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Resumo

Os mecanismos que relacionam a obesidade aos danos renais sdo desconhecidos. O rim
é um 0rgdo alvo para lesbes causadas por AGEs. O receptor de AGEs (RAGE) tem
estimulo pr6 inflamatério e parece desempenhar um papel na patogénese da doenca
renal. O estudo objetivou verificar o efeito da obesidade sobre o dano renal e o efeito do
licopeno sobre essas complicagbes. Ratos Wistar machos foram randomicamente
divididos para receberem dieta controle (C, n =7) ou hiperlipidica mais sacarose
(DH+S, n =14) por 6 semanas. ApOs este periodo, os animais DH+S foram
randomizados em 2 grupos: DH+S (n=7) e DH+S suplementado com licopeno
(DH+S+L, n=7). Os animais receberam 6leo de milho (C e DH+S) ou licopeno
(DH+S+L, 10 mg/kg peso/5 vezes por semana) por 6 semanas. Ao final do periodo
urina de 24hs foi coletada, os animais eutanasiados e amostras de sangue e rim foram
obtidas para as analises. Foram avaliados pardmetros bioquimicos, hemodinamico,
funcdo renal, marcadores de estresse oxidativo e inflamacdo. O indice de adiposidade
aumentou nos grupos DH+S e DH+S+L (C: 5,8+1,8 < DH+S: 9,4+£1,6 = DH+S+L.:
9,7+1,7 %; p<0,001). Os animais DH+S e DH+S+L apresentaram resisténcia insulinica
(Glicemia OGTT ap6s 150 min.; C: 117,6+£3,9 < DH+S: 138,145, 1 = DH+S+L:
137,845,2 mg/dL; p=0,01), porém, sem alteracbes em glicemia de jejum, lipidemia,
PAS e funcéo renal. As concentragOes renais de RAGE e TNF-a aumentaram no grupo
DH+S e a suplementacdo de licopeno restaurou estes niveis aumentados para valores
semelhantes ao grupo controle (RAGE - C: 3,1+0,3 = DH+S+L: 3,1+0,3 < DH+S:
3,6+£0,4 pg/g; p=0,014; TNF- o — C: 227,8+2,7 = DH+S+L: 227,442,2 < DH+S:
238,7+3,0 pg/mL; p=0,014). O licopeno foi capaz de diminuir RAGE e TNF- a no rim.
Assim, esse carotenoide pode ser benéfico para a prevencdo e terapia do estresse

oxidativo e inflamag&o nos rins decorrente da obesidade.

Palavras chave: Licopeno, obesidade, rim, estresse oxidativo, inflamacéo



Abstract

The mechanisms linking obesity to kidney damage are unknown. The kidney is a target
organ lesions caused by AGEs. The receptor of AGEs (RAGE) has proinflammatory
stimuli and appears to play a role in the pathogenesis of renal disease. The study aimed
to verify the effect of obesity on renal damage and the effect of lycopene on these
complications. Male Wistar rats were randomly assigned to receive control diet (C, n =
7) or high fat plus sucrose (HD+S, n = 14) for 6 weeks. After this period, the HD+S
animals were randomized into two groups: HD+S (n = 7) and HD+S supplemented with
lycopene (HD+S+L, n = 7). The animals received corn oil (C and HD+S+L) and
lycopene (HD+S+L, 10 mg/kg/5 times per week) for 6 weeks. At the end of the period
24h urine was collected, the animals euthanized and samples of blood and kidney were
obtained for analysis. Biochemical, hemodynamic parameters, renal function, markers
of oxidative stress and inflammation were assessed. The adiposity index increased in
groups HD+S and HD+S+L (C: 5.8+1.8 < HD+S: 9.4+£1.6 = HD+S+L: 9.7£1.7%, p
<0.001). The HD+S and HD+S+L animals had insulin resistance (OGTT glucose levels
after 150 min, C: 117.6+3.9 < HD+S: 138.1+5.1 = HD+S+L: 137.8£5.2 mg / dL, p =
0.01), but no changes in fasting glucose, lipids, SBP and renal function. Renal
concentrations of RAGE and TNF-a increased in the HD+S group and lycopene
supplementation restored these increased levels similar to the control group (RAGE
values - C: 3.1+0.3 = HD+S+L: 3.1+0.3 < DH+S: 3.6+0.4 mg/g , p = 0.014; TNF-a - C:
227.8+2.7 = HD+S+L: 227.4+2 , 2 < HD+S: 238.7+3.0 pg/mL, p = 0.014). Lycopene
was able to decrease TNF-a RAGE and kidney. Thus, this carotenoid can be beneficial
for the prevention and therapy of oxidative stress and inflammation in the kidneys

resulting from obesity.

Keywords: Lycopene, obesity, kidney, oxidative stress, inflammation
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Obesidade aspectos gerais e danos renais

Obesidade é definida como um acumulo excessivo ou anormal de gordura corporal
que pode deteriorar a saude (1). Incide em paises desenvolvidos e em desenvolvimento,
aumentando progressiva e alarmantemente nas Ultimas décadas (2). Sua etiologia é
multifatorial, sendo a transicdo nutricional um dos principais fatores ambientais para explicar
a condicdo epidémica atual desde que o consumo de dietas ricas em gordura e agucar
aumentou drasticamente nos ultimos anos (3, 4).

Nas sociedades ocidentais, misturas de nutrientes adipogénicos potentes s&o
consumidas na forma de bebidas agucaradas e alimentos ricos em carboidratos e gorduras.
Esses nutrientes estimulam o sistema lipogénico enddcrino e/ou providenciam substrato para
a formacdo de lipideos de novo, permitindo que o balanco energético positivo possa ser
estocado como triacilglicerol (TG) no tecido adiposo, um processo denominado lipogénese.
Em contrapartida, a mobilizacdo da gordura nos adipdcitos ocorre por meio da lipélise, um
processo de hidrolise do TG dependente da lipase hormonio sensivel (HSL). No centro dessa
relacdo — lipogénese e lipdlise — encontra-se 0 hormonio insulina, a qual exerce um potente
papel inibitério sobre a HSL, permitindo menores taxas de lipélise e, consequentemente,
aumento nos indices de massa adiposa (5). Essa possibilidade de expansao permite reconhecer
o tecido adiposo primordialmente como um neutralizador do excesso de substrato circulantes.
Entretanto, quando ha expansdo da massa gordurosa, o adipdcito hipertrofiado e hiperativo
inicia a producdo de adipocitocinas e fatores quimiotaticos para células do sistema
imunologico, como por exemplo, a proteina quimio atraente de monaocito (MCP-1), que atrai
monacitos para o interior do tecido adiposo (6). Assim, ocorre uma interacao sinérgica sobre a
producdo de adipocinas pro-inflamatérias — principalmente fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) — e antagbnica sobre a adiponectina; essas substancias conduzem a resisténcia a
insulina, atenuando a acéo lipogénica desse hormonio no adipdcito, o que resulta em maiores
taxas de lipolise no tecido adiposo (7, 8, 9). A inabilidade de estocar gordura associada a
alteracdo no perfil das citocinas inflamatorias reflete um processo de disfuncdo do tecido
adiposo (10), um reconhecido fator de risco para o desenvolvimento de desordens metabdlicas
associadas a obesidade.

A doenca renal € uma comorbidade preocupante e esta associada a alta taxa de
mortalidade e complicacfes cardiovasculares em pessoas obesas (11). Esta doenga esta ligada
a glomerulomegalia, mudangas hemodindmicas oriundas da hiperinfiltracdo e aumento da

albumindria, sendo essas anormalidades reversiveis com a perda de peso (12). Correlacéo
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positiva entre 0 aumento da albumina urinaria e peso corporal tem sido mostrada tanto em
individuos diabéticos como em individuos ndo diabéticos, estando essa alteragdo diretamente
relacionada com o indice de massa corporea (13-15).

Alguns fatores associados com a obesidade podem potencialmente prejudicar a funcao
renal como excesso de nutrientes dentre eles os triglicerideos e a glicose que podem contribuir
diretamente ao dano renal promovendo a proliferacdo de células mesangiais e citocinas
proinflamatdrias (16), e também a inflamacdo decorrente ao aumento de massa adiposa (17-
19).

A inflamagdo esta fortemente associada ao estresse oxidativo o qual se origina do
desbalango entre a producdo de espécies reativas e os niveis de antioxidantes (20). Em
condi¢des normais, existe um equilibrio entre as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e
0s antioxidantes; em contraste, quando a producdo dessas espécies reativas excede a
capacidade antioxidante local, prevalece uma situacdo de estresse oxidativo (18, 21). Frente a
essa situacdo, ocorre a oxidacdo de lipideos (lipoxidacdo) e glicose (glicacdo) gerando
compostos como malondialdeido, glioxal, acroleina, 4-hidroxi-nonenal (HNE)- produtos da
liporepoxidacdo - e o glioxal e metil glioxal - produtos da glicacdo. Esses compostos sao
altamente reativos e se ligam a parte amimo dos aminoacidos, resultando em produtos finais
de glicacdo (AGEs) (22). Em abundéncia na circulacdo esses produtos podem atingir diversos
orgdos, entre eles, o rim, pelo fato de ser o 6rgdo de excrecdo desses produtos. Essa
exposicdo, dependendo da intensidade e duragéo, pode ser um importante fator de dano para o
tecido renal (23).

Além dos danos que esses produtos causam, existe outro mecanismo que acarreta em
prejuizo para o rim, 0s AGEs podem se ligar a receptores especificos denominados receptores
de produtos finais de glicacdo (RAGE), os quais estdo expressos em varios tecidos (24) dentre
eles o rim (25). A agdo desses produtos acontece a medida que ocorre a unido AGES/RAGE.
Essa ligacgéo, inicia a cascata de eventos de transducdo de sinais envolvendo quinases, 0 que
culmina na ativag¢do dos fatores IkkP/NFkB, elementos transcricionais nucleares envolvidos
na producdo de citocinas pré inflamatorias (26), além disso, essa ligagéo estimula a sintese de
componentes da matriz do colageno tipo IV pelas células mesangiais glomerulares, resultando
em espessamento da membrana basal e perda da funcdo glomerular (27-29).

Inicialmente, a relacdo do receptor RAGE com a disfuncéo renal estava atribuida ao
diabético (12), esses pacientes apresentavam aumento na expressdo desse receptor nos
poddcitos. Por outro lado é interessante ressaltar que estudos experimentais com ratos knokout

para RAGE mostraram melhora na hiperfiltragdo glomerular apesar de terem aumentado o
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peso e os niveis de insulina. Também foram observadas melhoras estruturais e em pardmetros
patologicos como diminuicdo do fator de migracdo para mondcitos-1 (MCP) e superoxidos
(30). Isso demonstra que 0 RAGE também esta envolvido com a disfuncéo renal relacionada a

obesidade independente do aumento da glicemia.

Estresse oxidativo, inflamatorio e acédo de antioxidantes nas complicagdes da obesidade

Dada a importancia do estresse oxidativo na patogénese da obesidade e suas
comorbidades, vérias estratégias terapéuticas usando antioxidantes tém sido testadas com o
objetivo de atenuar a superproducdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio
(RNS) (31). Diversos estudos epidemioldgicos observacionais tém mostrado que as dietas
ricas em frutas e vegetais estdo correlacionadas a reducdo dos riscos de aparecimento de
doencas crénicas (32, 33). Desta maneira, € provavel que nutrientes antioxidantes presentes
nesses alimentos possam prevenir danos causados pelas ROS/RNS.

Estudos envolvendo suplementacdo de antioxidantes para prevenir a acdao inflamatoria
e oxidativa em obesos também tém sido realizados. Hogan e colaboradores (34) examinaram
a acdo da casca da uva sobre parametros de estresse oxidativo e inflamatério em ratos obesos.
Os resultados mostraram que a casca da uva melhorou os indicadores de estresse oxidativo e
inflamagdo nos animais obesos quando comparados aos controles (35). Outros antioxidantes
também podem interferir no estado inflamatdrio da obesidade. Uma revisdo escrita por
Alappat & Awad (36) destacou que a melhora dos estados de obesidade, inflamacao e estresse
oxidativo pode estar associados ao uso de curcuma, uma especiaria utilizada na cozinha
oriental. Esse composto possui acdo antiinflamatdria e antioxidante, desde que € capaz de
inibir o fator transcricional k B (NFkB) o qual pertence a um grupo de fatores transcricionais
para citocinas que é acionado na resposta de estresse (37).

Aldini e colaboradores (22) utilizando carnosina, um amino&cido com propriedade
antioxidante em ratos Zucker obesos, verificaram que esse antioxidante foi capaz de reduzir
algumas comorbidades como dislipidemia, hipertenséo arterial e disfungéo renal avaliada
atraves da creatinina urinaria e sérica e morfologia do rim, isso ocorreu através da destruicao
de espécies carbonil.

Foi observado em outro trabalho em que ratos submetidos a dieta hiperlipidica e
tratados com curcumina apresentaram um significante decréscimo nos niveis de peroxidagdoe

de proteina no rim quando comparados aos animais que ingeriram dieta controle (38).
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Orsolic e colaboradores (39) estudaram o efeito do prépolis e epigalocatequinogalato,
um componente do chd verde em ratos diabéticos e observaram que esses COMpOStos
reduziram os niveis de malondialdeido no rim desses animais.

Sendo assim, diversas estratégias tém sido abordadas para prevenir ou atenuar oS

efeitos antioxidantes e antiinflamatorios das comorbidades que envolvem a obesidade.

Licopeno

E um carotendide sem atividade pré-vitamina A encontrado no tomate e nas frutas
vermelhas. O licopeno € considerado um dos melhores antioxidantes dentre os carotendides
devido ao seu grande numero de duplas ligacdes conjugadas. Outro atributo do licopeno se
refere a sua alta capacidade em se ligar ao oxigénio singlet (uma ROS) (40) sendo melhor do
que o a-caroteno (2 vezes) e a-tocoferol (10 vezes) (41). Além do oxigénio singlet e radical
peroxil (42), tem sido mostrada ocorrer uma forte interagdo entre o licopeno e outras ROS
como o H,0, (43), radical que pode mediar a geracdo de hidroxil, conhecido como importante
ROS indutora de oxidacdo lipidica e de bases de DNA (44). Sua protecdo contra a oxidacdo
de bases de DNA foi recentemente demonstrada em cardiomidcitos de ratos Wistar
submetidos a cardiotoxicidade e suplementados com licopeno na forma licopeno-oleoresina
(22).

Diversos estudos tém mostrado que a ingestdo de tomate e seus produtos estdo
associados com diminuic¢do no risco em adquirir doengas crénicas como o cancer e doengas
cardiovasculares (45, 46). Assim, importante estudo realizado com homens (< 70 anos) de 10
paises da Europa mostrou associac¢ao inversa entre risco de infarto agudo do miocardio (IAM)
e nivel adipocitico de licopeno. Este estudo ainda mostrou que o licopeno foi o Unico
carotenoide a apresentar associacdo independente para baixo risco de 1AM (47). Outros
autores identificaram concentragdo plasmatica diminuida de licopeno em pacientes (homens e
mulheres com idade média 55 anos) portadores de dislipidemia (> 240mg/dL e de triglicérides
> 250mg/dL) (48).

O efeito da suplementagdo com licopeno na atenuacdo de doencas ja instaladas
também tem sido examinado. Estudo clinico ndo mostrou efeitos benéficos da suplementagéo
com licopeno sobre marcadores inflamat6rios em portadores de obesidade grave (49). Por
outro lado, homens (30 a 35 anos) suplementados com licopeno (60 mg/dia/3meses)

apresentaram reducdo significante nos niveis de LDL plasmatico. O estudo também mostrou
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que a adicdo de licopeno a cultura de macréfagos resultou em diminuicdo de uma co-enzima
importante na sintese do colesterol [macrophage 3-hydroxy-3-methyl glutaryl coenzyme A
(HMGCoA) reductase] (50). A suplementacdo com licopeno na forma de extrato de tomate
(15 mg licopeno/dia/8 semanas) resultou em melhora da pressao sistélica e diastolica e da
oxidagéo da LDL (induzida por CuSO4) de pacientes (30 a 70 anos) portadores de hipertensédo
arterial sistémica grau | (51). Collins et al. (52) mostraram que ndo houve nenhum efeito
sobre o dano do DNA ap6s a suplementacdo individualizada de carotendides (15 mg/dia/12
semanas com (caroteno, luteina ou licopeno) em homens e mulheres (25-45 anos) quando
comparado ao grupo placebo. No entanto, foi interessante notar uma correlagdo inversa entre
os carotendides no soro e as pirimidinas oxidadas. Outro estudo utilizando a mesma dose de
carotenoides adotada por Collins et al. (53) mas por curto periodo (1 semana), mostrou
significante aumento no reparo do DNA em mulheres jovens (24-34 anos) apos
suplementacédo individualizada de luteina, caroteno e licopeno (54). Homens e mulheres com
IMC considerado normal que fizeram uso do Lyco-0-Mato 6% oleoresina (250 mL contém 5-
7 mg de licopeno) durante 26 dias apresentaram reducdo significante no dano do DNA de
linfocitos submetidos ao estresse oxidativo (55).

Recente estudo experimental verificou que o licopeno (nas doses de 10, 30, 60 e 90
mg/kg) administrado a ratos adultos Sporague Dawley hiperglicémicos resultou em efeito
dose-dependente com diminuicdo na concentracdo de glicose, aumento de insulina,
diminuigdo na peroxidacgdo lipidica e aumento de enzimas antioxidantes (56). Os resultados
sugerem que a suplementacdo com licopeno pode contribuir com atenuagdo do estresse
oxidativo nesse modelo. Ratos adultos Sprague Dawley hiperlipidémicos suplementados com
tomate em po, pasta e ketchup (10 ou 20 mg de licopeno/kg de dieta) mostraram melhora em
todos os parametros lipidicos. Além disso, este estudo demonstrou que a menor dose de
licopeno (10mg/kg dieta) do tomate em pasta atingiu um melhor indice aterogénico e uma
significante elevacdo da lipoproteina de alta densidade do colesterol (HDL) nesses animais
(57). Em modelo de isquemia e reperfusdo no coracdo de ratos adultos Wistar foi observado
que o licopeno diminuiu os danos causados pela peroxidacdo lipidica, aumentou a
concentracdo de enzimas antioxidantes e melhorou pardmetros hemodinédmicos, suprimindo o
estresse oxidativo e reduzindo injuria do miocardio (58). Em camundongos
hipercolesterolémicos foi observado que o suco concentrado do tomate adicionado a dieta
(20g de licopeno/100g da dieta) preveniu a aterosclerose, protegendo os lipideos plasmaticos
da oxidagéo (59).
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O envolvimento de licopeno, inflamacdo e obesidade, recentemente foi abordado por
Gouranton e colaboradores (60). Nesse estudo os autores observaram o efeito antiinflamatorio
do licopeno em adipdcitos pela acdo inibitoria do fator transcricional kappa B na producéo de
citocinas proinflamatorias. Embora poucos trabalhos tenham abordado esse aspecto na
obesidade, estudos avaliando outras doencas também relataram um efeito antiinflamatdrio do
licopeno (61, 62).

Com base nesta revisdo observamos que o licopeno tem sido bem empregado na
prevencdo de doencas e complicacdes da obesidade e pode ser indicado para atenuar estresse
oxidativo e inflamacdo em doengas metabolicas (20,23-24). Até o momento, ndo verificamos
estudos que investiguem o efeito do licopeno sobre as alteracfes oxidativas e inflamatérias
gue ocorrem nos rins em decorréncia da obesidade. Assim, sdo necessarias investigacoes
adicionais que verifiqguem a efetividade do licopeno como antioxidante e antiinflamatoério no

tecido renal do individuo obeso.
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Introducéo

A obesidade é definida como um acimulo anormal ou excessivo de gordura corporal
que pode prejudicar a satde, afeta individuos de todas as idades, sexo e classe social. Segundo
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (1), no ano de 2011, 1,5 bilhdes de adultos
apresentavam sobrepeso; destes, aproximadamente 500 milhdes eram obesos. Baseado nessas
informacdes, a obesidade é atualmente reconhecida como um problema de saide publica e
fator de risco para doencas cronicas como resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo Il e
doencas cardiovascular e renal (2).

A causa fundamental da obesidade é o desequilibrio entre consumo cal6rico e gasto
energético, os quais podem ser influenciados por fatores genéticos, estilo de vida e mudancas
de comportamento alimentar (3).

Diversos fatores podem desencadear a doenca renal em pessoas obesas, entre eles, a
hiperglicemia, dislipidemia, hipertensdo arterial e o estresse oxidativo (4, 5). Em condicdes
normais, existe um equilibrio entre as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e 0s
antioxidantes; em contraste, quando a producdo dessas especies reativas excede a capacidade
antioxidante local, prevalece uma situacdo de estresse oxidativo (6, 7). O consumo alimentar
excessivo favorece a oxidacao de lipideos (lipoxidacao) e glicose (glicacdo) gerando produtos
como malondialdeido (MDA), glioxal, acroleina e 4-hidroxi-nonenal (4-HNE) que s&o
produtos da lipoperoxidacdo e o glioxal e metil glioxal como produtos da glicacdo. Esses
compostos sdo altamente reativos quando se ligam a parte amino dos aminoacidos, resultando
em outros produtos sendo os ALEs quando oriundos dos produtos de lipoxidacdo (ALEs) e

AGEs quando oriundos dos produtos de glicagéo (8).
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A literatura relata que os AGEs estdo envolvidos em eventos comuns da obesidade,
resisténcia insulinica, diabetes mellitus Il e inflamacdo (9-11), e podem ser fatores
desencadeantes de lesdes renais em obesos (12, 13).

Os AGEs que permanecem na circulacdo sdo eliminados principalmente pelos rins
(14) e dependendo da intensidade e duracdo da exposi¢do pode ser um importante fator de
dano ao tecido renal (15). Os AGEs contribuem para o dano tecidual por meio da ligacdo com
receptores especificos localizados na membrana celular, o receptor de AGEs (RAGE), um
membro da superfamilia 1g, os quais sdo expressos também no rim (16, 17). Quando ocorre a
ligacdo AGEs / RAGE inicia-se uma cascata de eventos envolvendo transducdo de quinases
que culminam com a ativagédo de fator de transcri¢cdo nuclear kappa B (Ikkp) / fator nuclear
kappa B (NF-kB), fatores de transcricdo que levam a producéo de citocinas pro-inflamatérias
(18) como interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e fator quimioatraente
de mondcitos (MCP-1/CCL2). Assim, a ligacdo AGEs / RAGE representa uma das interfaces
entre estresse oxidativo e inflamacao.

Dada a importancia do estresse oxidativo na patogénese de varias doencas, muitas
estratégias terapéuticas usando antioxidantes tém sido testadas a fim de atenuar a
superproducdo de espécies reativas de nitrogénio (ROS) e de oxigénio (RNS) (19).

Licopeno é um potente antioxidante e recentemente foi demonstrado que a
suplementacdo pode contribuir na atenuacdo de estresse oxidativo em doencas metabolicas
(20-23). Além disso, tem sido demonstrado que o licopeno é capaz de inibir a ativacdo do NF-
kB e a producdo de TNF-a, sugerindo sua utilidade como terapia para doengas inflamatorias
(24). Até o momento, ndo encontramos trabalhos que investiguem o efeito da suplementacédo
com licopeno sobre 0s rins, por isso, sd0 necessarios estudos que avaliem os efeitos do

licopeno sobre o estado préoxidativo e proinflamatério renal que acontece em decorréncia da
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obesidade. Portanto, o objetivo foi verificar a acdo do licopeno sobre indicadores

inflamatodrios e oxidativos nos rins de ratos obesos.

Métodos

Animais e protocolo experimental

Ratos Wistar machos (10 semanas de vida, pesando aproximadamente 350 @),
providos pelo biotério da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (Botucatu, SP, Brasil),
foram inicialmente divididos para receberem dieta comercial padrdo (C, n=7) ou dieta
hiperlipidica mais sacarose 30% na agua de beber (DH+S, n=14), por 6 semanas. A dieta
hiperlipidica foi elaborada em nosso laboratério e continha como base a racdo comercial
moida — NUVILAB CR-1 (Nuvital®; Sogorb Industria e Comércio Ltda), bolacha wafer, leite
condensado, 6leo de palma, vitaminas e minerais. Os ingredientes foram homogeneizados e
peletizados. O consumo energético dos animais foi calculado pelo produto do consumo de
racdo (gramas) pelo valor energético da racdo (dieta padrdo: 3,77 kcal; dieta hiperlipidica:
5,25 kcal), e no caso dos animais que consumiram agua com sacarose, foi multiplicado o
consumo da bebida (ml) pelo valor energético (1,2 kcal). A indugdo de obesidade por dieta foi
usada para mimetizar obesidade por habitos da dieta ocidental. A composi¢do das dietas é
apresentada na Tabela 1. Apds 6 semanas com dieta controle (C) e dieta hiperlipidica mais
sacarose (DH+S), os ratos DH+S foram randomicamente divididos em 2 grupos: DH+S (n=7)
e DH+S suplementado com licopeno (DH+S+L). O licopeno foi homogeneizado com 6leo de
milho para atingir a concentracdo de 5 mg/mL. Os animais receberam 10 mg licopeno/kg
peso/5 vezes por semana (20, 22) via gavagem por 6 semanas (25, 26). Para evitar diferencas

na energia fornecida, todos os grupos receberam o mesmo volume de dleo de milho
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(aproximadamente 2 mL/kg/5 vezes por semana). Os animais foram mantidos em caixas
individuais no biotério da Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX), Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP, em ambiente com controle de temperatura (22-26°C) e
luminosidade (12 horas claro — 12 horas escuro). O consumo dietético foi mensurado
diariamente e o peso corporal avaliado semanalmente. A urina de 24 horas foi coletada com o
animal em caixa metabdlica uma semana antes da eutanasia. Os animais foram eutanasiados
por decaptacdo sob anestesia (50 mg/kg, injecdo intraperitonial). Plasma e rim foram
coletados e estocados a -80°C até as analises. O experimento foi conduzido em acordo com o
Guidelines for the Care and Use of Experimental Animals e as dietas seguiram as
especificacfes do Nutrient Requirements of the Laboratory Rat. O protocolo foi aprovado
pelo Comité de Etica no uso de animais da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP

(protocolo n°. 920-2012).



Tabela 1. Composicdo Nutricional das dietas

Dieta
Componentes Controle Hiperlipidica
Proteina (%) 25 21
Carboidrato (%) 58 45*
Gordura (%) 5 29
% Energético de protein 26,5 16,0
% Energético de carboidrato 61,5 34,3*
% Energético de gordura 12,0 49,7
% Energético de gordura saturada 2,1 24,7
% Energético de gordura insaturada 9,9 25,0
Energia (kcal/g) 3,77 5,25
Composigao de 4cidos graxos (%0)
Palmitico (16 : 0) 14,0 40,6
Stearico (18 : 0) 2,7 6,2
Oleico (18 : 1n-9c) 23,4 36,5
Linoleico (18 : 2n-6) 53,1 11,3
Outros 6,8 54
Vitaminas/minerais - Adicionado

* Sacarose na agua de beber (300 g/l) ndo foi incluida.

+ Baseado na quantidade de vitaminas/minerais da dieta controle, para cada kg de dieta hipercaldrica,os seguintes
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nutrientes foram adicionados: Ferro, 25,2 mg; Potassio, 104,8 mg; Selénio, 73,1mg; Sulfato de Molibdénio, 150,0mg;

vitamina B12, 34,5mg; vitamina B6, 6 mg; biotina, 0,12 mg; vitamina E, 32,6 mg; vitamina D, 61,2mg; vitamina A,

4,6 mg.

Preparacéao do licopeno

O Licopeno dleo-resina (Lyc-O-Mato 6 % dewaxed; LycoRed Natural Products

Industries) foi adicionado ao éleo de milho e estocado a 4°C protegido da luz até o0 uso como
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descrito anteriormente (27). A mistura licopeno e 6leo de milho foi agitada por 20 minutos em

banho maria a 37°C antes de ser administrado aos animais.

Indice de Adiposidade

O indice de adiposidade (1A) foi calculado pela soma dos depoésitos de gordura

epididimal, retroperitonial e visceral, dividida pelo peso corporal e multiplicada por 100 (28).

Taxa de filtracdo glomerular

Os animais foram mantidos em caixas metabolicas por 24 horas para a coleta de urina.
Amostras de urina foram mantidas a -20°C até as analises. Para o calculo da taxa de filtracdo
glomerular (TFG) foram utilizadas as concentracdes plasmaticas e urinarias de creatinina
[TFG: creatinina urinaria (mg/dL) x fluxo urinario (mL/min.) / creatinina plasmatica

(mg/dL)].

Concentraces plasmética e renal de licopeno

Aliquotas de 400 pL de plasma ou 100 pL de rim homogeneizado (100 mg/ mL salina
0,85%) foram utilizadas para analise de licopeno como descrito previamente (27). Em suma,
as amostras foram extraidas com 3 ml de cloroférmio:metanol (2:1) seguido por 3 ml de
Hexano. As amostras foram colocadas em N para a evaporacdo dos solventes e entdo
ressuspendidas em 80 pL de etanol, deste contetdo, 25 pL foram injetados no HPLC.

Foi utilizado o método relatado anteriormente (29) com pequenas modificagfes. Um

sistema de HPLC de fase reversa Waters 2695 Alliance system (Waters Co, Milford, MA,
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USA), coluna C30 semibore para carotenoides (3 um, 150 x 3.0 mm, YMC, Wilmington, NC,
USA) e detector Waters 2996 photodiode array ajustado para 450 nm. A fase movel consistiu
em solvente A [metanol: éter metil-terc-butilico:agua (85:12:3, v/v/v), com 1,5 % de acetato
de amonia em agua] e solvente B [metanol: éter metil-terc-butilico:agua (8:90:2, v/v/v), com
1% de acetato de amdnia em agua]. O fluxo foi de 0,4 mL/min. comec¢ando com 100% do
solvente A seguido por 21 minutos de gradiente linear para 45% de solvente A e mantido a 45
% por 1 minuto. Foi seguido mais 11 minutos de gradiente linear para 5% de solvente A e
mais 4 minutos mantido a 5% de solvente A. Finalmente, por 2 minutos de gradiente linear o
fluxo vai para 5% de solvente A e 4 minutos mantidos a 5% de solvente A e 2 minutos de
gradiente linear para 100% de solvente A. Entdo, por 8 minutos o sistema é mantido a 100%
de solvente A para voltar as condigdes iniciais. O licopeno foi quantificado por determinacéo
da &rea dos picos nos cromatrogramas em relacdo & uma curva padrdo com concentraces
conhecidas. Os resultados foram ajustados pelo padrdo interno equinenona. A recuperacdo do
padrdo interno adicionado na amostra foi >90%. Todas as andlises foram feitas sob luz

vermelha para ndo haver degradacgéo do licopeno, que é sensivel a luz.

Parametros bioquimicos

As concentragfes plasmaticas de glicose e colesterol total foram analisadas pelo
método enzimatico colorimétrico utilizando kits (BioClin®, Belo Horizonte, MG, Brasil) e
aparelho automatizado (BS-200 Mindray, China) utilizando como amostra o plasma que foi

colhido da decaptacdo dos animais durante a eutanasia.
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Teste de tolerancia oral a glicose (OGTT)

Para teste de tolerancia oral a glicose (OGTT) foi administrada aos animais, com
jejum prévio de 6 horas, solucdo de glicose via gavagem (3 gramas/kg) e coletado sangue
capilar da cauda imediatamente antes, aos 30, 60, 90 e 150 minutos apds a ingestdo de glicose
(30, 31). Com o sangue total foram dosadas as concentracdes de glicose (glicosimetro Accu-
Chek Go Kit, Roche, Brasil) e estimada a area abaixo da curva (AUC) pelo método

trapezoidal (32, 33).

Pressdo arterial sistolica (PAS)

A pressdo arterial sistélica foi aferida por plestimografia de cauda, utilizando-se
esfigmomandmetro (electro-sphymomanometer, Narco Bio-System®, modelo 709-0610,
International Biomedical, Inc, USA), este método ndo permite avaliar a pressao arterial
diastolica. Com a finalidade de produzir vasodilatacdo da artéria caudal, os ratos foram
previamente aquecidos, a temperatura de 40°C por 5 minutos, em uma caixa de madeira
forrada com maravalha. Apds o aquecimento, foi acoplado o0 sensor e 0 manguito em torno da
cauda do animal. O manguito foi insuflado até atingir pressdo de 200 mmHg e,
posteriormente, desinsuflado. O pulso arterial foi registrado em poligrafo (Gould RS 3200,

Gould Instrumenta Valley View, Ohio, USA).

Marcadores inflamatérios e de estresse oxidativo

Como marcador inflamatério foi analisado 0 TNF-o em plasma e rim homogeneizado

(130 mg de tecido / mL de PBS) por kit comercial ELISA (R&D Systems Inc., Minneapolis,
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MN, USA). Em cada well da microplaca foram adicionados 100 pL. de amostra (plasma ou
rim) ou padrdo (concentragdes: 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 e 800 pg/mL).

A concentracdo do receptor para produtos finais de glicacdo avancada (RAGE) foi
quantificada em plasma e rim homogeneizado (50 mg de tecido / mL de PBS; ap0s
homogeneizado, diluido a 1:200 em PBS) por kit comercial ELISA (R&D Systems Inc.,
Minneapolis, MN, USA). Em cada well da microplaca foram adicionados 100 uL de amostra
(plasma ou rim) ou padréo (concentragdes: 31,2; 62,3; 125; 250; 500; 1000 e 2000 pg/mL).

Os produtos finais de glicagdo avancada (AGEs) foram quantificados na urina por kit
comercial ELISA (Cell Biolabs Inc., San Diego, CA, USA). Em cada well da microplaca
foram adicionados 100 pL de urina ou padrdo (concentragdes: 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 6 e 8 pg/mL).

A 8-Hidroxideoxiguanosina, indicador de dano oxidativo de DNA, foi quantificada
por kit comercial ELISA (Cell Biolabs Inc., San Diego, CA, USA). Em cada well da
microplaca foram adicionados 50 pL de urina ou padrao (concentragfes: 0,078; 0,156; 0,313;
0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 e ng/mL).

Todas as dosagens foram feitas de acordo com as orientacdes pré-determinadas do
fabricante. A quantificacédo foi feita por determinacéo da absorbancia das amostras em relagdo
a absorbancia da curva padrdo com concentracdes conhecidas. Todas as anélises foram feitas

usando leitor de microplaca (Spectra Max 190; Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, USA).

Expressdo génica de RAGE

O RNA total foi extraido do tecido renal usando o reagente TRIzol (Invitrogen, USA).
O kit Supercript Il First-Srand Synthesis System para RT-PCR (Invitrogen, USA) foi
utilizado para a sintese de 20 uL de DNA complementar a partir de 1.000 ng de RNA total. A

concentracdo de RAGE mRNA foi determinada por PCR em tempo real (Applied Biosystems,
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USA). A analise quantitativa foi feita com kit comercial (TagMan gPCR; Applied
Biosystems, USA) com auxilio de sistema de deteccdo (StepOne Plus, Applied Biosystems,
USA). Os ciclos foram os seguintes: ativacdo enzimatica a 50°C por 2 minutos, desnaturacdo
a 95°C por 10 minutos, produtos complementares de DNA foram amplificados em 40 ciclos
de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e anelamento/extensdo a 60°C por 1 minuto.
Expressdo génica foi quantificada em relagdo aos valores do grupo controle apds

normalizados pelo controle interno (Ciclofilina; Applied Biosystems, USA).

Quantificacdo de Malonildialdeido (MDA)

Aliguotas de 100 pL de urina foram usadas para analise de MDA como descrito
previamente (34). Em suma, foram adicionados a amostra 700 pL de acido ortofosférico (1
%), 200 pL de &cido tiobarbitdrico (42 mM) e aquecidos por 60 minutos a 100°C e logo ap6s
resfriados em gelo. 200 pL da solugédo anterior foram transferidos para tubo de 2 mL contendo
200 pL de hidréxido de sodio : metanol (1:12 v/v), vortexado por 10 segundos e centrifugado
por 13 minutos a 13.000 g. O sobrenadante foi tranferido para um vial de vidro de 300 pL e
deste volume, injetados 50 pL no HPLC. O HPLC usado foi o Shimadzu LC-10AD
(Shimadzu Corporation, Japan), coluna C18 Luna (5 pum, 150 x 4,60 mm, Phenomenex Inc.,
USA) e detector Shimadzu RF-535 fluorescence detector (excitagdo: 525, emissdo 551 nm),
fluxo de 0,5 mL/min., com tampdo fosfato (KH,PO, 1mM, pH 6,8) como fase mdvel
isocratica. O MDA foi quantificado por determinacdo da area dos picos nos cromatrogramas

em relagcdo a uma curva padrdo com concentragfes conhecidas.
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Capacidade antioxidante total (TAP)

A capacidade antioxidante total foi quantificada comparando a AUC relativa a cinética
de oxidacdo do BODIPY. O método TAP foi aplicado para afericdo do estado antioxidante
(dos compartimentos lipofilico e hidrofilico) utilizando a fosfatidilcolina (PC) como
referéncia de matriz lipofilica (35). Aliquotas de 100uL de plasma ou 100uL de rim
homogenizado (100 mg/mL) foram usados para aferir o TAP. Ap6s adicionar 300uL de PBS,
o BODIPY®#%! (100uL) foi incorporado (concentracéo final de 2 uM) vortexando por 10
segundos a baixa velocidade seguida por incubacdo em banho-maria a 37°C. Ap6s incubacéo,
foi adicionado PBS (50 nM, Ph 7,4) gelado (485 uL) e a solugdo vortexada por 10 segundos a
baixa velocidade. O iniciador de radical, MeO-AMVN (15 pL, concentracao final de 2 mM),
adicionado na mistura e vortexado usando pequena esfera magnética. A seguir, aliquotas de
200 pL de cada amostra final foram transferidas para microplaca. A oxidabilidade da amostra
foi monitorada por meio de produto de oxidacdo de fluorescéncia verde do BODIPY58Y/5!

(Aex= 500, Aem = 520 nm, fenda 10 nm) usando um contador (Wallac Vitor 2, Perkin-Elmer,

Boston, MA, USA).

Analise estatistica

O teste Kolmogorov-Smirnov foi usado para verificar a normalidade dos dados. Os
resultados sdo mostrados em medida de tendéncia central (média) e dispersdo (erro padrdo) e
comparacédo entre os grupos foram calculadas por ANOVA-one way. Para a correlacao entre
as variaveis foi utilizada a correlacdo de Pearson. O programa utilizado foi o SigmaStat 3.5
para Windows (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA) e a significancia adotada foi

p<0,05.
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Resultados

Peso corporal, consumo alimentar e o indice de adiposidade estdo representados na
Tabela 2. O indice de adiposidade foi maior no grupo DH+S e DH+S+L em relacdo ao grupo
C (p<0,001). N&o apresentaram diferenca entre 0s grupos as variaveis peso e consumo
caldrico. O consumo de ragdo foi maior no grupo controle (p<0,001) e o consumo de bebida

foi menor no grupo DH+S+L em relacdo ao DH+S (p=0,036).

Tabela 2. indice de adiposidade, peso, consumo caldrico e consumo alimentar (n=21)

Grupos
C DH+S DH+S+L
Variaveis Média EP Média EP Média EP pt
Indice de adiposidade (%) 5,8 0,7 9,4° 0,6 9,7° 0,6 <0,001
Peso inicial (g) 3440 17,3 3450 157 3475 11,3 0,986
Peso final (g) 507,5 31,1 568,2 26,8 5642 22,7 0,235
Consumo de ragéo (g/dia) 273 18 11,8° 06 126° 07 <0,001
Consumo de bebida (mL/dia) 36,3 26 386° 20 30,2° 1,7 0,036
Consumo energético (kcal/dia)* 105,8 6,8 109,6 3,8 103,6 3,9 0,695

C: controle; DH+S: dieta hipercal6rica mais sacarose; DH+S+L.: dieta hipercal6rica mais sacarose com suplementacdo
de licopeno. * Consumo energético inclui energia da sacarose na agua de beber. + ANOVA One-Way. EP: Erro padrao
da média; a,b: letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05, ANOVA One-Way com post

hoc Holm-Sidak)

A concentragdo plasmatica de licopeno no tecido renal e no plasma foi detectada

apenas no grupo DH+S+L (tabela 3).
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Tabela 3. Concentrac6es plasmatica e renal de licopeno (n=21)

Grupos
Cc DH+S DH+S+L
Variaveis Média  EP
Licopeno plasmatico (nM) ND ND 28,7 6,3
Licopeno renal (nM/g proteina) ND ND 1,49 0,27

C: controle; DH+S: dieta hipercal6rica mais sacarose; DH+S+L.: dieta hipercal6rica mais sacarose com suplementacéo

de licopeno. EP: Erro padrdo da média; ND: ndo detectado.

A tabela 4 mostra os pardmetros bioquimicos, pressdo arterial e taxa de filtracdo

glomerular dos animais. Nao foi observada diferenca significante nestes parametros.

Tabela 4. Pardmetros bioquimico, hemodindmico e filtracdo glomerular (n=21)

Grupos
C DH+S DH+S+L
Variaveis Média EP Média EP Média E pt
Colesterol total (mg/dL) 34,9 3,1 29,6 1,2 34,3 1,3 0,219
Glicemia de jejum (mg/dL) 112,6 2,0 124,6 3,9 117,0 3,9 0,062
Pressdo arterial sistélica (mmHg) 125,2 4,1 131,5 6,2 127,1 3,2 0,628
Taxa de filtracdo glomerular (ml/min) 1,27 0,24 1,02 0,15 1,28 0,14 0,561

C: controle; DH+S: dieta hipercal6rica mais sacarose; DH+S+L.: dieta hipercal6rica mais sacarose com suplementacéo

de licopeno. EP: Erro padrdo da média; + ANOVA One-Way.

Como indicador de resisténcia insulinica, o teste de tolerancia oral a glicose (OGTT)
ndo mostrou diferenca entre 0s grupos quanto a area sob a curva (AUC), mas o0s grupos DH+S
e DH+S+L apresentaram maiores valores de glicemia (p=0,010) em relacdo ao grupo C apoés

150 minutos da administracdo de glicose (figura 1).
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Figura 1. Teste de tolerancia oral a glicose (OGTT, n=21)

C: controle; DH+S: dieta hipercalérica mais sacarose; DH+S+L: dieta hipercaldrica mais sacarose com
suplementacdo de licopeno. *: Comparacdo dos grupos DH+S e DH+S+L com o grupo C (ANOVA One-way
com post hoc de Tukey, p=0,010). Area sob a curva (AUC): C: 11714,9+3412; DH+S: 12812,4+221,5;

DH+S+L: 12902,4+493,6 mg/dL/150 min. (ANOVA One-Way, p=0,064).

A tabela 5 representa os marcadores de estresse oxidativo em rins, plasma e urina.
N&o houve diferenca entre os grupos quando comparada a capacidade antioxidante em plasma
e rim. Na urina, os niveis de MDA aumentaram nos animais DH+S (p=0,002), e os animais
DH+S+L apresentaram valores semelhantes aos animais C (p=0,093). Enquanto que 0s niveis
de AGEs (p=0,005) e 8-OHdG (p<0,001) estavam aumentados nos animais DH+S e

DH+S+L.
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Tabela 5. Marcadores de estresse oxidativo no rim, plasma e urina (n=21)

Grupos

C DH+S DH+S+L
Variaveis Média EP Meédia EP Meédia EP pt
Rim
TAP (%/g proteina) 54,6 3,8 59,3 2,4 59,4 34 0,243
Plasma
TAP (%) 404 31 42,6 4,4 49,3 3,5 0,498
Urina
MDA (uM) 217* 0,67 5,6 0,55 4,08*° 0,60 0,003
AGES (ug/mL) 0,21* 0,004 0,24 0,006 0,24 0,006 0,005
8-OHdG (ng/mL) 791° 054 12,24° 0,58 12,92° 044 <0,001

C: controle; DH+S: dieta hipercalérica mais sacarose; DH+S+L: com suplementacéo de licopeno. tANOVA
One-Way. a,b: letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05,ANOVA One-Way com

post hoc Holm-Sidak)

A figura 2A mostra a relacdo direta entre o indice de adiposidade e leséo oxidativa de

DNA (8-OHdQG) e a figura 2B mostra a relagdo direta entre o indice de adiposidade e 0 MDA .
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Figura 2. Correlagdo do indice de adiposidade (1A) com 8-OHdG e MDA (n=21)

Correlacdo de Pearson entre 1A e 8-OHdG: r=0,60, p=0,005; IA e MDA: r=0,59, p=0,006.

O RAGE nos rins aumentou nos ratos DH+S (p=0,005) e diminuiu nos ratos DH+S+L
(DH+S+L vs DH+S, p=0,023; DH+S+L vs C, p=0,523), retornando aos niveis do grupo C
(Figura 3A). A figura 3B, mostra 0 mesmo comportamento para o TNF-a no tecido renal. A
concentracdo de RAGE soluvel no plasma ndo apresentou diferenca significante entre os
grupos (figura 3C). Com relagcdo ao TNF-a no plasma, foi observado aumento (p=0,003) nos
grupos DH+S e DH+S+L (Figura 3D). A anélise da expressao génica do receptor RAGE nos

rins ndo mostrou diferencga (p=0,063) entre os grupos (figura 3E).
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Figura 3. Concentracao renal e plasmatica de RAGE e TNF-a (n=21)

C: controle; DH+S: dieta hipercalérica; DH+S+L: com suplementagdo de licopeno. a,b: letras diferentes indicam
diferenca significativa entre os grupos (p<0,05, ANOVA One-Way com post hoc Holm-Sidak). Figura 3E (RAGE rins

mRNA), unidade expressa em valores relativos ao controle; Linha tracejada: valor do grupo controle (média: 1,00 e

erro padréo: 0,13).

Discussao

No presente estudo, a obesidade foi induzida em ratos Wistar com dieta hiperlipidica e
sacarose na agua de beber com intuito de caracterizar uma sobrecarga energética. Uma das
primeiras complicacbes da obesidade € o aumento da massa adiposa, que traz como

consequéncia complicacbes metabdlicas, inflamagdo e estresse oxidativo. Essas alteracGes
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refletem na lesdo de tecidos, podendo acometer diversos 6rgaos dentre eles os rins (36, 37).
Diversos trabalhos induzem obesidade por dieta, porém ndo existe ainda homogeneidade no
periodo de manifestacdo dos parametros metabdlicos bem como o aumento do indice de
adiposidade devido a diversidade da composicdo e o tempo de exposicdo a essas dietas (38,
39).

Nossos resultados mostraram que os ratos DH+S tiveram aumento da massa adiposa,
porém em um grau que ainda ndo foi suficiente para acarretar alteracdes de glicemia,
colesterol, hipertensdo arterial e funcdo renal, apenas na resisténcia insulinica, a qual ndo foi
revertida com a intervencdo do licopeno. Esses dados estdo de acordo com a literatura que
mostra que a dieta ocidental, rica em gordura e agucar, é considerada o fator mais importante
para aumento de gordura visceral e desenvolvimento de resisténcia insulinica (40) e que o
licopeno ndo tem influéncia sobre esses dois parametros (25).

O estresse oxidativo envolve moléculas reativas que sdo compostas por oxigénio ou
oxigénio e hidrogénio (41). Em nosso estudo a sobrecarga energética (DH+S) ndo teve
influéncia sobre a capacidade total antioxidante tanto no plasma como nos rins, o que pode ser
justificado pela auséncia de comorbidades. Venturini e colaboradores (42) demonstraram em
trabalho clinico que individuos com menor capacidade antioxidante sdo portadores de
sindrome metabdlica, ou seja, apresentam além da obesidade, aumento de glicemia,
triglicerideos e pressdo arterial. Outro trabalho clinico relata que ocorre uma alteragdo da
capacidade antioxidante quando a obesidade estd acompanhada de complicagdes metabdlicas
(43). Entretanto podemos observar aumento significante do indicador de leséo oxidativa de
DNA, a 8-Hidroxi-deoxi-guanosina (8-OHdG) e MDA na urina dos ratos DH+S. Hofer e
colaboradores (44), em humanos, apontam que o IMC esta diretamente associado com
aumento do risco do dano de DNA devido ao estresse oxidativo. Com relagio ao MDA

trabalhos relatam que este também esta relacionado ao aumento do peso corporal e dieta
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hipercaldrica (39, 45, 46). Esses trabalhos estdo de acordo com nossos dados, pois Nossos
animais (DH+S) ndo apresentaram comorbidades, sendo assim, podemos atribuir 0 aumento
desses componentes ao aumento da massa adiposa. Diante da correlacdo positiva encontrada
em nosso trabalho, 8-OHdG e MDA estdo diretamente relacionados com aumento de massa
adiposa, tornando-se assim, indicador particular do estresse oxidativo na obesidade.

Os mecanismos pelos quais a obesidade predispde o dano renal ainda sédo investigados
(47-49). A ligacdo AGEs / RAGE é um fato que pode contribuir para a patogénese da
disfuncdo renal relacionada a obesidade (50). A ligacdo (AGES/RAGE) também pode ser
promovida pelo estado pré-oxidante desencadeando inflamacéo através da ativacdo do fator
nuclear kB (NF-kB) e producéo de citocinas proinflamatérias (51, 52).

Como referido anteriormente, a ligacdo AGEs / RAGE esta associada aos fendmenos
oxidativo e inflamatdrio que resultam em aumento de citocinas (53). No presente estudo foi
observado que a dieta hiperlipidica mais sacarose promoveu o aumento de TNF-o ¢ do RAGE
no tecido renal. Esse resultado sugere que o presente modelo de inducdo de obesidade
resultou em ativacdo da vias oxidativa e inflamatoria por meio da ligacdo AGEs / RAGE.

Nosso trabalho mostrou também, que a suplementagdo com licopeno diminuiu a
concentragdo de RAGE no tecido renal dos ratos DH+S+L, 0 mesmo comportamento foi
observado para 0 MDA urinario. Com relacdo ao AGE, também urinério, a suplementacao
com o carotendide ndo interferiu na sua concentracdo. Deve ser enfatizado que esse
metabolito ja estava sendo formado desde o momento da instalacdo da obesidade (13), que
ocorreu na sexta semana. Como o estimulo alimentar continuou concomitante a
suplementacdo de licopeno, essas espécies ndo foram capazes de serem inativadas pelo
antioxidante. Ao contrario do MDA que é um produto que pode ser neutralizado por
antioxidantes, os AGEs sdo irreversiveis em decorréncia da irreversibilidade da carbonilacdo

(54).
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Estes resultados permitem inferir que o licopeno possui acdo direta no receptor RAGE
0 qual faz com que diminua a inflamagdo bem como nos produtos de lipoperoxidacdo. Assim,
podemos observar efeito antiinflamatorio do licopeno nesse 6rgéo, via estresse oxidativo, o
que pode ser confirmado devido a presenca de licopeno no plasma e nos rins dos ratos
tratados.

O receptor RAGE soluvel (sSRAGE) é encontrado na circulacdo, a concentracao
elevada de sRAGE tem sido associada com doencas inflamatorias crénicas, incluindo
aterosclerose e diabetes (55, 56). Nossos dados ndo mostraram alteracdo nesse receptor
solivel com a inducdo da obesidade. Esse fato pode ser justificado devido ao tempo de 12
semanas de estudo, um periodo em que o grau de obesidade ndo foi suficiente para causar
alteracdes importantes nos niveis de glicose. Brix e colaboradores (57) apontam que o
aumento de RAGE soluvel é mais comum em diabéticos e em casos mais graves de
obesidade.

Com relacdo a inflamacdo sistémica, pudemos confirmar pelo aumento plasmatico de
TNF-a nos ratos obesos e que esses niveis ndo diminuiram com o tratamento de licopeno.
Esse fato pode ter ocorrido devido ao tempo de administragédo do carotenoide (6 semanas),
pois um estudo com ratos diabéticos com tempo similar a nosso, 4 semanas mostraram que
suplementacdo com licopeno também néo foi capaz de reduzir os niveis de TNF- o (58). Além
disso, a literatura relata que as dietas ricas em carotendides resultam em resposta rapida
desses componentes no plasma, mas o efeito delas sobre a inflamacdo é mais demorado,
sugerindo acumulo lento de carotendides intracelulares (59). Outros pesquisadores também
ndo encontraram diminuicdo plasmatica de TNF-a com administragdo de licopeno em
individuos obesos (60, 61). Isso pode ainda ser explicado pelo fato de que os niveis

circulantes de TNF-a sejam oriundos de outros 6rgdos (62-64), também afetados pela
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obesidade e que talvez ndo respondam tdo bem ao tratamento do licopeno como 0s rins, uma
vez que esse 0rgdo ndo € o Unico a ser comprometido nessa condicdo (65, 66).

Em suma, foi observado que a dieta hiperlipidica mais sacarose levou a mudanca na
composicao corporal desencadeando a obesidade, resisténcia insulinica, porém sem alteracGes
bioquimicas e hemodinadmicas e perda de funcédo renal, contudo promoveu aumento sistémico
de peroxidacéo lipidica, inflamacéo e lesdo oxidativa de DNA, juntamente com inflamacéo e
estresse oxidativo nos rins. O licopeno foi capaz de diminuir MDA, RAGE e também o TNF-
a nos rins. Assim, esse carotendide pode ser benéfico para a prevencao e terapia da toxicidade

induzida pelo estresse oxidativo nos rins decorrente da obesidade.
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Abstract

Kidney is a target organ to injuries caused by AGEs. The receptor of AGEs (RAGE) has
proinflammatory stimuli and appears to play a role in the pathogenesis of renal disease.
The aim was to verify the effect of obesity on renal damage and the effect of lycopene
on these complications. Male Wistar rats were randomly assigned to receive a control
diet (C, n=7) or a high-fat diet plus sucrose (HD+S, n=14) for 6 weeks. After this
period, the HD+S animals were randomized into two groups: HD+S (n=7) and HD+S
supplemented with lycopene (HD+S+ L, n=7). The animals received maize oil (C and
HD+S) or lycopene (HD+S+L) for a 6-week period. The HD+S and HD+S+L animals
had insulin resistance (OGTT glucose after 150 min.; C: 117.6+3.9 < HD+S: 138.1+5.1
= HD+S+L.: 137.84£5.2 mg/dL; p=0.01) however, no changes in fasting glucose, plasma
lipids, blood pressure and renal function. Renal concentrations of RAGE and TNF-a
increased in the HD+S group and lycopene supplementation restored to similar to
control group values (RAGE: C: 3.1+0.3 = DH+S+L: 3.1+0.3 < DH+S: 3.6+0.4 ug/g;
p=0.014; TNF-a: C: 227.8+2.7 = DH+S+L: 227.442.2 < DH+S: 238.7+3.0 pg/mL;
p=0.014). Lycopene can be beneficial to prevention and treatment of oxidative stress

and inflammation in the kidney due to obesity.
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Introduction

Obesity is an excessive accumulation of body fat that may impair health, affects
individuals of all ages, gender and social class. According to the World Health
Organization (WHO) [1], in 2011, 1.5 billion adults were overweight, of these,
approximately 500 million were obese. Based on this information, obesity is now
recognized as a public health problem and a risk factor for chronic diseases such as
insulin resistance, type Il diabetes mellitus and cardiovascular and renal diseases [2].

The fundamental cause of obesity is an imbalance between caloric intake and
energy expenditure, which may be influenced by genetic factors, lifestyle and changes
in eating behavior [3].

Several factors can trigger kidney disease in obese individuals, among them,
hyperglycemia, dyslipidemia, hypertension and oxidative stress [4, 5]. Under normal
conditions, there is a balance between reactive oxygen and nitrogen species and
antioxidants, in contrast, when the production of reactive species exceeds local
antioxidant capacity, prevails a situation of oxidative stress [6, 7]. Excessive food intake
lead to oxidation of lipid (lipoxidation) and glucose (glycation) generating lipoxidation
products (malondialdehyde — MDA,; glyoxal; acrolein and 4-hydroxy-nonenal - 4-
HNE) and glycation products (glyoxal and methyl glyoxal). These compounds are
highly reactive when bind to part of the amino acids resulting in amino glycation
products (AGEs) and lipoxidation products (ALEs) [8].

It is described that AGEs are involved in common events in the obesity and
insulin resistance, diabetes mellitus 11 and inflammation [9-11] and that may correspond
to an important activator of renal injury in obesity [12, 13].

The AGEs remain in circulation are eliminated by the kidney [14] and

depending on the intensity and duration of exposure may be an important factor for



58

kidney damage [15]. AGEs contribute to tissue damage by binding to specific receptors
located on the cell membrane receptor of AGEs (RAGE), a member of the Ig
superfamily, which are also expressed in the kidney [16, 17]. When the binding occurs
AGEs / RAGE triggers a cascade of events involving transduction of kinases that
culminate in the activation of nuclear transcription factor kappa B (IkkP) / nuclear
factor kappa B (NF-kB), transcription factors that lead to production of
proinflammatory cytokines [18] such as interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor
alpha (TNF-a) and monocyte chemoattractant factor (MCP-1/CCL2). Thus, the AGE /
RAGE binding is one of the interfaces between oxidative stress and inflammation.

Given the importance of oxidative stress in the pathogenesis of several diseases
several therapeutic strategies using antioxidants have been tested in order to mitigate
overproduction of reactive oxygen species (ROS) and nitrogen (RNS) [19].

Lycopene is a potent antioxidant and recently was demonstrated that the
supplementation may contribute to attenuation of oxidative stress in metabolic diseases
[20-23]. Furthermore, it has been shown that lycopene is able to inhibit NF-kB
activation and production of TNF-a, suggesting its utility as a therapy for inflammatory
diseases [24]. So far, we found no studies that investigate the effect of supplementation
with lycopene on the kidneys. Therefore, studies are needed to assess the effects of
lycopene on the pro-oxidative state and renal pro-inflammatory that occurs due to
obesity. Therefore, the aim of the study was to investigate the effect of obesity on renal

damage and the possible effect of lycopene in ameliorate those complications.
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Methods

Animals and experimental protocol

Male Wistar rats (10 weeks old, weighing approximately 350 g), from the
Animal Center of Botucatu Medical School, Sao Paulo State University, UNESP
(Botucatu, SP, Brazil), were initially divided to receive either a commercial chow diet
(C, n=7; 12 % energy from fat) or a high-fat diet (49.7 % energy from fat) and 30% of
sucrose in the drinking water (300 g/l) (HD+S, n=14), for 6 weeks.

The high-fat diet was designed in our laboratory to contain a powdered
commercial chow diet — NUVILAB CR-1 (Nuvital®; Sogorb Industria e Comércio
Ltda), wafer biscuit, condensed milk, palm oil, vitamins and minerals. The ingredients
were homogenized and pelletized. The energy intake of the animals was calculated by
the product of food intake (grams) and energy content of the diet (standard diet: 3.77
kcal; high-fat diet: 5.25 kcal), and in the case of animals that consumed water with
sucrose, was multiplied beverage intake (ml) by the energy value (1.2 kcal). The diet-
induced obesity was used to mimic obesity from Western occidental dietary habits. The
nutritional composition of the diets is presented in Table 1. After 6 weeks under a high-
fat diet plus sucrose, HD+S rats were randomly assigned into two groups: HD+S (n=7)
and HD+S supplemented with lycopene (HD+S+L, n=7). Lycopene was mixed with
maize oil equivalent to 10 mg lycopene / kg body weight (BW) / 5 days per week [20,
22] and given orally every morning for a 6-week period [25, 26]. To avoid differences
in the energy provided, all groups received the same maize oil volume (approximately 2
ml/kg BW per day). Rats were housed in individual cages in Animal Experimental
Facility (UNIPEX) at the Botucatu Medical School, UNESP, under a controlled ambient

temperature (22-26°C) and lighting (12 h light-12 h dark cycle) condition. Dietary
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consumption was measured daily, and BW was assessed weekly. The 24-hour urine was
collected in metabolic cages a week before euthanasia. The animals were killed by
decapitation under deep sodium pentobarbital anesthesia (50 mg/kg, intraperitoneal
injection). Plasma and kidney were collected and stored at -80°C until ready for
analysis. The experiment was conducted in accordance with the Guidelines for the Care
and Use of Experimental Animals and the diets followed the specifications from
Nutrient Requirements of the Laboratory Rat. The protocol was approved by the local
Ethical Committee for Animal Research of Botucatu Medical School — UNESP

(protocol no. 920-2012).

(Table 1)

Lycopene preparation

The lycopene (Lyc-O-Mato 6 % dewaxed; LycoRed Natural Products Industries)
was mixed with maize oil and stored at 4°C in the dark until used as described
previously [27]. The tomato oleoresin—-maize oil mixture was stirred for 20 min in a
water-bath at 37°C before being fed to the animals. Each millilitre of the solution

contained 5 mg of total lycopene.

Total body fat
The adiposity index (Al: %) was measured as the sum of epididymal,

retroperitoneal and visceral fat pads and divides by weight and multiplied by 100 [28].
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Glomerular filtration rate

Rats were housed in metabolic cages for 24 h and the urine was collected. To
calculate the glomerular filtration rate (GFR) were used creatinine concentrations in
plasma and urine [GFR: urine creatinine (mg/dL) x urinary flow (mL/min.) / plasma

creatinine (mg/dL)].

Plasma and kidney lycopene analysis

A 400 pL aliquot of plasma or 100 pL of kidney homogenate (100 mg of tissue /
1 mL of PBS) was used for lycopene analysis, as described previously [27]. Briefly,
samples were extracted with 3 ml chloroform—methanol (2:1) followed by 3 ml hexane.
The samples were dried under N, and resuspended in 100 pL ethanol, of which 25 pl
were injected into HPLC.

Previously reported HPLC method [29] was used with slight modification. A
reverse phase HPLC system consisting of a Waters 2695 Alliance system (Waters Co.,
Milford, MA), C30 semibore carotenoid column (3 pum, 150 x 3.0 mm, YMC,
Wilmington, NC) and Waters 2996 photodiode array detector set at 450 nmr. The HPLC
mobile phase solvent A was MeOH/MBTE/water (85:12:3, v/v/v, with 1.5% of
ammonium acetate in the water), and the mobile phase solvent B was
MeOH/MBTE/water (8:90:2, v/v/v, with 1% of ammonium acetate in the water). The
gradient was set up for 0.4 mL/min begin at 100% solvent A followed by 45% solvent
an over a 21 min linear gradient and hold at 45% A for 1 min. This is followed by an 11
min linear gradient to 5% solvent A and 4 min hold at 5% solvent A, finally a 2 min
linear gradient back to 100% solvent A. The system is held at 100% solvent A for 8 min
for equilibration back to initial conditions. Lycopene was quantified by determining

peak areas in the HPLC chromatograms calibrated against known amounts of standards.
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The results were adjusted by internal standard containing echinenone. The recovery of

the added internal standard was consistently >90 %.

Biochemical parameters
Plasma concentrations of glucose and total cholesterol were analyzed by
enzymatic colorimetric method using kits (Bioclin ®, Belo Horizonte, MG, Brazil) and

automated apparatus (Mindray BS-200, China).

Oral glucose tolerance test (OGTT)

For oral glucose tolerance test (OGTT) glucose solution was administered by
gavage (3 g/ kg) to animals with 6 hours of fasting. Capillary blood was collected from
the tail immediately before, 30, 60, 90 and 150 minutes after glucose intake [30, 31].
With whole blood were measured concentrations of glucose (Accu-Chek Go glucometer
kit, Roche, Brazil) and estimated the area under the curve (AUC) by trapezoidal method

[32, 33].

Systolic blood pressure (SBP)

Systolic blood pressure was measured by tail plethysmography, using
sphygmomanometer (electro-sphymomanometer, Narco Bio-System ®, Model 709-
0610, International Biomedical, Inc, USA). To trigger the vasodilatation of caudal
artery, rats were previously heated at 40°C for 5 minutes. After heating, the sensor was
attached around the tail of the animal. The cuff was inflated to 200 mmHg pressure, and
subsequently deflated. The arterial pulse was registered on polygraph (Gould RS 3200,

Gould Instrumenta Valley View, Ohio, USA).
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Inflammatory and oxidative stress markers

TNF-o was analyzed as inflammatory marker in plasma and kidney homogenate
(130 mg tissue / mL PBS) by commercial ELISA kit (R&D Systems Inc., Minneapolis,
MN, USA). Aliquots of 100 mL of sample (plasma or kidney) or standard
(concentrations: 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 and 800 pg / ml) were added to each well of
the plate.

The concentration of receptor for advanced glycation end products (RAGE) was
quantified in plasma and kidney homogenate (50 mg tissue / ml PBS, diluted 1:200 in
PBS) for commercial ELISA kit (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA). Aliquots
of 100 mL of sample (plasma or kidney) or standard (concentrations: 31.2, 62.3, 125,
250, 500, 1000 and 2000 pg / ml) were added to each well of the plate.

The advanced glycation end products (AGEs) in urine were quantified by
commercial ELISA kit (Cell Biolabs Inc., San Diego, CA, USA). Aliquots of 100 mL of
sample (urine) or standard (concentrations: 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6 and 8 pg/mL) were
added to each well of the plate.

The 8-hydroxydeoxyguanosine, an indicator of oxidative DNA damage, was
measured in urine by ELISA commercial kit (Cell Biolabs Inc., San Diego, CA, USA).
Aliquots of 100 mL of urine or standard (concentrations:0.078, 0.156, 0.313, 0.625,
1.25,2.5, 5 and 10 ng/mL) were added to each well of the plate.

In all the analysis, after the sample is placed on the plate, we followed the
guidelines predetermined by the manufacturer. The quantification was done by
determining the absorbance of the samples relative to the absorbance of the standard
curve with known concentrations. All analyzes were performed using a microplate

reader (Spectra Max 190; Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, USA).
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RAGE gene expression

Total RNA was extracted from kidney using the reagent TRIzol (Invitrogen).
The SuperScript Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) kit was
utilised for the synthesis of 20 ul of complementary DNA from 1000 ng of total RNA.
The mRNA levels of RAGE (Applied Biosystems) were determined by real-time PCR.
Quantitative measurements were made with a commercial kit (TagMan qPCR; Applied
Biosystems) in a detection system (StepOne Plus; Applied Biosystems). Cycling
conditions were as follows: enzyme activation at 50°C for 2 min, denaturation at 95°C
for 10 min, complementary DNA products were amplified for forty cycles of
denaturation at 95°C for 15 s and annealing/extension at 60°C for 1 min. Gene
expression was quantified in relation to the values of the control group after

normalization by an internal control (cyclophilin; Applied Biosystems).

Malondialdehyde (MDA) analysis

A 100 pL aliquot of urine was used for MDA analysis, as described previously
[34]. Briefly, we add 700 pL of 1% orthophosphoric acid and 200 pL of tiobarbituric
acid (42 mM) to the sample and then heat it for 60 min. in a water bath at 100 °C and
cooled on ice immediately after. Two hundred pL was transferred to a 2 mL tube
containing 200 pL of sodium hydroxide : methanol (1:12 v/v). The sample was vortex-
mixed for 10 s and centrifuged for 3 min at 13000 g. We transferred 200 pL of the
supernatant to a 300 uL glass vial, and injected a 50 pL on to the column. The HPLC
system used was Shimadzu LC-10AD (Shimadzu Corporation, Japan), C18 Luna
column (5 pm, 150 x 4,60 mm, Phenomenex Inc., USA), Shimadzu RF-535
fluorescence detector (excitation: 525, emission 551 nm), 0,5 mL/min flow of

phosphate buffer (KH,PO, 1mM, pH 6,8). The MDA was quantified by area
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determination of the peaks in cromatrograms relative to a standard curve of known

concentrations.

Total antioxidant performance (TAP)
The total antioxidant performance in plasma and kidney was quantified by

comparing the AUC on the oxidation kinetics of BODIPY %Y/

(Invitrogen, California,
US). The TAP method was applied to measure the antioxidant status (lipophilic and
hydrophilic compartments) using phosphatidylcholine (PC) as reference [35]. Were add
to aliquots of 100 pL of plasma or kidney homogenate (100 mg / mL), 300 uL of PBS
and 100 pl of BODIPY>8V/%%! (2 uM) and the samples incubated in a water bath at 37 °C
for 10 minutes. After incubation, was added 485 pL of ice-cold PBS. Fifteen pl of the
radical initiator MeO-AMVN (2 mM) were added and the mixture vortexed using small
magnetic sphere. Then, 200 pL aliquots of each sample were transferred to the
microplate. The oxidizability of the sample was monitored by the oxidation product of

BODIPY®#%*! green fluorescence (excitation: 500; emission: 520 nm) using a counter

(Wallac Victor 2, Perkin-Elmer, Boston, MA, USA ).

Statistical analysis

The Kolmogorov-Smirnov test was used to verify the normality of the data.
Results are expressed as means and standard error (SE), and significance was calculated
by one-way ANOVA followed by post hoc test. For the correlation between variables,
the Pearson correlation was used. The software used was SigmaStat version 3.5 for

Windows (Systat Software, Inc.). Differences were considered significant at P<0.05.
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Results

Body weight, food intake and adiposity index are shown in Table 2. The
adiposity index was higher in HD+S and HD+S+L groups (p <0.001). There was no
difference between groups for weight and calorie intake. Chow intake was higher in the
C group (p <0.001) and beverage consumption was lower in HD+S+L group compared

to HD+S (p = 0.036).

(Table 2)

The plasma and kidney concentration of lycopene was detected only in HD+S+L

group (Table 3).

(Table 3)

Table 4 shows the biochemical parameters, blood pressure and glomerular

filtration rate of animals. No significant difference was observed in these parameters.

(Table 4)

As indicator of insulin resistance, oral glucose tolerance test (OGTT) showed no
difference between groups regarding the area under the curve (AUC), however the
groups HD+S and HD+S+L showed higher glucose (p<0.05) than C group after 150

minutes of glucose administration (figure 1).

(Figure 1)
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Table 5 shows oxidative stress markers in kidney, plasma and urine. There was
no difference between groups when compared the antioxidant performance in plasma
and kidney. In urine, the levels of MDA increased in HD+S animals (p=0.002), and
HD+S+L animals showed similar values to the C animals (p=0.093). While the levels of

AGEs (p=0.005) and 8-OHdG (p<0.001) were increased in HD+S and HD+S+L groups.

(table 5)

Figure 2A shows a positive correlation between the index of adiposity and
oxidative DNA damage (8-OHdG) and Figure 2B shows a positive correlation between

Al and MDA.

(figure 2)

Kidney RAGE increased in HD+S rats (p=0.005) and decreased in HD+S+L rats
(HD+S+L vs. HD+S, p=0.023; HD+S+L vs C, p=0.523) and returned to control levels
(Figure 3A). Figure 3B shows the same pattern as for TNF-o in the kidney. The
concentration of soluble RAGE (s-RAGE) in plasma was not significantly different
between groups (Figure 3C). The plasma TNF-a increased (p = 0.003) in HD+S and
HD+S+L groups compared to C group (Figure 3D). The analysis of gene expression of
RAGE receptor in kidney showed no difference (p = 0.063) between the groups (Figure

3E).

(figure 3)
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Discussion

In the present study, obesity was induced in Wistar rats by high-fat diet plus
30% sugar in drink water aiming to characterize energy overload. One of the first
changes with obesity is increase in fat mass, which brings as consequence of metabolic
disorders, inflammation and oxidative stress. These alterations reflect tissue damage
that affect various organs among them kidney [36, 37]. Several studies induce obesity
by diet, but there is still no uniformity in the period of manifestation of metabolic
parameters as well as increased adiposity index due to the diversity of composition and
exposure to these diets [38, 39].

Our results showed that HD+S rats had increased fat mass, but a obesity degree
was not enough to cause changes in glucose, cholesterol, blood pressure and renal
function, only insulin resistance increased with obesity, which was not reversed by
lycopene supplementation. These data are consistent with the literature showing that the
Western diet, rich in fat and sugar, is considered the most important increase in visceral
fat and the development of insulin resistance [40] and factor that lycopene has no
influence on these two parameters s [25].

Oxidative stress involves reactive molecules that are composed of oxygen or
hydrogen [41]. In our study, the nutritional overload had no effect on total antioxidant
performance in both plasma and kidney, which can be justified by absence of
comorbidities. Venturini and colleagues [42] demonstrated in clinical work that
individuals with lower antioxidant performance are suffering from metabolic syndrome,
ie, present in addition to obesity, increased blood sugar, triglycerides and blood
pressure. Another clinical study reports change in antioxidant capacity occurs when
obesity is accompanied by metabolic complications [43]. However, we observed

significant increase in oxidative indicator of DNA damage, 8-hydroxy-deoxy-guanosine
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(8-OHdG), and MDA in urine of HF+S rats. Hofer and colleagues [44], in humans,
indicate that the BMI is directly associated with increased risk of DNA damage due to
oxidative stress. Regarding MDA, papers report that this is also related to increased
body weight and hyper-caloric diet [39, 45, 46]. These works are in agreement with our
data, because our animals (HD+S) had no comorbidities, so we can attribute the
increase of these components to increased fat mass. Given the positive correlation found
in our study, 8-OHdG and MDA are directly related to increased fat mass, thus
becoming particular indicator of oxidative stress in obesity.

The mechanisms by which obesity predisposes to renal damage are still
investigated [47-49]. The AGE/RAGE binding may contribute to the pathogenesis of
obesity-related renal impairment [50]. The AGE/RAGE can also be promoted by the
pro-oxidant state triggering inflammation through activation of nuclear factor kB (NF-
kB), and production of proinflammatory cytokines [51, 52].

As noted above, the AGES/RAGE binding is associated with oxidative and
inflammatory phenomena that result in increased cytokine [53]. In this study we
observed that the high fat diet plus sucrose promoted the increase of TNF-o and RAGE
in renal tissue. This result suggests that this induction model of obesity resulted in
activation of inflammatory and oxidative pathways through AGES/RAGE binding.

Our study also showed that supplementation with lycopene decreased the
concentration of RAGE in renal tissue of rats HF+S+L, the same behavior was observed
for urinary MDA. Regarding AGE, also urinary, with carotenoid supplementation did
not interfere with your concentration. It must be emphasized that this metabolite was
being formed since the time of installation of obesity [13] , which occurred in the sixth
week. As the feed stimulus continued concomitant supplementation of lycopene, these

species were not able to be inactivated by antioxidant. Unlike the MDA is a product that
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can be neutralized with antioxidants, AGEs are irreversible due to the irreversibility of
the carbonylation [54].

These results suggests that lycopene has a direct action on the RAGE receptor
which causes decrease inflammation as well as in products of lipid peroxidation. Thus,
we observe an anti-inflammatory effect of lycopene in the kidney via oxidative stress,
which can be confirmed by the presence of lycopene in plasma and kidneys of the
supplemented rat.

The soluble receptor RAGE (SRAGE) is found in the circulation, the high
concentration of SRAGE has been associated with chronic inflammatory diseases,
including atherosclerosis and diabetes [55, 56]. Our data showed no change in soluble
receptor to induced obesity. This can be explained due to the time of 12 weeks of study
early time of obesity, which also was not enough to cause changes in glucose levels.
Brix and colleagues [57] suggest that the increase in soluble RAGE is more common in
diabetics and in more severe cases of obesity.

With regards to systemic inflammation, we confirmed the increase in plasma
TNF-a in obese rat and that these levels did not decrease with treatment of lycopene.
This may be due to the time of administration of the carotenoid (6 weeks), for a study
with diabetic rats with similar time to our, 4 weeks showed that supplementation with
lycopene also was not able to reduce the levels of TNF-a [58]. Moreover, the literature
reports that diets rich in carotenoids result in rapid response of these components in
plasma, but their effect on inflammation is slower, suggesting slow intracellular
accumulation of carotenoids [59]. Other researchers also found no decrease in plasma
levels of TNF-a with administration of lycopene in obese individuals [60, 61]. This can

also be explained by the fact that circulating levels of TNF-a are from other organs [62-
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64], also affected by obesity and that might not respond as well to treatment of lycopene
as the kidney, since this organ is not the one to be affected in this condition [65, 66].

In summary, it was observed that the high-fat diet plus sucrose led to change in
body composition triggering obesity, insulin resistance, but without biochemical,
hemodynamic and renal function changes. However, promoted systemic increase in
lipid peroxidation, inflammation and oxidative damage to DNA, along with
inflammation and oxidative stress in the kidney. Lycopene was able to decrease the
MDA, RAGE and TNF-a in kidney. Thus, this carotenoid can be beneficial for the
prevention and treatment of toxicity induced by oxidative stress in kidney due to

obesity.
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Table 1. Nutritional composition of the diets

Diet
Components Control Hyperlipidic
Protein (%) 25 21
Carbohydrate (%) 58 45*
Fat (%) 5 29
% Energy from protein 26.5 16.0
% Energy from carbohydrate 61.5 34.3*
% Energy from fat 12.0 49.7
% Energy from saturated fat 2.1 24.7
% Energy from unsaturated fat 9.9 25.0
Energy (kcal/g) 3.77 5.25*
Fatty acid composition (%)
Palmitic (16 : 0) 14.0 40.6
Stearic (18 : 0) 2.7 6.2
Oleic (18 : 1n-9c) 234 36.5
Linoleic (18 : 2n-6) 53.1 11.3
Others 6.8 5.4
Vitamin/mineral mixturef - Added

* Sucrose in the drinking water (300 g/l) was not included.

1 Based on the vitamin/mineral amounts of the chow diet, for each kg of the high-fat diet, the following nutrients were
added: Fe, 25.2 mg; K, 104-8 mg; Se, 73.1mg; molybdenum sulphate, 150.0mg; vitamin B12, 34.5mg; vitamin B6, 6 mg;
biotin, 0.12 mg; vitamin E, 32.6 mg; vitamin D, 61.2mg; vitamin A, 4.6 mg.



Table 2. Adiposity index (Al), body weight (BW) and chow intake (n=21)
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Groups
C HD+S HD+S+L
Variaveis Mean SE Mean SE Mean SE pt
Adiposity index (%) 5.8 0.7 9.4° 0.6 9.7° 0.6 <0.001
Inicial BW (g) 3440 173 3450 157 3475 113 0.986
Final BW (g) 507.5  31.1 568.2  26.8 5642  22.7 0.235
Chow intake (g/day) 273 18 11.8° 06 126° 07 <0.001
Drink intake (mL/day) 36.3*" 26 38.6° 2.0 30.2° 1.7 0.036
Energy intake (kcal/day)* 1058 6.8 1096 38 1036 3.9 0.695

C, control; HD+S, animals subjected to diet-induced obesity; HD+S+L, HD+S supplemented with lycopene. a,b: mean

values with unlike superscript letters were significantly different (P<0.05); + One-Way ANOVA with Holm-Sidak post

hoc test). * Energy intake includes energy from sugar in the drinking water. SE: Standard error.



Table 3. Plasma and kidney concentrations of lycopene (n=21)

Groups
C HD+S HD+S+L
Variables Mean SE
Plasma Lycopeno (nM) ND ND 28.7 6.3
Kidney lycopene (nM/g proteina)  ND ND 1.49 0.27

C, control; HD+S, animals subjected to diet-induced obesity; HD+S+L, HD+S supplemented with lycopene. SE:

Standard error. ND: not detected.
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Table 4. Biochemical, hemodynamic and glomerular filtration rate parameters (n=21)
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Groups

HD+S HD+S+L
Variables Mean SE Mean SE Mean SE pt
Total colesterol (mg/dL) 34.9 3.1 29.6 1.2 34.3 1.3 0.219
Fasting glucose (mg/dL) 112.6 2.0 124.6 3.9 117.0 3.9 0.062
Systolic blood pressure (mmHg) 125.2 4.1 131.5 6.2 127.1 3.2 0.628
Glomerular filtration rate (ml/min) 1.27 0.24 1.02 0.15 1.28 0.14 0.561

C, control; HD, animals subjected to diet-induced obesity; HD+L, HD supplemented with lycopene. +: One-Way

ANOVA.
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Figura 1. Oral glucose tolerance test (OGTT, n=21)

C, control; HD, animals subjected to diet-induced obesity; HD+L, HD supplemented with lycopene. *: Comparison of
HD+S and HD+S+L groups with the C group, One-Way ANOVA with Holm-Sidak post hoc test, p=0,010. Area under
curve (AUC): C: 11714.94341.2; DH+S: 12812.4+221.5; DH+S+L: 12902.4+493.6 mg/dL/150 min. (One-Way

ANOVA, p=0.064).



Table 5. Oxidative stress markers in kidney, plasma and urine (n=7) (n=21)

Groups

HD+S HD+S+L
Variables Mean SE Mean SE Mean SE pt
Kidney
TAP (%/g protein) 54.6 3.8 59.3 2.4 59.4 3.4 0.243
Plasma
TAP (%) 404 31 426 44 493 35 0.498
Urine
MDA (uM) 2.17°  0.67 5.6° 0.55 4.08*  0.60 0.003
AGEs (ug/mL) 0.21*  0.004 0.24°  0.006 0.24°  0.006 0.005
8-OHdG (ng/mL) 7.91° 054 12.24° 058 12.92° 0.44 <0.001

C, control; HD+S, animals subjected to diet-induced obesity; HD+S+L, HD+S supplemented with lycopene. a,b Mean
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values with unlike superscript letters were significantly different (P<0.05); + One-Way ANOVA with Holm-Sidak post

hoc test).
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Figure 2. Correlation of adiposity index (Al) with 8-OHdG and MDA (n = 21)

Pearson’s correlation between Al and 8-OHdG: r=0,60, p=0,005; Al and MDA: r=0,59, p=0,006.
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Figura 3. Renal and plasma concentrations of RAGE and TNF-a (n=21)
C, control; HD+S, animals subjected to diet-induced obesity; HD+S+L, HD+S supplemented with lycopene. a,b Mean

values with unlike superscript letters were significantly different (P<0.05); one-way ANOVA with Holm-Sidak post hoc

test). Figure 3E (Kidney mRNA RAGE) dashed line: control group value (mean: 1.00 and standard error: 0.13)



