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RESUMO

Os carotenoides sdo pigmentos naturais responsaveis pelas cores: amarela, laranja e
vermelha presentes em frutas e vegetais. Além disso, apresentam atividade bioldgica e
atraves de sua atividade antioxidante, promovem beneficios a satde. A suplementacéo
desses compostos bioativos tem se mostrado uma das estratégias no tratamento da
obesidade, visto que esse pigmento protege as células dos danos oxidativos e apresenta
uma ac¢do anti-adipogénica e anti-inflamatéria. A obesidade é uma doenca multifatorial
relacionada a uma ingestdo de dieta hipercaldrica/hiperlipidica que pode ocasionar
aumento do estresse oxidativo e estd associada a um processo inflamatdrio de baixo
grau. O processo inflamatorio é caracterizado pela concentracdo elevada de citocinas
pro-inflamatorios e diminui¢do na concentracdo de citocinas anti-inflamatorias. Este
desequilibrio estabelece uma relacdo de aumento de estresse oxidativo e um estado pro-
inflamatério. O sistema renal é imprescindivel para manutencdo da homeostase,
respondendo a estimulos inflamatdrios rapidamente. Desta forma, o objetivo do estudo
foi avaliar a suplementacdo de carotenoides nos animais alimentados com dieta
hiperlipidica nos parametros inflamatdrios e oxidativos do tecido renal. Para isso, foram
utilizados ratos Wistar machos, com idade de 90 dias, distribuidos aleatoriamente em
quatro grupos experimentais que receberam durante uma semana por gavagem (6leo de
girassol como veiculo) com ou sem extrato de carotenoides e alimentados com o0s
modelos de dieta controle (C), ou hiperlipidica (HFD). O presente estudo mostrou que
os carotenoides provenientes do fruto da pupunha (Bactris gasipaes) exercem acao
contra os efeitos do estresse oxidativo e da inflamacdo renal, reduzindo niveis de
marcadores de estresse, como malondialdeido e proteinas carboniladas e a concentracao
de citocinas pré-inflamatérias, como Interleucina 1B (IL-1p); [B] Fator de necrose
tumoral o (TNF-a); [C] Interleucina-6 (IL-6). Também foram capazes de aumentar as
concentragdes das enzimas antioxidantes superdxido dismutase, catalase e de citocina
anti-inflamatoria interleucina-10. Os resultados evidenciaram, sobre o tecido renal,
efeitos protetores dos carotenoides contra implicagcdes negativas de uma dieta rica em

gorduras.



1. INTRODUCAO

A obesidade decorre de um balanco energético positivo, pode levar ao acimulo de
gordura corporal e esta associada a riscos para a salde, devido a sua relacdo com consequente
complicacbes metabdlicas. Tem carater multifatorial, pois estd relacionada a questdes
bioldgicas, histdricas, ecoldgicas, econdmicas, sociais, culturais e politicast>?. Estd bem
descrito na literatura que se trata de um dos fatores de risco mais expressivos para outras
doencas cronicas ndo transmissiveis, como: dislipidemia, hipertensdo arterial, resisténcia a
insulina e intolerancia a glicose, alteracdes no sistema cardiovascular e nefropatias®4. Estudo
demonstrou associacdo de doencas renais com a obesidade e, em algumas circunstancias, com
0 sobrepeso®).

Individuos com obesidade podem apresentar aumento na concentracdo sérica de
citocinas pré-inflamatorias como: proteina C reativa, interleucina-6 (IL-6), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), além da diminuigdo na produgédo de citocinas anti-inflamatérias como a
interleucina-10 (IL-10). O desequilibrio entre as citocinas pro e anti-inflamatdrias favorece o
processo de inflamacdo de baixo grau, tornando o organismo mais suscetivel a processos
oxidativos (6.7:8.9),

As espécies reativas de oxigénio sdo produzidas, principalmente pelas mitocdndrias e
sdo importantes para manutencdo da homeostase por mediarem a transducao de sinal celular.
Porém, a producdo em excesso e seu desequilibrio gera estresse oxidativo e danos a moléculas
como lipidios, proteinas e DNA(10.11.12),

O estresse oxidativo exacerbado leva a producdo de marcadores de peroxidacao lipidica
como os malondialdéidos (MDA) e marcadores de oxidacdo de proteinas, como as proteinas
carboniladas®®. Esses danos podem desencadear desordens metabdlicas e bioquimicas em
diversos 6rgaos14).

A suplementacdo de carotenoides vem sendo associada a prevencdo e ao tratamento do
processo inflamatorio e estresse oxidativo renal causado pela obesidade. Um estudo de Pierine
et al. utilizou a suplementacéo de licopeno em ratos Wistar induzidos a obesidade, por meio de
uma dieta rica em lipidios e sacarose. A dieta gerou inflamacao e estresse oxidativo nos rins e
os resultados mostraram que o licopeno, identificado tanto no plasma quanto nos rins dos
animais, foi capaz de reduzir as concentragdes renais de MDA e TNF-q, elucidando seu efeito
benéfico na prevencdo e tratamento na toxicidade causada pelo estresse oxidativo renal em

funcdo da obesidade®).



Os carotenoides sdo pigmentos naturais responsaveis pelas cores: amarela, laranja ou
vermelha presentes em frutas, vegetais, gema de ovo, crustaceos e alguns peixes. Os
carotenoides além de contribuirem para a coloracdo dos alimentos, apresentam atividade
bioldgica e promovem beneficios a saude por possuirem atividade antioxidante, que protegem
as células dos danos oxidativos e também apresentam uma acdo anti-adipogénica e anti-
inflamat6ria(16:17:18.19),

Desta forma, o presente estudo visa analisar o efeito da suplementacgdo de carotenoides
no processo inflamatorio e estresse oxidativo renal em animais induzidos a obesidade através

de uma dieta hiperlipidica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 CAROTENOIDES

Os carotenoides sdo pigmentos encontrados na natureza e apresentam mais de 1100
estruturas diferentes. S&o hidrofébicos, lipofilicos, insollveis em agua, porém solUveis em
alguns solventes organicos. Geralmente, sdo tetraterpendides, compostos de 40 atomos de
carbono, mas também podem ser encontrados na natureza carotenoides com 30 e 50 4&tomos de
carbono. Eles fornecem a coloracdo amarela, laranja e vermelha as frutas e vegetais(!82021), Os
carotenoides sé@o divididos em dois grupos: carotenos — compostos de carbono e hidrogénio,
como o B-caroteno e o licopeno; e grupo das xantofilas — sdo chamados também de carotenoides
oxidados, pois apresentam oxigénio dentro da molécula, como por exemplo, luteina e
zeaxantina. Sabe-se que apesar da grande quantidade de carotenoides existentes na natureza,
menos de 50 deles estdo presentes na dieta humana e, aproximadamente, metade pode ser
encontrada no sangue e no tecido humano, sendo os principais encontrados na dieta e
consequentemente no corpo humano: B-caroteno, a-caroteno, licopeno, luteina, zeaxantina e f3-

criptoxantina (Figura 1) (1820.21,2223.24)

Figura 1 - Estrutura quimica dos principais carotenoides incorporados na dieta

Carotenos Xantofilas

alfa-caroteno beta-criptoxantina

luteina
beta-caroteno o
zeaxantina
licopeno
fitoeno
fitoflueno

zeta-caroteno

Fonte: Adaptado de Moran, Nancy E et al.?).

Alguns desses carotenoides estéo presentes em alimentos do cotidiano da dieta humana,

como por exemplo o licopeno, que é o pigmento responsavel pela coloracdo vermelha em
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tomates maduros; a cor laranja das cenouras que contém B-caroteno; o pimentdo vermelho que
apresentam capsantina; a coloracdo rosa/avermelhada de crustaceos pela acdo da astaxantina e
a gema de ovo que ¢ fonte de zeaxantina e luteina. Os carotenoides por serem insaturados estéo
sujeitos a oxidacdo por fatores como pH, luz e temperatura, que podem afetar tanto a cor quanto
seu valor nutricional através de danos oxidativos aos carotenoides(18:20.22.23.24.25),

Existem inameros fatores que podem influenciar positivamente e negativamente a
absorcdo, o metabolismo e os efeitos dos carotenoides no organismo. Entre eles, a interacéo
com outros carotenoides e nutrientes dietéticos. Segundo Corte-Real et al, durante a digestéo,
altas concentragdes de minerais como calcio, magnésio e zinco se relacionam com a diminuicéo
da viscosidade e biodisponibilidade de carotenoides. Ja o consumo de lipidios na dieta como
6leos e gorduras aumentam efetivamente a absorcdo de carotenoides. Porém, a qualidade do
lipidio consumido tem influéncia em sua absorcdo. Estudo de Goltz et al. apontou que a
absorcéo de carotenoides, exceto do licopeno, foi maior quando o consumo esteve associado ao
6leo de canola, rico em acidos graxos monoinsaturados, em comparacdo ao 6leo de soja, rico
em écidos graxos poli-insaturados(?326:27),

Durante o processo digestivo, a mastigacao é capaz de dividir um alimento em particulas
menores, aumentando a area de contato, o que leva a uma melhora na biodisponibilidade dos
carotenoides. Apds a ingestdo, os carotenoides sdo separados das matrizes alimentares,
emulsificados com gorduras e incorporados em micelas lipidicas no intestino delgado, onde
serdo absorvidos pelos enterdcitos intestinais. No epitélio intestinal, a enzima p-Caroteno-
15,15 -oxigenase (BCO1), que é uma dioxigenase responsavel pela clivagem central de
carotenoides provitamina A, converte parte dos carotenoides (f-caroteno, a-caroteno e [-
criptoxantina) em retinal e posteriormente, sdo reduzidos a retinol e transportados por
quilomicrons ao figado. Os carotenoides sdo encontrados em todo o corpo, porém o figado € o
principal local de armazenamento(?1:23.28.29),

Os alimentos vegetais fornecem carotenoides pré vitaminicos A, que sdo convertidos
em vitamina A no organismo dos animais (Figura 2). A vitamina A, na forma de retinol, retinil,
retinal e acido retindico é encontrada apenas em alimentos de origem animal@39), Apesar da
grande variedade de carotenoides disponiveis, apenas alguns deles séo precursores de vitamina
A. Para que um carotenoide seja considerado pro vitaminico A é necessario que ele apresente
um anel B nao substituido com uma cadeia de polieno C-11. Entre eles, o p-caroteno € o mais
potente prd vitaminico A, com 100% de atividade atribuida e também é o carotenoide mais
abundante nos alimentos, seja como menor ou principal componente do alimento, como por

exemplo, cenoura e damasco (213D,
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Figura 2 - Metabolismo de conversdo de carotenoides em vitamina A
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Fonte: Adaptado de Souza-Mesquita et al., 20202,

Os carotenoides que ndo sdo provitamina A também apresentam importantes fungdes
fisioldgicas, como prevencdo de cancer, doencas cardiovasculares, doencas degenerativas e
outras condi¢Bes causadas por radicais livres. Este efeito pode ser atribuido a atividade
antioxidante dos carotenoides atraves de mecanismos de extingdo do oxigénio singlete e

eliminac&o de radicais livres@3Y),

2.2 CAROTENOIDES, INFLAMACAO E ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo deriva de um desequilibrio entre a producdo de moléculas pro e
antioxidantes. As principais moléculas pro-oxidantes que se encontram elevadas no quadro de
estresse oxidativo sdo as espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio
(RNS), o que inclui: oxigénio singlete, peroxidos lipidicos e 6xido nitrico. Por outro lado, ha
uma reducdo na funcdo da atividade de moléculas antioxidantes enddgenas, como as enzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx). Entretanto, outras
moléculas antioxidantes também podem ser obtidas de maneira exdgena, através da dieta.
Exemplos de antioxidantes provenientes da dieta sdo vitaminas A, C, E, flavonoides,
antocianinas, carotenoides, cobre, zinco e selénio334),

O ROS / RNS extracelular excessivo, caracterizado por malondialdeido (MDA), 8-

hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG) e acimulo de isoprostano, pode causar uma oxidacéo
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em biomoléculas como RNA / DNA, lipidios ou proteinas, gerando modificacbes aberrantes,
podendo levar a um quadro de inflamacéo sistémica cronica. Esses estimulos inflamatorios
induzem a producdo e secrecdo de citocinas pro-inflamatérias como interleucina-1p (IL-1p),
interleucina-6 (1L-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)©334),

A via inflamatdria que leva a essa inflamacao sistémica pode ser ativada através dos
toll-like receptors (TLRs). Os TLRs sdo uma familia de receptores transmembrana, com
capacidade de reconhecimento especifico de uma variedade de pathogen-associated molecular
patterns (PAMPS) ou ligantes enddgenos, responsaveis por desencadear a formacdo de
respostas celulares. Estes receptores podem ser agrupados em duas categorias: os TLRs que
estdo localizados intracelular, nos endossomos, e reconhecem, principalmente, &cidos
nucleicos, derivados de virus e bactérias sendo eles: TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 enquanto 0s
TLRs de superficie celular, TLR1, TLR2, TLR4, TLR6, reconhecem varios componentes
bacterianos, como lipopeptideos bacterianos (BLP) por TLR2 e lipopolissacarideos (LPS) por
TLRA4. A literatura tem demonstrado que os TLRs desempenham papéis criticos em diversas
doencas cronicas ndo transmissiveis(3>36.37.38,39,40)

A sinalizagdo celular necessaria para a ativacdo dos TLR2 e TLR4 representa um
mecanismo complexo, mediado atraves de reacdes envolvendo fosforilacdo e ubiquitinacdo de
proteinas alvo que desencadeia o desacoplamento do fator nuclear Kappa B (NFxB), por meio
da fosforilagdo da sua proteina inibidora Ik-B. O NF«B, uma vez liberado, migra para o ntcleo
ligando-se ao DNA, exacerbando a expressao génica das citocinas relacionadas a inflamacgéo
(Figura 3)(4142),

Figura 3 - Cascata de sinalizacdo dos receptores toll-like 4 e 2 (TLR4/TLR2).

TLR2 TLR4 E{§)MD-2

Citoplasma MyD88 MyD88 TRIF
TIRAP

\/
el |
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IKKo
IKKB

T
i

i 1

Fonte: Adaptado de Takeda & Akira 2004“3,
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A inflamacéo representa uma resposta importante do sistema imune apto. No entanto,
individuos que apresentam inflamacdo cronica de baixo grau tém um sistema imunolégico inato
desregulado e estdo mais propicios a processos infecciosos. A inflamacdo sistémica esta
presente em varias condicGes e doengas, dentre elas as doencas renais (33.3444),

Os antioxidantes sdo substancias que podem atrasar ou inibir a oxidacdo de um
substrato. Sdo formados por compostos enzimaticos como as enzimas superoxido-dismutase,
glutationa- -peroxidase e catalases e de compostos ndo enzimaticos como minerais, vitaminas
e também pelos carotenoides*4%. A protecdo antioxidante é fornecida pelos carotenoides
aciclicos com nove ou mais duplas ligagdes conjugadas. Quanto mais duplas ligagcdes, maior a
eficacia. Desta forma, os carotenoides sdo capazes de remover do meio espécies altamente
reativas®6:47),

Os radicais livres, por possuirem elétrons desemparelhados de um atomo ou molécula,
sdo instaveis e muito reativos. Essas caracteristicas os tornam prejudiciais as muitas funcdes
fisiologicas no organismo, pois uma grande quantidade de radicais livres pode causar danos e
morte celular“84259), Os carotenoides sdo capazes de interagir com os radicais livres de trés
maneiras principais: pela transferéncia de elétrons (equagdo 1), abstracdo de hidrogénio

(equacdo 2) e adicdo de uma espécie de radical (equacéo 3) (Figura 4)®Y,

Figura 4 - Interacéo de carotenoides com radicais livres.
ROO+ + CAR — ROO- + CAR «+ [1]
ROO* + CAR — ROOH | CAR  [2]
ROO« + CAR — (ROO 2 CAR)*  [3]

Fonte: Adaptado de Young, A. J., & Lowe, G. M. (2001)¢2,

A eliminacdo dos radicais livres pelos carotenoides é dependente da natureza dos EROs.
Os B-carotenos sdao muito reativos aos radicais peroxil, mas ndo séo tdo eficazes em resposta
aos radicais OH e 02 “75) Qs B-carotenos sdo enfaticos neutralizadores de EROS e
sequestradores de radicais livres, a baixas pressdes parciais de oxigénio, como as encontradas
nos tecidos de mamiferos. Assim, exercem sua atividade antioxidante reagindo com radicais
livres, preferencialmente, com peroxila (ROO¢®) e com o oxigénio molecular singlete, inibindo

a peroxidacdo lipidica no interior das membranas, mantendo sua integridade e fluidez 75354,
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2.3 CAROTENOIDES, INFLAMAGCAO E FUNGCAO RENAL

Fatores como drogas, toxinas, além da propria inflamacdo, lesam os tubulos renais.
Essas lesdes provocam respostas inflamatdrias que resultam em fibrose renal, por meio das
acoes de moleculas imunoestimulatorias, que sdo chamadas de DAMPs (padrdes moleculares
associados a danos). DAMPs sdo moléculas heterogéneas, podendo ser tanto moléculas
intracelulares liberadas no processo de necrose celular quanto moléculas presentes na
remodelacdo da matriz extracelular®25%),

Ha trés tipos de morte celular em mamiferos: apoptose, necrose e autofagia. A necrose,
¢ considerada uma “morte acidental”, ou seja, ndo programada das células. Ocorrem alteragdes
morfolégicas das organelas celulares como reticulo endoplasmatico, ha perda da integridade da
membrana plasmatica com lise celular e extravasamento de conteudo intracelular. As espécies
reativas de oxigénio podem ser responsaveis pela necrose®6:57).,

Nas Ultimas décadas, tornou-se evidente que a necrose também pode ser considerada
um modo alternativo de morte celular programada, ou chamada de "necroptose”. Esse termo
refere-se a uma morte regulada, que apesar de distinta a apoptose, apresenta varios receptores
de morte como TNFRI1 (Receptor TNFa 1) e TNFR2 (Receptor TNFa 2), TRAILR1 (Receptor
TRAIL 1) e TRAILR2 (Receptor TRAIL 2) em comum. A necroptose também pode ser iniciada
por PRR (receptor de reconhecimento de patdgenos) que detectam PAMPs (padrbes
moleculares associados a patdgenos) ou quando DAMPS entram na circulacéo e ativam células
imunes inatas. Desta forma, a morte celular atua como alerta para o organismo sobre a
necessidade de respostas defensivas/reparadoras. E dentre os trés tipos de morte celular, esta
presente na literatura que a morte celular induzida por lesdo envolve, principalmente, a morte
por necrose regulada®®>57),

Os TLRs séo divididos em subfamilias e cada uma delas reconhece PAMPs diferentes.
Os TLR4 encontram-se na superficie celular e reconhecem LPS®8%), Nos rins, a expresséo de
TLR4 localiza-se, majoritariamente, no epitélio tubular, mas também pode ser encontrada nos
glomérulos e no endotélio vascular®®, A ativacdo de TLR4 induz a producao de citocinas pro
inflamatorias, como TNFa, IL-1p e IL-6. Em grandes concentragdes essas citocinas tornam-se
nocivas aos rins(%6Y),

Inimeras doencas renais podem ser causadas por disturbios no metabolismo de lipidios
®9), Um estudo de Zhang et al. realizado com camundongos, mostrou que uma dieta
hiperlipidica prolongada gera um deposito ectdpico de lipidios nos rins e aumenta

concentragdes renais de citocinas pré inflamatérias como IL-1p, IL-6, IL-18 e TNF-a, o que
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pode gerar uma disfuncdo renal. Este mesmo estudo também elucidou o efeito benéfico do
resveratrol, uma antitoxina polifendlica, na reducdo da inflamacdo renal de camundongos
resistentes a insulina alimentados com dieta hiperlipidica®?.

Assim, € possivel sugerir que ha uma relacdo entre 0 aumento de estresse oxidativo e 0
estado pro-inflamatoério renal promovidos por fatores externos, como o consumo de uma dieta
hiperlipidica. Da mesma forma, o consumo de carotenoides pode ser sugerido como fator

protetor, prevenindo a instalacdo de um processo inflamatorio e estresse oxidativo exacerbado.
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3. HIPOTESE

A hipotese do presente estudo € de que a suplementacdo de carotenoides em animais
alimentados com dieta hiperlipidica pode exercer um efeito protetivo no tecido renal contra o
processo oxidativo e inflamatdrio de baixo grau gerado pelo aumento na concentracdo de
lipidios circulantes e na deposicdo de gordura ectopica provindos do consumo de uma dieta
obesogénica.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da suplementacdo de carotenoides no status inflamatorio e estresse

oxidativo renal de ratos Wistar adultos alimentados com dieta hiperlipidica.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evolucédo do peso corporal e comprimento;

e Eficiéncia metabolica;

e Concentracao seérica de triacilglicerol, colesterol e fracdes, e lipopolissacarideos (LPS);

e Analisar atividade antioxidante: catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD) no rim;
e 0 acumulo de proteinas carboniladas (PC) e malondialdeido (MDA) nos rins;

e Analisar a concentracdo de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-1pB) e anti-

inflamatoria (IL-10) no rim.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 DESENHO EXPERIMENTAL

O presente estudo integra um projeto de doutorado intitulado “Extragdo de carotenoides
de Bactris gasipaes com liquidos i6nicos e sua aplicacgio em modelo de programacéo
metabolica”, previamente aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Sdo Paulo (CEUA-UNIFESP) sob o n° 1193300317. Este projeto
também foi submetido e aprovado pela CEUA-UNIFESP sob o n° 6088081121 (Anexo 1),
respeitando os padrdes estabelecidos pela diretriz brasileira para o cuidado e a utilizagdo de
animais para fins cientificos e didaticos proposta pelo Conselho Nacional de Experimentacao
Animal - CONCEA em 2013(%3),

Durante todo o periodo experimental os animais foram mantidos em gaiolas coletivas
no Biotério Central — UNIFESP campus Baixada Santista. A temperatura ambiente da sala foi
mantida em 25 + 2°C e umidade do ar mantida em 60 + 5% com ciclo claro/escuro de 12/12
horas.

Foram utilizados ratos Wistar machos, com idade de 90 dias, procedentes do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Biologia e Medicina — UNIFESP
(CEDEME). Ap6s uma semana de aclimatagdo, os animais foram distribuidos aleatoriamente
em quatro grupos experimentais, e entdo suplementados por 1 semana por gavagem (6leo de
girassol como veiculo) com o extrato de carotenoides, ou apenas por 6leo de girassol, em ambos
0s modelos de dieta controle (C), ou hiperlipidica (HFD), conforme descrito abaixo.

e Grupo CTL: Dieta controle ad libitum associado a gavagem com éleo de girassol;

e Grupo CTL-C: Dieta controle ad libitum associado a gavagem com extrato rico em
carotenoides;

e Grupo HFD: Dieta hiperlipidica ad libitum associado a gavagem com 6leo de girassol;

e Grupo HFD-C: Dieta hiperlipidica ad libitum associada a gavagem com extrato rico em
carotenoides.

Os animais alocados no grupo controle foram alimentados com racédo comercial padréo
para roedores Nuvilab CR1 (Nuvital, Brasil), a composicdo da dieta hiperlipidica segundo

Dornellas et al.®4 conforme descrita na Tabela 1.



Tabela 1 - Composicdo das dietas experimentais

Dieta (g/100g)

Componentes

CTL HFD

Dieta padréo * 100 50

Sacarose - 10

Caseina - 20

Oleo de soja - 2

Banha de porco 18
Butil-hidroquinona - 0,004

Mix de mineraises 0,5
Mix de vitaminase & 1,75
Energia (Kcal/100g) 270 410

Fonte: Dornellas et al, 2015
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* Foi utilizada a racdo comercial padrdo para roedores Nuvilab CR1e (Nuvital, Brasil); § mistura mineral (AIN-

93M, mistura mineral, Rhoster, Brasil); & mistura de vitaminas (AIN-93M, mistura de vitaminas, Rhoster,
Brasil).

Durante o periodo experimental agudo de 7 dias 0s grupos receberam as respectivas

dietas e dgua ad libitum. O ganho de massa corporal dos animais e o consumo de dieta foi

aferido diariamente durante o periodo experimental. Ao final do tratamento, os animais foram

anestesiados com isoflurano inalatério e eutanasiados por decapitacdo no periodo da manha,

apos jejum de 12 horas. As amostras de soro e tecido renal foram coletadas e armazenadas a -

80 °C para analises futuras.

A obtencdo dos extratos ricos em carotenoides foi realizada a partir do mesocarpo e

exocarpo de frutos de pupunha (Bactris gasipaes) coletados no estado da Bahia, regido nordeste

do Brasil. A extracdo dos carotenoides a partir da polpa do fruto da pupunha foi realizada com

auxilio de solventes alternativos (C4mim] Cl e [C4mim] [PF6]).
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5.2 DOSE DE SUPLEMENTAGAO DE CAROTENOIDES

A dose de 1mg de carotenoide/kg de peso do rato foi escolhida com base no artigo de
GRASA-LOPEZ et al.®® como dose efetiva, fisioldgica e ndo toxica para suplementagdo. O
extrato usado no presente estudo continha em 143 pg de carotenoides/g de extrato, sendo 0s
carotenoides mais prevalentes all-trans-p-caroteno 45,34 pg/g, all-trans-licopeno 15,23 ng/g e
all-trans-y-caroteno 19,38 ug/g, considerando o peso médio da pupunha timida de 57 g (sendo
gue a umidade da pupunha é de 66 %). A partir disto, a dose proporcional para 0 consumo
humano foi calculada com base nos fatores alométricos propostos pela Food and Drug
Administration®®, concluindo que, para um humano adulto de 70 Kg, a dose escolhida de
1mg/Kg, corresponde ao consumo de 4 frutas imidas. Esse consumo representaria 2 porcoes
frutas ao dia, o que pode ser incluido em um plano alimentar saudavel, respeitando as

recomendacdes dietéticas para uma dieta balanceada.

5.3 ANALISES SERICAS

Foram verificadas as concentracOes séricas de triacilglicerol (TAG), colesterol total e
HDL-c (Labtest®). Os niveis de LDL-c foram estimados indiretamente pela equacdo de
Friedewald (LDL-c = CT — (HDL-c) (TG/5)®". As analises seguiram as recomendacdes dadas

pelos fabricantes nos manuais que acompanham os produtos.

5.4 ANALISE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

A andlise das atividades de catalase (CAT), e superoxido dismutase (SOD) foram
realizadas com o sobrenadante obtido de amostras homogeneizadas de 100 mg de amostras de
tecido do rim direito (homogeneizador Tissue Master 125, OMNI) em tampéo fosfato e
centrifugadas a 4000 g a 5°C por 10 minutos. A atividade de CAT foi avaliada de acordo com
0 método de Aebi®®) pela mensuracéo da cinética de decomposicao do perdxido de hidrogénio.
Ja a atividade da SOD foi avaliada pelo método de pirogalol, baseado na habilidade desta

enzima de catalisar a reacdo do superdxido (O?) e peréxido de hidrogénio.

5.5 ENSAIO DE IMUNOABSORGAO ENZIMATICA (ELISA)

As amostras do rim esquerdo foram rapidamente homogeneizadas em 800uL de tampao
especifico [Trizma base 100 mM pH 7,5, EDTA 20 mM, fluoreto de s6dio 100 mM, pirofosfato
de so6dio 100 mM, ortovanadato de sddio 10 mM, PMSF (Fluoreto de Fenilmetilsulfonila) 2
mM e 0.1 mg de aprotinina por mL], adiciona-se 80 uL de 1% Triton X-100. Apds 30 minutos
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de incubacdo as amostras foram centrifugadas por 40 minutos a 20.800 x g a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e o teor de proteinas determinado por método de Bradford (LGC
Laboratories, Inc., Cotia, SP, Brasil) usando como referéncia a albumina de soro bovino
(Amresco Inc., Ohio, EUA). Os extratos proteicos foram submetidos a andlise em Kits
comerciais espécie-especifico para quantificar TNF-a, IL-6, IL-1p e IL-10 por método de
ELISA (R&D Systems®).

5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de Grubbs’ (GraphPad Software, Inc., La Jolla,
CA, USA) para a remogdo de outliers. As amostras foram consideradas outliers quando o valor
de alfa foi < 0.05. As diferencas estatisticas entre os grupos foram avaliadas utilizando a
analise de variancia (ANOVA) de uma via ou ANOVA para medidas repetidas seguida do teste
post hoc de Tukey. Todos os testes estatisticos foram realizados no programa IBM SPSS
Statistics 22. As demais tarefas foram realizadas no programa Microsoft Excel 2010. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e o nivel de significancia
adotado foi de p > 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 EvoLucAo Do GANHO DE PEso CORPORAL E TECIDOS

Quanto ao ganho de massa corporal, a figura 5 [A] mostra a evolugdo do peso corporal
(em gramas) analisado todos os dias durante os 7 dias de experimento. Podemos observar que
os animais alimentados com dieta HFD apresentaram um ganho de peso expressivo comparado
com os animais alimentos com dieta controle (CTL e CTL-C) a partir do quarto dia de consumo
(p < 0,05). Também se destaca o fato de que o grupo HFD-C apresentou menor ganho de peso
comparado ao grupo HFD apesar de expostos ao mesmo tipo de dieta, demostrando o efeito
protetor da suplementacéo de carotenoides no grupo HFD-C. A respeito do comprimento naso-
anal, os resultados da figura 5 [B] apontam um ligeiro aumento do grupo HFD comparado ao
CTL-C e ao HFD-C (p < 0.05). Conforme a figura 5 [C] a eficiéncia metabolica da dieta se
mostrou maior no grupo CTL-C em comparacdo com 0s demais grupos experimentais. A figura
5 [D] mostra o peso relativo dos rins (g/100g de peso) dos animais dos grupos ao fim do
experimento. Verificamos que os animais dos grupos tratados apresentaram menor peso relativo

desse tecido quando comparado com 0s demais grupos experimentais (p < 0.05).
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Figura 5 - [A] Evolucdo de ganho de massa corporal; [B] média de comprimento naso-anal; [C]
eficiéncia metabolica da dieta (g de ingestdo de dieta / g de ganho de peso); [D] peso relativos dos rins
(9/100g de peso). * p < 0.05 comparado ao grupo CTL; # p < 0.05 comparado ao grupo HFD-C; @ p <
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0.05 comparado ao grupo CTL-C (n=6-8 por grupo). As comparacdes foram realizadas por ANOVA de
uma via ou ANOVA para medidas repetidas e teste post hoc de Tukey.

6.2 ANALISE DE CONCENTRACOES DE BIOMARCADORES SERICOS

Os parametros bioquimicos analisados no soro foram: triacilglicerol, colesterol total e fracoes
(HDL, LDL, VLDL), e lipopolissacarideos (LPS). Os resultados demonstrados na figura 6 [A]
mostraram que ndo houve alteragdo estatisticamente significante de triacilglicerdis séricos.
Assim como o colesterol total [B] e a fracdo de VLDL [E]. A fragdo de HDL [C] apresentou
um aumento significante no grupo HFD-C em relacdo aos dois grupos alimentados com dieta
controle —CTL e CTL-C (p < 0,05). J& as concentra¢fes de LDL [D] foram reduzidas no grupo
HFD comparado ao grupo CTL, sendo que nao houve diferenca nos grupos suplementados com
carotenoides. Apos os 7 dias de tratamento, ndo houve diferenca estatistica nas concentraces
de LPS.
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Figura 6 - Niveis séricos ao final do periodo experimental de: [A] Triacilglicerois; [B] Colesterol total;
[C] HDL-colesterol; [D] LDL-colesterol; [E] VLDL-colesterol e [F] Lipopolissacarideos (LPS). * p <
0.05 comparado ao grupo CTL; # p < 0.05 comparado ao grupo HFD-C; @ p < 0.05 comparado ao
grupo CTL-C (n= 6-8 por grupo). As comparagdes foram realizadas por ANOVA de uma via e teste
post hoc de Tukey.
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6.3 MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO NOS RINS

As concentracdes do marcador de peroxidacéo lipidica, malondialdeido (MDA), se mostraram
elevadas no grupo HFD em comparagdo aos grupos CTL e HFD-C (p < 0,05) demonstrado na
figura 7 [A]. Ja a figura 7 [B] apontou concentracdes de proteinas carboniladas, marcadores de
oxidac&o de proteinas, elevadas nos rins dos animais alimentados com dieta hiperlipidica (grupo
HFD) comparado aos demais grupos experimentais. Além disso, o grupo alimentado com dieta
hiperlipidica associada a carotenoides (HFD-C) apresentou maiores concentracfes de proteinas
carboniladas em comparagdo ao grupo CTL (p < 0.05). Avaliando a atividade da enzima
antioxidante superéxido dismutase (SOD) nos rins, foi possivel observar um aumento
expressivo de SOD nos grupos que receberam a suplementacao de carotenoides (CTL-C e HFD-
C) comparado aos grupos HFD e CTL (figura 7 [C]). Considerando a atividade antioxidante da
enzima catalase (CAT), é possivel afirmar que a dieta hiperlipidica reduziu sua atividade no
grupo HFD comparado aos demais grupos experimentais. No entanto a suplementacdo de
carotenoides foi capaz de reverter este efeito conforme observado no grupo HFD-C com
aumento da atividade da catalase em comparacdo aos grupos CTL e CTL-C (p < 0.05). O
conjunto desses resultados sugere uma associacdo do estresse oxidativo renal e a ingestdo

excessiva de lipidios, com efeito protetor promovido pela suplementacao de carotenoides.
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Figura 7 - Marcadores de estresse oxidativo nos rins: [A] Malondialdeido (MDA); [B] Proteinas
carboniladas (PC); [C] Enzima superoxido dismutase (SOD); [D] Enzima catalase (CAT). * p < 0.05
comparado ao grupo CTL; # p < 0.05 comparado ao grupo HFD-C; @ p < 0.05 comparado ao grupo
CTL-C (n= 6-8 por grupo). As comparagdes foram realizadas por ANOVA de uma via e teste post hoc
de Tukey.

6.4 CONCENTRACOES DE CITOCINAS NOS RINS

A concentracdo da citocina pr6 inflamatoria Fator de necrose tumoral o (TNF-a) foi
significantemente alterada ap6s os 7 dias de dieta hiperlipidica no grupo HFD comparado ao
grupo CTL (p < 0,05) (Figura 8 [B]). A concentragdo das demais citocinas pro-inflamatorias
avaliadas - Interleucina 1B (IL-1P) e Interleucina-6 (IL-6) - ndo foram alteradas no tecido renal
(Figura 4 [A], [C]). O grupo HFD também apresentou reducédo de Interleucina-10 (IL-10) (p <
0,05) em relacdo aos grupos CTL e HFD-C, demonstrando o efeito anti-inflamatério protetor

dos carotenoides (Figura 4 [D]).
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Figura 8 - Concentragdo de citocinas nos rins: [A] Interleucina 1§ (IL-1p); [B] Fator de necrose tumoral
o (TNF-a); [C] Interleucina-6 (IL-6); [D] Interleucina-10 (IL-10). * p < 0.05 comparado ao grupo CTL;
# p < 0.05 comparado ao grupo HFD-C; @ p < 0.05 comparado ao grupo CTL-C (n= 6-8 por grupo).
As comparagdes foram realizadas por ANOVA de uma via e teste post hoc de Tukey.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo elucida os efeitos protetores da suplementacdo de carotenoides
associados a uma dieta obesogénica no tecido renal. Os efeitos benéficos atribuidos a ingestédo
de carotenoides sdo bem conhecidos e amplamente descritos na literatura como uma molécula
precursora de vitamina A, prevenindo patologias associadas a hipovitaminose(®®. Além disso,
os carotenoides sdo geralmente descritos como moléculas antioxidantes potentes que exercem
efeitos protetores contra o estresse oxidativo, mitigando espécies reativas de oxigénio (ROS) e
promovendo resultados anti-inflamatorios(7?.

A homeostase lipidica é fundamental para a manutencéo da satide humana(™®. Dietas
desequilibradas de longo prazo alteram o metabolismo lipidico gerando obesidade e distdrbios
metabdlicos relacionados(’?. De acordo com o estudo de Hairiri et al, dietas com alto teor de
acidos graxos saturados sdo mais obesogénicas do que as de alto teor de mono e poli-
insaturados. 1sso ocorre porque as gorduras saturadas sdo usadas de forma menos eficiente pelo
organismo para a producao de energia e assim, sdo facilmente armazenadas nos tecidos(?).

Uma das consequéncias da HFD prolongada é a lipotoxicidade, proveniente do
desequilibrio da captacdo e descarte de lipidios, gerando acUmulo desses lipidios,
primeiramente, nos tecidos adiposos, e quando este tecido ndo é mais capaz de armazenar esse
excesso de calorias, a gordura é depositada em outros 6rgdos como figado e rins(4.

Nessa perspectiva, um estudo de Gammone; D'Orazio revelou que a fucoxantina, um
carotenoide presente em algas, pode exercer um efeito anti obesogénico por meio de diversos
mecanismos, como a diminuicdo dos niveis de triacilglicerol plasmatico e hepatico, (27 e
também causam um efeito positivo nas enzimas reguladoras de colesterol, como: 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A redutase e acil-coenzima A como foi apontado na pesquisa de Hu et
al.(7®),

A fucoxantina é convertida em fucoxantinol e pode ser armazenado em diversos 6rgaos,
entre eles, nos rins "), Porém sua absorgdo vai depender da matriz alimentar, sendo mais
soltivel em 6leo de peixe do que dleo de soja, por exemplo. E importante pontuar que 0s
carotenoides dependem das micelas intestinais para serem absorvidos. Desta forma, um
consumo adequado de lipidios aumenta a eficicia da absor¢do de carotenoides e assim, o
organismo pode usufruir ainda mais dos seus efeitos benéficos(®),

Concomitante a esse estudo, a pesquisa de Maeda et al., também examinou os efeitos
anti-obesogénicos e antidiabéticos da associacdo de fucoxantina e lipidios na obesidade

induzida por HFD e constatou que dieta rica em gordura com suplementacdo de fucoxantina



30

pode reduzir o risco de dislipidemias em camundongos, visto que os niveis de colesterol LDL
foram menores nos grupos que receberam a suplementacdo em comparagao ao grupo controle
de dieta hiperlipidica(™. Os resultados do presente estudo ndo apontaram uma reducéo de LDL
nos grupos suplementados, porém a concentracdo de HDL foi maior no grupo HFD-C do que
nos grupos de dieta controle.

Outro carotenoide com potente efeito antioxidante € a astaxantina, um pigmento de cor
vermelha, que pertence a subclasse das xantofilas, capaz de gerar efeitos inibitorios no
desenvolvimento de doencas associadas ao estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial("®,
Como as mitocbndrias sdo a principal fonte de espécies reativas de oxigénio (EROS), elas
tendem a ser alvo das EROS em situacGes patoldgicas. Pois em condi¢cbes normais,
antioxidantes como, SOD, CAT e glutationa peroxidase, removem as espécies reativas de
oxigénio mitocondriais, porém em situacGes patologicas ha o acumulo dos radicais oxidantes
que causam respostas inflamatdrias, gerando disfuncdo celular e apoptose em diversos 6rgaos,
como nos rins®8Y_ Tais resultados podem ser exemplificados no presente estudo, visto que os
ratos alimentados apenas com HFD, apresentaram as menores quantidades de enzimas
antioxidantes nos rins, enquanto 0s grupos que receberam o extrato de carotenoides
apresentaram os maiores valores.

Jé esté consolidado em literatura a respeito da associacdo de obesidade com diabetes,
pois 0 aumento da adiposidade € um dos principais fatores para o desenvolvimento da diabetes.
Um estudo de Sila et al. testou os efeitos da astaxantina em ratos diabéticos e obteve resultados
promissores a respeito do carotenoide. O estudo mostrou que os ratos diabéticos que
suplementaram astaxantina obtiveram uma expressiva redu¢do dos niveis de MDA no plasma
(42%) e nos rins (38%) em comparacao ao grupo que néo fez uso da suplementagdo®28%), Essas
evidéncias vém em encontro aos resultados apresentados nesta pesquisa, ja que a suplementacao
de carotenoides foi capaz de reduzir significantemente os niveis de MDA no tecido renal do
grupo HFD-C, provendo efeito protetor contra o estresse oxidativo induzido pelo consumo de
HFD.

Por fim, na pesquisa de Li et al., no qual a suplementagéo de licopeno no tratamento de
ratos diabéticos reduziu a formacdo de MDA e aumentou a atividade de SOD nos tecidos renais,
comprovando seu potente efeito antioxidante no diabetes, o presente estudo revelou que os
niveis de MDA e PC renais no grupo HFD-C foram significativamente menores que o grupo de
dieta hiperlipidica ndo recebeu a suplementacdo e a atividade renal de SOD E CAT que

diminuiram no grupo HFD, aumentou expressivamente no grupo que recebeu tratamento (¢4,
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A inflamac&o é um dos principais fatores na fisiopatologia da obesidade. O excesso de
gordura visceral, gera inflamacédo e estresse oxidativo pela acdo de citocinas inflamatdrias,
como: fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas 6 (IL-6). Essa a¢do pode gerar
complicacGes como, resisténcia a insulina, hipertenséo e dislipidemia, que contribuem para a
progressdo da lesdo renal na obesidade(>86),

As citocinas pré-inflamatorias, como IL-1p, IL-6 e TNF-a, sdo mediadas pela ativagao
de vias de sinalizagéo de inflamassomas, que sdo componentes moleculares do sistema imune
inato. A ativacdo desencadeia as respostas inflamatorias e pode ser avaliada através de analise
de inflamassomas e/ou citocinas pro-inflamatérias em células imunes®7:88). A luz desses fatos,
um estudo de Lee et al., teve como objetivo analisar efeitos da fucoxantina em resposta a
citocinas pro-inflamatdrias através de inflamacéo estimulada por LPS/ATP, usando macréfagos
e células dendriticas derivados de medula 6ssea medidas por ensaio ELISA. O estudo concluiu
que a fucoxantina diminuiu a secregéo de IL-1pB, IL-6 e TNF-a induzida por LPS / ATP nos
macrdfagos derivados de medula 6ssea e nas células dendriticas houve redugdo dos niveis de
IL-1B e IL-6®®). Estes estudos corroboram os achados presentes, onde a suplementacdo de
carotenoides foi capaz de modular a concentracdo de citocinas relacionadas a via da inflamacéo
no tecido renal. Nossos dados mostram que os carotenoides foram capazes de proteger contra
os efeitos deletérios da HFD atuando especificamente sobre a concentrag¢do de TNF-a e IL-10,
promovendo um efeito anti-inflamatério no grupo HFD-C.

Desta forma, assim como citado, diversos estudos com diferentes tipos de carotenoides
e de acordo com os resultados encontrados no presente estudo, 0s carotenoides surgem como
uma proposta de intervencéo para os danos renais causados pelo estresse oxidativo gerado pelo

consumo excessivo e prolongado de lipidios.
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8. CONCLUSAO

Em conclusédo, a suplementacdo de carotenoides mostrou propriedades protetoras contra
os efeitos negativos da ingestdo de HFD, ndo apenas no ganho de massa corporal, mas também
no metabolismo. O presente estudo apontou fortes evidéncias de que os carotenoides
provenientes do fruto da pupunha (Bactris gasipaes) exercem efeitos positivos sobre o estresse
oxidativo e processo inflamatério gerando uma diminuicdo dos marcadores de estresse e
reduzindo os valores de citocinas pré inflamatdrias renais em ratos com obesidade induzida por
dieta hiperlipidica. Portanto, o carotenoide pode ser considerado uma ferramenta promissora no

controle dos efeitos deletérios decorrentes da obesidade.
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renal em ratos adultos alimentados com dieta hiperlipidica ", protocolada sob o CEUA n? 6088081121 (ip 011265), Sob a
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We certify that the proposal "Effect of carotenoid supplementation on oxidative stress and renal inflammatory process in adult rats
fed a high-fat diet", utilizing 0 Heterogenics rats (), protocol number CEUA 6088081121 (b 011265), under the responsibility of
Luciana Pellegrini Pisani and team; Luciana Pellegrini Pisani; Aline Boveto Santamarina; LUYZA GARCIA ALMEIDA - which
involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of
July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sao Paulo (CEUA/UNIFESP) in the meeting of
12/02/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 12/2021 a 05/2022 Area: Biociéncias
Origem: Amostras biolégicas estocadas

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 90 a 90 dias N: O
Linhagem: Wistar Peso: 200a300g

Local do experimento: Os procedimentos experimentais serdo realizados no Laboratério de Nutrigao e Fisiologia Endécrina sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Luciana Pellegrini Pisani. Nao sera necessaria a compra de modelos animais de experimentagao,
uma vez que as amostras serdo obtidas a partir de projeto pré-existente em nosso grupo de pesquisa (CEUA-UNIFESP n°®
1193300317).

Sao Paulo, 06 de dezembro de 2021

@MMM ‘ 514/ o A~

Profa. Dra. Daniela Santoro Rosa Profa. Dra. Kétia De Angelis Lobo d'Avila
Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sao Paulo Universidade Federal de Sao Paulo

Rua Botucatu, 740 - 22 andar - Vila Clementino - CEP 04023-061 - Sdo Paulo/SP - tel: +55 (11) 5576-4848 VOIP 1239
Horario de atendimento: 22 a 6%, das 8h as 12h e das 14h as 17h : e-mail: ceuasecretaria@gmail.com
CEUA N 6088081121
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