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Resumo

Introducao: O receptor para AGEs (RAGE)
¢ um membro multiligante da superfamilia
das imunoglobulinas dos receptores de
superficie celular expresso em muitos 6rgios,
entre eles, os rins. Quando ativado, o RAGE
leva a uma sequéncia de sinalizagdo que
resulta em inflamacdo e estresse oxidativo,
ambos envolvidos na patogénese de doengas
renais. O gama-orizanol (yOz) compreende
uma mistura de ésteres de acido fertlico (AF)
e fitoesterdis (esterdis e alcoois triterpenos)
encontrados principalmente no arroz, com
atividades antioxidantes e anti-inflamatorias.
Objetivo: Avaliar o efeito do yOz para reduzir
a inflamagdo renal e o estresse oxidativo pela
modulacdo do eixo RAGE/AGEs em animais
submetidos a uma dieta rica em gordura
e agucar. Métodos: Ratos Wistar machos
(+187g) foram divididos aleatoriamente em
dois grupos experimentais: controle (n = 7
animais) e dieta rica em gordura e aglcar
(HSE do inglés high sugar-fat diet, n = 14
animais) por 20 semanas. Apos este periodo,
quando foi detectada a presenga de fatores
de risco de doenga renal no grupo HSF
(resisténcia a insulina, dislipidemia, aumento
da pressio arterial sistolica e obesidade),
os animais HSF foram divididos para
iniciar o tratamento com yOz ou continuar
recebendo apenas HSF por mais 10 semanas.
Resultados: Nido foi observado nenhum
efeito do yOz na obesidade e nos parametros
metabolicos. No entanto, a inflamagio e o
estresse oxidativo renais diminuiram assim
que os niveis de RAGE foram reduzidos em
HSF + yOz. Conclusao: E possivel concluir
que o gama- orizanol foi eficaz em reduzir a
inflamacio e o estresse oxidativo no rim pela

modulagao do eixo RAGE/AGEs.

Descritores: Receptor RAGE; Inflamacio;
Antioxidante; Rim; Obesidade.

ABSTRACT

Introduction: The receptor for AGEs
(RAGE) is a multiligand member of the
immunoglobulin  superfamily of cell
surface receptors expressed in many
organs, among them, the kidneys. When
activated, RAGE leads to a sequence of
signaling that results in inflammation and
oxidative stress, both involved in kidney
disease pathogenesis. Gamma-oryzanol
(yOz) comprises a mixture of ferulic acid
(FA) esters and phytosterols (sterols and
triterpene alcohols) mainly found in rice,
with antioxidant and anti-inflammatory
activities. Aim: To evaluate the effect of
vOz to reduce renal inflammation and
oxidative stress by modulating AGEs/
RAGE axis in animals submitted to a high
sugar-fat diet. Methods: Male Wistar
rats (+187g) were randomly divided
into two experimental groups: control
(n = 7 animals) and high sugar-fat diet
(HSE, n = 14 animals) for 20 weeks.
After this period, when the presence of
renal disease risk factors was detected
in the HSF group (insulin resistance,
dyslipidemia, increased systolic blood
pressure and obesity), the HSF animals
were divided to begin the treatment with
yOz or continue receiving only HSF for
10 more weeks. Results: No effect of yOz
on obesity and metabolic parameters was
observed. However, kidney inflammation
and oxidative stress decreased as soon as
RAGE levels were reduced in HSF + yOz.
Conclusion: It is possible to conclude
that the gamma- oryzanol was effective
in reducing inflammation and oxidative
stress in the kidney by modulating the
AGEs/RAGE axis.

Keywords: AGE receptor; Inflammation;
Antioxidants; Kidney; Obesity.
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INTRODUCAO

A glicagio de proteinas é uma série complexa de
reacOes sequenciais chamadas coletivamente de reagdo
de Maillard, que resulta na formacio de produtos
finais da glicagdo avancada (AGEs, do inglés advanced
glycation end products). Fontes enddgenas de AGEs
podem ser encontradas em todos os tecidos e fluidos
onde a concentracio de glicose é suficiente para reagir
com proteinas, tais como em condigdes de hiperglicemia
e diabetes’. Além disso, a degradacio de proteinas
glicadas, intermedidrios glicoliticos e a degradagdo
de aldoses e cetoses resultam na formagio de espécies
carbonilicas reativas, tais como glioxal (G), metilglioxal
(MG) e 3-deoxiglucosona, que também sio capazes
de reagir com proteinas para formar mais AGEs
diretamente?. Os mesmos também estio presentes em
alimentos ingeridos, caracterizando fontes exdgenas de
AGE:s. O conteudo depende da composi¢io de nutrientes
e de como o alimento é processado (por exemplo, altos
niveis de AGEs sio encontrados em alimentos torrados,
defumados e assados)'?.

A nivel celular, os efeitos prejudiciais destes
produtos tém sido atribuidos a vdrias proteinas
de ligacio de AGEs, tais como RAGE (receptor
de AGEs), receptor de AGEs (AGER) 1, R2, R3, e
receptores scavenger, como CD-3647 e SCR-II*. E
importante enfatizar que estes receptores de superficie
celular podem se ligar a produtos finais da glicacdao
avangada, e também podem interagir com multiplos
ligantes chamados receptores multi-ligantes, entre eles:
proteina do grupo de alta mobilidade (B)1 (HMGB1,
do inglés high-mobility group protein (B)1), proteina
ligante de calcio S-100, proteina B-amiloide, Mac-
1, e fosfatidilserina®. Entre os receptores de AGEs,
o RAGE é o mais notdvel, e desencadeia estresse
oxidativo e inflamagdo tanto em doencas agudas
como cronicas. Especificamente, a ligagio do RAGE
leva a uma sequéncia de sinalizacio com a ativacdo
do fator de transcrigio fator nuclear kappa-B (NF«B,
do inglés nuclear factor kappa-B) resultando na
produgdo de citocinas pré-inflamatorias, entre elas
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, do inglés
tumoral necrosis factor alfa), a interleucina-6 (IL-6)
e a proteina quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1,
do inglés monocyte chemoattractant protein-1)°.

A ativacio de RAGE leva ao estresse oxidativo
pela indugdo de nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH)-oxidase (NOX), especialmente
NOX-4. A oxidagdo impulsionada pelo eixo RAGE/

Orizanol e eixo RAGE/AGE

AGE:s induz a oxidagdo proteica e lipidica levando a
formacdo de carbonilas de proteinas e peroxidagio
lipidica, sendo responsavel por espécies carbonilicas
reativas derivadas de lipidios que, por sua vez,
formam adutos carbonilicos de proteinas (ALEs)
que também sio quelantes de RAGE, sustentando
assim a ativacdo do RAGE’. Assim, de acordo com
as informagdes acima descritas, é possivel observar
que o eixo RAGE/AGEs é uma interface entre
estresse oxidativo e inflamacdo, que sdo pilares para
o desenvolvimento de varias doencas, especialmente
em 6rgdos que expressam esses receptores para AGEs,
como cérebro, coracio e rins®.

O podécito é a principal célula que expressa o
RAGE no glomérulo renal'’. Tem sido descrito na
literatura que a transducdo de sinal RAGE-dependente
em poddcitos leva a apoptose, producdo de proteina
quimioatraente de mondcitos -1, mediadores
inflamatérios e estresse oxidativo via NOX-4,
causando alteragdes estruturais renais, resultando em
aumento da proteinuria e reducdo da taxa de filtragao
glomerular (TFG)°. Uma vez que a TFG é a principal
forma de excretar AGEs, a exacerbacdo da lesio renal
contribui para o acimulo de AGEs, caracterizando
um feedback vicioso positivo do acimulo de AGEs
através do estresse oxidativo induzido por RAGE/
AGE:s no curso da progressio da DRC!.

Desta forma, a busca por estratégias para diminuir
a carga de ligantes (AGEs e outros ligantes de RAGE)
e estratégias para amortecer a ativacio de RAGE tem
recebido atenc¢do, como o uso de compostos naturais
como um promissor pool de substdncias para tratar
doengas!®!. O gama-orizanol (yOz) compreende
uma mistura de ésteres de 4cido ferdlico (AF) e
fitoesterdis (esterdis e alcoois triterpenos) encontrados
principalmente no arroz, um grio muito importante
na dieta humana. Uma grande variedade de efeitos
biolégicos tem sido atribuida ao yOz, tais como efeitos
antidiabéticos, antioxidantes, anti-inflamatérios e anti-
obesidade. Outros estudos j4 demonstraram um efeito
positivo do yOz para prevenir a sindrome metabdlica
cardiorrenal®®, melhorar a doenga renal'’, e aumentar o
crescimento muscular e o desempenho esportivo'.

Assim, uma vez que a ligacio RAGE/AGEs é
capaz de induzir inflamagdo renal e estresse oxidativo
e dada a falta de estudos que avaliem o efeito
do yOz na modulacio de RAGEs/AGE renais, o
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do YOz na
reducio da inflamacio renal e do estresse oxidativo
pela modulagcio do eixo RAGE/AGEs em animais
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submetidos a uma dieta rica em gordura e actcar. A
logica da utilizagio do yOz neste modelo animal é
sustentada pela literatura recente que demonstra que
esta classe de compostos, além de ter uma atividade
antioxidante bem estabelecida, exerce um efeito
antiglicante direto?.

MaTeriaL E METODOS

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Todos os experimentos e procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica Animal da Faculdade
de Medicina de Botucatu (1150/2015) e foram
realizados de acordo com o Guia de Cuidados e Uso
de Animais de Laboratério do Instituto Nacional
de Saide. Ratos Wistar machos (+187 g) foram
alojados em gaiolas individuais em uma sala com
ambiente controlado (22x3 °C; ciclo claro-escuro
de 12 h, e umidade relativa de 605 %) e divididos
aleatoriamente em dois grupos experimentais:
controle (n = 7 animais) e dieta rica em gordura e
agucar (HSE n = 14 animais) por 20 semanas. Na 20°
semana, quando foi detectada a presenca de fatores de
risco para doenca renal no grupo HSF!! (resisténcia
a insulina, dislipidemia, aumento da pressdo arterial
sistolica e obesidade), os animais foram divididos
para iniciar o tratamento com yOz ou continuar
recebendo apenas HSF por mais 10 semanas: HSE
n=7 animais ¢ HSF + yOz, n= 7 animais. A dieta
HSF continha farinha de soja, sorgo, casca de soja,
dextrina, sacarose, frutose, banha, vitaminas e
minerais, mais 25% de sacarose na dgua potavel; a
dieta controle continha farinha de soja, sorgo, casca
de soja, dextrina, 6leo de soja, vitaminas e minerais.
Os nutrientes e a composi¢do nutricional de cada
dieta foram descritos em nosso estudo anterior's,

GAMA- ORIZANOL

O composto foi adquirido da Tokyo Chemical
Industry Co., Ltd. (Toshima, Kita-ku, Téquio)
(lote.5ZZYLP]). O yOz utilizado neste estudo foi
adicionado a racio (0,5 w/w), em consonincia com
nosso estudo anterior’®; a fim de simular o consumo
didrio de arroz de um individuo adulto no Brasil,
de acordo com dados da Pesquisa de Orgamento
Familiar (POF) 2008-2009'°.

PARAMETROS NUTRICIONAIS E AVALIACAO DOS DISTUR-
BIOS RELACIONADOS A OBESIDADE

O perfil nutricional considerado foi: peso corporal
final (PCF), indice de adiposidade (IA), resisténcia
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a insulina, niveis de triglicerideos e pressio arterial
sistolica (PAS). O peso corporal foi medido
semanalmente. Apds a eutandsia, os depdsitos
de gordura (visceral (VAT), epididimal (EAT) e
retroperitoneal (RAT)) foram usados para calcular
o indice de adiposidade (IA) pela seguinte férmula:
VAT+EAT+RAT /PCF x100"".

Apbés jejum de 12 h, foi coletado sangue, e o
plasma foi usado para medir parametros insulinicos
e bioquimicos. O sangue de animais em jejum foi
coletado em tubos contendo EDTA e centrifugado
a 3500 rpm e o plasma foi coletado para andlise. A
concentracdo de glicose foi determinada usando um
glicosimetro (Accu-Chek Performa, Roche Diagnostics
Brazil Limited); os triglicerideos foram medidos
com um sistema analisador enzimdtico automatico
(Chemistry Analyzer BS-200, Mindray Medical
International Limited, Shenzhen, China). Os niveis de
insulina foram medidos usando o método de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) usando kits comerciais
(EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA).
O modelo homeostatico de avaliacio da resisténcia
a insulina (HOMA-IR) foi utilizado como um indice
de resisténcia a insulina, calculado de acordo com
a seguinte férmula: HOMA-IR= (glicose de jejum
(mmol/L) x insulina de jejum (pU/mL)) / 22,58,

A avaliagdo da pressdo arterial sistélica (PAS) foi
feita em ratos conscientes pelo método ndo-invasivo
de cauda-manguito com um eletrofigmomandémetro
Narco Bio-Systems® (International Biomedical,
Austin, TX, EUA). Os animais foram mantidos em
uma caixa de madeira (50x40 cm) entre 38 e 40 °C
durante 4-5 minutos para estimular a vasodilatagio
arterial®®. Apds este procedimento, um manguito com
um sensor de pulso pneumadtico foi fixado a cauda de
cada animal. O manguito foi inflado a 200 mmHg
de pressdo e posteriormente desinflado. Os valores da
pressdo arterial foram registrados em um poligrafo
Gould RS 3200 (Gould Instrumental Valley View,
Ohio, EUA). A média de trés leituras de pressdo foi
registrada para cada animal.

NiVEIS DE RAGE

O tecido renal (x150 mg) foi homogeneizado
(ULTRA-TURRAX® T 25 biasico IKA® Werke,
Staufen, Alemanha) em 1,0 mL de solucio salina
tampao fosfato (PBS) com pH 7,4 e centrifugado a
800 g a4 °C durante 10 min. O sobrenadante (100 pL)
foi utilizado na andlise. Os niveis de receptores para
produtos finais da glicacdo avancada (RAGE) foram



medidos usando o método de ensaio imunoenzimatico
(ELISA) usando kits comerciais da R&D System,
Minneapolis, EUA (DY- 1616; 4000- 31,3 pg/mL de
detec¢do). Os resultados foram corrigidos de acordo
com a quantidade de proteina.

NiVEIS DE AGES

A maioria dos AGEs tem uma fluorescéncia
caracteristica. Assim, a determinagdo dos AGEs foi
baseada na detecgio espectrofluorométrica de acordo
com Henle et al. (1991)?' e Minch et al. (1997)*.
Plasma e urina foram diluidos 1:20 com PBS (tampao
fosfato) pH 7,4 e a intensidade de fluorescéncia
foi registrada no maximo de emissio (440 nm)
apds excitagdo a 370 nm (espectrofluorémetro
Fluoromax-3, Jobin Yvon Horiba, EUA). A
intensidade da fluorescéncia é expressa em unidades
arbitrarias (UF/mg de proteina).

PARAMETROS INFLAMATORIOS RENAIS

A prépria inflamacdo é um fator de risco para a perda da
fung¢io renal??. A ativacio do RAGE leva a uma sequéncia
de sinalizacdo com ativacio de resposta inflamatéria’.
O tecido renal (150 mg) foi homogeneizado
(ULTRA-TURRAX® T 25 bisico IKA® Werke,
Staufen, Alemanha) em 1,0 mL de solucio salina
tampao fosfato (PBS) pH 7,4 e centrifugado a 800
g a 4°C por 10min. O sobrenadante (100 pL) foi
utilizado na andlise. Os niveis de fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e proteina
quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1) foram
medidos pelo método ELISA usando kits comerciais
da R&D Systems, Minneapolis, EUA (TNF-a: DY
510; IL-6: DY 506; MCP-1). O limite de detec¢do do
TNF-a foi de 4000-62,5 pg/mL, o limite de deteccdao
da IL-6 foi de 8000-125 pg/mL, e o limite da MCP-
1 foi de 1000-15,6 pg/mL. O sobrenadante (100
pL) foi utilizado para anilise, e os resultados foram
corrigidos de acordo com a quantidade de proteina.

CARBONILACAO DE PROTEINA RENAL

A carbonilacio é uma modificagio proteica
irreversivel induzida por espécies reativas de oxigénio
(ERO). Pode ser produzida por clivagem oxidativa da
cadeia principal da proteina ou por um ataque por
radicais de ERO a alguns aminoacidos especificos
nas cadeias laterais, como lisina, arginina, prolina ou
treonina. As carbonilas proteicas sdo os marcadores
mais amplamente utilizados para medir o dano
proteico oxidativo?3.

Orizanol e eixo RAGE/AGE

O sobrenadante descrito acima foi usado para
andlise da carbonilag¢do da proteina renal. As proteinas
carboniladas foram medidas por um método nio
especifico que utiliza DNPH (agente de derivatizag¢do
2, 4-dinitrofenilhidrazina) e detec¢io fotométrica de
qualquer proteina modificada por carbonilagio?. Os
niveis de proteina carbonilada sdo expressos em nmol
de DNPH/mg de proteina.

RENAL NOX-4 GENE EXPRESSION

Das isoformas de NOX, a Nox4 é abundantemente
expressa no rim e é uma fonte importante de ERO renal
desencadeada por RAGE?. O RNA total foi extraido do
tecido renal usando o reagente TRIzol (Invitrogen). O kit
SuperScript II First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen) foi utilizado para a sintese de 20 mL de DNA
complementar a partir de 1000 ng de RNA total. Os
niveis de mRNA de NOX-4 (ensaio Rn 00585380_m1;
Applied Biosystems) foram determinados por PCR em
tempo real. As medi¢des quantitativas foram feitas com
um kit comercial (TagMan PCRq; Applied Biosystems)
em um sistema de deteccio (StepOne Plus; Applied
Biosystems). As condicdes de ciclagem foram as seguintes:
ativacdo enzimdtica a 50 °C por 2 min, desnaturacdo a
95 °C por 10 min; produtos complementares de DNA
foram amplificados por quarenta ciclos de desnaturacio
a 95 °C por 15s e anelamento/extensdo a 60 °C por 1
min. A expressdo génica foi quantificada em relacdo aos
valores do grupo Controle apds a normalizagdo por um
controle interno (ciclofilina: ensaio Rn 00690933_m1;
Applied Biosystems) pelo método 22DDCT, conforme
descrito anteriormente?.

FUNCAO RENAL

Ap6s a coleta da urina de 24 horas das gaiolas
metabdlicas, a funcdo renal foi avaliada considerando
a taxa de filtracio glomerular (TFG = (creatinina
urindria x fluxo) / creatinina plasmadtica)'’ e a relagao
proteina/creatinina, uma vez que reflete a proteintria

e é considerado um marcador da fun¢io renal®.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo reportados como média = desvio
padrido (DP) ou mediana (intervalo interquartil). As
diferencas entre os grupos foram determinadas pela
ANOVA One Way. As varidveis estatisticamente
significativas foram submetidas ao teste post-hoc de
Tukey para comparar todos os grupos. As analises
estatisticas foram realizadas usando Sigma Stat
para Windows Versio 3.5 (Systat Software Inc.,
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San Jose, CA, EUA). Considerou-se estatisticamente
significativo um valor de p de 0,05.

ResuLTADOS

A Figura 1 apresenta os parimetros nutricionais dos
grupos. E possivel verificar que ambos os grupos
que receberam dieta HSF (grupos HSF e HSF + yOz)
apresentaram aumento do indice de adiposidade,
resisténcia a insulina, dislipidemia e pressio arterial
sistélica em comparagdo com o grupo controle. Nio foi
observado nenhum efeito do yOz sobre estes pardmetros.

Os niveis plasmaticos de AGEs foram os mesmos
nos grupos HSF e HSF + yOz e mais elevados que

os do grupo controle. O grupo HSF apresentou
menor AGE na urina e aumento do RAGE nos rins
em comparag¢io com o grupo controle. O grupo HSF
+ yOz apresentou um aumento dos niveis de AGEs
na urina e uma reducio dos niveis de RAGE em
comparagao com o grupo HSF (Figura 2).

Os paridmetros de estresse oxidativo renal sio
apresentados na Figura 3. O grupo HSF apresentou maior
expressdo génica de NOX-4 em comparacio com o grupo
controle. O tratamento com gama-orizanol foi eficaz para
reduzir a carbonilacio e a expressao génica de NOX-4 no

HSF + yOz em comparagao com o grupo HSF.

Figura 1. Parametros de transtornos nutricionais e relacionados & obesidade ao final de 30 semanas. (A) Peso corporal final (g); (B) indice de
adiposidade (%); (C) HOMA-IR; (D) Niveis de triglicerideos plasmaticos (mg/dL); (E) Presséo arterial sistolica (mmHg). Os dados s&o expressos em
meédias + desvios padrdao ou medianas e intervalos interquartis (n = 7 animais/grupo). Comparacao por ANOVA One Way com post-hoc de Tukey.
*p < 0,05. HSF: dieta rica em gordura e agucar; HSF + yOz: dieta rica em gordura e agucar + gama-orizanol.
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Figura 2. Niveis de AGEs e RAGE. (A) Niveis plasméticos de AGEs (UF/mg de proteina); (B) Niveis de AGEs na urina (UF/mg de proteina); (C) Niveis de
RAGE no rim (pg/g de proteina) (C). Os dados sao reportados em médias + desvios padrao (n = 7 animais/grupo). Comparagéo por ANOVA One Way. com
o teste post-hoc de Tukey. *p < 0,05. HSF: dieta rica em gordura e agucar; HSF + yOz: dieta rica em gordura e agucar + gama- orizanol.

Figura 3. Parametros de estresse oxidativo renal. (A) Carbonilacdo de proteina renal (nmol/mg de proteina); (B) Expressao génica relativa de NOX-4.
Os dados séo reportados em médias + desvios padrdo (n = 7 animais/grupo). Comparacdo por ANOVA One Way com o teste post-hoc de Tukey.
*p < 0,05. HSF: dieta rica em gordura e agucar; HSF + yOz: dieta rica em gordura e agucar + gama-orizanol.

A Figura 4 mostra os parimetros inflamatérios renais.
O grupo HSF apresentou niveis mais altos de parimetros
proé-inflamatérios em comparac¢do com o grupo controle,
enquanto o grupo HSF + yOz apresentou niveis mais
baixos de IL-6, TNF-0. e MCP-1 do que o grupo HSF.

Os parametros da funcdo renal sio apresentados
na Figura 5. O grupo HSF apresentou aumento
da relacio proteina/creatinina e menor TFG em
comparacdo com o grupo controle. Por outro lado,
o grupo HSF + yOz apresentou melhora na fun¢io
renal, caracterizada pelo aumento da taxa de filtracdo
glomerular. Este grupo também apresentou reducdo
na lesdo renal, com menor proteintria (relacio
proteina/creatinina) em comparagao com o HSF.

DiscussAo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do
vOz na redugio da inflamagdo renal e do estresse
oxidativo pela modulacio do eixo RAGE/AGEs em
animais submetidos a uma dieta rica em gordura e
acucar. A obesidade é uma condi¢io associada a
varios transtornos considerados fatores de risco para
o desenvolvimento de doengas renais, entre eles,
obesidade central,aumento dos niveis de triglicerideos,
baixa lipoproteina de alta densidade, hipertensio e
glicemia de jejum elevada?®. Algumas vias possiveis
para induzir doengas renais sdo a resisténcia a insulina
e inflamacdo cronica, um dos principais contribuintes
para a remodelagio microvascular; dislipidemia e
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Figura 4. Pardmetros inflamatoérios renais. (A) Interleucina-6 (IL-6, pg/g de proteina); (B) Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, pg/g de proteina);
(C) Proteina quimioatraente de mondcitos -1 (MCP-1, pg/g de proteina). Os dados sdo reportados em médias + desvios padrao ou medianas e
intervalos interquartis (n = 7 animais/grupo). Comparacdo por ANOVA One Way com teste post-hoc de Tukey. *p < 0,05. HSF- dieta rica em
gordura e agucar; HSF + yOz- dieta rica em gordura e acUcar + gama-orizanol.

Figura 5. Parametros da fungao renal. (A) Relagdo proteina/ creatinina urindria; (B) Taxa de filtracdo glomerular (TFG, mL/min). Os dados sao
reportados em medianas e intervalos interquartis (n = 7 animais/grupo). Comparagdo por ANOVA One Way com teste post-hoc de Tukey. *p <
0,05. HSF: dieta rica em gordura e agucar; HSF + yOz: dieta rica em gordura e aglcar + gama-orizanol.

disponibilidade excessiva de nutrientes que podem
induzir disfungdo mitocondrial; desequilibrio de
adipocinas; o sistema renina-angiotensina; e estresse
oxidativo. Nossos resultados nio mostraram nenhum
efeito do yOz sobre os pardmetros metabdlicos, em
contraste com a literatura que mostra efeitos positivos,
especialmente nos niveis de glicose e dislipidemia.
Esta divergéncia pode ser explicada pelo uso de
diferentes modelos animais, dose de yOz, e tempo de
tratamento. Nosso estudo tratou ratos Wistar machos
com 0,5% de yOz na racio durante 10 semanas,
uma dose correspondente a um consumo médio de
50 mg/dia de yOz. Wang et al. (2015)?° alimentaram
ratos Sprague Dawley machos com uma dieta rica
em gorduras e frutose, suplementada com 0,05% de
AF ou 0,16% de yOz por 13 semanas e descobriram
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que o AF e yOz apresentaram efeitos semelhantes no
alivio da obesidade, hiperlipidemia, hiperglicemia e
resisténcia a insulina. Cheng et al. (2013)%* estudaram
o efeito de uma dieta com 15% de 6leo de palma
com a adi¢do de 5,25 g de gama-orizanol durante 5
semanas em ratos Wistar machos com diabetes tipo 2
induzida por estreptozotocina. Nenhum efeito de yOz
foi observado na gordura corporal, glicose e insulina;
no entanto, os niveis de resisténcia a insulina (drea
sob a curva), triglicerideos e colesterol LDL foram
reduzidos com o composto.

O papel da inflamacdo na patogénese e progressao
da doenga renal cronica (DRC) tem sido reconhecido
desde o final dos anos 90, quando os niveis de IL-
1 foram associados a complicagdes importantes e
ao aumento da taxa de mortalidade em pacientes



submetidos a didlise cronica. Os estudos seguintes
demonstraram que a inflamagdo persistente é capaz
de promover consequéncias adversas para os rins’'.
Evidéncias mostram que inflamacdes e reagdes
inflamatorias de qualquer causa podem modificar
ou interferir com a regulacdo microcirculatéria
intrarrenal e a distribuicio da perfusio e podem
induzir dano renal, melhorando assim a progressio
da doenca renal®'. Nossos resultados mostraram que
a resposta inflamatéria no rim foi atenuada no grupo
HSF tratado com yOz , corroborando o efeito anti-
inflamatério do composto.

A patogénese do estresse oxidativo em pacientes
com DRC tem sido bem documentada na literatura
atual®. A produgio excessiva de ERO resulta na
ativacdo de varios sistemas enzimdticos, como a
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)
oxidase e a cadeia respiratéria mitocondrial, e,
juntamente com mecanismos de defesa antioxidante
comprometidos, sdo os principais fatores para a
condi¢do de estresse oxidativo que ocorre na DRC,
o que leva a oxida¢do de macromoléculas, danos aos
tecidos e disfungdo. Portanto, a geracdo excessiva de
ERO tem sido diretamente ligada aos mecanismos e
processos da doenga associados ao inicio e progressdo
da DRC, incluindo proteinuria, hipertensio arterial
e diabetes mellitus. Além disso, a associacio entre
estresse oxidativo e disfun¢do cronica e endotelial
mantém e perpetua o circulo vicioso onde o dano
renal cronico gera mais lesdo renal e complicagdes
sistémicas da DRC, como disfun¢io cardiovascular.
Evidéncias mostram que o estresse oxidativo jd
estd presente mesmo nos estagios iniciais da DRC
com o aumento da producio de NADPH oxidase,
especialmente a subunidade NOX-4 da NADPH.
Foi demonstrado que particulas de lipoproteinas
oxidadas, como proteinas carboniladas, se acumulam
na DRC a medida que a disfunc¢do renal progride®.
Assim, como nossos resultados mostram que o grupo
HSF + yOz apresentou niveis reduzidos de proteina
carbonilada e NOX-4 em compara¢do com o grupo
HSEF, podemos confirmar o efeito antioxidante do yOz.

As alteragdes metabdlicas presentes nos grupos
HSF sdo capazes de levar a inflamacdo renal e as vias
de ativacdo do estresse oxidativo. No entanto, mesmo
sem nenhum efeito de yOz, os animais tratados
apresentaram reducdo da inflamagio e do estresse
oxidativo. Isto pode ser explicado pelo efeito do yOz
na modulacio do eixo RAGE/AGEs nos animais

Orizanol e eixo RAGE/AGE

HSF + y0z. Os AGEs sio produtos fluorescentes
complexos e sio formados através de diferentes vias
envolvendo uma glicagio direta seguida de rearranjos
ou pela reacdo de espécies carbonilicas reativas (ECR),
tais como glioxal, metilglioxal e 3-deoxiglucosona,
que sdo formadas através de vias de degradacio de
acucares. Com base no mecanismo de formagio de
AGEs, podemos considerar que no presente modelo
animal, os AGEs sio formados pelo aumento de
acucares presentes na dieta, levando a uma glicagio
proteica direta e, em seguida, produtos fluorescentes
por reagdes de rearranjo. Os AGEs induzem estresse
oxidativo por meio da ativagio de RAGE, como
demonstrado aqui pela regulagdo positiva de NOX-
4, que sustenta ainda mais a formagio de AGEs
ao formar espécies ECR, reduzindo a oxidacio de
acucar. O estresse oxidativo também promove a
carbonilacdo de proteinas e a formagdo de produtos
finais da lipoxidacdo avancada (ALEs), que resultam
de uma oxidacdo direta ou por ECR da peroxidagio
lipidica, como 4-hidroxinonenal (HNE), MDA, e
acroleina®*. Os eventos acima mencionados foram
confirmados no estudo e, em particular, descobrimos
que o aumento da expressio de RAGE e NOX-
4 no rim foi acompanhado por um aumento da
carbonilac¢do de proteinas.

Constatou-se que os AGEs foram reduzidos na
urina de animais HSF em comparac¢do com os animais
controle, e isso pode ser explicado considerando-se
uma excre¢do reduzida desses adutos de proteina.
O mecanismo que explica esta reducdo estd sendo
avaliado, e uma explicagdo poderia ser que os AGEs
estdo presos por RAGE cujo contetido aumentou no
rim de animais HSEF reduzindo assim o contetdo
urinario dos AGEs. Assim, em animais HSF o eixo
RAGE/AGEs ¢ ativado levando a uma resposta de
estresse oxidativo, o que promove uma condi¢io
inflamatéria como observado ao encontrar um
aumento de IL-6, TNF-a, e MCP-1. Descobriu-se que
0 YOz reduz significativamente todos os eventos acima
mencionados e em particular o eixo RAGE/AGEs ao
aumentar a excre¢ao urindria dos AGEs e reduzir a
expressio RAGE, e o dano oxidativo, ao reduzir a
oxidacdo de proteinas e finalmente a resposta anti-
inflamatoria®. O presente artigo ndo indica por meio
de quais mecanismos o yOz elicita tal mecanismo
de protecdo, mas pode ser especulado com base na
literatura. Muito recentemente, Sobhy et al. (2020)"
descobriram que o orizanol inibe a glicacio e a
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formacdo de AGEs por um efeito antiglicacio direto
e pela eliminagdo dos radicais livres gerados durante
as reacoes de glicacio. Além disso, a atividade
antioxidante do yOz foi relatada em experimentos in
vitro e in vivo por varios grupos!%3637,

Em resumo, este estudo descobriu que o grupo
tratado com gama-orizanol apresentou niveis reduzidos
de RAGE renal, inflamacio e estresse oxidativo e
aumento da excrecdo renal dos AGEs provavelmente
devido ao efeito positivo na taxa de filtragdo glomerular.
Assim, é possivel concluir que o gama-orizanol foi eficaz
na reducdo da inflamagio e do estresse oxidativo no rim
pela modulagio do eixo RAGE/AGE:s.

E importante relatar algumas limitagdes deste
estudo. Somente AGEs ou RAGE gerais, e ndo
especificos, foram analisados, mais marcadores
de estresse oxidativo e inflamag¢io poderiam ser
incluidos nos parametros analisados, a analise
imunohistoquimica para RAGE poderia ter sido
realizada, assim como a andlise histologica dos rins
para demonstrar possiveis danos as estruturas.
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