimento da salde e de mortalidade da populacdo (COLAK & PAP,
2021; HAWKES, FANZO, UDOMKESMALEE, 2017; MOSQUEDA-SOLIS et al.,
2018; ZHENG et al., 2017; WORLD OBESITY FEDERATION, 2024; WHO, 2021).

Neste contexto, 0 excesso de tecido adiposo abdominal tem sido apontado
como um dos principais fatores de risco para doencas crbnicas associadas a
obesidade, como hipertensdo, dislipidemia e diabetes mellitus tipo 2 (DM2), e
consequentemente, relacionado ao risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (DCVs), doenca renal cronica, acidente vascular cerebral, entre
outros (ZHENG et al., 2017). Além disso, estudos indicam que o acumulo excessivo
de gordura contribui para o desenvolvimento dos estados pré-oxidantes e proé-
inflamatérios no organismo (COLAK & PAP, 2021; FERNANDEZ-SANCHEZ et. al.,
2011). Essa alteracdo ocorre porque o tecido adiposo naturalmente € capaz de
secretar citocinas proé-inflamatérias, as quais induzem a formacdo de espécies
reativas (ER) oxidantes. Deste modo, a expansédo tecidual ocorrida na obesidade
exacerba a producdo de citocinas pro-oxidantes e estimula o estado de estresse
oxidativo (EO), por conseguinte, favorece o desenvolvimento de complicacdes
metabdlicas (COLAK & PAP, 2021; JONES, 2006).

Especificamente sobre as alteragcbes metabdlicas ocorridas no coragéao, a
literatura tem observado aumento da captacdo e oxidacdo de &cidos graxos e
deficiéncia na utilizacdo de glicose em individuos obesos, resultando na
dependéncia de acidos graxos oxidados como substrato, na reducédo da flexibilidade
metabdlica e diminuicdo da eficiéncia cardiaca (NIEMANN et al., 2017). Além do
mais, no tecido cardiaco, acidos graxos livres circulantes induzem o aumento do
desacoplamento mitocondrial, assim como a baixa eficiéncia na utilizacdo do

oxigénio dessas moléculas, provocando a reducdo da producdo de adenosina
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trifosfato (ATP). Sugere-se que estas sao algumas alteracbes relacionadas ao
aumento da liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (NIEMANN et al.,
2017). As EROs podem desencadear hipertrofia e disfuncdo cardiaca por meio da
inducdo de modificacdo oxidativa, bem como pela inibicdo da ATPase de calcio do
reticulo sarcoplasmatico ou pelo comprometimento do complexo Il da cadeia de
transporte de elétrons (NIEMANN et al., 2017). Assim, o super estimulo da producéo
de ER no tecido cardiaco torna-se relevante para o desenvolvimento da disfungéo
miocardica e consequente insuficiéncia cardiaca, entre outras complicacdes
cardiovasculares (MUNZEL et al., 2017; NIEMANN et al., 2017).

Diante desse contexto, bem como a alta incidéncia de morbimortalidade e o
alto custo do tratamento da obesidade e DCVs, torna-se relevante a busca por
alternativas para o tratamento e prevencéo destas doencas. Neste cenario, estudos
baseados em alimentos funcionais e produtos naturais tém identificado possiveis
compostos capazes de serem utilizados como agentes no tratamento e/ou
prevencdo de doencas cronicas nado transmissiveis (DCNTs) (COTE et al., 2022;
TRAN; PHAM; LE, 2020). Esses sdo conhecidos por conter compostos bioativos
com propriedades antioxidantes e antiinflamatorias e, por muitas vezes atuarem em
vias metabdlicas importantes, como no metabolismo da glicose e lipideos (COTE et
al., 2022; TRAN; PHAM; LE, 2020).

Dentre os produtos naturais bioativos apontados, estdo o0s capsaicinoides,
compostos presentes em pimentas do género Capsicum, pertencentes a familia
Solanaceae. Estudos demonstraram que tais substancias podem ser utilizadas como
analgésico, antioxidante e antiinflamatério. Em adicdo, podem ser utilizados no
tratamento da obesidade, pois promovem elevacdo no consumo energético e
aceleram o metabolismo da gordura (CHAPA-OLIVER & MEJIA-TENIENTE, 2016;
HONG, XIA, XIANGYING, QUAN; 2015; MOSQUEDA-SOLIS, et al., 2018; WANG et
al., 2014; ZHENG et al., 2017). Entretanto, a forte pungéncia deste grupo limita o
uso a médio e longo prazo. Como alternativa, tem sido estudado o grupo dos
capsindides (capsiato, dihidrocapsiato e nordihidrocapisato), moléculas analogas
aos capsaicinodides, que nao apresentam a caracteristica da pungéncia (CANSIAN,
2016; SNITKER et al., 2009).

A literatura tem demonstrado que tais compostos analogos podem exercer
alguns dos mesmos efeitos dos capsaicindides, como por exemplo, promocdo da

termogénese, estimulo do metabolismo energético e lipidico, promoc¢ao da perda de
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massa corporal e reducao do tecido adiposo. Ademais, podem melhorar a tolerancia
a glicose, ter atividade anti-hiperlipidémica, e propriedades anti-inflamatérias e
antioxidantes (CANSIAN, 2016; GALGANI, RYAN, RAVUSSIN, 2010; SASAHARA et
al., 2010; SNITKER et al., 2009).

Deste modo, ha indicios de que os capsindides podem exibir efeitos sobre a
obesidade e suas consequéncias. Porém, a maioria dos estudos ndo leva em
consideracéo a condigdo de obesidade associada a doenca cardiovascular, de forma
gue os efeitos dos capsinodides sobre biomarcadores do estresse oxidativo cardiaco
induzido pela obesidade e suas consequéncias sdo pouco esclarecidos. Isto posto, o
presente estudo visou testar a hipétese de que a administracdo crbnica de
capsindides modulam positivamente os biomarcadores de estresse oxidativo no
coracao induzido pela obesidade, resultando em reducdo de produtos derivados do

dano oxidativo e prevencado de remodelacédo cardiaca patologica.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obesidade

A obesidade é uma condicdo patologica inflamatéria de origem multifatorial,
resultado da interacdo entre fatores ambientais, psicossociais, socioecondémicos,
genéticos e estilo de vida (ENDALIFER & DIRESS, 2020; FINER, 2003; GADDE et
al., 2018; KOENEN et al., 2021; PEREZ-TORRES et al., 2021; POWELL-WILEY et
al., 2021). A etiologia da obesidade ocorre por meio de desbalanco entre consumo e
gasto energético, de modo que o individuo passa a apresentar quantidade de massa
corporal desproporcional a sua altura, caracterizada principalmente pelo aumento da
adiposidade corporal (DOULBERIS et al., 2020; GADDE et al, 2018;
WLODARCZYK & NOWICKA, 2019).

A literatura relata que os riscos a saude aumentam com maiores graus de
obesidade, bem como com maior acimulo de gordura central ou visceral (FINER,
2003). Desta forma, o acumulo de massa gorda corporal e indice de massa corporal
(IMC) elevado sao importantes preditores de distirbios metabdlicos (ENDALIFER &
DIRESS, 2020). Algumas alteragdes observadas em obesos sdo o
desencadeamento de inflamacgéo crénica, desenvolvimento de diabetes mellitus tipo
2 (DM2), hipertensao arterial, dislipidemias e sindrome metabdlica (SM), tornando
pessoas obesas mais propensas a morte (GADDE et al., 2018; PEREZ-TORRES et
al., 2021; POWELL-WILEY et al., 2021; WLODARCZYK & NOWICKA, 2019; ZHENG
et al., 2017).

Quanto a fisiopatologia da doenca, o desbalanco energético promove a
hipertrofia e hiperplasia do tecido adiposo branco (TAB), 6rgdo responsavel pelo
armazenamento de energia na forma de triglicerideos e pela secrecao de adipocinas
e citocinas importantes sistemicamente (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011;
KAWAI, AUTIERI, SCALIA, 2021; KOENEN et al., 2021). Entretanto, os adipdcitos
deste tecido possuem menor densidade de receptores de insulina e maior
quantidade de receptores B-3-adrenérgico, facilitando a infiltracdo de mondcitos
neste local (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011). Deste modo, o estimulo para
expansdo destes adipocitos impulsiona a entrada de células do sistema imune,
como células T reguladoras, T CD8 e macrofagos, influenciando na construcéo do
perfil inflamatorio e disfuncional do TAB (KOENEN et al., 2021). Além disso, apesar

do TAB produzir e liberar de forma autédcrina, paracrina e enddcrina, adipocinas



20

importantes para a homeostase fisiolégica, o perfil de receptores existentes no
tecido do obeso, induz maior taxa de lipdlise, e consequentemente, promove
aumento da producdo de radicais livres, inducdo da resisténcia a insulina (RI),
lipotoxicidade e inflamac&do (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011; KAWAI, AUTIERI,
SCALIA, 2021; KOENEN et al., 2021).

Deste modo, a obesidade est4 associada ao aumento de biomarcadores de
morbidade, pois a inflamacao induzida sistemicamente no tecido adiposo promove
direta ou indiretamente alteraces como deposicao ectopica de lipidios, elevacdo de
leptina, resisténcia sistémica a insulina e diminuicéo da tolerancia a glicose (KAWAI,
AUTIERI, SCALIA, 2021). Além disso, as citocinas pro-inflamatérias secretadas
pelos adipécitos disfuncionais estimulam a producdo de espécies reativas pelas
células do sistema imune. Ademais, o fator de necrose tumoral a (TNF-a) liberado
pelo tecido inibe a atividade da proteina C reativa (PCR), aumentando a interacéo
dos elétrons com o oxigénio para gerar o anion O,". Em adicdo, ha liberacdo de
Angiotensina 1l (Ang IlI) pelo tecido adiposo na obesidade, a qual estimula a
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidase (NOX), a principal via
para a producdo de EROs nos adipdcitos (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011).

2.2 Estresse oxidativo

Espécies reativas (ER) sdo atomos, moléculas ou ions que apresentam alta
reatividade e instabilidade (MARTELLI & NUNES, 2014). As ER podem ser divididas
em dois grupos: radicais livres e compostos nao radicalares. Os radicais livres (RL)
sdo atomos ou moléculas que possuem pelo menos um elétron desemparelhado em
seus orbitais externos, permitindo a transferéncia de elétrons com moléculas
vizinhas. Os compostos ndo radicalares ndo possuem elétrons livres nas ultimas
Orbitas, por isso sdo mais estaveis, porém ainda podem reagir com moléculas ao
seu redor (MARTELLI & NUNES, 2014; POWERS et al., 2020). Algumas espécies
reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) abundantes no corpo sdo os
radicais superéxido (O, ), hidroxila (- OH) e éxido nitrico (NO) e os compostos nao
radicalares peroxido de hidrogénio (H.O;) e peroxinitrito (ONOO") (SALEHI et al.,
2018). Por funcionarem como receptores (oxidantes) ou doadores (redutores) de
elétrons, tais espécies sao capazes de criar alteracbes no ambiente molecular em
gue estdo inseridos, principalmente quando reagem com outros tipos de compostos
(FERREIRA & LUNZ, 2022).
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Naturalmente, nosso corpo é capaz de produzir estas espécies por meio da
atividade de mitocéndrias, células do sistema imunologico, células epiteliais, entre
outras (MARTELLI & NUNES, 2014). Estudos relatam que grande parte das
espécies reativas podem ser formadas em consequéncia da cadeia de transporte de
elétrons (CTE) na respiracdo celular. Especificamente, nas mitocéndrias, 0 oxigénio
normalmente é utilizado para a formacao de energia e fosforilacdo oxidativa, porém,
durante o transporte de elétrons mitocondrial, as EROs podem ser formadas por
meio do vazamento de elétrons devido a uma diminuicdo da taxa de fosforilacao
mitocondrial (FERREIRA & LUNZ, 2022; PANTH; PAUDEL; PARAJULI, 2016;
NIEMANN et. al., 2017). Deste modo, moléculas de O, podem ser captadas e
submetidas a reducéao, formando anions superéxido, os quais podem ser dismutados
originando H,0, (FERREIRA & LUNZ, 2022). Além da CTE, o sistema imunoldgico
também pode ser responsavel pelo aumento da producdo de espécies reativas,
principalmente quando funciona como mecanismo de defesa. Como por exemplo, as
NADPH oxidases (Nox) existentes na superficie dos neutréfilos reduzem O, em O ~
., que no espaco extracelular sofre dismutacéo, originando peréxido de hidrogénio,
que podera reagir com outras moléculas celulares (FERREIRA & LUNZ, 2022).

Em niveis controlados, tais espécies sdo essenciais para a sobrevivéncia
celular, pois estao relacionadas ao controle da homeostase corporal por meio de
processos celulares fundamentais, como a defesa imunoldgica, proliferacdo e
diferenciacdo celular, defesa contra patdgenos e ativacdo de vias de sinalizacao
(FERREIRA & LUNZ, 2022; PRASAD & SRIVASTAVA, 2020; SALEHI et al., 2018).
Ademais, podem oferecer auxilio no controle dos niveis hormonais, preservacdo do
equilibrio quimico, fortalecimento da plasticidade sinaptica e controle da atividade
enzimatica (PANTH; PAUDEL; PARAJULI, 2016). Deste modo, em um nivel
moderado de desequilibrio redox, podem gerar efeitos benéficos nas respostas
celulares adaptativas (SALEHI et al., 2018).

Entretanto, algumas fontes externas sdo capazes de induzir ao aumento e
exacerbacdo da formacdo destas espécies reativas, como por exemplo radiacao,
poluentes, pesticidas, exercicio fisico, bactérias, virus e dietas hipercaloricas
(MARTELLI & NUNES, 2014). Este estimulo faz com que a resposta adaptativa
celular aos impulsos estressores, tenda a ser ineficiente, desencadeando efeito
toxico ao organismo (SALEHI et al., 2018). Deste modo, a produgcdo excessiva

destes compostos pode causar efeitos deletérios como alteracbes em estruturas e
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funcbes de proteinas, danos aos &cidos nucléicos e lipideos, carcinogénese e
inflamacdo. Ademais, estimula o desenvolvimento de disturbios redox, conhecidos
como estresse oxidativo (EO) (MARTELLI & NUNES, 2014).

Diante deste contexto, o estresse oxidativo (EO) é definido como desequilibrio
entre oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a uma
desregulacéo da sinalizagao e controle redox e/ou dano molecular (JONES, 2006).
Quando induzido, normalmente, acarreta danos oxidativos aos componentes
celulares, que de uma forma cronica estd associado a patogénese e
desenvolvimento do cancer, doencas neurodegenerativas, diabetes mellitus,
hipertensdo e doencas cardiovasculares (DCVs) (POWERS et al.,, 2020). No
estresse oxidativo, as ER reagem formando ligacbes covalentes irreversiveis,
induzindo a peroxidacao lipidica e a oxidacdo de proteinas, DNA e carboidratos
(FERREIRA & LUNZ, 2022; VONA et al., 2019). Desta forma, podem desencadear
alteracdes estruturais e metabdlicas como inativacao e polimerizacdo de proteinas,
alteracdo de membranas biolégicas, modificacbes e mutacdes genéticas,
despolimerizacédo de carboidratos, entre outros. Além disso, induzem alteracdo nos
mecanismos de transporte pela membrana, podendo gerar a inativagdo ou
destruicdo de enzimas, perturbacdes funcionais e alteracdes genéticas, modificando
o0 comportamento normal das células (FERREIRA & LUNZ, 2022).

Para evitar efeitos adversos de tais espécies, 0 corpo conta com o auxilio de
mecanismos conhecidos como antioxidantes, que sdo capazes de neutralizar ou
prevenir os danos que elas causam, pois competem com substratos oxidaveis,
inibindo ou atrasando a oxidacdo desses substratos (FERREIRA & LUNZ, 2022).
Podem ser enddgenos ou exdgenos, enzimaticos ou ndo (POWERS et al., 2020;
PRASAD & SRIVASTAVA, 2020). Exemplos de antioxidantes enddgenos séo
algumas enzimas, como a superéxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase
(GPX) e a catalase (CAT) (SALEHI et al., 2018). Aléem destes, outros antioxidantes
enddgenos ndo enzimaticos conhecidos sdo a glutationa (GSH), o &cido drico, a
bilirrubina, a vitamina E, e a vitamina C (POWERS et al., 2020). Ainda, as vitaminas
E e C e o B-caroteno também podem servir como antioxidantes exogenos oriundos
da alimentacdo (PANTH; PAUDEL; PARAJULI, 2016).

Sobre os antioxidantes endégenos enzimaticos, a SOD, presente no citosol
ou na mitocdndria, é a primeira linha de defesa contra o excesso de oxidantes. Ela é

capaz de dismutar O, ~ , formando peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular.
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Sendo assim, importante para a saude vascular, pois permite que tenha éxido nitrico
(NO) biodisponivel para o relaxamento vascular (FERREIRA & LUNZ, 2022). Além
desta, a GPX, presente principalmente no citoplasma ou na matriz mitocondrial, é
capaz de catalisar peréxido de hidrogénio e hidroperéxidos organicos em agua e
alcool, tornando-se uma estratégia fundamental para a inibicdo da peroxidagédo
lipidica e prevencdo de danos genéticos (FERREIRA & LUNZ, 2022). Outra enzima
relevante é a catalase (CAT), a qual pode ser encontrada no citosol, mitocondria e
peroxissomos; essa enzima reduz H,O, em agua e oxigénio (FERREIRA & LUNZ,
2022). Estes sdo exemplos de importantes mecanismos para a defesa celular e

manutengao da homeostase corporal.

2.3 Obesidade, coracao e estresse oxidativo

A obesidade tem forte associacdo com doencas cardiovasculares, uma vez
que esta intimamente associada aos tradicionais fatores de risco coronariano, mas
também envolve acdo direta no coragcdo, afetando tanto os vasos, quanto
cardiomidcitos e intersticio cardiaco (CAVALERA, WANG, FRANGOGIANNIS,
2014).

Nesta doenca, a ativagdo de sistemas humorais cardiovasculares, como o
Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA), esta relacionada a progressao
de doencas cardiovasculares ou desenvolvimento de comorbidades associadas ao
risco aumentado de eventos cardiacos adversos (HALL, YANES, LONG, KOCH,
2015). Como por exemplo, é sugerido que a Ang Il pode promover a resisténcia a
insulina associada a obesidade (HALL, YANES, LONG, KOCH, 2015). Além disso, a
liberacdo de determinados horménios pode provocar alteracdes hemodinamicas e
afetar o sistema cardiovascular por meio de mecanismos, como inflamacéo, estresse
oxidativo e efeitos metabdlicos (HALL, YANES, LONG, KOCH, 2015). Neste
contexto, a propria liberagcdo de Ang Il estimula a secrecdo de aldosterona, que
aumenta a pressdo arterial por meio da reabsorcdo de sodio, mas também pode
aumentar o estresse oxidativo, a fibrose cardiaca e a hipertrofia ventricular esquerda
(HALL, YANES, LONG, KOCH, 2015).

Além disso, como dito anteriormente, o excesso de adiposidade corporal é
capaz de provocar inflamacdo sistémica no organismo. Esta situacdo a nivel
cardiovascular esta relacionada ao maior risco de desenvolvimento de hipertrofia do

ventriculo esquerdo, hipertensdo, distarbios cardiometabolicos, doencas



24

cardiovasculares, fibrilagdo atrial e insuficiéncia cardiaca (GADDE et al.,, 2018;
KOENEN et al., 2021). Tais efeitos podem ser decorrentes da reducdo da
flexibilidade metabdlica, acimulo ectépico de lipidios no coragcdo, aumento de acidos
graxos e disfuncédo mitocondrial ocorridas na obesidade (NIEMANN et al., 2017).

Especificamente, o coracdo é capaz de oxidar qualquer substrato disponivel
para manter um nivel de ATP suficiente para a contracdo. Predominantemente séo
utilizados acidos graxos como substrato no coracéo, mas o uso de outros substratos
como carboidratos, lactato e cetonas pode estar aumentado em algumas condicdes
patologicas. Contudo, na obesidade essa flexibilidade é prejudicada (ILKUN &
BOUDINA, 2013). Deste modo, essa situacao impacta na utilizacao inadequada da
glicose neste 0Orgao, resultando em dependéncia de utilizacdo de acidos graxos
oxidados (NIEMANN et al., 2017).

Neste contexto, os acidos graxos também tendem a estar aumentados, assim
como triglicerideos e &cidos graxos livres circulantes e intramiocardicos (NIEMANN
et al., 2017). Essas alteracdes estimulam o acumulo ectépico de lipidios no coracgao,
o qual esta associado a hipertrofia, disfuncao cardiaca e apoptose (NIEMANN et al.,
2017). Ademais, a literatura indica que o aumento de &cidos graxos tecidual pode
desencadear a formacdo de intermediarios téxicos e derivados de lipidios que
promovem lipotoxicidade, podendo induzir alteracbes nas estruturas celulares,
disfuncdo dos cardiomiécitos e modificagbes na transducdo de sinais e
consequentemente, a morte celular (NIEMANN et al., 2017).

Ainda, juntamente com os transtornos citados, o aumento de &cidos graxos
oxidados, a autoxidacdo da glicose, alteracdo no metabolismo de poliol e
hexosamina, sdo capazes de induzir a disfungcdo mitocondrial, desacoplamento da
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (CTE) e reducdo de ATP, e por
conseguinte, influenciar na producéo e liberacdo de EROs no coracado (NIEMANN et
al.,, 2017; PANTH, PAUDEL, PARAJULI, 2016). Neste contexto, € importante
ressaltar que no individuo obeso, por conta da alta quantidade de mitocdndrias nos
cardiomidcitos e pela necessidade aumentada de suprimento de energia através da
respiracdo mitocondrial, estas sdo as principais fontes de producédo de espécies
reativas de oxigénio nestas células (NIEMANN et al., 2017; PANTH, PAUDEL,
PARAJULI, 2016).

Além disso, na obesidade ainda ha reducdo da capacidade antioxidante e

aumento da atividade de fontes pro-oxidantes como Nox (Nox2 e Nox4),
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lipoxigenase (LOX), cicloxigenase (COX), 6xido nitrico sintase (NOS) e citocromo
P450 no sistema cardiovascular, as quais podem desencadear o estresse oxidativo
no coracdo. De modo que o EO pode promover a disfuncdo contratil, arritmia e
remodelamento cardiaco desadaptativo por meio de hipertrofia e morte celular
(HALL, YANES, LONG, KOCH, 2015; MUNZEL et al., 2017; NIEMANN et al., 2017,
PANTH, PAUDEL, PARAJULLI, 2016).

Desta forma, € de suma importancia que no sistema cardiovascular, as
terapias antioxidantes busquem estancar o dano tecidual, também controlar a
producdo de espécies reativas de oxigénio, de modo a aumentar a
biodisponibilidade do 6xido nitrico, bem como reduzir alteragbes hemodinamicas,
funcionais e teciduais (HALL, YANES, LONG, KOCH, 2015).

2.4 Capsindides

Capsindides refere-se a um grupo de moléculas alcaldides ésteres de alcool
vanilico com acidos graxos (GUPTA et al., 2022). Esses compostos sdo descritos
como capsiato, dihidrocapsiato e nordihidrocapsiato (Figura 1), as quais possuem a
respectiva nomenclatura  quimica  4-hidroxy-3-methoxybenzyl(E)-8-methyl-6-
nonenoate, 4-hydroxy-3-methoxybenzyl-8-methyloctanoate, e  4-hydroxy-3-
methoxypenzyl (DLUDLA et al., 2023). Este grupo possui estrutura analoga a do
grupo dos capsaicindides, o qual é composto por moléculas como capsaicina,
dihidrocapsaicina e nordihidrocapsaicina. A diferenca € que este segundo grupo é
formado por amidas de vanililamina com &cidos graxos de cadeia ramificada
(GUPTA et al., 2022) (Figura 1). Além disso, enquanto as moléculas do grupo dos
capsaicinbdides sao pungentes, os capsindides nao possuem tal caracteristica (<
0,01%) (CANSIAN, 2016; OHYAMA & SUZUKY, 2017; SNITKER et al., 2009).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37764345/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33951968/
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Figura 1. Representacdo esquemética da estrutura dos capsindides.
Fonte: Adaptado de SASAHARA et al., 2010.

Ambos o0s grupos sdo encontrados em espécies de plantas pertencentes ao
género Capsicum, como C. annuum, C. chinense Jacqg., C. frutescens L., C.
baccatum L. e C. pubescens, conhecidas como ‘hot pepper”, “chili pepper”, “bell
pepper”, etc. (DLUDLA et al.,, 2023; GUPTA et al., 2022). Dentre os compostos
citados, a capsaicina é o composto mais presente nestas espécies, também é o
mais estudado.

Reconhecidamente, os capsaicindides - como a capsaicina, dihidrocapsaicina
e nordihidrocapsaicina - possuem atividades como prevenc¢do do balango energético
positivo, reducdo da obesidade, aumento da atividade do sistema nervoso simpatico,
aumento do gasto energético e da oxidacdo de gordura, entre outros beneficios
(SASAHARA et al., 2010). Contudo, sua forte pungéncia limita o uso (GALGANI,
RYAN, RAVUSSIN, 2010). Desta forma, estudos para entender os beneficios a
saude de seus compostos analogos ndo pungentes sao importantes.

Diante desse contexto, 0s capsinbdides tém sido investigados, sendo
principalmente encontrados na variedade “CH-19 Sweet” (Capsicum annum L.),
produzida por melhoramento seletivo da pimenta vermelha (GUPTA et al., 2022;
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SHINTAKU et al.,, 2012). A proporcado do conteudo de capsiato, dihidrocapsiato e
nordihidrocapsiato nesta espécie é de aproximadamente 5: 3: 1. (GUPTA et al.,,
2022; HARAMIZU et al., 2011).

Devido a estrutura quimica, estas moléculas sdo mais instaveis e mais
facilmente degradadas do que os capsaicindides (OHYAMA & SUZUKY, 2017). Por
este motivo, quando consumidas, sdo hidrolisadas & medida que atravessam a
mucosa do trato gastrointestinal, e acabam por ser quase indetectaveis na
circulacao (GUPTA et al., 2022; OHYAMA & SUZUKY, 2017). Desta forma, tem sido
demonstrado que o0s capsindides sdo absorvidos rapidamente no trato
gastrointestinal superior (GUPTA et al., 2022). Em adi¢do, os produtos decorrentes
da sua hidrolise, sdo transportados para o figado, onde sdo formados por exemplo, o
alcool vanilico sulfato e glicuronideo, que sédo as principais formas circulantes dos
capsinoides, que posteriormente sdo excretados na urina e fezes (GUPTA et al.,
2022).

Independentemente da rapida hidrolise, os capsindides conseguem ativar
receptores de potencial transitorio vaniléde tipo 1 (TRPV1) expressos na mucosa
gastrica e nos aferentes vagais no intestino (CANSIAN, 2016; SASAHARA et al.,
2010, SNITKER et al., 2009). O TRPV1 é um receptor que funciona como canal
cationico transmembrana néo seletivo (SASAHARA et al., 2010; SHINTAKU et al.,
2012). E, apesar dos capsindides demonstrarem poténcia de ativacao de cerca de
1/10 da capsaicina, sugere-se que ambos ativam o receptor ligando-se nos mesmos
residuos de aminoéacido (Y511 e S512) na regido citosoélica (SASAHARA et al., 2010;
SHINTAKU et al.,, 2012) (Figura 2). Desta forma, a ativagdo do TRPV1 pelos
capsindides promove aumento principalmente na concentracdo intracelular de Ca®*
livre, ativando neurénios periféricos e estimulando a liberacdo de catecolaminas, os
quais sao responsaveis por parte dos efeitos destes compostos (GUPTA et al., 2022;
SASAHARA et al., 2010; SHINTAKU et al., 2012).
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Figura 2. Representacdo do TRPV1 na bicamada lipidica.
Fonte: Adaptado de MUNJULURI et al., 2022.

Neste contexto, Shintaku e colaboradores (2012) conseguiram verificar a
ativacdo do TRPV1 e o aumento da concentracdo de Ca®" nas células provocados
pela administracdo de capsiato. Em outro estudo elaborado por Sasahara e
colaboradores (2010), a administracdo intravenosa de capsiato e o dihidrocapsiato
foi capaz de ativar o TRPV1, e estimular a secrecdo de adrenalina, bem como da
noradrenalina (SASAHARA et al., 2010).

No tocante aos efeitos provocados pela administracdo de capsindides, o
estudo de Kawabata (2009) verificou que a administracdo intragastrica destes
compostos acarretou maior consumo de oxigénio e oxidacdo de gordura, além da
elevacdo da supressao da oxidacdo de carboidratos em roedores. Em outro estudo
realizado para observar os efeitos do capsiato em roedores, foi possivel verificar
reducdo do acumulo de gordura corporal, principalmente no que diz respeito as
gorduras perirrenal e epididimal (HARAMIZU et al., 2011). O tratamento também foi
capaz de reduzir as concentragdes de glicose, triglicerideos e &acidos graxos nao
esterificados (NEFA) plasmaticos (HARAMIZU et al.,, 2011). Outros efeitos
relevantes destacados, foram o maior consumo de oxigénio e a maior oxidacédo de
gordura no grupo tratado com capsiato em comparacdo aos grupos controle e
tratado com restricdo caldrica, sugerindo que a suplementacdo com capsiato pode

ser uma estratégia mais assertiva para a reducado da massa corporal e controle de
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comorbidades associada a obesidade (HARAMIZU et al., 2011).

Para além disso, Cansian (2016) conseguiu observar que o tratamento de
animais com capsinoides por um periodo de seis semanas foi capaz de reduzir a
glicemia, diminuir a gordura epididimal, e a insulina, além de reduzir os valores dos
indices HOMA-IR e HOMA-B. Em outro estudo foi verificado que, o tratamento com
capsinoides por 12 semanas, promoveu menor massa corporal e massa gorda nos
animais tratados (HONG, XIA, XIANGYING, QUAN, 2015). Ainda, o tratamento
aumentou a expressao de proteinas importantes para o metabolismo lipidico, como
a hidroximetilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase) e o transportador de
glicose GLUT4, tanto no figado como no tecido adiposo, sugerindo que o0s
capsinbides podem promover regulacdo positiva do metabolismo lipidico, podendo
aumentar a sintese de colesterol, a absorcdo e ativacdo da oxidacdo de acidos
graxos (HONG, XIA, XIANGYING, QUAN, 2015). Estes dados foram apoiados pelos
achados histolégicos, que no grupo tratado apresentou acumulo reduzido de gordura
nos adipécitos (HONG, XIA, XIANGYING, QUAN, 2015).

Por fim, a suplementagcdo com capsindides se mostrou eficaz também para
reduzir os efeitos do envelhecimento em roedores. Em estudo com roedores idosos,
a suplementacdo de dihidrocapsiato inibiu o ganho de massa e o acumulo de
gordura corporal associado a idade, bem como suprimiu a hipertrofia dos adipécitos
e a esteatose hepéatica. Além disso, o tratamento com dihidrocapsiato suprimiu a
regulacdo génica relacionada a inflamacédo e danos hepaticos associados a idade e
a expressdo de genes de marcadores inflamatérios. Os autores também observaram
diminuicdo do 8-hidroxiguanosina (8-OHdG), um marcador de dano oxidativo em
proteinas e DNA, indicando reducao do dano oxidativo decorrente da idade. Ainda, o
dihidrocapsiato foi capaz de restaurar os niveis da expressdo génica de enzimas
antioxidantes (OHYAMA & SUZUKY, 2017).
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral
Investigar os efeitos da administracdo crénica de capsindides sobre o
remodelamento e biomarcadores do estresse oxidativo no coracdo de ratos com

obesidade induzidos por dieta hiperlipidica.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Ratos Wistar machos (n = 44), provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) com 30 dias de vida, foram mantidos
em gaiolas de polipropileno individuais forradas com maravalha de Pinus esterilizada
e alocados em ambiente controlado, em temperatura ambiente (24 £ 2 °C), umidade
controlada (55 + 5%) e ciclo de iluminacéo invertido (12/12h).

Os procedimentos realizados e protocolo experimental foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Espirito
Santo sob protocolo 08/2022 (ANEXO A), sendo executados de acordo com as
recomendacdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA, 2016).

4.2 Protocolo experimental

O protocolo teve duracdo de 27 semanas consecutivas, sendo dividido em 2
momentos: 1) periodo de exposicdo as dietas experimentais, que compreendeu 0s
momentos de indugdo e manutencdo da obesidade (19 semanas) e; 2) periodo de
tratamento com capsinodides (8 semanas) (Figura 3).

Inicialmente, apdés 7 dias de aclimatacdo no Laboratério de Fisiologia e
Bioquimica Experimental (LAFIBE) com dieta padrdo (Nuvilab CR), os ratos foram
randomizados em dois grupos de acordo com o tipo de alimentacédo ofertada: DP
(dieta padréo normocalérica) e DH (dieta hiperlipidica) (Figura 3). Ap6s o periodo de
exposicao as dietas experimentais, 0 momento inicial da obesidade ocorreu quando
o grupo DH apresentou aumento significativo da massa corporal em relacdo ao DP.
A partir deste momento o grupo DP passou a ser denominado como C (grupo
controle) e o grupo DH como Ob (grupo obeso). Apés essa definicao, trés semanas
foram utilizadas para manutencdo da obesidade dos animais, completando, um
periodo de 19 semanas. Assim, ao final da 192 semana do protocolo experimental,
os ratos foram redistribuidos por randomizacao estratificada em 4 diferentes grupos
guanto a auséncia e/ou presenca do tratamento com capsinéides: grupo controle (C:
racdo padrdo; sem capsindides), controle suplementado com capsinoides (CCap:
ragdo padrdo com capsinodides), obeso (Ob: racdo hiperlipidica; sem capsindides) e

obeso suplementado com capsindides (ObCap: ragdo hiperlipidica com
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capsinoides). Entretanto, considerando que o objetivo do presente estudo foi apenas
avaliar os efeitos do tratamento com capsindiodes na obesidade, os ratos que
compuseram o grupo CCap foram descartados do presente estudo, sendo utilizados
em outros projetos do laboratorio (Figura 3).

Durante todo o protocolo experimental, foi ofertado diariamente 40 g de racao
e agua ad libitum. Assim, a ingestdo alimentar dos grupos pdde ser acompanhada
por meio da diferenca entre a quantidade de racdo ofertada no dia anterior e a
consumida. Estes valores multiplicados pela densidade energética das dietas
também foram importantes para estimar o consumo calérico diario (KOCH et. al.,
2014) e a eficiéencia alimentar (EA), utilizada para analisar a capacidade de
conversdo da energia alimentar consumida em massa corporal. A EA foi mensurada
a partir da seguinte formula: [EA = ganho total de massa corporal dos animais (g) /
energia total ingerida (kcal)] (IRVING et. al., 2009; KIM et al., 2000).

Ao final do periodo de exposicdo crénica ao tratamento foram realizadas as
analises in vivo nos ratos C, Ob e ObCap, e ap0s a eutanasia, foram coletadas

amostras de sangue e realizadas as analises post mortem nestes grupos (Figura 1).
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Figura 3. Representacdo esquematica do protocolo experimental.
Fonte: Autor.

4.3 Composicao nutricional das dietas

A dieta padrdo para roedores foi baseada nas recomendacgdes AIN 93, sendo
composta pelos seguintes ingredientes: amido de milho, caseina, amido
dextrinizado, sacarose, 6leo de soja, celulose microcristalina, L-cistina, BHT,
bitartarato de colina, mix mineral e mix vitaminico (QUADRO 1). Tal dieta foi

composta por 9,45 % de lipideos, 75,66 % de carboidratos e 14,89 % de proteinas
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(Pragsolucdes biociéncias ®, Sao Paulo, Brasil) (QUADRO 2).

A dieta com caracteristica hiperlipidica também foi baseada nas
recomendacdes AIN 93, contudo em sua composi¢cdo foi adicionada a banha de
porco, e sua propor¢cdo de macronutrientes consequentemente foi alterada. Deste
modo, 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
dieta foi composta por 45,33 % de lipideos, 40,29 % de carboidratos e 14,38 % de
proteinas (Pragsolugdes biociéncias ®, Sao Paulo, Brasil) (QUADRO 2).

Quadro 1 - Composicao das dietas

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

To | 1000 | 1000
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Quadro 2 - Distribuicdo percentual de macronutrientes e densidade cal6rica

MACRONUTRIENTES DIETA PADRAO DIETA HIPERLIPIDICA
SATURADA
Proteina (%) 14,89 14,38
Lipidios (%) 9,45 45,33
Carboidratos (%) 75,66 40,29
‘Densidade Caldrica (Kcallg) | 381 | 482

4.4 Administracéo de capsindides

A literatura aponta que, para verificar o efeito antiobesidade de capsinoides e
capsaicinbdides em ratos, € necessaria a utilizacdo da dose minima de 10 mg/kg da
massa corporal (OKUMURA et al., 2012).

Assim, considerando a dosagem minima e o fator de correcdo do produto,
este experimento foi construido para que os animais do grupo ObCap recebessem
por gavagem orogastrica, 25 mg/kg/dia de capsinoides (Cap; Infinity Pharma, Brasil)
diluidos em 1 mL/kg de agua, durante 8 semanas. Semelhantemente, os grupos C e

Ob receberam gavagem de 1 mL/kg de dgua durante o mesmo periodo.

4.5 Eutanésia

Ao final do protocolo experimental, os animais foram submetidos a jejum de
6h, sendo apods este periodo, heparinizados (2000 Ul; ip; Hepamax-S ®, Blau
Farmacéutica S.A., Cotia, Sdo Paulo, Brasil) (Dantas et al., 2022). Posteriormente,
foram anestesiados intraperitonealmente com solugdo contendo cloridrato de
ketamina (90 mg/kg; Dopalen ®, Sespo Industria e Comércio Ltda - Divisdo
Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg; Anasedan
®, Sespo Industria e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo)
(UNIFESP, 2019). Quando nao verificado o plano anestésico do animal, uma dose
anestésica letal foi aplicada, baseando-se na seguinte formula: {{massa corporal do
rato (kg) x dose do anestésico (mg/kg)] / concentracdo do anestésico (mg/mL)} x 3
(UNIFESP, 2019).

Em seguida, foi realizada a toracotomia mediana para coleta e analise dos

tecidos adiposos epididimal, retroperitoneal e visceral, bem como o coracdo. O
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ventriculo esquerdo (VE) também foi separado e apos a pesagem, foi armazenado a
- 80 °C para andlises posteriores. Ademais, amostras de sangue foram coletadas e

armazenadas a - 80 °C.

4.6 Avaliagcéo da composic¢ao corporal

Para avaliagcdo da composicédo corporal e caracterizacdo da obesidade nos
roedores foram analisados os valores de massa, gordura e indice de adiposidade
corporal (IAC).

Para tal, durante o protocolo experimental, semanalmente foi aferida a massa
corporal dos animais, utilizando balanca digital Mettler ® modelo Spider 2 (Toledo do
Brasil Industria de Balancas Ltda., Sdo Bernardo do Campo, Séo Paulo, Brasil). Em
relacdo a quantidade de gordura corporal, a mesma foi determinada por meio da
somatéria dos depdsitos de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral. Por fim, o
IAC dos animais foi calculado por meio da utilizacdo da seguinte férmula: [IAC =
guantidade de gordura corporal/massa corporal final x 100] (ROLLS & SHIDE, 1992;
TAYLOR & PHILLIPS, 1996).

4.7 Comorbidades

Considerando que a obesidade esta associada ao diabetes mellitus tipo 2
(DM2) e outras complicacBes cardiometabdlicas, este estudo verificou parametros
relacionados ao metabolismo de glicose, perfil lipidico e resisténcia a insulina
(ABESO, 2019).

4.7.1 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

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 tal, permaneceram em jejum durante 6h, para analise dos niveis
glicémicos em condicbes basais e ap0s sobrecarga de glicose (50%; ip; Sigma-
Aldrich, ® St Louis, MO, USA) (MENDES et al., 2022). Assim, foram coletadas
amostras sanguineas da cauda dos animais nos momentos 0, 30, 60, 90 e 120
minutos da infusdo. As amostras sanguineas foram avaliadas por um glicosimetro
portatil Accu-Chek Go Kit (Roche Diagnostic Brazil Ltda., S&o Paulo, Brasil). A
avaliacdo da tolerancia a glicose foi realizada pela area sob a curva (AUC) para

glicose.
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4.7.2 Perfil lipidico

Os animais foram submetidos a 6h de jejum e apds a 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,
Sdo Paulo, Brasil) para posterior avaliagdo. As concentracfes séricas de
triglicerideos (TG), colesterol total (CT) e lipoproteinas de alta densidade (HDL) e
baixa densidade (LDL) foram determinadas utilizando kits especificos (Bioclin
Bioquimica ®, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil e Synermed do Brasil Ltda., S&o
Paulo, Brasil) e analisadas por equipamento automatizado BS-200 (Mindray do

Brasil - Comércio e Distribuicdo de Equipamentos Médicos Ltda., Sdo Paulo, Brasil).

4.7.3 Indice HOMA-IR

O indice HOMA-IR é utilizado para verificar a homeostase da resisténcia
sistémica a insulina. Esse indice é baseado nas concentracdes de glicemia e
insulina sérica de jejum. Deste modo, foi calculado com o auxilio da seguinte
férmula: [concentracdo de insulina de jejum (pU/mL) x glicemia de jejum (mmol/L) /
22,5] (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019).

4.7.4 indice HOMA-B

O indice HOMA-B ¢é utilizado para verificar a fungdo das células B -
pancreéticas, sendo também baseado nas concentracdes de insulina sérica e
glicemia de jejum. O calculo desse indice foi realizado da seguinte forma: [20 X
insulina de jejum (ulU/ml)/glicemia de jejum (mmol/ml) — 3,5] (SONG et al., 2007).

4.7.5 indice TyG

O indice triglicerideos-glicose (indice TyG) € outro indicador para resisténcia a
insulina, o qual leva em consideracdo as concentracdes de glicose e triglicérides
séricos. Esse indice foi determinado por meio da seguinte férmula: [Ln (glicemia de
jejum (mg/dL) x triglicérides de jejum (mg/dL)) / 2] (ZHANG et al., 2017).
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4.8 Caracterizacdo hormonal

As concentracbes séricas de insulina (Elabscience Biotechnology, USA),
leptina (R&D Systems, USA), adiponectina (Elabscience Biotechnology, USA) e
glucagon (R&D Systems, USA) foram determinadas utilizando kits especificos pelo
método ELISA com auxilio de leitor de microplaca (Biochrom EZ Read 800 Plus,
Holliston, MA, USA).

4.9 Caracterizacao cardiaca

4.9.1 Remodelamento cardiaco

O processo de remodelacdo cardiaca foi avaliado por meio da analise da
massa total do coracdo, ventriculo esquerdo (VE) e suas relacbes com o
comprimento da tibia (YIN et al., 1982). Para isso, durante a eutanasia, o coracao e
as camaras cardiacas foram pesados em balanca digital Mettler ® modelo Spider 2
(Toledo do Brasil Industria de Balancas Ltda., Sdo Bernardo do Campo, Sao Paulo,
Brasil). Além disso, a tibia foi removida e limpa dos tecidos moles que a circundam
para mensuragdo do comprimento com auxilio de um paquimetro (ZAAS Precision —

Amatools Comercial Importadora Ltda.).

4.9.2 Dano cardiaco

A concentracdo de troponina | foi determinada utilizando kit especifico pelo
método ELISA (AFG Scientific, USA) com auxilio de leitor de microplaca (Biochrom
EZ Read 800 Plus, Holliston, MA, USA).

4.9.3 Biomarcadores do estresse oxidativo no coracao

Os biomarcadores do estresse oxidativo cardiaco foram verificados em
fragmentos do VE. A atividade de enzimas antioxidantes e a capacidade
antioxidante tecidual foram determinadas, bem como a peroxidacdo lipidica,

carbonilac@o de proteinas, e produtos da oxidagdo avancada de proteinas.

4.9.3.1 Preparo dos homogenatos
Fragmentos de tecido cardiaco foram homogeneizados em tampao fosfato de
sédio (PBS) na propor¢cdo de 1:10 e transferidos para tubos eppendorf.

Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm a 4 °C por 10 minutos e
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0 sobrenadante foi retirado. Os homogenatos foram mantidos em gelo durante o

uso.

4.9.3.2 Dosagem de proteinas pelo método de Bradford

Aliguotas dos homogenatos foram diluidas novamente em agua destilada na
propor¢cdo de 1:20. Para as analises, nos poc¢os da microplaca foi construida uma
curva padréo utilizando BSA. Nos outros pocos foram adicionados os homogenatos
de cada animal juntamente com o Bradford. A analise foi feita em triplicata, sendo a
leitura realizada a 595 nm no leitor de microplacas Spectra Max 190 (Molecular
Devices ®, Sunnyvale, CA, USA).

4.9.3.3 Determinacgéo da peroxidacao lipidica

A determinacdo da peroxidacdo foi realizada pelo método das substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), onde sédo quantificadas as concentracdes
de malondialdeido (MDA), importante produto da peroxidacéo lipidica. Para isso, foi
preparada ao abrigo da luz, 100 ml de solugdo de trabalho contendo &cido
tiobarbittrico (TBA), acido tricloroacético 2M (TCA), acido cloridrico (HCL) e agua
destilada. Para as analises, foram homogeneizados 200 uL de homogenato do
tecido cardiaco com 500 pL de solugdo de trabalho em centrifuga a 3500 rpm por 10
minutos a 25°C (Eppendorf ® Centrifugue 5804-R, Hamburgo, Germany). Os
sobrenadantes foram coletados e levados a fervura (100°C) durante 45 min. Entdo
200 pL de cada sobrenadante foi colocado em microplaca para leitura a 532 nm e
600 nm no leitor Spectra Max 190 (Molecular Devices ®, Sunnyvale, CA, USA). A
concentracdo de MDA foi obtida pelo valor de delta referente a diferenca entre a

absorbancia em 600 nm e 535 nm.

4.9.3.4 Determinacéo dos produtos da oxidacdo avancada de proteinas

Foi preparada, ao abrigo de luz, uma curva de calibracdo com cloramina em
uma microplaca. Entdo os homogenatos, do tecido cardiaco, foram colocados nos
pocos da microplaca juntamente com iodeto de potassio (1,16 M) e acido acético

glacial. A leitura foi realizada a 340 nm.

4.9.3.5 Determinacgéo da carbonilacdo de proteinas

A determinacédo da carbonilacdo de proteinas (CBO) foi mensurada por meio
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da utilizagdo do derivatizador 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) e deteccédo
espectrofotométrica de proteinas modificadas pelo processo de carbonilagédo
(MESQUITA et. al, 2014). Para tal, foram preparadas duas solu¢des, uma contendo
DNPH e HCL (2M), e outra com NaOH e agua destilada. Aléem disso, cada
homogenato foi diluido novamente em PBS na propor¢édo de 1:10. Para as analises,
foram utilizados 100 yL do homogenato diluido para 100 yL do DNPH (10 M). As
amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente, depois foram
adicionados 50 yL de NaOH (6 M), de modo que as amostras permaneceram por
mais 10 minutos & temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A leitura foi realizada a
450 nm em leitor de microplacas Spectra Max 190 (Molecular Devices ®, Sunnyvale,
CA, USA), sendo o resultado obtido por meio do seguinte célculo: [(abs. da amostra /
22000) x 1000000] / abs. da proteina.

4.9.3.6 Determinacéo da capacidade antioxidante

A determinacdo da capacidade antioxidante do tecido cardiaco foi
determinada por meio da técnica do FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Powder),
que leva em consideracdo a capacidade antioxidante para reduzir o ferro férrico.
Para tal, foram preparadas 4 solucbes: TPTZ, tampao acetato, solugdo padréo de
FeSO, e solugcao de cloreto de ferro. A solucéo padréo de FeSO, foi utilizada para
preparar a curva padréo. As outras solucdes foram utilizadas como reagentes de
FRAP tanto na curva padrdo, quanto nos homogenatos. A leitura foi realizada em

594 nm ap6s 30 min de espera.

4.9.3.7 Determinacéo da atividade enzimatica antioxidante

Para a realizacdo das técnicas, as amostras foram preparadas e
homogeneizadas na propor¢ao 1:10 em tampéo fosfato de sddio (20 mM) contendo
KCI (140 mM a pH 7,4). Apos, o homogenato foi centrifugado a 3500 rpm por 10 min
a4°C.

Para analise da atividade da Catalase, as amostras foram diluidas na
proporcao de 10:1 em solucdo Triton 10%. Esta preparacao ficou em gelo durante
15 min para liberacdo da catalase. Depois, foi adicionado tampéao fosfato de potassio
10 mM (pH 7,0) em temperatura ambiente. Assim, as amostras puderam ser
pipetadas na microplaca. Em seguida foi adicionado o meio com peroxido de

hidrogénio. Apos 2 min foi realizada a leitura a 240 nm durante 3'30” com leitura de
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30 em 30 segundos.

Para a realizacdo da atividade da enzima Superoxido Dismutase, foi
preparado tampéao glicina (pH 10,2) em banho maria a 32 °C. Em seguida, na
microplaca foram adicionadas as amostras, o tampéo glicina e catalase. Apds, foi
adicionada solugdo com adrenalina e HCL PA nos pogos. Imediatamente apos, foi
feita leitura a 412 nm durante 20 min com leitura de 40 em 40 segundos.

4.10 Analise estatistica

A distribuicAo dos dados foi realizada pelo teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Os resultados foram expressos pela média + desvio padréo.
As comparacfes entre os grupos DP vs. DH, C vs. Ob e Ob vs. ObCap foram
realizadas por meio do teste t de Student para amostras independentes. Entretanto,
para andlise de evolucdo da massa corporal e o teste de tolerancia a glicose no
periodo de exposicdo as dietas experimentais foi utilizada analise de variancia
(ANOVA) two-way para amostras independentes complementada com teste post hoc
de Bonferroni. Para o0 acompanhamento da massa corporal e teste de tolerancia a
glicose durante o periodo de tratamento com capsinoides foi utilizada ANOVA two-
way para amostras independentes complementada com teste post hoc de Tukey. O
nivel de significancia adotado foi 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 Exposicéo as dietas experimentais

5.1.1 Evolucao da massa corporal

A Figura 4 demonstra a evolugdo da massa corporal durante o periodo de
exposicdo as dietas experimentais. Durante as 15 semanas iniciais ndo houve
diferenca na massa corporal entre os grupos DP e DH. Contudo, a partir da 162
semana, o grupo DH apresentou massa corporal significativamente maior ao grupo
DP, indicando o momento inicial e de caracterizagdo da obesidade; o momento
compreendido entre 162 e 192 semana foi denominado periodo de manutencdo da
obesidade. Neste momento também, o grupo submetido a dieta padrédo (DP) passou
a ser denominado como grupo Controle (C) e o grupo submetido a dieta hiperlipidica

denominado como grupo Obeso (Ob), respectivamente.
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Figura 4. Evolugdo da massa corporal durante o periodo de exposicéo as dietas
experimentais. Grupos DP: dieta padrdo (n = 17); DH: dieta hiperlipidica (n = 27).
ApOs o inicio e caracterizagcdo da obesidade: Grupos C: controle (n = 17), Ob:
obeso (n = 27). Valores expressos como média + desvio padrao. ANOVA two-way
para amostras independentes complementada com teste post hoc de Bonferroni -
*p <0,05Obvs. C.
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5.1.2 Perfil nutricional e caracteristicas gerais

Considerando o perfil nutricional, os resultados mostram que o grupo DH
obteve menor ingestdo alimentar (-14,5%) durante o periodo de exposicéo as dietas
(15 semanas). Contudo, devido a maior densidade energética da dieta hiperlipidica,
esse grupo apresentou maior consumo calérico (+ 8%). Apesar destes achados, ndo
houve diferenca estatistica para a eficiéncia alimentar, indicando que, neste
momento de exposicdo as dietas, a conversao de energia ingerida em massa
corporal foi similar entre os grupos (Tabela 1).

A massa corporal inicial (MCI) dos grupos DP e DH néo diferiu no periodo de
exposicdo as dietas, o que é esperado, pois ainda ndo haviam sidos submetidos a
qualquer intervencdo. Contudo, ao final da 152 semana, os resultados mostram que
a massa corporal final (MCF) (+ 8,5%) e o ganho de massa corporal (+ 11,8%) 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 exposi¢ao
as dietas.

Grupos
Variaveis
DP DH

Ingestdo alimentar (g/dia) 21,3+2,3 18,2 £ 2,2*
Consumo calorico (kcal/dia) 81,2+8,8 87,7 £10,4*
Eficiéncia alimentar (%) 4,76 + 0,32 4,93 +0,34

MCI (g) 148 + 18 147 + 17
MCF (g) 554 + 56 601 + 71*
Ganho de massa corporal (g) 406 £ 52 454 + 69*

MCI: massa corporal inicial. MCF: massa corporal final. Grupos DP: dieta padrdo (n = 17); DH: dieta
hiperlipidica (n = 27). Valores expressos como meédia + desvio padréo. Teste t de Student para
amostras independentes - p <0,05 DH vs. DP.
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5.2 Manutencao da obesidade

5.2.1 Perfil nutricional e caracteristicas gerais

Na Tabela 2 estd sumarizado o perfil nutricional e caracteristicas gerais dos
grupos C e Ob durante o periodo de manutencdo da obesidade (semana 16 a 19).
No que tange ao perfil nutricional, a Unica diferenca observada foi em relacdo a
ingestdo alimentar no grupo Ob, sendo observado menor valor neste grupo em
relacdo ao C (- 16,9%). No entanto, o consumo calérico no grupo Ob foi semelhante
ao do grupo C devido ao maior aporte caldrico proveniente da dieta. Em adi¢édo, ndo
houve diferenca significativa entre os grupos quando observada a eficiéncia
alimentar.

Ainda, conforme o recorte realizado no periodo de indu¢cdo da obesidade na
162 semana, os resultados apontam que a MCI do periodo de manutencdo da
obesidade foi superior no grupo Ob (+ 8,4%) em relacdo ao C, sendo o mesmo
comportamento observado para a massa corporal final (+ 10%; Ob > C). O ganho de
massa corporal durante o periodo de manutencdo da obesidade permaneceu
inalterado, desde que os valores para esse parametro foram similares entre os

grupos C e Ob.

Tabela 2. Perfil nutricional e caracteristicas gerais durante a fase de manutencéo da
obesidade.

Grupos
Variaveis
C Ob

Ingestdo alimentar (g/dia) 20,7+2,2 17,2+ 1,9*

Consumo calorico (kcal/dia) 78,9+8,6 83,1+9,3
Eficiéncia alimentar (%) -0,13 £ 0,67 0,22 +0,84

MCI (g) 554 + 56 601 + 71*

MCF (g) 551 + 53 606 + 67*
Ganho de massa corporal (g) -2,68 £ 14,13 4,39 +17,60

MCI: massa corporal inicial. MCF: massa corporal final. Grupos C: controle (n = 17); Ob: obeso (n =
27). Valores expressos como média + desvio padrdo. Teste t de Student para amostras
independentes - p <0,05 Ob vs. C.
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5.2.2 Teste de tolerancia a glicose

A Figura 5 ilustra os niveis de glicemia detectados durante o teste de
tolerancia a glicose (GTT) na fase de manutencéo da obesidade. Foram observados
valores superiores de glicemia nos ratos Ob em comparacédo aos C nos momentos
basal (tempo 0) e apds a administracdo da sobrecarga glicémica (30, 90 e 120)
(Figura 5A). Esses achados refletiram em uma area sob a curva (AUC) superior no
grupo Ob (+ 26,5%), indicando alteracdo no metabolismo da glicose induzida pela
obesidade (Figura 5B).
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Figura 5. Glicemia analisada no periodo de manutencéo da obesidade. AUC: area sob a curva.
Grupos C: controle (n = 6); Ob: obeso (n = 18). Valores expressos como média + desvio padrao.
(A) Teste de tolerdncia a glicose (GTT) - ANOVA two-way para amostras independentes
complementada com teste post hoc de Bonferroni - * p <0,05 vs. C. (B) Area sob a curva (AUC)
para a glicose durante o GTT - Teste t de Student para amostras independentes - * p <0,05 Ob
vs. C.

5.3 Exposic¢éo ao tratamento com capsindides

5.3.1 Perfil nutricional e caracteristicas gerais

Em relacdo a ingestdo alimentar durante o tratamento com capsindides, 0s
resultados indicam que o grupo C apresentou maior ingestdao alimentar em
comparacao com o grupo Ob (+ 28,5%), e que os valores encontrados para esse
parametro foram similares entre os grupos Ob e ObCap. Contudo, apesar do maior
aporte calérico na dieta hiperlipidica nos grupos obesos, ndo foram observadas
diferencas entre C e Ob quando analisados o consumo calérico e a eficiéncia
alimentar, respectivamente. Ademais, para tais parametros o grupo ObCap néo
apresentou comportamento diferente do grupo Ob.
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No tocante aos parametros relacionados a massa corporal durante o periodo
de tratamento com capsindides, os resultados mostram que o grupo Ob apresentou
maiores valores de MCI em relacdo ao C (+ 9%) no inicio do tratamento, mas sem
diferenca em relacéo ao grupo ObCap. Entretanto, ao final do protocolo experimental
(semana 27), a massa corporal final (MCF) do grupo Ob foi similar em relagcdo aos
grupos C (p = 0,056) e ObCap (p = 0,098). Esse achado € reforcado quando
verificamos que ndo houve diferenca no ganho de massa corporal entre o grupo Ob

e 0s demais grupos no periodo do tratamento com capsinoides (Tabela 3).

Tabela 3. Perfil nutricional e caracteristicas gerais durante o tratamento com
capsinoides.

Grupos
Variaveis

C Ob ObCap

Ingestéo alimentar (g/dia) 194+24 15,1+ 1,5* 153+£2,2
Consumo caldrico (kcal/dia) 74,1+9,1 728+7,3 73,6 £10,7
Eficiéncia alimentar (%) -0,04 £ 0,74 -0,29 £ 0,96 0,08 +£0,91

MCI (g) 544 + 50 593 + 51* 618 £ 79

MCF (g) 543 + 43 583 + 51 623 + 69

Ganho de massa corporal (g) -0,94 £ 31,71 -9,89 + 36,89 5,54 £+ 40,67

MCI: massa corporal inicial. MCF: massa corporal final. Grupos C: controle (n = 11); Ob: obeso (n =
13); ObCap: obeso tratado com capsinoides (n = 14). Valores expressos como média + desvio

padrdo. Teste t de Student para amostras independentes - p <0,05 Ob vs. C.

Considerando a analise dos depédsitos de gordura corporal, os resultados
indicam que o grupo Ob apresentou valores elevados para todos os parametros em
relacdo ao grupo C, de modo que a obesidade induziu aumento 39,8% na gordura
epididimal, 71,6% na gordura visceral, 63,5% na gordura retroperitoneal e 54,6% na
gordura corporal total. Em contrapartida, o grupo ObCap apresentou valores mais
elevados de gordura epididimal (+ 15,5%), retroperitoneal (+ 34,5%) e gordura
corporal total (+ 23,5%) em relacdo ao grupo Ob, respectivamente. Quando esses

valores de gordura corporal total foram normalizados pela massa corporal, o indice
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de adiposidade corporal (IAC) indicou diferenca estatistica entre C e Ob, com
aumento de 43% nesse indice no grupo Ob. Contudo, ndo foi encontrada diferenga
entre Ob e ObCap para o indice de adiposidade (p = 0,0598) (Tabela 4).

Tabela 4. Adiposidade ap0s o tratamento com capsinoides.

Grupos
Variaveis

C Ob ObCap
Gordura epididimal () 8,30 + 1,85 11,6 +1,8 13,4 + 25"

Gordura visceral (g) 6,82 + 1,66 11,7 +2,3 13,2+2,7
Gordura retroperitoneal () 12,6 +1,6 20,6 +4,8 27,7 +9,7"

Gordura corporal total (g) 28,4+ 3,4 439+79 54,2 + 14,0"

IAC (%) 5,26 + 0,74 752 +1,11 8,67 + 1,83

Grupos C: controle (n = 11); Ob: obeso (n = 13); ObCap: obeso tratado com capsindides (n = 14).
IAC: indice de adiposidade corporal. Valores expressos como média + desvio padrdo. Teste t de

Student para amostras independentes - p <0,05 Ob vs. C, # p <0,05 ObCap vs. Ob.

5.3.2 Perfil hormonal

A Figura 6 ilustra o perfil hormonal pés-tratamento nos grupos. Os resultados
mostram que houve elevagdo nos niveis de leptina no grupo Ob (+ 60,5%) em
comparacao ao C, mas nao houve diferenca entre Ob e ObCap (Figura 6A). Além
disso, ndo houve diferenca nos niveis de glucagon e adiponectina entre o grupo

obeso e os demais grupos (Figura 6B e 6C).
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Figura 6. Perfil hormonal pés-tratamento com capsindides. Grupos C: controle; Ob:
obeso; ObCap: obeso tratado com capsindides. Valores expressos como média *
desvio padrdo. (A) Leptina (C: n=7; Ob: n =7; ObCap: n =7) - Teste t de Student para
amostras independentes - * p <0,05 Ob vs. C. (B) Glucagon (C: n = 7; Ob: n = 6;
ObCap: n = 7) - Teste t de Student para amostras independentes. (C) Adiponectina (C:
n=7;0b:n=6; ObCap: n=7) - Teste t de Student para amostras independentes.

5.3.3 Perfil lipidico

Quando verificado o perfil lipidico a fim de determinar a presenca de
comorbidades induzidas pela obesidade e o efeito do tratamento com capsindides
nos roedores, os resultados mostram que o grupo Ob apresentou valores
aumentados de colesterol em relacdo aos grupos C (+ 69,3%) e ObCap (+ 23%),
respectivamente. Apesar disso, os resultados indicam que nao houve diferenca
estatistica para os triglicerideos em comparacdo com o grupo ObCap (p = 0,053).

Para as demais variaveis do perfil lipidico, o grupo Ob apresentou valores similares
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aos grupos C e ODbCap, respectivamente. Estes resultados indicam
hipercolesterolemia isolada no grupo Ob e reforcam que o tratamento com

capsindides no grupo ObCap foi capaz de reduzir este parametro (Tabela 5).

Tabela 5. Perfil lipidico apos o tratamento

Grupos
Variaveis
C Ob ObCap
Colesterol (mg/dL) 41,8+9,0 70,8 + 6,8* 57,5+ 18,2"
Triglicerideos (mg/dL) 255+9,2 32,1+17,1 195+6,4
HDL (mg/dL) 159+3,3 18,2+ 3,3 17,5+5,3
LDL (mg/dL) 149 +54 13,1 +2,7 12,9 +3,3

HDL.: lipoproteina de alta densidade. LDL: lipoproteina de baixa densidade. Grupos C: controle (n =
9); Ob: obeso (n = 9); ObCap: obeso tratado com capsindides (n = 9). Valores expressos como

média + desvio padrdo. Teste t de Student para amostras independentes - p <0,05 Ob vs. C; #
p<0,05 ObCap vs Ob.

5.3.4 Homeostase da glicose e insulina

A Figura 7 demonstra a avaliagdo da homeostase da glicose e da insulina
apos o periodo de tratamento com capsindides. No teste GTT realizado, foi
observado que no momento basal, o grupo ObCap apresentou valores superiores de
glicemia quando comparado ao grupo Ob. No entanto, ndo foram observadas
diferencas entre os grupos C e Ob no mesmo momento (Figura 7A). Apls a
sobrecarga glicémica, os resultados apontam que néo houve alteracdes nos valores
glicémicos entre os grupos. Resultado reforcado quando avaliada a AUC da glicemia
pés-tratamento (p > 0,05) (Figura 7B).

Considerando os niveis de insulina, os resultados mostram maiores valores
no grupo Ob em comparacdo ao C (+ 128%), entretanto, sem diferenca entre os
grupos obesos (Figura 7C). O mesmo comportamento € observado em relacdo ao
indice HOMA-IR, no qual o grupo Ob apresentou valores 144% mais altos do que o
grupo C, mas sem diferir do grupo ObCap, indicando uma possivel resisténcia a
insulina nos grupos obesos (Figura 7D). Os valores de HOMA-B, mostrando maior

valor para o grupo Ob (+ 111,5%) em comparacéo ao C, e valores semelhantes para



49

ObCap também reforcam essa alteracdo (Figura 7E). Por fim, ndo houve diferenca

entre os grupos quando avaliado o indice TyG (Figura 7F).
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Figura 7. Avaliagdo da homeostase da glicose e da insulina apds tratamento com
capsinoides. GTT: Teste de tolerancia a glicose. AUC: area sob a curva. Grupos C: controle;
Ob: obeso; ObCap: obeso tratado com capsindides. Valores expressos como média + desvio
padrdo. (A) Teste de tolerancia a glicose (GTT) - ANOVA two-way complementada com teste
post hoc de Tukey (C: n =6, Ob: n =8, ObCap: n = 10) - # p <0,05 ObCap vs. Ob. (B) Area
sob a curva (AUC) da glicose durante o GTT - Teste t de Sudent para amostras
independentes (C: n = 6, Ob: n = 8, ObCap: n = 10). (C) Insulina - Teste t de Sudent para
amostras independentes (C: n =5, Ob: n =7, ObCap: n =5) - * p <0,05 Ob vs. C. (D) HOMA-
IR - Teste t de Student para amostras independentes (C: n=5,0b: n=7,ObCap: n=5) -*p
<0,05 Ob vs. C. (E) HOMA-B - Teste t de Student para amostras independentes (C: n =5, Ob:
n=7, ObCap: n =5) - *p <0,05 Ob vs. C. (F) indice TyG - Teste t de Student para amostras
independentes (C: n =7, Ob: n =7, ObCap: n=7).

5.3.5 Remodelamento cardiaco

Os resultados mostram que o grupo Ob apresentou elevacdo da massa do

coracao em relacéo ao C (+ 17,8%) (Figura 8A). Entretanto, apds normalizacao pelo



50

comprimento da tibia, esta diferenga (C vs Ob; p = 0,08) ndo foi mantida (Figura 8C).
Para tais parametros, ndo houve diferenca entre os grupos Ob e ObCap (Figura 8A
e 8C). Considerando os valores de ventriculo esquerdo (VE), o grupo Ob apresentou
maior massa de VE (+ 37,2%) em comparacdo ao grupo C, sem diferenca estatistica
com o ObCap (Figura 8B). Em contrapartida, ap0s a corre¢cdo da massa do VE pelo
comprimento da tibia, os resultados mostram que o Ob ndo apresentou diferenca
para esse parametro em relacdo ao C (p = 0,056) (Figura 8D). Destaca-se ainda que
nao houve diferenca significativa entre os grupos em relacdo ao comprimento da

tibia (dados ndo mostrados).
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Figura 8. Efeito do tratamento com capsindides sobre a morfologia cardiaca. VE =
ventriculo esquerdo. Grupos C: controle (n = 5); Ob: obeso (n = 6); ObCap: obeso
tratado com capsindides (n = 7). Valores expressos como média + desvio padréo.
Teste t de Student para amostras independentes - * p <0,05 Ob vs. C.
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5.3.6 Dano cardiaco

A dosagem de troponina | sérica foi utilizada para mensurar dano cardiaco.
Os dados demonstram que, quando comparados os grupos Ob e C, ndo houve
diferenca significativa nos valores deste marcador. Entretanto, o grupo ObCap
apresentou valores inferiores (- 33%) aos apresentados pelo grupo ODb, indicando

que o tratamento foi eficaz na reducéo deste marcador de dano cardiaco (Figura 9).
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Figura 9. Efeito do tratamento com capsinoides sobre a troponina | sérica. Grupos C:
controle (n = 5); Ob: obeso (n = 6); ObCap: obeso tratado com capsinéides (n = 7).
Valores expressos como média + desvio padrdo. Teste t de Student para amostras
independentes - # p <0,05 ObCap vs. Ob.

5.3.7 Biomarcadores do estresse oxidativo no coracao

Os resultados mostram que para o marcador de peroxidacao lipidica
(malondialdeido - MDA) ndo houve diferenca entre os grupos Ob e C, entretanto, 0s
niveis de MDA no coracéo dos ratos ObCap foram elevados em relacdo ao grupo Ob
(+ 76,9%) (Figura 10A). Os niveis de proteinas carboniladas (CBO) e produtos de
oxidacdo avancada de proteinas (AOPP) estavam aumentados no grupo Ob em
relacdo ao grupo C (+ 265% e + 76,8%, respectivamente), no entanto, sem diferenca
quando comparado ao ObCap (Figuras 10B e 10C). Em adicdo, foi observada
diferenca estatistica na capacidade antioxidante (FRAP) entre C e Ob, contudo, ndo
houve diferenca entre os grupos Ob (Figura 10D). Desta forma, verifica-se que o
tratamento com capsindides nao foi eficiente em reverter modificacdes e danos

oxidativos acarretados pela obesidade.
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Figura 10. Efeito do tratamento com capsinodides sobre biomarcadores do estresse
oxidativo cardiaco. MDA: malondialdeido. CBO: proteinas carboniladas. AOPP:
produtos de oxidagdo proteica avancada. FRAP: capacidade antioxidante de reducgéo
do ferro. Grupos C: controle (n = 5); Ob: obeso (n = 6); ObCap: obeso tratado com
capsinoides (n = 7). Valores expressos como média + desvio padrdo. Teste t de
Student para amostras independentes - * p < 0,05 Ob vs. C. # p <0,05 ObCap vs. Ob.

Apesar dos resultados supracitados, foi verificada atividade aumentada da
superoxido dismutase (SOD) (+ 62,5%) e da catalase (CAT) (+ 636,4%) no grupo
ObCap em relacdo ao Ob, respectivamente (Figura 11A e 11B), ndo sendo
observadas diferencas entre os grupos C e Ob. Deste modo, apesar do grupo
ObCap ter apresentado valores aumentados dos biomarcadores de estresse
oxidativo (MDA, CBO, AOPP e FRAP), observa-se que a atividade antioxidante
enzimatica também foi estimulada. O mesmo comportamento nédo foi observado no

grupo Ob.
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Figura 11. Efeito do tratamento com capsindides sobre enzimas antioxidantes no tecido
cardiaco. SOD: superéxido dismutase. CAT: catalase. Grupos C: controle (n = 5); Ob: obeso
(n = 6); ObCap: obeso tratado com capsinéides (n = 7). Valores expressos como média *
desvio padrdo. Teste t de Student para amostras independentes - * p<0,05 Ob vs. C, # p
<0,05 ObCap vs. Ob.
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6. DISCUSSAO

O objetivo principal do estudo foi verificar os efeitos do tratamento com
capsindides sobre os biomarcadores do estresse oxidativo no coracdo de ratos com
obesidade. Isto posto, foi verificado que o modelo de obesidade proposto induziu
aumento da adiposidade corporal, de leptina, colesterol sérico e valores de insulina e
indices relacionados. No coracdo, apesar de nao ter desencadeado remodelagéo
cardiaca, a obesidade promoveu aumento do estresse oxidativo, visualizado pelo
aumento das proteinas carboniladas e produtos de oxidacdo avancada de proteinas.
Diante disso, os principais achados mostraram que o tratamento cronico com
capsinoides na obesidade ndo foi capaz de reduzir a massa corporal, tampouco
evitou o acumulo excessivo de gordura corporal e reverteu as alteracfes
metabdlicas. Especificamente no coracéo, o tratamento com capsindides diminuiu 0s
niveis séricos de troponina I. Em adi¢do, o tratamento com capsindides promoveu
maior peroxidacgdo lipidica no coracdo dos animais. Neste mesmo grupo, também
houve atividade aumentada das enzimas antioxidantes no coracdo apos o periodo
de tratamento.

Modelos experimentais de obesidade tém sido extensivamente utilizados em
pesquisas nos ultimos anos a fim de estudar a resposta a varias formas da doenca
(DOULBERIS et al., 2020; GASPARINI et al., 2021; KOBI et al., 2023; MATIAS et al.,
2020). Cabe ressaltar que animais monogénicos com mutacdo nos genes
relacionados a via da leptina geralmente sdo utilizados para este fim (DOULBERIS
et al., 2020). Contudo, considerando que a obesidade observada em humanos é
relacionada com mudancas de habitos de vida, a maioria dos estudos empregados
desenvolvem a obesidade por meio da utilizacdo de dietas de cafeteria ou por uso
de dietas hiperlipidicas (DOULBERIS et al., 2020; GASPARINI et al., 2021; KOBI et
al., 2023; MATIAS et al., 2020; MOURA e DIAS et al., 2021).

Um aspecto importante que em modelos de obesidade induzido por dieta,
assim como ocorre em humanos, a progressao para a obesidade tende a constituir
um processo lento (DOULBERIS et al., 2020). Desta forma, a gordura € acumulada
vagarosamente, principalmente como consequéncia do desbalanco energético
(DOULBERIS et al., 2020; GASPARINI et al., 2021; KOBI et al., 2023; MATIAS et al.,
2020). Entretanto, diferentemente de como ocorre com os humanos, a partir de
critérios especificos como indice de massa corporal (IMC), em modelos animais néo

ha um padrdo ou indicador especifico para definicho da obesidade. Assim,
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geralmente a caracterizacdo da obesidade em roedores é baseada no ganho de
massa corporal, indice de Lee ou aumento do teor de gordura corporal (HARIRI &
THIBAULT, 2010). Neste sentido, na maioria das vezes, esta caracterizacado é aceita
guando ha diferenca significativa em algum desses parametros entre o grupo tratado
com dieta hipercalérica e o grupo controle (HARIRI & THIBAULT, 2010),
respectivamente. Contudo, 0s parametros mais comumente utilizados para a
caracterizacdo da obesidade é a gordura corporal e o indice de adiposidade corporal
(GASPARINI et al., 2021; JIN et al., 2013; KOBI et al., 2023; MATIAS et al., 2020).

Diante deste contexto, tem sido demonstrado que, em modelos submetidos a
dieta hiperlipidica, a elevacdo da massa corporal pode ser obtida a partir de 16-20
semanas apoés o inicio da utilizacdo da dieta hipercalorica, podendo alcancar 20-
30% a mais de massa corporal do que os animais alimentados com uma dieta
balanceada (DOULBERIS et al., 2020). No presente estudo, os resultados
demonstram que a obesidade foi caracterizada a partir da 162 semana do protocolo,
sendo observado aumento de 11,8% da massa corporal no grupo DH em
comparacgao ao grupo DP.

Levando em consideracdo o ganho de massa corporal, estudos anteriores
realizados por nosso grupo de pesquisa com ratos submetidos a diferentes dietas
experimentais apresentaram resultados interessantes (GASPARINI et al., 2021,
KOBI et al., 2023; MATIAS et al., 2020). GASPARINI et al. (2021), mesmo apo6s 20
semanas de exposicao a dieta, ndo verificaram diferenca na massa corporal entre 0s
grupos com dieta padrdo e com dieta hiperlipidica. Em outras pesquisas, ap6s o
mesmo periodo, foi observado aumento significativo da massa corporal do grupo
com DH em relacdo ao C, indicando o desenvolvimento da obesidade (KOBI et al.,
2023; MATIAS et al.,, 2020). Contudo, em divergéncia com 0s nossos achados,
outros estudos caracterizaram a obesidade em menor tempo de exposicao as dietas
hiperlipidicas (FERIANI et al., 2021; MICHICOTI-MENESES et al., 2021). Michicoti-
Meneses e colaboradores (2021) ao exporem ratos Wistar a dieta hiperlipidica
durante 8 semanas, observaram maior ganho de massa corporal no grupo DH em
comparacao ao grupo controle. Pelo mesmo periodo de tempo, Feriani e col. (2021)
também submeteram ratos Wistar a obesidade, evidenciado pelo ganho significativo
de massa corporal em relagdo ao controle, utilizando dieta hiperlipidica com 10% de

manteiga e 1% de colesterol.
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Nesse sentido a divergéncia encontrada nos estudos pode ser explicada por
fatores que podem influenciar o ganho de massa corporal e consequentemente, a
efetividade da inducdo da obesidade, entre eles a composicdo das racbes e a
distribuicAo de macronutrientes nas mesmas. Diante desse cenario, a literatura
indica que dietas experimentais que fornecem 30-60% das calorias totais
provenientes das gorduras favorecem o desenvolvimento da obesidade (HARIRI &
THIBAULT, 2010; MOURA e DIAS et al., 2021). Em adicéo, este tipo de dieta pode
aumentar a adiposidade corporal, a leptina sérica, bem como provocar 0 surgimento
de morbidades e altera¢cdes metabdlicas como a hipertenséo e intolerancia a glicose,
respectivamente (MOURA e DIAS et al., 2021).

Além disso, a quantidade e a qualidade dos acidos graxos sdo de suma
importancia para o estabelecimento do modelo de obesidade, de modo que os
acidos graxos saturados e/ou de cadeia longa tendem a provocar maior ressintese
de triglicerideos e maior inflamacdo, desencadeando maior acumulo de gordura
corporal quando comparado aos acidos graxos poli-insaturados (PUFA) e
monoinsaturados (MUFA) (HARIRI & THIBAULT, 2010; MOURA E DIAS et al.,
2021). Essa situacdo ocorre porque os acidos graxos saturados e/ou de cadeia
longa normalmente ndo sdo empregados como fonte de energia no organismo,
sendo mais propensos a serem armazenados no tecido adiposo; os PUFAs e
MUFAs sao rapidamente utilizados para producao energética e, consequentemente,
menos aproveitados para armazenamento de energia (HARIRI & THIBAULT, 2010).

No presente estudo, a dieta hiperlipidica (DH) continha 45,33% do valor
energético total em lipidios, majoritariamente constituido de acido graxo saturado na
forma de banha de porco, em comparacdao com 9,45% de lipidios presentes na dieta
padrdao (DP) na forma de Oleo vegetal. Em prévios estudos do nosso grupo
envolvendo modelos de obesidade induzidos por dietas experimentais, foram
utilizadas dietas DH que continham 37,6% de lipidios (GASPARINI et al., 2021,
KOBI et al., 2023; MATIAS et al., 2020). Apesar da menor quantidade de acidos
graxos comparada ao presente estudo, em todos os estudos foram alcancados
parametros propicios para a caracterizacao da obesidade nos animais (GASPARINI
et al.,, 2021; KOBI et al., 2023; MATIAS et al., 2020). Michicoti-Meneses (2021) e
Micucci (2020) alcangaram um fenotipo de obesidade em ratos utilizando dietas com
42% e 34% de lipideos nas dietas hiperlipidicas em comparagcdo com 4,5% e 5,6%

de lipideos nas dietas padréo, respectivamente.
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Além disso, sabe-se que dietas hiperlipidicas, ao induzirem a elevacdo dos
niveis de substratos metabdlicos plasmaticos, podem gerar maior saciedade, e
conseguentemente, promover hipofagia em comparacdo aos que recebem outros
tipos de dietas (MOURA E DIAS et al.,, 2021). Entretanto, mesmo com a menor
ingestdo alimentar, por conta da densidade energética, a quantidade consumida
pelos animais com dieta rica em gordura tende a ser capaz de aumentar
eficientemente a massa e a gordura corporal devido ao elevado consumo caldrico
(MOURA E DIAS et al., 2021). Ademais, independente da ingestdo calorica, a
alteracdo na composicéo nutricional pode influenciar a eficiéncia da utilizagdo dos
nutrientes e levar a um aumento no armazenamento de gordura por caloria
consumida (MATIAS et al., 2018).

Associado a isso, no presente estudo, durante o periodo de inducdo da
obesidade foi verificada menor ingestdo alimentar no grupo com dieta hiperlipidica.
Apesar desse achado, tal grupo obteve maior consumo calérico que 0 grupo que
recebeu dieta padrdo, mesmo sem refletir em aumento da eficiéncia alimentar.
Porém, durante a manutencdo da obesidade, apés elevacdo da massa corporal, foi
observado que apesar da menor ingestdo alimentar induzida pela obesidade, nao
houve diferenca no consumo calérico e na eficiéncia alimentar. Estes resultados
diferem dos encontrados em estudos anteriores do nosso grupo, 0s quais
demonstraram que mesmo quando nao houve diferencas no consumo alimentar e na
ingestao caldrica, a eficiéncia alimentar foi maior no grupo DH em comparag¢do com
DP (GASPARINI et al., 2021; KOBI et al., 2023).

Ademais, no presente estudo foi verificado que durante o periodo de
exposicao ao tratamento com capsinodides, a obesidade ndo acarretou aumento no
ganho de massa corporal e MCF. Contudo, houve elevacdo da adiposidade
visualizado pelo aumento nos depdsitos de gordura epididimal, visceral,
retroperitoneal, gordura corporal total e indice de adiposidade em comparacdo com
0S animais que receberam a dieta padrdo. No estudo de Nagy e col. (2018), ratos
Long-Evans também foram submetidos a obesidade por meio de dieta hiperlipidica
ofertada por 24 semanas. Diferentemente do presente estudo, o0s autores
observaram massa corporal ligeiramente superior no grupo com dieta hiperlipidica
em comparagao ao grupo controle, bem como aumento de 14% da massa corporal

ao final do protocolo experimental (NAGY et al.,, 2018). Em concordancia, foi
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verificado aumento de gordura visceral, epididimal e subcutédnea no grupo induzido a
obesidade em relacdo ao controle (NAGY et al., 2018).

De encontro a isso, 0s capsindides tém emergido como compostos com
potencial acdo para o controle e reducédo da obesidade, uma vez que sdo capazes
de provocar aumento da expressdo de proteinas relacionadas ao metabolismo
lipidico, consumo de oxigénio, reducdo da massa corporal e dos depdsitos de
gordura corporal (HONG, XIA, XIANGYING, QUAN, 2015; OHNUKI et al., 2001;
SNITKER et al., 2009). Neste estudo, entretanto, o tratamento nao foi eficiente na
reducdo da adiposidade e dos depdsitos de gordura, tampouco provocou redu¢do no
indice de adiposidade, indicando auséncia de efeito dos capsinoides para reduzir o
fendtipo da obesidade. Contudo, um achado importante foi que o tratamento com
capsindides acarretou elevacéo da gordura corporal total, sugerindo que esse efeito
pode estar relacionado com o aumento da leptina circulante no grupo tratado,
embora sem diferenca estatistica (VILARINO-GARCIA et al., 2024).

Considerando ainda que o modelo utilizado foi eficaz para induzir aumento da
adiposidade nos animais, torna-se relevante entender os disturbios bioquimicos e
fisiologicos relacionados a doenca. Neste contexto, quando h& balanco energético
positivo e consumo excessivo de 4cidos graxos saturados ou carboidratos simples
por meio da dieta, pode ocorrer excesso de acidos graxos e acumulo de glicerol no
figado e aumento de colesterol livre, desencadeando no aumento da necessidade de
sintese e armazenamento de triglicerideos e colesterol no organismo (BAYS et al.,
2024). Tal estimulo provoca o aumento da producéo e liberacdo de lipoproteinas e
moléculas aptas a carregarem estes lipideos para armazenamento no tecido adiposo
e tecidos periféricos, de modo a aumentar a presenca dos mesmos na circulacéao
(BAYS et al., 2024).

No presente estudo, a obesidade acarretou apenas hipercolesterolemia
isolada sem alteracbes nos triglicérides, HDL e LDL. Em consonéancia com o
esperado, o tratamento com capsindides foi eficiente para reversdao da
hipercolesterolemia isolada. Neste contexto, em um estudo anterior, realizado com
capsindides (capsiato e dihidrocapsiato) enzimaticamente sintetizados, também foi
observado efeito do tratamento na reducdo do colesterol sérico, bem como nos
lipidios séricos (TANI et al., 2004). Cansian (2016) também observou os efeitos de
Capsicum annum L (capsici extrato seco 40%) sobre o perfil lipidico de ratos com

obesidade tratados durante 6 semanas, entretanto ndo foram verificadas alteracdes
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nos niveis séricos de colesterol total, HDL e triglicerideos. Estes resultados indicam
que para o estabelecimento de alteracbes no perfil lipidico de ratos submetidos a
dietas hiperlipidicas pode ser necessario um tempo prolongado de exposicdo e
manutencdo da obesidade, de modo a contribuir para o surgimento e
estabelecimento das comorbidades associadas. Ainda, no tocante aos efeitos dos
capsinoides sobre o controle da hipercolesterolemia, sugere-se que tal tratamento
pode apresentar efeitos semelhantes aos analogos capsaisindides, 0s quais Sao
capazes de induzir no figado, a redu¢cdo do mRNA da HMG-CoA redutase (enzima
importante na producdo do colesterol) e aumentar o mMRNA da CYP7Al (uma
colesterol 7alfa-hidroxilase que atua na biossintese de &cidos biliares a partir do
colesterol), diminuindo a sintese de colesterol e aumentando a sua conversdo a
acidos biliares, respectivamente (ZHANG et al.,, 2013). Entretanto, estudos
especificos sobre os efeitos dos capsindides sobre o metabolismo lipidico séo
necessarios para confirmar este pressuposto.

Além disso, como dito anteriormente, na obesidade ocorre aumento da
captacdo de lipidios pela célula adiposa e aumento do estimulo para a oxidagéo
deste substrato (PEREIRA-LANCHA, CAMPOS-FERRAZ, LANCHA JUNIOR, 2012).
Entretanto, a oxidacdo de gordura acaba sendo menor do que a quantidade de
lipideos que entra na célula, resultando em aumento dos adipécitos (PEREIRA-
LANCHA, CAMPOS-FERRAZ, LANCHA JUNIOR, 2012). Contudo, este efeito induz
a hipéxia do tecido adiposo e desencadeia alteracdes na membrana das células e,
consequentemente, provoca alteracdo na producdo, liberacdo e atividade de
hormoénios secretados pelo tecido adiposo (MOURA E DIAS et al., 2021; PEREIRA-
LANCHA, CAMPOS-FERRAZ, LANCHA JUNIOR, 2012).

Especificamente, a leptina € uma adipocina normalmente secretada pelo
tecido adiposo, muito importante para a inibicdo do apetite e para o aumento do
gasto energético (KAWAI, AUTIERI, SCALIA, 2021). Ela possui agao no hipotalamo,
entretanto, acredita-se que a disfungcdo do TAB ocorrida na obesidade (hipertrofia,
hipoxia e mediadores inflamatérios) estimula a liberacdo excessiva deste horménio,
induz baixos niveis de sinalizacdo do seu receptor e favorece o comprometimento
dos mesmos, apontando para o desenvolvimento da resisténcia a leptina (KAWAI,
AUTIERI, SCALIA, 2021; KOENEN, HILL, COHEN, SOWERS, 2021; PEREIRA-
LANCHA, CAMPOS-FERRAZ, LANCHA JUNIOR, 2012; ZHENG et al., 2017). Outra

importante adipocina € a adiponectina, horménio anti-inflamatorio relevante para a
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protecdo vascular e para a captacdo adequada de glicose (KAWAI, AUTIERI,
SCALIA, 2021; PEREIRA-LANCHA, CAMPOS-FERRAZ, LANCHA JUNIOR, 2012).
De forma contraria com o que acontece com a leptina, a inducéo da obesidade tende
a diminuir a secrecdo deste hormdnio, desencadeando em menor sensibilidade a
insulina, aumento da inflamacg&o e dos niveis de triglicerideos no sangue (BAYS et
al., 2024; HAN et al., 2024; KAWAI, AUTIERI, SCALIA, 2021).

Neste contexto, a literatura indica que o analogo capsaicina pode exibir efeito
benéfico diante da obesidade, inibindo a expressdo de leptina e induzindo a
regulacéo positiva da adiponectina, suprimindo a adipogénese (ZHENG et al., 2017).
Deste modo, era esperado que o0s capsindides pudessem atuar de forma
semelhante sobre estas adipocinas. No presente estudo, entretanto, apesar do
aumento da secrecdo de leptina, a obesidade ndo desencadeou resisténcia
hormonal, uma vez que a ingestdo alimentar foi reduzida nos animais com
obesidade. Em adicao, a dieta hiperlipidica ofertada e/ou o tempo de exposicdo as
dietas néo foi eficiente em provocar alteracées nos niveis séricos de adiponectina.
Além disso, quando verificada a efetividade do tratamento com capsindides, nao foi
observado melhora nestes parametros hormonais, ou seja, reducdo da leptina e
aumento da adiponectina, respectivamente. Uma possivel justificativa para a
auséncia dos efeitos dos capsindides nestes horménios é que o tratamento nao
induziu reducdo da massa adiposa corporal, de modo que o aumento do tecido
poderia continuar estimulando a secrecao distorcida de leptina e adiponectina
(VILARINO-GARCIA et al., 2024), respectivamente. Além disso, 0s niveis
aumentados de insulina no grupo tratado com capsinoides podem ter exercido efeito
sobre a maior expresséo e liberacéo de leptina (VILARINO-GARCIA et al., 2024).

Atrelado as alteracdes metabdlicas ocorridas na obesidade anteriormente
citadas, a inflamacéo no tecido adiposo - principalmente visceral -, est4 associada a
diminuicdo da expressao de marcadores lipogénicos, provavelmente pela alteracao
dos adipdcitos para um fendtipo mais inflamatorio e menos para armazenamento
lipidico (KAWAI, AUTIERI, SCALIA, 2021). Assim, a hipertrofia nos adipdcitos pode
chegar a um nivel maximo de capacidade de armazenamento (KOENEN, HILL,
COHEN, SOWERS, 2021), sendo tais efeitos, passiveis de induzir o acumulo
ectopico de lipideos e de acidos graxos livres e desencadear complicagfes
metabdlicas (KAWAI, AUTIERI, SCALIA, 2021). Neste contexto, as alteracdes

metabdlicas prejudicam a sinalizagcdo da insulina, seja por induzirem estresse das



61

células B-pancreaticas ou por alterarem a capacidade de ligagdo do receptor de
insulina e dos transportadores de glicose, favorecendo os estados de resisténcia a
insulina e hiperglicemia (MOURA E DIAS et al., 2021; KAWAI, AUTIERI, SCALIA,
2021; PEREIRA-LANCHA, CAMPOS-FERRAZ, LANCHA JUNIOR, 2012). Esses
efeitos demonstram que as alteracdes induzidas pela obesidade provocam um ciclo
de retroalimentacéo que acarreta mais modificagdes fisioloégicas e agravam a salude
da pessoa com obesidade.

Diante do exposto acima, Cansian (2016) observou apés 6 semanas de
tratamento com Capsicum annum L. (capsici extrato seco 40%), reducao na glicemia
e insulina e indices relacionados em animais com obesidade. Assim, era esperado
que o tratamento com capsindides também proporcionasse efeitos similares.
Entretanto, apdés o periodo de tratamento ndo houve alteracdes nos valores
glicémicos entre os grupos, indicando que o0s animais com obesidade né&o
desenvolveram hiperglicemia. Apesar disso, foram verificados valores que indicam
gue foi alcancado um fendtipo resistente a insulina decorrente da obesidade, quando
observada a insulina sérica e os indices de homeostase da mesma (HOMA-IR,
HOMA-B). Estes resultados sugerem que a resisténcia a insulina estava presente
nos seus estagios iniciais da obesidade (BAYS et al., 2024). Esse efeito tem sido
observado em decorréncia da normoglicemia como consequéncia do aumento da
insulina basal nos estagios iniciais da resisténcia a insulina (BAYS et al., 2024).
Contudo, ao longo do tempo, a tendéncia é que a secrecdo de insulina seja
insuficiente para superar a resisténcia a insulina, resultando na hiperglicemia (BAYS
et al., 2024). Porém, nossos resultados demonstraram que o tratamento realizado
com capsindides nao reverteu as alteracdes insulinémicas e a resisténcia a insulina
induzidas pela obesidade. Tal achado pode ser devido a ativacdo de TRPV1 no
pancreas, que pode desencadear a liberacdo de peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) e estimular a secrecéo de insulina (GRAM, HOLST, SZALLASI,
2017; KWON et al., 2013). Ainda, os agonistas de TRPV1 podem aumentar o Ca?"i
nas células 3, aumentar a massa do tecido e provocar maior secreg¢ao de insulina
(KWON et al., 2013). Entretanto, para entendermos melhor os mecanismos que
levaram a este efeito, estudos futuros envolvendo a a¢do dos capsinoides no
pancreas sao necessarios.

Cabe ressaltar ainda que a obesidade pode desencadear alteragcbes diretas
ou indiretas no sistema cardiovascular (CAVALERA, WANG, FRANGOGIANNIS,
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2014; POWELL-WILEY et al.,, 2021). Neste contexto, quando ha aumento da
adiposidade corporal h4 também maior demanda de volume de oxigenacgdo, que
requer que ocorram alteracbes hemodinamicas no sistema cardiovascular, como
aumento do volume sanguineo e do débito cardiaco e reducdo da resisténcia
vascular (POWELL-WILEY et al.,, 2021). Como consequéncia, h4d aumento da
sobrecarga de volume e presséo, as quais desencadeiam hipertrofia excéntrica e
concéntrica do VE, degradacdo da matriz tecidual e fibrose cardiaca, levando a
disfuncéo e insuficiéncia cardiaca (CAVALERA, WANG, FRANGOGIANNIS, 2014;
POWELL-WILEY et al., 2021). Destaca-se também que a obesidade visceral
apresenta papel importante nas alteracbes cardiacas, como por exemplo, pode
induzir a hipertrofia dos cardiomiocitos, levar a fibrose miocéardica e ativar vias
inflamatorias no tecido (POWELL-WILEY et al., 2021). Ademais, o acumulo ectdpico
de lipidios além de aumentar a demanda circulatéria, também induz a liberacdo de
fatores pro-aterogénicos, e pode provocar o estresse da parede cardiaca e levar a
lesdo miocérdica, desencadeando a hipertrofia concéntrica e remodelacdo do VE, e
em Ultima instancia levando a insuficiéncia cardiaca (ILKUN & BOUDINA, 2013;
POWELL-WILEY et al., 2021).

Ndo somente estas alteracdes, mas os efeitos e modificacdes metabdlicas
ocorridas na obesidade, também sdo de suma importancia para o desenvolvimento
de alteracbes cardiacas (CAVALERA, WANG, FRANGOGIANNIS, 2014). Neste
sentido, distarbios no padrdo de secrecdo das adipocinas leptina e adiponectina
estdo relacionados com alteragcBes da estrutura, tamanho e funcdo cardiaca,
aumentando o risco de hipertrofia e fibrose (ILKUN & BOUDINA, 2013). Disturbios
glicémicos e insulinicos também podem produzir anormalidades nos cardiomidcitos,
assim como provocar disfuncdo mitocondrial e ativar vias fibrogénicas no tecido
(ILKUN & BOUDINA, 2013). Desta forma, a obesidade é uma doenca capaz de
acelerar e acentuar agravos como a fibrose e hipertrofia do miocardio, provocando
aumento da rigidez miocérdica, alterac6es hemodinamicas e desencadeando muitas
vezes a disfuncdo diastolica e insuficiéncia cardiaca (CAVALERA, WANG,
FRANGOGIANNIS, 2014).

Considerando tais informacdes, neste estudo esperava-se que indicadores de
hipertrofia no coragdo dos animais induzidos a obesidade estivessem aumentados.
Entretanto, apesar do coracdo e o VE dos animais com obesidade terem

apresentado elevacdo da sua massa cardiaca, quando foram normalizados pelo
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comprimento da tibia, a hipertrofia cardiaca ndo foi visualizada. Diante destes
achados, salienta-se ainda que o tratamento com capsindides ndo preveniu a
elevacdo da massa do coracdo e do ventriculo esquerdo induzidas pela obesidade,
observadas isoladamente e sem normalizacdo. Estes efeitos podem ser decorrentes
da ineficiéncia da dieta e/ou do tempo em que os animais foram submetidos a
mesma para induzir comorbidades cardiacas associadas a obesidade. De forma
semelhante, Gasparini e col. (2021) também ndo observaram alteracdes na massa
do coracéo e ventriculo em ratos com obesidade submetidos a dietas hiperlipidicas
durante 20 semanas. Neste contexto, Cavalera, Wang e Frangogiannis (2014)
indicam que em modelos de obesidade a partir de dietas hiperlipidicas, o
estabelecimento da fibrose cardiaca pode ser tardio, levando meses para ser
desenvolvido no animal. E que, modelos genéticos de obesidade podem ser mais
eficazes para induzir fibrose e hipertrofia cardiaca (CAVALERA, WANG,
FRANGOGIANNIS, 2014). Além disso, a gravidade destas alteracbes pode
depender de variaveis do modelo de obesidade, como por exemplo espécie, idade
dos animais, mecanismo da obesidade e presenca de outras condicdes
fisiopatolégicas (CAVALERA, WANG, FRANGOGIANNIS, 2014).

Considerando ainda os efeitos dos capsinéides no processo de remodelacéo
cardiaca, Wang e col. (2014) demonstraram anteriormente que o TRPV1 pode
mediar a resposta hipertrofica desencadeada pela sobrecarga de pressdo no
coracdo, e que a acao anti-hipertréfica do analogo capsaicina depende justamente
da presenca de canais TRPV1. Este efeito parece ser mediado pela indugcdo da
expressdo de PPAR- 0 e inibicdo de NF- kB por parte do TRPV1 (GAO et al., 2014).
Neste cenario, apesar do primeiro ser mais potente, sabe-se que tanto capsaicina
qguanto o grupo dos capsindides sdo agonistas dos receptores TRPV1. (CANSIAN,
2016; SASAHARA et al., 2010; SNITKER et al., 2009). Entretanto, diferentemente da
capsaicina, os capsinoides sao rapidamente hidrolisados no trato gastrointestinal,
possivelmente dificultando a ativagéo posterior dos receptores TRPV1 presentes em
outros tecidos, como no coragédo (GUPTA et al., 2022; OHYAMA & SUZUKY, 2017).
Entretanto, cabe ressaltar que os efeitos da ativacdo do TRPV1 sobre a hipertrofia
cardiaca ainda ndo estdo completamente estabelecidos, e sdo necessarios mais
estudos para entender esta questdo (WANG et al., 2014).

Atrelado as alteragdes supracitadas, na insuficiéncia cardiaca também é

possivel observar o aumento dos niveis séricos de troponina cardiaca, um marcador
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de lesdo miocardica que pode aumentar como consequéncia do estiramento
miocardio resultante da sobrecarga de volume, isquemia subendocérdica, pressédo
intracardiaca elevada e/ou arritmias (BHARDWAJ & BARAN, 2023). Neste sentido,
neste estudo também foi avaliado este marcador, mas diferentemente do que era
esperado, a obesidade ndo acarretou dano cardiaco, indicando que o modelo de
obesidade nédo foi eficiente em induzir lesdo miocérdica. Horiuchi e col. (2023)
identificaram anteriormente que em humanos, o indice de massa corporal (IMC)
mais alto estava associado a niveis mais baixos de troponina | em comparacdo com
pessoas com sobrepeso ou peso considerado normal, contudo, os motivos por tras
deste efeito ainda s&o incompreendidos. Vale ressaltar que no presente estudo,
apesar de nao ter sido realizada a verificacdo do IMC nos animais, o grupo obeso
tratado com capsindides apresentou valores aumentados de adiposidade corporal
em comparacdo ao grupo obeso sem tratamento, podendo ser uma possivel
explicagé@o para os valores baixos de troponina | no grupo tratado. Ainda, um achado
importante deste estudo é que, mesmo sem aumento do marcador de dano cardiaco
nos obesos, o tratamento com capsindides reduziu os valores de troponina I.
Relacionado a este efeito, j& foi demonstrado que camundongos TRPV1 knockout
apresentaram concentracdo de troponina plasmatica mais alta apods infarto do
miocardio em comparacdo com animais sem o TRPV1 silenciado (HUANG et al.,
2010). Ainda, que os efeitos cardioprotetores do TRPV1, pelo menos quando
avaliado no pos-condicionamento isquémico, pode estar relacionado a liberacao de
CGRP e Substancia P no coracdo mediada por este receptor, podendo assim,
reduzir marcadores de dano cardiaco como a troponina | (REN et al., 2011).
Sugere-se assim, que a expressdo e a ativacdo de TRPV1 no coracgéo
possivelmente esta relacionada ao efeito dos capisindides na troponina I.

Na obesidade também ha aumento do estresse oxidativo no coracdo
(MUNZEL et al., 2017; NIEMANN et al., 2017; PANTH, PAUDEL, PARAJULLI, 2016).
O estresse oxidativo surge quando a geragdo de espécies reativas como o anion
superéxido (O, ), perdxido de hidrogénio (H.O,), radical hidroxila ( OH) e
peroxinitrito (ONOOQO"), supera a capacidade antioxidante (ILKUN & BOUDINA, 2013;
MUNZEL et al., 2017; PANTH, PAUDEL, PARAJULI, 2016). Na obesidade e em
comorbidades associadas tém sido observados maior produgcdo de peroxido de
hidrogénio e superéxido em células cardiacas (ILKUN & BOUDINA, 2013). Também,

comumente sdo verificadas a reducdo da expressdo e/ou atividade de enzimas
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antioxidantes no coracédo e circulacdo de obesos (NIEMANN et al., 2017). Neste
contexto, modificagcbes sistémicas ocorridas na obesidade como hiperglicemia,
resisténcia a insulina, hiperlipidemia, ativacdo do sistema nervoso simpatico e do
sistema renina-angiotensina-aldosterona sao importantes no aumento da geracao de
espécies reativas no miocardio (CAVALERA, WANG, FRANGOGIANNIS, 2014;
ILKUN & BOUDINA, 2013; MUNZEL et al., 2017). Modificacdes locais como o
aumento da oxidacdo de acidos graxos como substrato energético, disfuncao
mitocondrial, autoxidacdo da glicose, estiramento do tecido cardiaco e hipoxia
também tendem a aumentar a liberacdo de espécies reativas no coragdo (ILKUN &
BOUDINA, 2013; MUNZEL et al., 2017; NIEMANN et al., 2017). Tais efeitos
provocam consequéncias na estrutura (como remodelacédo e fibrose) e na funcéo
contratil do coracédo, constituindo assim um processo danoso ao miocardio (ILKUN &
BOUDINA, 2013; MUNZEL et al., 2017; PANTH, PAUDEL, PARAJULI, 2016).

Diante de tais informacdes, a literatura sugere que o tratamento com
antioxidantes pode constituir uma estratégia para o controle do estado de estresse
oxidativo alimentado pela obesidade e suas consequéncias sistémicas e locais
(MUNZEL et al., 2017). Neste sentido, estudos ja demonstraram efeitos
antioxidantes dos capsinoides e seus analogos (ROSA et al., 2005; ROSA et al.,
2008; OHYAMA & SUZUKI, 2017; REDDY at al., 2011; YOKOYAMA et al., 2020).
Em um dos estudos foi verificado o efeito de vaniléides na quebra de cadeia na
eliminacao de radicais peroxil lipidicos, reduzindo a peroxidacao lipidica (ROSA et
al., 2008). Ohyama & Suzuki (2017) também demonstraram reducdo de dano
oxidativo e aumento de enzimas antioxidantes em animais idosos tratados com
estes compostos (OHYAMA & SUZUKI, 2017). Entretanto, a literatura ainda carece
de pesquisas e informacfes mais aprofundadas sobre os efeitos dos capsindides em
biomarcadores do estresse oxidativo em modelos experimentais de obesidade.
Assim, acreditamos que este estudo seja 0 primeiro a investigar os efeitos dos
capsinoides sobre biomarcadores do estresse oxidativo no coracdo de ratos com
obesidade.

Sobre os danos oxidativos, a producéo de radicais livres favorece reacdes em
cadeias que podem desencadear produtos danosos/maléficos e/ou danos ao
organismo, principalmente em moléculas presentes no mesmo meio celular (ILKUN
& BOUDINA, 2013; SALEHI et al., 2018). Como por exemplo, o desbalanco de

espécies reativas pode induzir reagcdes com acidos graxos constituintes das
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membranas, resultando em radical peroxila de acido graxo, o qual pode atacar a
cadeia lateral do 4cido graxo adjacente e desencadear a producdo de outros radicais
lipidicos, induzindo modificacdo na membrana celular e desencadeando alteracdes
na permeabilidade e funcdo de receptores de membrana, facilitando também o
acesso das espécies reativas as proteinas e material genético presentes dentro das
células (DEMIRCI-CEKIC, et al., 2022; PANTH, PAUDEL, PARAJULI, 2016). Além
dos lipideos, as proteinas também sdo importantes alvos para agentes oxidantes
(DEMIRCI-CEKIC, et al.,, 2022; VONA, 2019). A interacdo entre proteina e EROs
pode desencadear na oxidacdo de cadeias laterais de aminoacidos ou da estrutura
proteica, culminando na formagcdo de compostos derivados de carbonila e na
reticulacdo, inativacdo ou quebra de proteinas (DEMIRCI-CEKIC, et al., 2022).
Dentre os efeitos destas reacdes, podem ocorrer modificacbes consideradas
reversiveis (produtos de oxidacdo e nitrosacdo de grupos tiol) ou irreversiveis
(carbonilacdo e nitracdo), podendo levar a alteracdo da expresséo e da atividade
proteica (VONA, 2019).

Diante deste contexto, a literatura jA demonstra maior geracdo de ROS
mitocondrial e peroxidacdo de lipidios e proteinas no miocardio de camundongos
obesos (CAVALERA, WANG, FRANGOGIANNIS, 2014). Considerando ainda o
potencial tratamento com capsindides e seus analogos diante do estresse oxidativo,
foi demonstrado que o capsiato e seus analogos podem promover protecao contra a
oxidacao lipidica (ROSA et al., 2005). Também foi verificado que a ativacdo do
TRPV1 por parte de seus agonistas pode aumentar a expressao de proteina
desacopladora 2 (UCP2), importante para reducdo da geracdo de espécies reativas
pela CTE (MCCARTY, DINICOLANTONIO, O’KEEFE, 2015). Ademais, o TRPV1
pode exercer efeito protetor no miocardio, ao ser capaz de reduzir marcadores da
formacao enddgena de peroxinitrito (GAO et al., 2014).

Deste modo, para verificar o efeito do tratamento diante de tais condigdes,
neste estudo foram avaliados os niveis de MDA, um marcador de peroxidagédo
lipidica, bem como os teores de proteinas carboniladas e produtos e oxidagéo
avancada de proteinas no ventriculo esquerdo de ratos com obesidade. Os
resultados indicam ineficiéncia do tratamento com capsinoides no estresse oxidativo
induzido pela obesidade, uma vez que nao foi capaz de reduzir os niveis de
proteinas carboniladas e produtos de oxidacdo avancada de proteinas. Algumas

raz0es para estes efeitos podem estar relacionadas a propria aplicagcdo do
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tratamento, desde que a dose, a duracdo do tratamento e o veiculo podem
influenciar nesse processo. Além disso, MUNZEL e cols. (2017) sugerem que
compostos naturais administrados em modelos biolégicos podem né&o ter sua porcao
antioxidante direcionada ou acesso facilitado aos sitios de ligacdo de ROS no
miocardio, principalmente, quando dentro de organelas, o qual dificulta a eficacia do
tratamento frente ao estresse oxidativo.

Um achado importante e diferente do esperado foi que, o modelo de
obesidade n&o induziu maior peroxidacdo lipidica no coracdo dos animais,
entretanto o tratamento com capsinoides nos ratos com obesidade desencadeou tal
efeito. Este resultado sugere que possiveis mecanismos compensatorios
relacionados a exposicdo cronica a antioxidantes podem estar envolvidos, que por
vezes alteram a homeostase e desencadeiam efeitos maléficos ao organismo,
guando expostos a um sistema redox balanceado; esse fato sugere que nao havia
necessidade de reduzir os compostos oxidantes (MUNZEL et al., 2017). Neste
contexto, ja foi observado que o analogo capsaicina, por meio da ativacdo do
TRPV1, é capaz de induzir a liberacdo de CGRP e substancia P e modular o
aumento da liberacdo de espécies reativas por meio da ativacdo da NADPH oxidase,
contribuindo assim para a vasodilatacdo de vasos (STARR et al., 2008).
Considerando que o coracdo também apresenta nervos que contém receptores
TRPV1, pode ser que os capsinodides funcionem de forma similar e também possam
induzir o aumento de espécies reativas neste tecido e consequentemente provocar
efeitos adversos. Ainda, sugere-se que o tratamento e/ou a ativacdo do receptor
TRPV1 no coracédo tenha induzido de alguma forma o aumento da peroxidacéo
lipidica enzimatica, uma vez que pode modular o funcionamento de enzimas como
lipoxigenases (LOX), cicloxigenases (COX) e citocromo P450 (CYPs), que sintetizam
moléculas capazes de desencadear a peroxidacdo, como endoperoxidos lipidicos,
acidos epoxieicosatrienoicos e hidroperoxidos lipidicos, respectivamente ((DEMIRCI-
CEKIC, et al., 2022).

Considerando ainda as alteragdes supracitadas 0 n0oSso organismo apresenta
sistemas antioxidantes naturais que trabalham para manter o equilibrio destas
moléculas e reacdes (MUNZEL et al., 2017; PANTH, PAUDEL, PARAJULI, 2016).
Assim, as espécies reativas sdo neutralizadas por enzimas antioxidantes
intracelulares como a superdxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT) (PANTH,
PAUDEL, PARAJULI, 2016). A SOD constitui um grupo de metaloenzimas que
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dismuta superdéxido em peroxido de hidrogénio (DEMIRCI-CEKIC, et al.,, 2022;
VONA, 2019), sendo importante para manter um fluxo de peréxido de hidrogénio
adequado (VONA, 2019). Enquanto a CAT constitui um grupo de enzimas
responsavel pela decomposicéo de peréxido de hidrogénio em produtos ndo toxicos
e agua (DEMIRCI-CEKIC, et al., 2022; MUNZEL et al., 2017). Além disso, metais de
transicdo como Fe, Cu e Mn também podem atuar no sistema redox (DEMIRCI-
CEKIC, et al., 2022). Estes metais podem transferir elétrons para formar radicais e
causar estresse oxidativo, ao mesmo tempo, quando constituem centro redox ativos
nas enzimas anteriormente citadas, podem desempenhar importante papel na
defesa antioxidante (DEMIRCI-CEKIC, et al., 2022).

Em relacdo aos sistemas antioxidantes, a literatura indica que dietas ricas em
gordura, principalmente na faixa de 45-60% do valor energético total, sdo capazes
de causar o estresse oxidativo e diminuir a expressao génica de antioxidantes
(CAVALERA, WANG, FRANGOGIANNIS, 2014; LIU & LLOYD, 2013). Além disso,
tem sido documentado que a obesidade e a sindrome metabdlica sédo capazes de
reduzir a atividade da superdxido dismutase (ILKUN & BOUDINA, 2013). Neste
estudo, a capacidade antioxidante realizada pelo FRAP demonstrou-se elevada na
obesidade, e o tratamento com capsindides nao produziu alteracbes neste
parametro. Tal resposta indica que as alteragcdes oxidativas induzidas pela
obesidade provocaram de alguma maneira, uma resposta antioxidante para
contrabalancear os danos instalados. Ademais, o aumento de marcadores de
oxidacdo de moléculas ndo foi acompanhado pelo aumento da atividade das
enzimas antioxidantes na obesidade, o que ja era esperado. Contudo, o tratamento
com capsindides acarretou elevacdo da SOD e CAT sugerindo que tal efeito pode
ndo ser necessariamente um efeito protetor isolado dos capsindides no coracéo,
mas sim como consequéncia do aumento da peroxidacao lipidica. Neste sentido, a
literatura relata que os produtos da peroxidacao lipidica sdo capazes de induzir o
fator de transcricdo Nrf2, importante para a regulacdo da expressdo de enzimas
antioxidantes (NIEMANN et al., 2017).
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7. CONCLUSAO

Este estudo demonstra que o tratamento da obesidade com capsindides na
dose de 10 mg/kg, apesar de reduzir os niveis de colesterol, ndo representa
beneficios para o controle da massa e adiposidade corporal, para a reducdo da
leptina, e controle da resisténcia a insulina nos animais obesos. Além disso, no
coracdo, apesar do tratamento com capsindides reduzir os niveis de troponina | e
desencadear o aumento da atividade antioxidante no tecido, ndo acarreta

modulacao positiva nos biomarcadores oxidativos aqui estudados (Figura 12).
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