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RESUMO

A obesidade ¢ um problema mundial de satide publica e seu tratamento inclui dieta pobre em
gorduras saturadas e atividade fisica. A obesidade pode ser acompanhada por alteragdes
metabdlicas e pode causar diversas disfungdes organicas, entre elas, a disfuncio vascular devido
a reduzida disponibilidade de substancias vasodilatadoras como o O6xido nitrico (NO). Ha
evidéncias de que a reducdo de substancias vasodilatadoras como o NO esteja associada ao
aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs), que gera estresse oxidativo. Adicionalmente,
o uso de flavondides antioxidantes tem sido vastamente proposto como terapia para os distirbios
metabdlicos e cardiovasculares. Assim, o objetivo geral deste estudo foi avaliar a composi¢ao
corporal, parametros bioquimicos e fun¢do vascular em ratos obesos tratados cronicamente com
G-hesperidina em associacdo com um programa de exercicios fisicos. Para isso, a obesidade foi
induzida por dieta hiperlipidica e frutose em ratos wistar machos com 4 semanas de vida, durante
12 semanas. O treinamento fisico e/ou tratamento com antioxidantes foi iniciado a partir da 8.
semana de dieta, por mais 8 semanas. O sangue foi coletado para avaliacdo do perfil lipidico e
estado oxidativo e a artéria mesentérica foi removida para avaliagdo funcional. Apds 12 semanas
de dieta hiperlipidica, os animais apresentaram maior ganho de peso e acumulo de gordura
corporal quando comparado aos animais alimentados com dieta padrdo. O tratamento com
hesperidina ndo modificou o ganho de peso e gordura corporal. Apenas o treinamento fisico foi
capaz de reduzir o ganho de peso e gordura corporal. Além disto, o treinamento fisico modulou o
estado oxidativo, aumentando a atividade da SOD, a capacidade antioxidante e reduzindo a
peroxidacdo lipidica. O tratamento somente com G-hesperidina ndo afetou o estado oxidativo e,
quando associado ao exercicio fisico, diminuiu as respostas produzidas pelo treinamento. A dieta
hiperlipidica produziu disfuncio endotelial, uma vez que a poténcia da acetilcolina foi reduzida
em todos os grupos alimentados com dieta hiperlipidica. O tratamento com G-hesperidina ou
treinamento fisico ndo alteraram a poténcia da acetilcolina. A poténcia de relaxamento para o
nitroprussiato de s6dio nao foi modificada pelo tratamento com dieta hiperlipidica, mas foi
potencializada pelo treinamento fisico. Nossos achados demonstram que, em modelo
experimental de obesidade, o exercicio fisico € capaz de modificar a composi¢cdo corporal e
parametros bioquimicos, além de melhorar o estado oxidativo geral de animais alimentados com
dieta hiperlipidica. O tratamento com o flavonoide antioxidante G-hesperidina inibiu os
beneficios promovidos pelo exercicio fisico.

Palavras-chave: hesperidina. dieta hiperlipidica. exercicio fisico. estado oxidativo.



ABSTRACT

Obesity is a worldwide public health problem and its treatment includes limited dietary intake of
saturated fats and physical activity. Obesity may be accompanied by metabolic changes en may
cause several organic dysfunctions such as vascular dysfunctions due to reduced bioavailability
of vasodilatory substances such as nitric oxide (NO). There are evidences that the reduced
vasodilatory substances are related to increased reactive oxygen species (ROS), which leads to an
oxidative stress. Additionally, the intake of antioxidant flavonoids has been largely proposed as a
therapy for metabolic and cardiovascular disorders. Therefore, the aim of this work was to
evaluate the effects of G- hesperidin, an antioxidant flavonoid associated with physical exercise,
on the lipidic metabolism, oxidative status and on the vascular function of obese rats. Obesity
was induced by a hyperlipidic diet plus fructose given to 4 weeks-old male Wistar rats, lasting 12
weeks. Physical training and/or antioxidant treatment started along with the 8" week of diet and
lasted 8 weeks further. It was evaluated the lipid profile, oxidative status and mesenteric artery
was removed for functional evaluation. After 12 weeks of hyperlipidic diet, rats presented higher
body weight gain and body fat accumulation when compared to rats fed with standard chow.
Treatment with G-hesperidin did not change body weight gain and fat depot. Only physical
training was able to reduce the body weight gain and fat accumulation. Furthermore, physical
training modulated the oxidative status by increasing SOD activity, total antioxidante capacity
and reducing lipid peroxidation. Treatment with G-hesperidin did not affect oxidative status and
when associated to physical training, decreased changes elicited by physical training.
Hyperlipidic diet caused endothelial dysfunction, since the potency of acetylcholine was reduced
em all groups fed with hyperlipidic diet. Treatment with G-hesperidin and physical exercise did
not alter the potency of acetylcholine. Potency of sodium nitroprusside was not changed by
hyperlipidic diet whereas it was potentiated by physical training. Our results show that, in
experimental model of obesity, physical exercise is able to modify body composition and
biochemical parameters, improve general oxidative status of rats fed with hyperlipidic diet.
Treatment with antioxidant flavonoid G-hesperidin inhibited the benefit promoted by physical
exercise.

Keywords: hesperidin. high fat diet. physical exercise. oxidative status
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1 INTRODUCAO

1.1 OBESIDADE

1.1.1 CONCEITUACAO E CLASSIFICACAO DA OBESIDADE

A obesidade € -caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura resultando no
desequilibrio entre o total de calorias consumidas e calorias gastas (FIGURA 1), levando a

consequéncias graves a saude (WHO, 2006).
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FIGURA 1. Balan¢o da homeostase energética (WHO, 2000)

Considerada como uma doenga crdnica, a obesidade apresenta etiologia multifatorial,
mostrando que o excesso de adiposidade pode estar relacionado a predisposi¢do genética, fatores
ambientais, estilo de vida e também fatores emocionais. No sistema aferente, a leptina e outros
sinalizadores da saciedade e do apetite estdo incluidos entre os sistemas neuroenddcrinos

envolvido na obesidade. (DESPRES et al., 2008)
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FIGURA 2. Relagdo entre a predisposi¢do genética e o ambiente no desenvolvimento de obesidade e

alguns das suas consequéncias (DESRPES et al., 2008).

Uma das formas de se classificar a obesidade é através da associa¢do entre indice de

massa corporea (IMC) e doenca cronica ou mortalidade, con

forme a classificacdo adaptada pela

OMS, baseada em padrdes internacionais desenvolvidos para pessoas adultas descendentes de

europeus (CALLE, 1999) (TABELA 1).

TABELA 1 - Classificacio do peso pelo IMC e os riscos de comorbidades (Adaptado de WHO, 2000).

Classificacao IMC kg/m? Risco de comorbidades
Baixo peso < 18,5 Baixo
Peso normal 18,5-249 Médio
Sobrepeso > 25,0 -
Pré-obeso 25,0-29,9 Aumentado
Obeso 1 30,0 - 34,9 Moderado
Obeso I1 35,0-39,9 Grave
Obeso II1 > 40,0 Muito grave

O IMC € amplamente utilizado, apesar das inimeras restricdes de uso, como o de nao ser

capaz de fornecer informagdes sobre a composi¢do corporal

e distribui¢do da gordura corporal
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(YAO et al., 2002). Porém, antropometria é considerada o método mais util para classificar a
obesidade, por apresentar baixo custo, ndo invasiva, universalmente aplicdvel e com uma boa
aceitacdo. Segundo Witt e Bush, para avaliacdo da obesidade, acredita-se que alguns fatores
contribuam para limitagdo do IMC, como as diferencas sexuais, étnicas e dos niveis de atividade

fisica e adiposidade (WITT; BUSH, 2005).

Para o diagnéstico da obesidade, existem outras formas de avaliacdo além do IMC. De
forma geral, ndo € dificil reconhecé-la, porém, para um diagndstico que se identifiquem os niveis

de risco, sdo necessdrias algumas formas de quantificacao.

A pesagem hidrostética ou submersa era considerada como a técnica padrdo-ouro para
avaliacio do peso corporal. Recentemente, as técnicas de imagem, tais como ressonancia
magnética (ROSS et al, 1992), tomografia computadorizada (THAETE et al.,, 1995) e
absorciometria com raios-x de dupla energia (dexa); (ERSELCAN et al., 2000) tém sido
alternativas de maior precisdo. Porém, o custo e os equipamentos necessarios dificultam o uso na
prética clinica. Segundo Peterson, Carpenter e Brock (2003), como alternativas relativamente
mais acessiveis, encontram-se disponiveis a medida da prega cutinea, ultrassonografia (STOLK,
et al., 2001), andlise de bioimpedancia (KUSHNER et al., 1990) e ainda espectroscopia por raios
infravermelho (THOMAS et al.,1997) todas com o mesmo objetivo, avaliar o peso para se chegar

a um diagndstico.

Na pratica clinica, a combinacdo de massa corporal e distribuicio de gordura seria a
melhor op¢do para preencher a necessidade de avaliagdo clinica (MOLARIUS et al., 1999).
Deve-se atentar que ndo ha avaliacdo perfeita para o diagndstico do sobrepeso e/ou obesidade.
Recentemente, tem-se notado que a distribui¢do de gordura é um fator de maior importancia para

melhor condi¢do de satide (RANKINEN et al., 1999).

A avaliacdo da distribui¢do de gordura corpdrea pode ser feita pela relacdo cintura-quadril
(RCQ), considerada pela OMS como um dos critérios para caracterizar a sindrome metabdlica e
também estd associada ao risco de comorbidades. A RCQ € obtida pela divisdo dos perimetros da
cintura (cm) e do quadril (cm) para obesidade central, apresentando valores de corte de 0,90 para

homens e 0,85 para mulheres (PEREIRA; MARINS; SICHIERI, 1996). Entretanto, a medida da
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circunferéncia abdominal consegue refletir melhor o contetido de gordura visceral que a RCQ e

também se associa muito a gordura corporal total (POULIOT et al., 1994).

A TABELA 2 apresenta o ponto de corte para risco cardiovascular aumentado, que
corresponde a medida de circunferéncia abdominal igual ou superior a 94 cm em homens e 80 cm

em mulheres caucasianos (WHO, 2006).

TABELA 2 - Circunferéncia abdominal e risco de complicagdes metabdlicas associadas com obesidade
em homens e mulheres.

Circunferéncia abdominal

Risco de complicacoes Homem Mulher
Aumentado >94 >80
Aumentado substancialmente >102 >88

Além disso, a relagdo entre circunferéncia abdominal e gordura corporal também se difere
segundo a idade e grupos étnicos (DEURENBERG et al., 1999). Deste modo, a Internacional
Diabetes Federation (IDF) sugeriu um novo ponto de corte que difere entre etnias, de acordo com

a TABELA 3 (ALBERTI; ZIMMET; SHAW, 2006).
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TABELA 3 - Referéncia do Ponto de corte da circunferéncia de cintura (ALBERTI;, ZIMMET;

SHAW, 2006).
Grupo étnico Sexo Circunferéncia de cintura (cm)
Europeus Homem >94
Mulher >80
Sul-asiaticos Homem >90
Mulher >80
Chineses Homem >90
Mulher >80
Japoneses Homem >85
Mulher >90

Sugere-se que a associacdo entre a medida da circunferéncia abdominal com o IMC pode

proporcionar uma forma combinada de avaliagdo de risco e ajudar a diminuir os obstidculos de

cada uma das avaliagdes isoladas (MOLARIUS et al., 1999). Em resumo, a avaliacdo de risco

com a associagdo destas medidas estd apresentada na TABELA 4.



20

TABELA 4. Combina¢do das medidas de circunferéncia abdominal e IMC para avaliar a obesidade e
doenca cardiovascular (REXRODE et al., 1998).

Circunferéncia abdominal (cm)

Risco de complicacoes IMC kg/m? Homem 94-102 102+
metabolicas
Mulher 80 - 88 88+
Baixo peso < 18,5 - -
Peso saudavel 18,5-249 - Aumentado
Sobrepeso 25,0-29,9 Aumentado Alto
Obesidade >30,0 Aumentado Muito Alto

1.1.2 TRANSICAO NUTRICIONAL E A EPIDEMIA DA OBESIDADE

Considerada como uma altera¢do na estrutura populacional associada ao desenvolvimento
socioecondmico, a transicdo demogréafica é acompanhada pela transicio epidemioldgica, sendo
caracterizada em fun¢do do maior envelhecimento e por alteracdes no padrdo de doengas. Para
caracterizar as alteracdes nos padrdes dietéticos e no estado nutricional que se associam as
doencas cronicas, como diabetes e doencgas cardiovasculares, o termo transicdo nutricional tem

sido utilizado (AMUNA; ZOTOR, 2008).

Ainda ndo completamente compreendido, a epidemia da obesidade estd relacionada com
alteracOes comportamentais € ambientais, especialmente de hédbitos alimentares e de atividade
fisica dos individuos. Com a globalizacdo, os alimentos industrializados ricos em actcar e
gordura tem tomado cada vez mais o espaco da alimentagdo tradicional. Consequentemente, a

obesidade mostra taxas continuadamente crescentes (POPKIN, 2006).

Estudos demonstraram que a obesidade afeta 641 milhdes de adultos ou 13% da
populacdo mundial adulta e pode chegar a até 20% em 2025. O nimero de obesos mais do que

duplicou desde 1975. Atualmente, um em cada oito adultos € obeso e estima-se que até 2025 este
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nimero deve aumentar para um em cada cinco. Em homens, a obesidade triplicou de 3,2% da
populagdo em 1975 para 10,8% em 2014 (cerca de 266 milhdes de pessoas). E nas mulheres,
cresceu de 6,4% em 1975 para 14,9% em 2014 (cerca de 375 milhdes) (N. C. D. RISK FACTOR
COLLABORATION, 2016).

Em 2014, as pessoas mais gordas do mundo viviam nos paises da Polinésia e Micronésia,
onde 38% dos homens e mais de metade das mulheres eram obesos. Cerca de 118 milhdes dos
obesos do mundo vivem nos Estados Unidos, no Reino Unido, na Irlanda, Australia, no Canadé e

na Nova Zelandia (N. C. D. RISK FACTOR COLLABORATION, 2016).

No Brasil, de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), cerca
de 82 milhdes de pessoas apresentaram o IMC igual ou maior do que 25, ou seja, sdo
considerados com sobrepeso ou obesidade, chegando a aproximadamente 60% da populacgdo. Os
dados mostraram ainda que, existe uma prevaléncia maior de excesso de peso no sexo feminino

chegando a 58,2 % e 55,6 % no sexo masculino (IBGE, 2015).

De acordo com o levantamento realizado pelo IBGE, o excesso de peso aumenta com a
idade, mostrando ser mais rdpido para os homens, chegando a 50,4 % na faixa de 25 a 29 anos.
Contudo, para mulheres, a partir da faixa etdria de 35 a 44 anos a prevaléncia do excesso de peso
(63,6%) ultrapassa a dos homens (62,3%), chegando a mais de 70,0% na faixa de 55 a 64 anos
(IBGE, 2015).

Os dados mostraram ainda que a obesidade acomete um em cada cinco brasileiros maiores
de 18 anos em 2013 (20,8%), sendo que o percentual é mais alto entre as mulheres (24,4% contra
16,8% dos homens). Em dez anos, a obesidade entre mulheres de 20 anos ou mais passou de
14,0% em 2003, segundo a Pesquisa de Or¢camentos Familiares (POF), para 25,2% em 2013, de
acordo com a PNS, pesquisa nacional de saude. Entre os homens, o crescimento foi menor, de

9,3% para 17,5% (IBGE, 2015).

O acumulo de gordura abdominal também foi mais frequente no sexo feminino, atingindo
52,1% das mulheres e 21,8% dos homens. Enquanto 52,1% das mulheres tinham uma
circunferéncia da cintura maior ou igual a 88 cm, o que caracteriza obesidade abdominal, 21,8%

dos homens media 102 cm ou mais nessa parte do corpo (IBGE, 2015). O excesso de gordura
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abdominal estd associado ao risco de doengas cardiometabdlicas, como obesidade, diabetes e

hipertensao arterial (MARIATH, 2007).

1.1.3 ETIOLOGIA

A etiologia da obesidade é considerada multifatorial, derivando da influéncia mutua de
genes, ambiente, estilos de vida e fatores emocionais. Na maioria dos casos, ocorre devido
alteracdo do balanco energético, favorecido pelo aumento do consumo caldrico, pela diminui¢ao

do gasto energético ou por ambos (SWINBURN; RAVUSSIN, 1994).

Para definir o gasto energético didrio utiliza-se a taxa metabdlica basal (60% a 70%), o
gasto de energia com atividade fisica que representa cerca de 20% a 30% do gasto energético

total em adultos e o efeito térmico dos alimentos (10%) (SWINBURN; RAVUSSIN, 1994).

Na avaliagdo do consumo, o hébito alimentar € utilizado, muita das vezes, por meio de
recordatorios, este método consiste em recordar, definir e quantificar sua ingestdo alimentar do
dia anterior. O recordatério de 24 horas ndo representa a ingestdo habitual, ¢ dependente da
memoria do entrevistado e necessita de um entrevistador treinado. Apresenta muitas vantagens: é
rédpido, relativamente barato e pode ser aplicado em analfabetos. (FISBERG; MARTINI;
SLATER, 2005).

A hereditariedade pode influenciar um individuo a se tornar obeso. Estudos mostram que
um mecanismo molecular para a obesidade pode explicar o porqué um dos gémeos pode ser
acima do peso, enquanto o outro pode ser magro. Alteracdes na microbiota intestinal, alteracdes
epigenéticas, alteracOes na atividade do gene, que ocorrem quando as moléculas ligam-se ao
DNA ou as proteinas que a envolvem, gerando conjuntos de genes em "on" ou "off" podem ser

fatores que aumentam a propensdo a obesidade (DALGAARD et al., 2016).

As modificacdes epigenéticas sdo desencadeada por fatores do meio ambiente que podem

ser transmitidas de uma geragdo para a outra, sugerindo que fatores de risco como tabagismo e
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habitos alimentares das maes durante a gravidez tem impacto duradouro sobre o metabolismo de
seus filhos. Entretanto, o porqué das alteracdes epigenéticas promoverem obesidade permanece

ainda ndo esclarecido (DALGAARD et al., 2016).

Sabe-se que sintomas como a ansiedade, depressdo, nervosismo e o hdbito alimentar
modificado por problemas emocionais sdo comuns em pacientes com sobrepeso ou obesidade,
indicando uma relacio entre estresse e obesidade (ROSMOND; BJORNTORP, 1998). O estresse
pode ser considerado uma consequéncia da obesidade, quando relacionado a fatores sociais e a

discrimina¢do (GORTMAKER et al.,1993).

A obesidade ocorre em maiores taxas na populacdo com maior grau de pobreza e menor
nivel educacional (MONTEIRO; CONDE; POKIN, 2001). Acredita-se que relacionado com a
maior palatabilidade e baixo custo de alimentos de grande densidade energética, com altos teores

de acticar e gorduras (DREWNOWSKI, 1997).

A oscilag@o de peso mostra efeito na saide a longo prazo, mostrando relagdo para a satde

cardiovascular, doencas cronicas e cancer (MAGALHAES et al., 2014).

1.1.4 TRATAMENTO NAO FARMA COLOGICO

O tratamento da obesidade é complexo e multidisciplinar. Nao existe nenhum tratamento
farmacoldgico em longo prazo que ndo envolva mudanga de estilo de vida. Ha véarias opg¢des de
tratamento para a obesidade e o sobrepeso. Quanto maior o grau de excesso de peso, maior a

gravidade da doenca (JEFFREYS et al., 2003).

Apesar da utilizacio de medicamentos, as dietas de baixo valor caldrico e, as vezes,
cirurgia e as mudangas de estilo de vida por meio de técnicas cognitivo comportamentais Sao
ainda essenciais. Para a escolha do tratamento deve-se fundamentar a gravidade do problema e na

presenca de complicagdes associadas.
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Para o tratamento da obesidade com a intervencdo com medicamentos, estabeleceu-se
alguns critérios como: IMC de 30 kg/m? ou 25 kg/m? associado a morbidades e falha na perda de

peso com o tratamento nao farmacolégico (JEFFREYS et al., 2003).

Determinadas dietas com o objetivo de emagrecimento sido nutricionalmente adequadas e
com hdbitos alimentares corretos. Algumas mostram-se como dietas milagrosas, que levam a
préticas irracionais, que podem ser perigosas e sdo aderidas pela populacdo, pela promoc¢ao da

midia, por meio das celebridades ou por serem consideradas novidade.

1.2 DISFUNCAO CARDIOVASCULAR E OBESIDADE

1.2.1 TECIDO ADIPOSO

Anteriormente, o tecido adiposo era considerado apenas como um simples reservatorio de
energia. Entretanto, recentemente o tecido adiposo passou a ser visto como um complexo 6rgao
com inimeras funcdes, contribuindo para o sistema enddcrino. Estudos demostraram a existéncia
de substancias pré-inflamatdrias geradas pelo tecido adiposo, as adipocinas. A fun¢do endotelial,
aterogénese, sensibilidade a insulina e balanco energético mostraram sofrer a acdo das
adipocinas, que influenciam nos processos regulatérios. Dessa forma, doencas como diabetes,
arteriosclerose, hipertensao arterial, as dislipidemias, a doenga arterial coronariana tem o tecido

adiposo como responsdvel por suas fisiopatogenias (GOMES et al., 2010).

A probabilidade de um individuo desenvolver eventos que possam afetar a satde
cardiovascular, € chamado de fator de risco cardiovascular (CHAVES et al., 2009). Entretanto, os
indicadores de risco sdo classificados em modificiveis e ndo modificaveis. Quando sdo
modulados através de habitos de vida e/ou medicagdo sdo considerados modificaveis. Isto inclui
tabagismo, alcoolismo, obesidade, sedentarismo e niveis plasméticos de colesterol. Entre os ndo

modificdveis, podemos considerar faixa etdria, sexo, etnia e fatores hereditdrios. Estes
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indicadores implicam no aumento da morbimortalidade cardiovascular, de acordo com o maior

numero de fatores de risco associado (MARTINS et al., 2011).

Todas as artérias sdo circundadas por uma quantidade signinificativa de tecido adiposo,
apresentando acOes pardcrinas e enddcrinas, especialmente sobre a funcdo vascular, além das
funcdes estruturais. Na obesidade, a acdo de citocinas pré-inflamatérias € potencializada,

tornando o tecido adiposo disfuncional e a produgdo de fatores protetores € inibida.

O tecido adiposo perivascular produz adiponectina, que possui acdo de relaxamento dos
vasos, igualmente o 6xido nitrico. Em individuos obesos, a produgdo do tecido perivascular
passa a ser a interleucina-6 e TNFa e outras diferentes substancias atuantes sobre a tensdo e
funcdo vascular. Estudos indicam que a produgdo acentuada de espécies reativas de oxigénio pelo
tecido adiposo perivascular reduzem a biodisponibilidade do 6xido nitrico. Os mecanismos
envolvidos neste processo ainda ndo sdo totalmente conhecidos (WAJCHENBERG, 2000).
Assim, acredita-se que a disfun¢do do tecido adiposo perivascular tenha influéncia sobre as

doengas metabdlicas (SIPPEL et al., 2014).

1.2.2 ENDOTELIO E DISFUNCAO ENDOTELIAL

Os vasos sanguineos possuem paredes formadas de camadas de musculo liso, tecido
conjuntivo eldstico e fibroso. O endotélio € o revestimento de todos 0s vasos sanguineos e
apresenta funcdes importantes para regulacdo de pressdo arterial, absor¢do de materiais e

crescimento de vasos sanguineos (SILVERTHORN, 2003).

O endotélio é uma camada unica e continua de células em forma de fuso que faz a
separacdo do intersticio e a parede vascular. Com a forca de cisalhamento do fluxo sanguineo
(“shear stress”), age sobre as células endoteliais conduzindo a producdo de NO, pela enzima NO-

sintase endotelial (eNOS) (BAHIA et al., 2006).
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A célula endotelial em adultos tem periodo de vida esperado de cerca de 30 anos e apds
este periodo, tendem a morrer e serem substituidas. Entretanto, o endotélio regenerado nao possui
a mesma capacidade de liberagdo de fatores que inibem contragdo e também mostra diminui¢ao

de respostas de estimulos (BAHIA et al., 2006).

Em condicdes fisioldgicas, o endotélio € responsdvel pela manuten¢ao do tonus vascular e
da homeostase intravascular. Atua conservando o fluxo sangiiineo laminar, preservando a fluidez
da membrana plasmatica, criando mecanismos anticoagulantes, inibindo a proliferagdo e

migragdo celulares e controlando a resposta inflamatéria (BAHIA et al., 2006).

Como principais mediadores responsaveis pelo vasorelaxamento do musculo liso vascular
liberados pelo endotélio temos a prostaciclina (PGI2); (MONCADA et. al, 1976), o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF); (FELETOU; VANHOUTTE, 1996), e o 6xido
nitrico (NO); (FURCHGOTT; ZAWADSKI, 1980). J4 como vasoconstritores, sdo liberados pelo
endotélio o anion superéxido (VANHOUTTE; KATUSIC, 1988), a endotelina I (ET-1);
(YANAGISAWA et. al., 1988), a agiotensina II (VELTMAR; GOHLKE; UNGER, 1991) e
alguns metabolitos que sdo derivados do dcido araquidonico (AA), como exemplo o tromboxano
(TXA2); (MILLER; VANHOUTTE, 1985). Em condicdes fisiol6gicas, quando nao hé disfuncdo
endotelial, ocorre um equilibrio entre a liberacdo destas substancias, entretanto com uma

tendéncia a vasodilatagao (BAHIA et al., 2006).

Na célula endotelial vascular, o NO € produzido a partir do aminodcido L-arginina,
catalisado pela enzima 6xido-nitrico-sintase (NOS); (BEHRENDT; GANZ, 2002). Entre suas
funcdes, destaca-se a a¢do vasodilatadora, inibi¢do da adesdo e agregacdo de plaquetas, inibi¢ao
da proliferacdo de células do musculo liso vascular, limitacio do recrutamento vascular de
leucécitos e inibicdo da produgdo do fator tecidual, fator este determinante na geracdo de
trombos. Em contrapartida de acordo com Kinlay, Libby e Ganz (2001) e com Yang (2012), a
ETI1 tem acdo contrdria ao NO, mostrando um efeito vasoconstritor, capacidade de aumentar
atividade central e periférica do sistema nervoso simpdtico, acao natriurética, além de estimular o

sistema renina-angiotensina-aldosterona (KINLAY; LIBBY; GANZ, 2001; YANG et al., 2012).
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Furchgott e Zawadzki foram os primeiros autores que evidenciaram a func¢ao do endotélio,
por meio da relagdo entre a acetilcolina e a vasodilatac@o in vivo. Analisaram que em anéis de
aorta, a acetilcolina ndo produzia a vasodilatacdo esperada, e sim a vasoconstri¢do. Este fato
ocorria devido a remoc¢do involuntdria do endotélio vascular durante a preparacdo do vaso.
Quando se preservou a integridade do endotélio vascular, pdde-se observar uma resposta de
relaxamento a acetilcolina. Esta resposta foi caracterizada como sendo mediada pelo fator de
relaxamento derivado do endotélio (EDRF), substincia mais tarde sendo reconhecida

molecularmente como sendo o NO (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980).

A célula endotelial também conta com o auxilio de mecanismos antioxidantes que
auxiliam no controle da homeostasia, com destaque para a enzima superoxido dismutase (SOD),
que neutraliza a acdo do anion superéxido que € liberado pelos sistemas aerébios. Além disso,
secreta ainda substancias anti-inflamatdrias, como prostaciclinas, heparanas e peptideos
natriuréticos. Em conjunto, o equilibrio fisiolégico na liberacao/producido destas substancias
impede a génese e o desenvolvimento da aterosclerose, uma vez que conserva o padrao do fluxo

sanguineo laminar saudavel (BAHIA et al., 2006).

Acdes antitrombdticas também sdo percebidas no endotélio. A producdo do ativador do
plasminogénio tecidual (tPA) consegue evitar a trombose local, pela secrecdo de heparanas e
trombomodulinas, mantendo nas células musculares lisas, com baixa proliferacdo, migracdo e

apoptose reservando a morfologia vascular normal (BAHIA et al., 2006).

No processo inflamatdrio, moléculas de adesdo sdo expressas pelo endotélio. As selectinas
e integrinas permitem a ativacdo, o rolamento e a adesdo de leucdcitos a sua superficie. A
oxida¢@o da molécula LDL (lipoproteina de baixa densidade) consegue ativar a proteina-quinase
C e um fator de transcricdo nuclear (NF-kB), por conseguinte o aumento da transcri¢do de vérios
genes. Portanto, a producdo excessiva da resposta inflamatoéria, pode induzir a disfuncdo
endotelial, tendo como consequéncia o inicio da doenca aterosclerética por meio de eventos pro-
coagulantes, diferenciacdo das células musculares lisas vasculares e macroéfagos. Similarmente, a
diminuicdo da atividade biolégica do NO (designada como disfun¢do endotelial) pode
desencadear a doenga aterosclerdtica vascular e sua avaliacdo pode ser considerada um marcador

de risco de aterosclerose (BEHRENDT; GANZ, 2002).
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A disfunc¢do endotelial refere-se a uma alteracdo da vasodilatacdo dependente de endotélio
e desregulacdo das interagdes endotélio-células sanguineas, que acarretam uma inflamagao
localizada e posteriormente lesdes vasculares e trombose. Em geral, ocorrem devido ao
desequilibrio entre a liberacio de (ou respostas intracelulares a) substincias contriteis e
relaxantes, em favor de substincias contréteis. Este desequilibrio ocorre com frequéncia na
presenca de fatores de risco para doengas cardiovasculares. Sabe-se que os efeitos
vasoconstritores se superpdem aos efeitos vasodilatadores, comumente como consequéncia da
diminuic¢do da biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO), com perda de sua a¢do vdsculo-protetora

(BEHRENDT; GANZ, 2002).

Como causa de disfun¢@o endotelial e maior incidéncia de doenca aterosclerdtica temos
fatores como hipercolesterolemia, tabagismo, estados de resisténcia insulinica, diabetes mellitus,
hipertensao arterial, hiper-homocisteinemia (MONTENEGRO NETO et al., 2008). As doencas
cardiovasculares (DCVs) sdao as causas mais comuns de morbidade e principal motivo de

mortalidade mundial (RIBEIRO; COTTA; RIBEIRO, 2012).

Os eventos mais comuns que ocorrem nas doencas cardiovasculares tem mecanismos
fisiopatolégicos de bloqueio do fluxo sanguineo pela formagdo de placas aterosclerdticas nos
vasos, que ocorre devido a producdo desregulada de colesterol no organismo, denominada
dislipidemia. E caracterizada por elevagdo dos niveis plasméticos de LDL-colesterol e redugio de
HDL-colesterol, sendo considerada como fator de risco cldssico para doenca arterial coronariana

(DAC). (NELSON; COX, 2014).

De acordo com Singh e colaboradores (2010) e Mehta e Li (2001), dentre os fatores de
risco, hd mais de uma década foi evidenciado que a hipertensdo e a hipercolesterolemia
frequentemente apresentam-se associadas, estando intimamente relacionadas, sendo fatores de

risco determinantes para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (SINGH et al., 2010;

MEHTA, 2001).
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1.3 OXIDO NITRICO

1.3.1 CARACTERISTICAS, SINTESE E METABOLISMO DO NO

Habitualmente no ar atmosférico, o NO € encontrado em pequenas quantidades, sendo
considerada uma molécula gasosa simples, altamente téxica devido a existéncia de uma radical
livre, tornando altamente reativo (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000), com meia vida curta
de 3 a 60 segundos (KIECHLE; MALINSKI, 1993).

O NO era considerado apenas uma substincia pertencente a classe de poluentes ambientais
e potenciais carcinégenos. Atualmente, a comunidade cientifica ja se aprofundou em pesquisas,
adicionando conhecimentos sobre o NO, sendo ele considerado mensageiro (ou sinalizador inter e
intracelular) e como toxina, agindo em inumeros processos fisiolégicos e patolégicos (FLORA

FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

O processo de identificacdo da sintese enddgena foi lento e se deu através de pesquisas
realizadas na década de 80, que inicialmente demonstraram a produgdo de nitratos em
camundongos, surgindo as primeiras evidéncias de 6xidos de nitrogénio no metabolismo. Em
1985, foi evidenciada a producdo de nitritos e nitratos através macréfagos ativados por
lipopossacdrides bacterianos (STUEHR; MARLETTA, 1985). Posteriormente, constatou-se que a
L-arginina era o substrato e a L-citrulina era formada como co-produto. Além disso, Marletta
identificou o0 NO como o produto da reagdo de oxiredugdo da L-arginina (MARLETTA et al.,
1988).

Durante a mesma década, Furchgott investigava o fator de relaxamento derivado do
endotélio vascular (endothelium-derived relaxing factor — EDRF), que, posteriormente, foi
identificado como sendo o NO o responsavel pela atividade biol6gica do EDRF (FURCHGOTT;
ZAWADSKI, 1980).
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Quando diluido, o NO tem uma meia vida de menos de 10 segundos devido a sua répida
oxidac@o a nitrito e nitrato. O NO liga-se a hemoglobina e outras proteinas que contém o nucleo

heme levando ao término de sua atividade biolégica (SNYDER; BREDT, 1992).

A formacdo do NO ocorre através da reacdo quimica em que a L-arginina € transformada
em um intermedidrio, a NOS-hidroxi-L-arginina com a presenca de nicotinamida-adenina-
dinucleotideo-fostato-hidrogénio (NADPH) e Ca?* sendo necessario mais NADPH e O; para a
formacao de L-citrulina e NO, indicada na FIGURA 3 (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

MADPH NADPH
L-arginina —.;N-hidrnxi-L-arginina_pL-cituIina-t
cat o

dxido nitrico (NO)

FIGURA 3 - Sintese do 6xido nitrico a partir da l-arginina

Considerada como um aminoécido semi-essencial, a L-arginina € produzida no organismo,
entretanto em quantidade insuficiente para todas necessidades. E utilizada também na sintese de
creatinina € no fornecimento de ornitina, além da sua participacio no ciclo da ureia

(KONTUREK; KONTUREK, 1995).

A necessidade de L-arginina no metabolismo € continua, sendo assim, nos tibulos
proximais renais acontece a neo-sintese a partir da citrulina. As proteinas que sdo ingeridas sao
degradadas em arginina e podem ser absorvidas e utilizadas no ciclo da ureia ou transformadas
em ornitina no epitélio intestinal e juntamente com a glutamina secretada como glutamato, sao
convertidas em citrulina. A citrulina é absorvida e transformada em arginina no ciclo renal, de
acordo com a FIGURA 4. Do mesmo modo, a citrulina pode ser convertida de forma direta em L-
arginina no citoplasma das células endoteliais e dos macréfagos (KONTUREK; KONTUREK,
1995).
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FIGURA 4 - Esquema de absorcio intestinal da arginina (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000)

Andlogos da L-arginina como NY-monometil-L-arginina (L-NMMA), N€-nitro-L-arginina
(L-NNA) e NC-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME), conseguem inibir a sintese enzimética da
citrulina (SNYDER; BREDT, 1992) e apresentam grande importancia na pesquisa para os efeitos
do NO nos tecidos, ja que a substituicdo da L-arginina por andlogos inibe a producdo do NO e

seus efeitos.

A demonstra¢do direta da produg¢do de NO ndo € ficil, sendo em geral realizada de
maneira indireta. As pesquisas consideram a concentragdo de nitrito e nitrato como prova da
producgdo do NO, devida a sua evanescéncia. E ainda, outro método para a demonstragao do NO
¢ por meio do bloqueio de sua sintese através da adi¢do de um dos andlogos mencionados acima
(L-NNA ou L-NMMA ou L-NAME). Desta forma, a auséncia do efeito estudado € atribuida pela
nao formagdao do NO, devido ao bloqueio da reagdao da L-arginina em L-citruilina (FLORA

FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

1.3.2 SINTASES DO NO E RESPOSTAS VASCULARES MEDIADAS PELO NO

Virias células podem sintetizar o NO por meio de hemeproteinas da familia citocromo P450-like,
denominadas de NO sintases (NOS); (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002). As NOS sio dependentes de

NADPH, O, biopterinas e flavinas para cuamprir sua atividade. Até entdo, foram isoladas e clonadas trés
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isoenzimas, duas constitutivas em determinadas células e uma induzivel, recebendo as siglas respectivas

de cNOS e iNOS, como mostra a FIGURA 5 (MARLETTA, 1994).

l:/\:
e-NOS n-NOS i-NOS

FIGURA 5 - Isoformas da NO Sintase (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003).

A Isoforma I ou cNOS, existente no cérebro, foi inicialmente purificada no cerebelo de
camundongo e porcos (SCHMIDT et al., 1991). Esta enzima pode ser chamada também de bNOS
(brain NO synthase) ou nNOS (neuronal NO synthase). Esta proteina hoje em dia € clonada de
cérebros humanos e conserva uma sequéncia de aminodcidos entre espécies, mostrando ter 93%

de identidade entre humanos e camundongos (KONTUREK; KONTUREK, 1995).

Nao presente de modo habitual, a iNOS ou Isoforma II, conhecida também como macNOS
(macrophage NO synthase), esta isoforma ndo € expressa constitutivamente, sendo induzida nos
macréfagos e outras células por lipopolisacdrides bacterianos e/ou citocinas (STUEHR;
MARLETTA, 1985). Virios estudos consideraram que qualquer célula tem a capacidade de
producdo da iNOS com estimulos adequados. Quando € induzida, a iNOS pode produzir NO por

um longo tempo e isso mostra o envolvimento com alguns processos patolégicos.

A eNOS ou Isoforma III € expressa constitutivamente nas células endoteliais, também

podendo ser chamada cNOS ou EC-NOS (endothelial constitutive NO synthase).

Ainda podem ser caracterizadas como de baixo ou alto débito de acordo com a atividade da
NOS. Consideradas de baixo débito, as isoformas I e IIl s@o relacionadas com processos
homeostaticos como o controle imediato da pressdo arterial, peristaltismo e neurotransmissao.
Classificada de menor débito, a eNOS quando estimulada conserva-se em ag¢do por horas em

mecanismo sinérgico induzido pelo NO produzido (ZHANG et al., 1994).
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Outra classificacdo das NOS € determinada pela sua dependéncia de célcio para ativagdo. O
Ca>* é um importante sinalizador citoplasmadtico, atuando a partir de ligagcdes com proteinas
intracelulares receptoras especificas. Uma destas proteinas citoplasmdticas (Ca**-receptoras) é a
calmodulina, encontrada em praticamente todas células (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).
Quando ocorre a ligagdo do Ca?* a calmodulina forma-se um complexo Ca?*/calmodulina. Em
concentragdes intracelulares baixas de Ca®*, o complexo se desfaz e a atividade enzimética é
desativada. Este mecanismo Ca?*/calmodulina é responsdvel por ativar as isoformas de NOS
constitutivas. O mecanismo de a¢do da iNOS depende da concentrag¢do intracelular de Ca**
somente para ativa¢do e a queda do Ca?* intracelular ndo inibe a atividade da iNOS. De tal modo,
classificam-se as NOS como cdlcio-dependentes, as isoformas I e III e célcio-independentes a

isoforma II, conforme a FIGURA 6 (NATHAN; XIE, 1994).

(b) ¢ ot
CE+2 R
cNOS ——P»  cNOS
"inativa" *‘LET "inativa” CALI"-'IEJ[iULIMﬁ
(e) \ - -,
Ca+t I
iNOS —® iNOS .
“inativa" I'E;z “inativa® | CALMODLILWA .

FIGURA 6 - Interacdo da Calmodulina-Célcio e iNOS (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

A acetilcolina (ACh) produz a vasodilatacdo através da estimulagdo de receptores
muscarinicos do subtipo M3, situado nas células endoteliais vasculares. Estes receptores quando
ocupados por agonistas, levam ao aumento da concentracdo intracelular de Ca?* pela ativagdo da
via fosfolipase C-inositol 1,4,5 —trifosfato (PLC-IP3), que assim se liga a calmodulina (CaM),

formando o complexo Ca?*-calmodulina (Ca?*/CaM). Este complexo consegue assim ativar a
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eNOS que é capaz de produzir NO através do aminodcido L-arginina (L-Arg.). Quando formado,
o NO difunde-se pela musculatura lisa, onde ocorre a ligacdo com o ferro prostético heme da
enzima guanilato ciclase solivel (GCs) que catalisa a sintese de guarnosina monofostato ciclica

(GMPc) a partir da guanosina trifostato (GTP) (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002) (FIGURA 7).

%) P
T [Caz+], —=M il

Via PLC-1P,
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FIGURA 7 - Representagdo esquematica do relaxamento via NO-GMPc (CERQUEIRA; YOSHIDA,
2002).

O relaxamento do musculo liso e, portanto, o aumento do didmetro dos vasos sanguineos
e reducdo da pressdo arterial, ocorrem em resposta ao aumento da concentragdo intracelular do
segundo mensageiro GMPc (MONCADA et al., 1976). Estudos propdem varios mecanismos para
esclarecer a atividade de relaxamento decorrente do aumento dos niveis de GMPc induzido pelo
NO, incluindo a inibi¢do da geragdo de IP3, o aumento do sequestro e redu¢do do influxo de Ca?*
citossolico, a desfosforilacdo da cadeia leve de miosina, ativacio de proteinas quinases e também
a estimulacdo de Ca?*-ATPase da membrana e abertura de canais para K* (LUCAS et al., 2000).
Além disto, estudos tem demonstrado que o NO pode agir por uma via independente de GMPc

que ocorre pela ativacdo direta de canais de K* dependente de célcio (BOLOTINA et al., 1994).

O NO € considerado um mensageiro intracelular de destaque nos mamiferos superiores.
Por sua alta difusibilidade, a sinalizacdo do NO ¢ exercida diretamente em nivel intracelular, sem
receptores transmembranosos e, por este motivo, € utilizado em funcOes fisioldgicas que

necessitam de uma resposta rapida (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).



35

A liberag@o continua do NO no endotélio vascular atribui a este um importante papel na
manutencdo do fluxo sanguineo e controle do extravasamento tecidual. O NO produzido no
endotélio tem acdo vasodilatadora no organismo. Durante o exercicio fisico ocorre aumento do
débito cardiaco e redistribui¢do do fluxo sanguineo para musculatura esquelética e circulagdo
coronariana, aumentando a liberacio de NO nestes tecidos. Este mecanismo ¢ mediado pela
ativacdo da cNOS (eNOS ou isoforma III) e a pritica regular de atividade fisica pode

potencializar a expressdo desta enzima (SHEN et al., 1995).

O NO também controla a adesdo de elementos sanguineos (leucdcitos e plaquetas) ao
endotélio, desta forma, diminuindo a permeabilidade vascular (KUBES; SUZUKI; GRANGER,
1991).

1.4 . ESTRESSE OXIDATIVO

1.4. 1 ESTRESSE OXIDATIVO, INFLAMACAO E DISFUNCAO ENDOTELIAL

A produgdo exacerbada de radicais livre que ocorre durante quadros de fatores de risco
cardiovascular tem papel importante na lesdo celular devido ao estresse oxidativo . Desta forma,
moléculas ativas designadas espécies reativas derivadas do oxigénio (EROs) sdao formadas e estas
reagem com o NO, inativando-o. A produ¢do de EROs € resultado de um processo fisiologico do
metabolismo aerébio celular. Entretanto, niveis anormais acontecem em condi¢des patoldgicas.
Um dos principais EROs € o radical super6xido, que reage de forma ripida e favoravel com o
NO, resultando na inibicao de sua bioatividade e gerando espécies reativas oxidantes secundarias,
como o peroxinitrito (ONOO-), que € capaz de oxidar moléculas de LDL, ocasionar disfunc¢do

vascular e nitrificar os residuos de tirosina de proteinas (TANIYAMA; GRIENDLING, 2003).

O equilibrio entre estas moléculas € determinante da fun¢do celular, através da regulagcdo

de proteinas especificas e lipideos. Deste modo, a disfun¢do endotelial resultante da acdo dos
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radicais livres pode ser descrita como uma disfuncio da sinalizacdo redox vascular, isto €, uma
transducdo de sinais celulares mediada por reagdes de transferéncia de elétrons, que envolve
radicais livres que apresentam um elétron desemparelhado na ultima camada (BAHIA et al,

2006).

A producio exacerbada de EROs ou a reducdo das defesas antioxidantes acarretam a
toxidade celular de duas formas: através do desequilibrio na sinalizacdo das células vasculares
com as EROs atuando como segundo mensageiro; e pela toxidade direta das EROs através da alta

reatividade destas espécies contra os componentes quimicos celulares que podem danificar o

DNA e levar a apoptose (TANIYAMA; GRIENDLING, 2003).

Como uma das vias finais predominantes do estresse oxidativo verificamos a perda da
bioatividade do NO, com consecutiva redu¢do da capacidade vasodilatadora dependente do
endotélio, sendo este considerado um dos vérios processos do complexo desequilibrio redox e
dos multiplos déficits funcionais relacionados a disfuncdo endotelial (RUBANYT;

VANHOUTTE, 1986).

O endotélio demonstra funcio essencial no inicio e na perpetuagdo do processo inflamatdrio
cronico vascular, especialmente por sua capacidade de secretar citocinas e moléculas de adesdo.
Em estado normal, o endotélio ndo permite a aderéncia de leucdcitos, contudo em fases iniciais
de aterosclerose, as moléculas de adesdo sdo expressas nas células endoteliais. A perpetuagdo do
processo inflamatoério ocorre devido a liberacdo continua de citocinas pelo endotélio, gerando
assim o acimulo de lipidios e a interferéncia na atividade das células musculares lisa (SZMITKO

et al., 2003).

1.4.2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E RADICAIS LIVRES

As doengas cardiovasculares (DCV) sdo consideradas as principais causas de mortalidade
nas populacdes de paises desenvolvidos, sendo assim necessério o controle da proliferagdao dessas

doencas para reduzir o nimero de mortes stbitas e os custos de intervencdo (LABARTHE.;
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DUNBAR, 2012). Os radicais livres (RL), os antioxidantes e os cofatores sdo dreas que podem
contribuir para reduzir o impacto de doencas e do processo de envelhecimento. A compreensao
desses eventos pode contribuir para prevenir ou reduzir a incidéncia dessas doengas e contribuir

para qualidade de vida (RAHMAN, 2007).

Virios autores elucidaram o termo “radical livre” e muitos adotaram a defini¢do que
determina como uma “espécie que tem um ou mais elétrons desemparelhados em sua camada
mais externa” (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). Dentro desta defini¢do, estdo englobados
o atomo de hidrogénio, oxigénio molecular e a maioria de ions de metais de transi¢do. A
nomenclatura Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) compreende as espécies radicais livres e
outras que ndo possuam elétrons desemparelhados, mas que sdo muito reativas em virtude de sua

instabilidade (RIBEIRO-FILHO et al., 2005).

No sistema bioldgico, os radicais livres sdo provenientes de moléculas de oxigénio,
nitrogénio e enxofre. Essas moléculas sdo partes ou grupos de moléculas designadas espécies
reativas de oxigénio EROs (ROS - reactive oxigen species), espécies reativas de nitrogénio (RNS
— reactive nitrogen species) e espécies reativas de enxofre (RSS — reactive sulphur species)
(RAHMAN, 2007). As principais EROs dividem-se em dois grupos: os ndo radiculares (oxigénio,
peréxido de hidrogénio e 4cido hipocloroso) e os radicalares (hidroxila (HO.), superéxido (O2.—),
peroxila (ROQ.) e alcoxila (RO.). Dentre os RSS, podem ser citados o 6xido nitrico (NO.), 6xido
nitroso (N203), 4cido nitroso (HNO2), nitritos (NO2—), nitratos (NOs—) e peroxinitritos
(ONOO-). Dentre todas estas espécies, algumas podem ser altamente reativas para o organismo
atacando apenas lipidios, enquanto outras sdo reativas com esses € com proteinas e DNA

(ANDRADE JUNIOR, 2005).

Por diferentes mecanismos de ag@o, os radicais livres podem reagir com moléculas
circundantes pela adocdo de elétrons de radicais, recep¢do de elétrons e oxidac¢do de radicais,
através das seguintes reacdes de abstracdo de hidrogénio, reacdo de adicdo, reacdo de auto

aniquilacio e através de dismutacio (ANDRADE JUNIOR, 2005).
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Estudos corroboram que a producdo de ROS, RNS e RSS estdo relacionadas a doencas
como cancer, doenga cardiovascular, incluindo aterosclerose e derrame, doencgas neuroldgicas,
doencas renais e hepdticas, hipertensdo, artrite reumatoide, sindrome da angustia respiratéria do
adulto, doenca autoimune, inflamacdo, doencas degenerativas relacionadas com o
envelhecimento, diabetes mellitus e suas complicacdes, autismo, doenca de Alzheimer e

Parkinson (RAHMAN, 2007).

Em condigdes fisiologicas, o organismo € capaz de se defender dos danos causados pelas
EROs por meio do uso de enzimas que mantem a homeostase de EROs em baixos niveis. Porém,
em situacdes de disfuncdo celular e estresse, os niveis de EROs podem se elevar drasticamente e
gerar dano celular expressivo. Deste modo, o estresse oxidativo coopera significativamente para a

patogénese de doengas inflamatérias (LUI; HOTCHKISS, 1995).

Com o intuito de reduzir ou prevenir o dano oxidativo causado pelas EROs, o organismo
possui um sistema de defesa antioxidante por a¢do enzimadtica. Adicionalmente, a ingestdo de
antioxidantes dietéticos pode contribuir na manuten¢do de um estado ideal de antioxidantes no

organismo (COROCHO; FERREIRA, 2012).

No organismo, os radicais livres sdo gerados de processos inflamatdrios, como fagdcitos,
isquemia e exercicio fisico. De outro modo, fatores extremos que podem acarretar a producdo de
radicais livres sdao o tabagismo, poluentes ambientais, radiacdo, drogas, pesticidas, solventes
industriais e ozonio (SINGH et al., 2010). A FIGURA 8 demonstra fontes endogenas e exdgenas

de EROs e mecanismos de defesa.
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FIGURA 8. Esquema das principais fontes que levam a formacao de espécies reativas e mecanismo de
defesa (BIANCHI; ANTUNES, 1998).

O processo de estresse oxidativo ocorre por meio de um desequilibrio entre compostos
antioxidantes e oxidantes, sendo a formacgdo de radicais livres excessiva ou por velocidade de
remoc¢ado reduzida que levam a oxidacdo de moléculas e assim perda de suas fungdes bioldgicas e
desequilibrio homeostidtico (ANDRADE-WARTHA, 2007).

A peroxidagdo lipidica pode ser definida como reagdo em cadeia dos dcidos graxos
poliinsaturados das membranas celulares, dando origem a radicais livres que alteram a

permeabilidade, fluidez e integridade das membranas. (STAHL et al., 2006). Estudos relatam que
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danos celulares podem ser encontrados em maior incidéncia em individuos obesos com
comomorbidades como, dislipidemia, hipertensdo arterial sist€mica, eventos tromboembolicos,
diabetes mellitus e neoplasias (ZHANG et al., 2011).

Na década passada, os antioxidantes eram definidos como compostos presentes em
pequenas concentragdes que sao capazes de reduzir ou inibir a oxidacdo de outras substincias que
retardam, previnem ou promovem o dano oxidativo de uma determinada molécula
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). Em contrapartida, definiu-se antioxidantes como
qualquer substincia que € capaz de “varrer” as espécies reativas de oxigénio EROs, ou inibir a
producdo de EROs ou ainda agir para regular a defesa antioxidante. Além disso, outra
propriedade apresentada nestes compostos para de fato serem considerados antioxidantes, €
possuir a habilidade de formar um novo radical estavel na presenca de hidrogénio, evitando assim

que ocorra mais oxidacdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).

1.4.3 OBESIDADE E ESTRESSE OXIDATIVO

A obesidade é capaz de produzir peroxidagdo lipidica através de trés principais
mecanismos (OLUSI, 2002). O individuo quando considerado obeso apresenta um maior
consumo de oxigénio devido a necessidade metabdlica aumentada do miocardio. Assim, a
producdo de EROs apresentam-se aumentadas, pelo fato de uma maior respiracdo mitocondrial.
Deste modo, se a produ¢do de EROs ultrapassar a capacidade antioxidante, pode ocorrer o
estresse oxidativo e consequentemente a peroxidagio lipidica JORDAO et al., 1998).

Outra forma da qual a obesidade pode aumentar a peroxidacdo lipidica € por meio da
lesdo celular que ocorre de forma cumulativa e progressiva pela grande pressio da massa
corporal em excesso. Este dano celular libera citocinas, como o fator de necrose tumoral, que
gera EROs (JORDAO et al., 1998).

Como ultimo mecanismo, temos a dieta rica em acidos graxos, que acarreta alteracao no
metabolismo do oxigénio devido as moléculas de dcidos graxos possuirem ligagdes vulnerdveis e

reacoes oxidativas que, por conseguinte, levam a peroxidacao lipidica (NEVES, 2012).
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Intervengdes distintas como farmacoldgicas e cirtrgicas, préitica de atividade fisica para
reducdo de peso corporal, restricio de calorias, mudangas comportamentais vém sendo
recomendadas para tratar a obesidade e consequentemente reduzir o estresse oxidativo. As
terapias com uso de antioxidantes em doses e no periodo adequado, parece ser uma boa opcao.
As medidas que favorecem a perda de peso que se associam a diminui¢do da redugdo de
oxidantes e melhora da capacidade antioxidante favorecem uma reducdo dos fatores de risco

(HOWARD et al., 2006).

1.5. ANTIOXIDANTES

No momento atual, existe grande interesse em estudos que envolvem antioxidantes,
especialmente pelo fato das descobertas sobre as EROs e seus efeitos no organismo. A produgdo
de EROs ocorre de forma natural ou quando ocorre alguma disfunc¢do bioldgica, assim sendo
considerada a oxidacdo parte primordial no metabolismo aerébico e do nosso metabolismo.

(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Diante do desequilibrio entre as EROs e os mecanismos de defesa antioxidantes leva-se a
instalacdo do estresse oxidativo. Nesta situacdo, a utilizagdo de produtos naturais que apresentam
potenciais antioxidantes sdo perspectivas para prevenir danos oxidativos causados pelas EROs.
Naturais ou sintéticos, os antioxidantes apresentam elevada estabilidade oxidativa por sua
estrutura molecular e assim desempenham a¢do fundamental para prevenir a oxidagdo promovida

pelos radicais livres (BARBOSA et al., 2008).

A defesa do sistema antioxidante inibe e/ou reduz danos ocasionados pela acio prejudicial
dos radicais livres ou EROs. Estas agdes ocorrem através de mecanismos que impedem a
formacao dos radicais livres ou das espécies ndo radicais, considerada um sistema de preven¢ao;

também por meio de um sistema de varredor que € capaz de impedir a acdo ou ainda
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proporcionando reparo e reconstituicdo de estruturas biolégicas que foram lesadas, conceituadas

como um sistema de reparo (KOURY; DONANGELO, 2003).

Considerado com maior potencial reativo e com extrema instabilidade, o radical (OH")
apresenta maior capacidade de danos oxidativos. Além disso, é o principal iniciador do processo
de peroxidacdo lipidica, que consequentemente leva a alteracdes da funcdo bioldgica das
membranas celulares. Esse radical é capaz de alterar proteinas em relagdo a sua estrutura e/ou
funcdo bioldgica, sendo que o ataque ao DNA possibilita a ocorréncia de mutagdes (WELCH et

al., 2002).

A atividade das enzimas muitas vezes depende da participacdo de cofatores enzimaticos,
em especial os antioxidantes de origem dietética. Estes cofatores se diferenciam de acordo com
os compartimentos celulares de acdo das enzimas. A SOD pode ser encontradas de duas
maneiras, no citoplasma dependente de zinco (SOD-Cu/Zn), e na mitocondria com a necessidade

de manganés (SOD-Mn) (FERREIRA; OLIVEIRA; FRANCA, 2007).

O sistema antioxidante é dividido em dois mecanismos: antioxidantes enzimdticos e ndo
enzimdticos. No sistema ndo-enzimdtico de defesa compreendem compostos antioxidantes de
origem dietética, destacando as vitaminas, minerais € compostos fendlicos (BIANCHI;
ANTUNES, 1998); Ja os enzimadticos sdo subdivididos em defesas primdrias e secunddrias. A
defesa primaria € formada por trés enzimas de importancia que agem prevenindo a formagdo dos
radicais livres ou neutralizando sua ag@o. A glutationa peroxidase doa elétrons para reduzir a
peroxidase. A catalase que faz a conversdo do peréxido de hidrogénio (H202) em dgua e uma
molécula de oxigénio. E a super6xido dismutase converte anions superéxido (O?-) em perdxido

de hidrogénio, como substrato para a catalase (RAHMAN, 2007).

Embora o sistema antioxidante enddgeno seja eficaz, ndo € suficiente e o organismo
depende de outros tipos de antioxidantes, presentes na alimentacdo que sdo capazes de manter os

radicais livres em baixas concentragdes (PIETTA, 2000).
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Considerando os antioxidantes ndo enzimdticos, podemos mencionar a vitamina A ou
retinol que apresenta atividade enzimadtica por meio da combina¢do com radical peroxil (LOOH),

antes de iniciar a peroxidacao lipidica (PENTEADO, 2003).

A vitamina C ou dcido ascérbico, possui compostos que apresentam agdo antioxidantes
como 4cido L-ascorbico e dcido L-dehidroascorbico, nos quais sdo importantes na varredura do
anfon superéxido (O?), perdxido de hidrogénio (H20>), radical hidroxil (OH), oxigénio singlet

(0O2), e 6xido de nitrogénio reativo (NEDEL, 2005).

A vitamina E é composta de oito isoformas e quatro tocoferdis, sendo o a-tocoferol
considerada a forma mais eficaz e abundante no sistema bioldgico. Além disso, a vitamina E €
capaz de interromper a peroxidagdo lipidica, doando hidrogénio para o radical peroxil (LOOH),
formando um radical, que apesar de ser um radical, ndo € reativo e incapaz de continuar a cadeia
de oxidagao (BURTON, 2011). Ainda entre as vitaminas, pertencente a um grupo de compostos
lipossoluveis, a vitamina K, apresenta em sua estrutura uma capacidade antioxidante protetora

(VERVOOT; RONDEN; THIJSEEN, 1997).

Os carotenoides incluidos no grupo dos pigmentos naturais, sao sintetizados por plantas e
microrganismos, mas nao por animais. Sdo divididos em dois grupos conhecidos como caroteno
(carotenoide hidroxicarbono, que engloba o licopeno e B-caroteno) e os carotenoides oxigenados
(que sdo as xantofilas, como a zeaxantina e luteina). A fun¢do fundamental antioxidante €
neutralizar a acdo do oxigénio singlet. Os carotenoides mostram-se de baixa reatividade, porém

podem decompor-se e dar origem a compostos ndo radicais (PAIVA; RUSSEL; DUTTA, 1999).

Minerais sdo encontrados em pequenas quantidades nos tecidos animais e compdem uma
pequena porcdo dos antioxidantes dietéticos, contudo, apresentam importante papel no seu
metabolismo. No que diz respeito a atividade antioxidante, os minerais considerados mais ativos
sdo o selénio e o zinco. O selénio pode ser visto na forma orginica e inorganica nos tecidos
humanos. Nao tem acdo direta nos radicais livres, entretanto é uma parte imprescindivel para
muitas enzimas antioxidantes (metaloenzimas, glutadiona peroxidase, tioredoxina redutase), as

quais ndo teriam acdo sem esse mineral (TABASSUM; BRISTOW; VENKATESWARAN,
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2010). Além disso, o zinco é um inibidor do NADPH oxidase, que catalisa a produ¢do do radical
oxigénio singlet (0O2) desde o oxigénio, usando o NADPH como um doador de elétrons

(PRASAD et al., 2011)

Os flavonoides classificados como antioxidantes naturais que sdo encontrados nos
alimentos, sdo capazes de agir como agentes redutores, doadores de hidrogénio, varredor de
radical superéxido e até mesmo como agente quelante dos metais, devido ao grupo hidroxil unido
a estrutura do anel fendlico. Além disso, os flavonoides também reduzem os radicais a-tocoferol,
ativam enzimas antioxidantes, atenuam o estresse de nitrosaminas, inibem as oxidases (RICE-

EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).

1.6. COMPOSTOS BIOATIVOS

Os compostos bioativos estdo presentes em todos os vegetais sdo classificados como
substancias ndo nutricionais, mas essenciais para saide humana. Em estudos com diversos
compostos bioativos foram verificados ac¢do antioxidante, anti-inflamatério e anticancerigeno
(PATIL et al., 2009). Dentre os compostos bioativos, os flavonoides criam interesse por sua a¢ao

antioxidantes (ROSS; KASUM, 2002).

Em 1936, os pesquisadores russos Rusnyak e Gyorgyi inicialmente identificaram como
pigmentos de vegetais em por¢des de pimenta vermelha e suco de limdo, que aumentavam a
resisténcia dos capilares. Estes pesquisadores descreveram que os flavonoides apresentavam
propriedades vitaminicas € denominaram de vitamina P, nome que foi posteriormente descartado.
Essas descobertas estimularam novos interesses na identificacio de mais flavonoides nos

alimentos (PATIL et al., 2009).

Os compostos polifendlicos sao um dos mais numerosos grupos de substancias do reino

vegetal. Sdo produzidos como resultado do metabolismo secunddrio das plantas e frequentemente
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encontrados unidos a glicosideos, sendo considerado como hidrossoliveis (BRAVO, 1998). Na
natureza sdo encontrados mais de 8000 polifendis e a caracteristica comum desses compostos € a
presenca do anel aromdtico ligado a uma componente hidroxila, conforme a FIGURA 9 (CROFT,
1998). Por sua vez, os polifendis sdo divididos em 10 diferentes classes, baseado na estrutura
quimica (BRAVO, 1998). Dentre essas classes, os flavonoides sdo a maior classe dos polifendis
com uma estrutura comum de difenilrpoano (Cs03Cs), consistindo em dois anéis arométicos

unidos por trés carbonos (CROFT, 1998).

FIGURA 9 - Estrutura basica de um flavonoide (ROSS, 2002).

Baseado na variacdo do anel heterociclico C, os flavonoides podem ser subdivididos em
seis subclasses: flavonoéis, flavanonas, flavonas, antocianidinas, catequinas e isoflavonas,
conforme a TABELA 5. S3o comumente verificados em alimentos e bebidas de origem vegetal,

como em frutas, chés, vegetais e vinho principalmente (HERTOG, 1993).
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TABELA 5 - C(lassificagio dos flavonoides e fontes alimentares (HERTOG, 1993).

Flavonoide Sub-classe Alimentos

Flavonona apigenin, luteolina, diosmetin Salsinha, aipo, pimentdo vermelho,
tomilho

Flavonol quercitina, miricetina, kaempferol ~Cebola, brocolis, maga, cereja, chas,
couve, radite

Flavanonas  narigenina, nesperidina Frutas citricas, ameixa vermelha

Catequinas epicatequina, galactocatequina Chas (Camellia sinensis), maga,
cacau

Antocianidina pelargonidina, malvidina, Cerejas, uvas

cianidina
Isoflavonas  genisteina, daidzeina Soja, leguminosas

Existem dificuldades em se determinar recomendacdes sobre a ingestdo de flavonoides,
pelo fato da complexidade em estimular um método de andlise para os diferentes tipos de
polifenéis (HERTOG, 1993). Virios fatores como a caracteristicas genéticas da planta,
luminosidade, germinagdo, condi¢cdes ambientais, grau de matura¢do, armazenamento, variagao
das espécies e também o processamento influenciam a formagdo dos flavonoides nas plantas

(BRAVO, 1998).

1.6. 1. ACAO ANTIOXIDANTE DOS FLAVONOIDES

O consumo de alimentos como frutas e vegetais em grande quantidade fornecem ao
organismo caracteristicas protetoras contra vdrias patologias, para doencas como cancer e
doengas cardiovasculares (KNEKT et al.,, 2004). Os antioxidantes e fibras dietéticas sdo

apontados como principais agentes de efeitos protetores (HALLIWELL, 2005).

Alguns flavonoides quando associados com antioxidantes como as vitaminas C e E estdo
relacionados com capacidade de inibir a peroxidacdo lipidica ocasionada pelas EROs.
Localizados entre a bicamada fosfolipidica e a fase aquosa, pelo fato de sua propriedade

hidrofilica, os flavonoides podem bloquear mecanismos de inicia¢do de radicais livres e assim
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prevenindo a lipoperoxidacio (HERTOG et al., 1993). Contudo, tentar controlar o estresse
oxidativo por meio de suplementacdo de vitaminas antioxidantes C e E mostraram resultados

controversos (WATKINS et al., 2000).

Ainda que os flavonoides mostrem grande capacidade antioxidante in vitro, a competéncia
in vivo é limitada por alguns fatores. A absorcio dos flavonoides € baixa quando comparada com
as vitaminas C e E (MANACH; MORAND; CRESPY, 1998). Atravessar a parede celular do
intestino € uma capacidade somente das agliconas. Grande parte dos flavonoides sdo encontradas
como [B-glicosideos e verifica-se redu¢do na absor¢cdo quando esta ligacdo com [-glicosideos €
rompida, por meio da hidrélise dos flavonoides por microrganismos intestinais. Por este fato, a
biodisponibilidade de muitos flavonoides dietéticos € limitada (ERLUND, 2004). Ainda, a meia
vida dos flavonoides no sangue é pequena e em poucas horas expira-se, limitando a capacidade
antioxidante dos flavonoides dietéticos no plasma, especialmente quando sdo comparados com
antioxidantes ja presentes no plasma, prontos para serem utilizados (STOCKER; BOWRY; FREI,
1991).

E sabido que os flavonoides tém uma contribuicio significativa nas defesas antioxidantes
do organismo. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para estabelecer de forma mais clara suas
acodes no organismo. Possivelmente a ingestdo de vegetais e frutas em sua integridade seja mais
relevante para se alcancar os beneficios antioxidantes do que apenas a ingestdo do constituinte

vegetal.

1.7 HESPERIDINA, HESPERITINA E GLICOSIL HESPERIDINA

Sao considerados como alimentos funcionais aqueles que contém compostos bioativos e
que quando consumidos em uma dieta usual, cooperam com os nutrientes e conferem efeitos

adicionas que protegem contra doencas (SILALAHI, 2002).

A Hesperidina (3',5,7-tri-hidroxi-4'-metoxi-flavanona-7-ramnoglucosideo) ¢é um

flavonodide citrico, considerado como uma flavanona glicosidica e sua estrutura quimica é
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constituida pela hesperitina (forma aglicona) e ligada aos actcares glicose e a ramnose na posi¢ao
7 (YAMADA et al., 2006). Esta presente naturalmente em frutas citricas, principalmente no suco
de laranja e suas quantidades podem variar de acordo com o solo, clima, variedade da fruta e tipo
de suco (MANTHEY; GUTHRIE; GROHMANN, 2001). Frequentemente tem sido conferido
propriedades hipolipemiantes, anti-inflamatérias, antitumorais, antioxidantes e antivirais.

(BENAVENTE-GARCIA; CASTILLO, 2008).

Embora apresente relevancia bioldgica, ainda ndo ha recomendacOes para a ingestdo dos
flavonoides citricos (KNEKT et al., 2004). Estima-se que nos EUA, o consumo individual
médio de frutas citricas fique em torno de 68 gramas por dia, sendo que 59 g sdo consumidos na
forma de suco de laranja. No Brasil, ndo existem informagdes disponiveis sobre a ingestdo dos

flavonoides criticos (ERLUND, 2004).

Apesar de apresentar muitos beneficios, verifica-se na hesperidina uma baixa solubilidade
em 4gua do produto natural (<0,01%), o que a torna pouco biodisponivel para o organismo.
Assim, em 1991, Hijiya et al., desenvolveram uma forma sintética da hesperidina, denominada
glicosil hesperidina (G-hesperidina), através da transglicosilagdio com ciclodextrina
glicoranotranferase da bactéria Bacillus stearothermophilus. Por consequéncia, a G-hesperidina
se torna mais solivel (10.000 vezes) que a hesperidina. Além disto, € verificado que as atividades
bioldgicas da G-hesperidina sao iguais ou melhores do que a da hesperidina (YAMADA et al.,
2006). Na FIGURA 10, destaca-se A estrutura quimica da hesperidina, G-hesperidina e

hesperitina.
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FIGURA 10 - Estrutura quimica da G-Hesperidina, hesperidina e hesperitina (YAMADA et al.,
2006).

Estudos demonstraram que a hesperidina foi capaz de proteger as células neuronais do
estresse oxidativo, agindo como um potente scavenger de radicais livres na doenca de Huntington
e Alzheimer (HUANG et al, 2011). Ainda, este flavonoide apresentou propriedades
antidepressivas, por meio da modulacdo de receptores kappa opidide e 5S-HT1A serotoninérgicos

em camundongos (CARLOS FILHO et al., 2013).

A absorcdo, metabolismo e acdo dos flavonoides citricos ndo estdo ainda totalmente
esclarecidos. De forma geral, estudo demonstram que no intestino delgado a absor¢cdao dos
flavonoides ocorre através da especificidade das enzimas intestinais pela molécula de agucar
ligada ao composto e envolve transportadores de glicose dependentes de sédio 1 (SGLT 1)

(YAMADA et al., 2006).

A hesperidina, apés a sua ingestdo ela € hidrolisada pela microflora intestinal e
porteriomente absorvida no colon em sua forma aglicona, hesperitina. E as enzimas envolvidas
que destacam- se na hidrolise sdo as hidrolases (florisina hidrolase lactase (LPH) e glicosidades
(a-glicosidades, glicosidase citosdlica (CBG) (ERLUND, 2004). Em seguida, na parede
intestinal, a hesperitina sofre reacdes de conjugacdo, como glicuronidacio e metilagdo

(MANACH; MORAND; CRESPY, 1998), sendo conduzida pelo sistema porta-hepético dos
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enterdcitos ao figado, onde sofrerd reacdes como metilagcdo, sulfatacio e glicuronidagdo, gerando

varios metabolitos (SCALBERT et al., 2002).

Destaca-se que uma parte da hesperidina absorvida é convertida em hesperitina, contudo
outra parte da hesperidina que nao passa por desglicosilagdo é parcialmente conjugada e liberada
da circulacdo sendo excretada como metabdlitos na urina sem a reabsorcdo renal tubular
(YAMADA et al., 2006). Os metabolitos gerados, (hesperitina-glicuronideos e
sulfoglicoronideos) sdo excretados pela bile ou conduzidos aos tecidos periféricos pelo sistema
sanguineo, onde desempenham as atividades funcionais no organismo (HEIM; TAGLIAFERRO;
BOBIYA, 2002). A FIGURA 11 mostra o esquema da absorc¢io e metabolismo da hesperidina.
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FIGURA 11. Esquema geral da absor¢do e metabolismo da hesperidina. Adaptado de Nielsen et al.
(20006).

Estudos compararam a absor¢do e a excre¢dao urindria da G-hesperidina em relacdo a
hesperidina em ratos e verificaram que que G-hesperidina apresenta o mesmo perfil de

metabdlitos excretados na urina que a hesperidina, e que a G-hesperidina é mais eficientemente
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absorvida, devido a sua alta solubilidade. Quando administrada por via oral, a G-hesperidina é
hidrolisada pelas enzimas B-glicosidases no intestino delgado onde ocorre a liberagao da
hesperidina e subsequentemente € hidrolisada a hesperitina pelas p-glicosidases e por bactérias

intestinais (YAMADA et al., 2006).

1.8 TREINAMENTO FISICO

Em consequéncia da realizacdo de exercicios durante tempo determinado, durante dias,
semanas ou meses, ocorrem adaptagdes bioquimicas e fisiolégicas que consequentemente levam
a melhora no desempenho da realizacdo da atividade especifica. As respostas de adaptacdo ao
exercicio dependem da duracdo e intensidade, frequéncia da repeticdo, do nivel anterior de
atividade do individuo, limitagdo genética e do tipo de treinamento. Estas adaptacdes ao
treinamento sdo totalmente reversiveis, sendo alguns dias apenas de interrup¢ao o bastante para a
reducdo da capacidade metabdlica (WILMORE, 2003).

As adaptacdes metabdlicas e fisiologicas ao treino vao defender da origem da sobrecarga, o
treinamento de resisténcia ou endurance produz alteragdes diferentes das geradas pelo
treinamento de velocidade e forca. No endurance, os principais efeitos estdo relacionados a
capacidade oxidativa (WILMORE; COSTIL, 2001). Mostra-se imprescindivel a programacgao do
tempo de recuperacdo regenerativo dentro de um programa de treinamento para que estas
adaptacdes ocorram. As adaptacdes permitem que alteragdes na morfologia e funcionalidade do
tecido muscular (HAWLEY, 2008). O mecanismo pelo qual a atividade fisica age induzindo
adaptacdes funcionais e estruturais aprimorando o desempenho fisico e levando a resultados
desejaveis para a manutengdo de bons niveis aptiddo fisica relacionada a saide tem sido cada vez
mais investigado (MIYASAKA et al., 2001).

Intimeros estudos utilizando o treinamento fisico em ratos sdo encontrados na literatura como
caminhadas e corridas em esteira, natacdo em piscina funda com ou sem uso de sobrecarga,

protocolos de levantamento de peso com estimulagdo elétrica, realizacdo de exercicios em
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ambiente de confinamento mais amplo ou rodas ara caminhada voluntaria ou métodos de
estimulacdo elétrica da contracdo estimulando o exercicio (CARVALHO; MASUDA; POMPEU,
2005).

1.8.1 SINALIZADORES ENERGETICOS METABOLICOS

A acdo muscular é definida na literatura resultante de uma série complexa de eventos
fisiolégicos e a incapacidade de manutencdo do maquindrio contritil durante uma determinada
tarefa € definida como exaustdo (GIBSON; LAMBERT; NOAKES, 2001). Em testes de esfor¢o
maximo, em seus estdgios finais de testes progressivos realizados em esteira, € observado uma
maior transporte, captacdo e utilizacdo de O? pelo organismo, denominado como consumo
maximo de oxigénio ou VO2 max (BASSETT JUNIOR; HOWLEY, 1997). O acréscimo na
captacdo tem como finalidade suprir o aumento da demanda energética atribuida ao exercicio
fisico durante testes, enquanto a reducdo desta oferta leva a anaerobiose que influencia na
reducdo da tensdo que € gerada pelos musculos (HARMS, 2000). Foi demonstrado este
comportamento atribuindo um aumento inferior a 2,1 ml.kg-1.min- captacdo de O2 com o
incremento de carga, estabelecendo entdo a presenca do fendmeno designado de platd
(TAYLOR; BUSKIRK; HENSCHEL, 1955).

A presenca deste efeito tem sido relacionada ao aumento da contribuicdo do sistema
glicolitico, que promove a exaustdo pela delecdo dos substratos energéticos ou pela elevacio da
concentracdo dos fons de hidrogénio (H+), provenientes do dcido latico (HARMS, 2000). A
participacdo de cada substrato para manter a demanda energética durante a realizagdao do
exercicio € determinada pela duracdo e intensidade do esfor¢o, como em um estimulo agudo ou
cronico ao treinamento e também pela dieta (GOEDECKE et al., 2000).

Em fases iniciais do exercicio de intensidade progressiva, aproximadamente 45% do
VO2max, a demanda energética é suprida por mecanismos oxidativos (ciclo de Krebs e
fosforilacdo oxidativa) por meio da degradacdo referencial dos &4cidos graxos. Contudo, a

producdo de energia através destes mecanismos ¢é dependente da conversdo continua de
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glicogénio a oxalacetato a acetil-CoA formando citrato, ja que esta controla a oxidagdo do acetil-
CoA proveniente tanto do piruvato de fontes de carboidratos como de dcidos graxos (ODLAND;
HEIGENHAUSER; SPRIET, 2000).

Em intensidade do exercicio aumentada, em 45% a 70% do VO2 max aproximadamente, a
oxidacdo dos dcidos graxos em relacdo a oxidagdo de glicogénio diminui gradativamente, inibido
elo maior fluxo de substratos por meio da via glicogenolitica/glicolitica e pelo aumento da
atividade da enzima piruvato desidrogenase (PDH) (ODLAND; HEIGENHAUSER; SPRIET,
2000). Posteriormente, a alteracdo do exercicio para moderado-intenso, ficando em torno de 75%
do VO2max, leva a demanda energética a ser suprida predominantemente pela glicogenodlise e
pela glicolise hepdtica e muscular com seguinte acimulo sanguineo de lactato e fons H+

(GOEDECKE et al., 2000).

1.8.2 VIAS METABOLICAS ENVOLVIDAS NA PRODUCAO DE ATP

Durante o exercicio fisico, a energia consumida € gerada por vias metabdlicas distintas,
tornando este fato como um dos principais fatores limitantes da atividade fisica. Portanto,
otimizar o sistema ode acarreta a melhora da capacidade de realizacdo do exercicio fisico (PILIS
et al., 1993).

A producgdo e a oxidacdo da glicose estdo relacionadas a redu¢ao de NAD+. O NAD+ estd
presente nas células em concentracOes limitantes, a manutencdo do funcionamento da glicdlise
depende da reoxidacdo do NADH. A disponibilidade de NAD+ acontece por meio de dois
processos distintos de acordo com a disponibilidade de oxigénio. Em anaerobiose, o piruvato €
produzido por meio da glicdlise servindo como aceptor dos elétrons do NADH, sendo reduzido a
lactato. Ja em aerobiose € utilizado o oxigénio para oxidacdo do NADH (PILEGAARD et al.,
2005).

Dessa maneira, quanto menor a ativagao da via anaerdbia, maior € a otimizacdo de energia. A
propor¢ao de ativacdo da via metabdlica responsdvel pela geragdo de energia estd diretamente

N

relacionada a intensidade do exercicio. De maneira geral, exercicios fisicos realizados em
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intensidades baixas utilizam predominantemente energia produzida pela via aerdbia, ativando o
ciclo de Krebs na produ¢do de NADH e utilizando oxigénio como aceptor final de elétrons na
regeneracdo do NAD+ (SVEDAHL; MACINTOSH, 2003).

Através da via aerdbica a producdo de ATP mostra ser mais eficiente quando comparada a via
anaerdbica pelo fato da via aerdbica ser capaz de gerar um maior niimero de ATPs por molécula
de glicose degradada. Assim, quanto mais ativada a via anaerdbica, maior a otimizagdo de
energia. A ativacdo da via metabdlica responsdvel pela geracdo de energia € relacionada a
intensidade do exercicio (SVEDAHL; MACINTOSH, 2003).

Em maior intensidade do exercicio fisico, ocorre uma maior demanda de oxigénio, contudo,
existe uma intensidade ideal onde a captacdo e utilizacdo de oxigénio pela musculatura
esquelética atinge um patamar, ou ativacdo Otima. Deste ponto a diante, o oxigénio torna-se um
elemento limitante na producdo de energia através via aerobia. Portanto, a ativacdo da via
metabdlica anaerdbia age com o intuito de compensar a ineficiéncia da via aer6bia em regenerar
NAD+, pois a constancia na regeneracio de NAD+ em NADH € essencial na manutencdo da

oferta energética (GOEDECKE et al., 2000).

1.8.3 OXIDO NITRICO E EXERCICIO FiSICO

A liberacdo continua do 6xido nitrico no endotélio vascular, é responsavel ela manutenciao do
fluxo sanguineo tecidual e controle do extravasamento tecidual. Assim, durante o exercicio fisico
ocorre o aumento do debito cardiaco e redistribuicio do fluxo sanguineo ara musculatura
esquelética e circulagdo coronariana. Mecanismo este mediado ela cNOS (eNOS ou isoforma
IIT), podendo ser potencializado com exercicios aerdbicos regulares (SHEN et al., 1995).
Contudo, a principal funcdo do NO ¢é exercida no controle de adesdo dos elementos sanguineos
(leucdcitos e plaquetas) ao endotélio (KUBES; SUZUKI; GRANGER, 1991). Por este mesmo
mecanismo, o NO diminui a permeabilidade vascular. Vdrias pesquisas afirmam que o exercicio
fisico estd associado a estimulacdo da producdo de NO (HIGASHI; YOSHIZUMI, 2004).

O 6xido nitrico € uma molécula de importincia no controle metabdlico durante o exercicio,
pois a deficiéncia de sua produgdo pelo sistema vascular endotelial, contribui para as limitagdes

no treinamento fisico associadas as doengas cardiovasculares (KINGWELL, 2000). Estudos
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demonstram que o estilo de vida que inclui a realizac@o regular de exercicios fisicos tem relagdo
com a preservagdo da capacidade funcional do endotélio mediada pela preservagao da capacidade
de producio do oxido nitrico (SOUZA et al., 2007)

A biodisponibilidade do 6xido nitrico apresenta efeitos distintos sendo agudo ou cronico. O
exercicio leva ao aumento da concentragdo de NO apds uma tnica sessdo. Esse efeito agudo do
exercicio sobre o NO pode induzir a ajustes positivos no sistema cardiovascular, hepatico,
muscular esquelético, entre outros (DE OLIVEIRA FARIA et al., 2010).

Estudo demostraram que uma sessdo de exercicio parece influenciar de forma positiva na
biodisponibilidade do oxido nitrico de forma aguda, possibilitando o aumento da capacidade de
regulacdo do tonu vascular, equilibrio entre 0 mecanismo de lesdo e recuperacdo muscular, como

também na preven¢do de doencas como hipertensdo arterial e aterosclerose (TABELA 6).

TABELA 6. Efeitos da biodisponibilidade do 6xido nitrico mediada elo exercicio agudo (DE SOUZA
JUNIOR, 2012).

Amosira Tipo de treinamento Tempo de treinamento
Faria etal. (2010) Fatos hipertensos Agachamento utilizando colete com carga Lpressdo arterial
Lreatividade vascular
T relaxamento do endotélio
dependente
Augeri et al. (2009) Pré-hipertensos Exercicio de baixa intensidade (40% do < resposta do alelo TT hipotensio
Caucasianos V0O.max) e moderada intensidade (60% do pos-exercicio
VOymax)
Long et al. (2010) Porcos Yucatan Treinamento aerdbio em curfo prazo | possibilidade de ateromas
treinados aerobiamente macrovascnlares
Chies, Rossignoliae  Ratos treinados Corrida em esteira T resposta da veia porta de ratos
Daniel (2010) contra presenca de angiotensina I1
Cubbon ef al. Sul-asiaticos e Exercicio de intensidade moderada(80% do < células progenitoras circulantes
(2010) Europeus limiar de lactato) em cicloergdmetro apos a infusdo de L-NAME
Lee-Youngetal — Canmndongos com Exercicio aerdbio | desempenho
(20109 auséncia de e-NOS 1 ATP
| = diminum T = aumentou; < = menor; eNOS = Oxido nitrico sintase endoltelial; VOumax = consumo maximo de

oxigénio; L-NAME= inibidor da 6xido nitrico sintase.
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Os ajustes cronicos do exercicio sobre a biodisponibilidade de NO e funcdo vascular
também sao pesquisados (TABELA 7). O exercicio parece aumentar cronicamente a produgado e
disponibilidade de NO no organismo. Porém, ainda s@o necessdrias pesquisas na tentativa de
investigar diferentes marcadores biomoleculares e genéticos sobre a sintese, biodisponibilidade e

sensibilidade do sistema vascular ao NO.

TABELA 7. Efeitos do aumento de biodisponibilidade do 6xido nitrico em fun¢@o do treinamento fisico
(DE SOUZA JUNIOR, 2012).

Amostra Tipo de treinamente  Tempo de Efeito do treinamento
freinamento
Souzaetal  Ratos cominibicio de  Treinamento aerdbico 8 semanas Adaptagdes cardiacas também sdo
(2007) NOS de natacdo dependentes do NO
Rossietal Ratos Winstar Exercicio aerobio 10 semanas  Atenua o déficit autondmico cardiaco
(2009) induzido pela inibicio de NOS
Teixeira et al. Ratos hipertensivos  Treinamento em esteira 20 semanas Teapacidade de vasodilatagdo do
(2010) endotélio na artéria colateral
Souza et al. Ratos Winstar Treinamento de 8 semanas T nifrifo plasmatico, T fingdo endotelial e
(2009 natagdo T desempenho
Mastelari et al. Ratos Winstar Treinamento de 4 semanas T do volume dos ossos e fluxo sanguineo
(2011) natagio medular
Allen et al. Portadores de doen¢a  Exercicios domeésticos 12 semanas | umorogénese do colo
(2010) arterial periférica
Dominguez et  Ratos Fisher velhos Corrida em esteira 12 semanas
al. (2010)
Aoietal Canundongos Exercicio regular 6 semanas Proliferacio de células satélites é
(2010) dependente do NO
Efeitos do exercicio ndo foram
influenciados pelo gendtipo da e-NOS
Kartashkina et Ratos Winstar. Alongamento 14 dias Idosas portadoras do alelo C apresentam
al. (2010) NO elevado e pressio arterial mais baixa

apds o treinamento
Zago et al. Idosas pré- hipertensas Treinamento aerobioa 12 semanas  Afenua o déficit autondmico cardiaco

(2010) 70% do VOqp, induzido pela inibicio de NOS
Zago et al. Idosas pré-hipertensas ~ Exercicio aerdbico 12 semanas Teapacidade de vasodilatagio do
(2010a) endotélio na artéria colateral
Negrioetal Individuos homozigotos Exercicio na 18 semanas  Tvasodilatagio muscular em individuos
(2010) comalelo T do gene da  intensidade do linuar com genotipo TT
NOS anaerobio

NOS = oxido nitrico sintase; NO = éxido nitrico; VO,max = consumo maximo de oxigénio.
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Em resumo, a obesidade € considerada uma doenca cronica e apresenta etiologia multifatorial. Para
0 seu tratamento, € necessdria mudanca de estilo de vida que inclui uma alimentacdo balanceada e inicio
da prética de atividade fisica, sendo considerado um tratamento complexo e multifatorial. Desta forma, o
acimulo de tecido adiposo leva a disfun¢des organicas responsdveis em comprometer a saude
cardiovascular. Dentre elas, a disfuncdo vascular tem sido relacionada com a redugcdo da
biodisponibilidade de substancias consideradas vasodilatadoras como o 6xido nitrico e estudos evidenciam
que estas redugdes levam ao aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). O uso de
flavonoides, substincias antioxidantes, tem sido vastamente proposto como terapia para os distdrbios

cardiovasculares.

Assim, o uso de flavonoides e o treinamento fisico tem sido proposto como tratamento

para disturbios cardiovasculares associados a saude.
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2  OBJETIVO

O objetivo geral deste projeto foi avaliar a composi¢do corporal, parametros bioquimicos
e funcdo vascular em ratos obesos tratados cronicamente com G-hesperidina em associagdo com

um programa de exercicios fisicos.

Os objetivos especificos foram avaliar:

A funcdo endotelial e do musculo liso vascular, através da avaliacdo de relaxamento da
artéria mesentérica superior;

O estado oxidativo, através da avaliacdo da atividade de enzimas oxidantes e capacidade

antioxidante;
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3 METODO

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, a partir da quarta semana de vida, provenientes do
Centro Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB -
UNICAMP, Campinas, SP), com peso inicial de 90 gramas em média. Os animais foram
subdivididos aleatoriamente em 5 (cinco) grupos: cada grupo com 5 (cinco) animais, tratados
com as dietas especificas para os grupos (controle e experimental), de acordo com a FIGURA 12.
O projeto de pesquisa foi submetido para aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da

Universidade Sado Francisco (Pareceres 004.06.11 e 001.10.2014)

GRUPQS

(n: 5 animais/grupo)

SEDENTARIO TREINADO
. | | |
DIETA DIETA DIETA DIETA
HIPERLIPIDICA HIPERLIPIDICA CONTROLE HIPERLIPIDICA | | HIPERLIPIDICA
+G-HD +TREINO G-HD + TREINO
FRUTOSE FRUTOSE AGua FRUTOSE FRUTOSE

FIGURA 12. Organograma da divisdo dos animais nos grupos experimentais.
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3.2 Manutencao dos Animais

Todos os animais permaneceram alojados no Biotério da Universidade Sdo Francisco e

passaram por um periodo de adaptacdo as condi¢des ambientais durante uma semana

Os animais foram mantidos no Biotério Central da Universidade Sdao Francisco, em
gaiolas coletivas, com fornecimento de dgua filtrada, frutose e ragdo (controle e experimental) ad
libitum. A temperatura foi mantida entre 22 e 26 °C. A luminosidade foi programada para ciclos

claro e escuro com duragdo de 12 horas cada.

3.3 Dietas

3.3.1 Dieta controle

Como padrio foi utilizada ra¢do para animais de laboratério PragSolucdes que fornece 3
Kcal/g sendo 40% sob a forma de carboidratos, 3,8 % sob a forma de lipideos e 26,5% sob a

forma de proteinas, mostrando-se uma dieta balanceada

3.3.2 Dieta Experimental

Nos grupos com tratamento de dieta experimental para a indug¢do da obesidade, foi
utilizada dieta hiperlipidica comercial adquirida comercialmente (PragSolugdes Biociéncias, Jau,
SP) e fornece 5,5 Kcal/g, sendo 59% sob a forma de lipideos, 18% sob a forma de proteinas e 23
% sob a forma de carboidratos. Destaca-se a composi¢cdo da dieta hiperlipidica utilizada no

tratamento, conforme a TABELA 8.
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TABELA 8. Composic¢ao da dieta hiperlipidica (PragSolugdes, 2010)

Componente Quantidade (g)
Amido de Milho 127,5
Caseina 200
Amido Dextrinizado 132
Sacarose 100
Oleo de soja 40
Fibras 50
L-cistina 3
Colina 2,5
HT 0,028
Mix Mineral 35
Mix Vitaminico 10
Banha 300
TOTAL 1000

3.4 Determinacio da evolucao de peso

A mensuracdo do peso dos animais foi realizada semanalmente. Colocando os animais no

interior da balanca, sendo um rato por vez, obtendo assim, o peso do animal individualmente e os

valores anotados para controle do peso.

3.5 Determinacio do consumo de dietas

A taxa de ingestdo da dieta pelos animais foi monitorada diariamente, pelo resto-ingesta.
A dieta, oferecida ad libitum, foi acrescentada nos comedouros 1 vez ao dia, anotando-se a

quantidade ingerida. A quantidade estabelecida ofertada da dieta experimental 125 gramas/dia
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dieta hiperlipidica e para o grupo controle 170 gramas/dia da ragdo comercial padrdo. Estdo
sendo oferecidos dgua filtrada (somente grupo controle) ou 4gua com frutose na concentracio de
100 mg/ml — Synth, quantidade de 500 ml didrios por grupo. Para que assim ocorra a inducio da

obesidade pela dieta hiperlipidica associada a sobrecarga de frutose (ROCHA et al., 2014).

3.6 Preparo das solucoes

As solugdes padrdes aquosas de glicosil-hesperidina foram preparadas em dgua filtrada e

administradas na dose de 0,5 mmol eq hesperidina/Kg de peso do animal (SOUZA, 2015).

3.7 Tratamento com G-hesperidina

A solugdo padriao aquosa de G-hesperidina foi administrada nas doses de 0,5 mmol/kg de
peso com 0,5 mL de solugdo, via gavagem oragdstrica durante 8 semanas, com inicio na
administragdo dos flavonoides na semana 8 semanas de vida dos animais. Os animais foram
pesados semanalmente para o ajuste da concentracdo de cada composto. Como mostram a

TABELA 9, os grupos experimentais foram divididos em cinco grupos, com 5 animais cada.

TABELA 9. Suplementacio e dieta dos animais

Agua Agua + frutose Dieta Dieta hiperlipidica Suplementacio
10% padrao
Grupo I X X Agua
Grupo 11 X X Agua
Grupo IIT X X G-HD
Grupo IV X X Agua
Grupo V X X G-HD
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3.8. Programa de treinamento fisico: corrida em esteira

Todos os animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo a esteira, iniciado uma
semana antes do programa de treinamento, cuja adapta¢do consiste em manter 0os animais na
esteira em velocidades variando entre 0,3 no primeiro dia até 0,9 km/h no quinto dia da semana.
Progressdes de tempo na duragdo das sessdes também foram realizadas até que os animais
consigam permanecer correndo na esteira por 60 minutos. Apds o periodo de adaptacdo, o
treinamento fisico serd iniciado com uma velocidade de 0,3 Km/h na primeira sessdo,
aumentando progressivamente conforme a evolucdo do grupo de animais, até atingir a velocidade
final de 0,9 Km/h a partir da segunda semana de treinamento. Esta intensidade de exercicio
escolhida corresponde a 70% do VOomax. As sessdes de exercicio foram realizadas 5 dias por
semana, com duracdo de 60 minutos cada, durante o periodo de 8 semanas. As sessdes foram
realizadas em uma esteira ergométrica elétrica, em baias individuais, com as seguintes
dimensdes: 0,70 m de largura, 0,45 m de altura e 1,35 m de comprimento. Apds o término do
periodo total de treinamento, os animais foram mantidos em repouso por um periodo de 48 horas,

antes de serem sacrificados.

3.9 Eutanasia dos animais e obtencao de tecidos

Apdés 12 semanas de tratamento os animais foram sacrificados no Laboratério
Multidisciplinar de Pesquisa - Farmacologia Cardiovascular — USF, foram anestesiados por via
respiratéria com isoflurano. Apds laparatomia, foi coletado o sangue na por¢do abdominal da
artéria mesentérica para dosagens bioquimicas e oxidativas. A gordura retroperitoneal e a
epididimal também foram retiradas e pesadas. As amostras foram congeladas em nitrogénio

liquido, sendo posteriormente armazenadas em freezer a -80 °C.
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3.10 Avaliacao funcional da artéria mesentérica

A artéria mesentérica foi isolada e imediatamente colocada em solucdo de Krebs-
Henseleit gelado. O tecido foi submetido a remocdo de tecidos gordurosos e conjuntivos € em

seguida, foram feitos cortes transversais para a obtencdo de anéis da artéria.

Os anéis foram montados em midgrafo para 6rgao isolado de 5 ml contendo solugdo de
Krebs-Henseleit (composicdo em mM: NaCl: 118; NaHCOs: 25; glicose 5,6; KCl: 4,7; KH,POy:
1,2; MgS0,.7H,0: 1,17 e CaCl,.2H,0: 2,5), aquecida a 37°C e aerada com 95% de Oz e 5% de
COs. Os tecidos foram montados entre dois ganchos de metal, sendo um deles fixo e o outro
conectado a um transdutor de forca. Foi aplicada uma tensdo inicial de aproximadamente 10 mN
e periodicamente ajustada até que ocorresse a estabilizacdo de tensdo dos mesmos, durante um
periodo aproximado de 45 a 60 minutos. As alteracdes de tensdo foram medidas por transdutores
isométricos e registradas em sistema PowerLab de aquisi¢do de dados (software versdao 7.2, AD

Instruments, MA, EUA).

As respostas de relaxamento para acetilcolina (1 nM — 10 uM) e nitroprussiato de sédio
(10 pM — 1 uM) foram obtidas em anéis da artéria mesentérica e a pré-contraidos com fenilefrina

(10 uM).

Para avaliar o relaxamento dependente do endotélio, foram realizadas curvas
concentracio-efeito para o agonista acetilcolina (estimulador da liberacdo do NO endotelial) nos
diferentes grupos experimentais. O relaxamento independente do endotélio foi avaliado através
de curvas concentracdo-efeito ao doador de 6xido nitrico, nitroprussiato de sédio em anéis

desprovidos de endotélio.

As curvas concentracdo-efeito foram obtidas através do aumento cumulativo das

concentracdes da droga utilizada em meia unidade logaritmica entre doses sucessivas.
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3.11. Avaliacao do estado oxidativo

Amostras de plasma e kits especificos (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) foram
utilizados para dosagem da atividade plasmdtica da SOD e os niveis plasmdticos de
malondialdeido (MDA) para avaliacdo do estado oxidativo.

Para dosagem dos niveis plasmaticos de malondialdeidos (MDA), marcador da
peroxidacdo lipidica, utilizou-se medida de TBARS (substancias reativas ao dcido tiobarbitirico).
Conforme a técnica, 250uL. de amostra (plasma) foram misturados com 25ul. BHT 4% em
metanol, ImL de acido tricloroacético a 12%, ImL de 4cido tiobarbitirico 0,73% e 750uL 0,1
mol/L tampao Tris-HCI contendo 0,Immol/L EDTA pH 7,4. Apés 60 minutos de incubagdo em
banho-maria fervente, as amostras foram rapidamente resfriadas em banho de gelo, e adicionado
1,5mL de n-butanol. Em seguida foram homogeneizadas por 30 segundos em vortex e
centrifugada a 3.000rpm por 10 minutos. As absorbéincias foram lidas em espectrofotometro a
532 nm.

Para dosagem da atividade plasmadtica da enzima SOD empregou-se o método que utiliza o
sal de tetrazdlio para detectar os radicais de super6xido gerados da xantina oxidase e da
hipoxantina. A xantina oxidase e a hipoxantina produzem radicais superéxido, os quais reagem
ao sal tetrazolio e formam compostos vermelho formazan. Uma unidade de SOD ¢€ definida como
a quantidade da enzima necessdria para a exposi¢cdo de 50 % da dismutagdo do radical
super6xido. As amostras foram colocadas nos pogos presentes no prato do kit de dosagem de
SOD, juntamente com o detector de radical diluido. Incubou-se o prato por 30 minutos em

temperatura ambiente. Ap0s realizou-se a leitura da absorbancia em 460 nm.

3.12 Avaliacao da funcao renal e da fun¢ao hepatica

As fungdes renal e hepdtica foram avaliadas pela dosagem dos niveis plasmaticos de uréia
e albumina, respectivamente, utilizando kits comerciais (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil).
Os niveis plasméticos de albumina foram dosados a partir do sistema de desvio de picos

de absortividade mdxima de um corante complexo (verde de bromocresol) quando este se liga na
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albumina. As amostras foram misturadas com o reagente de cor e apds 2 minutos foi determinada
a absorbancia. A cor formada foi medida colorimetricamente em 630 nm, sendo proporcional a
concentracio de albumina na amostra.

Os niveis plasmaticos de uréia foram dosados a partir do principio de que a uréia é
hidrolisada pela urease produzindo amonia e diéxido de carbono. Os fons de amoOnia reagem em
pH alcalino com o salicilato e o hipoclorito de sédio sob a acdo catalisadora do nitroprussiato de
s6dio para formar o azul de indofenol. A amostra foi misturada com a uréase tamponada,
incubada a 37° C por 5 minutos. Apds adicionou-se o oxidante de uso e incubou-se novamente a
37°C por 5 minutos. Determinou a absorbancia em 600 nm. A intensidade de cor formada foi

proporcional a quantidade de uréia na amostra.

3.13 Perfil Lipidico

As amostras de sangue que foram processadas para obteng¢do de soro para as dosagens
bioquimicas e foram coletadas apds jejum noturno de aproximadamente 14 horas. Os animais
foram anestesiados com halotano e através de uma incisdo longitudinal no abdémen do animal foi

coletado o sangue arterial (7 ml), pelo ramo descendente da artéria aorta.

Os niveis de colesterol total (CT) e triglicerideos (TG) foram medidos pelo método
enzimatico utilizando-se kit especifico (LABTEST). A glicose sanguinea foi determinada pelo
método enzimdtico utilizando kit especifico (Labtest), as amostras foram lidas em

espectrofotdometro.

3.14 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média * erro padrio da média (E.P.M) para n
experimentos. Foram realizadas andlise de varidancia (ANOVA) seguidas de pds-teste de
Tukey para determinacdo das diferencas entre os grupos. Foi adotado um nivel de

significancia de P<0,05.
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4 RESULTADOS

Inicialmente, os animais foram divididos randomicamente nos 5 grupos experimentais
descrito na sessdo de métodos. O peso corporal dos animais foi registrado ao inicio do estudo e
ao final do estudo. A FIGURA 13 mostra que no inicio, o peso corporal dos animais era
semelhante. Apds 12 semanas de tratamento, houve aumento significativo no peso corporal dos
animais que receberam dieta hiperlipidica. O tratamento com a G-hesperidina ndo afetou o ganho
de peso corporal. Por outro lado, o treinamento fisico por 8 semanas foi capaz de prevenir o

aumento do peso corporal dos animais tratados com dieta hiperlipidica.
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FIGURA 13. Peso corporal inicial e final de ratos controle e dieta hiperlipidica (DH), suplementados com
G-hesperidina (GH), submetidos ou ndo ao treinamento fisico (TR). Os dados representam a média +
E.P.M. de 5 animais. * P < 0,01 comparado ao grupo controle.
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A gordura epididimal e a gordura retroperitoneal foram pesadas para avaliagdo do
acimulo de tecido adiposo apds as 12 semanas de consumo da dieta hiperlipidica. Houve
aumento significativo do acimulo de gordura epdidimal e retroperitoneal em todos os grupos
tratados com a dieta hiperlipidica, associados ou ndo a G-hesperidina e/ou treinamento fisico,
quando comparados ao grupo controle. Entretanto, este aumento foi significativamente menor nos
grupos submetidos ao treinamento fisico, quando comparado ao grupo tratado com dieta
hiperlipidica + G-hesperidina (DH+GH). A gordura epididimal dos ratos submetidos a
treinamento fisico também foi significativamente menor quando comparado aos sedentdrios

tratados com dieta hiperlipidica (FIGURA 14).
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FIGURA 14. Actimulo de gordura epididimal e retroperitoneal de ratos controle e dieta hiperlipidica
(DH), suplementados ou nao com G-hesperidina (GH) e submetidos ou ndo ao treinamento fisico (TR)
ap6s 12 semanas de estudo. Os dados representam a média + E.P.M. de 5 animais. * P < 0,01 comparado
ao grupo controle. ** P < 0,001 comparado ao grupo controle. * P < 0,05 comparado ao grupo DH. ° P <
0,05 comparado ao grupo DH + GH. ““ P < 0,01 comparado ao grupo DH + GH.
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O consumo de dieta hiperlipidica associada ou nio ao tratamento com a G-hesperidina
ndo alterou os niveis plasmadticos de glicose em jejum. Por outro lado, o treinamento fisico foi
capaz de reduzir significativamente a glicemia dos animais, quando comparados ao grupo dieta
hiperlipidica (DH) e dieta hiperlipidica + G-hesperidina (DH + GH). Entretanto, quando
associado ao tratamento com a G-hesperidina, o treinamento fisico ndo foi eficaz em produzir

reducdo da glicemia (FIGURA 15).
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FIGURA 15. Glicemia de ratos controle e dieta hiperlipidica (DH), suplementados ou ndo com G-
hesperidina (GH) e submetidos ou ndo ao treinamento fisico (TR) apés 12 semanas de estudo. Os dados
representam a média + E.P.M. de 5 animais. * P < 0,05 comparado ao grupo controle. ® P < 0,01
comparado ao grupo DH.
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Os lipidios plasmaticos colesterol total e triglicérides foram avaliados ao final do estudo.
Pudemos observar que o consumo de dieta hiperlipidica associada ou ndo ao tratamento com a G-
hesperidina néo alterou o perfil lipidico. Por outro lado, o treinamento fisico foi capaz de reduzir
significativamente o colesterol total e os triglicérides plasmaticos dos animais, quando
comparados ao grupo controle. O colesterol total dos animais submetidos a treinamento fisico foi
reduzido em relagdo ao grupo DH+GH e os triglicérides do grupo treinado foi reduzido quando

comparado ao grupo dieta hiperlipidica (FIGURA 16).
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FIGURA 16. Niveis plasméticos de colesterol total e triglicérides de ratos controle e dieta hiperlipidica
(DH), suplementados ou ndo com G-hesperidina (GH) e submetidos ou ndo ao treinamento fisico (TR)
ap6s 12 semanas de estudo. Os dados representam a média + E.P.M. de 5 animais. * P < 0,05 comparado
ao grupo controle. ** P < 0,01 comparado ao grupo controle. * P < 0,05 comparado ao grupo DH. ¢ P < 0,05
comparado ao grupo DH + GH.
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Niveis séricos de albumina e proteinas totais foram dosados ao final do estudo com o
objetivo de avaliar a hepatotoxicidade do tratamento empregado com a G-hesperidina. Nao foram
observadas alteracdes nos niveis séricos de albumina e proteinas totais em nenhum dos grupos

experimentais (FIGURA 17).
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FIGURA 17. Niveis séricos de albumina e proteinas totais de ratos controle e dieta hiperlipidica (DH),
suplementados ou ndo com G-hesperidina (GH) e submetidos ou ndo ao treinamento fisico (TR) apds 12
semanas de estudo. Os dados representam a média + E.P.M. de 5 animais.
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Niveis plasmaéticos de ureia foram dosados ao final do estudo com o objetivo de avaliar a
nefrotoxicidade do tratamento empregado com a G-hesperidina. Nao foram observadas alteragdes

nos niveis plasmaticos de ureia em nenhum dos grupos experimentais (FIGURA 18).
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FIGURA 18. Niveis plasmdticos de ureia de ratos controle e dieta hiperlipidica (DH), suplementados ou
ndo com G-hesperidina (GH) e submetidos ou néo ao treinamento fisico (TR) ap6s 12 semanas de estudo.
Os dados representam a média + E.P.M. de 5 animais.
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Por sua acdo antioxidante dos flavonoides, foram avaliados a atividade das enzimas antioxidantes

enddgenas SOD (superdxido dismutase) e a catalase.

RAOIIIAIAAINAAN
b 4
L0000 000000000000000000‘0

=
AN v
0M0N0H0N0H0N0H0HOMQHQNQMQNQHQNQHQHOM’HO "QHOMOHOMOOQHOHQHOHQHOHQHMH 0“
0

ORI 2¢525¢505¢505¢50¢5052502¢S
OIS _ RICRIIIHINRANNRR
(0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.000 OOOOOOOOOOOO0OO000)
QOO0 2000000000000
QOOOOOO0O0O0O0O0O0O0OO0O0O0O0O0) QOOOOOOOOOOO0O0000)
OIS 15052525¢525¢5¢525¢5¢525¢5¢9¢¢¢e
0 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 .0 0. 0.0.0.0.0.6.6.0.0.6.600 6
r T T T T r T T T T 1
) 2 = S = =} [=} [=} o =3 o

o - - Q - =1 =1 =1 =] =3

1=} o © 3 «

(Iw/n) dos - (Jui/uruai/jowu) IseeIe)

FIGURA 19. Atividade plasmética das enzimas antioxidantes SOD e catalase de ratos controle e dieta

hiperlipidica (DH), suplementados ou ndo com G-hesperidina (GH) e submetidos ou ndo ao treinamento
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0,05 comparado ao grupo DH. ¢ P < 0,05 comparado ao grupo DH + GH. ““ P < 0,001 comparado ao
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Da mesma forma, foi analisada a capacidade antioxidante total e o indice de peroxidacao lipidica.
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FIGURA 20. Capacidade antioxidante total plasmdtica e concentracdo plasmdtica de MDA de ratos
controle e dieta hiperlipidica (DH), suplementados ou ndo com G-hesperidina (GH) e submetidos ou nao
ao treinamento fisico (TR) ap6s 12 semanas de estudo. Os dados representam a média + E.P.M. de 3 - 5
animais. ® P < 0,05 comparado ao grupo DH. ™ P < 0,01 comparado ao grupo DH. ¢ P < 0,05 comparado
ao grupo DH + GH.
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Curva concentracao-efeito a acetilcolina foi obtida em anel de artéria mesentérica provida de
endotélio intacto, para avaliagdo do relaxamento dependente de endotélio. A TABELA 10 mostra
a poténcia da acetilcolina (representada pela PD2). Observamos que o tratamento com dieta
hiperlipidica diminuiu a poténcia da acetilcolina na artéria mesentérica dos ratos. O tratamento
com a G-hesperidina associadas ou ndo ao exercicio fisico, ndo preveniram a reducdo da poténcia

da acetilcolina, ao contrério, apresentaram reduc@o ainda maior da poténcia da acetilcolina.

TABELA 10- PD; da acetilcolina na artéria mesentérica de ratos alimentados com dieta hiperlipidica, e
tratados com Hesperidina ou G-Hesperidina, associadas ou ndo com exercicio fisico.

Acetilcolina Controle Dieta G-Hesperidina
Sem Exercicio 7.36 £0.08 6.83 £0.21° 6.25+0.14°°
Com Exercicio - 6.17 £0.10°° 6.30 £0.21°°

Os dados representam a média + E.P.M., para 3 animais. *, P<0,05 comparado ao grupo controle; °, P
<0,05 comparado ao grupo dieta hiperlipidica apenas.

Curva concentracdo-efeito ao nitroprussiato de sédio, obtida em anel de artéria mesentérica
desprovida de endotélio, para avaliacdo do relaxamento independente de endotélio. O consumo
de dieta hiperlipidica ndo provocou alteracdo da poténcia (pECso = 6,67 + 0,06) do nitroprussiato
de sddio neste leito vascular, e durante o periodo estudado, comparado ao grupo controle (pECso
= 6,95 + 0,21). O tratamento apenas com a G-hesperidina também ndo afetou a poténcia do
nitroprussiato de sédio (pECso = 7,26 + 0,20). Entretanto, treinamento fisico aumentou
significativamente a poténcia do nitroprussiato de sdédio (pECso = 8,01 + 0,13) quando
comparado aos grupos controle e dieta hiperlipidica. Por outro lado, a associacdo do exercicio
fisico com a administracio de G-hesperidina prejudicou a poténcia de relaxamento do
nitroprussiato de sédio (pECso = 6,37 + 0,18), quando comparado aos grupos que receberam a G-

hesperidina ou treinamento fisico isoladamente (TABELA 10).
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A resposta maxima da acetilcolina ndo foi alterada pelo tratamento com a dieta
hiperlipidica. Entretanto, o tratamento com a G-hesperidina reduziu a resposta maxima da
acetilcolina. O exercicio fisico preveniu esta reducao nos animais tratados com a G-hesperidina

(TABELA 11).

TABELA 11- Eumax da acetilcolina na artéria mesentérica de ratos alimentados com dieta hiperlipidica, e
tratados com Hesperidina ou G-Hesperidina, associadas ou ndo com exercicio fisico.

Acetilcolina Controle Dieta G-Hesperidina
Sem Exercicio 96 +£0.3 92 +£2 70 £15%°
Com Exercicio - 88 +7 92 +3

Os dados representam a média + E.P.M., para 3 animais. *, P<0,05 comparado ao grupo controle;
® P <0,05 comparado ao grupo dieta hiperlipidica apenas.
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FIGURA 21. Curvas concentracio-efeito ao nitroprussiato de s6dio em artéria mesentérica desprovida de
endotélio, de ratos controle e alimentados com dieta hiperlipidica (Dieta), suplementados com G-
Hesperidina (GH) e submetidos a treinamento fisico (TR). Os dados representam a média + E.P.M. de 3
animais. * P<0,05 comparado ao grupo controle. ® P<0,05 comparado ao grupo dieta hiperlipidica. ©
P<0,05 comparado ao grupo Dieta + GH. “P<0,05 comparado ao grupo Dieta + TR.
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S DISCUSSAO

Neste estudo, nds avaliamos os efeitos da administracdo do flavonoide antioxidante G-
hesperidina, associado ou ndo ao treinamento fisico, sobre a composi¢do corporal, parametros
bioquimicos e a fun¢do vascular de ratos obesos. A obesidade foi induzida por uma dieta
hiperlipidica associada a uma sobrecarga de frutose, durante um periodo de 12 semanas, a
partir da 4°. semana de vida dos animais. O tratamento com flavonoide e/ou treinamento
fisico foram iniciados ap6s 4 semanas de ingestdo com a dieta hiperlipidica, e 8 semanas
subsequentes, totalizando 12 semanas de estudo. NoOs pudemos observar que a ingestdo
cronica de dieta hiperlipidica por 12 semanas produziu um maior ganho de peso corporal dos
animais, quando comparado aos animais alimentados com dieta padrdo. O tratamento com a
G-hesperidina nao preveniu este maior ganho de peso de animais alimentados com dieta
hiperlipidica. Por outro lado, quando submetidos a treinamento fisico, o ganho de peso
corporal dos animais nio se mostra diferente do ganho de peso de animais alimentados com a
dieta padrao. Em ratos treinados, a administracio de G-hesperidina nio afetou o padrao de
ganho de peso corporal além dos efeitos produzidos pelo exercicio fisico somente. Além do
ganho de peso, avaliamos o acimulo de gordura corporal, através da pesagem da gordura
epididimal e gordura retroperitoneal. Pudemos observar que o acimulo de gordura corporal
foi elevado em todos os grupos alimentados com dieta hiperlipidica, tratados ou ndao com G-
hesperidina, e submetidos ou ndo ao treinamento fisico. Entretanto, nos animais submetidos a
treinamento fisico somente, o acimulo de gordura epididimal e retroperitoneal foi menos
pronunciado que os demais grupos alimentados com dieta hiperlipidica, quando comparado
ao grupo controle. O tratamento com a G-hesperidina inibiu parcialmente os efeitos positivos
do treinamento fisico em relacdo ao acumulo de gordura corporal, uma vez que o acimulo de
gordura epididimal deste grupo acompanhou o padrdo dos grupos tratados com dieta
hiperlipidica ndo treinados. A literatura aponta que flavonoides antioxidantes podem atuar
como agentes inibidores da lipogénese, e, portanto, teriam um efeito antiobesidade. Um
estudo mostrou que a atividade antioxidante dos flavonoides naringenina, rutina, hesperidina,

resveratrol, naringina e quercetina foi capaz de induzir apoptose de pré-adipdcitos, com maior
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atividade para a quercetina (HSU; YEN, 2006). Por outro lado, outro estudo demonstrou que
a G-hesperidina foi eficaz em inibir a lipogénese hepatica apenas quando associada a cafeina
(OHARA et al., 2015). Similarmente, um estudo com ratos eutr6ficos submetidos a natagao
por 12 semanas demonstrou que o ganho de peso corporal € significativamente reduzido por
protocolos de treinamento fisico continuo ou intervalado, entretanto, este ganho de peso ndo é
afetado pelo tratamento concomitante com G-hesperidina por 4 semanas (DE OLIVEIRA;
DOURADO; CESAR, 2013). Estes dados corroboram nosso achado de que o tratamento com
a G-hesperidina nao afetou o ganho de peso e actimulo de gordura corporal, em animais
sedentdrios ou treinados.

Além da composi¢do corporal, avaliamos parametros bioquimicos dos animais estudados,
através da dosagem plasmdtica de glicose, colesterol total e triglicérides. Em nosso estudo,
apenas o treinamento fisico foi capaz de reduzir estes trés parametros analisados. A G-
hesperidina, associada ou ndo ao treinamento fisico, ndo modificou a concentragdo plasmatica
de glicose, colesterol total e triglicérides. Similar ao que foi discutido em relacdo a
composicdo corporal, estudos revelam que os flavonoides sdo capazes de modificar o
metabolismo de lipideos, de forma a promover significativa redu¢do dos lipideos plasmaticos
e, portanto, representariam ferramentas importantes para o controle das dislipidemias. O
estudo de De Oliveira, Dourado e Cesar (2013), que demonstrou que a G-hesperidina nao
afeta a composi¢ao corporal, revelou que o tratamento com a G-hesperidina nio afeta a
glicemia, entretanto, reduz significativamente os niveis séricos de triglicérides, colesterol
total e a fracdio LDL, além de promover aumento significativo na fracio HDL. Em outro
estudo, o tratamento com a neohesperidina por 6 semanas reduziu a glicemia de jejum, a
resisténcia a insulina e o colesterol e triglicérides séricos em camundongos diabéticos (JIA et
al., 2015). Em ratos alimentados com dieta hipercolesterolémica, o tratamento com
hesperidina por 12 semanas melhorou o quadro de hipercolesterolemia e esteatose heptica,
sem alterar os niveis séricos de LDL-colesterol e triglicérides. Neste estudo, maiores niveis de
colesterol foram encontrados nas fezes dos ratos, sugerindo que a hesperidina reduz a
absorcdo do colesterol, além de controlar a expressdo génica de proteinas relacionadas ao
metabolismo proteico (WANG et al., 2011). E possivel que as diferencas entres os achados

que indicam que flavonoides apresentam atividade antiobesidade e antilipemiante estejam
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relacionados ao tipo de flavonoide estudado e, adicionalmente, ao modelo experimental, ao
tempo e a dose de administracdo empregados em cada estudo. Entretanto, mais estudos sdao
necessdrios para compreender as particularidades da G-hesperidina, em relacdo ao perfil de
ganho de peso e alteracdo da composi¢do corporal e pardmetros bioquimicos.

Os flavonoides, durante o processo de absorcao, sofrem diversas modificagdes estruturais
para que sejam absorvidos e transportados até o figado pelo sistema porta-hepatico. No
figado, os flavonoides sofrem biotransformacdo por meio de enzimas de conjugacio de fase
II, UDP’s glicuronosiltransferases e sulfotransferases, formando diversos metabdlitos
(MATSUMOTO et al., 2004). Alguns destes metabdlitos podem se tornar mais polares e,
portanto, serem eliminados do organismo mais facilmente, podendo assim ser detectados nas
fezes, na bile ou na urina (MANACH et al., 2003; YANG et al., 2012). Por passarem por
metabolismo hepdtico e excrecdo renal, nds avaliamos a func@o hepdtica e renal dos grupos
submetidos ao tratamento com a G-hesperidina, através dos niveis séricos de albumina e
proteinas totais (para avaliacdo da funcdo hepdtica) e de ureia (para avaliacdo da fungdo
renal), como um indice de hepato e nefrotoxicidade do tratamento empregado. Nossos
resultados demonstraram que o tratamento com a G-hesperidina ndo alterou o nivel sérico de
albumina, proteinas totais e ureia, mostrando que a G-hesperidina ndo apresenta hepato ou
nefrotoxicidade. De fato este ¢ um resultado esperado, uma vez que os dados da literatura
demonstram que a hesperidina apresenta efeito protetor contra a hepato e a nefrotoxicidade
induzida por medicamentos (KAUR; TIRKEY; CHOPRA, 2006; AHMAD et al., 2012;
ANANDAN; SUBRAMANIAN, 2012; BENTILI et al., 2013; SAHU et al., 2013; KAMEL et
al., 2014; MAHMOUD, 2014; SCHLOTTFELDT et al., 2015; SIDDIQI et al., 2015a; 2015b;
OMAR et al., 2016).

Como ja mencionado anteriormente, os flavonoides sdo conhecidos por sua atividade
antioxidante. Em funcdo disto, nds avaliamos a atividade das enzimas antioxidantes
endogenas SOD (superéxido dismutase) e catalase, bem como a capacidade antioxidante total
e o indice de peroxidacdo lipidica, a partir de amostras de plasma coletada dos animais de
cada grupo. A atividade da catalase ndo foi modificada em nenhum dos grupos estudados. A
atividade da SOD ndo foi modificada nos grupos alimentados com dieta hiperlipidica,

sedentdrios, tratados ou ndo com a G-hesperidina. Entretanto, a atividade da SOD mostrou-se
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elevada no grupo alimentado com dieta hiperlipidica e submetido a treinamento fisico. Por
outro lado, em associacdo com a G-hesperidina, a atividade da SOD foi significativamente
reduzida quando comparado ao grupo dieta + GH sedentdrio e ao grupo dieta + treinamento
fisico. Similarmente, a capacidade antioxidante total foi aumentada no grupo submetido a
treinamento fisico, enquanto que a G-hesperidina ndo afetou a capacidade antioxidante de
animais sedentdrios ou treinados. Por outro lado, a peroxidacgdo lipidica foi diminuida pelo
tratamento com a G-hesperidina, bem como pelo treinamento fisico e a associagdo do
treinamento e tratamento. Entretanto, a magnitude da reducdo da peroxidacdo lipidica foi
maior nos animais submetidos apenas a treinamento fisico. Estudos demonstram que o
treinamento fisico modula a atividade da SOD, aumentando a capacidade antioxidante e
diminuindo peroxidacdo lipidica em modelos experimentais € humanos (BURNEIKO et al.,
2006; BOUZID et al., 2015). Por outro lado, ha evidéncias de que o tratamento com
antioxidantes possa suprimir o efeito benéfico do exercicio fisico. O estudo de RISTOW e
colaboradores (2009) sugere que o treinamento fisico promove um aumento temporirio na
producgdo de espécies reativas de oxigénio. Este aumento tempordrio serve de estimulo para a
sintese de maior quantidade de enzimas antioxidantes enddgenas. No entanto, o0s
antioxidantes exdgenos reagem com as EROS formadas, inibindo o estimulo para a sintese
endogena de mais enzimas antioxidantes (RISTOW et al., 2009). Este estudo corrobora
nossos dados de que o treinamento fisico € capaz de aumentar a capacidade antioxidante, no
entanto, a associagdo com o tratamento com a G-hesperidina, prejudicou os beneficios
produzidos pelo exercicio fisico, diminuindo a atividade endégena da SOD e promovendo
reducdo da peroxidacdo lipidica em menor magnitude que o efeito do treinamento fisico
isoladamente. Por outro lado, o tratamento com a G-hesperidina em sedentdrios nao
modificou a atividade da SOD ou da catalase, mas diminuiu a peroxidacdo lipidica,
possivelmente pela sua propria acio antioxidante.

Por fim, em artéria mesentérica de ratos, nds avaliamos o relaxamento dependente e
independente de endotélio, através de curvas concentracdo-efeito a acetilcolina e
nitroprussiato de sodio, respectivamente. Nossos dados mostram que a obesidade reduziu a
poténcia sem afetar a resposta maxima da acetilcolina em ratos sedentarios. Estes dados estdo

de acordo com o estudo prévio do grupo, que mostrou que o tratamento com dieta
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hiperlipidica + frutose reduz a poténcia da acetilcolina em artéria mesentérica (ROCHA et al.,
2014). Por outro lado, o treinamento fisico foi ineficaz em prevenir a disfun¢do endotelial
induzida pela dieta hiperlipidica, tendo ainda apresentado uma piora da poténcia, quando
comparado ao grupo que recebeu apenas a dieta hiperlipidica. Contrdrio aos nossos dados,
estudos mostram que ratos alimentados com uma dieta hipercaldrica apresentam um menor
relaxamento de aorta e artéria mesentérica induzido pela acetilcolina e que o treinamento
fisico € capaz de melhorar o relaxamento dependente de endotélio (DE MORAES et al.,
2007; 2008). Outro estudo demonstrou que a melhora da funcdo endotelial em hamsters
alimentados com dieta hiperlipidica e submetidos a treinamento fisico € mais pronunciada
quando associada 2 modificacio da dieta (BOA et al., 2014). E possivel que as diferencas
entre as caracteristicas da dieta e de idade dos animais sejam os fatores determinantes para
estes efeitos controversos. Adicionalmente, também contrdrio a nossa hipdtese, o tratamento
com a G-hesperidina reduziu a poténcia da acetilcolina nos grupos sedentdrio e treinado.
Estudos prévios mostram que o tratamento com flavonoides (hesperidina, naringina e G-
hesperidina) tem um papel protetor na disfungdo endotelial em ratos hipertensos
(YAMAMOTO; SUZUKI; HASE, 2008, YAMAMOTO et al., 2008; IKEMURA et al.,
2012). Apesar dos efeitos antiobesidade descritos para a G-hesperidina, ndo ha estudos que
avaliem seu papel na funcdo endotelial de ratos obesos. Em relacio ao relaxamento
independente de endotélio, induzido pelo nitroprussiato de sédio (SNP) em anéis desprovidos
de endotélio integro, pudemos observar que a dieta hiperlipidica ndo afetou o relaxamento do
SNP, nem o tratamento com a G-hesperidina. Estudos prévios demonstraram que o
relaxamento induzido pelo SNP ndo € afetado pela dieta e pelo exercicio fisico (DE
MORAES et al., 2007; 2008; BOA et al., 2014). No entanto, em nosso estudo, o exercicio
fisico aumentou a poténcia do SNP, embora este efeito tenha sido inibido pelo tratamento
concomitante com a G-hesperidina. Assim como observamos com o estado oxidativo, o
tratamento com a G-hesperidina ndo afetou ou causou prejuizos aos efeitos do treinamento
fisico em relacdo a reatividade vascular, sugerindo que os efeitos dos antioxidantes exdgenos

podem de fato prejudicar os beneficios promovidos pelo exercicio fisico.
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6 CONCLUSAO

Nossos achados demonstram que, em modelo experimental de obesidade, o exercicio fisico é
capaz de modificar a composic¢do corporal e parametros bioquimicos, além de melhorar o estado
oxidativo geral de animais alimentados com dieta hiperlipidica. O tratamento com o flavonoide

antioxidante G-hesperidina inibiu os beneficios promovidos pelo exercicio fisico.
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