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Resumo

Introducéo. A obesidade esta relacionada com o desenvolvimento de varias
doencas, entre elas a doenca renal crénica. O licopeno é um carotenoide presente no
tomate e em outros vegetais e € um dos compostos antioxidantes mais potentes dentre
os carotenoides. Varios estudos tem investigado o efeito protetor do licopeno em
inimeras doencas. Entretanto, para 0 nosso conhecimento, poucos estudos abordaram o
efeito do licopeno sobre as alteracdes renais associadas a obesidade. Objetivo. O
objetivo geral do presente estudo sera o de verificar a influéncia da suplementagdo com
licopeno sobre o comprometimento bioquimico, funcional e morfologico renal em
modelo experimental de obesidade induzida por dieta rica em carboidratos simples e
gordura saturada. Metodo. Ratos Wistar (n= 40) randomizados em dois grupos:
Controle (C, n=20) - dieta padrédo + 4gua ou Obeso (Ob, n=20) - dieta hipercaldrica +
agua acrescida de sacarose 25% por 20 semanas. Na 20* semana foi detectada
insuficiéncia renal por meio de avaliacdo bioquimica urinaria (proteindria) e os animais
foram redistribuidos em 4 grupos: Controle (C, n=10); Controle+Licopeno (C+Li,
n=10); Obeso (Ob, n=10); Obeso+Licopeno (Ob+Li, n=10). Os animais receberam 0leo
de milho (C, C+Li) ou licopeno (10 mg/kg peso/dia) (Ob, Ob+Li) via gavage por 10
semanas adicionais. Na 30% semana foram submetidos a coleta de urina de 24 horas,
afericdo de pressdo arterial sistélica e a eutanasia para coleta de sangue e rins.
Avaliados 0s seguintes parametros: indice de adiposidade, dosagens bioquimicas
plasmatica (glicose, insulina, ureia, creatinina, proteina total, albumina, e urinarias
(proteinas totais, albumina, ureia, creatinina); calculo do indice de Homa-IR,
biomarcadores do dano oxidativo renal (carbonilacdo de proteinas e lipoperoxidacgéo),
analise do licopeno renal e analise histologica renal. Resultados. O modelo de dieta
adotado promoveu obesidade nos grupos obesos (Ob e Ob+Li) em relagcdo aos grupos
controles (C e C+Li). Os animais obesos (Ob e Ob+L.i) exibiram maior nivel de pressao
arterial sistdlica, glicose sérica, e albumina plasmatica em relacdo aos grupos controles
(C e C+Li). Insulina plasmética, indice HOMA-IR, indice urinario proteina/creatinina,
carbonilacdo de proteinas de tecido renal que se mostraram aumentados nos animais do
grupo obeso foram reduzidos com a suplementacdo com licopeno (Ob vs Ob+Li). A
andlise histologica renal mostrou aumento de depdsito de gordura (lipidose) tubular nos

animais do grupo Obeso e diminuido com a suplementagdo com licopeno (Ob vs



Ob+Li). Conclusées. O modelo de dieta adotado promoveu obesidade (indice de
adiposidade), aumento de pressdo arterial, glicose sérica e albumina plasmética sem
influéncia da suplementacdo com o carotenoide. Por outro lado, o aumento de insulina
sérica, indice HOMA-IR, indice urinério proteina/creatinina, carbonilacdo de proteinas
de tecido renal e depdsito de gordura renal (lipidose) verificado no grupo obeso foram
reduzidos com a suplementacdo com licopeno (Ob vs.Ob+Li). Esses dados sugerem que
o licopeno pode representar uma estratégia terapéutica na atenuacdo da doenca renal
cronica e de alteracdes metabdlicas associada a obesidade.

Palavras chave: renal, doenca, licopeno, obesidade, dieta hipercalérica, rato.



Abstract

Introduction: Obesity is related to the development of various diseases,
including chronic kidney disease. Lycopene is a carotenoid present in tomatoes and
other vegetables and is one of the most potent antioxidant compounds among
carotenoids. Several studies have investigated the protective effect of lycopene in
numerous diseases. However, to our knowledge, few studies have addressed the effect
of lycopene on renal changes associated with obesity. Objective. The general objective
of the present study will be to verify the influence of lycopene supplementation on renal
biochemical, functional and morphological impairment in an experimental model of
obesity induced by a diet rich in simple carbohydrates and saturated fat. Method.
Wistar rats (n = 40) were randomized into two groups: Control (C, n=20) or Obese (Ob,
n=20) hypercaloric diet rich in simple carbohydrate and saturate fat for 20 weeks. At
week 20 renal failure was detected by urinary biochemical evaluation (proteinuria) and
the animals were redistributed in 4 groups: Control group (C, n = 10); Control +
Lycopene (C + Li, n = 10); Obese (Ob, n = 10) or Obese + Lycopene (Ob + Li, n = 10).
Animals received corn oil (C, C + Li) or lycopene (10 mg / kg weight / day) (Ob, Ob +
Li) via gavage for an additional 10 weeks. At week 30 they were submitted to 24-hour
urine collection, systolic blood pressure measurement and euthanasia for blood and
kidney collection and the following parameters were evaluated: adiposity index, plasma
biochemical dosages (glucose, insulin, urea, creatinine, total protein, albumin, and urine
(total protein, albumin, urea, creatinine), Homa-IR index calculation, renal oxidative
damage biomarkers (protein carbonylation and lipoperoxidation), renal lycopene
analysis and renal histological analysis. Results. The adopted diet model promoted
obesity in the obese groups (Ob and Ob + Li) in relation to the control groups (C and C
+ Li). Obese animals (Ob and Ob + Li) exhibited a higher level of systolic blood
pressure, serum glucose, and plasma albumin compared to the control groups (C and C
+ Li). Plasma insulin, HOMA-IR index, urinary protein / creatinine index, carbonylation
of renal tissue proteins that were increased in animals in the obese group were reduced
with lycopene supplementation (Ob vs Ob + Li). Renal histological analysis showed an
increase in tubular fat deposition (lipidosis) in animals in the Obese group and
decreased with lycopene supplementation (Ob vs Ob + Li). Conclusions. The adopted

diet model promoted obesity (adiposity index), increased blood pressure, serum glucose,



and plasma albumin without the influence of carotenoid supplementation. On the other
hand, the increase in serum insulin, HOMA-IR index, urinary protein / creatinine index,
renal protein carbonylation and renal fat deposition (lipidosis) observed in the obese
group were reduced with lycopene supplementation (Ob vs.Ob + Li). These data suggest
that lycopene may represent a therapeutic strategy to mitigate chronic kidney disease
and metabolic changes associated with obesity.

Keywords: renal, disease, lycopene, obesity, hypercaloric diet, rat.
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Introdugdo

A prevaléncia da obesidade tem crescido no Brasil e no mundo, atingindo todas
as faixas etérias e classes econdmicas (Schmidt et al., 2011; World Health
Organization 2017). Em 2010, a prevaléncia de sobrepeso e obesidade em homens e
mulheres encontrava-se, respectivamente, na casa dos 57% e 43% e a previsao é que
esses valores atinjam 95% e 52% em 2050 (Rtveladze et al., 2013). Recentemente, 0
Ministério da Satde Nacional registrou aumento de 67,8% nos Ultimos treze anos (2006
a 2018) (VIGITEL Brasil, 2018). Obesidade é uma doenca caracterizada pelo acimulo
excessivo de gordura corporal, frequentemente associado a alteragcbes metabélicas de
elevada complexidade (WHO, 1998). Embora individuos com excesso de peso possam
ser metabolicamente saudaveis, a obesidade aumenta expressivamente o risco de
mortalidade por diferentes causas nessas pessoas (Hruby et al., 2015). O
desenvolvimento de obesidade, associada a presenca de sindrome metabdlica (SM), é
resultado da combinacdo de fatores genéticos e ambientais, como a inadequacao
alimentar e o sedentarismo. Este cenario colabora para o aparecimento de doengas como
diabetes mellitus tipo Il (DM-I1), doengas cardiovasculares (DCV), cancer e doengas
degenerativas (Alberti et al., 2005) e doenca renal cronica (DRC) (Declé et al., 2011).
Em conjunto, estas doencas séo as principais causas de internagcdes no sistema de satde
brasileiro, correspondendo ao elevado custo da saude no pais. Portanto, estudos que
busquem novas estratégias de prevencdo e tratamento da obesidade e de suas
complicagcfes sdo necessarios.

A DRC é definida como anormalidades estruturais ou funcionais do rim, com
presenca de marcadores de dano renal e/ou diminuicdo da taxa de filtragdo glomerular
por mais de trés meses (Levey & Coresh, 2012). A DRC corresponde a um problema
de salde publica e impde enorme 6nus econdmico aos individuos afetados, as suas
familias e ao pais como um todo. Estima-se que 30 milhdes de adultos dos EUA tenham
DRC e esta doenca foi classificada como a 92 causa de morte neste pais em 2015 (Ozieh
et al., 2019). Apesar de muitos fatores estarem associados a DRC, como idade, género,
alcoolismo, inatividade fisica, DM-II e hipertensdo arterial sistémica (HAS), estudos
evidenciam que a obesidade é um fator de risco independente para o desenvolvimento
de DRC (Francisqueti, 2018; Wickman & Kramer, 2013).
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A agresséo renal desenvolvida na obesidade e similar a que ocorre no DM-II, ou
seja, na fase inicial ocorre aumento da taxa de filtracdo glomerular (TFG), hipertrofia
glomerular e microalbumindria, que posteriormente evolui para proteindria, injdria no
tubulo intersticial e reducdo da TFG (Maric-Bilkan, 2013; Thomson et al., 2004;
Francisqueti, 2018). A doenca renal associada ao diabetes e a obesidade apresentam
eventos iniciais comuns (incluem interacbes entre multiplos fatores metabdlicos e
hemodinamicos) que ativam vias de sinalizag&o intracelular que, por sua vez, acionam a
producdo de citocinas e fatores de crescimento (Maric-Bilkan, 2013; Francisqueti,
2018). Resisténcia a insulina (RI), inflamacdo, disfuncdo endotelial renal, estresse
oxidativo e fatores dietéticos correspondem a alguns elementos responsaveis por causar
alteracOes renais. A expansdo mesangial e lesdo de poddcitos, correspondem a lesdo
glomerular renal associada a RI e aumento nos niveis de citocinas (Raimundo &
Lopes, 2011; Francisqueti, 2018). A RI e 0 aumento de insulina circulante parecem
induzir inflamac&o renal, sendo evento determinante para a DRC (Raimundo & Lopes,
2011; Francisqueti, 2018). Além disso, a elevacdo dos niveis séricos de insulina pode
resultar em aumento de filtracdo glomerular, da permeabilidade vascular e da disfuncéo

endotelial, seguido de albumindria (Zeng et al., 2016; Francisqueti, 2018).

O estresse oxidativo corresponde a um pilar importante na patogénese da
obesidade e suas comorbidades, correspondendo a evento resultante do desequilibrio
entre o sistema de defesa antioxidante e a geracdo de espécies reativas do oxigénio
(ROS) ou do nitrogénio (RNS). Tal desequilibrio resulta na oxidacdo de importantes
biomoléculas, tais como: lipidios, proteinas, carboidratos e acido desoxirribonucleico
(DNA). Substancias oxidantes e antioxidantes sao geradas em um cendrio de reac6es de
oxido-reducdo, onde a oxidacdo implica em ganho de elétrons e a reducdo, em perda.
Visto gque a geracdo e a acdo de substancias oxidantes e antioxidantes dependem desse
sistema de déxido-reducdo, muitos autores tém atualmente usado o termo desequilibrio
do sistema redox para se referir ao estresse oxidativo. As espécies reativas, que Sao
geradas tanto por sistemas enzimaticos como ndo enzimaticos, tém sido implicadas nao
apenas em grande numero de processos fisioldégicos, mas também ndo fisiologicos,
durante a iniciacdo e progressdo de doencas. Essas moléculas sdo, também,
denominadas radicais livres e incluem: peroxinitrito (ONOO-), hidroxil (®OH),
superéxido (O, e), perdxido de hidrogénio (H,O,), singlet oxigénio (*O,), 6xido nitrico

(®NO), acido hipocloroso, radical hidroperoxil, radical alcoxil (LOe) e hidroperéxido
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(L(R)OOH). As fontes geradoras de espécies reativas sao: a mitocéndria (por reducéo
incompleta do O,); macréfagos, neutréfilos, endotélio, epitélio, sistemas enzimaticos
(por mieloperoxidase; xantina oxidase, NADPH-oxidase, NADPH-citocromo P450
redutase, ciclo-oxigenase, 6xido nitrico sintetase); reacbes com metal (Ferro e Cobre)
via reacdo de Fenton e de Haber-Weiss; reacdo ndo enzimatica entre os radicais
superoxido e Oxido nitrico resultando na geracdo de peroxinitrito. Embora as espécies
reativas sejam essenciais para uma variedade de mecanismos de defesa celular, as ROS
e as RNS podem causar lesdo oxidativa em biomoléculas (lipidios, proteinas,
carboidratos e DNA) quando presentes em nimero superior a sua neutralizagdo mediada
pelo sistema de defesa antioxidante. O sistema de defesa antioxidante é constituido por
varios componentes endégenos e exdgenos. Os enddgenos incluem: glutationa reduzida
(GSH), glutationa-peroxidase (GSH-Px), glutationa-redutase (GSH-Rd), superdxido
dismutase (SOD), catalase, acido urico, albumina, hemoglobina, transferrina e
bilirrubina. Os exogenos sdo formados por: quelantes de metal (desferoxamina),
vitamina E (principalmente o-tocoferol), carotenoides (p-caroteno, a-caroteno,
licopeno, luteina, zeaxantina, astaxantina, cataxantina), vitamina C, flavonoides,
manitol e amino-guanidina; existem outros como: taurina, melatonina, carnosina que
sdo compostos enddgenos, mas que podem ser administrados como suplementos. A
dieta é importante fonte de antioxidantes, mesmo para os da categoria “antioxidantes
endogenos”, desde que a fungdo desses depende da ingestdo de componentes
importantes para o adequado funcionamento desses antioxidantes. Exemplos classicos
sdo os constituintes de pimentdo vermelho (cisteina), castanha do Para (selénio) e ostra
(zinco), que sdo importantes para a funcdo do GSH, GSH-Px e Zn-SOD,
respectivamente. Como mencionado, o estresse oxidativo ocorre quando a magnitude da
producdo de espécies reativas supera a capacidade antioxidante o que resulta em
oxidacdo de lipidios (lipoperoxidacdo), proteinas (carbonilacdo e/ou nitracéo),
carboidratos (carbonilacdo) e DNA (oxidacdo de bases nitrogenadas). A lesdo desses
importantes componentes celulares leva a alteracdo da estrutura quimica, da funcdo e a
morte celular (Ferreira et al.,, 2011). A lipoperoxidacdo corresponde a reacdo
autolimitada composta por etapas de iniciacdo, propagacdo e terminacdo. Contudo, o
excesso de espécies reativas pode reiniciar o processo resultando em descontrole e
geragdo de produtos citotoxicos como o malondialdeido (MDA). A lesdo oxidativa em
DNA pode ocorrer nas bases puricas e pirimidicas, na presenca de «OH o qual retirando

um atomo de hidrogénio das ligacbes C-H (carboidrato-hidrogénio) gera falsas bases,
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chamadas aducts de bases de DNA, que podem ser produzidas na presenca ou na
auséncia de O,. As bases falsas geradas podem atuar como oxidantes ou como
redutoras, dependendo do local onde foi retirado o &omo de hidrogénio, e
comprometem a replicacdo e a transcricdo o que consequentemente levam ao prejuizo
da transmissao de informacdo genética, sendo uma das principais fungdes do DNA. Ha
que se destacar também a importancia das rea¢des de nitracdo e de carbonilagdo na SM.
A nitracdo de proteinas é resultado da acdo indesejavel do peroxinitrito, levando ao
prejuizo da funcdo da proteina em questdo. A carbonilagdo de proteinas ocorre como
resultado da acdo de produtos da lipoperoxidacdo avancada (MDA, glioxal, acroleina e
4-hidroxi-nonenal) e da glicacdo avancada (glioxal e metilglioxal) sobre os sitios
nucleofilicos de proteinas, peptideos (cisteina, lisina e histidina), aminofosfolipides e
DNA. Tal agressdo gera a carbonilacéo irreversivel que leva a modificagdo estrutural e a
disfuncdo de moleculas, células, tecidos e orgdos (Ferreira et al., 2011). O destaque
desta reacdo na obesidade e suas comorbidades corresponde ao prejuizo da funcdo da
insulina, glicose 6-fosfato desidrogenase e funcao endotelial (Figura 1) (Ferreira et al.,
2011).

Lipoperoxidacéo - _ Oxidacéo de Acucar
Iyl Espécies Carbonila Iyl
HO i
gManndiaIdel’do Glioxal ~ Acroleina 4-hidroxi-nonenal Glioxal Metilglioxal

(MDA) (GO)  (ACR) (HNE) (GO) (MGO)

« proteinas
ataque aos sitios nucleofilicos * peptideos (Cisteina, Lisina, Histidina)
ﬂ « aminofosfolipideos

* DNA

Carbonilacéo Irreversivel

Disfuncéo - molécula, célula, tecido, érgéo
(insulina, glicose 6-fosfato desidrogenase, citocromo C, hemoglobina, endotélio)

Figura 1. Carbonilagdo (Ferreira et al., 2011).
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H& evidéncias de que o estresse oxidativo renal estd associado a RI.
Hiperglicemia e aumento nos niveis de acidos graxos livres proporcionam a elevagéo na
geracdo de ROS no endotélio renal, resultando em altera¢fes estruturais de importantes
biomoléculas (proteinas, lipidios, DNA) e disfungdo renal. Como mencionado
anteriormente, as ROS, também podem ser originadas do sistema enzimatico NADPH
oxidase (NOX). Tal sistema corresponde a uma familia de enzimas, das quais NOX 1, 2
e 4 sdo altamente expressas nos rins. Fatores metabdlicos aumentam a expressao das
proteinas NOX e da geracdo de ROS nos poddcitos, com consequente alteracdo
estrutural e funcional renal (Zhang & Lerman, 2016; Francisqueti et al, 2018). A
HAS corresponde a evento comum na obesidade e DRC, ambos associados ao estresse
oxidativo. O aumento do peptideo angiotensina tipo 2 (Ang-2) esté associado a HAS e a
RI. O aumento do peptideo resulta em hiperatividade de NADPH-oxidase, diminui¢do
da sinalizacdo de insulina e incremento da producéo de endotelina. De fato, tem sido
identificado que a infusdo de Ang-2 em animais compromete a sinalizagéo a insulina e
induz a RI. Esta afirmacdo pode ser confirmada pelo bloqueio farmacolégico da Ang-2
que resulta em melhora da sensibilidade a insulina. Por sua vez, niveis elevados de
endotelina inibem a sinalizacdo da insulina e estimulam a NADPH-oxidase endotelial a

produzir adicional radical superoxido (Bahia et al., 2006; Ferreira et al., 2011).

Comum nos pacientes obesos, a SM pode ser fator importante na causa da DRC
constituindo fator de risco para doenca renal terminal e morte prematura (Chen et al.,
2004). Estudo prévio, usando modelo experimental de SM (ratos Zucker), mostrou
aumento da carbonilacéo renal, dislipidemia e hipertensao, seguido de melhoria de tais
parametros com a administracdo de carnosina, agente com capacidade anti-carbonilacao
(Aldini et al., 2011).

Alteracdes histoldgicas renais tém sido associadas a obesidade, por exemplo, o
desenvolvimento de glomeruloesclerose, a lesdo do tubulo intersticial (microscopia
Otica comum), edema e hipertrofia da membrana basal glomerular (microscopia
eletrnica) correspondem a les6es renais identificadas em modelo animal de obesidade
(Aldini et al., 2011). Autores utilizando dieta rica em gordura observaram aumento
glomerular, expansdo mesangial, incremento de infiltragdo por macr6fagos nos rins e
albuminuria em camundongos C57BI/6J (Deji et al., 2009). Estudo prévio constatou
depdsito de gordura em seio renal de coelhos obesos por dieta (Dwyer et al., 1995).

Como o acumulo de gordura (lipidose) preenche o seio renal, a compressao de varias
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estruturas pode ocorrer neste 6rgdo. Pode ocorrer a compressao da medula interna, visto
que esta ndo é protegida pela cépsula fibrosa que protege tal 6rgdo. Curiosamente, o
contetdo hialurdnico intersticial, substancia de preenchimento do espago interno da
medula renal, aumentou acentuadamente em cées e coelhos obesos. Além disso, 0
acumulo de gordura no seio renal comprime a veia e sistema linfatico o que resulta em
aumento da pressdo intersticial local (Montani et al., 2004). Estudo clinico com
elevado nimero de individuos, mostrou lipidose renal em 30% dos casos; além disso, 0s
individuos portadores de lipidose apresentavam também alto indice de HAS e DRC,
mesmo apds ajustes para indice de massa corporal e acumulo de gordura visceral. O
estudo mostrou que lipidose renal € uma condicdo comum e que estd associada a
regulacdo e ao aumento de risco de hipertensdo arterial e DRC (Foster et al., 2011).
Examinando correlacdo entre acimulo de gordura renal e les&o tubular, recente estudo
mostrou lipidose, por coloracdo oil red e imuno-hstoquimica, no compartimento tubular
proximal em rins de individuos diabéticos portadores de DRC, onde o grau de gravidade
da lesdo renal foi positivamente correlacionado com a intensidade verificada na analise
imuno-histoquimica da proteina relacionada a diferenciacdo de adipdcito (ADRP) e da
proteina de ligacdo reguladora de esterois (SREBP-1), a qual regula a sintese de

colesterol, acidos graxos e triglicérides (Yang, 2018).

Dada a importancia do desequilibrio redox e da inflamagdo na patogénese da
obesidade, varias estratégias terapéuticas usando antioxidantes com propriedades anti-
inflamatdrias tém sido testadas com o objetivo de atenuar o desenvolvimento desta
doenca. O licopeno é um carotenoide sem atividade provitamina A, lipossolavel,
responsavel pela coloracdo vermelho-alaranjada de tomate, melancia, uva, mamao
dentre outras frutas e vegetais, sendo principalmente encontrado em tomates (Mangels
et al., 1993). Os carotenoides hidrocarbonetos, como é o caso do licopeno, sdo
compostos por carbono e hidrogénio. Geometricamente o licopeno pode apresentar-se
na forma cis- e trans-, fator influente na sua biodisponibilidade (Figura 2) (Sies &
Stahl, 1998). A capacidade antioxidante dos carotenoides esta relacionada ao seu
namero de duplas ligacGes conjugadas. Tal relacdo torna o licopeno o antioxidante mais
potente dentre os carotenoides, apresentando especial habilidade em se ligar ao oxigénio
singlete H,O, (Stahl & Sies, 2003). Somado ao carater antioxidante, o licopeno tem se
mostrado um agente anti-inflamatorio que contribui para o controle de diversas doencas

(Rao & Agarwal, 1999). Mais recentemente o carotenoide tem sido associado a
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melhora da inflamagdo na obesidade (Luvizotto et al., 2013). Vérios estudos tem
investigado o efeito protetor do licopeno em inimeras doengas, como, disfuncdo renal e
cardiaca, nefrotoxicidade induzida por quimioterdpicos, DRC (Taheri et al., 2015),
estresse oxidativo e inflamagdo renal devido a obesidade (Pierini et al., 2014).
Suplementacdo com licopeno também tem sido associada a melhora da lipoperoxidacéao
renal (Li, 2014) e pancreética de ratos diabéticos (Yinet al., 2019). Entretanto, para o
nosso conhecimento, poucos autores abordaram o efeito do licopeno sobre as alteractes
renais associadas a obesidade (Pierini et al., 2014).

CH; Licopeno (CaoHse)

Figura 2. Estrutura molecular do licopeno.



Objetivo

O objetivo geral do presente estudo serd o de verificar a influéncia da
suplementacdo com licopeno sobre o comprometimento bioquimico, funcional e
morfolégico renal em modelo experimental de obesidade induzida por dieta

hipercaldrica rica em carboidratos simples e gordura saturada.
Os objetivos especificos séo:

1) Caracterizar a obesidade e doengas correlatas.

2) Verificar a biodisponibilidade renal do licopeno.

3) Avaliar a influéncia da suplementacdo com licopeno sobre: parametros nutricionais e
bioguimicos gerais; morfologia, funcdo e marcadores da oxidacao lipidica/proteica
no tecido renal.
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Metodologia

Material e Métodos
1. Protocolo Experimental

Foram utilizados ratos Wistar (n=40), com 30 dias de idade, provenientes do
Biotério Central do Campus de Botucatu-Unesp, os quais foram mantidos no biotério da
Unidade de Pesquisa Experimental-Faculdade de Medicina de Botucatu. Os animais
foram randomizados inicialmente em dois grupos com diferentes tratamentos dietéticos
ad libitum: grupo controle (C, n=20) - dieta padréo + agua ou grupo obeso (Ob, n=20) -
dieta hipercal6rica rica em carboidrato simples e gordura saturada (alto teor de
carboidrato simples e gordura + agua acrescida de sacarose - 25% (total de carboidratos:
78%, total de gordura: 16,54%) por 20 semanas. A composic¢ado nutricional das dietas
estd apresentada no Quadro 1. Apds a 20° semana, momento de deteccdo do
comprometimento renal via proteindria nos animais obesos (Maric-Bilkan, 2013;
Francisqueti, 2018), ambos os grupos foram redistribuidos em quatro grupos: Controle
(C, n=10); Controle + licopeno (C+Li, n=10); Obeso (Ob, n=10) e Obeso + licopeno
(Ob+Li, n=10). O licopeno foi fornecido via gavage na dose de 10mg/kg/dia por 10
semanas (Luvizotto, 2015) foi misturado com éleo de milho e administrado via gavage.
Os animais dos grupos C e Ob receberam diariamente, via gavage, 6leo de milho em

volume similar aos animais suplementados com licopeno (Figura 3).

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente com temperatura
(24+2°C), umidade (55+5%) e ciclo claro-escuro (12-12hs) controlado. O consumo das
dietas e a ingestdo de bebida foram mensurados diariamente e o peso corporal aferido
semanalmente. Apds 30 semanas 0s animais foram anestesiados com tiopental (dose de
120 mg/kg/i.p.). Os animais foram decapitados apds verificacdo da auséncia dos
reflexos palpebral, podal, interdigital e caudal. Foi coletado o sangue, 0s rins e o tecido
adiposo. Todo procedimento que envolveu coleta de amostras foi realizado em ambiente
protegido da luz. O protocolo de estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina de Botucatu-Unesp, sob o numero 1147/2015 e
seguiu as recomendagdes do “Improving Bioscience Research Reporting : The ARRIVE

Guidelines for Reporting Animal Research”.



Dieta padra ! Controle (1
Controle 1c1a padrao i Controle (n=10)

(n=20) Agua ad libitum

Controle+ Licopeno (n=10)

Obeso Pleta hipercalorica | Obeso (n=10)

(n=20) Agua + sacarose (25%)
ad libitum

Obeso + Licopeno (n=10)

20 semanas 10 semanas

Doenga renal (proteinuria)
Figura 3. Protocolo Experimental.

2. Inducéo da obesidade

24

©)

(C+Li)

(Ob)

(Ob+Li)

O modelo escolhido para a inducédo da obesidade foi dieta hipercalorica rica

em carboidratos simples (sacarose e frutose) e gordura saturada (banha de porco), conforme

descrito previamente (Francisqueti et al., 2017).
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Quadrol. Composi¢édo da dieta padréo e obeso

Ingredientes DP DO
Farelo de Soja (g/kg) 335 340
Sorgo (g/kg) 278 80
Casca de Soja (g/kg) 188 117
Dextrina (g/kg) 146 20
Aclcar Refinado (g/kg) - 80
Frutose (g/kg) - 180
Oleo de Soja (g/kg) 24 -
Banha de Porco (g/kg) - 154
Premix Vitaminico e Mineral (g/kg) 25 25
Sal (g/kg) 4 4

Composi¢do de macronutrientes

Proteinas (g/kg) 200 180
Carboidratos (g/kg) 600 535
Gorduras (g/kg) 40 165
Fibras (g/kg) 90 61
Cinzas (g/kg) 70 59
Energia(kcal/g) 3,59 4,35

DP: dieta padrdo; DO: dieta obeso. Aos animais dos grupos Ob e Ob+Li, foi fornecido uma solugdo de sacarose a
25% como fonte hidrica.

3. Suplementacéo com licopeno

O licopeno utilizado foi o licopeno 6leo-resina misturado com 6leo de milho na
dose de 10mg/kg/dia e foi administrado via gavage aos animais, (C+Li e Ob+Li) por 10
semanas. Para evitar diferencas na energia oferecida, durante o mesmo periodo, 0s
animais dos grupos nao suplementados (C e Ob) receberam 6leo de milho via gavage
em volume equivalente ao oferecido aos grupos licopeno (C+Li e Ob+Li) (~0,5mL/kg
peso/dia). A dose de 10mg/kg/dia de licopeno foi selecionada com base em prévios
estudos (Ibrahim, 2008; Ali & Agha, 2009; Luvizotto et al.,, 2013 e 2015) e foi
conferida por espectrofotometria de acordo com estudos do nosso grupo (Luvizotto et
al., 2013 e 2015).
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4. Caracterizacdo da obesidade

O indice de adiposidade foi utilizado como indicador de obesidade, pois permite
avaliar a quantidade de gordura corporal dos animais (Jacobsen, et al., 2017). Apdés a
eutanasia foram dissecados os depdsitos de gordura epididimal, visceral e retroperitonial
dos animais. A soma dos depdsitos foi normalizada pelo peso corporal
[(epididimal+retroperitonial+visceral) /peso corporal x 100] sendo considerado o indice
de adiposidade.

5. Doencas associadas a obesidade
5.1 Hipertensdo arterial sistolica

Neste estudo foi realizada a analise da presséo arterial sistolica caudal por meio
da técnica de plestimografia, utilizando-se eletroesfigmomanémetro NarcoBio-System®
PE 300, modelo 709-0610 (International Biomedical, Inc, Houston, TX, USA). Este
método ndo permite avaliar a pressdo arterial diastolica (Vileigas, 2015). Os animais
foram aquecidos a 40°C por 5 minutos, em uma caixa de madeira (50 x 40 cm) forrada
com maravalha de Pinus autoclavada, com a finalidade de produzir vasodilatacdo da
artéria caudal. Em seguida, manguito conectado a transdutor de pulso foi acoplado a
cauda do animal, sendo posteriormente insuflado (200 mmHg) e desinsuflado,
respectivamente, para registro das pulsacdes arteriais. Os registros foram obtidos com o
auxilio de sistema de aquisi¢cdo de dados computadorizado (AcqKnowledge®MP36,
Biopac Systems, Santa Barbara, USA). Os animais foram avaliados na 20? e 302 semana

do periodo experimental.

5.2 AlteracGes Bioguimicas Metabolicas e Renais

As dosagens bioquimicas foram realizadas ao término do periodo experimental.
Para tal, animais foram submetidos a jejum de 8 horas. Para obtencdo do plasma,
amostras de sangue foram coletadas em tubos tipo Falcon, contendo anticoagulante,
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) na proporcdo de 0,1 mL para cada 5mL de
sangue. A seguir os tubos foram centrifugados a 3000rpm por 10 minutos (Eppendorf®
Centrifuge 5804-R, Hamburg, Germany) e o sobrenadante foi armazenado a -80°C para
realizacdo das analises. Foram aferidas as concentracbes plasméticas de glicose,
proteinas totais, ureia, creatinina e acido Urico. A urina foi coletada durante 24 horas,

com os animais alocados em gaiolas metabdlicas, para a afericdo de creatinina,
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albumina e proteina total. Todas essas mensuracfes do plasma e urina foram realizadas
pelo método enzimético colorimétrico utilizando kits comerciais (BioClin®, Belo
Horizonte, MG, Brasil) em equipamento bioquimico automatizado (BS-200 Mindray,
China).Com o objetivo de avaliar a resisténcia a insulina decorrente da obesidade, foi
avaliado o teste do HOMA-IR. Para isso foram dosados a glicose (vide acima) e a
insulina via técnica de ELISA, utilizando kit comercial (Linco Research Inc., R&D
Systems®, Millipore e B-Brigdelnternational Inc.). O HOMA-IR foi calculado pela
seguinte formula: insulina jejum (LUI/mL) x glicose jejum (mmol/L) /22,5. A funcédo
renal foi avaliada por medidas no plasma e na urina, sendo calculadas as seguintes

razbes: albumina/creatinina e proteina/creatinina (Herman, 2019).

6. Biomarcadores do Dano Oxidativo
6.1 Malondialdeido

A dosagem de Malondialdeido (MDA) foi realizada em homogenato de tecido
renal (1:10 em PBS) com técnica rotineiramente utilizada em nosso laboratorio (Nielsen
et al., 1997). Para a quantificacdo do MDA foram utilizados 250 pL de homogenato
para 750 L de &cido tricloroacético a10%, para precipitacdo de proteinas. As amostras
foram centrifugadas a 3000 rpm, por 5 minutos (Eppendorf® Centrifuge 5804-R,
Hamburg, Germany) e o sobrenadante retirado. Foi adicionado ao sobrenadante acido
tiobarbitarico (TBA) 0,67% na proporcdo de 1:1 e as amostras aquecidas por 15
minutos a 100°C. O MDA reagiu com o TBA na proporc¢éo 1:2, respectivamente e ap0s
resfriamento foi realizada a leitura a 535 nm em leitor de microplaca Spectra Max 190
(Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, USA). A concentracdo de MDA foi obtida
através do coeficiente de extincdo molar (1,56x10° M™ cm™) e das absorbancias das
amostras, sendo o resultado final expresso em nmol/g de proteina (Samarghandian et
al., 2016). A proteina total do tecido renal foi analisada por meio de kit comercial
colorimétrico (Bioclin® (Belo Horizonte, MG, Brasil) e aferida em espectrofotémetro a
545nm.

6.2 Carbonilacdo de proteinas

A carbonilagdo foi determinada por método adaptado de Mesquita, 2014
(Mesquita et al., 2014) em 100 pL de homogenato para 100 pL de 24-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) (10 mM em HCI 2 M). As amostras ficaram incubadas

por 10 minutos em temperatura ambiente e, posteriormente adicionado 50 pL de
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NaOH(6 M) e incubadas novamente por 10 minutos em temperatura ambiente. A leitura
foi realizada a 450 nm em leitor de microplaca Spectra Max 190 (Molecular Devices®,
Sunnyvale, CA, USA) e o resultado obtido da absorbancia das amostras e do coeficiente
de extingdo molar (22000 M? cm™). O resultado final expresso em nmol/mg de
proteinas. A proteina total do tecido renal foi analisada por meio de kit comercial
colorimétrico (Bioclin® (Belo Horizonte, MG, Brasil) e aferida em espectrofotdmetro a
945nm.

7. Analise do licopeno no tecido renal

O tecido renal foi pesado e analisado apds a saponificacdo, conforme descrito
anteriormente (Ferreira et al., 2007). Resumidamente, as amostras (150-200 g) foram
cortadas em pequenas fatias antes da adicdo de 100 ul (0,095 mol / 1) de pirogalol em
etanol, 300 ul (0,5 mol / I) de KOH em H,0 e 1 ml de etanol. A mistura foi agitada no
vortex e incubada a 37°C durante 2 horas enquanto os tubos estavam cobertos com
parafilme. Apdés a incubacéo, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente, foi
adicionado 1 ml de H,O e a mistura foi submetida a vortex. Foi adicionada equinenona
em etanol (100 ul) como padrédo interno. Esta mistura foi agitada com 3 ml de éter
anidro/hexano (2:1, estabilizado com 1% de etanol v/v), depois foi agitada em vortex e
centrifugada a 800 x g a 4°C durante 5 min. A camada superior foi removida, a extracao
repetida e as camadas superiores foram combinadas. Foi adicionado H,O (2ml), a
solucéo foi agitada no vortex e foram adicionados 2 ml de etanol antes da centrifugacao
a 800 x g durante 5 min. A camada de hexano foi evaporada completamente sob N?, e o
residuo foi redissolvido em 100 ul de etanol, agitado no vortex e sonicado duas vezes
durante 30 segundos, e centrifugado a 800 x g a 4°C por 2 min. Foi utilizada aliquota de
50 pl para analise por HPLC. Todas as analises das amostras foram feitas em duplicado.
Todo o processamento foi realizado sob luz vermelha. A recuperacdo do padrdo interno
adicionado foi consistentemente> 90%.

O sistema HPLC utilizado foi o Waters Alliance 2695 (Waters, Wilmington,
MA, EUA) que consiste em bomba e cromatografia ligada a um detector de matriz de
fotodiodo (modelo 2996), uma coluna de carotenoide C30 (3 mm, 150 3 4,6 mm, YMC,
Wilmington, MA, EUA) e software Empower. O detector de arranjo de fotodiodo foi
ajustado em 475 nm para a afericdo do licopeno. A fase movel do HPLC foi
metanol/éter metil-terc-butilico/agua (83: 15: 2, v/v/v, 15 g/l de acetato de amonio na

agua, solvente A) e metanol/éter metil-terc-butilico/agua (8: 90: 2, v/v/v, 10 g/l de
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acetato de amdnio na agua, solvente B). O procedimento de gradiente, a uma taxa de
fluxo de 1 ml/min a 16°C, foi como se segue: (i) foi utilizado 100% de solvente A
durante 2 min, seguido de 6 min de gradiente linear para 70% de solvente A; (ii) 3 min
de espera seguida por 10 min de gradiente linear para 45% do solvente A; (iii) a 2 min
de espera, depois 10 min de gradiente linear para 5% de solvente A; (iv) 4 min de espera
e depois 2 min de gradiente linear a 100% de solvente A.O licopeno all-trans foi
quantificado pela determinacdo das areas do pico (all-trans) dos cromatogramas
calibrados por meio de quantidade conhecida do licopeno padrdo (sigma-Aldrich). Os
valores foram corrigidos pela recuperagédo do padrédo interno (Echinenona).

8. Morfologia Renal

Fragmentos do tecido renal (3mm de espessura) foram fixados por 48h em
formalina tamponada a 10% e emblocados em parafina. Posteriormente, o bloco foi
submetido a cortes histologicos de 5micras, seguidos de coloragdo com Hematoxilina &
Eosina (HE). As amostras foram analisadas por microscopia oOptica, sendo as lesdes
classificadas e registradas com auxilio de analisador de imagens. O nivel de gravidade
identificado e graduado (sob supervisdo de patologista especializada) a partir de escala:
1(normal) a 4 (anormalidade), sendo esta analise semi quantitativa. A graduacao (score)
da extensdo da lesdo resultou da analise de 10 campos, escolhidos aleatoriamente, com
area de analise de aproximadamente 2,5mm2. A analise considerou: nefrite intersticial,
esclerose glomerular, lipidose tubular, degeneracédo hidrépica e necrose tubular aguda.
O critério para identificar nefrite intersticial foi a presenca de inflamagéo (neutrofilo,
linfocito, macrofago). O critério para identificar esclerose glomerular foi pela presenca
de espessamento uniforme difuso de alcas capilares, incluindo parede da céapsula de
Bowman. O critério para identificar lipidose tubular foi a presenca de imagens negativas
macro e micro goticulares. O critério para identificar necrose tubular aguda foi a
presenca de linfocitos e macréfagos na luz dos capilares da regido medular. As imagens
foram capturadas com o microscépio Optico Carl zeiss, LAb Al, Germany, nas
objetivas 10X e 40X, utilizando o software AxioVision 4.8.

9. Andlise estatistica
A andlise estatistica foi realizada usando Sigma Stat versdo 2.0 (JandelScientific

Software, San Rafael, CA, USA). Os dados paramétricos foram apresentados como
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média + desvio-padrdo e as comparagdes entre os grupos foram realizadas por anélise
de variancia (ANOVA) e complementado com o teste post-hoc de Tukey. Os dados néo
paramétricos foram apresentados como mediana e intervalos interquartis (p25 e p75) e 0
teste utilizado foi o Kruskal-Wallis, complementado pelo teste post-hoc de Dunn. As

diferencas foram discutidas comP <0,05.
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Resultados

Os resultados mostraram que ao final de 30 semanas o0 modelo adotado promoveu
obesidade caracterizada pelo aumento do indice de adiposidade em relacdo aos grupos
controle (Tabela 1). A obesidade ocorreu mesmo com menor consumo de ragéo e
semelhante ingestdo calérica em relagdo aos animais controles. Contudo a
suplementacdo com licopeno ndo modificou o indice de adiposidade, a ingestdo calorica
total e eficiéncia alimentar (Tabela 1). O aumento da pressdo arterial sist6lica foi
associado a dieta, mas ndo foi modificado pela suplementacdo com licopeno (Tabela 1).

Tabela 1. Perfil nutricional e pressao arterial sistolica

Variaveis Grupos Efeito
C C+Li Ob Ob+Li Dieta Tratamento Interagéo
PCI(g) 2076 2156 21246 2007 0,465 0,761 0,15
PCF (g) 507+21 514422 535421 536+22 0,259 0,838 0,887
Ganho de peso (g) 320+40 299+42 344+40 322440 0,568 0,608 0,998
DGE (g) 7+1 7+1 13+1* 13+1 0,001 0,809 0,975
DGR (9) 71 9+1 21+1* 23%1 0,001 0,303 0,813
DGV (9) 4,8+0,8 5,240,9 9,2+0,8* 10+0,9 0,001 0,533 0,795
GCT (9) 20+3 21+3 44+3* 47+3 0,001 0,513 0,85
indice de adiposidade (%) 3,9+0,4 4,3+0,4 8,0+0,4* 8,7+0,4 0,001 0,222 0,715
PAS (mmHg) 121+3 119+4 137+3* 1464 0,001 0,398 0,223
Ingestdo alimentar (g) 235 2445 11+3* 1143 0,001 0,001 0,001
Ingestéo hidrica (ml) 3248 3249 40+12* 43+13 0,001 0,001 0,001
Ingestdo caldrica (kcal) 83+9 86+10 88+9* 91+9 0,048 0,004 0,002
0,0044+ 0,0027+ 0,0013+ 0,0012+

Eficiéncia alimentar (%) 0,001 0,184 0,237

0,0006 0,0006 0,0006* 0,0006

Dados expressos como média + desvio padrdo; Grupos: C, controle; C+Li, controle+licopeno; Ob, grupo obeso;
Ob+Li, obeso+licopeno; n=10 animais/grupo; PCI, peso corporal inicial; PCF,peso corporal final; DGE, depdsito de
gordura epididimal; DGR, depdsito de gordura retroperitoneal; DGV, deposito de gordura visceral; GCT, gordura
corporal total; PAS, pressdo arterial sistolica; Two-way ANOVA com post-hoc Tukey foi usado para comparar
grupos, p < 0,05 (*, diferente de C).

Os resultados mostraram que ao final de 30 semanas, 0 modelo de dieta adotado

foi eficiente em induzir hiperinsulinemia e resisténcia a insulina (HOMA-IR). A
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suplementacdo com licopeno diminuiu os niveis plasmaticos de insulina assim como a
resisténcia a insulina (Tabela 2).

Tabela 2. Perfil glicidico

Variaveis Grupos Efeito
C C+Li Ob Ob+Li Dieta  Tratamento Interagédo
Glicemia (mg/dL) 77+4 9045 97+4 1056 0,002 0,051 0,613
Insulina (UI/mL) 0,9+0,2 1,3+0,2 5,6+0,2* 1,4+0,2* 0,001 0,001 0,001
HOMA-IR 0,15+0,07 0,30+0,08 1,37+0,07* 0,29+0,08" 0,001 0,001 0,001

Dados expressos como média + desvio padrdo; Grupos: C, controle; C+Li, controle+licopeno; Ob, grupo obeso;
Ob+Li, obeso+licopeno; n=10 animais/grupo; HOMA-IR: modelo de avaliacdo da homeostase; Two-way ANOVA
com post-hoc Tukey foi usado para comparar grupos, p < 0,05 (*, diferente de C; *, diferente de Ob).

A Figura 4 apresenta o efeito da dieta e da suplementacdo com licopeno sobre 0s
marcadores plasmaticos da funcéo renal. Auséncia de diferenca entre 0s grupos pode ser
observada.
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Figura 4. Marcadores plasmaticos da funcéo renal. A: Albumina; B: Creatinina; C:Ureia. Dados
expressos como média + desvio padrdo; Grupos: C, controle; C+Li, controle+licopeno; Ob, grupo
obeso; Ob+Li, obeso+licopeno; n=10 animais/grupo; Two-way ANOVA com post-hoc Tukey foi usado
para comparar grupos, p < 0,05 ($, diferenca entre C+Li e Ob+Li).

A Figura 5 apresenta o efeito da dieta e da suplementacdo com licopeno sobre os
marcadores urinarios da funcdo renal. A dieta no grupo obeso promoveu aumento da

relacdo proteina/creatinina (C vs.Ob) e a suplementacdo com licopeno reduziu tal
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parametro (Obvs.Ob+Li). Os outros marcadores ndo mostraram diferenca entre o0s

grupos.

1.5 500

400
S
i ontrole  Controle beso Li

PTN Totaligidl)

ontrole Controle+L. Obeso  Obese

Ureia (mg/dl)
Prot/Creat(mg/g)

Alb/iCreat(mg/g)

Controle Controle+Ly Obeso O

0-
Controle Controle+L. Obeso Ot Li Controle Controle+L: Obeso  C

Figura 5. Marcadores urinarios da fungdo renal.A: Albumina; B: PTN Total; C: Creatinina; D: Alb/Creat; E:
Ureia; F: Prot/Creat;Dados expressos como média + desvio padrdo; Grupos: C, controle; C+Li, controle+licopeno;
Ob, grupo obeso; Ob+Li, obeso+licopeno; n=10 animais/grupo; Two-way ANOVA com post-hoc Tukey foi usado
para comparar grupos, p < 0,05 (*, diferenca entre C vs.Ob; *, diferenca entre Ob vs. Ob+Li)

A Figura 6 apresenta o efeito da dieta e da suplementacdo com licopeno sobre 0s
biomarcadores do dano oxidativo do tecido renal (Carbonilacdo de Proteinas e MDA).
A administracdo da dieta obeso foi associada ao aumento da carbonilagéo (Ob vs. C) e a
suplementacdo com licopeno foi capaz de reduzir tal aumento da carbonilacdo (Ob+Li
vs. Ob). Por outro lado, o MDA néo foi modificado pela dieta. A suplementacdo com

licopeno reduziu 0 MDA (C vs. C+Li; Ob vs. Ob+L.i).
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Figura 6. Biomarcadores do dano oxidativo. A: Carbonilagéo de proteinas; B: MDA;Dados expressos como
média = desvio padrdo; Grupos: C, controle; C+Li, controle+licopeno; Ob, grupo obeso; Ob+Li,

obeso+licopeno; n=10 animais/grupo; Two-way ANOVA com post-hoc Tukey foi usado para comparar grupos,
p < 0,05 (*, diferenca entre C vs.Ob; # diferenga entre Obvs.Ob+Li; +, diferenga entre C vs.C+Li)
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Os dados da biodisponibilidade do licopeno no tecido renal estdo apresentados na
Tabela 3. Apds 10 semanas de suplementacéo com licopeno, 0s niveis renais(ug/100g)
de licopeno alcancaram 13,24no grupo C+Lie 11,43 no grupo Ob+L.i.

Tabela 3. Concentracéo de licopeno no tecido renal

Variavel Grupos

C C+Li Ob Ob+Li

Licopeno (ug/100g)
nd 13,24+0,02* nd 11,4340,01*

Dados expressos como média + desvio padrdo; Grupos: C, controle; C+Li, controle+licopeno; Ob, grupo obeso;
Ob+Li, obeso+licopeno; n=10 animais/grupo;nd, ndo detectado; Teste t de Student foi usado para comparar grupos, *,
p=0,001, significantemente diferente do grupo C ou Ob.

A Tabela 4 apresenta as diferencas entre os grupos em relacdo as lesbes
histoldgicas renais. As lesdes foram caracterizadas por lipidose tubular, esclerose
glomerular, nefrite intersticial, degeneracdo hidrdpica e necrose tubular aguda (NTA).
Os rins dos animais do grupo controle e grupo C+Li ndo apresentaram alteracGes
histoldgicas. Contudo, o tratamento com dieta obeso foi seguido por lesbes de
distribuicdo multifocal. A maioria das areas era consistente e gravemente afetada. A
suplementacdo com o licopeno recuperou parcialmente as lesdes induzidas pela dieta
rica em carboidrato. Tais alteracGes renais foram identificadas em tecido de animais
tratados com a dieta obeso e suplementados com licopeno. Contudo, tais alteracdes
foram atenuadas com a suplementacdo com o carotenoide. A analise semi-quantitativa
revelou aumento da lipidose no grupo Obeso C vs Ob; p=0,004) e significante
diminuicdo de tal alteracdo com a suplementacdo com licopeno (Ob vs Ob+Li;
p=0,014). Similar resultado foi observado para as outras lesdes, contudo, sem diferenca

significante entre os grupos (Tabela 4).
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Tabela 4. Morfologia renal

Variaveis (Lesoes) Grupos Efeito
C C+Li Ob Ob +Li Dieta  Tratamento Interacdo
Lipidose Tubular 1,25+0,46 1,80+0,45  2,13+0,64* 1,25+0,50 0,004 0,014 0,004
Esclerose Glomerular 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 NS NS NS
Nefrite Intersticial 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 NS NS NS
Degeneracéo Hidrépica 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 NS NS NS
Necrose Tubular Aguda 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 NS NS NS

Dados expressos como média + desvio padrdo; Grupos: C, controle; C+Li, controle+licopeno; Ob, grupo obeso;
Ob+Li, obeso+licopeno; n=10 animais/grupo; NS, néo significante; Two-way ANOVA com post-hoc Tukeyfoi usado
para comparar grupos, p < 0,05 (*, diferente de C; *, diferente de Ob).

A Figura 7 apresenta imagens representativas das alteracfes histolégicas renais. O
grupo controle apresentou discreto acimulo de lipidios préximo ao citoplasma de suas
células, auséncia de pigmento acastanhado (hemossiderina), bem como infiltrado
inflamatério (A). No grupo C+Li, foi verificado deposito de lipidio, em pequena
quantidade, em tabulos; além de aspecto normal do ndcleo. Também foi observado
discreto infiltrado inflamatorio, relevante quantidade de hemaécias integras e degeneradas
(por vezes aderidas a parede do vaso) (B). O grupo Ob exibiu disposicdo desorganizada de
tubulos pelo aumento de volume, em consequéncia ao acumulo de lipidios (lipidose). Tal
deformacdo tubular corresponde a vacuolizacéo citoplasmatica que resulta em afastamento
do ndcleo da sua posicao normal. Além disso, ha infiltrado inflamatdrio focal. Por fim
nota-se pigmento acastanhado no citoplasma da maioria dos tubulos que lembram
hemossiderina (C). O grupo Ob+Li apresentou recuperacdo expressiva das alteracoes
tubulares com diminuicdo da quantidade de vacuolizacdo, além da auséncia de

hemossiderina e de processo inflamatorio (D).



Figura 7. Morfologia renal.A: grupo C; B: grupo C+Li; C: grupo Ob; D: grupo Ob+Li; C: controle; C+Li:

controle+licopeno; Ob: obeso; Ob+Li:obeso+licopeno; lipidose tubular; =2»: hemorragia; = : infiltrado
inflamatério; =2 hemécias.
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Discussdao

No presente estudo, o0 modelo experimental para inducdo de obesidade foi bem
sucedido. Hiperadiposidade, hipertencdo arterial e grave resisténcia a insulina foram
detectadas nos animais do grupo Ob. Paralelamente, o tecido renal destes animais
apresentou comprometimento morfolégico, danos oxidativos e alteracdo da funcdo. O
objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia da suplementagdo com licopeno
sobre este modelo. O tratamento com licopeno (confirmado pela presenga do
carotenoide no tecido renal) mostrou-se eficaz, resultando na melhora do perfil
glicidico, marcado pela melhora da resistencia a insulina; de parametros morfoldgicos
dos rins como menor numero de focos de lipidose; atenuacdo de danos oxidativos,
marcada pelas menores concentragdes de proteinas carboniladas no tecido renal; e

melhora da funcéo renal, marcada pelos valores menores da relacdo prot/creat urinaria.
Disfuncdes renais associadas a obesidade

O estilo de vida moderno, caracterizado pelo consumo de dietas desequilibradas,
ricas em acucar e gordura, é fator desencadeante para o desenvolvimento da obesidade e
de doengas relacionadas (Hall, 2018). Em modelos experimentais com animais, a
inducdo da obesidade por meio de dieta hipercalérica mimetiza os habitos alimentares
de humanos em regides industrializadas e reproduz as alteracGes teciduais em diversos
orgaos (Moreno-Fernandez et al., 2018). Os mecanismos pelos quais a obesidade
induz DRC ndo estdo totalmente esclarecidos, entretanto, a presenca de resisténcia a
insulina parece ser uma das comorbidades da obesidade diretamente associado ao
desenvolvimento de doengas renais de vérias causas (Liao et al., 2012). Em estudo
longitudinal com mais de dez mil sujeitos, Kurella e colaboradores (Kurella et al.,
2005) demonstraram que a resisténcia a insulina esteve associada aos menores valores
de taxa de filtracdo glomerular de maneira independente. Nestas condicdes, a resisténcia
a insulina acarretaria maiores concentracdes de glicose circulante e resultaria em
glicotoxicidade renal. Embora sem diferenca significante, os valores de glicemia dos
animais obesos estiveram acima de 100mg/dL, enquanto os valores de glicemia dos

animais controles estiveram abaixo de 100mg/dL.
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Outros componentes da obesidade fortemente associados ao desenvolvimento de
doencas renais sdo a hiperadiposidade e dislipidemia (Francisqueti et al, 2017). A
hiperadiposidade do tipo abdominal, caracteristica de condi¢fes de consumo exacerbado
de acucares, é responsavel pela liberacdo de grandes quantidades de acidos graxos ndo-
esterificados (NEFA) na corrente sanguinea. NEFA sdo transportados no sangue
associados a albumina e captados pelo figado (Bjorntorp, 1990). Paralelamente,
quantidades exacerbadas de acucares provenientes da dieta também sdo captadas pelo
figado onde sdo convertidas em NEFA. No figado, grandes quantidades de NEFA
estimulam a sintese de VLDL, cuja funcdo é distribuir os lipideos na forma de
triglicerideos e colesterol para tecidos periféricos (De Bosch et al., 2014). O acumulo
lipidico nos rins pode ocorrer de maneira externa (lipomatose) ou interna (degeneracao
gordurosa ou esteatose) (Unger & Orci, 2000). Na degeneracdo gordurosa dos rins, 0s
lipideos sdo captados e estocados na forma de goticulas intracelulares contendo
triglicerideos e ésteres de colesterol. Este acimulo interno ocorre de maneira primaria e
caracteriza-se morfologicamente pela presenca de goticulas lipidicas principalmente nas
células dos tubulos renais e nas células mesangiais e podocitos (Montaniet al., 2004).
No presente estudo, 0s animais do grupo Ob apresentaram maior nimero de focos de
lipidose nas células dos tubulos renais em comparacdo ao grupo C. A evolucao
patologica da degeneracdo gordurosa dos rins caracteriza-se pela formacdo de células
mesangiais esponjosas e glomerulomegalia, que impacta de forma substancial a funcao
de filtracdo glomerular. Alteracdes morfoldgicas de células mesangiais e glomérulos
ndo foram observadas nos animais do grupo Ob, entretanto, a funcdo glomerular destes

animais apresentou prejuizo, marcado pelos valores maiores de prot/creat urinario.

O acumulo intracelular de lipideos promove sérios danos oxidativos ao tecido
renal. Metabolitos lipidicos tdxicos como diacilglicerois e ceramidas promovem
desequilibrio redox do ambiente celular favorecendo acumulo de moléculas oxidadas e
oxidantes (Savage et al., 2007). Este estado pro-oxidante desencadeia o
desenvolvimento de disfuncdo mitocondrial e consequentemente menor oxidacdo de
NEFA, contribuindo para a progressao da degeneracdo gordurosa. A disfuncéo
mitocondrial também € caracterizada pela producdo exacerbada de radicais livres do
oxigénio (Murphy, 2013). Como j& abordado na introducéo, estes radicais livres podem
causar danos oxidativos em biomoléculas funcionais do organismo como proteinas,

lipideos, carboidratos e DNA. No presente estudo, as maiores concentragcdes de
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proteinas carboniladas foram observadas nos animais do grupo Ob em comparagdo aos
do grupo C. As concentragfes de MDA foram semelhantes entre os grupos Ob e C,
entretanto, um componente alimentar presente na racdo dos animais do grupo C pode,
em parte, ter influenciado este resultado. A fonte lipidica na dieta padréo era constituida
por 6leo de soja, enquanto na dieta controle era constituida por banha de porco. Oleos
vegetais sdo0 mais susceptiveis a lipoperoxidacdo e consequentemente resultam em
maior formagéo de MDA (Al-Orf, 2011; Liu et al., 2014).

Tratamento com licopeno sobre alteracdes induzidas pela obesidade

O licopeno é um carotenoide conhecido por sua atividade antioxidante e anti-
inflamatoria. Contribui para o controle da homeostase redox e estudos tém demonstrado
importante efeito modulatério do metabolismo lipidico (Evans & Magelsdorf, 2014;
Caris-Veyrat et al., 2016). A capacidade antioxidante deste carotenoide esta
relacionada a presenca de duplas ligacdes na sua estrutura molecular. O licopeno

apresenta habilidade especial na extingédo do radical superoxido (Ferreira et al., 2011).

O consumo de dietas ocidentais ricas em aclcares e gorduras impactam
negativamente no consumo de fibras alimentares provenientes de frutas e verduras,
principais fontes de pigmentos como os carotenoides, dentre os quais figura licopeno
(Mecca et al.,2012). Assim, a suplementacédo de licopeno, bem como o conhecimento
de suas funcdes, se faz importante. Ademais, os efeitos do licopeno sobre a degeneracéao
gordurosa renal ndo sdo claros. No presente estudo, apds inducdo de obesidade com
danos ao tecido renal foi realizado tratamento com licopeno. A suplementagdo com
licopeno impactou no aumento da sensibilidade a insulina pelo menor dano oxidativo e

melhora da funcéo renal no grupo Ob+Li em comparacdo ao grupo Ob.

A suplementacdo de licopeno parece melhorar a sensibilidade a insulina. Este
efeito parece estar associado ao potencial anti-inflamatorio do licopeno. Estudos
demonstraram que o licopeno é eficaz na reducdo de citocinas pré-inflamatdrias como
IL-1, IL-6 e TNF-a (Pierine et al.,2014; Costa et al.,2019). O TNF-a é um dos
principais bloqueadores intracelulares do estimulo insulinico. Recentemente, um estudo
associou o efeito do licopeno sobre a melhora da sensibilidade a insulina a um
importante mediador molecular do metabolismo lipidico: a proteina 1C ligadora do
elemento regulatorio de esterol (SREBP-1c) (Zeng et al., 2017). Esta proteina é

fundamental para a sintese de “de novo” de NEFA e ester6is em tecidos como figado e



40

rins (Sun et al., 2002). O licopeno parece modular a ativagdo deste componente
refletindo na menor taxa de sintese de lipideos (Palozza et al., 2012; Zeng et al., 2017).
Apesar dos efeitos sistémicos do licopeno resultarem em melhor sensibilidade insulinica
possivelmente associada as acdes anti-inflamatoria e modulatéria do metabolismo
lipidico, os dados do presente estudo também sugerem efeitos locais deste composto.
Foram observadas grandes concentracdes de licopeno no tecido renal dos animais
suplementados em compara¢do aos ndo suplementados. Além disso, o tecido renal dos
animais suplementados apresentou menores concentragcbes de produtos de danos
oxidativos. As concentracdes de MDA foram menores em ambos 0S Qrupos
suplementados com licopeno, C+Li e Ob+Li. Este efeito demonstra o potencial protetor
do licopeno contra lipoperoxidacdo mesmo na auséncia da doenca, isto porque as
concentracbes de MDA estiveram aumentadas no grupo Controle devido a um
componente alimentar, como ja discutido anteriormente. Um estudo recente utilizando
este modelo de inducdo de obesidade detectou 0 mesmo comportamento no tecido
hepéatico (Costa et al., 2019). Paralelamente, a suplementacdo de licopeno tambem
impactou em menores concentracdes de proteinas carboniladas nos grupos Controle,
C+Li e Ob+Li em comparacdo ao grupo Ob. A formacdo de grupos carbonila em sitios
nucleofilicos de proteinas pode ocorrer de forma primaria ou secundaria. A forma
primaria pode ser catalisada por metais e é desencadeada por radicais livres como
superdxido e radical hidroxil. Ja a secundaria é desencadeada principalmente por
produtos da lipoperoxidacdo como o 4-hidroxinonenal (4-HNE) (Mol et al., 2017). As
menores concentracdes de proteinas carboniladas nos grupos suplementados podem ser
atribuidas a atividade queladora de radicais livres do licopeno, impactando
principalmente no processo priméario de adicdo de grupos carbonila nas proteinas do
tecido renal (Aldini et al., 2015). No grupo controle, as concentracdes de proteinas
carboniladas foram, como esperado, numericamente menores do que as dos demais
grupos, ndo seguindo o padrdo de concentracdes aumentadas de MDA. Este
comportamento, também observado em outros estudos que adotaram modelo
semelhante (Francisqueti et al., 2017; Costa et al., 2019), permanece sem explicacédo e
pode ser alvo de estudos futuros para esclarecer se 0 MDA é de fato um determinante
para a carbonilagdo de proteinas em comparagdo a demais espécies carbonila reativas
(ECRYs).
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No presente estudo foram observados menores nimeros de focos de lipidose no
grupo Ob+Li em comparacdo ao grupo Ob. A acdo antioxidante do licopeno, aliada a
melhora da oxidacdo de lipideos via modulacdo da SREBP-1c, pode promover melhor
funcdo mitocondrial nas células renais. Com isso, menor deposicdo ectdpica de lipideos
e menor lipotoxicidade séo esperados. Dessa forma, o licopeno parece contribuir para a
prevencdo de eventos patologicos que resultam na disfuncdo renal associada a
obesidade. Além de menor nimero de focos de lipidose nas células dos tubulos renais,
o0s animais do grupo Ob+Li apresentaram menores valores de prot/creat em comparagéo
ao grupo Ob, caracterizando a presenca de normalidade da fungdo glomerular em
animais obesos suplementados com licopeno. Com menor lipotoxicidade, menores
concentragdes de ceramidas e diacilglicerois (principais agentes lipotoxicos) sdo
observadas e, com isso, espera-se menor estimulo inflamatorio (Bellini et al., 2015).
Estudo anterior demonstrou importante efeito anti-inflamatorio do licopeno no tecido
renal (Pierine et al., 2014), resultando em menores concentracdes de TNF-o via por
meio da menor ativacdo do receptor para produtos finais da glicacdo (RAGE). Neste
sentido, o presente estudo complementa o rol de atividades funcionais do licopeno no
tecido renal, demonstrando efeito protetor contra a lipotoxicidade e, assim, contribuindo
para menor processo inflamatorio neste tecido. E importante salientar que nio podemos
excluir a contribuicdo potencial de outros compostos da tomate Oleo-resina para as
observacOes do presente estudo, ja que existem pequenas quantidades de y-tocoferol, a-
tocoferol, B-caroteno, fitoflueno e fitoeno no tomate dleo-resina (Richelle et al., 2002;
Luvizotto, 2015). Tem sido observado que o sinergismo entre diferentes compostos
antioxidantes resulta em efeitos benéficos quando comparado ao efeito isolado de
determinado composto (Yeum et al., 2009). Considerando a agressividade da dieta
ocidental na inducdo de hiperadiposidade, o tratamento com licopeno demonstrou
importante atividade modulatéria sobre mecanismos que conduzem o agravamento de
condic@es patologicas decorrentes. Além do potencial anti-inflamatério ja conhecido, o
tratamento com licopeno demonstrou efeito protetor contra resisténcia a insulina,
degeneracdo gordurosa renal, danos oxidativos e promoveu melhora da funcéo

glomerular (Figura 8).
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Figura 8. Desenvolvimento de alteracdes metabolicas e renais associadas a obesidade induzida por dieta

ocidental e efeitos do tratamento com licopeno. Homa-IR:modelo de avaliagdo da homeostase de glicose;
PC:Carbonilagdo de Proteina; MDA:malondialdeido; prot/creat: relagdo proteina por creatinina.
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Conclusdo

Em conclusdo, o modelo de dieta adotado promoveu obesidade, aumento de
pressdo arterial, e de albumina plasmatica sem influéncia da suplementagdo com o
carotenoide. Por outro lado, o aumento de insulina sérica, indice HOMA-IR, indice
urinario proteina/creatinina, carbonilacdo de proteinas de tecido renal e depoésito de
gordura renal (lipidose) verificado no grupo Obeso foram reduzidos com a
suplementacdo com licopeno. Embora o desenho experimental adotado tenha
mimetizado a situag&do clinica, ele ndo fornece informagdes sobre se esses achados séo
aplicaveis ou ndo a seres humanos. No entanto, destaca alguns beneficios importantes
ao usar terapia ndo farmacologica adicional baseada em compostos naturais no
tratamento da obesidade humana. Além disso, 0 presente estudo representa uma
contribuigdo sobre o papel do licopeno na inflamag&o relacionada a obesidade. Esses
dados sugerem que o licopeno pode representar uma estratégia terapéutica na atenuacao

da doenca renal cronica e de alteracfes metabolicas associadas a obesidade.
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