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RESUMO: O consumo excessivo de alimentos ricos em agUcares e gorduras de baixo
aporte nutricional e elevada densidade energética, acompanhado pelo sedentarismo, esta
relacionado ao desenvolvimento da obesidade. A obesidade é caracterizada pelo acimulo
excessivo de gordura corporal que pode prejudicar diversos 6rgaos, como o coragdo e 0s
rins. A literatura demonstra que o y-orizanol, principal componente do farelo de arroz, € uma
possivel estratégia preventiva na etiologia da obesidade e suas complica¢des. O objetivo
foi investigar o efeito preventivo de y-orizanol em dieta rica em agUcar e gordura sobre a
funcao e morfologia do coracao e rins de ratos obesos. Foram utilizados ratos Wistar machos
(n=40), provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista. Os animais
foram distribuidos casualmente em quatro grupos para receber dieta padrao (DP) (n=10
animais), dieta padrdo com y-orizanol (DPG) (n=10 animais), dieta ocidental (DOF) (n=10
animais) e dieta ocidental com y-orizanol (DOFG) (n=10 animais), durante 30 semanas
(CEUA: 1150/2015). O y-orizanol foi adicionado as dietas na concentragdo de 0,5%. Foram
avaliados: ingestao cal6rica, peso corporal, indice de adiposidade, proteiniria, taxa de
filtracdo glomerular e funcdo e morfologia cardiaca por ecocardiograma. O coracdo e 0s
rins foram submetidos a coloragédo para analises morfométricas e de colageno. Os dados
foram analisados por ANOVA two way com teste post hoc de Tukey (p<0,05). Os animais que
consumiram a DOF apresentaram obesidade, remodelamento cardiaco, disfuncéo cardiaca
e renal, aumento na fibrose cardiaca e area glomerular em relagdo ao grupo que consumiu
a DP. Em contrapartida, os animais DOFG apresentaram reducgéo do indice de adiposidade,
melhora das alteragbes cardiacas e renais, reducéo na fibrose cardiaca e area glomerular
quando comparados ao grupo DOF. O y-orizanol atenuou as alteragcbes morfologicas e
funcionais decorrentes do consumo de DO nos rins e coragdo de ratos.
PALAVRAS-CHAVE: Dieta ocidental, obesidade, y-orizanol, morfologia cardiaca, morfologia
renal.

GAMA-ORIZANOL PREVENTS MORPHOLOGICAL AND FUNCTIONAL
CHANGES IN THE KIDNEYS AND HEART RESULTING FROM CONSUMPTION
OF ADIET RICH IN SUGAR AND FAT

ABSTRACT: Excessive consumption of foods rich in sugars and fats with low nutritional support
and high energy density, accompanied by a sedentary lifestyle, is related to the development
of obesity. Obesity is characterized by excessive accumulation of body fat that can harm
various organs, such as the heart and kidneys. The literature demonstrates that y-oryzanol,
the main component of rice bran, is a possible preventive strategy in the etiology of obesity and
its complications. The objective was to investigate the preventive effect of y-oryzanol in a diet
rich in sugar and fat on the function and morphology of the heart and kidneys of obese rats.
Male Wistar rats (n=40) from the Central Animal Facility of Universidade Estadual Paulista
were used. The animals were randomly distributed into four groups to receive a standard diet
(SD) (n=10 animals), a standard diet with y-oryzanol (DPG) (n=10 animals), a western diet
(DOF) (n=10 animals), and a western diet with y-oryzanol (DOFG) (n=10 animals), for 30
weeks (CEUA: 1150/2015). y-oryzanol was added to the diets at a concentration of 0.5%. The
following were evaluated: caloric intake, body weight, adiposity index, proteinuria, glomerular
filtration rate, cardiac function and remodeling by echocardiography. The heart and kidneys
were stained for morphometric and collagen analyses. Comparison by two-way ANOVA with
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Tukey’s post hoc test (p<0.05). The animals that consumed the DOF showed obesity, cardiac
remodeling, cardiac and renal alterations, and an increase of cardiac fibrosis and glomerular
area compared to the group that consumed the PD. On the other hand, the DOFG animals
showed a reduction in the adiposity index, improvement in cardiac and renal alterations, and
a reduction of cardiac fibrosis and glomerular area compared to the DOF group. y-oryzanol
attenuated the morphological and functional alterations resulting from DO consumption in the
kidneys and hearts of rats.

KEYWORDS: Western diet, obesity, y-oryzanol, heart morphology, kidney morphology.

11 INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, importantes mudangas sociais, econémicas e tecnoldgicas,
resultantes do processo de globalizacdo, impactaram no estilo de vida da populagcéo
(POPKIN, 2015). No Brasil, essa mudanca foi marcada por modificacbes demogréficas,
socioeconOmicas e epidemiologicas (IBGE, [s.d.]) influenciando, assim, o habito alimentar
da populacdo. Em decorréncia desta transicao nutricional, as refeicdes que antes eram
ricas em alimentos in natura ou minimamente processados com maior qualidade nutricional
e menor densidade energética, deram lugar ao consumo de alimentos predominantemente
industrializados ricos em agucares e gordura com pobre aporte nutricional e de alta
densidade energética (MYLES, 2014). O balango energético positivo, condi¢cao decorrente
da dieta hipercalorica associada ao sedentarismo, promove o processo de hipertrofia e
hiperplasia do tecido adiposo (TA), importantes na fisiopatologia da obesidade(LONGO et
al., 2019).

A obesidade, segundo a Organizagdo Mundial da Saude, é definida como acumulo
excessivo de gordura que pode trazer prejuizos a satde dos individuos((WHO), 2000). A
expansao excessiva do tecido adiposo contribui com a sua disfungéo através de diferentes
mecanismos diretos e indiretos que se associam ao desenvolvimento de doencas
metabdlicas cronicas, como resisténcia a insulina, diabetes tipo Il, doencas cardiovasculares
e sindrome metabdlica(LONGO et al., 2019). Uma vez que se relaciona a estagios iniciais
de diversas outras doencgas, é capaz de alcancar e comprometer diversos 6rgaos, como o
coragao e rins, 6rgaos fundamentais para a manutengdo da homeostase do organismo e
longevidade.

No coracdo, o cenario inflamatério cronico de baixo grau, o estresse oxidativo e
a disfuncdo metabodlica ocasionados pela obesidade corroboram para a indugéo do
remodelamento e disfungéo cardiaca(EBONG et al., 2014). Nos rins, esse cenario contribui
como fator de risco independente para o prejuizo renal, associando-se a alteracbes
glomerulares, hemodinamicas, bioquimicas, histol6gicas e funcionais que podem resultar
no desenvolvimento de doencgas renais cronicas(RAIMUNDO; LOPES, 2011).

Diante do exposto, é emergente a busca por compostos com propriedades preventivas
e terapéuticas aplicaveis em condicédo de obesidade e comorbidades associadas. O Gama-
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orizanol (y-orizanol) € um composto vastamente presente no farelo de arroz, constituido
de ésteres de &cido felurico que conferem acdo anti-inflamatoria e antioxidante. Essas
propriedades atribuem acgdo benéfica no tratamento de distrbios associados a obesidade,
como hiperlipidemia, diabetes tipo Il e resisténcia a insulina(MINATEL, |. et al., 2016;
SCHEITHAUER et al., 2020). Dessa forma, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito
preventivo do y-orizanol sobre a funcéo e morfologia do coracao e dos rins de ratos obesos.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Animal e modelo experimental

No presente estudo foram utilizados ratos Wistar machos (n=40), com 30 dias de
idade, provenientes do Biotério da Universidade Estadual Paulista (UNESP). Os animais
foram inicialmente distribuidos casualmente em quatro grupos para receberem dieta padrao
(DP) (n=10 animais), dieta padréo suplementada com y-orizanol (DPG) (n=10 animais), dieta
ocidental + 25% de frutose na agua, (DOF) (n=10 animais), dieta ocidental suplementada
com y-orizanol + 25% de frutose na agua (DOFG) (n=10 animais), durante 30 semanas. As
ofertas de racéo e agua foram ad libitum. O consumo das dietas e a ingestao de agua foram
monitorados diariamente. Para acompanhamento do desenvolvimento do animal, o peso
corporal foi aferido semanalmente, sendo os ratos mantidos em gaiolas individuais, em
ambiente com temperatura (24+2°C) e umidade controladas (55+5%) e ciclo claro-escuro
(12-12hs). O protocolo de estudo foi aprovado pela Comissédo de Etica em Experimentagéo
Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista - UNESP,
Sao Paulo, Brasil (CEUA: 1150/2015) e seguiu as recomendacgdes do Guide for the Care
and Use of Experimental Animals (OLFERT et al., 1993). A distribuicdo de macronutrientes
das dietas padrao e ocidental estdo descritas na Tabela 1.

Dietas
Componentes DP DOF
Proteina (%) 20 16
Carboidrato (%) 60 70
Gordura (%) 4 14.6
% Energia de proteinas 22.85 13.45
% Energia de carboidratos 66.78 58.69
% Energia de gordura 10.37 27.8
Energia (kcal/g) 3,59 4,35

DOF: adi¢éo também de 25% de frutose na agua.

Tabela 1. Composi¢ao de macronutrientes DP e DO.
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2.2 Dose de y-orizanol e periodo de tratamento

A concentracdo de 0,5% de y-orizanol (Wako Chemical, Japao) acrescentada na
dieta preventiva e o periodo de tratamento foi baseada no trabalho de Son e colaboradores
(2011). Essa concentragdo também esta baseada no consumo diario de arroz de um
individuo adulto no Brasil, segundo dados da Pesquisa do Orgamento Familiar (POF) 2008-
2209 (IBGE, [s.d.]).

2.3 Perfil Nutricional

O perfil nutricional foi avaliado de acordo com os seguintes parametros: ingestao
calérica, peso corporal e indice de adiposidade. A ingestdo calérica foi determinada
pela multiplicagcdo do valor energético de cada dieta (g x Kcal) pelo consumo alimentar
diario. Para os grupos DO, a ingestédo caldrica também incluiu calorias da agua (0,25 x
4 x mL consumido). O peso corporal dos animais foi aferido semanalmente. O indice de
adiposidade foi realizado pela formula: [(epididimal+retroperitonial+visceral)/peso corporal
x 100] (LUVIZOTTO et al., 2013).

2.4 Avaliacao da disfuncao dos 6rgaos in vivo

2.4.1 Estrutura e fungéo cardiaca

A avaliagéo ecocardiografica Doppler foi realizada 2 dias antes da eutanésia
por um examinador treinado. Os animais foram anestesiados intraperitonealmente com
Ketamina (50 mg/kg) e Xilazina (1 mg/kg). Apds tricotomia da regido anterior do peito, os
animais foram colocados delicadamente em decuUbito lateral esquerdo para a analise. O
equipamento usado foi o model Vivid S6 (General Electric Medical Systems, Israel) com
transdutor ultrassénico multifrequencial de 5.0 a 11.5 MHz. Para as medidas estruturais
do coracao, as imagens foram obtidas em mode unidimensional (M-mode) guiadas por
imagens bidimensionais com transdutor em posi¢éo paraesternal eixo curto. A avaliagdo do
ventriculo esquerdo (VE) foi realizada pelo posicionamento do cursor M-mode logo abaixo
do plano da valva mitral no nivel dos musculos papilares. As imagens da aorta e do atrio
esquerdo foram obtidas pelo posicionamento do cursor M-mode ao nivel da valva aértica.
As seguintes estruturas foram utilizadas para analisar a morfologia cardiaca: espessura
diastélica da parede posterior (EDPP); espessura diastolica do septo interventricular
(EDSIV); espessura relativa do ventriculo esquerdo (ER). A fungéo sistélica do ventriculo
esquerdo foi avaliada a partir dos parametros: velocidade de encurtamento da parede
posterior (VEPP) e fracéo de ejecéo. A funcéo diastélica do ventriculo esquerdo foi avaliada
através da razdo da onda E/E’(SAHN et al., 1978).

2.4.2 Func&o renal

A urina foi coletada em gaiolas metabdlicas 4 dias antes da eutanasia, durante 24h
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(animais em caixas individuais) em tubos conicos contendo 1mL do antioxidante hidréxido
tolueno butilado (BHT 360mM) e aproximadamente 5mL destas aliquotas seréo estocadas
a - 80°C até a analise. Posteriormente, foram aferidas as concentragdes de creatinina e
proteinas totais por meio de kits comerciais colorimétricos (kits CELM®, Barueri, S&o Paulo,
Brasil). Para avaliar a funcéo renal foi considerada taxa de filtracdo glomerular (ANNA et
al., 2010).

2.5 Analises histolégicas

As amostras de coracdo e rins foram fixadas em solugdo 10% de formalina
tamponada (24h) e posteriormente embebidas em parafina para a obtengdo de cortes
histol6gicos. Para ambos os 6rgdos, foram obtidos cortes de 5 ym que foram dispostos
em laminas histolégicas normais. Os cortes passaram pelas etapas de desparafinizagéo
em estufa (60°C, overnight), seguido por trés banhos de xilol (5 min./cada), hidratagéo por
banhos em solugdes de alcool graduadas (irés vezes em alcool 100%, uma vez em alcool
90% e 70%, 5 min./cada) e, enfim, corados por solugdo de hematoxilina e eosina (HE) ou
sirius red (SR) e montadas com laminula e resina para obtencao de fotos representativas.

2.5.1 Morfometria de glomérulos dos rins

As laminas de rins coradas com HE foram destinadas a analise morfométrica de
glomérulos (Kamiya et al., 2019). Para tanto, a area de 50 glomérulos selecionados em
campos randomicamente adquiridos em microscépio de luz foi medida (1 sec¢ao/animal).

2.5.2 Analise de fibrose no coragdo

As laminas de coracdo coradas por SR foram destinadas a andlise da area de
colageno intersticial e perivascular (Wang et al., 2015). Para tanto, foram obtidos 10 campos
aleatdrios (objetiva de 20x) em cada seccéo (1 secg¢do/animal), e foi calculada a area do
campo histologico ocupada (%) por colageno. Também foi utilizado o software Leica Qwin
V3 (Leica Biosystems, EUA).

2.6 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software SigmaStat verséo 2.0
(JandelScientific Software, San Rafael, CA, USA). Os dados paramétricos foram
apresentados como média + desvio padrdo e as comparacbes entre os grupos foram
realizadas por andlise de variancia paramétrica (ANOVA) Two way e complementados com
o teste post-hoc de Tukey. As diferengas foram consideradas significantes quando p<5%.
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31 RESULTADOS

3.1 Nutricional

A tabela 2 apresenta os parédmetros nutricionais avaliados, sendo estes a ingestdo
alimentar, hidrica e cal6rica, o peso final e o indice de adiposidade entre os grupos estudados.
Os animais do grupo DOF apresentaram valores elevados em todos os parametros quando
comparados ao grupo DP. J& o grupo DOFG apresentou ingestdo alimentar, hidrica e
indice de adiposidade superiores ao grupo DPG. Contudo, ao comparar os dois grupos
que receberam a DO, nota-se inferioridade em todos os parametros nutricionais do grupo
suplementado com o y-orizanol, exceto a ingestao hidrica.

Grupos
DP DPG DOF DOFG
Ingestao alimentar (g/dia) 23,6+2,1 24,7+1,7 12,8+1,9* 9,9+1,5%
Ingestao hidrica (ml/dia) 34,0+4,6 34,316,2 42,8+2,6* 41,8+5,4*
Ingestao calérica (kcal/dia) 85+7,5 88,8+6,3 96,7+8,84* 85,2+8,1%
Peso Final (g) 464+28,8 471+38,1 544+55,0" 467+64,3%
indice de Adiposidade (%) 4,53+1,01 4,12+0,68 7,67+1,19*  5,41x0,65%

Dados apresentados em média + desvio padréo (n=10 animais/grupo). Comparacéao por ANOVA de
duas vias com post hoc de Tukey (p<0,05): * vs. DP; & vs. DOF, # vs. DPG. DP: dieta padrao; DPG:
dieta padrao + y-orizanol; DOF: dieta ocidental; DOFG: dieta ocidental + y-orizanol.

Tabela 2 - Perfil nutricional ao final do protocolo experimental.

3.2 Parametros morfofuncionais cardiacos

A figura 1 demonstra os parametros morfofuncionais apresentados pelo
ecocardiograma. O grupo DOF apresentou remodelamento cardiaco caracterizado por
alteracbes nas variaveis morfolégicas (EDPP, EDSIV, Esp. relativa) e disfuncao sistélica
e diastolica (VEPP, FE e E/E’). Em contrapartida, o y-orizanol foi eficaz em prevenir o
remodelamento e as alteracdes sistdlicas e diastolicas no grupo DOFG.
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Figura 1. Parametros morfofuncionais apresentados pelo ecocardiograma. A- EDPP (espessura
diastélica da parede posterior); B- EDSIV (espessura diastélica do septo-interventricular); C- Esp.
Relativa ER (Espessura Relativa do ventriculo esquerdo); D- VEPP (velocidade de encurtamento

da parede posterior); E- FE (fracdo de ejecdo); F- E/e’ (razdo entre a velocidade diastélica precoce

E do fluxo mitral e a velocidade diastélica precoce E’ do anel mitral). Dados apresentados como
média + desvio padrédo (n=10 animais/grupo). Comparagao por ANOVA Two Way com post-hoc de

Tukey (p<0.05). DP: dieta padrao; DPG: dieta padrao + y-orizanol; DOF: dieta ocidental; DOFG: dieta
ocidental + y-orizanol.

Fonte: Dados da pesquisa.

3.3 Parametros da funcéo renal

A figura 2 demostra os parametros da funcdo renal. O grupo DOF desenvolveu
doenca renal quando comparado ao grupo DP, caracterizado por aumento da relacao
proteina/creatinina e reducédo da taxa de filtracdo glomerular. Além disso, os animais
que receberam DO acrescido de y-orizanol (DOFG) apresentaram valores reduzidos de
proteinuria, além de melhora da fungéo renal em relagéo ao grupo DOF.
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Figura 2. Pardmetros da funcgdo renal. A- razdo proteina/creatinina; B- Taxa de filtragao glomerular (mL/
min). Dados expressos em média + desvio padrdo. Comparagéo por ANOVA Two Way com post-hoc de
Tukey (p<0.05). DP: dieta padrédo; DPG: dieta padrédo + y-orizanol; DOF: dieta ocidental; DOFG: dieta
ocidental + y-orizanol.

Fonte: Dados da pesquisa.

3.4 Analises histolégicas

A figura 3 demonstra as analises histolégicas das fibras coldgenas intersticiais do
coracao, que representa a fibrose cardiaca decorrente da ingestéao de dieta rica em agucar
e gordura. Visualmente, o grupo DOF apresentou maior deposic¢ao de fibras coladgenas em
relacdo ao grupo DP e o grupo DOFG apresentou uma reducdo quando comparado ao

grupo DOF.

DP DPG

Figura 3 - Andlises histologicas das fibras colagenas intersticiais cardiacas. Secg¢des coradas com
Sirius red (coragdo) dos glomérulos dos diferentes grupos experimentais. Barra de escala: 50 um. DP:
dieta padrao; DPG: dieta padrao + y-orizanol; DOF: dieta ocidental; DOFG: dieta ocidental + y-orizanol.

Fonte: Dados da pesquisa.
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A figura 4 apresenta as analises histologicas do rim. E possivel visualizar que o
grupo DOF mostrou maior tamanho glomerular em relagdo aos demais grupos. Ainda, o
grupo DOFG mostrou menor tamanho glomerular em comparagéo ao grupo DOF.

Figura 4 - Fotos representativas de secgdes coradas com HE (rim) dos glomérulos dos diferentes
grupos experimentais. Barra de escala: 25 um. DP: dieta padrao; DPG: dieta padréo + y-orizanol; DOF:
dieta ocidental; DOFG: dieta ocidental + y-orizanol.

Fonte: Dados da pesquisa.

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito preventivo do y-orizanol sobre a
fung@o e morfologia do coragéo e dos rins de ratos obesos. A dieta fornecida aos grupos
DO visou mimetizar a transi¢cdo nutricional e suas complicacbes associadas. Uma vez
que a expansao nao adequada do tecido adiposo, principalmente devido aos mecanismos
celulares de hipertrofia e hiperplasia decorrentes do balanco energético positivo resulta
em efeitos metabdlicos deletérios, nossos dados corroboram com a literatura, uma vez
que os animais apresentaram que consumiram a dieta DO apresentaram maior peso final,
obesidade, remodelamento e fibrose cardiaca além de disfun¢g@o no coracéo e rins com
aumento da area glomerular ao final de 30 semanas em relagédo ao grupo DP(LONGO et
al., 2019).

O excesso de macronutrientes provenientes da dieta contribui com a geragéo da
resposta inflamatéria e recrutamento macrofagico que, associado ao estresse oxidativo
comprometem o metabolismo energético no tecido cardiaco. O desacoplamento da
fosforilagcdo oxidativa e inibicdo da adenosinatrifosfatase (ATP-ase) contribuem com o

Seguranca alimentar e nutricional 4 Capitulo 18

216



remodelamento e disfuncédo cardiaca sistolica e diastolica através da alteragdo na funcao
dos canais de célcio, estimulo do sistema B-adrenérgico e ativacdo de fibroblastos e
consequente formagédo de fibrose(DUTKA et al., 2020; TURER et al., 2012). Nosrins, o cenario
RedOx/Inflamatério presente na obesidade torna-se fator de risco para o desenvolvimento
de doengas renais(ZHANG; LERMAN, 2017). As complicagdes metabdlicas da obesidade,
como resisténcia insulinica, podem induzir uma hiperfiltragcdo glomerular, além de disfuncéo
endotelial e aumento da permeabilidade vascular renal(RAIMUNDO; LOPES, 2011).

Em contrapartida, os animais que consumiram a dieta ocidental suplementados com
y-orizanol (DOG) demonstraram melhora da obesidade e dos parametros morfofuncionais
do coragéao e rins. A busca por estratégias preventivas naturais de facil implementacao na
rotina alimentar é alvo de pesquisas, uma vez que demonstram resultados promissores
frente a obesidade e seus desfechos metabdlicos(TEODORO, 2019).

O y-orizanol, exerce um amplo espectro de atividades biolégicas. Sua composicao
de ésteres de acido ferulico e fitoester6is conferem atividade antioxidante e anti-
inflamatéria. Além disso, o composto é frequentemente utilizado como redutor de colesterol,
anticancerigeno e antidiabético frente a diferentes contextos metabdlicos (MINATEL, I.
et al., 2016; OHARA et al., 2009; SON et al., 2011; WANG, O. et al., 2015). Trabalhos
publicados por nosso grupo de pesquisa observaram melhora na fung¢éo cardiaca e renal
nos animais do grupo DOG, atribuindo o efeito antioxidante e anti-inflamatério do composto
como principais responsaveis por essa protecdo em ambos os tecidos(FRANCISQUETI, F.
V. et al., 2018; GARCIA, J. L. et al., 2022; SIQUEIRA et al., 2021).

Uma vez que o estado pro-inflamatério e oxidante causam alteragbes estruturais
e funcionais do tecido cardiaco e renal, a redugdo na peroxidagao lipidica e consequente
lipotoxicidade e atenuacdo na quantidade de citocinas pro-inflamatorias séo os principais
mecanismos associados a melhora desses parametros(FRANCISQUETI, F. et al., 2017;
FRANCISQUETI, F. V. et al., 2018; GARCIA, J. L. et al., 2022).

41 CONCLUSAO

O gama-orizanol demonstrou ag¢éo positiva sobre o remodelamento cardiaco e
morfometria dos glomérulos renais e alteragdes funcionais no tecido cardiaco e renal de
ratos obesos alimentados com dieta ocidental.
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