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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é uma sindrome metabdlica cronica, caracterizada principalmente
por hiperglicemia. A hiperglicemia crénica € um dos principais fatores envolvidos na
instalagdo do estresse glico-oxidativo, o qual estd implicado no desenvolvimento das
complicacbes micro e macrovasculares do DM, as quais resultam em morbidade e
mortalidade significativas. Portanto, o tratamento da doenga tem como principal objetivo a
manutencdo dos niveis glicémicos proximos a normalidade e a atenuacdo do estresse glico-
oxidativo. A curcumina, apresenta potencial efeito antidiabético e antioxidante. J& a
aminoguanidina é um dos agentes mais utilizados para prevenir a formacéo de produtos finais
da glicacédo avancada (AGE), in vitro e em modelos animais. Esse estudo investigou em ratos,
0 potencial antidiabético da curcumina e/ou aminoguanidina incorporadas no iogurte,
avaliando parédmetros relacionados as alteracbes do controle glicémico, estresse glico-
oxidativo (plasma, figado e rim) e parametros da funcdo neutrofilica (exsudato peritoneal).
Ratos Wistar, ndo diabéticos e diabéticos (estreptozotocinico) ndo tratados, receberam apenas
iogurte e os diabéticos tratados receberam: insulina (4U/dia); 90 mg/kg de curcumina; 50
mg/kg de aminoguanidina; 90 mg/kg de curcumina e 50 mg/kg de aminoguanidina; 100
mg/kg de aminoguanidina; e 90 mg/kg de curcumina e 100 mg/kg de aminoguanidina; os
tratamentos foram realizados durante 45 dias. Os parametros analisados foram: (i)
fisioldgicos: peso corporal; (ii) bioguimicos: glicemia, hemoglobina glicada (HbALlc),
frutosamina, colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-ndo HDL, triacilglicer6is (TAG),
alanina (ALT) e aspartato (AST) aminotransferases, fosfatase alcalina (ALP) e proteindria;
iii) bioquimicos relacionados ao estresse glico-oxidativo e defesas antioxidantes: substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), proteinas carboniladas (PCO), AGE fluorescentes,
nitrato e nitrito total (NOx), paraoxonase (PON1), superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px) e redutase (GSH-Rd), grupos tidis ndo proteicos e
niveis proteicos de receptores de AGE (RAGE e AGE-R1), fator nuclear kappa B (NF-kB) e
glioxalase 1 (GLO 1); e (iv) pardmetros relacionados a fungdo neutrofilica: NADPH oxidase
fagocitico (NOX2) e mieloperoxidase (MPO). Os animais diabéticos ndo tratados,
apresentaram piora em todos os parametros analisados, assim como a instalacdo do estresse
glico-oxidativo, contudo apresentaram um mecanismo compensatério ao estresse oxidativo
com aumento nas atividades de GSH-Px e GSH-Rd. O tratamento com insulina foi eficaz na
melhoria de todos os parametros analisados. O tratamento com curcumina promoveu melhoria
nos biomarcadores fisio-metabolicos e do estresse glico-oxidativo e o tratamento com a
aminoguanidina nos biomarcadores metabolicos, do estresse glico-oxidativo e da funcgédo
neutrofilica. Os tratamentos com as associagdes também foram benéficos frente aos
parametros alterados no DM experimental. Contudo, o tratamento que apresentou mais
beneficios foi a associacdo curcumina com 50 mg/kg de aminoguanidina, pois foi promissor
no controle glicémico, na reducdo do estresse glico-oxidativo e na melhoria da funcao
neutrofilica, apresentando respostas mais eficazes que 0s respectivos compostos
administrados isoladamente. Desta forma, demonstrando potencial na atenuacdo e/ou
prevencdo das complicacdes do DM. Considerando os resultados na funcdo neutrofilica e a
semelhanga estrutural entre aminoguanidina e metformina também avaliamos o tratamento
com 250 mg/kg de metformina e sua associagdo com 90 mg/kg de curcumina, incorporadas no
iogurte, durante 45 dias, entretanto, ndo foi observado melhorias significativas na fungéo
neutrofilica.

Palavras-chave: curcumina, aminoguanidina, diabetes mellitus, estresse glico-oxidativo,
neutrdfilos.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic syndrome characterized mainly by
hyperglycemia. Chronic hyperglycemia is one of the main factors involved in the installation
of glycoxidative stress, and it is implicated in the development of micro and macrovascular
complications of DM, which result in significant morbidity and mortality. Therefore, the
treatment of the disease has as main objective the maintenance of glycemic to levels near to
normality and the attenuation of glycoxidative stress. Curcumin has potential antidiabetic and
antioxidant effects. Aminoguanidine is one of the most used agents to prevent the formation
of advanced glycation end products (AGE), in vitro and animal models. This study
investigated in rats the antidiabetic potential of curcumin and/or aminoguanidine incorporated
into yoghurt, evaluating parameters related to changes in glycemic control, glycoxidative
stress (plasma, liver and Kidney) and parameters of neutrophil function (peritoneal exudate).
Rats Wistar, non-diabetic and diabetic (streptozotocinic) untreated received alone yoghurt and
treated-diabetic received: insulin (4U/day); 90 mg/kg curcumin; 50 mg/kg aminoguanidine;
90 mg/kg curcumin and 50 mg/kg aminoguanidine; 100 mg/kg aminoguanidine; and (vi) 90
mg/kg curcumin and 100 mg/kg aminoguanidine; the treatments were performed for 45 days.
The parameters analyzed were: (i) physiological: body weight; (ii) biochemicals: glycemia,
glycated hemoglobin (HbA1c), fructosamine, total cholesterol, HDL-cholesterol, non-HDL-
cholesterol, triglycerides (TAG), alanine (ALT) and aspartate (AST) aminotransferases,
alkaline phosphatase (ALP) and proteinuria; iii) biochemical related to glycoxidative stress
and antioxidant defenses: thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), protein carbonyl
groups (PCO), fluorescent AGE, total nitrate and nitrite (NOx), paraoxonase (PON1),
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px) and reductase
(GSH-Rd), non-protein thiol groups and protein levels of AGE (RAGE and AGE-R1)
receptors, factor nuclear kappa B (NF-kB) and glyoxalase 1 (GLO 1); and (iv) parameters
related to neutrophil function: phagocytic NADPH oxidase (NOX2) and myeloperoxidase
(MPO). The untreated-diabetic animals showed worsening in all analyzed parameters, as well
as the installation of glycoxidative stress, however it presented a compensatory mechanism
against oxidative stress with increses in the activities of GSH-Px and GSH-Rd. The treatment
with insulin was effective in improve all analyzed parameters. Treatment with curcumin
promoted improvement in physio-metabolic biomarkers and glycoxidative stress, and
treatment with aminoguanidine in metabolic biomarkers, glycoxidative stress and neutrophil
function. The treatments with the associations were also beneficial for the altered parameters
in experimental DM. However, the most beneficial treatment was the combination of
curcumin with 50 mg/kg aminoguanidine; it was promising in glycemic control, reduction of
glycoxidative stress and improvement of neutrophil function, presenting more effective
responses than the respective compounds administered alone. Therefore, demonstrating
potential attenuation and/or prevention of complications of DM. Considering the results on
neutrophilic function and the structural similarity between aminoguanidine and metformin we
also evaluated treatment with 250 mg/kg metformin and its association with 90 mg/kg
curcumin, incorporated in yoghurt, for 45 days, however, no improvement was observed in
neutrophil function.

Keywords: curcumin, aminoguanidine, diabetes mellitus, glycoxidative stress, neutrophils.
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1 INTRODUCAO

1.1 Justificativa

O diabetes mellitus (DM) é uma sindrome metabolica caracterizada principalmente
por hiperglicemia, resultante de defeitos na secrecdo e/ou agdo da insulina (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2014). A hiperglicemia cronica, a longo prazo, esta associada
ao desenvolvimento de complicacbes microvasculares, como a nefropatia, retinopatia e
neuropatia, bem como das complicagdes macrovasculares, como as doencgas cardiovasculares
e acidente vascular cerebral. Tais complicacdes sdo as principais causas das elevadas taxas de
morbidade e mortalidade em individuos diabéticos (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2014; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019).

A exacerbacdo na geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e produtos finais de
glicagdo avangada (AGE), em grande parte devido & hiperglicemia cronica, causa o estresse
glico-oxidativo em varios tecidos, e assim desempenha um papel relevante na patogénese das
complicacdes diabéticas micro e macrovasculares (CHILELLI; BURLINA; LAPOLLA, 2013;
ROCHETTE et al., 2014). Os AGE também podem ocasionar o fendmeno denominado
“memoria metabolica”: apOs exposi¢do prolongada a hiperglicemia, o subsequente controle
glicémico efetivo ndo é suficiente para prevenir o desenvolvimento das complicacdes do DM,;
0 fendmeno “memoria metabdlica” é explicado em parte pela manutencédo da ligagdo do AGE
ao seu receptor RAGE nos tecidos (YAMAGISHI; NAKAMURA; MATSUI, 2017).

De especial relevancia no DM, podem ser citadas as alteragdes das funcdes
neutrofilicas que resultam na atenuacdo da capacidade de defesa contra microrganismos
invasores (ALBA-LOUREIRO et al., 2006; DAOUD et al., 2009). A hiperglicemia também
pode aumentar a geracdo de ERO pelos neutrofilos, os quais geram danos nos tecidos
(MARIN et al., 2011; RAYNER; LOVE; HAWKINS, 2014). Uma vez que os neutrofilos
desempenham um papel importante na primeira defesa do organismo contra microrganismos
invasores, esses fatores também podem contribuir para o estresse glico-oxidativo e lesdo
tecidual.

A salde dos tecidos e dos organismos esta intimamente relacionada com as interagfes
altamente ordenadas entre respostas imunes e metabolicas. Falhas dessas interacfes estdo
subjacentes ao surgimento e complicagcbes de muitas patologias, particularmente doencas

crbnicas ndo transmissiveis, como obesidade e diabetes (HOTAMISLIGIL, 2017).
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A hiperglicemia é considerada um fator pivotal envolvido no estabelecimento das
complicacbes do DM, portanto, o tratamento da doenca tem como principal objetivo a
manutencdo dos niveis glicémicos proximos a normalidade. No entanto, tendo em vista a
perda progressiva do controle metabdlico mesmo com a existéncia de diversas terapias (por
exemplo, insulina, antidiabéticos orais, reeducacdo alimentar e pratica de atividades fisicas),
ainda ha evidéncias da necessidade na exploracdo de novas opg¢des para o tratamento do DM
(TURNER et al., 1999; DAVIES et al., 2013; KAUL; APOSTOLOPOULOU; RODEN,
2015).

Nosso laboratério tem se dedicado ao estudo do potencial antidiabético e antioxidante
de fitoquimicos presentes em “alimentos funcionais” incorporados no iogurte, com destaque
para a curcumina, administrada de forma isolada ou combinada com outros fitoquimicos ou
com farmacos comerciais (GUTIERRES et al., 2012; ARCARO et al., 2014; ASSIS et al.,
2017; GUTIERRES et al., 2019; ROXO et al., 2019). Gutierres et al. (2012) demonstraram
que os tratamentos apenas com iogurte ndo alteraram os pardmetros fisiolégicos e
bioquimicos caracteristicamente alterados no modelo experimental de DM induzido por
estreptozotocina (STZ). Desta forma, o iogurte pode ser considerado um veiculo para
fitoquimicos em estudos anteriores e atuais do laboratorio, uma vez que, resolve o problema
da baixa solubilidade em &gua para a curcumina e outros compostos insollveis em meio
aquoso. O iogurte € um dos alimentos lacteos mais consumidos em todo o mundo; o
enriquecimento/fortificacdo do iogurte tem sido considerado uma opc¢ao pratica como veiculo
de compostos bioativos de outros alimentos funcionais, de plantas medicinais e antioxidantes
(GAHRUIE et al., 2015).

A combinacdo de compostos com diferentes mecanismos bioquimicos de agdo sobre
uma mesma resposta em sistemas bioldgicos pode promover efeitos combinados, aditivos ou
sinérgicos, em relacdo a administracdo isolada. Além disso, é possivel ampliar o espectro de
acdo combinando-se compostos bioativos que tenham atividades distintas nesses sistemas, e
estas combinacBes podem ter relevancia para condicGes fisiopatoldgicas caracterizadas por
desordens multifatoriais, como é o caso do DM. A maioria de trabalhos tem investigado a
combinacdo de fitoquimicos com farmacos comerciais (metformina, glibenclamida, gliptinas)
ja utilizados na terapia do DM (PRABHAKAR; KUMAR; DOBLE, 2014; SINGH et al.,
2015; ROXO et al., 2019).

Neste contexto, torna-se importante uma estratégia terapéutica direcionada para
modular o estresse glico-oxidativo, bem como, os parametros da funcdo neutréfilica, e que

pode contribuir no auxilio da diminui¢cdo da morbidade e mortalidade do DM, o que aponta
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para associacdo curcumina e um agente antiglicante visando os AGE, uma estratégia em

potencial.

1.2 Revisao da literatura

1.2.1 Diabetes mellitus

A hiperglicemia no DM ¢ resultante da deficiéncia na secrecdo de insulina pelas
células beta pancreéticas e/ou de resisténcia a agdo desse hormdnio em tecidos alvo. Além da
hiperglicemia, vérias outras alteragBes sdo frequentemente observadas no DM, tais como
dislipidemia, com elevados niveis circulantes de triacilglicerois (TAG), acidos graxos e
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e niveis diminuidos de lipoproteina de alta densidade
(HDL); glicosuria; hipertensdo arterial; dentre outras (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2014; ROCHETTE et al., 2014). Além disso, as manifestacBes clinicas da
hiperglicemia incluem perda de peso, polidria, polidpsia, polifagia e visdo turva
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2019).

O DM é uma sindrome comum na maioria dos paises e continua a aumentar em
namero e significancia, atualmente reconhecido como um problema de salde publica
mundial. Mais de 463 milhdes de pessoas tinham DM em 2019 e as projecGes desse nimero
global aumenta para 578 milhdes em 2030 e para 700 milhdes em 2045 (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2019).

O DM é classificado principalmente em: i) DM tipo 1, que tem como caracteristica a
destruicdo das células beta do pancreas, em geral mediada por autoimunidade, culminando em
deficiéncia absoluta de insulina; ii) DM tipo 2, observa-se predominancia de resisténcia
insulinica com disfuncdo pancreética e deficiéncia relativa de insulina; iii) outros tipos
especificos de DM, tais como defeito genético das células beta do pancreas, endocrinopatias,
dentre outras causas; e iv) DM gestacional, com intolerancia a glicose que tem inicio na
gravidez ou primeiramente detectada durante a gestagdo (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2018).

No DM tipo 1 a hiperglicemia se desenvolve rapidamente, sem resisténcia prévia a
insulina, e conforme aumenta a cronicidade da hiperglicemia, a resisténcia a insulina pode
aumentar gradualmente. J4 no DM tipo 2 a resisténcia a insulina esta presente por varios anos

antes que a hiperglicemia evidente se desenvolva e estabeleca. Na resisténcia a insulina ocorre
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uma diminuicdo da sensibidade as agdes da insulina, nos principais tecidos-alvo envolvidos
do metabolismo da glicose, como o musculo esquelético, tecido adiposo, figado e pancreas
(LAAKSO; KUUSISTO, 2014). Varios mecanismos podem ocasionar a resisténcia a insulina
ao interferirem com a cascata de sinalizagdo desse hormdnio, como exposicdo crénica aos
elevados niveis de glicose, lipideos, aminoacidos, o estresse oxidativo, a inflamag&o, entre
outros (KAUL; APOSTOLOPOULOU; RODEN, 2015).

Assim o DM pode ser caracterizado por uma série de alteragdes metabolicas; a
hiperglicemia cronica leva a alteracdo vascular difusa e disfuncdo de maltiplos 6rgaos, tecidos
e células, especialmente os olhos, rins, nervos, coracdo, figado e células endoteliais dos vasos
sanguineos. A longo prazo, individuos diabéticos estdo sujeitos as complicacdes
microvasculares, tais como i) nefropatia, levando a insuficiéncia renal; ii) retinopatia com
potencial perda da visdo; iii) neuropatia periférica com riscos de Ulceras do pé, amputacdes e
articulacbes de Charcot; iv) neuropatia autondmica causando alteragdes dos sistemas
gastrointestinal, geniturinario, cardiovascular e genital. Também estdo sujeitos as
complicacBes macrovasculares, como aumento na incidéncia de doenca aterosclerotica,
cardiovascular, arterial periférica e cerebrovascular. Tais complicacdes sdo as principais
causas das elevadas taxas de morbidade e mortalidade em individuos diabéticos (RAINS;
JAIN, 2011; AMERICAN DIABETES  ASSOCIATION, 2014, FORBES;
FOTHERINGHAM, 2017).

Para induzir o DM experimental em animais sdo muito utilizados dois compostos
diabetogénicos, a STZ e a aloxana (ALX). Ambos compostos possuem mecanismos idénticos
de acdo nas células beta pancreéticas, entretanto o potencial diabetogénico é alcancado por
diferentes vias citotoxicas (RADENKOVIC; STOJANOVIC; PROSTRAN, 2016). A ALX
entra nas células beta pancreaticas via transportador de glicose do tipo 2 (GLUT 2) e
estabelece um ciclo redox com o produto de sua reducdo (acido diallrico), ocasionando a
geracdo de radical anion superdoxido (O2"), esses sdo dismutados a peroxido de hidrogénio
(H202), e apos reacdo de Fenton é gerado radical hidroxila (OH"). As acbes das ERO
juntamente com um aumento maci¢co na concentracdo de célcio citosolico causa répida
destruicdo das células beta pancredticas. A STZ também é captada pelas células beta
pancreaticas via GLUT 2 e ocasiona a alquilagdo do DNA. Os danos ao DNA induzem a
ativacdo de Poli ADP ribosilacao, que é o efeito diabetogénico mais importante da STZ. Além
disso, ocorre liberacao toxica de 6xido nitrico (NO) e a formag&o de espécies reativas, como 0
02", H202, OH" e peroxinitrito (OONO") que também participam dos danos ao DNA. Como
resultado, as células beta pancreéticas s&o destruidas por necrose (SZKUDELSKI, 2001).
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Tanto a ALX quanto a STZ podem ser utilizadas para a inducdo do DM tipo 1, no
entanto, a STZ € usada com mais frequéncia para induzir o DM em ratos. Além disso, 0 DM
induzido por STZ ¢ um modelo mais estavel de DM experimental e pode ser usado em
experimentos de curto ou longo prazo (RADENKOVIC; STOJANOVIC; PROSTRAN,
2016). A administracdo de STZ ocasiona uma destruicdo macica e importante das células beta
pancredticas, levando ao desenvolvimento de modelo de DM que mimetiza as alteragdes do
DM tipo 1 (mais severo), em que a hiperglicemia é alta e consequentemente as complicacdes
da doenca aparecem rapidamente, tornando-se um modelo interessante para o estudo do
potencial de compostos que previnem e/ou melhorem as complicagdes do DM relacionadas a
hiperglicemia.

1.2.2 Estresse glico-oxidativo no diabetes mellitus

A hiperglicemia prolongada causa alteracdo da fungdo e estrutura dos vasos
sanguineos e tecidos, via quatro mecanismos principais: i) aumento do fluxo de glicose e
outros agucares pela via do poliol; ii) aumento na formacéo de AGE; iii) ativacdo da proteina
quinase C (PKC) via aumento na geracdo de diacilglicerol (DAG); e iv) hiperatividade da via
hexosamina. Estes mecanismos parecem estar ligados por um fator comum, a producédo
aumentada de O™ pela cadeia transportadora de elétron mitocondrial (BROWNLEE, 2001,
GIACCO; BROWNLEE, 2010) (FIGURA 1). A hiperglicemia acarreta 0 aumento de
doadores de elétrons, nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH) e flavina adenina
dinucledtido reduzida (FADH2) derivados do ciclo de Krebs que geram um alto potencial de
membrana, por bombear prétons através da membrana interna mitocondrial. Esse processo
inibe o transporte de elétrons no complexo IlIl da cadeia transportadora de elétrons,
aumentando a meia-vida dos radicais livres intermediarios da ubiquinona (coenzima Q), que
reduz 0 Oz a O (BROWNLEE, 2001).

A ativagdo da via do poliol ocasiona a maior conversdo de glicose a sorbitol, com
consumo da coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) e o
sorbitol é convertido a frutose com geracdo de NADH. Isso tem como consequéncia uma
menor disponibilidade da NADPH, molécula necessaria para a regeneracdo da forma reduzida
da glutationa (GSH, L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina), culminando na diminuicdo drastica
deste antioxidante enddgeno e aumentando assim o0 estresse oxidativo induzido por
hiperglicemia. No estresse oxidativo celular o O2™ (em especial gerado na mitocondria) inibe

parcialmente a enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), a qual também pode
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ser inibida pelo aumento da relagdlo NADH:NAD" (supracitado), a inibicdo dessa enzima
ocasiona 0 aumento do seu substrato gliceraldeido 3-fosfato, esse composto pode levar a
formacdo de metilglioxal (precursor de AGE) e/ou o aumento de DAG e este promove a
ativacdo da PKC, que culmina no aumento da expressdo de fatores pré-trombdticos e pro-
inflamatorios. Por fim, o aumento na formacdo de AGE, além de causar danos teciduais
diretos, também pode estimular o aumento na formacdo das ERO (FIGURA 1)
(BROWNLEE, 2001; MADONNA; DE CATERINA, 2011; ROCHETTE et al., 2014).

Figura 1 — Vias ativadas pela hiperglicemia e responsaveis por lesdes

celulares e teciduais.
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O excesso na producdo de O, mitocondrial, devido a hiperglicemia, inibe parcialmente a
enzima glicolitica gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), desviando assim os
metabdlitos da glicélise para as vias de super-utilizacdo da glicose. Desta forma, ocorre: i)
aumento do fluxo da glicose pela via do poliol que consome NADPH e esgota a GSH; ii)
aumento do fluxo de frutose-6-fosfato para difosfato de uridina N-acetilglicosamina (UDP-
GlcNac) que aumenta a modificagdo de proteinas; iii) aumento do fluxo de di-
hidroxiacetona (DHAP) para DAG, um ativador de PKC; e iv) aumento de fosfatos trioses
para metilglioxal, precursor de AGE. Fonte: BROWNLEE, 2001.

A exacerbacdo na geracdo de ERO, principalmente pela mitocondria, em grande parte
devido a hiperglicemia crbnica, causa 0 estresse oxidativo em varios tecidos, e assim
desempenha um papel relevante na patogénese das complicagdes diabéticas micro e
macrovasculares. O estresse oxidativo € geralmente definido como um desequilibrio entre os
sistemas pré-oxidantes e antioxidantes (RAINS; JAIN, 2011; ROCHETTE et al., 2014); tem



22

sido demonstrado que a diminuicdo nas defesas antioxidantes também desempenha papel
importante na génese do estresse oxidativo no DM (MADONNA; DE CATERINA, 2011).

Em sistemas bioldgicos, as ERO, em quantidades adequadas, estdo envolvidas em
diversos processos de sinalizacdo celular e na defesa constitutiva em determinadas células do
sistema imune, porém seu excesso ocasiona alteragcbes em carboidratos, lipideos, proteinas e
acidos nucleicos (ROCHETTE et al., 2014). O principal alvo do estresse oxidativo depende
do tipo de célula, da natureza das espécies oxidantes geradas, do local da geracdo (intra ou
extracelular), da proximidade do oxidante ao substrato oxidavel celular especifico e a
gravidade do estresse (DALLE-DONNE et al., 2003; DALLE-DONNE el at., 2006).

Os lipideos sao particularmente vulneréaveis a oxidacdo por ERO, e isto pode resultar
na lipoperoxidacdo (LPO), que contribui para o desenvolvimento das complicacbes do DM
(DAVI et al., 2005). A LPO é um processo em que ERO atacam lipideos contendo ligacoes
duplas carbono-carbono, especialmente &cido graxos poli-insaturados, resultando em uma
variedade de produtos. Os principais produtos primarios da LPO sdo os hidroperdxidos
lipidicos (LOOH) e alguns dos produtos secundarios sdo o malondialdeido (MDA), mais
mutagénico, e o 4-hidroxinonenal (4-HNE), mais toxico (MARNETT, 1999; AYALA et al.,
2014). As células respondem a LPO de acordo com as condigBes metabdlicas especificas e
capacidade de reparo, podendo assim promover a sobrevivéncia ou induzir a morte celular.
Sob condicdes fisioldgicas ou baixas taxas de LPO, as células estimulam sua manutencdo e
sobrevivéncia por meio de defesas antioxidantes, porém sob altas taxas de LPO as células ndo
conseguem reparar 0os danos e ocorre a inducdo da apoptose ou necrose (AYALA et al.,
2014).

As proteinas sdo os principais alvos de ERO e/ou de subprodutos secundarios do
estresse glico-oxidativo e ddo origem as proteinas carboniladas (PCO; aldeidos e cetonas). A
geracdo de PCO é um marcador geral de dano oxidativo as proteinas e reflete dano celular
induzido por multiplas formas de ERO (DALLE-DONNE el at., 2006; SUZUKI et al., 2010).
As PCO podem ser formadas por i) oxidacdo direta de cadeias laterais de aminoacidos (lisina,
arginina, prolina e treonina); ii) clivagem oxidativa de proteinas; iii) por produtos originados
na LPO e iv) por aglcares redutores ou seus produtos de oxidagdo, via glico-oxidacéo
(DALLE-DONNE et al., 2006).

Além das ERO, pode ocorrer também a superproducdo de espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio (ERON), a qual também pode acarretar em prejuizos na homeostase
do organismo. O NO, uma ERON, é uma espécie radicalar reguladora com extensos efeitos

metabolicos, vasculares e celulares. O NO é gerado por uma familia de enzimas chamadas
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oxido nitrico sintase (NOS) e suas isoformas sdo: neuronal (nNOS), induzivel (iNOS) e
endotelial (eNOS). Baixos niveis de NO sdo benéficos para diversas funcdes fisiologicos e
celulares, entretanto, altos niveis podem causar danos, como por exemplo podem reagir com o
02" e gerar o OONO", que se liga as proteinas e altera suas funcbes (KOMERS;
ANDERSON, 2003; PITOCCO et al., 2010; SOSKIC et al., 2011).

A prevaléncia dos organismos aerdbicos na obtencdo de energia pelo metabolismo
oxidativo ocasiona a producdo de ERO, o que o levou ao desenvolvimento de mecanismos de
defesa na forma de agentes antioxidantes. Tem-se como conceito que o antioxidante é capaz
de diminuir a velocidade, impedir ou eliminar os danos oxidativos em moléculas alvo. No
DM, além do aumento na producdo de ERO, também ocorre uma diminuicdo na atividade de
algumas enzimas antioxidantes, tais como a superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GSH-Px) e catalase (CAT), atribuida as alteraces dessas proteinas pelas ERO ou
eventos glicativos (SINDHU et al. 2014; RAJENDRAN et. al., 2014; ARCARO et al. 2014).

As enzimas antioxidantes geralmente convertem ERO em moléculas de O:
relativamente ndo reativas e/ou formam H»O. Durante o processo de geragdo de ERO, 0 O>" é
0 principal intermediario reativo de Oz, que é rapidamente dismutado a H202
espontaneamente e/ou por acgdo catalitica da SOD. O H»0; sofre acdo da CAT e/ou da GSH-
Px originando H20. O O2™ e 0 H202, podem originar outras ERO muito reativas, como OH’
pela reacdo de Fenton e/ou Haber-Weiss; OONO™ pela reagcdo com o0 NO (FIGURA 2) (JHA et
al., 2016). Portanto, as acOes antioxidantes sdo de extrema importancia para o controle do
estresse glico-oxidativo.

A paraoxonase-1 (PON1) é uma esterase associada a HDL, que apresenta atividade
antioxidante por ser capaz de hidrolisar peréxidos lipidicos. A atividade priméaria da PON1 é
de lactonase; acidos graxos poli-insaturados oxidados formam estruturas quimicas lactona-
like, portanto, podem servir como substratos para a PON1 (CHISTIAKOQV et al., 2017). O
estresse oxidativo no DM é amplamente aceito como um componente importante na producao
de LDL oxidada (LDL-o0x), que é crucial para o desenvolvimento de lesGes ateroscleroticas
(LEVITAN et al., 2010), a PONL1 possui a capacidade de hidrolisar peroxidos lipidicos da
LDL-ox, demonstrando ser uma enzima fisiologicamente importante; outra fungéo protetora
da PONL1 é hidrolisar a homocisteina tiolactona e consequentemente prevenir a modificacdo
proteica (CHISTIAKOV et al., 2017; SHUNMOOGAM; NAIDOO; CHILTON, 2018).

Mazur (1946) e Aldridge (1953) desempenharam um papel fundamental na
identificacéo e classificagdo da PONL, inicialmente ela foi identificada como A-esterase, mas

depois se tornou conhecida como paraoxonase devido a sua capacidade de desintoxicar o
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composto organofosforado paraoxon, que € um metabdlito téxico do Paration (pesticida
agricola). A PON1 pertence a uma familia de trés paraoxonases séricas (PON1, PON2 e
PONB3) e apenas a PON1 possui a capacidade de hidrolisar organofosfatos. A PON1 e PON3
sdo sintetizadas principalmente no figado e encontradas principalmente no plasma associadas
a HDL (CHISTIAKOV et al., 2017). As paraoxonases possuem diversas atividades e
substratos, como 1) atividade de paraoxonase, substratos: organofosforados (paraoxon); ii)
atividade de lactonase, substratos: esteres carboxilicos ciclicos (lactonas); iii) atividade de
tiolactonase, substrato: homocisteina tiolactona; iv) atividade de arilesterase, substratos:
esteres aromaticos (acetato de fenila) e v) atividade de peroxidase, substratos: ERO (02" e
peroxidos) (LEVY; REICHERT; BYDLOWSKI, 2019). Atualmente, a PON1 é considerada a
paraoxonase mais importante, pois possui a capacidade de hidrolisar varios intermediarios
oxidados e a homocisteina tiolactona, desta forma, protegendo contra o estresse oxidativo e
distarbios inflamatérios, como a aterosclerose (CHISTIAKOV et al., 2017;
SHUNMOOGAM; NAIDOO; CHILTON, 2018).

Figura 2 — Espécies reativas geradas na hiperglicemia e enzimas antioxidantes.
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A producdo de AGE em excesso é um mecanismo importante envolvido na

fisiopatologia de complicacGes cronicas do DM. Os AGE sdo formados principalmente pela
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glicacdo ndo enzimaética de proteinas, ou reacdo de Maillard, que se inicia com a reacdo de
acucares redutores (como glicose e frutose) e o grupo amino de proteinas (como lisina e
arginina), originando uma base de Schiff instdvel. A base de Schiff sofre rearranjos
intramoleculares e origina os produtos de Amadori (exemplos bem conhecidos de produtos de
Amadori sdo a hemoglobina glicada (HbALc) e a frutosamina). Uma parte desses produtos de
Amadori pode sofrer rea¢fes oxidativas e ndo oxidativas e formar compostos irreversiveis,
denominados AGE, que modificam proteinas e levam a lesdes tissulares (RAINS; JAIN,
2011; OTT et al.,, 2014). Os produtos de Amadori podem ser convertidos em AGE
diretamente ou sofrerem auto-oxidacao e formarem os reativos intermediarios dicarbonilicos,
como metilglioxal, glioxal e 3-desoxiglicosona. Estes, por sua vez, completam os “ataques”
as proteinas e nas quais, seguidos de rearranjos moleculares, também originam AGE (RAINS;
JAIN, 2011; EMEL’YANOV, 2017). Nesses processos de formagdo de AGE os
intermediarios dicarbonilicos também podem ser formados pela auto-oxidacdo da glicose e
como resultado da LPO e do estresse oxidativo (FIGURA 3) (ENGELEN; STEHOUWER,;
SCHALKWIJK, 2013; OTT et al., 2014).

Figura 3 — Formacéo de AGE.
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A formacdo de AGE ocorre por diversos mecanismos, como pela reacao de Maillard (reacéo
entre aclcares redutores e grupo amino livre de proteinas), por meio da autoxidacdo da
glicose, lipoperoxidacéo, intermediérios da glicélise e da via dos polidis. Esses processos
podem gerar reativos intermediarios dicarbonilicos, como glioxal, 3-desoxiglicosona e
metilglioxal, que levam a formacdo dos AGE. CML: Ne-(carboximetil) lisina; GOLD:
dimero de lisina derivado de glioxal; CMA: Nw-(carboximetil) arginina; CMC: Ne-
(carboximetil) cisteina; MG-H1: hidroimizalona derivado do metilglioxal; MOLD: dimero de
lisina derivado do metilglioxal; CEL: Ne-(carboxietil) lisina. Fonte: NOWOTNY et al., 2015.
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De acordo com a sua origem, os AGE podem ser divididos em dois grupos: (i)
produtos finais de glicacdo avancada derivados de reacdes proteina-carbonila (AGE), que
surgem da glicacdo ndo enzimatica, auto-oxidacdo da glicose ou da via do sorbitol ou (ii)
produtos finais de lipoxidacdo avancada (ALE), que sdo gerados por compostos reativos
dicarbonilicos resultantes da LPO; frequentemente, ambos sdo denominados sob o termo
AGE (OTT et al., 2014). Os AGE compreendem um grande nimero de estruturas quimicas
heterogéneas, alguns exemplos conhecidos sdo: Ne-(carboximetil) lisina (CML), pentosidina,
argipirimidina, pirrolina, imidazolona, dimero de lisina derivado de glioxal (GOLD), dimero
de lisina derivado do metilglioxal (MOLD), Ne-(carboxietil) lisina (CEL), frutose-lisina, entre
outros (NOWOTNY et al., 2015; PASUPULATI et al., 2016).

Véarios mecanismos tém sido propostos para explicar o envolvimento de AGE no
estabelecimento das complicacdes diabéticas, tais como: acarretar a perda da funcéo proteica,
0 que pode incluir a rigidez vascular; e interagir com os receptores de AGE (RAGE)
(ENGELEN; STEHOUWER; SCHALKWIJK, 2013).

Os AGE sao capazes de interagirem com uma variedade de receptores de superficie
celular, ocasionando ativacdo celular de eventos pro-oxidantes e pro-inflamatdrios ou
promovendo sua endocitose e degradacgdo (OTT et al., 2014; PASUPULATI et al., 2016).

O receptor RAGE é um membro da superfamilia de imunoglobulinas e esta implicado
no desenvolvimento da inflamacéo e estresse oxidativo (PASUPULATI et al. 2016). Esse
receptor € encontrado em uma variedade de células, tais como células endoteliais, neuronais,
fibroblastos, macrofagos, entre outras; no rim, os RAGE sdo encontrados em células epiteliais
tubulares, glomerulares e mesangiais. Em condicGes fisioldgicas normais, a expressao dos
RAGE ¢ baixa, mas pode ser regulada em resposta ao estresse e/ou inflamacdo (OTT et al.,
2014; PASUPULATI et al., 2016).

A interacdo AGE-RAGE regula diversos eventos via ativacdo de varias cascatas de
sinalizacdo, resultando na disfuncdo celular. A interacdo AGE-RAGE ativa a NADPH
oxidase, a qual leva ao aumento na geracdo de ERO. O aumento na geracdo de ERO ativa o
fator nuclear kappa B (NF-xB), que induz a transcricdo de genes inflamatorios da parede
vascular (BASTA; SCHMIDT; DE CATERINA, 2004). A PKC também pode ativar a
NADPH oxidase, favorecendo assim a exacerbacdo do estresse oxidativo (RAINS; JAIN,
2011). A ativacdo de RAGE também induz a apoptose celular por aumento na expressao de
p53-Bax e promovendo a ativacdo da cascata de caspases dependente de calcio
(TANGVARASITTICHAI, 2015).
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A interacdo entre ligante e RAGE induz varios tipos de cascatas de sinalizag&o,
dependendo do tipo de célula e da condigdo fisiopatoldgica; dentre os componentes que
participam da cascata de transducéo de sinal dos RAGE podem ser citados os membros das
seguintes familias: proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK), janus quinase/transdutor
de sinal e ativador de transcricdo (JAK/STAT), NF-xB, quinase regulada por sinal
extracelular (ERK), PKC e proteina de resposta de crescimento inicial 1 (Egr-1). Estas vias de
sinalizacdo associadas ao receptor RAGE culminam em estimulos para a transcri¢do de genes
pré-inflamatorios e causam alteracfes fenotipicas celulares, incluindo estimulo a migracao,
invasdo, proliferacdo e apoptose (OTT et al., 2014). O receptor RAGE quando ativado
também estimula a cascata sinalizatoria fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) — proteina quinase
B (Akt) — quinase IkB (IKK), com ativacdo de NF-xB e sua translocacdo para o nucleo. O
NF-xB, além de mediar a inflamagdo, também aumenta a expressdo de RAGE e inibe a
expressdao de glioxalase I (GLO 1) (OTT et al., 2014; PASUPULATI et al., 2016;
EMEL’YANOV, 2017).

O organismo possui sistemas endogenos para a detoxificacdo dos AGE e assim
diminuir seus efeitos deletérios. Além do RAGE, existe a familia de receptores de produtos
finais de glicagdo avangada (AGE-R). O complexo AGE-R consiste em trés receptores
distintos: AGE-R1/0OST-48, AGE-R2/80K-H e AGE-R3/galectin-3, e esta envolvido na
sinalizacdo de AGE e na endocitose de proteinas modificadas. O receptor AGE-R1/OST-48 €
encontrado nas células mesangiais, endoteliais, neuronais, fibroblastos, macrdfagos, entre
outras. No rim, sua expressdo estd diminuida em patologias, incluindo o DM. Este receptor,
guando ativado, aumenta a velocidade de remocdo dos AGE, uma vez que promove a
endocitose e degradacdo de proteinas modificadas, e também possui um papel protetor contra
agressdes mediadas pelo estresse glico-oxidativo, e assim previne lesdes celulares e teciduais
(OTT et al., 2014; PASUPULATI et al., 2016). A captacdo de AGE por seus receptores e
receptores scavenger promovem a endocitose e dentro dos endossomas recém-formados, 0s
AGE sdo dissociados do receptor, devido ao maior pH no interior dos endossomas. Apos a
separagdo, o receptor pode ser reciclado e transferido de volta para a superficie das células. Os
endossomas com AGE fundem-se com os lisossomas, seguindo para o processamento de AGE
por proteases lisossomais. Pequenos peptideos modificados por AGE séo liberados das
células, por mecanismos desconhecidos, e em seguida transportados para filtragdo pelos rins,
assim prejuizos na fungdo renal resultam em acumulos de AGE (PASUPULATI et al., 2016).

No DM os mecanismos de detoxificacdo dependentes de receptores de AGE
encontram-se prejudicados, em especial com reducdo na atividade de AGE-R1, o que
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contribui para o acimulo de AGE e, portanto, para lesdo tecidual (PINKAS; ASCHNER,
2016).

O receptor AGE-R1 se opde ou intercepta os efeitos pré-inflamatorios dos receptores
RAGE. O AGE-R1 inibe a atividade da NADPH oxidase e diminui geracdo de estresse
oxidativo, bem como a sinalizacdo mediada pelas ERO. Tem sido sugerido que AGE-R1
facilita a captacdo de AGE e impede a ativacéo da sinalizacdo pro-inflamatéria do eixo AGE-
RAGE (ABATE et al., 2015). O mecanismo proposto para AGE-R1 na inibi¢cdo da sinalizacéo
da inflamacéo e estresse oxidativo, se deve ao exercer suas fungdes através de sirtuina 1
(SIRT 1), na qual inibe NF-xB por desacetilagcdo, resultando em menor inflamacéo e estresse
oxidativo; a transcricdo de genes relacionados ao estresse oxidativo e a inflamacg&o é inibida
por AGE-R1 e SIRT 1 (POULSEN et al., 2013). Os efeitos protetores do AGE-R1 podem se
originar de sua longa cauda extracelular com alta aderéncia a AGE, que interfere
competitivamente com as interagdes AGE-RAGE (VLASSARA; STRIKER, 2011).

Outro sistema de detoxificacdo de AGE é o sistema da glioxalase. Esse sistema
consiste de duas enzimas, GLO 1 e glioxalase 2 (GLO 2), que catalisam reacdes sucessivas e
dependentes de GSH. Estas enzimas catalisam a conversdo de compostos carbonilicos, como
o metilglioxal, em &cido lactico. A GLO 1 catalisa a isomerizacdo do hemitioacetal (formado
ndo enzimaticamente a partir do metilglioxal e GSH para S-D-lactoilglutationa, e a GLO 2
catalisa a hidrolise de S-D-lactoilglutationa em D lactato, regenerando GSH utilizada na
reacao catalisada por GLO 1 (FIGURA 4) (RABBANI; THORNALLEY, 2019).

Figura 4 — Sistema da glioxalase.
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29

A expressao elevada de glioxalase reduz a formacéo intracelular de AGE, que por sua vez
reduz o estresse oxidativo e apoptose celular. A indugéo de mecanimos de detoxificacdo de
AGE, incluindo o sistema da glioxalase e o receptor AGE-R1, conferem protecdo contra a
glicacdo, impedindo o acimulo de intermediarios altamente reativos (HOLLENBACH, 2017).
No entanto, 0 aumento do estresse glico-oxidativo pode ocasionar a saturagdo do sistema da
glioxalase e ele ndo ser capaz de diminuir as concentragdes de metilglioxal (XUE et al.,
2012).

Na Figura 5 esta representado resumidamente a geracdo de AGE e suas agdes, assim

como, alguns alvos de intervencéo na via de glicagéo.

Figura 5 — Formacéo de AGE e alguns alvos de intervencao na via da glicacéo.
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As diversas vias de formacdo de AGE e suas conquéncias deletérias estdo mostradas de cinza e preto (linhas
continuas). Vias de detoxificacdo, como GLO 1 e AGE-R1, assim como potenciais locais de intervengdo, tanto
na formagcdo quanto nas acbes dos AGE, estdo indicados com linhas pontilhadas. Fonte: ENGELEN;
STEHOUWER; SCHALKWIJK, 2013, com modificacGes.

1.2.3 Funcéo neutrofilica no diabetes mellitus

Os neutrdfilos representam a primeira linha de defesa do organismo contra
microrganismos invasores, células infectadas com virus e células tumorais (AMULIC et al.,

2012). O reconhecimento de componentes microbianos por neutrofilos desencadeia a
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fagocitose, ativacdo do sistema NADPH oxidase fagocitico (NOX2), geracdo de ERO e
liberagdo de proteinas granulares, tais como mieloperoxidase (MPO) e elastase. Essas ERO e
enzimas agem como agentes microbicidas e participam dos processos inflamatérios
(AMULIC et al., 2012; KABEYA et al., 2013).

A geracao de ERO pelos fagocitos foi referida primeiro como “explosdo respiratoria”
(burst respiratério) ou “explosdao oxidativa” (burst oxidativo) devido ao aumento rapido e
insensivel ao cianeto no consumo de O», aumento no consumo de glicose e liberagdo imediata
de ERO (HAMPTON; KETTLE; WINTERBOURN, 1998; EL-BENNA et al., 2016). O
sistema enzimatico responsavel pela geracdo de O™ € o sistema NADPH oxidase fagocitico,
um membro da familia NOX, também conhecido como NOX2. O sistema NOX2 é composto
por seis proteinas, duas proteinas transmembranas (p22phox e gp91lphox) que formam o
flavocitocromo b558 e quatro proteinas solGveis (p47phox, p67phox e p40phox) e as
pequenas proteinas G (Racl / 2). Os componentes de membrana e citosolico da NOX2 estdo
dissociados na célula em repouso, mas se unem na membrana apds a ativacdo (BABIOR,
1999; EL-BENNA et al., 2016).

Vérios agentes ndo sdo capazes de ativar a NOX2 per se, mas potencializam a ativacéo
induzida por um estimulo secundario, desta forma, indicando a presenca de estados
intermediarios de ativacdo da NOX2 e ndo apenas o estado de repouso ou ativado (FIGURA
6). Essa etapa intermediaria de “refor¢o” foi referida como estado “preparado” (priming)
(HALLETT; LLOYDS, 1995; EL-BENNA; DANG; GOUGEROT-POCIDALO, 2008). O
estado priming prepara a NOX2 para uma ativa¢do mais forte, ¢ um estado “pronto para ir”,
em que ocorre 0 aumento na producdo de ERO mais rapidamente e excessivamente ap0s
estimulo subsequente, como quimioatraentes e patégenos. O priming da NOX2 contribui para
uma eliminacdo rapida e eficiente dos patdgenos, entretanto, também pode promover a
geracdo de grande quantidade de ERO tdxica por hiperativacdo da NOX2, o que pode causar
danos aos tecidos e participar da inflamacdo. Portanto, o priming e ativacdo da NOX2 devem
ser rigorosamente reguladas (EL-BENNA et al., 2016).

No DM ocorre o priming da NOX2 nos neutréfilos, o que pode ser devido a propria
hiperglicemia (LAWSON et al.,, 2002), AGE (WONG et al., 2002) ou hiperlipidemia
(MAZOR et al., 2008), aumentando o estresse oxidativo que é, em parte, responsavel pelas
complicacdes diabéticas (OMORI et al., 2008). Alem disso, citocinas pré-inflamatorias
também estdo envolvidas no priming de neutréfilos, como fator de necrose tumoral o (TNFa)
e fator estimulador de col6nias de granulocitos e macréfagos (GM-CSF) (EL-BENNA et al.,
2016).
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A ativacdo de NOX2 gera O." e esse radical tem pouca atividade microbicida,
entretanto, origina ERO mais potentes, como o H20>, acido hipocloroso (HOCI), OH" e
oxigénio singlete (*0), que podem ser devastadoras para microrganismos invasores
(FIGURA 7) (BOGDAN et al., 2000; BABIOR, 2002; BEDARD; KRAUSE, 2007).

Figura 6 — Sistema NOX2 de neutréfilos, em repouso, “preparado” e ativado.
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No estado em repouso (resting), os componentes da NOX2 estdo dissociados entre membrana (gp91phox e p22phox) e o
citosol (p67phox, p47phox, p40phox, Rac2). O “preparo” (priming) induz varias alteracdes, como translocacdo dos
componentes citosdlicos, fosforilagdo parcial da p47phox e alteracfes conformacionais. A ativacdo (activation) induz a rapida
montagem do complexo, com geracao de O,". Phox: oxidase fagocitica. Fonte: EL-BENNA et al., 2016.

Figura 7 — Burst oxidativo.
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A NOX2 ativada utiliza 0 NADPH citosdlico para transferir elétrons via FAD para 0 O, e gerar O;". O 0"
pode reagir com protons e gerar H202, o qual é utilizado pela MPO para produzir HOCI/OCI. O O;" pode
reagir com H,0; e gerar OH", essa reagéo pode ocorrer na presenca de H,O; e metais tais como Fe?* ou Cu?*.
A reagdo do H20, com hipoclorito (OCI") pode originar o O,. Fonte: EL-BENNA et al., 2016.
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O HOCI/OCI" tem sido usualmente descrito como a espécie reativa responsavel pela
morte celular bacteriana mediada pelos neutrofilos (RAYNER; LOVE; HAWKINS, 2014). A
dismutacdo do O.", esponteneamente ou pela catalise da SOD e/ou MPO (via MPO IlI),
forma o H202. A MPO na presenga de H20: catalisa a oxidagdo do cloreto (CI) e gera
HOCI/OCI, o qual interage com microrganismos ou com as proteinas dos neutrofilos para
produzir cloraminas citotoxicas (FIGURAS 7 e 8) (KLEBANOFF et al., 2013). A MPO é
liberada nos compartimentos fagossomais e no meio extracelular por polimorfonucleares
como neutrofilos, mondcitos e alguns tipos de macrofagos teciduais (RAYNER; LOVE;
HAWKINS, 2014). Além da atividade clorinante (geracdo de HOCI/OCI") a MPO catalisa
outras reacOes utilizando como substratos H202, O2" e compostos organicos (FIGURA 9)
(WINTERBOURN; KETTLE, 2013).

Figura 8 — Sistema antimicrobiano mediado pela MPO.
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A ativagdo da NOX2 transfere elétrons do NADPH citoplasmatico (cinza) ao oxigénio molecular
dissolvido no fagossomo (azul). Um canal de prétons permite simultaneamente a transferéncia de H*
para equilibrar a carga e fornecer prétons para as rea¢fes seguintes. Os granulos (verde) contendo
MPO fundem com o fagossomo e liberam seus conteidos. A MPO reage com o O;", gerado pela
NOX2, causando sua dismutacdo e formando H20O.. O cloreto estd disponivel para o fagossomo
devido uma combinacdo de pinocitose durante a fagocitose e o transporte por meio de um ou mais
canais de cloro. A MPO entdo catalisa a oxidacdo para formar HOCI/OCI, o qual reage com a
bactéria (amarelo) ou com as proteinas de neutréfilos para produzir cloraminas citotdxicas. Fonte:
KLEBANOFF et al., 2013.
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Figura 9 — Ciclos cataliticos da MPO.
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de superoxidase (D) Atividade de superdxido dismutase (E) Atividade
de catalase. Fonte: WINTERBOURN; KETTLE, 2013.

No DM existem relatos conflitantes sobre a producdo de ERO por neutrdéfilos, pois
alguns estudos demonstram que a geracdo de ERO é prejudicada e/ou diminuida, resultando
na atenuacgéo da defesa do hospedeiro (ALBA-LOUREIRO et al., 2006; DAOUD et al., 2009;
FERREIRA et al.,, 2012). Mas, outros estudos mostram que a hiperglicemia ocasiona o
aumento da geracdo de ERO pelos neutrofilos, contribuindo para o estresse oxidativo e ndo
necessariamente no killing de microrganismos (MARIN et al., 2011; RAYNER; LOVE;
HAWKINS, 2014).

A infeccdo em individuos diabéticos é uma importante causa de morbidade e
mortalidade. No DM, existem alteracGes das funcgdes neutrofilicas que contribuem para a
elevada incidéncia e gravidade de infeccbes (ALBA-LOUREIRO et al., 2006;
HOTAMISLIGIL, 2006). As investigacbes clinicas em pacientes diabéticos e estudos em
modelos experimentais com ratos e camundongos diabéticos demonstraram prejuizos
consistentes na quimiotaxia de neutrofilos, atividade fagocitica e microbicida (ALBA-
LOUREIRO et al., 2007; FERREIRA et al., 2012). Ferreira et al. (2012) evidenciaram que em
ratos diabéticos as fungdes fagociticas (candicida) de neutrdfilos estdo prejudicadas devido a
hiperglicemia, com diminui¢do na atividade de MPO, e, portanto, com prejuizos na sua
funcdo microbicida. Além disso, os AGE podem levar a uma estimulacdo prolongada dos

neutrofilos, reduzindo sua capacidade de responder a estimulos fisiol6gicos (COLLISON et
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al., 2002). E ainda, os neutrdfilos podem ser aprisionados na matriz glicada dos tecidos, no
processo de glicacdo proteica, resultado em uma diminuigdo da capacidade de quimiotaxia
(HU et al., 2015).

Embora nédo exista divida de que o HOCI/OCI- produzido pela MPO é essencial para
a morte microbiana e inativacdo viral, esta espécie reativa também tem sido implicada na
mediacdo de danos oxidativos dos tecidos e na disfuncdo celular (RAYNER; LOVE;
HAWKINS, 2014). Os oxidantes gerados pela MPO sdo capazes de promover disfungédo
endotelial ocasionando varios danos vasculares, portanto, elevados niveis de MPO e
HOCI/OCI" podem ser indicativos de aumento no risco de distdrbios cardiovasculares
(PODREZ; ABU-SOUD; HAZEN, 2000; BRENNAN; HAZEN, 2003; STOCKER et al.,
2017). Estudos demonstraram que o0s niveis plasmaticos de MPO estdo associados a
incidéncia de doenca arterial coronariana em pacientes diabéticos e a hiperglicemia pode
intensificar essa associacdo (WIERSMA et al., 2008; SONG et al., 2015).

Além disso, a hiperglicemia pode ocasionar a ativacdo dos neutrofilos pelo estimulo
constante da PKC, resultando em um aumento da atividade de NOX2 e consequentemente
maior producdo de O.", que sdo liberados nos fagossomos e também no meio extracelular
(KARIMA et al., 2005; YANO et al. 2012). A guantidade e a funcionalidade dos neutrofilos
ndo é apenas destrutiva para 0s microrganismos invasores, mas também as células do
hospedeiro. Assim, a migragdo dos neutrofilos deve ser rigorosamente controlada, embora
alguns danos aos tecidos do hospedeiro sejam inevitaveis durante a infeccdo, os neutrofilos
devem ser removidos antes que tenham efeitos sérios e prejudiciais nos tecidos inflamados
(AMULIC et al., 2012).

Diante do exposto, torna-se importante uma estratégia terapéutica direcionada para
modular o estresse glico-oxidativo, bem como, os pardmetros da funcdo neutrofilica, e que
pode contribuir no auxilio da diminuicdo da morbidade e mortalidade do DM, o que aponta

para associacdo da curcumina e um agente antiglicante uma estratégia em potencial.

1.2.4 Curcumina

A curcumina é um pigmento amarelo natural isolado do rizoma comestivel do agafréo-
da-terra (Curcuma longa L.), € um polifenol e o principal curcumindide pertencente a
clrcuma. Quimicamente a curcumina é uma diferuloilmetano (1,7-bis (4-hidroxi-3-
methoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona)) (FIGURA 10), possui dois anéis aromaticos ligados

por dois grupos carbonilas, conferindo caracteristicas lipofilicas a molécula e
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consequentemente baixa solubidade em 4gua (GOWTHAMARAJAN et al., 2015; GHOSH,;
BANERJEE; SIL, 2015).

Figura 10 - Estruturas moleculares da curcumina em equilibrio ceto-endlico
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Fonte: ZHANG et al., 2013

Devido as suas inumeras propriedades benéficas, tais como antioxidante, antidiabética,
anticancerigena, anti-inflamatéria e antibacteriana, ela tem sido estudada como uma opg¢éo
promissora para o tratamento de diversas doengas (AGGARWAL; SUNG, 2008;
GUTIERRES et al., 2012; LI et al.,, 2013; LIU et al.,, 2015; ASSIS et al., 2017). O
desenvolvimento de terapias que empregam produtos naturais para prevenir ou melhorar
complicacdes relacionadas as doencas tem recebido destaque, uma vez que esses produtos sdo
amplamente consumidos pela populacéo e em geral ndo apresentam efeitos adversos.

Em relagdo ao DM, o efeito da curcumina sobre a glicemia foi relatado pela primeira
vez em 1972 (SRINIVASAN, 1972) e desde entdo seus efeitos e/ou mecanismos de acao tém
sido amplamente estudados na fisiopatologia do DM, com diversos beneficios demonstrados
na reducdo da hiperlipidemia, resisténcia a insulina, estresse glico-oxidativo, entre outros, e
desta forma surge como uma opg¢do promissora para prevenir as complicacdes da doenca
(ZHANG et al., 2013; MOHAMMED; ISLAM, 2018). A curcumina é capaz de reduzir a
hiperglicemia por diversos mecanismos: aumento da secre¢do de insulina via estimulacdo
direta da atividade elétrica das células beta pancreaticas (BEST; ELLIOT; BROWN, 2007) e
via aumento da expressdo e atividade da heme oxigenase 1 em ilhotas de Langerhans
(ABDEL-AZIZ et al., 2010); aumento na ativacdo (fosforilagdo em serina-473) da Akt, um
intermediério da sinalizacdo da insulina, aumento na translocacdo dos transportadores de
glicose do tipo 4 (GLUT 4) e diminuigéo da intolerancia a glicose em musculos esqueléticos
(GUTIERRES et al., 2015); aumento da captacéo de glicose pela musculatura esquelética, via
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ativacdo das vias proteina quinase dependente adenosina monofosfato (AMPK) e MAPK p38
(KIM et al., 2010); inibicdo da producdo hepatica de glicose via gliconeogénese (FUJIWARA
et al., 2008); e aumento na sensibilidade periférica ao horménio (SHAO et al., 2012).

Apesar das varias atividades atribuidas a curcumina, quando administrada por via oral,
ela apresenta baixa absor¢do, distribuicdo tecidual limitada, meia-vida curta e rapida
velocidade de biotrasformacao no figado e intestino, seguida de répida excrecéo, sendo um
fator limitante para aprovacao clinica (PAN et al., 1999; VAREED; KAKARALA; RUFFIN,
2008; GHOSH; BANERJEE; SIL, 2015). Portanto, a baixa biodisponibilidade da curcumina é
um dos principais obstadculos em alcangar niveis circulantes adequados as suas acles
farmacodindmicas, e consequentemente, atingir eficicia terapéutica. Em funcao disso, varias
estratégias tém sido empregadas, como o uso de nanoparticulas (SHAIK et al., 2009),
lipossomas (CHEN C. et al., 2009), micelas (LETCHFORD; LIGGINS; BURT, 2007),
complexos de fosfolipideos (MAITI et al., 2007) e associagdo com adjuvantes que possuem
atividade de bioenhancer, tal como a piperina (SHOBA et al., 1998; MOORTHI;
KATHIRESAN, 2013).

Trabalhos do laboratorio tem demonstrado a associacdo do potencial antidiabético da
curcumina e a possibilidade do uso do iogurte como veiculo para a administracdo de
fitoterapicos. Gutierres et al. (2012) demonstraram que o tratamento de ratos diabéticos
durante 31 dias com iogurte enriquecido com 90 mg/kg de curcumina foi capaz de promover
reducdo na ingestdo alimentar, ingestdo hidrica e no volume urinario, reducdo da
hiperglicemia, hipertrigliceridemia e das atividades das enzimas aspartato (AST) e alanina
(ALT) aminotransferases, reducao de glicosUria, ureia urinéria e proteindria, e aumento no
contetdo de glicogénio hepatico. Um dos mecanismos pelos quais a curcumina possui efeito
antihiperglicémico parece estar relacionado ao aumento na captacdo de glicose, uma vez que
ratos diabéticos tratados com curcumina em iogurte e submetidos a sobrecarga oral de glicose
apresentaram maior eficiéncia na reducdo da hiperglicemia e aumento na translocacdo de
GLUT 4 para a membrana plasmatica da musculatura esquelética, associado ao aumento na
ativagdo (fosforilagdo em serina-473) de Akt (GUTIERRES et al., 2015). O tratamento de
ratos diabéticos com iogurte enriquecido com 90 mg/kg de curcumina durante 45 ou 50 dias
também diminuiu o estresse oxidativo hepatico, com reducdo nos niveis de substancias
reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS, marcador de LPO) e de PCO e aumento nas
atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px no figado, em relacdo aos ratos
diabéticos tratados somente com iogurte (ARCARO et al., 2014; ASSIS et al., 2017).
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Também tem sido demonstrado que a curcumina tem a capacidade de diminuir o
estresse glico-oxidativo por influenciar nas etapas de formagdo de AGE (sequestro de
metilglioxal e eliminacdo de ERO), em modelos in vivo e in vitro, e também nos eventos
desencadeados pelos AGE, tais como a regulacdo diferencial da expressdo génica de dois
receptores de AGE, sendo o receptor RAGE inibido e o receptor AGE-R1 estimulado, em
células estreladas hepéticas (TANG; CHEN, 2014; ALIZADEH; KHEIROURI, 2019). Tem
sido também observada a prevengdo do acimulo de AGE no colageno (WU et al., 2011; HU

etal., 2012) e no coracdo (YU el al., 2012) de ratos diabéticos tratados com curcumina.

1.2.5 Aminoguanidina

Em modelos in vivo (LUO; FAN; XU, 2012; LV et al., 2018) e in vitro (JOGLEKAR;
PANASKAR; ARVINDEKAR, 2014; LIU et al., 2018), um dos agentes mais eficientes
utilizados para prevenir a formacdo dos AGE é a aminoguanidina (ou Pimagedina). A
aminoguanidina possui dois grupos principais: o grupo hidrazina nucleofilico e o grupo
guanidina (FIGURA 11), que conferem alta reatividade a molécula, e reduz a formacéo dos
AGE, principalmente direcionada a compostos a,B-dicarbonilas (THORNALLEY, 2003;
BORG; FORBES, 2016).

Figura 11 - Estrutura molecular da aminoguanidina
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Fonte: SLIMAN et al., 2010.

A aminoguanidina inibe a formacdo de AGE principalmente por capturar compostos
reativos intermediarios dicarbonilicos, tais como metilglioxal, glioxal e 3-desoxiglicosona
(FIGURA 5) (GIARDINO et al., 1998; THORNALLEY, 2003; ENGELEN; STEHOUWER;
SCHALKWIJK, 2013), no entanto, esse efeito in vivo pode ser limitado, devido a sua rapida
eliminacgdo renal (THORNALLEY, 2003). Outra atividade conhecida da aminoguanidina é a
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sua capacidade de inibir a enzima oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (THORNALLEY,
2003; SONG et al., 2017).

Brownlee et al. (1986) demonstraram pela primeira vez o efeito preventivo da
aminoguanidina na formacéo dos AGE em animais diabéticos, uma vez que atenuou a geragado
de AGE fluorescentes e a formacdo de ligagdes cruzadas das proteinas do tecido conjuntivo
da parede arterial. ApOs esse relato, a aminoguanidina tem sido utilizada para prevenir a
formacéo de AGE in vivo e in vitro e demonstra sua importancia e envolvimento dos AGE em
muitas doencas (THORNALLEY, 2003; EMEL’YANOV, 2017).

A administracdo de aminoguanidina limita as alteracfes estruturais e prejuizos
funcionais nos tecidos (GOH; COOPER, 2008). Em sentido oposto aos estudos que
mostraram efeito nefrotoxico da aminoguanidina (PHILIS-TSIMIKAS et al.,, 1995;
SKAMURAUSKAS; MCKAY; HUNT, 1996), Soulis et al. (1997) demonstraram que ela foi
capaz de impedir a formacdo de AGE fluorescentes no rim e o desenvolvimento de
albumindria em ratos diabéticos; Ferreira et al. (2016) mostraram que o tratamento de ratos
diabéticos com aminoguanidina reduziu os danos renais, eles observaram reducdo nos niveis
séricos de ureia e efeito protetor da aminogunidina no dano glomerular, inflamacdo e
espessamento da membrana basal (avaliado por analise histolégica qualitativa); e ainda, Lv et
al. (2018) demonstraram que o tratamento de ratos diabéticos com aminoguanidina e/ou
Panax notoginseng reduziu as alteracfes patoldgicas renais observadas no grupo de animais
diabéticos ndo tratados, bem como o volume glomurular, creatinina sérica e proteina urinaria
de 24 horas. Além disso, a aminoguanidina é capaz de atenuar o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (THOMAS et al., 2005) e retinopatia (LUO; FAN; XU, 2012). Nico et al.
(2013) observaram que a aminoguanidina ndo é hepatotdxica, quando utilizada em dose de 1
mg/mL para o tratamento de complicacdes decorrentes do DM, e confirmou que a associacao
da aminoguanidina com a pratica de exercicio fisico moderado ameniza os danos causados
pelo DM, mesmo sem a utilizagdo de insulina.

A aminoguanidina também pode atuar como antioxidante, eliminando radicais OH’,
inibindo a LPO e aumentando a atividade de enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GSH-Px)
(SLIMAN et al., 2010; KARLI et al., 2012; ORMAN et al., 2015). Contudo, a
aminoguanidina foi capaz de aumentar o pool de ERO e a capacidade microbicida de
neutrdfilos de ratos diabéticos e ndo diabéticos (FERREIRA et al., 2016).

A aminoguanidina € um potente inibidor da formacdo de AGE e € 0 mais
frequentemente utilizado em experimentos como agente antiglicante padrdo, no entanto,

existem outros compostos, que tambem possuem a capacidade de inibir a formacéo de AGE,
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como a metformina, vitaminas B e seus derivados sintéticos, compostos polifendis vegetais
(resveratrol, curcumina, acido galico, etc), entre outros (ENGELEN; STEHOUWER,;
SCHALKWIJK, 2013; EMEL’YANOV, 2017). A metformina (dimetilbiguanida) (FIGURA
12) é um derivado da guanidina e devido sua semelhanca estrutural com a aminoguanidina,
foi proposto que a metformina detoxifica os intermediarios dicarbonilos de maneira
semelhante a aminoguanidina, consequentemente impedindo a formagdo de AGE
(BONNEFONT-ROUSSELOT et al.; 2003; ENGELEN; STEHOUWER; SCHALKWIK,
2013).

Figura 12 - Estrutura molecular da metformina.
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Fonte: BEISSWEIGER et al., 2003.
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Dentre as alternativas para terapia combinada aplicaveis ao DM e como exposto acima

a curcumina e a aminoguanidina (ou metformina) séo interessantes nessa prospecgéo.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do tratamento de ratos diabéticos com curcumina e/ou aminoguanidina

incorporadas no iogurte e as alteracbes em biomarcadores metabolicos, do estresse glico-

oxidativo e na modulacdo de parametros da funcgdo neutrofilica.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos antidiabético e antioxidante da curcumina e/ou aminoguanidina;
Avaliar os niveis de biomarcadores no sangue relacionados ao metabolismo de
carboidratos e lipideos (glicose, HbAlc, frutosamina, TAG, colesterol total,
colesterol-HDL e colesterol-ndo HDL) e da integridade hepética (ALT, AST e ALP);
Avaliar os niveis de proteina na urina (proteinuria);

Avaliar os niveis de TBARS no plasma e homogenatos de figado e rim;

Avaliar os niveis de PCO no plasma e homogenatos de figado e rim;

Avaliar os niveis de AGE fluorescentes no plasma e homogenatos de figado e rim;
Avaliar a atividade de PONL1 no plasma;

Avaliar os niveis de grupos tidis ndo proteicos nos homogenatos de figado e rim;
Avaliar as atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GSH-Px e glutationa
redutase (GSH-Rd) nos homogenatos de figado e rim;

Avaliar os niveis proteicos de RAGE, NF-«xB e dos detoxificadores de AGE: AGE-R1
e GLO 1 no figado e rim;

Avaliar as atividades de NOX2 e MPO em neutréfilos de exsudato peritoneal.

Os resultados relevantes alcancados com a associacdo de curcumina e 50 mg/kg de

aminoguanidina na fungdo neutrofilica, eliciou o interesse na investigagdo do tratamento com

a metformina e sua associagdo com a curcumina em parametros da fungdo neutrofilica, uma

vez que, a metformina (dimetilbiguanida) e a aminoguanidina (guanidina) possuem

semelhanga estrutural, e a metformina € um farmaco muito utilizado no tratamento do DM.

Além disso, em trabalho do laboratorio, Roxo et al. (2019) desmonstraram a importancia da

associacdo curcumina e metformina na recuperacdo de alteracbes de biomarcadores
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plasméticos observadas no modelo de DM estreptozotocinico. Portanto, ainda tivemos como
objetivos especificos:

e Avaliar os efeitos dos tratamentos com curcumina e/ou metformina na funcéo
neutrofilica;

e Avaliar os niveis de biomarcadores no sangue relacionados ao metabolismo de
carboidrato (glicose e HbAlc);

e Avaliar as atividades de NOX2 e MPO em neutrdfilos de exsudato peritoneal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar, com peso de 150 + 10 g, provenientes do
Biotério Central do Campus de Botucatu, UNESP. Os animais permaneceram no Biotério do
Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara,
UNESP e foram mantidos em caixas de polietileno em ambiente com temperatura (23 + 1°C)
e umidade (55 = 5%) controladas, com ciclo de luz (12 horas). Os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Ciéncias FarmacéuticassfUNESP, Campus de Araraquara/SP (CEUA/FCF/CAr n° 25/2016,

Anexo |).

3.2 Inducéo do diabetes mellitus experimental

Os animais foram submetidos a jejum de 12 horas para inducdo do DM. O DM foi
induzido com a administracdo intravenosa (jugular) de 40 mg de STZ/kg peso corporal,
solubilizada em tampdo citrato (10 mmol/L, pH 4,5). Para realizar a administracdo de STZ na
veia jugular, os animais foram anestesiados com isoflurano (anestésico volatil). Em paralelo
aos animais diabéticos, foi conduzido um grupo de animais normais, ndo diabéticos, que
foram submetidos aos mesmos procedimentos, porém, recebendo somente tampao citrato.

Trés dias ap6s a administracdo de STZ, os animais foram pareados utilizando-se a

glicemia e o peso corporal, cujos valores médios apresentaram a melhor semelhanca possivel.

3.3 Tratamento dos animais diabéticos com curcumina e/ou aminoguanidina

incorporadas em iogurte

A dose de curcumina (76%, Sigma Aldrich - C1386) utilizada no tratamento foi de 90
mg/kg, a mesma que promoveu respostas efetivas em relagdo as atividades antidiabética e
antioxidante em ratos (GUTIERRES et al., 2012; ARCARO et al., 2014; GUTIERRES et al.,
2015; ASSIS et al., 2017). Analogamente, a dose de aminoguanidina (97%, Sigma Aldrich -
109266) foi de 50 ou 100 mg/kg (CHANG et al., 2006; FERREIRA et al., 2012; VADLA;
VELLAICHAMY, 2013). Ambos os compostos foram administrados em iogurte, isolados ou

combinados.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chang%20KC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16491102
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Os grupos de animais conduzidos nos experimentos foram:
v Nao diabético, tratado com iogurte (NIOG);
Diabético tratado com iogurte (DIOG);
Diabético tratado com 4 U/dia de insulina (DINS);
Diabético tratado com 90 mg/kg de curcumina em iogurte (DC);
Diabético tratado com 50 mg/kg de aminoguanidina em iogurte (DA-50);

Diabético tratado com 100 mg/kg de aminoguanidina em iogurte (DA-100);

D N N N N NN

Diabético tratado com 90 mg/kg de curcumina e 50 mg/kg de aminoguanidina
em iogurte (DCA-50);

v" Diabético tratado com 90 mg/kg de curcumina e 100 mg/kg de aminoguanidina
em iogurte (DCA-100).

Os grupos receberam duas vezes ao dia, via gavagem, 0,5 mL de iogurte natural
Nestle®, sozinho e com 0(s) respectivo(s) composto(s) incorporado(s), nos periodos matutino
(8:00 h) e vespertino (17:00 h), durante todo periodo experimental (45 dias) (ARCARO et al.,
2014).

Animais que receberam curcumina foram tratados com iogurte enriquecido com 45
mg/kg de curcumina, duas vezes ao dia. Animais tratados com aminoguanidina também
receberam o composto duas vezes ao dia, 25 mg/kg (dose de 50 mg/kg) e 50 mg/kg (dose de
100 mg/kg).

A insulina (4U/animal, Humolin®) foi preparada em solucdo de NaCl 0,85% e
administrada por via subcutanea, em duas doses diarias de 2U/animal, perfazendo 4
U/dia/animal.

O peso corporal foi avaliado semanalmente e a glicemia a cada 15 dias. Apos 40 dias
de tratamento os animais foram transferidos para gaiolas metabolicas individuais, onde
permaneceram durante trés dias para adaptacdo, recebendo agua e ra¢do “ad libitum” e no 43°
dia foi realizada a coleta de urina (24h); para tal procedimento, foi colocado frasco coletor
limpo, seco e contendo tolueno. Posteriormente foi realizada a determinacdo do volume
urinario e quantificacdo de proteina na urina.

Ao final dos 45 dias de tratamento os animais foram eutanasiados por decapitacéo
para a retirada do sangue e obtengdo do plasma para monitoramento dos parametros
bioquimicos, biomarcadores de lesdo glico-oxidativa e enzima antioxidante. Também foram

removidos figado e rins para 0 monitoramento dos biomarcadores de lesdo glico-oxidativa,
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defesas antioxidantes, componentes relacionados a sinalizacdo dos AGE e detoxificadores de
AGE. A funcéo neutrofilica foi investigada em neutrdfilos do exsudato peritoneal.

3.4 Tratamento dos animais diabéticos com curcumina e/ou metformina incorporadas

em iogurte

Os tratamentos foram realizados conforme ja descritos no item 3.3. A dose de
curcumina também foi de 90 mg/kg e a de metformina (99,56%, Gemini Industria de Insumos
Farmacéuticos Ltda, Brasil) foi de 250 mg/kg (ROXO et al., 2019).

Os grupos de animais conduzidos nos experimentos foram:

v Nao diabético, tratado com iogurte (NIOG);
Diabético tratado com iogurte (DIOG);
Diabético tratado com 4 U/dia de insulina (DINS);
Diabético tratado com 90 mg/kg de curcumina em iogurte (DC);
Diabético tratado com 250 mg/kg de metformina em iogurte (DMET);

NSRRI NERN

Diabético tratado com 90 mg/kg de curcumina e 250 mg/kg de metformina em
iogurte (DCMET).

Assim como ja descrito (item 3.3), os animais tratados com metformina também
receberam o composto duas vezes ao dia, 125 mg/kg em cada vez.

A glicemia foi avaliada no dia 0 (pareamento) e no dia 45 (final do periodo
experimental). Ao final dos 45 dias de tratamentos, apds a eutanasia, foi monitorado a HbAlc

e a funcdo neutrofilica.

3.5 Determinacdes bioquimicas

As concentracOes plasmaticas de glicose, TAG, colesterol total, colesterol-HDL, ALT,
AST e ALP foram realizadas utilizando kits comerciais da Vitros Chemistry Products (Ortho
Clinical Diagnostics), e a frutosamina e a proteina urinaria (proteindria) por kits comerciais da
Labtest.

Os niveis de HbAlc em sangue total foram determinados por HPLC no experimento
curcumina e/ou aminoguanidina pelo equipamento da Bio-Rad e no experimento curcumina
e/ou metformina pelo equipamento Premier Hb9210.

Os niveis de colesterol-ndo HDL foram estimados utilizando a formula:
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Colesterol-ndo HDL = Colesterol total — colesterol-HDL.

3.6 Avaliacdo da peroxidacao lipidica

Amostras de figado e rim (0,25 g) foram homogeneizadas em 1 mL de cloreto de
potéssio 1,15%. Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 g por 10 min a 4°C e os
sobrenadantes utilizados para as analises. As amostras (plasma, sobrenadantes de figado e
rim) foram desproteinizadas com &cido perclérico 10%, de acordo com Pilz et al. (2000).
Produtos finais de peroxidagdo lipidica, incluindo MDA, foram determinados usando a reagdo
com o acido tiobarbitarico (TBA) (KOHN; LIVERSEDGE, 1944). Os niveis de TBARS
foram medidos espectrofotometricamente a 535 nm (figado e rim) ou fluorimetricamente
(plasma) nos comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 510 nm e 553 nm,
respectivamente. Foi constituida uma curva analitica e o 1,1°3,3’-tetrametoxipropano foi
utilizado como padréo. Os resultados foram expressos em umol/L (plasma) e em nmol/g de

tecido (figado e rim).

3.7 Quantificacao de grupos carbonilas de proteinas

Os niveis PCO no plasma, figado e rim foram determinados de acordo com o método
descrito por Levine et al. (1994). As amostras de figado e rim (0,2 g) foram homogeneizadas
em 1 mL de tampdo fosfato 50 mM, pH 6,7. Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 g
por 10 min a 4°C e os sobrenadantes utilizados para as analises. Os grupos carbonilas
presentes nas proteinas reagem com 24-dinitrofenilhidrazina (DNPH) formando 2,4-
dinitrofenilhidrazona, que absorve luz em 370 nm. A concentracdo de PCO foi obtida
utilizando o coeficiente de extingdo molar da hidrazona (22.000 M*cm™) (LEVINE et al.

1994) e expressa em nmol de PCO/mg de proteina.

3.8 Quantificacdo de nitrato e nitrito (6xido nitrico)

A estimativa de niveis plasmaticos de NO foi realizada por método indireto, uma vez
que o NO apresenta meia-vida muito curta na presenca de Oz e outras moléculas scavenger.
Portanto, a quantificacdo dos seus produtos finais estaveis das vias de oxidacéo, nitrato e

nitrito sdo frequentemente avaliadas como um indice de producdo sistémica de NO. Além
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disso, o0 nitrato € mais abundante que o nitrito nos fluidos corporais (MIRANDA; ESPEY;
WINK, 2001; GIUSTARINI et al., 2008).

A utilizacdo do reagente de Griess € o método mais comum utilizado para a
determinacdo do nitrito, que consiste, na reacdo direta e especifica do nitrito com a
sulfanilamida em condigdes acidas e é revelado apos a diazotiazagdo com o N-(1-naftil)
etilenodiamina (NED). O nitrato também pode ser medido por esse método, contudo é
necessario sua reducao a nitrito, por reducdo metalica ou enziméatica (MIRANDA; ESPEY;
WINK, 2001; GIUSTARINI et al., 2008).

Desta forma os niveis plasmaticos de nitrato e nitrito total (NOx) foram determinados
de acordo com o método descrito por Miranda; Espey; Wink (2001), com modificagbes. O
plasma foi desproteinizado pela adicdo de 70 mM de acetato de zinco, posteriormente foi
centrifugado a 10.000 g por 15 min a 4°. Os sobrenadantes foram incubados com 17 mM de
cloreto de vanadio 111 (VCls) e o reagente de Griess (0,33% de sulfanilamida em 0,8% de HCI
e 0,017 mM de NED), & 37°C durante 30 min. Os tubos foram centrifugados a 10.000 g por 2
min a temperatura ambiente. Os niveis de NOx foram medidos no sobrenadante
espectrofotometricamente a 540 nm. Foi constituida uma curva analitica e o nitrato foi

utilizado como padréo. Os resultados foram expressos em umol/L.

3.9 Atividade de paraoxonase 1

A atividade de PON1 foi determinada no plasma via hidrdlise de paraoxon e liberacdo
de p-nitrofenol, de acordo com Costa et al. (1990) e modificagcdes segundo Assis et al. (2017).
A mistura de ensaio consistiu de plasma em tampdao Tris-HCI (15 mM), pH 8,5, contendo 0,15
mM de CaClz, 0,3 M de NaCl e 1,2 mM de paraoxon. O ensaio foi realizado a 37°C e iniciado
pela adicdo de paraoxon. A atividade foi monitorada pela variacdo da absorbancia/min a 405
nm por 5 min. Os resultados foram calculados assumindo o coeficiente de extingdo molar de
p-nitrofenol (18.000 Mt.cm™) (RICHTER; JARVIK; FURLONG, 2008). A atividade da

PON1 foi expressa em unidades/litro (unidade = pmoL paraoxon hidrolisado/min).
3.10 Determinacgéo da concentracéo de grupos tidis ndo proteicos
A concentracdo de grupos tidis ndo proteicos € uma medida indireta dos niveis de

GSH, e foi determinada de acordo com Sedlak; Lindsay (1968), em fungdo da reducdo do

acido 5,5-ditio-2-nitrobenzoico (DTNB), monitorado espectrofotometricamente em 412 nm.
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Os resultados foram expressos em mmol de grupos tidis ndo proteicos/mg de tecido (figado e

rim).

3.11 Atividade de enzimas antioxidantes em figado e rim

3.11.1 Preparo das amostras

Amostras de figado e rim (0,1 g) foram homogeneizadas em 1 mL de tampé&o fosfato
de sodio (10 mM), pH 7,4. Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 g por 10 min a 4°C
e 0s sobrenadantes utilizados para as analises das atividades de SOD, CAT, GSH-Px e GSH-
Rd.

3.11.2 Atividade da superoxido dismutase

A atividade de SOD foi determinada de acordo com Beauchamp e Fridovich (1971),
cuja oxidagdo da xantina gera 0 O2" pela agéo catalitica da xantina oxidase, o qual reduz o
nitroblue tetrazolium (NBT) a uma formazana. Na presenca de SOD ocorre inibicdo da
reducdo do NBT, monitorada em 550 nm. Os resultados foram expressos como U/mg de
proteina. Uma unidade de SOD ¢é definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir
a reducao do NBT em 50 %.

3.11.3 Atividade da catalase

A atividade de CAT foi avaliada pelo consumo do H20, monitorado em 230 nm
(BEERS; SIZER, 1952). Os resultados foram expressos como mmol de H202

consumido/min/mg de proteina.

3.11.4 Atividade da glutationa peroxidase

Determinou-se a atividade da GSH-Px de acordo com o método descrito por Rush;
Scandiford (2003). A GSH-Px catalisa a oxidacdo de GSH na presenca de H202. Na presenca
de glutationa redutase (GSH-Rd), a glutationa oxidada (GSSG) é reduzida a GSH com
oxidacdo concomitante do NADPH a NADP*. A oxidacdo do NADPH é monitorada pela
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diminuigéo da absorbancia em 340 nm. Os resultados foram expressos em mmol de NADPH

consumido/min/mg de proteina.

3.11.5 Atividade da glutationa redutase

A atividade da GSH-Rd foi avaliada de acordo com Carlberg; Mannervik (1985) via
mensuracdo da velocidade de oxidacdo do NADPH com a concomitante redugéo da GSSG a
25°C, monitorada espectrofotometricamente a 340 nm. Os resultados foram expressos em

mmol de NADPH consumido/min/mg de proteina.

3.12 Estimativa dos produtos finais de glicagido avancada

Os AGE totais foram estimados por fluorometria conforme descrito por Zilin et al.
(2001) e Pokupec et al. (2003), com modificacdes. Os homogenatos de figado e rim foram
preparados conforme item 3.11.1. No plasma e nos sobrenadantes dos homogenatos de figado
foram adicionados 1,21 M (plasma) e 2,42 M (figado) de cloroférmio, 0,12 M de &cido
tricloracético e 0,1 M de NaOH; os tubos foram homogeneizados em vértex e mantidos a 8-
10°C durante 30 minutos e posteriormente centrifugados a 10.000 g durante 10 minutos a
10°C. Nos sobrenadantes dos homogenatos de rim foi adicionado 0,1 M de NaOH; os tubos
foram homogeneizados em vértex e centrifugados a 10.000 g durante 10 minutos a 10°C. Em
seguida as amostras foram monitoradas em espectrofluorimetro (comprimentos de onda de
excitacdo 370 nm e de emissdo 440 nm). Os resultados foram expressos em Unidades

Arbitrarias de fluorescéncia/mg de proteina (UA/mg proteina).

3.13 Dosagem de proteinas totais

As proteinas foram quantificadas no plasma e nos sobrenadantes dos homogenatos dos

tecidos (figado e rim) de acordo com o0 método de Lowry et al. (1951).
3.14 Western Blot
O figado e rim foram homogeneizados (Polytron Omni THO1, Kennesaw, GA) em

tampé&o gelado contendo 50 mM de Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA,
1% de Triton X-100, 24,1 mM de deoxicolato de sodio, 0,01% de SDS, 10 mM de pirofosfato
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de sddio, 100 mM de fluoreto de sodio, 10,3 mM de ortovanadato de sédio, 1,5 uM de
aprotinina, 1 mM de fluoreto de fenilmetanossulfonil (PMSF) e 2,1 uM de leupeptina. Os
homogenatos foram centrifugados a 11.900 g a 4°C durante 30 minutos, e 0s sobrenadantes
foram utilizados para a determinacao dos niveis de proteina (LOWRY et al., 1951). Tampéo
de amostra (62,5 mM de Tris-HCI, pH 6,8, 10% de glicerol, 2% de SDS, 33,3 mM de DTT e
0,01% de azul de bromofenol) foi adicionado aos sobrenadantes.

Amostras contendo de 30 - 50 pg de proteina foram submetidas a eletroforese SDS-
PAGE em gel de acrilamida/bisacrilamida de 10% a 12% (tempo de corrida de 30 minutos no
gel de empilhamento, 60V e 1:30 horas no gel de separacdo, 120V em temperatura ambiente).
Em seguida, as proteinas foram eletrotransferidas do gel para membranas de nitrocelulose
(tempo de transferéncia de 3 horas, 0,35mA a 4°C). As membranas foram incubadas
overnight a 4°C com anticorpos primarios especificos descritos na Tabela 1. A ligacdo dos
anticorpos primarios foi detectada por anticorpos secundarios conjugados com HRP
peroxidase (Cell Signaling) (TABELA 1) e visualizada com substrato quimiluminescente (1,1
mM de sal sodico de luminol, 1,98 mM de &cido 4-iodofenilboronico e 5,3 mM de H20,, 0,1
M Tris-HCI, pH 8,6). As bandas quimiluminescentes foram capturadas pelo C-Digit Blot
Scanner (LI-COR, Lincoln, NE) e as intensidades das bandas foram analisadas utilizando o
LI-COR Image Studio 4.0.

Tabela 1 - Anticorpos primarios e secundarios, diluicdes e condi¢cdes de armazenamento.

ANTICORPOS PRIMARIOS | Empresa | Cédigo | Diluicgo | Condicoes de
armazenamento
AGE-R1 (DDOST) Abcam | ab151978 | 1:500 -20°C
GLO 1 Abcam | ab137098 | 1:1000 -20°C
NF-xB Abcam ab16502 1:500 -20°C
RAGE Abcam ab3611 | 1:500 -20°C
Anti-B-actina (controle interno) . CeII_ #5057 1:500 -20°C
Signaling
ANTICORPOS
SECUNDARIOS
Anti-rabbit conjugado-HRP Cell #7074 | 1:1000 -20°C
Signaling
Anti-mouse conjugado-HRP Sigma- A5441 | 1:2000 -20°C
Aldrich
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3.15 Recrutamento dos neutrofilos

O recrutamento dos neutréfilos foi realizado pela administracdo intraperitoneal prévia
de 2 mL de caseinato de sodio 8% (diluido em NaCl 0,85%) e, ap6s um periodo de 4 horas
(pico de migracédo de neutrofilos para o peritdnio), os animais foram eutanasiados e realizada
a lavagem peritoneal com PBS estéril (tampdo fosfato, 10 mM, pH 7,4, contendo 137 mM de
NaCl e 2,7 mM de KCI); a suspensdo foi submetida a hemolise com agua gelada, para a
eliminacdo dos eritrocitos, e a isotonicidade restabelecida com PBS estéril (FERREIRA et al.,
2012; FERREIRA et al., 2016; com modificagdes). Apds a lavagem, as células foram
ressuspensas em PBS-D, pH 7,4 (tampdo fosfato, contendo 137 mM NacCl, 2,7 mM de KCI, 1
mM de CaCl, 0,5 mM de MgCl> e 1 mg/mL de glicose) e foram contadas em camera de
Newbauer utilizando liquido de Turk. A viabilidade celular foi avaliada com Azul de Tripan e
para avaliacdo da morfologia celular as laminas foram coradas pelo método MGG (May
Grunwald e Giemsa) modificado por Rosenfeld (ROSENFELD, 1947). As células foram

mantidas em banho de gelo até a realizacdo dos ensaios.

3.16 Avaliacao de parametros da fun¢do neutrofilica

3.16.1 Avaliacao da atividade de mieloperoxidase

A formacdo de HOCI/OCI" reflete a atividade de MPO e foi acompanhada por
espectrofotometria baseada na formacdo de taurina cloramina resultante da reacdo de
HOCI/OCI* com taurina (KETTLE; WINTERBOURN, 1994). Neutrofilos (2,0 x 10°
células/mL) foram pré-incubados a 37°C durante 10 minutos em 10 mM de PBS-D, pH 7,4
contendo 10 mM de taurina. Em seguida, os neutrofilos foram estimulados pela adi¢édo de 0,1
UM de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) e incubados a 37°C durante 30 minutos; o0s
neutrofilos também foram incubados na auséncia de PMA. A reacdo foi interrompida pela
adicdo de catalase (20 ug/mL) e centrifugada a 3800 g durante 5 minutos. A concentracéo de
taurina cloramina presente no sobrenadante foi estimada pela oxidacdo do 3,3°,5,5’
tetrametilbenzidina (TMB) a 630 nm (WOLF et al., 2017). Os resultados foram expressos em
concentracdo de HOCI/OCI" produzido, calculada a partir de uma curva padrédo gerada com
HOCI/OCI puro e submetido ao mesmo procedimento.
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3.16.2 Avaliacéo da atividade do sistema NADPH oxidase fagocitico

A producdo de O™ pelo sistema NOX2 foi monitorada por quimiluminescéncia
dependente de nitrato de bis-N-metil acridina (lucigenina) (JONES; HANCOCK, 1994) e pelo
ensaio de reducdo do citocromo C (PUNCHARD, 1996).

3.16.2.1 Quimiluminescéncia dependente de lucigenina

As reacdes foram realizadas com neutréfilos (3,0 x 10° células/mL) em 10 mM de
PBS-D, pH 7,4 e 10 uM de lucigenina. As reagdes foram iniciadas na auséncia ou presenga de
0,1 uM de PMA e monitoradas por 60 minutos em lumindémetro (Synergy 2, BioTeK)
(JONES; HANCOCK, 1994). Os resultados foram expressos como emissao de luz integrada.

3.16.2.2 Ensaio de reducéo do citocromo C

O ensaio foi realizado com 2,0 x 10° células/mL, 10 uM de citocromo C e 20 ug/mL
de catalase em 10 mM de PBS-D, pH 7,4. As reacdes foram mantidas a 37°C durante 10
minutos. A producdo de O™ foi iniciada pela adi¢do de 0,1 uM de PMA. Apos a adigédo do
estimulo a reacdo foi monitorada em espectrofotémetro, pela variagdo da absorbancia/min a
550 nm durante 10 minutos (PUNCHARD, 1996). Os resultados foram expressos em pmoles
de citocromo C reduzido, utilizando seu coeficiente de extingdo molar (29.500 M*.cm™)
(VAN GELDER; SLATER, 1962).

3.16.3 Avaliagdo da produgcdéo de ERO proveniente do burst oxidativo.

Quimiluminescéncia dependente de luminol.

A produgéo de ERO proveniente do burst oxidativo foi avaliada pelo monitoramento
da intensidade de quimiluminescéncia resultante da oxidagdo do 5-amino-2,3-dihidro-1,4-
phthalazinediona (luminol). As reagbes foram realizadas com neutréfilos (2,0 x 108
células/mL) em 10 mM de PBS-D, pH 7,4 e 50 uM de luminol. As reacGes foram iniciadas na
auséncia ou presenca de 0,1 UM de PMA e monitoradas por 50 minutos em luminémetro
(Synergy 2, BioTeK) (JONES; HANCOCK, 1994). Os resultados foram expressos como

emisséo de luz integrada.
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3.17 Analise dos resultados

Os resultados foram expressos como média £ erro padrdo da média (EPM). Os dados
foram analisados via avaliacdo da variancia One way (ANOVA) seguida da anéalise de
diferenca pelo teste Student-Newman-Keuls, para comparagdes intergrupos. O teste t-
Student’s foi utilizado para comparacdes intragrupo nos parametros relativos ao dia 0. Foram
consideradas diferencas significativas quando p<0,05. As analises supracitadas, foram
realizadas utilizando o programa GraphPad Prism® 6.0.

Nesse trabalho, para as diferencas significativas entre os grupos foram consideradas:

)] Efeito combinado: percentual médio do tratamento da co-administracdo menor
que a soma dos percentuais médios dos respectivos compostos administrados
isoladamente;

i) Efeito aditivo: percentual médio do tratamento da co-administracdo igual a
soma dos percentuais médios dos respectivos compostos administrados
isoladamente;

i) Efeito sinérgico: percentual médio do tratamento da co-administragdo maior
que a soma dos percentuais médios dos respectivos compostos administrados

isoladamente.
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros fisiologicos e bioquimicos de animais ndo diabéticos e animais

diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou aminoguanidina

A evolucdo do peso corporal pode ser observada na Figura 13. O grupo DIOG
apresentou menor peso corporal quando comparado ao grupo NIOG, a partir do 7° dia de
tratamento. Os animais diabéticos tratados com curcumina e/ou aminoguanidina (DC, DA-50,
DA-100, DCA-50 e DCA-100) também apresentaram menor peso corporal em relacdo ao
grupo NIOG, a partir do 15° dia de tratamento.

A partir do 15° dia de tratamento, também foi possivel observar que o grupo DINS
apresentou maior peso corporal em relacdo aos demais animais diabéticos (grupos DIOG, DC,
DA-50, DA-100, DCA-50 e DCA-100), alcangando valores de peso corporal semelhantes aos
animais ndo diabéticos (N1OG).

O grupo DC apresentou maior valor médio de peso corporal em relacdo aos animais
diabéticos que receberam iogurte (DIOG), a partir 30° dia de tratamento; no 30°, 37° e 45° dia
de tratamento apresentou aumento de 16, 19 e 20%, respectivamente, enquanto que 0s grupos
DA-50 e DA-100 ndo apresentaram diferencas no peso corporal em relagédo ao grupo DIOG.
O grupo DCA-50 apresentou maior peso corporal a partir do 37° dia de tratamento, quando
comparado ao grupo DIOG; no 37° e 45° dia de tratamento apresentou um aumento de 15 e
19%, respectivamente, enquanto que o grupo DCA-100 apresentou maior peso corporal com
aumento de 15% ao final do periodo experimental (45° dia).

Os tratamentos com as diferentes doses de aminoguanidina administradas
isoladamente ndo foram capazes de evitar a perda de peso corporal caracteristico nos animais
diabéticos. O tratamento com aminoguanidina combinada a curcumina mostrou uma resposta
que prevalece o efeito da curcumina em relagdo aos beneficios observados na recuperacao de

ganho de peso corporal em animais diabéticos.
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Figura 13 - Peso corporal de ratos ndo diabéticos e ratos diabéticos ndo tratados e tratados

com insulina, curcumina e/ou aminoguanidina, durante 45 dias.
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Os valores foram expressos como média £ EPM, n = 10. As diferencgas entre os grupos foram consideradas
com p<0,05. #, diferencas com o dia O.

Na Figura 14 estdo apresentados os valores referentes as alteracGes temporais na
glicemia (14A), assim como a area sob a curva (AUC) da glicemia (14B).

Animais diabéticos pertencentes a todos 0s grupos estudados apresentaram valores de
glicemia de aproximadamente 400 mg/dL no pareamento (tempo 0, sem tratamento), o que
nos permite validar a instalacdo do DM experimental. Podemos observar que a glicemia dos
animais do grupo NIOG manteve-se em valores dentro da normalidade, desde o pareamento
até o final do periodo experimental.

No decorrer do periodo experimental, o grupo DIOG apresentou niveis glicémicos
progressivamente maiores, alcancando ao final do experimento valores médios de 561 mg/dL,
culminando assim em um maior valor de AUC da glicemia, o que sugere a maior
vulnerabilidade destes animais as complicacbes do DM relacionadas ao estresse glico-
oxidativo. Os ratos diabéticos que receberam insulina (DINS) apresentaram uma reducéo
significativa da glicemia, bem como menor AUC da glicemia, alcangando valores médios de
glicemia e de AUC da glicemia semelhantes aos encontrados em animais ndo diabéticos
(NIOG).



Figura 14 - Glicemia de ratos ndo diabéticos e ratos diabéticos ndo tratados

e tratados com insulina, curcumina e/ou aminoguanidina, durante 45 dias.
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(A) Glicemia e (B) Area sob a curva (AUC). Os valores foram expressos como média +
EPM, n = 10. As diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferencas
com NIOG; b, diferencas com DIOG; c, diferengas com DINS; d, diferegas com DC; e,
diferenga com DA-50; f, diferenga com DCA-50; g, diferenga com DA-100. #, diferencas
com o dia 0.
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Os animais diabéticos tratados com curcumina e/ou aminoguanidina em iogurte
apresentaram uma melhora nos niveis glicémicos quando comparados aos animais do grupo
DIOG, a partir do 15° dia de tratamento até o final do periodo experimental (45° dia).
Também foi possivel observar valores maiores da AUC da glicemia dos animais tratados com
curcumina e/ou aminoguanidina, quando comparados aos grupos NIOG e DINS, porém
menores em relagéo aos valores do grupo DIOG.

Animais DCA-50 ndo apresentaram diferencas significativas nos niveis glicémicos
quando comparados aos animais tratados apenas com curcumina ou 50 mg/kg de
aminoguanidina, perfil também observado na AUC da glicemia.

O grupo DCA-100 apresentou menores niveis de glicemia do que o grupo DA-100, a
partir do 30° dia de tratamento até o final do periodo experimental (45° dia). Em relacdo a
AUC da glicemia, o grupo DCA-100 também apresentou valores menores quando
comparados ao grupo DA-100, dessa forma, foi possivel observar que a associagdo de
curcumina e 100 mg/kg de aminoguanidina foi mais eficaz para o controle glicémico do que
100 mg/kg de aminoguanidina administrada isoladamente, demonstrando novamente o efeito
da curcumina nessa associacao.

Além do monitoramento da glicemia, uma abordagem préatica para avaliar o controle
glicémico é analisar a glicacdo das proteinas pela dosagem de proteinas glicadas, incluindo
HbA1c e frutosamina (FIGURA 15).

Todos os grupos de animais diabéticos apresentaram niveis de HbAlc maiores quando
comparados ao grupo NIOG (FIGURA 15A). O grupo DIOG apresentou 0s maiores niveis de
HbAlc, comprovando a cronicidade da hiperglicemia nesses animais. Todos 0s grupos que
receberam tratamentos (DINS, DC, DA-50, DA-100, DCA-50 e DCA-100) apresentaram
niveis de HbAlc menores em relacdo ao grupo DIOG (FIGURA 15A), portanto, refletindo os
beneficios destes tratamentos na reducdo da glicemia e assim foram eficazes na reducédo desse
importante biomarcador no DM. O grupo DINS apresentou niveis de HbAlc reduzidos em
26% quando comparado ao grupo DIOG. Entre os demais tratamentos, a curcumina
administrada isoladamente no iogurte (DC) foi o tratamento que mais atenuou a formacéo de
HbAlc (19%), alcancando valores proximos aos do grupo DINS. Os grupos DA-50 e DA-100
apresentaram uma reducdo na formacdo de HbAlc de 9% e 14%, respectivamente, e 0S
grupos DCA-50 e DCA-100 mostraram uma reducdo de 9% e 16%, respectivamente, em
relagdo ao grupo DIOG, né&o existindo diferencas entre esses grupos tratados.

Assim como para o perfil de alteragdes em HbAlc, todos os grupos de animais

diabéticos apresentaram maiores niveis de frutosamina em relagdo ao grupo NIOG (FIGURA
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15B). Todos os grupos tratados (DINS, DC, DA-50, DA-100, DCA-50 e DCA-100)
apresentaram nives menores de frutosamina quando comparados ao grupo DIOG (FIGURA
15B). O grupo DINS apresentou niveis reduzidos de frutosamina em 43%, quando comparado
aos animais diabéticos DIOG. Os demais grupos de animais diabéticos que receberam
tratamento ndo apresentaram diferengas entre eles, mostrando uma redu¢do média de 21% nos

niveis de frutosamina.

Figura 15 — HbA1c e frutosamina, apds 45 dias, de ratos ndo diabéticos e ratos diabéticos nao

tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou aminoguanidina.

A 20- B 2504 a
= ab.e
ab U abe 200-
- - a.b.cv ¥ a,b,c a,b,c
g _ T B a,b,c
o £ 2 1501 ab
gé 104 ™ 22
T 3 1004
5 L
. 50
0 T T T 0- : 4
o © L S S O O © ® & &S SS
O L ¥ LS O &L & O ¥ NN
P9 Na <>°v & 00‘; AR Y N oc,v X oc,v

(A) Hemoglobina glicada (HbAlc) e (B) Frutosamina. Os valores foram expressos como média £ EPM, n = 10.
As diferengas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferencas com NIOG; b, diferencas com
DIOG,; c, diferencas com DINS.

Os valores plasméticos de TAG, colesterol total, colesterol-HDL e niveis estimados de
colesterol-ndo HDL podem ser observados na Figura 16.

Animais do grupo DIOG apresentaram valores aumentados de TAG (FIGURA 16A),
colesterol total (FIGURA 16B) e colesterol-ndo HDL (FIGURA 16D) em relacdo aos animais
do grupo NIOG. O grupo DINS apresentou reducdo de 65%, 20% e 62% nos niveis de TAG,
colesterol total e colesterol-ndo HDL, respectivamente, alcancando valores semelhantes aos
do grupo NIOG. Os animais diabéticos tratados com curcumina e/ou aminoguanidina em
iogurte também apresentaram reducdes nos niveis desses trés biomarcadores do metabolismo
lipidico.

Os grupos DC, DA-50 e DA-100 apresentaram reduc@es nos niveis de TAG em 31%,
35% e 31%, respectivamente, em relagdo ao grupo DIOG; enquanto que os grupos DCA-50 e
DCA-100 mostram reducdes de 50% e 52%, respectivamente (FIGURA 16A). Embora os

tratamentos com as associagdes nao apresentaram diferencas com o0s tratamentos isolados,
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destaca-se que as terapias combinadas promoveram efeitos melhores do que os compostos
administrados isoladamente, uma vez que, permitiram o alcance de valores proximos aos dos
grupos DINS e NIOG.

Em relacdo aos niveis de colesterol total, os grupos DC, DA-50 e DA-100 mostraram
reducdes de 11%, 11% e 10%, respectivamente, e 0os grupos DCA-50 e DCA-100 de 21% e
16%, respectivamente, quando comparados ao grupo DIOG (FIGURA 16B). Como pode ser
observado, a associacdo de curcumina e 50 mg/kg de aminoguanidina em iogurte (DCA-50)
foi mais eficaz na reducdo dos niveis de colesterol total em relacdo aos tratamentos isolados,
demonstrando um efeito combinado. O tratamento com a associagdo de curcumina e 100
mg/kg de aminoguanidina (DCA-100) também foi melhor na redugdo dos niveis de colesterol
total em relacdo aos respectivos tratamentos isolados, uma vez que apresentou valores

préximos aos dos animais DINS e NIOG.

Figura 16 — Niveis de triacilglicerdis, colesterol total, colesterol-HDL e niveis estimados
de colesterol-ndo HDL, apo6s 45 dias, de ratos ndo diabéticos e ratos diabéticos ndo tratados

e tratados com insulina, curcumina e/ou aminoguanidina.
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(A) Triacilglicerdis (B) Colesterol total (C) Colesterol-HDL (C) Colesterol-ndo HDL. Os valores foram
expressos como média £ EPM, n = 10. As diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a,
diferengas com NIOG,; b, diferengas com DIOG.
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Os grupos DC, DA-50 e DA-100 apresentaram uma redugdo média de 31% nos niveis
de colesterol-ndo HDL, em relagdo ao grupo DIOG. Ja os grupos DCA-50 e DCA-100
mostraram reducdes de 49% e 42%, respectivamente (FIGURA 16D). Assim como observado
nos niveis de TAG, os tratamentos com as associa¢fes promoveram melhores efeitos do que
0S respectivos tratamentos administrados isoladamente, uma vez que, ndo apresentaram
diferengas com os grupos DINS e NIOG.

Os animais ndo diabéticos e animais diabéticos ndo tratados e tratados com insulina,
curcumina e/ou aminoguanidina em iogurte ndo apresentaram diferencas entre si em relacao
aos niveis plasmaticos de colesterol-HDL (FIGURA 16C).

As atividades das enzimas hepaticas ALT, AST e ALP podem ser observadas na
Figura 17. Os animais diabéticos DIOG apresentaram aumentos significativos nos niveis
plasmaticos das enzimas hepéaticas ALT, AST e ALP, em relacdo ao grupo de animais nao
diabéticos (NIOG) (FIGURAS 17A, 17B e 17C, respectivamente). O tratamento de ratos
diabéticos com insulina (DINS) promoveu diminuigdo de 59%, 47% e 72% nos niveis de
ALT, AST e ALP, respectivamente, alcancando valores proximos ao do grupo NIOG. Os
animais diabéticos tratados com curcumina e/ou aminoguanidina em iogurte apresentaram
niveis plasmaticos menores das enzimas ALT (FIGURA 17A) e AST (FIGURA 17B) quando
comparados ao grupo DIOG, néo existindo diferengas entre os tratamentos, com redugao
média de 23% e 26%, respectivamente.

Em relacdo aos niveis plasmaticos de ALP, os grupos DC e DA-50 apresentaram
niveis menores da enzima em 18% e 24%, respectivamente, em relacdo ao grupo DIOG
(FIGURA 17C). J& o grupo DA-100 ndo demonstrou diferenca nos niveis de ALP quando
comparado ao grupo DIOG (FIGURA 17C). Animais do grupo DCA-50 apresentaram niveis
plasmaticos menores da enzima supracitada em 29%, quando comparados ao grupo DIOG,
ndo existindo diferencas com os tratamentos isolados correspondentes (FIGURA 17C). O
grupo DCA-100 ndo apresentou reducdo nos niveis plasmaticos de ALP em relacdo ao grupo
DIOG, mas mostrou que ocorre uma tendéncia de melhoria nos niveis dessa enzima, que pode
ser devido ao efeito da curcumina, uma vez que 100 mg/kg de aminoguanidina néo foi capaz

de preservar 0s niveis dessa enzima (FIGURA 17C).
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Figura 17 — Atividade plasmatica das enzimas hepéticas ALT, AST e ALP, apos 45 dias,
de ratos nao diabéticos e ratos diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, curcumina

e/ou aminoguanidina.
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(A) Alanina aminotransferase (ALT) (B) Aspartato aminotransferase (AST) e (C) Fosfatase alcalina
(ALP). Os valores foram expressos como média = EPM, n = 10. As diferencas entre os grupos foram
consideradas com p<0,05. a, diferencas com NIOG; b, diferencas com DIOG,; c, diferengas com DINS; d,
diferencas com DC; e, diferencas com DA-50; f, diferengas com DCA-50.

A proteinuria pode ser observada na Figura 18. O grupo DIOG apresentou maiores
niveis de proteinaria quando comparado ao grupo NIOG. Também foi possivel observar que o
grupo DINS apresentou menor proteindria em 72% quando comparado aos animais DIOG,
alcancando valores semelhantes aos animais ndo diabéticos (NIOG).

Dentre os tratamentos administrados isoladamente, apenas o tratamento com
curcumina foi capaz de prevenir a proteiniria quando comparado ao grupo DIOG,
demonstrando uma reducdo de 33% nos niveis de proteindria.

O grupo DCA-50 apresentou menor proteindria quando comparado ao grupo DIOG
em 32%, portanto nessa associacao foi possivel observar o efeito benéfico da curcumina. J& o
grupo DCA-100 demonstrou uma tendéncia de melhoria nos niveis de proteinuria, mas nédo
houve diferenca estatistica em rela¢do ao grupo DIOG, mostrando que essa associagdo, nesse

parametro, nao foi capaz de preservar o efeito da curcumia em 45 dias de experimento.
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Figura 18 — Proteindria de ratos ndo diabéticos e ratos
diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, curcumina

e/ou aminoguanidina.
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Os valores foram expressos como média + EPM, n = 10. As diferencas
entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferencas com NIOG;
b, diferencas com DIOG,; c, diferengas com DINS; d, diferencas com DC;
e, diferengas com DA-50. As amostras foram obtidas no 43° dia de
tratamento.

4.2 Biomarcadores relacionados ao estresse glico-oxidativo e potencial antioxidante no
plasma de animais ndo diabéticos e animais diabéticos ndo tratados e tratados com

insulina, curcumina e/ou aminoguanidina

Na Figura 19 estdo apresentados os niveis plasmaticos de TBARS, PCO e AGE
fluorescentes. O grupo DIOG apresentou niveis plasmaticos aumentados de TBARS
(FIGURA 19A), PCO (FIGURA 19B) e AGE (FIGURA 19C) quando comparado ao grupo
NIOG. O grupo DINS apresentou redugdo de TBARS, PCO e AGE fluorescentes de 73%,
30% e 60%, respectivamente, em relacdo ao grupo DIOG. Os tratamentos com curcumina
e/ou aminoguanidina em iogurte promoveram reducdes nos niveis de TBARS (FIGURA
19A), PCO (FIGURA 19B) e AGE fluorescentes (FIGURA 19C) quando comparados ao
grupo DIOG. Em relacao aos niveis plasmaticos de PCO e AGE fluorescentes, os grupos DC,
DA-50, DA-100, DCA-50 e DCA-100 apresentaram reducdes significativas atingindo valores
préximos aos dos animais tratados com insulina (DINS).

Os grupos DC, DA-50 e DA-100 apresentaram redugdes nos niveis de TBARS no
plasma em 10%, 8% e 20%, respectivamente, em relacdo ao grupo DIOG (FIGURA 19A). O
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tratamento com 100 mg/kg de aminoguanidina foi melhor na reducéo dos niveis de TBARS
do que os tratamentos com 50 mg/kg de aminoguanidina ou curcumina.

Os grupos DCA-50 e DCA-100 apresentaram valores de TBARS reduzidos em 21% e
20%, respectivamente, quando comparados ao grupo DIOG. Como pode ser observado, a
associagdo de curcumina e 50 mg/kg de aminoguanidina em iogurte (DCA-50) foi mais eficaz
na reducdo dos niveis de TBARS em relacdo aos resultados alcangados com os tratamentos
com 0s respectivos compostos administrados isoladamente, demonstrando um efeito
sinérgico. O tratamento com a associac¢do de curcumina e 100 mg/kg de aminoguanidina em
iogurte (DCA-100) também foi melhor na reducdo dos niveis de TBARS, mas somente em
relagcdo ao tratamento com a curcumina administrada isoladamente, portanto, prevalecendo o

efeito da aminoguanidina.

Figura 19 — Niveis TBARS, PCO e AGE, ap06s 45 dias, no plasma de ratos nao diabéticos e ratos

diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou aminoguanidina.
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(A) Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) (B) Proteinas carboniladas (PCO) e (C) Produtos finais de
glicacdo avancada (AGE) fluorescentes. Os valores foram expressos como média £+ EPM, n = 10. As diferencas
entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferencas com NIOG; b, diferencas com DIOG,; c, diferengas
com DINS; d, diferencas com DC; e, diferencas com DA-50.
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Os niveis plasméticos de NOx (produtos estaveis do NO) podem ser observados na
Figura 20. O grupo DIOG apresentou maiores niveis plasmaticos de NOx em relagdo ao grupo
NIOG. O grupo DINS mostrou uma reducdo de 23% nos niveis desse biomarcador quando
comparado ao grupo DIOG, atingindo valores semelhantes ao do grupo NIOG. Os
tratamentos com curumina e/ou aminoguanidina promoveram redugdes nos niveis de NOx em
relagdo ao grupo DIOG. Os grupos DC, DA-50 e DA-100 apresentaram uma reducdo de 13%,
48% e 52%, respectivamente, quando comparado ao grupo DIOG. Como pode ser observado
0 tratamento com curcumina administrada isoladamente reduziu os niveis de NOx de maneira
menos eficaz; ja os tratamentos com as duas doses de aminoguanidina apresentaram maiores
reducgdes nos niveis desse biomarcador em relacdo ao grupo DIOG, DINS e NIOG.

Animais DCA-50 e DCA-100 apresentaram reducdes de 41 e 55%, respectivamente,
nos niveis de NOx. O tratamento com a associacdo de curcumina e 50 mg/kg de
aminoguanidina foi capaz de manter os niveis plasmaticos de NOx em valores proximos ao do
grupo NIOG, representando os efeitos tanto da curcumina quanto da aminoguanidina. O
tratamento com a associacdo utilizando 100 mg/kg de aminoguanidina reduziu os niveis

também em relacdo ao grupo NIOG, prevalecendo o efeito da aminoguanidina.

Figura 20 — Nitrato e nitrito total (NOXx), ap6s 45 dias, no
plasma de ratos ndo diabéticos e ratos diabéticos ndo tratados e

tratados com insulina, curcumina e/ou aminoguanidina.
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Os valores foram expressos como média + EPM, n = 10. As diferencas
entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferencas com NIOG;
b, diferencas com DIOG,; c, diferencas com DINS; d, diferencas com DC; f,
diferencas com DCA-50.
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Na Figura 21 esta apresentada a atividade plasmética da enzima PON1. O grupo
DIOG apresentou menor atividade da PON1 em relagdo ao grupo NIOG. O grupo DINS
apresentou maior atividade da PON1 em 48%, em relagdo ao grupo DIOG, alcangando
valores semelhantes aqueles do grupo NIOG. Os grupos DC, DA-50, DA-100, DCA-50 e
DCA-100 também apresentaram maiores atividade da PON1, quando comparados ao grupo
DIOG, néo existindo diferengas significativas entre eles e atingindo valores semelhantes aos

observados nos grupos DINS e NIOG.

Figura 21 — Atividade de PONL1, apds 45 dias, no plasma de
ratos ndo diabéticos e ratos diabéticos ndo tratados e tratados

com insulina, curcumina e/ou aminoguanidina.

1500+
b b b b 1
1000- .
T e~
zd
o3
500-
0 1 L] L]
o O O O O & &
‘\\O \00 0\'% A V"‘) V‘fb v:"Q v:\g
Q O F

Os valores foram expressos como média + EPM, n = 10. As diferencas
entre 0s grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferengas com NIOG;
b, diferencas com DIOG.

4.3 Biomarcadores relacionados ao estresse glico-oxidativo e sistemas antioxidantes no
figado de animais ndo diabéticos e animais diabéticos ndo tratados e tratados com

insulina, curcumina e/ou aminoguanidina

Na Figura 22 estdo apresentados os niveis, no figado, de TBARS, PCO e AGE
fluorescentes. Inesperadamente, observou-se que animais diabéticos DIOG apresentaram uma
diminuicdo de 40% nos niveis de TBARS no figado, quando comparados ao grupo NIOG. Os
demais grupos de animais diabéticos (DINS, DC, DA-50, DA-100, DCA-50 e DCA-100) ndo
apresentaram diferencas nos niveis de TBARS em relacdo ao grupo DIOG ou NIOG, mas

demonstraram tendéncia em valores mais semelhantes ao grupo DIOG (FIGURA 22A).
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O grupo DIOG apresentou niveis aumentados de PCO (FIGURA 22B) e AGE
fluorescentes (FIGURA 22C) no figado, quando comparado ao grupo NIOG. O grupo DINS
apresentou valores reduzidos de PCO e AGE fluorescentes em 26% e 40%, respectivamente,
em relacdo ao grupo DIOG, alcancando valores préximos aos do grupo NIOG. Os tratamentos
com curcumina e/ou aminoguanidina também promoveram reducGes nos niveis de PCO e
AGE fluorescentes quando comparados ao grupo DIOG, alcancando valores proximos aos do
grupo DINS e NIOG.

Figura 22 — Niveis de TBARS, PCO e AGE fluorescentes, apos 45 dias, no figado de ratos
normais e ratos diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou

aminoguanidina.
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(A) Substancias reativas ao &acido tiobarbitirico (TBARS) (B) Proteinas carboniladas (PCO) e (C) Produtos
finais de glicagdo avancada (AGE) fluorescentes. Os valores foram expressos como média £+ EPM, n = 10. As
diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferencas com NIOG,; b, diferengas com DIOG.

As atividades das enzimas antioxidantes SOD e CAT no figado podem ser observadas
na Figura 23. O grupo DIOG apresentou reducgdes nas atividades das enzimas antioxidantes
SOD (FIGURA 23A) e CAT (FIGURA 23B) em comparagdo ao grupo NIOG. O tratamento

de ratos diabéticos com insulina (DINS) preservou as atividades das enzimas antioxidantes
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SOD e CAT, promovendo aumento de 27% e 36%, respectivamente, em relacdo ao grupo
DIOG, atingindo valores proximos aos animais ndo diabéticos (NIOG).

Figura 23 — Atividades das enzimas SOD e CAT, apds 45 dias, no figado de ratos ndo diabéticos e

ratos diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou aminoguanidina.
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(A) Superéxido dismutase (SOD) e (B) Catalase (CAT). Os valores foram expressos como média £ EPM, n = 10. As
diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferencas com NIOG,; b, diferengas com DIOG.

Como pode ser observado, apenas o tratamento com a associa¢do de curcumina e 50
mg/kg de aminoguanidina em iogurte (DCA-50) foi capaz de preservar a atividade da enzima
SOD, demonstrando um aumento de 28%, em relagdo ao grupo DIOG; desta forma, podemos
sugerir que essa associacdo apresentou um efeito sinérgico, uma vez que 0s respectivos
compostos administrados isoladamente ndo foram capazes de manter a atividade da SOD
(FIGURA 23A).

Os grupos DC e DA-50 apresentaram maior atividade da enzima antioxidade CAT em
36% e 39%, respectivamente, quando comparados aos animais diabéticos DIOG, nao
existindo diferencas entre eles. Enquanto que o grupo DA-100 ndo apresentou diferencas na
atividade de CAT em relacédo ao grupo DIOG (FIGURA 23B).

O grupo DCA-50 também apresentou aumento na atividade da CAT em 33%, em
relacdo ao grupo DIOG, néo apresentando diferencas com os tratamentos isolados. Ja o grupo
DCA-100 mostrou maior atividade da enzima CAT em 24%, quando comparado ao grupo
DIOG, demonstrando que a associa¢do de curcumina e 100 mg/kg de aminoguanidina foi
melhor na prevencdo da atividade da CAT do que o tratamento com 100 mg/kg de
aminoguanidina administrada isoladamente, prevalecendo a resposta da curcumina (FIGURA
23B).
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Na Figura 24 estdo apresentados os niveis, no figado, de grupos tidis ndo proteicos e
as atividades das enzimas glutationa redutase (GSH-Rd) e glutationa peroxidase (GSH-Px).

O grupo DIOG apresentou menores niveis hepaticos de grupos tidis ndo proteicos
(FIGURA 24A) quando comparado ao grupo NIOG. O tratamento de ratos diabéticos com
insulina (DINS) promoveu aumento nos niveis de grupos tidis ndo proteicos, em rela¢do ao
grupo DIOG. Os tratamentos com curcumina e/ou aminoguanidina ndo apresentaram
diferencas estatisticas, mas demonstraram uma tendéncia de aumento nos niveis de grupos

tidis ndo proteicos quando comparados ao grupo DIOG.

Figura 24 — Niveis de grupos tidis ndo proteicos e atividades das enzimas GSH-Rd e
GSH-Px, ap6s 45 dias, no figado de ratos ndo diabéticos e ratos diabéticos nao

tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou aminoguanidina.
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(A) Grupos tidis ndo proteicos (B) Glutationa redutase (GSH-Rd) e (C) Glutationa peroxidase (GSH-
Px). Os valores foram expressos como média + EPM, n = 10. As diferengas entre os grupos foram
consideradas com p<0,05. g, diferencas com NIOG; b, diferencas com DIOG.

O grupo DIOG apresentou maior atividade das enzimas GSH-Rd (FIGURA 24B) e
GSH-Px (FIGURA 24C), quando comparado ao grupo NIOG. Animais do grupo DINS
apresentaram reducdes nas atividades das enzimas GSH-Rd e GSH-Px, em relagdo ao grupo
DIOG, permitindo o alcance de valores semelhantes aos observados no grupo NIOG; assim
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como observado no tratamento com insulina, os tratamentos com curcumina e/ou
aminoguanidina também promoveram redugfes nas atividades das enzimas GSH-Rd e GSH-

Px quando comparados ao grupo DIOG.

4.4 Biomarcadores relacionados ao estresse glico-oxidativo e sistemas antioxidantes no
rim de animais ndo diabéticos e animais diabéticos ndo tratados e tratados com insulina,

curcumina e/ou aminoguanidina

Na Figura 25 estdo apresentados os niveis, no rim, de TBARS, PCO e AGE

fluorescentes.

Figura 25 — Niveis de TBARS, PCO e AGE fluorescentes, ap6s 45 dias, no rim de ratos
normais e ratos diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou

aminoguanidina.
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(A) Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) (B) Proteinas carboniladas (PCO) e (C) Produtos
finais de glicacdo avancada (AGE). Os valores foram expressos como média £ EPM, n = 10. As diferencas entre
os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferencas com NIOG; b, diferencas com DIOG.
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O grupo DIOG apresentou niveis aumentados de TBARS (FIGURA 25A), PCO
(FIGURA 25B) e AGE fluorescentes (FIGURA 25C) no rim, quando comparado ao grupo
NIOG. O grupo DINS apresentou valores reduzidos de TBARS, PCO e AGE fluorescentes,
em 25%, 31% e 24%, respectivamente, em relacdo ao grupo DIOG. Os tratamentos com
curcumina e/ou aminoguanidina ndo promoveram redugdes nos niveis de TBARS, mas
reduziram os niveis de PCO e AGE em relacdo ao grupo DIOG, alcangando valores proximos
aos do grupo DINS.

As atividades das enzimas antioxidantes SOD e CAT no rim podem ser observadas na
Figura 26. O grupo DIOG apresentou redugdes nas atividades das enzimas antioxidantes SOD
(FIGURA 26A) e CAT (FIGURA 26B), em relagdo ao grupo NIOG. O tratamento de animais
diabéticos com insulina preservou a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT,
promovendo aumentos de 19% e 51%, respectivamente, em relacdo ao grupo DIOG. Os
grupos DC e DA-50 apresentaram maior atividade da SOD em 20% e 24%, respectivamente,
em relagdo ao grupo DIOG (FIGURA 26A). Enquanto que o grupo DA-100 nédo apresentou
diferenca na atividade de SOD em relacdo ao grupo DIOG.

Figura 26 — Atividades das enzimas SOD e CAT, ap0s 45 dias, no rim de ratos nao diabéticos e ratos

diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou aminoguanidina.
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(A) Superoxido dismutase (SOD) e (B) Catalase (CAT). Os valores foram expressos como média £ EPM, n = 10. As
diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferencas com NIOG,; b, diferengas com DIOG.

Os grupos DCA-50 e DCA-100 mostraram aumento na atividade da SOD em 21% e
26% quando comparados ao grupo DIOG (FIGURA 26A). Desta forma, observa-se que a
associacdo DCA-50 ndo apresentou diferenca em relacdo aos tratamentos com 0s compostos
administrados isoladamente (DC ou DA-50). Ja a associacdo de curcumina e 100 mg/kg de
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aminoguanidina (DCA-100) em iogurte foi mais eficaz na manutengéo da atividade da SOD
em relacdo a 100 mg/kg de aminoguanidina isolada, prevalecendo assim a resposta da
curcumina.

Em relacdo a atividade da enzima CAT, os tratamentos com curcumina e/ou
aminoguanidina em iogurte preservaram a sua atividade no rim, ndo existindo diferencas entre
eles e alcangando valores semelhantes aos do grupo DINS (FIGURA 26B).

Na Figura 27 estdo apresentados 0s niveis renais de tidis ndo proteicos e as atividades
das enzimas GSH-Rd e GSH-Px. O grupo DIOG apresentou diminui¢cdo nos niveis de grupos
tiois ndo proteicos (FIGURA 27A) quando comparado ao grupo NIOG. O tratamento de ratos
diabéticos com insulina (DINS) promoveu aumento nos niveis de grupos tidis ndo proteicos,
em relacdo ao grupo DIOG, apresentando valores semelhantes aos encontrados no grupo
NIOG. Os tratamentos com curcumina e/ou aminoguanidina também promoveram aumento
nos niveis de grupos tidis ndo proteicos quando comparados ao grupo DIOG, permitindo o
alcance de valores semelhantes aos observados no grupo DINS e NIOG.

Assim como observado no figado, os animais DIOG demonstraram aumento nas
atividades das enzimas GSH-Rd (FIGURA 27B) e GSH-Px (FIGURA 27C), quando
comparados aos valores observados em animais NIOG. O grupo DINS apresentou reducdes
nas atividades das enzimas GSH-Rd e GSH-Px, em relacdo ao grupo DIOG, demonstrando
respostas semelhantes aos do grupo NIOG. Também como observado no tratamento com
insulina, os tratamentos com curcumina e/ou aminoguanidina também promoveram reducdes

nas atividades das enzimas GSH-Rd e GSH-Px quando comparados ao grupo DIOG.
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Figura 27 — Niveis de grupos ti6is ndo proteicos e atividades das enzimas GSH-Rd e GSH-
Px, apds 45 dias, no rim de ratos ndo diabéticos e ratos diabéticos nédo tratados e tratados

com insulina, curcumina e/ou aminoguanidina.
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(A) Grupos tidis ndo proteicos (B) Glutationa redutase (GSH-Rd) e (C) Glutationa peroxidase (GSH-Px). Os
valores foram expressos como media + EPM, n = 10. As diferencas entre os grupos foram consideradas com
p<0,05. a, diferengas com NIOG,; b, diferengas com DIOG.

4.5 Niveis proteicos de RAGE, NF-kB, AGE-R1 e GLO 1 no figado e rim de animais
nao diabéticos e animais diabéticos tratados com insulina, curcumina e/ou

aminoguanidina

Os niveis proteicos de RAGE (figado), NF-xB (figado e rim), AGE-R1 (figado e rim)
e GLO 1 (figado e rim) podem ser observadas na Figura 28 (figado) e na Figura 29 (rim).

Animais do grupo DIOG apresentaram maiores niveis de RAGE no figado (FIGURA
28A) e NF-xkB no figado (FIGURA 28B) e rim (FIGURA 29A), quando comparados aos
animais ndo diabéticos NIOG. Os resultados de RAGE no rim ndo estdo apresentados, pois

ndo foi possivel obter resultados e imagens satisfatorias.
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O grupo DINS apresentou menores niveis de RAGE no figado em 62% e menores
niveis de NF-kB em 35% e 68% no figado e no rim, respectivamente. Dentre os tratamentos
com os compostos administrados isoladamente, os tratamentos com a curcumina ou 50 mg/kg
de aminoguanidina reduziram os niveis de RAGE no figado em 55% e 37%, respectivamente,
em relacdo aos animais DIOG (FIGURA 28A); e apenas o tratamento com a curcumina foi
capaz de diminuir os niveis de NF-xB no figado (reducgéo de 41%, FIGURA 28B). Entretanto,
em relacdo aos niveis de NF-xB no rim, apenas 50 mg/kg de aminoguanidina foi capaz de
reduzir os niveis desse biomarcador em comparacdo ao grupo DIOG (reducdo de 37%,
FIGURA 29A). O tratamento com 100 mg/kg de aminoguanidina ndo foi capaz de reduzir os
niveis proteicos de RAGE (figado, FIGURA 28A) e NF-xB (figado e rim, FIGURAS 28B e

29A, respectivamente).

Figura 28 — Niveis proteicos de RAGE, NF-xB, AGE-R1 e GLO 1, ap6s 45 dias, no figado de ratos néo

diabéticos e ratos diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou aminoguanidina.
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com DC,; e, diferengas com DA-50; f, diferencas com DCA-50.
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Figura 29 — Niveis proteicos de NF-kB, AGE-R1 e GLO 1, apds 45 dias, no rim de ratos ndo diabéticos e

ratos diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou aminoguanidina.
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(A) NF-xB (B) AGE-R1 e (C) GLO 1. Os valores foram expressos como média = EPM, n = 6. As diferencas entre os grupos
foram consideradas com p<0,05. a, diferencas com NIOG; b, diferengas com DIOG,; c, diferencas com DINS; d, diferencas com
DC; e, diferencas com DA-50; f, diferengas com DCA-50; g, diferencas com DA-100.

O tratamento com a associacdo curcumina e 50 mg/kg de aminoguanidina reduziu os
niveis de RAGE no figado (63%, FIGURA 28A) e NF-xB no figado (31%, FIGURA 28B) e
rim (45%, FIGURA 29A). Animais DCA-50 ndo apresentaram diferencas nos niveis de
RAGE em relacdo aos animais que receberam os tratamentos isolados correspondentes (DC e
DA-50). Ja em relagdo aos niveis de NF-kB, o tratamento com essa associagdo demonstrou
prevalecer a resposta do composto isolado de melhor efeito, ou seja, semelhante a curcumina
no figado e semelhante a aminoguanidina no rim.

Animais DCA-100 apresentaram menores niveis de RAGE no figado (26%, FIGURA
28A) e NF-kB no rim (70%, FIGURA 29A), em relagdo aos animais DIOG. O tratamento
com a associagdo curcumina e 100 mg/kg de aminoguanidina foi melhor na reducdo dos
niveis de RAGE do que o tratamento com 100 mg/kg de aminoguanidina, contudo menos
eficaz que o tratamento isolado com curcumina. Entretanto, essa associa¢do ndo foi capaz de
prevenir o aumento nos niveis de NF-kB no figado, portanto, prevalecendo o efeito de 100
mg/kg de aminoguanidina com a perda do efeito da curcumina nesse biomarcador (FIGURA
28B). Curiosamente, em relacdo aos niveis proteicos de NF-«xB no rim a associa¢do de
curcumina e 100 mg/kg de aminoguanidina apresentou melhor efeito que os respectivos

compostos administrados isolamente, mostrando um efeito sinérgico (FIGURA 29A).
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Animais DIOG apresentaram redugdes nos niveis de AGE-R1 e GLO 1 no figado
(FIGURAS 28C e D, respectivamente) e no rim (FIGURAS 29B e C, respectivamente),
qguando comparados aos animais ndo diabéticos NIOG. O grupo DINS apresentou um
aumento de 2,4 e 3,2 vezes nos niveis de AGE- R1 no figado e rim, respectivamente, e um
aumento de 2,3 (figado) e 2,0 (rim) vezes nos niveis de GLO 1, quando comparados ao grupo
DIOG.

Os tratamentos de ratos diabéticos com curcumina e/ou aminoguanidina aumentaram
os niveis de AGE-R1 e GLO 1 no figado (FIGURAS 28C e D), atingindo valores semelhantes
aos dos grupos DINS e NIOG.

Jano rim, os grupos DC, DA-50 e DA-100 apresentaram um aumento de 2,1; 3,1 e 1,8
vezes, respectivamente, nos niveis de AGE-R1 em relacdo ao grupo DIOG (FIGURA 29B).
Entre os tratamentos administrados isoladamente a dose de 50 mg/kg de aminoguanidina foi a
mais eficaz no aumento dos niveis de AGE-R1. Entretanto, em relagdo aos niveis de GLO 1,
animais DA-50 ndo apresentaram diferencas em relacdo aos animais DIOG. Ja os grupos DC
e DA-100 apresentaram um aumento de 1,5 e 1,7 vezes, respectivamente, nos niveis de GLO
1 quando comparados ao grupo DIOG (FIGURA 29C).

Novamente, o tratamento com a associagdo curcumina e 50 mg/kg de aminoguanidina
demonstrou prevalecer a resposta do composto isolado de melhor efeito, ou seja, no rim, foi
capaz de aumentar os niveis de AGE-R1 (3,2) semelhante a 50 mg/kg de aminoguanidina
(FIGURA 29B) e aumentar os niveis de GLO 1 (1,5) semelhante a curcumina (FIGURA
29C).

O tratamento com a associacdo curcumina e 100 mg/kg de aminoguanidina foi capaz
de aumentar os niveis de AGE-R1 (FIGURA 29B) e GLO 1 (FIGURA 29C) no rim, em

relacdo ao grupo DIOG, ndo existindo diferencas entre os compostos isolados.

4.6 Avaliacao de pardmetros da funcéo neutrofilica de animais ndo diabéticos e animais

diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou aminoguanidina

A Figura 30 apresenta 0 nimero de neutrofilos migrados para a cavidade peritoneal
dos ratos. O grupo DIOG apresentou menor quantidade de células recrutadas para a cavidade
peritoneal em 49% quando comparado ao grupo NIOG. O grupo DINS mostrou um aumento
na quantidade de celulas em 85% quando comparado ao grupo DIOG, alcangando valores

semelhantes ao do grupo NIOG.
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Os grupos DA-50 e DA-100 apresentaram maiores quantidades de células em 81% e
85%, respectivamente, em relacdo ao grupo DIOG, enquanto que o grupo DC néo apresentou
diferencas em relacdo ao grupo DIOG. Os grupos DCA-50 e DCA-100 também mostraram
um aumento na quantidade de células em 89% e 76%, respectivamente, quando comparados
ao grupo DIOG. A associagdo entre ambas as doses de aminoguanidina e curcumina em
iogurte foram melhores do que a curcumina administrada isoladamente no recrutamento de

células para a cavidade peritoneal, prevalecendo o efeito da aminoguanidina.

Figura 30 — Numero de neutrdfilos migrados para a cavidade
peritoneal, apds 45 dias, de ratos ndo diabéticos e ratos
diabéticos néo tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou

aminoguanidina.
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Os valores foram expressos como média £ EPM, n = 10. As diferengas entre
os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferencas com NIOG; b,
diferengas com DIOG.

A atividade de NOX2 de neutrofilos peritoneais, monitorada por quimiluminescéncia
dependente de lucigenina sem ou com estimulo (PMA) e por redu¢do do citocromo C (com
estimulo) pode ser observada na Figura 31.

O grupo DIOG apresentou maior emisséo de luz, sem ou com estimulo (PMA), em
aproximadamente 2 vezes a mais que o0 grupo NIOG (FIGURAS 31A e 32B,
respectivamente). O grupo NIOG mostrou um aumento de 15 vezes na emissao de luz apos
estimulo com PMA e o grupo DIOG apresentou um aumento de 12 vezes apds o estimulo.

Animais DIOG também mostraram um aumento de 1,5 vezes no ensaio de reducdo do
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citocromo C, em relagdo ao grupo NIOG (FIGURA 31C). Esses dados em conjunto,
demonstram que animais diabéticos DIOG apresentaram maior producdo de O.". O grupo
DINS mostrou uma reducédo na emissao de luz em 45% (sem estimulo, FIGURA 31A) e em
39% (com estimulo, FIGURA 31B), em relacdo ao grupo DIOG, mas ndo apresentou
diferenca significativa no ensaio de reducéo do citocromo C (FIGURA 31C).

No ensaio de quimiluminescéncia dependente de lucigenina sem estimulo, apenas o
tratamento com a associac¢do curcumina e 50 mg/kg de aminoguanidina foi capaz de prevenir
0 aumento da producdo de O, quando comparado ao grupo DIOG, apresentando valores
semelhantes aos do grupo DINS (FIGURA 31A). Os demais grupos ndo apresentaram
diferengas estatisticas, contudo, apresentaram perfis semelhantes aos respectivos grupos apos
o0 estimulo com PMA (FIGURA 31B).

No ensaio de qumiluminescéncia dependente de lucigenina com estimulo, 0s grupos
DA-50 e DA-100 mostraram menor producdo de O2" em 43% e 52%, respectivamente, em
relagdo ao grupo DIOG. Enquanto que o grupo DC ndo apresentou diferenca em relacéo ao
grupo DIOG (FIGURA 31B). O grupo DCA-50 também apresentou menor geracdo de Oz,
em 65%, quando comparado ao grupo DIOG. A associacdo de curcumina e 50 mg/kg de
aminoguanidina e em iogurte foi melhor do que os respectivos compostos isolados, mostrando
um efeito combinado. O grupo DCA-100 n&o apresentou reducdo na producéo de O." quando
comparado ao grupo DIOG, portanto, nessa associagdo prevaleceu o efeito da curcumina
(FIGURA 31B).

No ensaio de reducdo do citocromo C, entre 0s animais diabéticos, apenas o grupo
DCA-50 apresentou menor reducdo do citocromo C em 51% quando comparado ao grupo
DIOG (FIGURA 31C). Novamente, a associacdo de curcumina e 50 mg/kg de
aminoguanidina em iogurte foi maiz eficaz do que os respectivos compostos isolados,
demonstrando um efeito combinado. Apesar dos demais grupos de animais diabéticos
tratados ndo apresentarem diferencas significativas quando comparados ao grupo DIOG, eles
apresentaram 0 mesmo comportamento observado no ensaio de quimiluminescéncia
dependente de lucigenina com estimulo (FIGURA 31B). A diferenga da sensibilidade das
duas sondas utilizadas pode ser a responsavel por tal efeito, uma vez que apenas 0s grupos
que apresentaram maiores diferencas na emissao de luz, permaneceram com as diferencas no

ensaio de reducdo do citocromo C.
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Figura 31 — Atividade de NOX2 de neutrofilos peritoneais, apds 45 dias, de ratos ndo
diabéticos e ratos diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou

aminoguanidina.
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(C) Ensaio de redugdo do citocromo C, com estimulo (PMA). Os valores foram expressos como média + EPM,
n = 10. As diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferengas com NIOG; b, diferengas
com DIOG; c, diferengas com DINS; d, diferencas com DC; e, diferencas com DA-50; f, diferencas com DCA-
50.

A atividade de MPO, sem ou com estimulo (PMA), de neutréfilos peritoneais pode ser
observada na Figura 32. Como pode ser observado no ensaio de atividade de MPO sem
estimulo (PMA) nao foram encontradas diferencas entre os grupos analisados nesse trabalho
(FIGURA 32A).

Ja no ensaio de atividade de MPO utilizando PMA como estimulo (FIGURA 32B), o
grupo DIOG apresentou maior quantidade de HOCI/OCI" em 31% quando comparado ao
grupo NIOG. O grupo DINS mostrou uma redugéo nos niveis de HOCI/OCI- em 29% quando
comparado ao grupo DIOG, alcangando valores semelhantes ao do grupo NIOG. Entre os
tratamentos com os compostos administrados isoladamente, apenas o tratamento com 100

mg/kg de aminoguanidina (DA-100) promoveu reducdo nos niveis de HOCI/OCI (43%), em
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relacdo ao grupo DIOG. O grupo DCA-50 mostrou reducdo nos niveis de HOCI/OCI™ de 39%,
em relacdo ao grupo DIOG, portanto a associacdo de curcumina e 50 mg/kg de
aminoguanidina em iogurte foi mais eficaz na reducdo dos niveis de HOCI/OCI do que os
respectivos compostos isolados, demonstrando um efeito sinérgico. O grupo DCA-100 nao
apresentou diferenca em relacdo ao grupo DIOG, portanto, novamente nessa associagdo

prevaleceu o efeito da curcumina.

Figura 32 — Atividade de MPO de neutréfilos peritoneais, apds 45 dias, de ratos néo
diabéticos e ratos diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou

aminoguanidina.

(V1)
n
o
1

A 2.5+

2.0+

=
(3, ]
1

b,e b,e

HOCI/OCI’
(umoliL)
° &
HOCI/OCI’
(pmoliL)
2

o
(3]
1
[3,]
1

o

(=)

<)
L

L L 0\‘{9 L LSS

N\ Y o ;
b F & F K

Atividade de mieloperoxidase (MPQ) (A) sem estimulo (sem PMA) e (B) com estimulo (com PMA). Os valores
foram expressos como média + EPM, n = 10. As diferengas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a,
diferencas com NIOG,; b, diferengas com DIOG; e, diferencas com DA-50.

A Figura 33 apresenta o pool de ERO de neutréfilos peritoneais, sem ou com estimulo
(PMA), monitorado pelo ensaio de quimiluminescéncia dependente de luminol. O grupo
DIOG apresentou maior emissdo de luz em 47% sem estimulo (FIGURA 33A) e em 24%
apos estimulo (PMA) (FIGURA 33B), quando comparado ao grupo NIOG. Animais nédo
diabéticos mostraram um aumento de 11 vezes na emissdo de luz apds estimulo com PMA e
animais diabéticos DIOG apresentaram um aumento de 10 vezes apds o estimulo. Esses dados
em conjunto, demonstram que animais diabéticos DIOG apresentaram maior producdo de
ERO. O grupo DINS mostrou uma reducdo na geracdo de ERO de 32% (sem estimulo,
FIGURA 33A) e em 19% (com estimulo, FIGURA 33B), em relacdo ao grupo DIOG,
alcangando valores semelhantes ao do grupo NIOG.

No ensaio de quimiluminescéncia dependente de luminol sem estimulo, assim como o

ensaio realizado com lucigenina sem estimulo, apenas o tratamento com a associagdo
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curcumina e 50 mg/kg de aminoguanidina foi capaz de prevenir o aumento da producdo de
ERO, quando comparado ao grupo DIOG, apresentando valores semelhantes aos do grupo
DINS (FIGURA 33A). Os demais grupos ndo apresentaram diferencas estatisticas, contudo,
apresentaram perfis semelhantes aos respectivos grupos ap6s estimulo com PMA (FIGURA
33B).

Figura 33 — Geragdo de ERO de neutrofilos peritoneais, apds 45 dias, de ratos ndo diabéticos e ratos

diabéticos néo tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou aminoguanidina.
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Geracdo de ERO (A) sem estimulo (sem PMA) e (B) com estimulo (com PMA). Os valores foram expressos como
média £ EPM, n = 10. As diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferencas com NIOG; b,
diferengas com DIOG,; e, diferengas com DA-50.

Assim como na atividade de MPO (com estimulo) (FIGURA 32B), entre os
tratamentos com 0s compostos administrados isoladamente, apenas o tratamento com 100
mg/kg de aminoguanidina (DA-100) promoveu reducdo na producdo de ERO em 19%,
quando comparado ao grupo DIOG (FIGURA 33B). O tratamento de ratos diabéticos com a
associagdo de curcumina e 50 mg/kg de aminoguanidina em iogurte (DCA-50) promoveu
reducdo na geracdo de ERO em 29%, em relacdo ao grupo DIOG, mostrando ser mais eficaz
gue os respectivos compostos isolados, demonstrando um efeito sinérgico. O grupo DCA-100
ndo apresentou reducdo nos niveis de ERO quando comparado ao grupo DIOG, portanto,
nessa associagéo prevaleceu o efeito da curcumina (FIGURA 33B).

As cinéticas de emissdo de luz nos ensaios de quimiluminescéncia dependente de
lucigenina ou luminol em neutro6filos peritoniais estdo apresentadas no Apéndice I.

Os resultados encontrados no presente estudo estdo sumarizados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Valores comparativos de biomarcadores analisados em plasma, figado e rim, ap6s 45 dias de tratamento de ratos diabéticos tratados

com insulina, curcumina e/ou aminoguadina em relacdo aos ratos diabéticos ndo tratados (vide legenda para interpretagdo da tabela).

GRUPQOS
Biomarcadores DINS DC DA-50 DCA-50 DA-100 DCA-100
Peso corporal (%) T 60 T 20 Sem efeito T 19 Sem efeito T 15
Glicemia (%) 82 16 10 d14 d 12 {10

HbA1C (%) d 26 319 3o 39 14 316

Frutosamina (%) 43 d 20 d 2 18 324 d 20
TAG (%) d 65 da1 35 J 50 J31 )
Colesterol total (%) 420 d 1 d 1 d 21 d10 16
Colesterol-n&o HDL (%) d 62 33 34 d 49 d 26 d

ALT (%) d 59 323 325 320 321 3 25
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AST (%) d 47 25 27 24 d 26 28
Sem efeito
ALP (%) l, 72 J, 18 J, 24 J, 29 Sem efeito (perda do efeito
curcumina)
Sem efeito
Proteinuria (%o) l, 72 J, 33 Sem efeito ~L 32 Sem efeito (perda do efeito
curcumina)
ESTRESSE GLICO-OXIDATIVO PLASMA
TBARS (%) 373 {10 A J 21 3 20 20
PCO (%) 3 30 da1 28 J 23 332 28
AGE fluorescentes (%) d 60 57 48 d 40 d 47 48
NOX (%) 23 13 l 48 d 41 52 55
PONL (%) T 48 T 46 T a3 T a9 T 39 T 37
ESTRESSE GLICO-OXIDATIVO FIGADO
TBARS (%) Sem efeito Sem efeito Sem efeito Sem efeito Sem efeito Sem efeito
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PCO (%) d 26 d 29 28 35 35 d 24

AGE fluorescentes (%) d 40 d 42 d 30 d 47 d 41 d 38
SOD (%) o7 Sem efeito Sem efeito T g Sem efeito Sem efeito

CAT (%) T 36 T 36 T 39 133 Sem efeito T 24

GSH-Px (%) 342 d a1 d a1 J 19 J31 l a1

GSH-Rd (%) d 19 d21 d1s5 310 J12 d17
Grupos ti6is ndo proteicos (%) T 3g Sem efeito Sem efeito Sem efeito Sem efeito Sem efeito

ESTRESSE GLICO-OXIDATIVO RIM

PCO (%) d31 {38 37 37 J 36 37

AGE fluorescentes (%) 324 d 24 d 26 d 28 d 30 d 28

SOD (%) T2 T 20 T 24 T Sem efeito T 26
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CAT (%) T 51 T 40 T 36 T 34 T35 T 26
GSH-Px (%) da d 24 d 22 324 324 d 24
GSH-Rd (%) 4 20 14 16 16 18 13

Grupos tidis ndo proteicos (%) T 17 T 17 T 22 T 19 T 21 T 22
SINALIZACAO DE AGE
RAGE - FIGADO (%) 62 55 37 463 Sem efeito d 26
Sem efeito
NF-kB - FIGADO (%) l, 35 J, 41 Sem efeito J, 31 Sem efeito (perda do efeito
curcumina)
NF-KB — RIM (%) J 68 Sem efeito 37 d 45 Sem efeito d 70
DETOXIFICADORES DE AGE
it do venen) 124 121 125 120 124 126
GLO 1-FiGADO
(ndmero de vezes) T23 T19 T23 T 2,2 T19 T 2.2
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AGE-R1-RIM
(ndmero de vezes)

T 32

121

131

T 32

T 18

T 16

GLO1-RIM
(numero de vezes)

T 20

T 15

Sem efeito

T 15

T 17

T 14

FUNCAO NEUTROFILICA

Numero de células migradas

para cavidade peritoneal (%0) T 85 Sem efeito T 81 T 89 T 85 T 76
Emissado de luz integrada . . . .
(basal) (%) - QL luc l, 45 Sem efeito Sem efeito J, 45 Sem efeito Sem efeito
Emisséo de luz integrada Sem efeito
(com PMA) (%) - QLluc \L 39 Sem efeito ,l, 43 J, 65 J, 52 (perda do efeito
aminoguanidina)
Citocromo C reduzido (%) Sem efeito Sem efeito Sem efeito J, 51 Sem efeito Sem efeito
HOCI/OCT (%) - atividade \L 29 Sem efeito Sem efeito J, 39 J, 43 (pesrggwdegeei]tgito
de MPO com PMA aminoguanidina)
Emissdo de luz integrada \L 32 Sem efeito Sem efeito J, 41 Sem efeito Sem efeito

(basal) (%) - QLIum
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Sem efeito
Sem efeito Sem efeito J, 29 J, 19 (perda do efeito
aminoguanidina)

Emisséo de luz integrada ¢
(com PMA) (%) - QL Ium 19

Os valores foram expressos em percentual em relagdo ao grupo DIOG, exceto nos parametros AGE-R1 e GLO 1 (figado e rim) em que os valores
foram expressos em numero de vezes em relagdo ao grupo DIOG.

Biomarcadores em negrito = indicam que o(s) tratamento(s) com a(s) associacdo(bes) foi(aram) melhor(es) que 0s repectivos compostos
administrados isoladamente.

Setas = indicam aumento ou redugéo em relacdo ao grupo DIOG.

NUmeros em negrito e preto = indicam que o tratamento com a associagdo foi melhor do que um dos respectivos compostos administrados
isoladamente.

NUmeros em negrito e vermelho = indicam que o tratamento com a associagéo foi melhor do que ambos compostos administrados isoladamente.

HbAlc = hemoglobina glicada; TAG = triacilglicerdis; ALT = alanina aminotransferase; AST = aspartato aminotransferase; ALP = fosfatase
alcalina; TBARS = substancias reativas ao acido tiobarbiturico; PCO = proteinas carboniladas; AGE = produtos finais de glicacdo avancada; NOx
= nitrato e nitrito total; PON1 = paraoxonase 1; SOD = superdxido dismutase; CAT = catalase; RAGE e AGE- R1 = receptores de AGE; NF-kB =
fator nuclear kappa B; GLO 1 = glioxalase 1; QLIuc = quimiluminescéncia dependente de lucigenina; QLIum = quimiluminescéncia dependente
de luminol; MPO = mieloperoxidase; basal = reacdo na auséncia de PMA; com PMA = rea¢do na presenca de PMA.
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4.7 Glicemia, HbAlc e pardmetros da funcdo neutrofilica de animais ndo diabéticos e

animais diabéticos tratados com insulina, curcumina e/ou metformina

Para o monitoramento da instalacdo do DM experimental, assim como o controle
glicémico avaliamos a glicemia e a HbAlc (FIGURAS 34A e 34B, respectivamente).
Animais diabéticos pertencentes a todos os grupos estudados apresentaram valores de
glicemia de aproximadamente 340 mg/dL no pareamento (tempo 0, sem tratamento)
(FIGURA 34A) e animais ndo diabéticos mostraram niveis glicémicos dentro da normalidade
até o final do periodo experimental.

No decorrer do periodo experimental, o grupo DIOG apresentou niveis glicémicos
progressivamente maiores, alcancando ao final do experimento valores médios de 522 mg/dL.
Os ratos diabéticos que receberam insulina (DINS) apresentaram uma reducao significativa da
glicemia, alcancando valores médios semelhantes aos encontrados em animais ndo diabéticos
(NIOG). Os animais diabéticos tratados com curcumina e/ou 250 mg/kg de metformina em
iogurte apresentaram uma melhora nos niveis glicémicos quando comparados aos animais do
grupo DIOG. Os grupos DC, DMET e DCMET apresentaram uma reducdo de 11, 30 e 22%,
respectivamente, em relacdo ao grupo DIOG. Animais DMET e DCMET apresentaram
menores valores de glicemia quando comparados aos animais DC.

Em relacdo aos niveis de HbAlc (FIGURA 34B), todos os grupos de animais
diabéticos apresentaram niveis maiores quando comparados ao grupo NIOG. O grupo DINS
apresentou menores niveis de HbAlc em 50%, em relacdo ao grupo DIOG. Os tratamentos
com curcumina ou metformina administrados isoladamente reduziram os niveis de HbAlc em
9 e 8%, respectivamente, quando comparados ao grupo DIOG. J& o tratamento com a
associacdo de curcumina e metformina ndo apresentou diferenca em relagdo ao grupo DIOG.

As diferengas nos valores de HbAlc entre o primeiro experimento (curcumina e/ou
aminoguadina) e o segundo experimento (curcumina e/ou metformina) é devido a troca de
equipamento, uma vez que, o primeiro foi realizado por HPLC pelo equipamento da Bio-Rad

e 0 segundo pelo equipamento Premier Hb9210.
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Figura 34 — Glicemia e HbAlc, apos 45 dias, de ratos ndo diabéticos e ratos diabéticos ndo
tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou metformina.
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(A) Glicemia e (B) Hemoglobina glicada (HbA1c). Os valores foram expressos como média £ EPM, n = 10.
As diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferengas com NIOG; b, diferencas com
DIOG; c, diferencas com DINS; d, diferegas com DC. #, diferengas com o dia 0.

A Figura 35 apresenta o numero de neutréfilos migrados para a cavidade peritoneal
dos ratos. O grupo DIOG apresentou menor quantidade de células recrutadas para a cavidade
peritoneal em 38% quando comparado ao grupo NIOG. O grupo DINS mostrou um aumento
na quantidade de células em 49% em relacdo ao grupo DIOG, alcangando valores semelhantes
ao do grupo NIOG. O tratamento com metformina isolada aumentou a quantidade de células
em 56%, quando comparado aos animais DIOG. J& os grupos DC e DCMET néo
apresentaram diferencas em relacdo ao grupo DIOG. Desta forma, na associacdo de

curcumina e metformina prevaleceu o efeito da curcumina.
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Figura 35 — Numero de neutréfilos migrados para a cavidade
peritoneal, apos 45 dias, de ratos ndo diabéticos e ratos diabéticos

nao tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou metformina.
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Os valores foram expressos como média £ EPM, n = 10. As diferencas entre o0s
grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferengas com NIOG; b, diferencas
com DIOG.

A atividade de NOX2 de neutrofilos peritoneais monitorada por quimiluminescéncia
dependente de lucigenina sem ou com estimulo (PMA) e por redu¢do do citocromo C (com
estimulo) pode ser observada na Figura 36.

No ensaio de quimiluminescéncia dependente de lucigenina sem estimulo (sem PMA)
(FIGURA 36A), ndo houve diferencas estatisticas nos grupos estudados, contudo, parece
existir uma tendéncia de menor emissdo de luz nos grupos NIOG e DINS. J& no mesmo
ensaio utilizando estimulo (PMA), o grupo DIOG apresentou maior emissdo de luz em
aproximadamente 2 vezes a mais que o grupo NIOG (FIGURAS 36B). O grupo NIOG
mostrou um aumento de 8 vezes na emissdo de luz apds estimulo com PMA e o grupo DIOG
apresentou um aumento de 14 vezes ap6s o estimulo. Animais DIOG também mostraram um
aumento de 1,4 vezes no ensaio de redugdo do citocromo C, em relagdo ao grupo NIOG
(FIGURA 36C). O grupo DINS mostrou uma reducdo na emissdo de luz (com estimulo,
FIGURA 36B) em 62% e no ensaio de reducdo do citocromo C em 32% (FIGURA 36C), em
relagdo ao grupo DIOG.

Os tratamentos isolados com curcumina ou metformina ndo apresentaram diferencas
estatisticas em relacdo aos grupos DIOG, NIOG e DINS nos niveis de O™ (Figura 36). Ja o
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tratamento com a associagdo curcumina e metformina apresentou aumento na emisséo de luz,
na presenca de estimulo (PMA) em relacdo aos grupos NIOG e DINS (FIGURA 36 B).

Figura 36 — Atividade de NOX2 de neutréfilos peritoneais, apos 45 dias, de ratos ndo

diabéticos e ratos diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou

metformina.
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Quimiluminescéncia dependente de lucigenina (A) sem estimulo (sem PMA) (B) com estimulo (com
PMA) e (C) Ensaio de reducdo do citocromo C, com estimulo (PMA). Os valores foram expressos como
média + EPM, n = 10. As diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferengas com
NIOG,; b, diferengas com DIOG; c, diferencas com DINS.

A atividade de MPO, sem ou com estimulo (PMA), de neutroéfilos peritoneais pode ser
observada na Figura 37. Como pode ser observado no ensaio de atividade de MPO sem
estimulo (PMA) ndo foram encontradas diferencas entre os grupos estudados nesse trabalho
(FIGURA 37A).

No ensaio de atividade de MPO utilizando PMA como estimulo (FIGURA 37B), o
grupo DIOG apresentou maior quantidade de HOCI/OCI em 26% quando comparado ao
grupo NIOG. O grupo DINS mostrou uma reducéo nos niveis de HOCI/OCI- em 20% quando
comparado ao grupo DIOG, alcangando valores semelhantes ao do grupo NIOG. Entre o0s

tratamentos com 0s compostos administrados isoladamente, apenas o tratamento com
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metformina (DMET) promoveu redu¢do nos niveis de HOCI/OCI™ (20%), em relagdo ao grupo
DIOG. O grupo DCMET néo apresentou diferenca em relagdo ao grupo DIOG e ainda,
mostrou maior geracdo de HOCI/OCI™ quando comparado ao grupo DMET, NIOG e DINS.

Figura 37 — Atividade de MPO de neutrofilos peritoneais, apds 45 dias, de ratos ndo diabéticos

e ratos diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou metformina.
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Atividade de mieloperoxidase (MPO) (A) sem estimulo (sem PMA) e (B) com estimulo (com PMA). Os valores
foram expressos como média + EPM, n = 10. As diferengas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a,
diferencas com NIOG,; b, diferencas com DIOG,; c, diferencas com DINS; e, diferencas com DMET.

A Figura 38 apresenta o pool de ERO de neutréfilos peritoneais, sem ou com estimulo
(PMA), monitorado pelo ensaio de quimiluminescéncia dependente de luminol.

Assim como no ensaio de quimiluminescéncia dependente de lucigenina sem estimulo
(FIGURA 36A), no ensaio dependente de luminol sem estimulo também ndo houve
diferencas estatisticas nos grupos estudados (FIGURA 38A).

No ensaio de quimiluminescéncia dependente de luminol com estimulo, o grupo
DIOG apresentou maior emissdo de luz em 24% em relacdo ao grupo NIOG (FIGURA 38B).
O grupo DINS mostrou uma reducéo na geracdo de ERO de 24% em relagéo ao grupo DIOG,
alcancando valores semelhantes ao do grupo NIOG. Os tratamentos com curcumina ou
aminoguanidina ndo apresentaram diferencas estatisticas em relagdo aos grupos DIOG, NIOG
e DINS. J& o tratamento com a associacao apresentou aumento na emissao de luz em relacdo
aos grupos NIOG e DINS (FIGURA 38B). Novamente, esses resultados se assemelham aos

encontrados no ensaio de quimiluminescéncia dependente de lucigenina (FIGURA 36B).
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Figura 38 — Geracdo de ERO de neutrofilos peritoneais, apos 45 dias, de ratos ndo diabéticos

e ratos diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, curcumina e/ou metformina.
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Geracdo de ERO (A) sem estimulo (sem PMA) e (B) com estimulo (com PMA). Os valores foram expressos
como média + EPM, n = 10. As diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferencas com
NIOG; b, diferencas com DIOG; c, diferencas com DINS.
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5 DISCUSSAO

O modelo experimental utilizado nesse estudo mimetiza as alteracbes do DM tipo 1,
que é caracterizado por alta hiperglicemia e consequentemente o rapido aparecimento das
complica¢des da doenca. O menor peso corporal nos animais diabéticos DIOG certamente
ocorreu devido a dréastica reducdo nos niveis circulantes de insulina, uma vez que a
administracdo de STZ promove significativa destruicdo das células beta pancreaticas
produtoras de insulina. Consequentemente, ocorrem prejuizos nas respostas anabolicas
teciduais dependentes deste hormonio; sabe-se que a insulina aumenta a velocidade de
processos bioquimicos responsaveis pela sintese de glicogénio, proteinas e lipideos, bem
como estimula o armazenamento de TAG nos tecidos adiposos. Além disso, com a dréastica
reducdo nos niveis de insulina, diversos outros eventos sdo observados: ndo ocorre inibicdo da
lipase hormonio sensivel, responsavel pela lipdlise dos TAG e assim ha diminuicdo das
massas de tecidos adiposos; ocorre inibicdo da captacdo de glicose pelos tecidos adiposos,
reduzindo assim a disponibilidade de substrato para a sintese de TAG; ocorre aumento na
velocidade de degradacdo proteica juntamente com diminuicdo da sintese proteica,
culminando em perda ou menor ganho de massa muscular (FELIG; BERGMAN, 1995;
STUMP; NAIR, 2010). Portanto, todos os fatores acima descritos combinados culminam em
menor ganho de peso corporal nos animais diabéticos DIOG, quando comparados aos animais
ndo diabéticos (NIOG) ou diabéticos tratados com insulina (DINS) (FIGURA 13). Nossos
resultados também mostraram que o tratamento de ratos diabéticos com curcumina promoveu
aumento no peso corporal, enquanto que o tratamento com aminoguanidina nao apresentou
melhoria. Desta forma, os tratamentos com as associagdes curcumina e aminoguanidina (50
ou 100 mg/kg) promoveram beneficios no ganho de peso corporal, devido ao efeito benéfico
da curcumina (FIGURA 13).

O maior ganho de peso corporal nos animais diabéticos tratados com curcumina
corrobora os dados encontrados por Gutierres et al. (2012), Arcaro et al. (2014) e Assis et al.
(2017), os quais demostraram que o tratamento de ratos diabéticos com 90 mg/kg de
curcumina em iogurte foi capaz de promover um significativo ganho de peso corporal. O
efeito da curcumina em promover maior ganho de peso corporal pode estar correlacionado
com 0s mesmos mecanismos responsaveis pelo seu efeito anti-hiperglicemiante, como
aumento da secre¢do da insulina e sensibilidade periférica a insulina, bem como aumento da
captacdo de glicose pela muasculatura esquelética, os quais favorecem processos anabolicos
(BEST; ELLIOTT; BROWN, 2007; NA et al., 2011; XAVIER et al., 2012).
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Corroborando nossos achados, Gul et al. (2008) e Luo; Fan; Xu (2012) também
demonstraram que a aminoguanidina ndo promoveu beneficios no ganho de peso corporal em
animais diabéticos, uma vez que o tratamento de ratos diabéticos com aminoguanidina, seja
na dose de 1 g/L (administrada com agua disponivel aos animais) ou na dose de 50 mg/kg/dia
(via intraperitoneal), respectivamente, ndo foram capazes de promover estimulo ao ganho de
peso corporal.

A drastica reducdo nos niveis de insulina ocasiona diversas alteracGes que levam a
hiperglicemia, tais como (i) reducdo na velocidade de captacdo de glicose pelos tecidos que
possuem maiores quantidades do transportador de glicose GLUT 4 (em especial musculos
esqueléticos, tecidos adiposos); (ii) diminuicdo nas velocidades de glicogénese e lipogénese;
(iii) aumento na producdo hepatica de glicose, em especial devido ao aumento nas
velocidades dos processos de glicogendlise e gliconeogénese (NIEDOWICZ; DALEKE,
2005). Portanto, esses mecanismos justificam o aumento da glicemia observado no grupo
DIOG, quando comparado aos animais ndo diabéticos (NIOG) e os animais tratados com
insulina (DINS) (FIGURA 14).

O efeito da curcumina em reduzir os niveis glicémicos encontrado nesse trabalho,
também foi demonstrado em outros estudos, em que ratos diabéticos foram tratados com
curcumina: (i) 80 mg/kg em suspensdo aquosa, administrada por via oral (intubacdo gastrica),
durante 21 dias (ARUN; NALINI, 2002); (ii) 90 mg/kg incorporada ao iogurte, administrada
por via oral (gavagem) durante 31 dias (GUTIERRES et al., 2012), 45 dias (ARCARO et al.,
2014) e 50 dias (ASSIS et al. 2017); e (iii) 100 mg/kg em o6leo de oliva, administrada por via
oral, durante 56 dias (GHOSH et al., 2015). Diversos mecanismos tém sido descritos para
explicarem a capacidade da curcumina em promover reducdo da glicemia, tais como (i)
aumento da secrecdo de insulina via estimulacdo direta da atividade elétrica das células beta
pancreaticas; (ii) aumento da sensibilidade periférica a insulina; (iii) aumento da expressao e
translocacdo do GLUT 4 e, consequentemente, da captacdo de glicose, pela musculatura
esquelética; (iv) inibicdo da gliconeogénese hepatica, entre outros (BEST; ELLIOTT;
BROWN, 2007; FUJIWARA et al., 2008; XAVIER et al., 2012; GUTIERRES et al., 2015;
MOHAMMED:; ISLAM, 2018).

A reducdo nos niveis glicémicos de ratos diabéticos tratados com aminoguanidina
corrobora outros estudos, os quais utilizaram aminoguanidina: (i) 1g/L em agua disponivel
aos animais, durante 70 dias (TASLIDERE et al., 2014; ORMAN et al., 2015) ou durante 56
dias (GUL et al., 2008); e (ii) 100 mg/kg em solucdo aquosa, administrada por via oral
(gavagem), durante 56 dias (LV et al., 2018).
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Estd bem descrito na literatura que a hiperglicemia crénica promove a glicacdo de
proteinas gerando os AGE, bem como, postula-se que os mesmos tém acdes diretas e indiretas
importantes que contribuem para o desenvolvimento de resisténcia a insulina no DM tipo 1. A
interacdo de AGE com seu receptor RAGE ativam vias de sinalizacdo que provocam o0
estresse oxidativo e a inflamacdo, os quais estdo diretamente associados a resisténcia a
insulina (UNOKI; YAMAGISHI, 2008; KAUL; APOSTOLOPOULOU; RODEN, 2015).

O metilglioxal, um dos produtos intermediarios da geracdo de AGE, pode ocasionar
modificagdes estruturais na insulina, por meio de sua ligacdo aos residuos de arginina
presentes no horménio, assim a cadeia polipeptidica da insulina modificada, isto &, mais
pesada que a da insulina livre, por um adicional de 126 Da, que é suficiente para tornar a
insulina menos eficaz em relacdo a sua capacidade de ligar ao seu receptor, culminando em
menor estimulo a captacdo e utilizacdo da glicose. Além disso, outros mediadores da via de
sinalizacdo da insulina também podem ser afetados, uma vez que a fosforilagdo do substrato
do receptor de insulina 1 (IRS-1) e a atividade de PI3K s&o suprimidos pelo metilglioxal de
uma maneira dose dependente (SHAMSALDEEN et al., 2016). Também, existe uma hipotese
gue o metilglioxal pode bloguear a interacdo de AMP na quinase dependente de AMP
(AMPK), pois o sitio alostérico da AMPK possui um dominio com trés residuos de arginina,
estes podem ser muito vulneraveis a glicacdo ou outras modificacbes pos-traducionais,
principalmente pelo metilglioxal. Desta forma, o bloqueio da AMPK pelo metilglioxal
prejudica os mecanismos desencadeados pela interacdo AMP-AMPK, e consequentemente
favorece a gliconeogénese e a lipogénese, que sdo caracteristicas de resisténcia a insulina e do
DM (GUGLIUCCI, 2009; GUGLIUCCI, 2016). Portanto, o efeito da aminoguanidina na
reducdo dos niveis glicémicos pode ser devido a sua capacidade anti-glicacéo ou inibidora dos
efeitos dependentes das modificagOes proteicas desencadeadas pelo metilglioxal, e com isso
ser capaz de reduzir a resisténcia a insulina e/ou impedir o bloqueio da AMPK.

Desta forma, tanto a curcumina quanto a aminoguanidina podem ter contribuido para a
reducdo dos niveis glicémicos observados nos grupos DCA-50 e DCA-100, entretanto em
animais DCA-100 uma maior contribuigdo da curcumina na reducdo dos niveis glicémicos
pode ter ocorrido, uma vez que os valores glicémicos encontrados no grupo DCA-100 se
assemelham mais aos valores encontrados no grupo DC.

A HbAlc e a frutosamina sdo exemplos conhecidos de produtos de Amadori
(cetoaminas estaveis). A formacdo destes dois biomarcadores ocorre de forma irreversivel e
esta diretamente relacionada a concentragdo de glicose sanguinea (TAHARA; SHIMA, 1995;

WELSH et al., 2016). Os produtos de Amadori, produtos intermediarios de glicacdo, podem
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sofrer reacOGes adicionais, como desidratagdo, fragmentagdo, oxidagdo e ciclizacdo e
originarem os AGE (URIBARRI, 2017).

A formacdo de HbAlc ocorre devido a reacdo ndo enzimatica entre a glicose e a
hemoglobina de forma progressiva, no eritrocito, uma vez que a HbAlc se acumula no seu
interior e portanto vai apresentar uma meia-vida dependentes dos mesmos (PETERSON et al.,
1998), ou seja, a HbA1c reflete a exposicdo as concentragdes de glicose durante um periodo
aproximado de 2 a 3 meses, e tem sido o biomarcador padrdo usado clinicamente para
monitorar o controle glicémico e também no apoio diagndstico de DM (SELVIN et al., 2015;
AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2019).

A formacdo de frutosamina ocorre devido a reacdo ndo enzimatica entre a glicose e
proteinas plasmaticas circulantes, principalmente a albumina, mas também ocorre com as
globulinas e outras proteinas, e reflete o controle glicémico nas Gltimas 2 a 4 semanas,
consequéncia do turnover dessas proteinas plasmaticas (ARMBRUSTER, 1987; SELVIN et
al., 2015). Portanto, a concentracdo de frutosamina no plasma (ou soro) reflete o grau do
controle glicémico e é Gtil para monitorar a eficicia do tratamento do DM de uma maneira
semelhante a HbAlc, no entanto, a frutosamina responde mais rapidamente as mudancas na
terapia do que a HbAlc (ARMBRUSTER, 1987; DORCELY et al., 2017).

Nossos resultados mostraram que a glicemia ndo controlada dos animais diabéticos
DIOG também foi capaz de promover o aumento nos niveis de HbAlc e frutosamina
(FIGURA 15), além disso o grupo DIOG também apresentou maiores niveis plasmaticos de
AGE fluorescentes (FIGURA 19C), demonstrando a progresséo da glicacdo nesses animais. O
grupo DINS apresentou niveis reduzidos de glicemia alcancando valores semelhantes ao do
grupo NIOG, entretanto, a redugdo nos niveis de HbAlc e frutosamina ndo apresentaram o
mesmo perfil da glicemia, sugerindo que os ratos diabéticos tratados com insulina podem ter
apresentado episodios de hiperglicemia, além de terem sido expostos a eventos de glicacao
proteica antes do inicio do tratamento; contudo, o grupo DINS apresentou menores niveis
plasmaticos de AGE fluorescentes, atingindo valores semelhantes aos observados no grupo
NIOG, demonstrando que o tratamento com insulina foi capaz de prevenir os eventos de
glicacdo avancada.

Os tratamentos com curcumina e/ou aminoguanidina reduziram os niveis glicémicos,
HbAlc, frutosamina, assim como 0s niveis plasmaticos de AGE fluorescentes. Desta forma,
0s tratamentos com curcumina e/ou aminoguanidina demonstraram ser eficazes no controle

glicémico e na prevencao da glicacdo inicial e avancada.
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A reducdo nos niveis de HbAlc e frutosamina em ratos diabéticos tratados com
curcumina também é encontrada em trabalhos da literatura (ARUN; NALINI, 2002;
MOHAMED et al., 2009; HUSSEIN; ABU-ZINADAH, 2010; RASHID; SIL et al.; 2015) e
estudos também demonstram que o tratamento de ratos diabéticos com a aminoguanidina
reduz os niveis de HbAlc e frutosamina (GONZALEZ; GUTIERREZ; COTERA, 2014;
JOGLEKAR; PANASKAR; ARVINDEKAR, 2014; HAFIZUR; MOMIN; FATIMA, 2017).

A deficiéncia na secrecdo de insulina e/ou estados hiperglicémicos cronicos também
podem ocasionar displipidemia em individuos com DM tipo 1 ou tipo 2, caracterizada pelo
aumento nos niveis plasmaticos de TAG, colesterol total, colesterol-LDL e baixa
concentracdo plasmaética de colesterol-HDL, os quais, em conjunto com a hiperglicemia,
desempenham um papel importante no desenvolvimento de doencas vasculares oclusivas,
predispondo assim os individuos diabéticos a um maior risco para aterosclerose, uma das
principais complicacdes a longo prazo do DM (GOLDBERG, 2001; WU; PARHOFER,
2014).

O efeito hipolipémico da curcumina observado nesse trabalho (FIGURA 16), também
é demonstrado em outros estudos, 0s quais mostram que ela € capaz de reduzir os niveis
séricos de TAG, colesterol total, colesterol-LDL, &cidos graxos livres, e aumentar os niveis de
colesterol-HDL (FAN et al., 2006; JANG et al., 2008; GUTIERRES et al., 2012; NAJAFIAN,
2014; CHANDRAKALA; TEKULAPALLY, 2014; ASSIS et al.,, 2017); portanto, nossos
dados corroboram com os encontrados da literatura.

A curcumina possui diversos mecanismos descritos na literatura responsaveis pelo seu
efeito hipolipémico, incluindo: (i) ativacdo de AMPK e consequente estimulo & oxidacéo de
acidos graxos, inibicdo da sintese de colesterol e da lipogénese; (ii) inibicdo da enzima 3-
hidroxi-3-metil-glutaril-CoA redutase (HMG-CoA redutase), enzima-chave na via da sintese
do colesterol; (iii) indugdo da expressdo do transportador Al de cassetes de ligacdo ao ATP
(ABCAL), apolipoproteina Al (Apo Al) e do receptor da classe de eliminagéo B tipo 1 (SR-
BI), proteinas que estdo envolvidas no transporte reverso do colesterol mediado pela HDL; e
(iv) inibicdo da expressdo de apolipoproteina Bl (Apo B100) e inducdo da expressdo do
receptor de LDL (LDL-R), resultando em uma reducdo no colesterol-LDL plasmatico
(PANAHI et al., 2018).

Nesse estudo, também foi possivel observar que o tratamento com aminoguanidina
reduziu os niveis de TAG, colesterol total e colesterol-ndo HDL (FIGURA 16), corroborando
os dados demonstrado por Bucala et al. (1994) e Degenhardt et al. (2002). Ha poucos relatos

na literatura sobre o efeito da aminoguanidina nos biomarcadores de dislipidemia, entretanto,
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estudos demonstram que substancias que previnem a glicacdo e/ou a formacdo de AGE
podem ser Uteis na promogdo de melhorias nas desordens do metabolismo lipidico
(PANAGIOTOPOULOS et al., 1998; MACHADO et al., 2006). A hiperglicemia no DM
favorece a glicacdo de lipoproteinas circulantes, a qual ocasiona alteracdes na atividade de
algumas moléculas, tais como ABCAL, proteina de transferéncia de colesterol (CETP),
lecitina colesterol aciltransferase (LCAT) e lipase lipoprotéica, e desta forma estas alteracdes
podem contribuir para o estabelecimento de distdrbios do metabolismo lipidico
(PASSARELLI et al., 2005; MACHADO et al., 2006).

Nossos resultados mostraram que o tratamento de ratos diabéticos com as associacfes
curcumina e aminoguanidina (50 ou 100 mg/kg) foram mais eficazes que 0s respectivos
compostos isolados na reducédo da hiperlipidemia. Especialmente a associa¢do curcumina e 50
mg/kg de aminoguanidina que apresentou efeito combinado na reducdo dos niveis de
colesterol total.

A auséncia de diferenca estatistica nos niveis de colesterol-HDL entre 0s grupos
conduzidos nesse trabalho coborrora com os resultados de Arcaro et al. (2014), que ap6s 45
dias de tratamento, também ndo encontraram qualquer alteracdo nas concentracdes
plasmaticas de colesterol-HDL em animais diabéticos submetidos aos tratamentos com
insulina, curcumina e/ou piperina em relagéo aos animais diabéticos DIOG. No entanto, Assis
et al. (2017) observaram reducdes nos niveis de colesterol-HDL nos animais diabéticos DIOG
em relacdo aos animais ndo diabéticos (NIOG), essa diferenca pode ser explicada
principalmente pelo fato de as andlises realizadas por Assis et al. (2017) terem sido
conduzidas em plasma de animais jejuados, e no presente estudo, assim como no estudo de
Arcaro et al. (2014), as coletas de sangue para obtencdo do plasma foram feitas em animais
alimentados. Assis et al. (2017) também demonstraram que animais diabéticos tratados com a
curcumina em iogurte ndo apresentaram diferencas nos niveis de colesterol-HDL em relagéo
aos ratos diabéticos tratados apenas com iogurte (ou animais DIOG).

A hiperglicemia cronica também contribui para a instalacdo do estresse glico-
oxidativo em muitos tecidos (figado, rim, retina, nervos periféricos, endotélio vascular)
devido uma producdo exacerbada de ERO, principalmente pela cadeia transportadora de
elétron mitocondrial (BROWNLEE, 2005). De acordo com os resultados apresentados, o
estresse glico-oxidativo em ratos diabéticos ndo tratados foi instalado, uma vez que houve
aumento nos niveis de biomarcadores plasmaticos de LPO (TBARS), oxidagdo de proteinas
(PCO), glicacdo avancada (AGE) e produtos estaveis do NO (NOx total), assim como

diminuicdo na atividade da enzima antioxidante PON1. O tratamento de ratos diabéticos com
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insulina foi capaz de inibir esse processo; nota-se que animais DINS apresentaram niveis de
marcadores do estresse glico-oxidativo e potencial antioxidante semelhantes aqueles do grupo
NIOG. E conhecido que o controle da glicemia com tratamento insulinico em ratos diabéticos
(inducéo por STZ) previne o aumento da LPO, PCO e AGE (JAIN et al., 1990; CHEN X. et
al., 2009; ARCARO et al. 2014; ASSIS et al. 2017; GUTIERRES et al., 2019).

O efeito da curcumina na reducdo dos biomarcadores plasmaticos de lesdo glico-
oxidativa encontrado nesse estudo (FIGURA 19), corrobora estudo prévios do laboratério
(ASSIS et al., 2017; ROXO et al., 2019). A capacidade da curcumina em reduzir os niveis
glicémicos deve ser responsavel, pelo menos em parte, pela diminui¢do nos biomarcadores do
estresse glico-oxidativo. A curcumina também possui a capacidade de sequestrar ERO (AK;
GULCIN, 2008; BARZEGAR; MOOSAVI-MOVAHEDI, 2011) e de inibir LPO
(MEGHANA; SANJEEV; RAMESH, 2007), o que pode também corroborar as reducdes
observadas nos marcadores de lesdo glico-oxidativa in vivo. Além disso, ha outros
mecanismos pelos quais a curcumina pode inibir a formacdo de AGE e consequentemente 0
estresse glico-oxidativo, tais como (i) sequestrar o metilglioxal; (ii) induzir a expressdo de
AGE-R1 e inibir a expressdo de RAGE (ALIZADEH; KHEIROURI et al., 2019).

Nossos resultados mostraram que o tratamento com a aminoguanidina também foi
eficaz na reducdo dos biomarcadores plasmaticos de lesdo glico-oxidativa, corroborando
outros trabalhos (IHM et al., 1999; BHAT et al., 2016). A aminoguanidina é um potente
inibidor de geracdo de AGE, portanto, contribui para a reducdo na formacdo de ERO e
consequentemente reducdo da LPO e oxidacdo de proteinas.

Os tratamentos com as associa¢des curcumina e aminguanidina 50 ou 100 mg/kg,
apresentaram grande potencial contra o estresse glico-oxidativo, demonstrando reducdes nos
niveis plasmaticos de TBARS, PCO e AGE fluorescentes. Nos niveis de TBARS, animais
DCA-100 apresentaram maior reducdo, assim como animais DA-100, mostrando o beneficio
da aminoguanidina nessa associa¢do, uma vez que, no ganho de peso corporal e nos niveis
glicémicos a maior contribui¢éo do efeito encontrado foi devido ao efeito da curcumina.

Ja o tratamento com a associagdo curcumina e 50 mg/kg de aminoguanidina foi mais
eficaz (efeito sinérgico) na reducdo dos niveis plasmaticos de TBARS em relagcdo aos
tratamentos isolados com curcumina e 50 mg/kg de aminoguanidina, mostrando o grande
benéficio alcancado com essa associagdo, uma vez que, a LPO é um importante biomarcador
do estresse oxidativo e estd amplamente envolvida com a progressao das complicacdes do
DM (DAVI et al., 2005; ULLAH; KHAN; KHAN, 2016).
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A instalacdo do estresse glico-oxidativo observada nos animias DIOG, deve incluir
também o aumento plasmético de NOXx (nitrato e nitrito total) observada nesse trabalho.
Dentre as isoformas das NOS, a nNOS e eNOS séo enzimas constitutivas, com distribuicéo
limitada em tecidos, ja iINOS é uma enzima induzivel, expressa em todas as células nucleadas
que geram grandes quantidades de NO em resposta a estimulos imunolégicos (citocinas pro-
inflamatorias) e ndo imunoldgicos, como hiperglicemia, obesidade, altos niveis de &cidos
graxos livres e estresse oxidativo (KOMERS; ANDERSON, 2003; SOSKIC et al., 2011). A
ordem de classificacdo de atividade das isoformas das NOS por unidade de tempo é nNOS >
INOS > eNQOS, no entanto, a INOS gera 100 a 1000 vezes mais NO do que a eNOS, pois é
expressa em respostas a estimulos imunoldgicos e sua atividade persiste por muitas horas
(MORRIS; BILLIAR, 1994; SOSKIC et al., 2011). Desta forma, preconiza-se, que 0s niveis
plasméaticos de NOx observados nesse trabalho, podem ser decorrentes da maior
atividade/expressao da iNOS.

No DM, a funcdo -cardiovascular prejudicada € parcialmente atribuida a
superexpressdo patologica da iNOS nos tecidos cardiovasculares (NAGAREDDY et al., 2009;
FARIA; PERSAUD, 2017). A iNOS também é uma importante fonte de ERO no rim
diabético (GAO; HU; Ll et al., 2017). Além disso, Fujimoto et al. (2005) demonstraram que a
deficiéncia de iNOS no musculo esquelético de ratos preveniu a resisténcia insulinica causada
por uma dieta rica em gordura. O NO gerado pela iNOS esta envolvido em diversos efeitos
fisiolégicos, entretanto, disfuncdo na sua na atividade/expressdo pode estar envolvida na
fisiopatologia de diversas doencas, portanto, a iINOS deve ser rigorosamente controlada
(PAUTZ et al., 2010).

Nossos resultados mostraram que, o tratamento com curcumina isolada diminuiu 0s
niveis de NOx (vs DIOG), corroborando com outros trabalhos. A curcumina possui a
capacidade de inibir a iINOS protegendo as biomoléculas dos danos oxidativos, esse efeito é
mediado em parte pela inibicdo do NF-kB e com isso a reducdo da expressédo de mediadores
pro-inflamatorios (ZHANG et al.; 2013; JEENGER et al., 2015).

Ja os tratamentos com ambas as doses aminoguanidina apresentaram alta reducao nos
niveis de NOx (vs DIOG) e também apresentaram menores niveis em relacdo aos grupos
NIOG e DINS. Essa resposta encontrada € devido a capacidade da aminoguanidina em inibir
a INOS por competicdo com o substrato (L-arginina), uma vez que, possui semelhanca
estrutural com o0 mesmo (CORBETTA, J. A.; MCDANIEL, 1996; THORNALLEY, 2003).
Desta forma, os efeitos benéficos da aminoguanidina além de estarem relacionados a inibi¢éo

da formacdo de AGE, também podem ser devido a inibicdo da iNOS. O efeito da
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aminoguanidina da inibicdo de iINOS também tem sido estudado em modelos de DM,
demonstrando atenuacdo/prevencdo das complicacbes da doenca como em problemas
cardiovasculares, retinopatia e neuropatia (DU et al., 2002; DUDHGAONKAR et al.; 2007;
SONG et al., 2017; CARR et al., 2018).

Dentre os tratamentos, o tratamento com curcumina e 50 mg/kg de aminoguanidina foi
0 que apresentou o efeito mais satisfatorio, pois foi capaz de reduzir os niveis de NOx em
valores semelhantes aos dos grupos NIOG e DINS. Considerando que, tanto a superproducéo
ou deficiéncia de NO podem resultar em prejuizos da homeostase do organismo (PITOCCO et
al., 2010).

A PONL é a principal enzima responsavel pelas propriedades antioxidantes da HDL,
pois possui a capacidade de prevenir a oxidacdo da LDL e de membranas celulares, portanto,
contribui para a prevencdo do estresse oxidativo (WATSON et al., 1995; SHUNMOOGAM,;
NAIDOO; CHILTON, 2018). No DM, a atividade de PON1 est4 diminuida, o que favorece o
desenvolvimento das complicagdes desta sindrome, principalmente as vasculares (JENKINS;
KLEIN; ZHENG, 2000; MACKNESS; DURRINGTON; MACKNESS, 2002; YU et al.,
2017). Kordonouri, James e Bennetts (2001) demonstraram uma relacdo inversa entre a
glicemia e a atividade sérica de PON1 em jovens com DM tipo 1. Além disso, outros estudos
relataram que a baixa atividade de PON1 esta relacionada com a glicacdo ndo enzimética em
sua estrutura (HEDRICK et al., 2000; FERRETTI et al., 2001; YU et al., 2017). Mastorikou et
al. (2008) demonstraram que a glicacdo de PONL1 inibiu sua atividade e consequentemente
prejudicou sua capacidade de metabolizar os hidroperédxidos lipidicos de membrana. A PON1
possui residuos livres de cisteina, que podem ser potencialmente alvos de ataques de espécies
reativas, ocasionando alteracdo da atividade enzimatica (MACKNESS et al., 1996; HARISA,
2010). Portanto, a baixa atividade de PON1 em animais diabéticos DIOG pode ser devido a
instalagdo do estresse glico-oxidativo, corroborado, principalmente, pelos niveis aumentados
de TBARS e AGE. Nossos resultados mostraram que, o tratamento com curcumina e/ou
aminoguanidina além de reduzirem os niveis dos biomarcadores do estresse glico-oxidativo
(FIGURA 19), também apresentaram maior atividade da enzima antioxidante PON1
(FIGURA 21), demonstrando novamente o potencial desses compostos em atuarem no
combate ao estresse glico-oxidativo in vivo. Estudos também mostraram que o tratamento de
ratos diabéticos (induzido por STZ) com a curcumina em iogurte (ASSIS et al., 2017, ROXO
et al., 2019) ou o tratamento de ratos com colite ulcerativa (induzida por acido acético) com
aminoguanidina (HARISA, 2000) preservaram a atividade da PONL1.
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Nossos resultados também mostraram, a instalacdo do estresse glico-oxidativo no
figado e rim de animais DIOG, podendo ser observada pelo aumento nos niveis de PCO
(figado e rim), AGE fluorescentes (figado e rim), TBARS (rim) e niveis proteicos de RAGE
(figado), assim como a reducéo nas atividades das enzimas antioxidantes SOD e CAT (figado
e rim), diminui¢do nos niveis de grupos tidis ndo proteicos e no sistema de detoxificacdo dos
AGEs com reducdo nos niveis proteicos de AGE-R1 e GLO 1 (figado e rim). O grupo DIOG
também apresentou aumento nos niveis plasmaticos das enzimas hepaticas ALT, AST e ALP
(FIGURA 17), portanto, esses dados em conjunto indicam a presenca de lesdo hepatica nesse
grupo de ratos diabéticos ndo tratados, sugerindo que a instalacdo do estresse glico-oxidativo
pode ter sido responsavel por danificar a integridade dos hepatdcitos, uma vez que, 0 aumento
das enzimas ALT, AST e ALT no plasma de ratos diabéticos possui correlacao positiva com o
aumento da liberacdo dessas enzimas por tecidos danificados pelo estresse oxidativo que
ocorre no DM (MORI et al., 2003; KORUK et al., 2004). Além da lesdo hepética, 0 grupo
DIOG também demonstrou a presenca de dano renal, uma vez que apresentou aumento nos
niveis de proteindria (FIGURA 18). A proteindria é um importante biomarcador de leséo
renal no diabetes, pois permite 0 acompanhamento da evolucdo da lesdo renal em decorréncia
da falta de tratamento da hiperglicemia (BABU; SRINIVASAN, 1999; KARALLIEDDE;
GNUDI, 2008). Todas essas alteracfes observadas no grupo DIOG foram revertidas pelo
tratamento com insulina.

Ao avaliarmos 0s niveis de grupos tiois ndo proteicos nos tecidos (figado e rim),
podemos sugerir que estes refletem diretamente os niveis de GSH (antioxidante nao
enzimatico) existentes nesses tecidos, uma vez que, a GSH est4 presente na maioria das
células e € o tiol mais abundante no meio intracelular. Sua potente capacidade antioxidante é
proveniente do grupamento tiol presente na cisteina (MEISTER; ANDERSON, 1983;
FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Ainda, a molécula de GSH pode ser considerada um dos
agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da célula, aléem de diminuir a
suscetibilidade a leséo renal decorrente da isquemia, atua no transporte e é reservatorio de
cisteina, participa da detoxificagdo de agentes quimicos e na eliminacdo de peroxidos, como
os produtos da LPO (DENEKE; FANBURG, 1989; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Diferente dos resultados encontrados no plasma, os menores niveis de TBARS em
figado de animais DIOG (vs NIOG), sugerem a relacdo com as respostas observadas com os
componentes do sistema da glutationa. A enzima GSH-Px é capaz de exercer sua atividade
mesmo com baixas concentragdes de GSH, um de seus co-substratos. Além disso, existem

afinidades diferenciais de certas isoformas de GSH-Px por diversos peroxidos, dentre eles, 0s
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peroxidos lipidicos, formando como principais produtos agua e alcoois (ESWORTHY et al.,
1993). Com a instalagdo do estresse glico-oxidativo no DM, ocasionado principalmente pela
hiperglicemia, ha um aumento na producdo de peroxidos lipidicos que combinado com a
diminuicdo nos niveis de NADPH e na regeneracdo de GSH (devido ao aumento no fluxo da
glicose pela via dos poliodis), pode haver estimulo aos mecanismos compensatorios que
culminam em maior atividade de GSH-Px, pois esta enzima tem como substratos 0s peroxidos
lipidicos (BROWNLEE et al., 2001; JAGDALE et al., 2016). Tal mecanismo compensatorio
pode ser evidenciado em nosso estudo, uma vez que o grupo DIOG apresentou maior
atividade de GSH-Px no figado, em compara¢do aos animais ndo diabéticos.

Um dos principais grupos de proteinas soltveis no figado envolvidos na detoxificacdo
de produtos da LPO é a glutationa S-transferase (GST), a qual pertence a uma familia de
insoenzimas. A GST catalisa a conjugacdo de produtos da LPO com a molécula GSH,
aumentando a hidrossolubilidade e facilitando sua excrecdo. A agdo detoxificante dessa
enzima é importante na protecdo contra o estresse oxidativo (KAUSHIK; KAUR, 2003;
TORRES; SOARES; PEREIRA, 2006). Algumas isoenzimas da GST estdo envolvidas na
conjugacdo do HNE (produto da LPO) ao GSH, atuando como uma fonte importante de
eliminacdo deste composto altamente reativo (SCHAUR et al., 2015).

Portanto, € possivel conceber que os peroxidos lipidicos, incluindo TBARS, estejam
sendo produzidos de forma exacerbada devido ao estresse oxidativo no DM, porém estdo
sendo eliminados de forma mais eficiente ainda pela atividade aumentada de GSH-Px e
também poderiam estar sendo eliminados pela atividade da GST. Os menores niveis de
grupos tiois ndo proteicos, os quais incluem GSH, em figado de animais DIOG sugerem
maiores taxas de oxidacdo deste metabdlito, provavelmente pela atividade aumentada da
GSH-Px e possivelmente da GST.

Ao contrario dos nossos achados, em estudo recente de nosso laboratério Guttierres et
al. (2019) demonstraram que ratos diabéticos DIOG (inducéao via administracao de STZ), apds
35 dias de experimento, apresentaram diminui¢do na atividade de GSH-Px, no figado, em
comparacdo aos animais ndo diabéticos NIOG. A diferenca encontrada no presente trabalho
em relagédo ao trabalho de Guttierres et al. (2019) referente a atividade de GSH-Px pode ser
devido as diferencas nos valores de glicemia dos animais diabéticos, e portanto, diferencas na
severidade do modelo experimental. No estudo de Guttierres et al. (2019), no dia 0, o grupo
DIOG apresentou valores médios de glicemia de aproximadamente 525 mg/dL e, no dia 35,
aproximadamente 650 mg/dL. No presente estudo, o grupo DIOG apresentou valores médios

de glicemia menores, tanto no inicio (aproximadamente 400 mg/dL) quanto ao final
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(aproximadamente 560 mg/dL) dos 45 dias de experimento. Desta forma, considerando estas
diferengas nos niveis glicémicos, mesmo utilizando o mesmo modelo experimental de DM, os
maiores valores de glicemia dos ratos DIOG no estudo de Gutierres et al. (2019) podem ser 0s
responsaveis pela maior promocéo de estresse glico-oxidativo, superando os mecanismos de
compensacdo antioxidante.

Assim como no figado, animais DIOG (vs NIOG) apresentaram aumento nas
atividades das enzimas GSH-Px e GSH-Rd no rim. No entanto, ao contrario do observado no
figado, animais DIOG mostraram aumento nos niveis de TBARS no rim. Pode-se sugerir que
a resposta encontrada pode ser devido a menor atividade da enzima GST no rim, quando
comparada ao figado e desta forma, ocorre uma menor eliminacdo dos produtos da LPO
(KAUSHIK; KAUR, 2003).

As alteragOes prejudiciais nos biomarcadores do estresse glico-oxidativo, defesas
antioxidantes e sistemas de detoxifacdo observadas no grupo DIOG, no figado e rim séo de
grande importancia para o desenvolvimento de complicacdes diabéticas. O figado é um
importante 6rgdo participante do controle do metabolismo energético e de processos de
biotransformacdo de xenobiéticos, esse 6rgdo tem alta susceptibiliadade ao estresse glico-
oxidativo, e na combinacdo desse estresse com uma resposta inflamatoria intensa contribuem
para o inicio e progressao da lesdo hepatica, a qual é caracterizada pelo aumento da liberacao
das enzimas hepaticas como ALT, AST, ALP e y-glutamil transpeptidase (GGT); acumulo de
MDA, PCO e AGE; diminuic&o das atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-
Px, e diminuicdo de GSH (antioxidante ndo enzimatico); infiltracdo de leucdcitos e aumento
da producdo de citocinas; entre outros (WELT et a., 2004; NANNIPIERI et al., 2005;
MOHAMED et al., 2016; LI et al., 2015). O aumento na geracdo de AGE contribui para o
estimulo das vias inflamatorias, prejuizos na sinalizacdo da insulina e disfuncdo do
metabolismo hepatico (KAUL; APOSTOLOPOULOU; RODEN, 2015). Concomitante ao
rim, o figado exerce um papel importante na eliminacdo dos AGE, portanto em condicGes de
danos hepaticos cronicos ocorre o acimulo de AGE plasmatico (SEBEKOVA et al., 2002 e
ZUWALA-JAGIELLO etal., 2009).

Outra importante complicacdo no DM é a doenga renal diabética, a qual é uma das
complicagdes prevalentes do DM tipo 1 e 2, e é a principal causa de insuficiéncia renal
crénica e doencga renal terminal (KOYE et al., 2017). A hiperglicemia cronica leva a ativacédo
de varios processos patolégicos, que afetam numerosas células dos rins, tais como células
endoteliais glomerulares, musculares lisas, mesangiais, podocitos e ceélulas dos ductos

tubulares e coletores (FORBES; COOPER, 2013). O aparecimento de proteindria € um dos
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primeiros sinais de lesdo renal no DM, uma vez que somente moléculas de baixo peso
molecular aparecem comumente na urina. A nefropatia diabética é consequéncia da falta de
regulacdo do metabolismo da glicose, sendo a hiperglicemia responsavel pelo aumento na
glicacdo de proteinas, promovendo assim alteracbes hemodinamicas no tecido renal (BABU;
SRINIVASAN, 1999; KARALLIEDDE; GNUDI, 2008). O estresse glico-oxidativo
desempenha um papel importante na iniciacdo e progressao da nefropatia diabética, a qual é
caracterizada por anormalidades funcionais e estruturais (FORBES; COUGHLAN; COOPER,
2008). O aumento das ERO juntamente com deficiéncias nos sistemas antioxidantes causam
danos significativos nos tecidos, incluindo os rins, promovendo LPO, danos ao DNA,
modificacdo de proteinas, entre outros, além de contribuirem para o estabelecimento de
inflamacéo e fibrose renal. Entre 0s muitos sistemas responsaveis pela geracdo das ERO nos
rins, a NADPH oxidase é um dos contribuintes mais importantes (JHA et al., 2016). Além
disso, a geracdo de AGE per se e a sua interacdo com o receptor RAGE desencadeiam
mecanismos celulares e moleculares que promovem eventos patoldgicos durante a nefropatia
diabética, tais como: alteracdo da homeostase da funcdo renal; espessamento da membrana
basal e mesangial; inducdo da inflamacdo, fibrose, podocitopatia e mesangiopatia; entre
outros (PASUPULATI; CHITRA; REDDY, 2016). Ainda, prejuizos na funcdo renal também
podem acumular AGE e estes exercerem seus efeitos deletérios (AGE circulantes podem ser
eliminados pelos rins) (URIBARRI, 2017).

Desta forma, o tratamento de ratos diabéticos com compostos capazes de controlarem
a hiperglicemia, assim como reduzirem o estresse glico-oxidativo, podem contribuir para
evitar as anormalidades estruturais e funcionais no figado e rim, consequentemente
prevenindo o aparecimento de doengas nesses 0rgaos. Nossos resultados mostraram, que 0s
tratamentos de ratos diabéticos com curcumina e/ou aminoguanidina apresentaram potente
efeito protetor contra o estresse glico-oxidativo hepatico e renal.

Os tratamentos com curcumina e/ou aminoguanidina demonstraram ndo causarem
hepatotoxicidade e também protegeram o figado das agressdes observadas no DM, uma vez
que, apresentaram menores niveis plasmaticos das enzimas hepaticas ALT e AST (vs DIOG)
(FIGURAS 15A e 15B). Os resultados desse estudo corroboram os dados ja relatados na
literatura, em que o tratamento de animais diabéticos com curcumina promoveu reducao nos
niveis das enzimas hepaticas ALT, AST e ALP (MOHAMED et al., 2009; HUSSEIN; ABU-
ZINADAH, 2010; ARCARO et al., 2014; GHOSH et al., 2015; ASSIS et al., 2017). Raza et
al. (2003) também demonstraram que a aminoguanidina diminuiu os niveis plasmaticos de

ALT e AST em ratos, com hepatoxicidade instalada por azatioprina e ndo pelo DM.
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Diferente dos tratamentos com curcumina e/ou 50 mg/kg de aminoguadinina, 0S
tratamentos com 100 mg/kg de aminoguanidina isolada e sua associagdo com a curcumina néo
reduziram os niveis plasmaticos da enzima hepéatica ALP. Contudo, Ahmed et al. (2011)
demonstraram o efeito protetor de 100 mg/kg de aminoguanidina (via oral) na fibrose hepatica
induzida por tetracloreto de carbono (CCL4), o tratamento com aminoguanidina apresentou
reducdo dos niveis plasmaticos de ALT, AST e ALP, em relacdo ao grupo CCL4 sem
tratamento.

Os tratamentos com curcumina e/ou aminoguanidina também ndo causaram alteracdes
dos biomarcadores de lesdo renal, entretanto, entre os compostos administrados isoladamente
apenas a curcumina foi capaz de prevenir suas alteragdes funcionais, uma vez que, apresentou
niveis de proteinuria menores do que animais DIOG (FIGURA 18). O efeito protetor da
curcumina sobre a funcdo renal corrobora outros trabalhos (MORSY et al., 2013;
GUTIERRES et. al., 2019). Diferente dos nossos resultados, outros trabalhos demonstraram
que a aminoguanidina pode prevenir a proteindria (ITAKURA et al., 1991; LV et al., 2018).
Dentre os tratamentos com associagdes, somente a associacdo curcumina e 50 mg/kg de
aminoguanidina foi capaz de prevenir as lesdes renais, demonstrando o efeito benéfico da
curcumina nessa associagao.

O tratamento com a curcumina administrada isoladamente (vs DIOG) também foi
capaz de aumentar as atividades das enzimas antioxidantes SOD (rim), CAT (figado e rim), e
manter as respostas da GSH-Rd (figado e rim) e GSH-Px (figado) semelhantes ao do
tratamento com insulina. Além disso, o tratamento com a curcumina também aumentou 0s
niveis de grupos tidis ndo proteicos (rim) e 0s niveis proteicos de AGE-R1 e GLO 1 no figado
erim.

O tratamento de animais diabéticos com 50 mg/kg de aminoguanidina promoveu 0s
mesmos efeitos da curcumina. Porém, ndo foi capaz de preservar os niveis de GLO 1 no rim,
contudo foi melhor que a curcumina na manutengdo dos niveis de AGE-R1 no rim. J4 o
tratamento com 100 mg/kg de aminoguanidina foi 0 que apresentou menos beneficios, uma
vez que, ndo foi capaz de preservar as atividades das enzimas antioxidantes CAT no figado e
SOD no rim. Além disso, o tratamento com 100 mg/kg de aminoguanidina preservou 0s
niveis de AGE-R1 no rim semelhante ao tratamento com curcumina, porém, pior que O
tratamento com aminoguanidina na menor dose (50 mg/kg). Contudo, animais DA-100
também apresentaram preservacao nos niveis de GLO 1 no rim semelhante aos animais DC,

mas aqui, melhor que 50 mg/kg de aminoguanidina.
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A associacdo de curcumina e 50 mg/kg de aminoguanidina apresentou novamente
maior beneficio em relagcdo aos respectivos compostos administrados isoladamente (efeito
sinérgico), uma vez que, foi o Unico tratamento capaz de preservar a atividade da enzima
antioxidante SOD no figado. A SOD é uma importante enzima antioxidante, pois € a primeira
linha de defesa contra lesdo celular mediada por ERO (ULLAH; KHAN; KHAN, 2016).

Além disso, também foi possivel observar que animais DCA-50 apresentaram
manutencdo dos melhores efeitos dos tratamentos com os compostos isolados, uma vez que, 0
grupo DCA-50 demonstrou maiores niveis de AGE-R1 no rim assim como o grupo DA-50, e
maiores niveis de GLO 1 no rim como o grupo DC. Desta forma, a associagdo de curcumina e
50 mg/kg de aminoguanidina também apresentou um efeito combinado de biomarcadores.

No tratamento com a associacdo curcumina e 100 mg/kg de aminoguanidina foi
possivel observar o efeito benéfico da curcumina na manutencdo dos niveis das enzimas
antioxidantes CAT no figado e SOD no rim.

Em relacdo aos biomarcadores do estresse glico-oxidativo o tratamento com a
curcumina administrada isoladamente (vs DIOG) reduziu os niveis de PCO e AGE
fluorescentes no figado e rim e os niveis proteicos de RAGE e NF-«xB no figado.

O tratamento de animais diabéticos com 50 mg/kg de aminoguanidina também
promoveu os diversos efeitos benéficos da curcumina. Exceto que nédo foi capaz de prevenir o
aumento nos niveis de NF-xB no figado, mesmo apresentando niveis reduzidos de RAGE
(figado), contudo, foi melhor que a curcumina na reducao dos niveis de NF-xB no rim. Ja o
tratamento com 100 mg/kg de aminoguanidina foi capaz de reduzir os niveis de PCO e AGE
fluorescentes, entretanto, ndo apresentou reducdo nos niveis de RAGE no figado e NF-xB no
figado e rim.

Desta forma, entre os tratamentos administrados isoladamente a dose de 100 mg/kg de
aminoguanidina foi a que apresentou menos beneficios em relacdo a dose de 50 mg/kg de
aminoguanidina e a curcumina. Contudo, quando 100 mg/kg de aminoguanidina foi
administrada juntamente com curcumina (DCA-100) foi possivel observar reducdes nos
niveis de NF-xB no rim melhor que os respectivos compostos administrados isoladamente,
apresentando um efeito sinérgico. Além disso, essa associacdo também apresentou menores
niveis de RAGE no figado (vs DIOG), assim como a curcumina administrada isoladamente,
mas ainda ndo foi capaz de reduzir os niveis de NF-kB no figado, prevalencendo o efeito da
aminoguanidina (100 mg/kg).

O tratamento com a associagdo curcumina e 50 mg/kg de aminoguanidina apresentou

novamente mais beneficios que o0s compostos administrados isoladamente, pois nessa
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associacdo prevaleceu sempre o melhor efeito de cada composto administrado, ou seja, foi
possivel observar reducgdes nos niveis de NF-kB no figado semelhante ao tratamento com a
curcumina e no rim semelhante ao tratamento com 50 mg/kg de aminoguanidina.

O potencial da curcumina em reduzir o estresse glico-oxidativo, encontrado nesse
estudo, corroboram os achados da literatura. Assis et al. (2017) mostraram que o tratamento
de ratos diabéticos com curcumina em iogurte atenuou o estresse oxidativo no figado,
apresentando niveis reduzidos de PCO e aumento nas atividades das enzimas antioxidantes
SOD, CAT e GSH-Px. Ghosh et al. (2015) relataram que a curcumina protege o figado de
ratos diabéticos por neutralizar ERO e inibir a ativacdo de vias (p53 e MAPKS) de respostas
ao estresse ocasionado pela hiperglicemia. Estudos também demonstraram que o tratamento
de ratos diabéticos com curcumina reduz os danos renais, com diminui¢cdo nos niveis de
TBARS e aumento das atividades das enzimas SOD e CAT (SHARMA; KULKARNI;
CHOPRA, 2006; HUSSEIN; ABU-ZINADAH, 2010; NASRI; ABEDI-GHESHLAGHI;
RAFIEIAN-KOPAEI, 2016).

Hafez et al. (2015) também desmonstraram a capacidade da aminoguanidina em
reduzir o estresse oxidativo no figado, com reducdo de TBARS e aumento nas atividades das
enzimas SOD e CAT, mas este estudo foi realizado utilizando o metotrexato como indutor do
estresse e ndo o modelo de DM. Temelli et al. (2015) desmonstraram a capacidade da
aminoguanidina em reduzir o estresse oxidativo no rim, com redugdo de TBARS e aumento
das atividades das enzimas SOD, CAT e GSH-Px, contudo esse estudo foi realizado
utilizando radioterapia como indutor do estresse oxidativo; Abraham e Rabi (2011) mostraram
que a aminoguanidina atenuou o dano renal, em ratos, induzido por ciclofosfamida, por
prevenir a LPO, oxidacéo de proteinas, deplecdo da GSH e também por prevenir a perda das
atividades das enzimas antioxidantes incluindo a GSH-Px, CAT e GST, e ainda diminuir a
atividade da MPO nos rins; e Soulis-Liparota et al. (1991) demonstraram que o tratamento de
ratos diabéticos com aminoguanidina atenuou o aumento de albumindria, a expanséao
mesangial e os niveis de AGE fluorescentes no rim. Desta forma, os resultados encontrados
no presente estudo corroboram os achados da literatura.

O excesso na formacdo de AGE leva ao aumento na expressdo do seu receptor RAGE
e a interacdo AGE-RAGE ¢ capaz de causar estresse oxidativo e ativar o NF-xB, levando a
inflamacédo. Além disso, 0 aumento de RAGE aumenta a sintese de ERO, levando ao aumento
do estresse oxidativo que aumenta a regulacdo do RAGE, levando um ciclo de feedback
positivo (OTT et al.; 2014). Tan et al. (2010) relataram que uma terapia com a combinacédo da

reducdo nos niveis de AGE, juntamente com o blogueio de RAGE pode ter efeitos sinérgicos
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para a prevencdo da nefropatia diabética. Além da capacidade de se ligarem aos RAGE, 0s
AGE também podem interagir com os receptores AGE-R1 que detoxifica AGE e contribui
para a contra-regulacdo de potentes sinais pro-inflamatorios desencadeados pelas vias
dependentes de AGE-RAGE (OTT et al.; 2014). Outro sistema importante de detoxificacdo
dos AGE é o sistema da glioxalase, via eliminacdo do metilglioxal (RABBANI,
THORNALLEY, 2019).

Além da capacidade antioxidante da curcumina per se e de sequestrar o metilglioxal,
os resultados encontrados nesse trabalho permitem sugerir que os menores niveis de AGE
encontrados nos animais diabéticos tratados apenas com curcumina também podem ter sido
devido a sua capacidade de aumentar os niveis de detoxificantes de AGE, como receptores
AGE-R1 e GLO 1 (figado e rim), e reduzir os niveis de RAGE (figado).

Da mesma forma, além do potencial antiglicativo da aminoguanidina, os resultados
desse trabalho utilizando apenas 50 mg/kg de aminoguanidina também permitem sugerir que
0s menores niveis de AGE encontrados podem ser atribuidos a sua capacidade de aumentar 0s
niveis de AGE-R1 (figado e rim) e GLO 1 (figado), assim como reduzir os niveis de RAGE
(figado). Ja o tratamento com apenas 100 mg/kg de aminoguanidina pode ter apresentado
reducdo nos niveis de AGE fluorescentes pelo aumento na detoxificagdo dos AGE (AGE-R1 e
GLO 1 no figado e rim).

Nossos resultados corroboram outros trabalhos da literatura, uma vez que, Lin et al.
(2012 a, b) demonstraram que a curcumina € capaz de induzir a expressdo génica de AGE-R1
e suprimir a expressdao de RAGE em células estreladas hepaticas (estudo in vitro), por inibicédo
da atividade da ERK, inducdo da expressdo génica e atividade do receptor gama ativado por
proliferador de peroxissomo (PPARY) e atenuagdo do estresse oxidativo. Tang e Chen (2014)
também demonstraram que a curcumina eliminou os efeitos dos AGE na regulagdo divergente
da expressdo génica de RAGE e AGE-R1 em células estreladas hepaticas, interrompendo a
ativacdo da sinalizacdo de leptina causada por AGE e ativando o fator de transcricdo NRF 2
(nuclear erythroid 2-related factor 2), levando a elevacdo da GSH celular e a atenuacdo do
estresse oxidativo. Em um estudo de cardiomiopatia diabética, utilizando ratos diabéticos
induzidos por baixa dose de STZ combinada com racgdo de alto valor energético, foi possivel
observar entre os diversos efeitos benéficos da curcumina a reducgéo nos niveis de RAGE (YU
et al., 2012). Ainda, Yang et al. (2013) relataram que a curcumina elimina a resposta
inflamatoria induzida por AGE, por inibir a ativacdo de NF-xB e 0 estresse oxidativo em

condrdcitos de coelho.
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A manutengdo nos niveis de GLO 1 no figado e rim dos animais tratados com
curcumina promove a detoxificacdo do metilglioxal e consequentemente contribui para um
menor estresse glicativo. No entanto, Santel et al. (2008) relataram que a curcumina possui
efeito inibitorio sobre a GLO 1, entretanto este estudo foi realizado in vitro.

Nesse trabalho, os resultados encontrados com o tratamento utilizando
aminoguanidina, sugerem que 0s efeitos observados sdo devido a sua capacidade de inibigéo
na formacdo de AGE. Pois, a diminuicdo de AGE atenua a interacdo AGE-RAGE e a
expressao de RAGE e de suas vias de ativacdo, desta forma inibir a formacdo de AGE ¢é
promissor para uma intervencdo terapéutica para atenuacdo das complicacfes do DM
(YAMAGISHI et al., 2008). Um estudo realizado com ratos diabéticos (inducéo por STZ) o
tratamento com aminoguanidina diminuiu os niveis de AGE e reduziu a expressdo anormal do
gene RAGE no tecido renal (HUANG; LIN; ZHOU, 1998). Magdaleno et al. (2019)
demonstraram que a aminoguanidina foi capaz de reduzir a fibrose cardiaca associada ao
estresse oxidativo em ratos com DM tipo 2, por meio da inibigdo da sinalizagdo AGE-RAGE.
Rai et al. (2019) mostram que a aminoguanidina inibiu o acimulo de AGE induzido pela
frutose e normalizou a expressdo de RAGE e AGE-R1 no musculo gastrocnémio de ratos.

A auséncia de alguns efeitos encontrados no tratamento com 100 mg/kg de
aminoguanidina, quando comparada a menor dose (50 mg/kg), assim como, a perda do efeito
benéfico da curcumina quando associada a 100 mg/kg de aminoguanidina, em alguns
parametros, pode ter ocorrido devido a algumas caracteristicas da aminoguanidina,
principalmente pela maior dose. A ligacdo da aminoguanidina as proteinas plasmaticas é de
aproximadante 5% e em humanos com funcéo renal normal, ela € bem absorvida e quase
completamente eliminada por filtracdo glomerular (FOOTE et al., 1995; THORNALLEY et
al., 2003). Aproximadamente 80% de uma dose administrada por via oral é recuperada
inalterada na urina e sua meia-vida em individuos com fungdo renal normal é de
aproximadamente 4,4 horas (FOOTE et al., 1995). Foote et al. (1995) estudaram a
farmacocinética da aminoguanidina em pacientes com insuficiéncia renal crénica mantidos
em hemodialise e mostraram que apenas 8,7% da dose administrada foi recuperada inalterada
na urina, o que é bastante reduzido em relacdo a individuos com fungdo renal normal e
também relataram que a dose de aminoguanidina precisa ser reduzida em pacientes com
doenca renal em estagio terminal. Naturalmente, esses achados sé@o importantes para o estudo
do DM, uma vez que, problemas renais sdo comuns nessa patologia.

A eliminagdo renal da aminoguanidina prejudicada pode ser um fator critico para a

variacdo de seus efeitos, uma vez que, devido a sua alta reatividade favorece também a
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eliminacdo de outras biomoléculas contendo grupo carbonila e ndo sé precursores de AGE.
Altas concentragfes de aminoguanidina também podem se degradar lentamente e formar
H202, no entanto, sua degradacdo ndo é uma fonte significativa de estresse oxidativo em
concentracdes farmacologicas in vivo (THORNALLEY et al., 2003). Por fim, um estudo de
ensaio clinico utilizando aminoguanidina em pacientes com DM tipo 2 com nefropatia
diabética foi interrompido e um dos efeitos colaterais observado foi anormalidades nos testes
de funcdo hepéatica (FREEDMAN et al., 1999). Nossos resultados mostraram que, 100 mg/kg
de aminoguanidina ndo apresentou efeito tdxico hepéatico e renal (FIGURAS 17 e 18,
respectivamente), contudo, ndo foi capaz de preservar os niveis plasmaticos da enzima
hepatica ALP e também a proteinuria. Além disso, quando associada a curcumina,
observamos a manutencao do efeito da aminoguanidina (100 mg/kg).

A curcumina possui baixa solubilidade em &gua e como estratégia para sua
administracdo nosso laboratério tem utilizado o iogurte, o qual ndo apresentou interferéncias
nas respostas observadas do DM experimental (GUTIERRES et al., 2012; ARCARO et al.,
2014; ASSIS et al., 2017; GUTIERRES et al., 2019; ROXO et al.; 2019). Em estudo do
laboratdrio, Gutierres et al. (2015) monitoraram a concentra¢do da curcumina no plasma de
ratos (por HPLC) e relataram que a meia-vida de eliminacdo da curcumina foi de 32,7 £ 12,9
minutos (via oral) e a biodisponibilidade oral foi cerca de 0,47%; e também relataram, que
o(s) metabdlito(s) da curcumina podem ser responsaveis pela atividade antidiabética. A
curcumina quando administrada por via oral apresenta baixa absorcdo gastrointestinal e a
maior parte é excretada inalterada pelas fezes. A pequena quantidade absorvida sofre
metabolismo pelo figado (principalmente) e intestino e € eliminada eficientemente por
excrecdo biliar e renal (METZLER et al., 2013; LIU et al., 2016). Frente aos problemas de
biodisponibilidade varias estratégias tém sido empregadas para melhorar as caracteristicas da
curcumina, dentre elas, € a co-administracdo oral com piperina. A piperina € considerada um
adjuvante por aumentar a biodisponibilidade, uma vez que, atua por meio da inibicdo das
enzimas de glucuronidagdo hepatica e intestinal (Mirzaeia et al., 2017). Entretanto, em
trabalho do laboratério, Arcaro et al. (2014) demonstraram que a co-administracdo de
curcumina e piperina nao apresentou nenhuma vantagem aos efeitos farmacodinamicos da
curcumina, ao menos sobre as atividades antidiabéticas e antioxidantes, e assim foi indicado
que poderiam estar relacionados a biotransformacdo da curcumina. Outros trabalhos também
sugerem que os efeitos da curcumina estdo relacionados aos seus metabolitos (METZLER et
al., 2013; PRASAD; TYAGI; AGGARWAL, 2014).
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Nesse contexto, a associagdo de curcumina e 100 mg/kg de aminoguanidina pode
estar apresentando algum prejuizo na absorcéo, eliminacdo renal ou mesmo no metabolismo
hepéatico, com consequéncias em sua farmacodindmica. Assim como também uma possivel
toxicidade nessa maior dose da aminoguanidina.

Além da instalacdo do estresse glico-oxidativo no figado e rim de animais DIOG, esse
grupo também apresentou prejuizos nas funcgdes neutrofilicas (vs NIOG), uma vez que
mostrou maior geracdo de O, (FIGURA 31), HOCI/OCI" (FIGURA 32) e pool de ERO
(FIGURA 33) pelos neutrofilos peritoneais, que podem exacerbar o estresse oxidativo e
contribuir para o dano tecidual. Além disso, animais DIOG também apresentaram menor
namero de células migradas para a cavidade peritoneal (FIGURA 30). Nossos resultados
corroboram trabalhos da literatura, Kuwabara; Curi; Alba-Loureiro (2017) demonstraram que
os neutrofilos de ratos diabéticos migram em menor quantidade para a cavidade peritoneal
quando comparado com neutréfilos de ratos ndo diabéticos; e em pacientes diabéticos também
é demonstrado a diminui¢do da quimiotaxia de neutréfilos (GUSTKE et al, 1998; TREVELIN
et al.,, 2017). Além disso, estudos relataram que sob condicdes diabéticas os neutrofilos
produzem mais O2 (KARIMA et al., 2005; MARIN et al., 2011; YANO et al., 2012; WONG
et al., 2015).

A presenca do estresse oxidativo € um dos principais fatores envolvidos na disfuncéao
endotelial e nas complicacbes diabéticas (MODONNA; DE CATERINA, 2011). Esta bem
descrito na literatura que os neutréfilos estdo envolvidos na exacerbagdo do estresse oxidativo
e da inflamacdo no diabetes (HATANAKA et al.,, 2006; RAYNER; LOVE; HAWKINS,
2014; VARUJIA et al., 2019).

A ativacdo de NOX2 com consequente producdo de ERO desempenha um papel
fundamental na defesa do hospedeiro contra patdgenos, entretanto, a geragdo excessiva de
ERO também pode danificar os tecidos adjacentes, expandindo a reagdo inflamatoria (EL-
BENNA et al., 2016). Nossos resultados mostraram que, o grupo DIOG (vs NIOG)
apresentou maior geracdo de ERO (O." e pool de ERO) apenas com o estimulo de
recrutamento de neutréfilos para a cavidade peritoneal, ou seja, sem o estimulo solGvel com
PMA in vitro, sugerindo, portanto, que os neutréfilos do grupo DIOG ja tinham sofrido um
priming (preparo do neutrofilo para um estimulo subsequente). O PMA é um poderoso
ativador de neutrofilos, responsavel por ativar a PKC, que leva a fosforilagdo da subunidade
p47phox da NOX2, que transloca para a membrana celular, resultando na montagem completa
da NOX2 e consequente geragdo de O.” (BABIOR, 1999). Vérias alteracGes observadas no

grupo DIOG podem contribuir para o “priming” dos neutréfilos, como a hiperglicemia, o
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aumento nos niveis de HbAlc, frutosamina, AGE e hiperlipidemia (aumento nos niveis de
TAG, colesterol total e colesterol-ndo HDL), assim como o estresse glico-oxidativo (EL-
BENNA et al., 2016).

Karima et al. (2005) relataram que neutrdfilos de individuos diabéticos possuem
atividade aumentada de PKC, niveis aumentados de DAG e fosforilagdo aumentada de
p47phox, ocasionando maior liberagcdo de O™ e desta forma correlacionaram o priming de
neutrofilos ao aumento do estresse oxidativo na periodontite observada clinicamente. Omori
et al. (2008) demonstraram que em neutréfilos de individuos diabéticos ocorre uma montagem
prematura da NOX2, em que a hiperglicemia induz especificamente a pré-translocacdo de
p47phox, para a membrana celular e sua pré-montagem com a p22phox. Além disso, eles
relataram, utilizando células HL-60, que os AGE e sua sinalizacdo por meio de RAGE-ERK
1/2 sdo um dos componentes responsaveis pelo priming da NOX2 e gera a liberacdo excessiva
de O™, possibilitando os autores sugerirem que a hiperglicemia cronica pode causar
mudancgas significativas na resposta imune inata e contribuir para as complicacoes diabéticas.

O priming na geracao de ERO em neutro6filos pode estar envolvido em muitas doencas
inflamatdrias, como sindrome do desconforto respiratério agudo, artrite reumatoide,
aterosclerose, hipertensdo arterial, diabetes, doenca renal, sepse e leséo tecidual induzida por
isquemia (BABIOR, 2000; EL-BENNA et al., 2016). Assim como Varios processos
bioldgicos, apoés o priming, os neutrofilos podem retornar ao estado de repouso, sendo,
portanto, um processo reversivel (EDASHIGE et al., 1993). Em individuos saudaveis, 0s
neutrdfilos podem ser fisiologicamente “preparados”, ativados, desativados e podem morrer
por apoptose. No entanto, nas doencas inflamatdrias, os neutrdfilos podem ser altamente
“preparados” e ativados continuamente, contribuindo para a lesdo tecidual. O retorno ao
estado de repouso pode falhar e os neutrofilos podem ser liberados no sangue em estado
“preparado”, esses neutrofilos podem ser ativados em outros 6rgdos, onde induzem leséo e
inflamacdo nos tecidos (EL-BENNA et al., 2016).

Yano et al. (2012) monitoraram o O™, produzido pelos neutréfilos, no fagossomo e no
meio extracelular de camundongos diabéticos e relataram que o H20-, derivado da dismutacdo
do O2", somente possui a capacidade de ser bactericida em altas concentragfes, como por
exemplo nos fagossomos e 0 O™ gerado extracelularmente ndo é capaz de matar as bactérias,
pois para ser eficaz é necessario que o O™ seja produzido proximo aos seus alvos no
fagossomo. MARIN et al. (2011) mostraram o aumento na producdo de O." e H2O> por
neutrofilos de ratos diabéticos (induzido por ALX), também demonstraram que os neutrofilos

apresentaram aumento nos niveis de PCO e TBARS e diminuicdo na atividade de SOD.
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STOCKER et al. (2017) demonstraram 0 aumento da atividade de MPO em plasma de ratos
diabéticos (induzido por STZ), correlacionado com o0 aumento nos niveis plasméticos de PCO
e TBARS e reducdo na relagdo sanguinea do GSH/GSSG; os autores argumentaram que 0
HOCI/OCI gerado na reacdo catalisada pela MPO é capaz de penetrar na membrana celular e
oxidar tiois intracelulares.

Nossos resultados mostraram que o tratamento de ratos diabéticos com a insulina foi
capaz de reverter todos os marcadores de estresse glico-oxidativo plasmaticos e tissulares,
bem como as alteracfes observadas nos neutréfilos do grupo DIOG. O tratamento de
ratos/camundongos diabéticos com insulina promove aumento da quimiotaxia, diminui¢do da
producdo de O>" e restauragdo da capacidade fagocitica e bactericida de neutréfilos
(WALRAND et al., 2004; YANO et a., 2012; TREVELIN et al., 2017). Dentre os demais
tratamentos, a associacdo de curcumina e 50 mg/kg de aminoguanidina foi a que apresentou
melhores efeitos (combinados e sinérgicos) na funcdo neutrofilica, mostrando respostas
semelhantes as encontradas nos animais ndo diabéticos e diabéticos tratados com insulina, o
que indica a normalizacdo das fun¢des neutrofilicas. Animais DCA-50 (vs DIOG) mostraram
maior recrutamento de neutréfilos para a cavidade peritoneal e menor geracdo de O",
HOCI/OCI e pool de ERO. Portanto, essa associacdo demonstra potencial contra o estresse
glico-oxidativo, assim como, beneficios para as fun¢fes dos neutréfilos.

Apesar do tratamento com curcumina administrada isoladamente (DC) néo ter
apresentado efeitos sobre a funcéo neutrofilica, bem como 50 mg/kg de aminoguanidina (DA-
50) também ndo ter mostrado efeitos benéficos em todos os parametros avaliados nos
neutrdfilos, trabalhos da literatura relatam o importante efeito desses dois compostos na
funcéo neutrofilica.

Tanto o tratamento com curcumina e/ou aminoguanidina apresentaram bom controle
glicémico, baixos niveis de HbAlc e AGE fluorescentes, assim como reducdo do estresse
glico-oxidativo no figado e rim. Desta forma, esses efeitos também podem ter contribuido
para a diminuicdo na producdo de ERO pelos neutrofilos, uma vez que, principalmente a
hiperglicemia e os AGE, assim como sua sinalizagcdo, contribuem para 0 priming nessas
células. Karima et al. (2005) demonstraram a correlacdo entre o nivel de HbAlc elevado
(indicador de mal controle glicémico), liberagdo aumentada de O™ pelos neutrofilos e
gravidade da periodontite, sugerindo que o aumento do risco de doencgas inflamatdrias, como
a periodontite esta associada no diabetes ao aumento da inflamacéo e do estresse oxidativo
mediadas pelos neutrdfilos.
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A interacdo AGE-RAGE nos neutrofilos além de promover o priming da NOX2
resultando em hiperativacdo, o que contribui significativamente para a inflamagéo cronica em
pacientes diabéticos, também é capaz de prejudicar as funcdes neutrofilicas por meio de uma
rapida ativacdo (dependente de calcio) em neutrofilos humanos e resultando em sinal
aberrante e respostas neutrofilicas alteradas. Embora os neutrofilos tratados com AGE in vitro
exibem aumento na fagocitose, apresentam reducdo na capacidade de matar a bactéria
fagocitada (intracelular). Essa interacdo AGE-RAGE pode implicar na protecdo da morte
bacteriana intracelular, o que demonstra um possivel mecanismo por meio do qual recorrentes
infeccbes podem ocorrer em condi¢cdes de hiperglicemia (COLLISON et al., 2002;
KIERDORF; FRITZ, 2013).

Ao contrario dos nossos resultados, Ferreira et al. (2016) demonstraram que
neutrofilos peritoneais de ratos diabéticos induzidos por ALX ndo apresentaram diferencas
nos niveis de O2", contudo apresentaram redugdes nos niveis de ERO (quimiluminescéncia
dependente de luminol) e diminuicdo da atividade de MPO quando comparados aos
neutrofilos de ratos ndo diabéticos. Enquanto que, nossos resultados mostraram aumento nos
niveis desses trés parametros. Esses autores também mostraram que o tratamento de ratos
diabéticos com 100 mg/kg de aminoguanidina aumentou a geracao de O>™ e o pool de ERO, e
ndo apresentou diferenca na atividade de MPO de neutrdfilos peritoneais, enquanto que 0s
nossos resultados mostraram que o tratamento com 100 mg/kg de aminoguanidina reduziu a
geragdo de O2", pool de ERO e atividade de MPO.

As diferencas supracitadas podem ter ocorrido devido a forma de inducdo (ALX vs
STZ) e a cronicidade do DM, uma vez que os niveis de HbAlc observados no estudo de
Ferreira et al. (2016) foram 2 vezes maiores em relacao aos respectivos controles. Alem disso,
o tratamento com a aminoguanidina realizado por Ferreira et al. (2016) foi de dose Unica e
administrado em meio aquoso.

Nossos resultados sdo coerentes com o demonstrado por Yildiz et al. (1998) que
relataram que a aminoguanidina em ensaios ex vivos foi capaz de inibir a quimiluminescéncia
dependente de luminol utilizando neutréfilos humanos isolados de sangue periférico de
voluntarios saudaveis e ainda em sistemas livre de células, em que a quimiluminescéncia foi
induzida por H202, HOCI, OH"e OONO", mostrando uma interacéo direta da aminoguanidina
contra essas espécies reativas. Também é conhecido que hidrazinas (parte da estrutura
guimica da aminoguanidina) e hidrazidas podem ser inibidores de MPO (KETTLE et al.,
1995). Contudo, torna-se necessario solicitar que em nossos experimentos a aminoguanidina

foi utilizada como tratamento por 45 dias em ratos diabéticos.
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Outros estudos demonstraram gque a aminoguanidina pode melhorar a migragdo dos
neutrdfilos para a cavidade peritoneal (TREVELIN et al., 2017) e para feridas diabéticas (HU
et al. 2015); ainda: Oak, Youn e Cai (2009) mostraram que a aminoguanidina atenuou a
producdo de O>" pela NOX em aortas de camundongos diabéticos; Ward; McLeish (2004)
estudaram a relacdo do metilgioxal no estimulo da producdo de ERO por neutrdfilos na
doencga renal cronica e demonstraram que o metilglioxal aumenta a producdo de ERO por
neutrofilos por meio da ativacdo de p38 MAPK, o qual promove a exocitose de granulos
intracelulares e a aminoguanidina foi capaz de inibir a ativacdo de p38 MAPK e a producéo
de ERO.

Em relacdo a curcumina, trabalhos demonstram que ela possui a capacidade de reduzir
a expressao das subunidades da NOX2, incluindo a p22 phox, p47 phox, p67 phox e gp91
phox, e desta forma, ser capaz de proteger o desenvolvimento da cardiomiopatia diabética
(SOETIKNO et al., 2012; YU et al., 2012). Srivastava (1989) relatou que a curcumina pode
inibir a funcdo neutrofilica, e com isso, contribuir para a sua acao anti-inflamatéria; o autor
mostrou que a curcumina foi capaz de inibir a geracdo de O." e liberagdo de MPO por
neutrdfilos isolados de sangue de macaco; Jancinova et al. (2009) mostraram o efeito da
curcumina na inibicdo da quimiluminescéncia dependente de luminol e isoluminol, e também
na reducéo da fosforilagdo da PKC em neutrofilos isolados de sangue periférico humano.

Nesse contexto, os resultados encontrados nesse trabalho, corroboram com os achados
da literatura.

A diminuicdo (vs DIOG) / normalizacdo (vs DINS e NIOG) nos niveis de HOCI/OCI
(atividade de MPO) nos animais tratados com a associacdo curcumina e 50 mg/kg de
aminoguanidina é essencial para prevenir a progessdo das complicacbes do DM. A MPO de
neutrdfilos circulantes desempenha um papel significativo nos processos de inflamacéo e
estresse oxidativo, pois a MPO gera espécies reativas que causam danos oxidativos aos
lipideos e proteinas celulares (TEJASWI et al., 2017). Kisic et al. (2016) demonstram o
envolvimento da MPO na geragédo de intermediarios reativos/clorinantes no dano oxidativo as
biomoléculas de pacientes com doenca renal crénica e doenca renal em estagio terminal e,
Tejaswi et al. (2017) relataram que a MPO esta associada ao estresse oxidativo e €
considerada um preditor significativo de doenca arterial coronariana.

A atividade da enzima antioxidante PON1 foi preservada pelos tratamentos com
curcumina e/ou aminoguanidina, esse efeito encontrado é significativo, devido ao papel
protetor da PON1 nas doencas cardiovasculares associadas a MPO. Fungdes neutrofilicas

alteradas podem levar ao desenvolvimento e progressdo de complicacBes diabéticas,
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principalmente aterosclerose no DM. A MPO pode facilitar a aterogenénese e alterar lipideos.
A PON1 e MPO podem ser alvos terapéuticos para prevenir a doenca arterial coronariana.
Enquanto a enzima PON1, associada a HDL, contribui significativamente para impedir a
oxidacdo das lipoproteinas, principalmente a LDL, a enzima MPO desempenha um papel de
modificacdo oxidativa de proteina, o que inclui as apolipoproteinas. A PONL1 se liga a tanto a
MPO quanto a HDL na superficie lipidica da HDL e esta ligacdo ajuda a PON1 a inibir o
inicio da LPO, que é mediada pela MPO. A PON1, MPO e HDL ligam-se um ao outro,
formando um complexo ternario e a interacdo entre PON1 e MPO dentro do complexo HDL-
PON1-MPO pode ter significancia clinica potencial na doenca cardiovascular (VARII et al.,
2019).

O tratamento com a associacdo curcumina e 50 mg/kg de aminoguanidina além de ter
apresentado os melhores efeitos na funcdo neutrofilica (efeitos proximos aos grupos NIOG e
DINS), essa associacdo também foi a que mais apresentou efeito satisfatorio em relacdo aos
niveis de NOXx (nitrato + nitrito total) (efeito proximo aos grupos NIOG e DINS). O NO ¢
capaz de modular as atividades quimiotaticas, fagociticas e apoptdticas dos neutréfilos. O
aumento ou inibicdo, assim como a localizacéo incorreta da producdo de NO séo responsaveis
pelos eventos patoldgicos. Os neutréfilos geram NO a uma taxa de 10-100 nmoles/5min/108
células, e como compreendem a maior parte de leucdcitos periféricos em humanos,
contribuem para os niveis circulantes e apresentam grande impacto na homeostase
cardiovascular (SAINI; SINGH, 2018).

A producdo exacerbada de NO ¢é prejudicial em muitas doencas como diabetes, artrite,
glomerulonefrite, acidente vascular cerebral, choque séptico, spse, encefalite e colite
ulcerativa, e nessas doencas ocorre a participacdo ativa dos neutrofilos (SAINI; SINGH,
2018). Cerchiaro et al. (2001) relataram que os neutrdfilos obtidos de ratos diabéticos
apresentaram aumento na atividade e expressdo da INOS em relagdo aos animais néo
diabéticos e o tratamento dos animais diabéticos com insulina reduziu os dois parametros a
niveis normais. Ainda, sugeriram que a superexpressdo da iINOS pode ser responsavel em
parte pelos defeitos na interacdo leucdcito-endotélio no DM. Bansal et al. (2011)
demonstraram in vitro que os AGE podem aumentar o estresse oxidativo pelo aumento da
geracdo de ERO e ERN em neutrdfilos, por meio da ativacdo de NOX2 e iNOS, pela
interacdo AGE-RAGE. O NO mudula diversas funges fisioldgicas em neutréfilos e também
possui implicagbes patolégicas, no entanto, mais estudos precisam ser realizados para

preencher lacunas sobre a sinalizagdo do NO nos neutrofilos (SAINI; SINGH, 2018).
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Devido aos resultados satisfatorios na funcéo neutrofilica com o tratamento curcumina
e 50 mg/kg de aminoguanidina, houve o interesse na busca pelo efeito da metformina e sua
associacdo na funcdo neutrofilica. A metformina (dimetilguanidina) e a aminoguanidina
(guanidina), possuem semelhanca estrututal, e a metformina € um farmaco bastante utilizado
para o tratamento do DM. Além disso, em trabalho do laboratério, Roxo et al. (2019)
desmonstraram a importancia da associacdo curcumina e metformina na recuperagdo de
alteracdes plasmaticas observadas no modelo de DM experimental.

A metformina é o medicamento mais prescrito para o tratamento da hiperglicemia
crénica em pacientes com DM tipo 2, associada a medidas para a promoc¢ao no estilo de vida,
que incluem dietas especificas, controle do peso corporal e prética de exercicios fisicos. A
metformina € um antidiabético oral utilizado como farmaco de primeira linha de tratamento
do DM nos protocolos desenvolvidos pela Associacdo Americana de Diabetes (ADA) e
Associacdo Europeia dos Estudos em Diabetes (EASD), os quais foram baseados em estudos
clinicos prospectivos em diabetes do Reino Unido (UKPDS) (NATHAN et al., 2009;
VIOLLET et al.,, 2012). A metformina, no tratamento do DM tipo 2, possui diversos
beneficios, entre eles, destaca-se sua acdo antihiperglicémica sem ocasionar episddios de
hipoglicemia; amenizacdo dos quadros de resisténcia a insulina, diminuindo assim as
complicagdes do DM; atua como sensibilizador a insulina, reduzindo os niveis plasméticos da
insulina de jejum (GUNTON et al., 2003; VIOLLET et al., 2012).

Nossos resultados mostraram que, o tratamento com metformina foi mais eficaz na
reducdo dos niveis glicémicos do que o tratamento com a curcumina, e na associacdo de
curcumina e metformina foi possivel observar a manutencdo do efeito da metformina
(FIGURA 34A), que corroboram com os achados por Roxo et al. (2019).

Ja em relacdo aos niveis de HbAlc, apenas o0s tratamentos com 0s compostos
administrados isoladamente foram capazes de reduzirem 0s niveis desse biomarcador,
contudo as diferencas foram pequenas. Apesar do tratamento com associacdo nao ter
apresentado diferenca na glicacao inicial (FIGURA 34B), Roxo et al. (2019) mostraram que
os tratamentos com curcumina e/ou metformina reduziram os niveis plasmaticos de AGE
fluorescentes.

Além da reducdo na glicemia, a metfomina também possui efeito inibitério na
formacdo de AGE e aumento nas defesas antioxidantes (RAHBAR et al., 2000;
BONNEFONT-ROUSSELOT et al, 2001; BONNEFONT-ROUSSELOT et al.,, 2003;
ALDINI et al., 2007). Em relacdo as suas a¢fes na diminuigdo dos niveis de AGE, a
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metfomina é capaz de reagir com alguns precursores de AGE, em especial glioxal e
metilglioxal (FIGURA 5) (BEISSWENGER et al., 2001; ALDINI et a., 2007).

Assim como no primeiro experimento (curcumina e/ou aminoguanidina), o segundo
experimento (curcumina e/ou metformina) também apresentou comprometimento da funcao
neutrofilica nos animais DIOG (vs NIOG), com diminuicdo na quantidade de células migradas
para a cavidade peritoneal e aumento na geracdo de O,", HOCI/OCI e pool de ERO.

O tratamento com a metformina aumentou a quantidade de células migradas para a
cavidade peritoneal, assim como a aminoguanidina, no entanto, na associacdo curcumina e
metformina houve a perda desse efeito (FIGURA 35). Animais DMET apresentaram menores
niveis de HOCI/OCI- (vs DIOG), esse efeito foi semelhante ao de 100 mg/kg de
aminoguanidina (FIGURA 32). No entanto, animais DMET, ndo apresentaram diferencas na
geragdo de O," (diferente de ambas as doses de aminoguanidina) e no pool de ERO
(semelhante a 50 mg/kg de aminoguanidina) (FIGURAS 35A e 37, respectivamente).
Portanto, o tratamento com a metformina administrada isolamente apresentou semelhancas
em algumas respostas da aminoguanidina ora com a dose de 50 mg/kg ora com 100 mg/kg,
como também diferente das mesmas. Apesar da metformina ter apresentado somente um
efeito na protecdo da geracdo de espécies reativas em neutrdfilos, ela apresentou uma
tendéncia de melhoria (proxima aos grupos NIOG e DINS). Essa tendéncia de melhoria
também pode ser observada no grupo tratado com curcumina.

Ja a associacdo de curcumina e metformina apresentou semelhanca aos efeitos
observados com a associacdo de curcumina e 100 mg/kg de aminoguanidina, pois mostrou
respostas mais préximas ao do grupo DIOG, ndo apresentando beneficios na funcdo
neutrofilica. Esse efeito pode ter ocorrido devido a dose utilizada da metformina (250 mg/kg,
ROXO et al., 2019), uma vez que essa variacdo na resposta também foi observada com a
aminoguanidina.

Diante do exposto, os efeitos benéficos no controle glicémico (glicemia e HbA1c),
assim como a prevencgdo da formacdo AGE, sugerindo prevencao do priming de neutrdéfilos,
devem ndo ser 0s Unicos responsaveis pelos efeitos dos tratamentos na funcéo neutrofilica.

Coborando nossos resultados, Bonnefont-Rousselot et al. (2003) demonstraram que a
metformina diminuiu a quimiluminescéncia dependente de luminol, no entanto, ndo de forma
significativa, quando polimorfonucleares de sangue humano foram estimulados com PMA, ou
principalmente por N-formil Metionil-Leucil-Fenilalanina (fMLP). Ainda, mostraram que a
metformina também eliminou in vitro o radical OH’, mas ndo o O2". Park et al. (2013)

relataram que a ativacdo de AMPK aumenta a quimiotaxia de neutréfilos in vitro e in vivo e a



119

morte bacteriana. Os autores demonstraram que o tratamento de neutréfilos com metformina
(ativador de AMPK), ensaios ex Vvivo, aumenta a quimiotaxia de neutréfilos e a morte
bacteriana, e ainda, em ensaio in vivo, o tratamento com a metformina (125 mg/kg,
intraperitoneal por 12 horas) apresentou erradicacdo mais eficiente de bactérias em modelo de

sepse induzida por peritonite (camundongo).
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6 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que 0s tratamentos com curcumina e aminoguanidina
incorporadas no iogurte, isoladas ou co-administradas, promoveram diversos efeitos benéficos
nos biomarcadores metabolicos e do estresse glico-oxidativo analisados no plasma, figado e
rim. Os tratamentos com curcumina e aminoguanidina, administrados isoladamente,
apresentaram melhoria na maioria dos parametros investigados e os tratamentos com as
associacfes também foram benéficos frente a esses biomarcadores. O tratamento que
apresentou maior beneficio foi a associacdo de curcumina e 50 mg/kg de aminoguanidina, que
além de preservar os efeitos dos respectivos compostos isolados sobre alguns parametros,
também promoveu respostas combinadas e sinérgicas, em relacdo aos tratamentos isolados. A
associacdo de curcumina e 50 mg/kg de aminoguanidina foi promissora no controle
glicémico, na reducdo do estresse glico-oxidativo (plasma, figado e rim) e na melhoria da
funcdo neutrofilica, portanto, demonstrando potencial na atenuacdo e/ou prevencdo das

complicacdes do DM.
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APENDICE I: Cinéticas de emiss&o de luz nos ensaios da funcéo neutrofilica

Figura 1 — Cinética de emissdo de luz em ensaio de quimiluminescéncia dependente de lucigenina em
neutrofilos peritoneais, apos 45 dias, de ratos ndo diabéticos e ratos diabéticos néo tratados e tratados com

insulina, curcumina e/ou aminoguanidina.

>
w

1501 9001
E : E i
< 100- .g.""q 2 6007 - ~

= 0 000,

2 g - e,
K] D 300- 0]
£ £
wi wi

2000 3000 4000

Tempo (s) Tempo (s)

0 1000 2000 3000 4000 0 1000

O NIOG m DIOG a DINS DC ¢ DA-50 e DCA-50 m DA-100 e DCA-100

As reacOes foram realizadas com neutréfilos (3,0 x 10° células/mL) em 10 mM de PBS-D, pH 7,4 e 10 uM de lucigenina,
concentracdes finais. As reacdes foram iniciadas na auséncia (A) ou presenca (B) de 0,1 uM de PMA e monitoradas por 60
minutos em luminémetro. Ratos ndo diabéticos tratados com iogurte (NIOG); ratos diabéticos tratados com: iogurte (DIOG); 4
U/dia de insulina (DINS); 90 mg/kg de curcumina em iogurte (DC); 50 mg/kg de aminoguanidina em iogurte (DA-50); 90
mg/kg de curcumina + 50 mg/kg de aminoguanidina em iogurte (DCA-50); 100 mg/kg de aminoguanidina em iogurte (DA-100);
90 mg/kg de curcumina + 100 mg/kg de aminoguanidina em iogurte (DCA-100).
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Figura 2 — Cinética de emissdo de luz em ensaio de quimiluminescéncia dependente de luminol em
neutrofilos peritoneais, apo6s 45 dias, de ratos ndo diabéticos e ratos diabéticos ndo tratados e tratados com

insulina, curcumina e/ou aminoguanidina.
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As reacBes foram realizadas com neutréfilos (2,0 x 10° células/mL) em 10 mM de PBS-D, pH 7,4 e 50 uM de luminol,
concentracdes finais. As reagBes foram iniciadas na auséncia (A) ou presenca (B) de 0,1 uM de PMA e monitoradas por 60 minutos
em lumindmetro. Ratos ndo diabéticos tratados com iogurte (NIOG); ratos diabéticos tratados com: iogurte (DIOG); 4 U/dia de
insulina (DINS); 90 mg/kg de curcumina em iogurte (DC); 50 mg/kg de aminoguanidina em iogurte (DA-50); 90 mg/kg de
curcumina + 50 mg/kg de aminoguanidina em iogurte (DCA-50); 100 mg/kg de aminoguanidina em iogurte (DA-100); 90 mg/kg de
curcumina + 100 mg/kg de aminoguanidina em iogurte (DCA-100).
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Abstract

Both the oxidative stress and the exacerbated generation of advanced glycation end products
(AGEs) have important roles in the hyperglycemia-induced complications of diabetes
mellitus. Curcumin has antioxidant and antidiabetic properties; its combination with
compounds able to prevent protein glycation, such as aminoguanidine, arises as an interesting
therapy to counteract the diabetic complications. The current study aimed to investigate the
effects of the treatment with curcumin or aminoguanidine mixed into yoghurt, alone or in
combination, on streptozotocin-diabetic rats; the focus was mainly placed on the potential of
this combined therapy to oppose oxidative and glycative stress. Curcumin (90 mg/kg) or
aminoguanidine (50 and 100 mg/kg) into yoghurt, individually, attenuated the metabolic
disturbances and reduced both the oxidative and glycative stress in plasma, liver, and kidney
of diabetic rats; the best effects of aminoguanidine were reached with the minor dose. When
the combined therapies of curcumin and aminoguanidine were performed, the treatment
causing the best benefits to diabetes was curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine, since it
triggered cytoprotective mechanisms related to increases in the activities of antioxidant
enzymes and in components belonging to AGE detoxification, as well as reduced biomarkers
of glycoxidative damage and normalized nitrate/nitrite levels. Also, this combined therapy
allowed a timely management of glycemia and reduced the dyslipidemia. These findings
provide evidence for the beneficial effects of the combination between curcumin (natural
antioxidant) and aminoguanidine (prototype therapeutic agent with antiglycation activity) as a
promising candidate for complementary therapies targeting the diabetic complications

associated with glycoxidative stress.

Keywords: diabetes mellitus, oxidative stress, advanced glycation end products, combined
therapy.
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1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic syndrome resulting from defects in
pancreatic insulin secretion and/or insulin action in target tissues, leading to various
abnormalities in carbohydrate, lipid, and protein metabolism. In 2019, DM affected
approximately 463 million people worldwide, and this is predicted to rise to 578 million by
2030, and 700 million by 2045 [1]. Chronic hyperglycemia participates in the onset of various
microvascular (diabetic nephropathy, neuropathy, and retinopathy) and macrovascular
(atherosclerosis, coronary artery diseases, and stroke) complications in uncontrolled diabetes,
which are cited as major causes of morbidity and mortality in diabetics [2]. Exacerbation in
the generation of both reactive oxygen species (ROS) and advanced glycation end products
(AGEs), largely due to persistent hyperglycemia, causes oxidative and glycative stress in
various tissues (liver, kidney, retina, peripheral nerves, and vascular endothelium);
glycoxidative stress has been suggested to be a major factor contributing to the pathogenesis
of diabetic complications [3].

AGEs appear as final products of protein glycation, which begins with a non-
enzymatic reaction of condensation (Maillard reaction) of the carbonyl groups of reducing
sugars (such as glucose and fructose) and the primary amino group of amino acid side chains
of proteins (lysine and arginine residues). AGEs can also be formed by glucose autoxidation
and as a result of lipid peroxidation and oxidative stress as they generate dicarbonyl
compounds, including glyoxal, methylglyoxal, and 3-deoxyglucosone [4]. AGEs play key role
in the development of a phenomenon called “metabolic memory”; after prolonged exposure to
hyperglycemia, the irreversible accumulation of AGEs in tissues and its subsequent
abnormalities remain, contributing to the development of the diabetic complications, even
after the effective glycemic control. The metabolic memory is also linked with the binding of
AGE to its receptor, RAGE [5]. The stimulation of AGE/RAGE axis is implicated in the
development of inflammation and oxidative stress, resulting in cell dysfunction [6].

The organism possesses endogenous systems for detoxification of AGEs and thus
diminishing their deleterious effects, and include the AGE-receptor family (AGE-R) and the
glyoxalase system. AGE-R consists of three distinct receptors: AGE-R1 (OST-48), AGE-R2
(80K-H), and AGE-R3 (galectin-3). The AGE-RL1 receptor, when activated, increases the rate
of AGEs removal, since it promotes the endocytosis and degradation of proteins modified by
AGEs, thus playing a protective role against the injuries in tissues mediated by glycoxidative
stress [4,6]. AGE-R1 receptor also opposes the proinflammatory effects of RAGE; by
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facilitating the uptake of AGEs, AGE-R1 prevents the activation of proinflammatory
signaling pathways related to AGE/RAGE axis [4]. It has been demonstrated that the
detoxification mechanisms dependent on AGE-receptors are impaired in DM, especially with
reductions in AGE-R1 activity, consequently contributing to AGEs accumulation and
therefore, leading to injuries and dysfunctions in tissues [7]. The glyoxalase system
participates in the detoxification of methylglyoxal, a precursor for AGEs. It comprises two
enzymes: glyoxalase 1 (GLO 1) catalyzing hemithioacetal isomerization (spontaneously
produced in the reaction between methylglyoxal and reduced glutathione) to S-p-
lactoylglutathione, and glyoxalase 2 (GLO 2) catalyzing the hydrolysis of S-p-
lactoylglutathione to p-lactate [8]. The increased expression of components belonging to the
glyoxalase system reduces the intracellular formation of AGEs, which in turn decreases
oxidative stress and cellular apoptosis [8]. However, evidence pointed that exacerbated
glycoxidative stress may also cause saturation of the glyoxalase system, thus impairing the
capacity to reduce the high levels of methylglyoxal [9].

The search for therapeutic strategies stimulating the endogenous antioxidant defenses
and the AGE detoxification systems appears as promising options to counteract diabetic
complications related to glycoxidative stress. Curcumin (diferuloylmethane; C21H200s) is a
yellow pigment isolated from the dried rhizomes of Curcuma longa L. (turmeric). Curcumin
exerts pleiotropic activities against various diseases, including DM [10]. Previous studies
from our laboratory showed interesting results regarding the use of curcumin in combination
with other natural antioxidants [11] or with antidiabetic agents [12] to attenuate a great variety
of diabetic disturbances. Therefore, in addition to advancing the understand of the curcumin
beneficial actions on diabetes, this study aimed to investigated a novel therapeutic strategy by
combining curcumin and aminoguanidine (pimagedine; CHsN4), a prototype therapeutic agent
having antiglycation activity. Aminoguanidine scavenges dicarbonyl compounds thus
preventing the formation of AGEs [13]; previous studies demonstrated that aminoguanidine
efficiently dampens AGEs formation in both in vitro [14] and in vivo models [15,16].

The current study aimed to investigate whether the treatments with curcumin and
aminoguanidine, individually or in combination, have beneficial effects on the metabolic
disturbances observed in streptozotocin-diabetic rats. The main focus was placed on the
ability of these compounds in stimulate endogenous antioxidant defenses and components
related to AGE detoxification. Advancing with this evidence, it could be introduced a new
possible therapeutic strategy to oppose the diabetic complications related to glycoxidative

stress.
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2. Materials and Methods

2.1 Animals

Male Wistar rats (Rattus norvegicus) weighing 140-160 g (6 weeks) were housed
under controlled conditions of temperature (23 £ 1°C) and humidity (55 + 5%) and with a 12
h light/dark cycle. Rats received water and lab chow diet (Presence, Brazil) ad libitum
throughout the 45 days of experiment. The experimental procedures were approved by the
Committee for Ethics in Animal Experimentation from the School of Pharmaceutical
Sciences, UNESP, Araraquara, (CEUA/FCF/CAr resolution number 25/2016).

2.2 Induction of diabetes mellitus

After 3 days of adaptation, experimental type 1 DM was induced by a single
intravenous injection of 40 mg/kg streptozotocin, STZ (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA) dissolved in 0.01 M citrate buffer (pH 4.5), in previously 12 hours fasted rats. Normal
rats received only citrate buffer. For this procedure, all the animals were anesthetized with
isoflurane. Three days after the STZ administration, rats with post-prandial glycemia values
of approximately 400 mg/dL were used to compose the diabetic groups. Plasma glucose levels
were determined by the glucose oxidase method using commercial kit (Labtest Diagnostica
SA, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brazil). Diabetic animals were matched into the different

experimental groups using similar values of glycemia and body weight.

2.3 Experimental design and treatments

Curcumin from Curcuma longa L. (Turmeric; purity of 78%, product number C1386,
batch number SLBN7214V, purchased from Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) and
aminoguanidine (purity of 97%, product number 109266, batch number STBD3851V,
purchased from Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) were mixed with commercial plain
yoghurt (170 g contain 9.1 g carbohydrates, 6.8 g protein, 7.0 g total fat, 126 kcal, Nestlé®,
Brazil), alone or in combination, using a homogenizer (27,000 rpm) for 90 seconds at ambient
temperature (25°C).

Diabetic rats were distributed into seven groups (10 rats/group): diabetic rats treated
with yoghurt (DYOG); 90 mg/kg curcumin in yoghurt (DC); 50 mg/kg aminoguanidine in
yoghurt (DA-50); 100 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DA-100); 90 mg/kg curcumin + 50
mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DCA-50); 90 mg/kg curcumin + 100 mg/kg
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aminoguanidine in yoghurt (DCA-100), and 4U/day insulin (DI4U). The experiment also had
a group of normal rats treated with yoghurt (NYOG).

The oral treatments were given twice a day. Curcumin and/or aminoguanidine were
administered as a half dose by gavage (45 mg/kg for curcumin, 25 mg/kg and 50 mg/kg for
minor and major aminoguanidine doses, respectively) in 0.5 mL of yoghurt, totaling 1.0
mL/rat/day of treatment. Insulin treatments were also given twice a day; rats received two
subcutaneous injections of insulin (Biohulin®, NU-100, Brazil), 2 U/rat each injection. The
treatments were given at 08:00 h and 17:00 h, during 45 days.

Body weight were monitored weekly, and glycemia at every 15 days. Blood samples
were collected from the tip of the tail in heparinized tubes (Hemofol®, 5,000 UI/mL, Brazil)
and plasma samples were obtained for the determination of glucose. At the 40" day of
treatment, animals were housed into in individual metabolic cages and received water and lab
chow diet (Presence, Brazil) ad libitum, for adaptation. On the 43" day, the urine was
collected in a period of 24 h, and an aliquot of the urine was taken for the determination of
proteinuria. The levels of plasma glucose and the urinary levels of protein were determined
using commercial kits (Labtest Diagnostica SA, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brazil).

At the end of treatments, blood samples were collected from the tail for determination
of the activities of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), and
alkaline phosphatase (ALP). After that, rats were euthanized by decapitation and blood
samples were collected for the analysis of glycated hemoglobin (HbAlc), and plasma levels
of glucose, fructosamine, triglycerides, total-cholesterol (Labtest Diagnostica SA, Lagoa
Santa, Minas Gerais, Brazil), and for the measurement of biomarkers of oxidative damage
[thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), protein carbonyl groups (PCO), fluorescent
advanced glycation end products (AGESs), total nitrate and nitrite (NOXx)] and activities of the
antioxidant enzyme paraoxonase 1 (PON 1). Liver and kidneys were carefully removed, snap-
frozen in liquid nitrogen, and stored at -80°C for the subsequent analysis of the biomarkers of
oxidative damage (TBARS, PCO and fluorescent AGESs), antioxidants defenses (superoxide
dismutase, SOD; catalase, CAT; glutathione peroxidase, GSH-Px; glutathione reductase,
GSH-Rd; non-protein sulfhydryl (NPSH) groups levels), and components belonging to AGE
detoxification (AGE-R1 and GLO 1).

2.4 Oxidative stress biomarkers

2.4.1 Lipid peroxidation (LPO)
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LPO products, including malondialdehyde (MDA), were measured in deproteinized
tissue samples (plasma, liver and kidney) through thiobarbituric acid (TBA) reaction
according to Kohn and Liversedge [17]. TBARS levels were measured fluorometrically with
excitation and emission wavelengths of 510 and 553 nm, respectively. 1,1,3,3-
tetramethoxypropane (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) was used as standard. The

results were expressed as pumol/L (plasma) and nmol/g tissue (liver and kidney).

2.4.2 Protein carbonyl groups (PCO)

The PCO levels in plasma, liver and kidney were determined according to Levine et al.
[18]. The carbonyl groups in proteins reacts with 2,4-dinitrophenylhydrazine to form 2,4
dinitrophenylhydrazone, which was monitored spectrophotometrically at 370 nm. The
concentration of PCO was obtained by the molar extinction coefficient of the hydrazone

(22,000 Mtcm™t). Results were expressed as nmol/mg protein.

2.4.3 Fluorescent advanced glycation end products (AGES)

Fluorescent AGEs in plasma and liver were assessed according to Zilin et al. [19] with
modifications, whereas fluorescent AGEs in kidney were measured according to Pokupec et
al. [20]. Plasma and liver homogenates were treated with 0.12 M trichloroacetic acid, 0.1 M
sodium hydroxide, and 1.2 M chloroform (plasma) or 2.4 M chloroform (liver). Kidney
homogenates were supplemented with 0.1 M sodium hydroxide. The tubes were shaken
vigorously, maintained at 10 £ 2°C for 30 min, and centrifuged at 10,000 g for 10 min at
10°C. Fluorescence intensities relative to the AGEs in supernatants were measured
spectrofluorometrically with excitation and emission wavelengths of 370 and 440 nm,
respectively, using a microplate multi-mode reader with split set at 16 nm, Synergy H1TM,
BioTek Instruments Inc (Winooski, 17 VT, USA). The results were expressed as arbitrary

units (UA) of fluorescence/mg protein.

2.4.4 Total nitrate and nitrite (NOXx)

Estimation of plasma NO levels was performed by indirect method according to
Miranda et al. [21], with modification, via quantification of its stable final products of
oxidation pathways: nitrate e nitrite. Plasma NOXx levels were determined using Griess
reagents followed by reduction of nitrous species with vanadium (I11) chloride (VCl3). Plasma
was deproteinized with 70 mM zinc acetate following by centrifugation at 10,000 g for 15

min at 4°C. Supernatants were incubated with 17 mM VClz and Griess reagents for 30 min at
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37°C. The tubes were centrifuged at 10,000 g for 2 min at 25°C. NOx levels in supernatants
ware monitored spectrophotometrically at 540 nm. Nitrate (Sigma Aldrich, St. Louis,

Missouri, USA) was used as standard. The results were expressed as pmol/L.

2.5 Antioxidant defenses

2.5.1 Paraoxonase 1 (PONL1) activity

PON1 activity was determined according to Assis et al. [11], via hydrolysis of
paraoxon and the release of p-nitrophenol. The activity was monitored by measuring the
absorbance at 405 nm over a period of 5 min. The results were calculated using the molar
extinction coefficient of p-nitrophenol (18,000 Mt.cm™). The PON1 activity was expressed in

units/liter (unit = umoL paraoxon hydrolyzed/min).

2.5.2 Non-protein sulfhydryl (NPSH) groups

Non-protein sulfhydryl (NPSH) groups represent an indirect measurement of GSH and
were determined according to Sedlak and Lindsay [22], measuring the reduction of 5,5-
dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) at 412 nm. Results were expressed as mmol/mg tissue.

2.5.3 Activities of the antioxidant enzymes

2.5.3.1 Sample preparation

Liver and kidney samples (0.1 g) were homogenized in 1 mL of sodium phosphate
buffer (10 mmol/L, pH 7.4) at 4°C. The homogenates were centrifuged at 10,000 g for 10 min
at 4°C and the supernatants were used for the analysis of the activities of SOD, CAT and
GSH-Px. The protein levels in the supernatants were determined according to Lowry et al.

[23], using bovine serum albumin as standard.

2.5.3.2 Superoxide dismutase (SOD) activity

SOD activity was evaluated according to Beauchamp and Fridovich [24]; the
oxidation of xanthine generates superoxide anion (O>*) by the catalytic action of xanthine
oxidase, which reduces nitroblue tetrazolium chloride (NBT) to a formazan product. In the
presence the SOD, inhibition of NBT reduction occurs, which is monitored at 550 nm. The
results were expressed as U/mg protein. One unit of SOD is defined as the enzyme amount
required to inhibit the rate of NBT reduction by 50%.
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2.5.3.3 Catalase (CAT) activity
CAT activity was measured by monitoring the disappearance of hydrogen peroxide
(H202) at 230 nm, according to Beers and Sizer [25]. The results were expressed as mmol of

H20> consumed/min/mg protein.

2.5.3.4 Glutathione peroxidase (GSH-Px) activity

GSH-Px activity was evaluated according to Rush and Sandiford [26]. GSH-Px
catalyzes the oxidation of GSH in the presence of H20.. In the presence of GSH-Rd, the
oxidized glutathione (GSSG) is reduced to GSH with concomitant oxidation of NADPH to
NADP*. NADPH disappearance was monitored at 340 nm. The results were expressed as

mmol of NADPH consumed/min/mg protein.

2.5.3.5 Glutathione reductase (GSH-Rd) activity

GSH-Rd activity was evaluated according to Carlberg and Mannervik [27], via
reduction of GSSG in GSH with concomitant oxidation of NADPH to NADP*. NADPH
disappearance was monitored at 340 nm. The results were expressed as mmol of NADPH

consumed/min/mg protein.

2.6 Western blot analysis

Samples of liver and kidney were homogenized (Polytron Omni THO1, Kennesaw,
GA) in ice-cold buffer containing 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
1% Triton X- 100, 24 mM sodium deoxycholate, 0.01% sodium dodecyl sulfate (SDS), 10
mM sodium pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM sodium orthovanadate, 1.5 uM
aprotinin, 1 mM phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), and 2.1 uM leupeptin. The
homogenates were centrifuged at 10,500 g at 4°C for 40 min, and the supernatants were used
for protein determination [23]. Sample buffer (62.5 mM Tris-HCI, 10% glycerol, 2% SDS,
33.2 mM dithiothreitol (DTT), and 0.01% bromophenol blue; pH 6.8) was added to the
supernatants. Samples containing 30-50 pg protein were subjected to SDS-PAGE
electrophoresis on 10-12% acrylamide gels and were then electroblotted onto nitrocellulose
membranes. Proteins were detected by overnight incubation at 4°C with specific primary
antibodies: anti-AGE-R1 (Anti-DDOST) (1:500) and anti-GLO 1 (1:1000) (Abcam,
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Cambridge, UK). Anti-B-Actin (1:500; Cell Signaling, Danvers, MA) was used as an internal
control. Primary antibody binding was detected by peroxidase-conjugated secondary
antibodies (anti-rabbit 19gG, HRP-linked antibody (1:1000) or anti-mouse 1gG, HRP-linked
antibody (1:2000), Cell Signaling, Danvers, MA) and visualized utilizing an enhanced
chemiluminescent substrate (1.1 mM luminol sodium salt, 2.0 mM 4-iodophenylboronic acid,
5.3 mM hydrogen peroxide, and 0.1 M Tris-HCI, pH 8.8). Chemiluminescent bands were
captured with a C-Digit Blot Scanner (LI-COR, Lincoln, NE), and band intensities were
analyzed using LI-COR Image Studio 4.0. All results were normalized to fB-actin and

expressed as % of NYOG group.

2.7 Statistical analysis

Data were expressed as mean + standard error of mean (SEM). One-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Student-Newman-Keuls test was used to compare the
temporal inter-group differences about the physiological and biochemical parameters, as well
as glycoxidative stress biomarkers. Paired Student’s t test was used to compare the intra-
group changes in the physiological and biochemical parameters, relative to day 0. Data were
considered statistically different at p<0.05. Statistical analyses were performed using the
program GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, San Diego, California, USA).

3. Results

3.1 Body weight

In agreement with the catabolic state typical of the experimental model of type 1 DM
(i.e., diabetes induced by STZ administration), DYOG rats had minor body weight values
throughout the experimental period when compared with NYOG rats. As expected, diabetic
rats treated with insulin (DINS) had an increased body weight gain, which was similar that of
NYOG group (Figure 1A).

The treatment of diabetic rats with 90 mg/kg curcumin into yoghurt (DC) also
promoted an increase in the body weight gain in comparison with DYOG rats, from the 30"
day of treatment; however, it remained lower than values of DINS and NYOG groups (Figure
1A). Diabetic rats treated with 50 mg/kg (DA-50) or 100 mg/kg (DA-100) aminoguanidine
into yoghurt did not present improvements in the body weight gain, which remained lower
than values of DYOG rats (Figure 1A).
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After 45 days, the combined treatments of curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine
(DCA-50) or curcumin + 100 mg/kg aminoguanidine (DCA-100) promoted increases in the
body weight gain of diabetic rats, in comparison with DYOG group (Figure 1A). It must be
emphasized that the co-administration of curcumin with aminoguanidine to diabetic rats bring
beneficial responses to the body weight gain, since maintained the curcumin effects, allowing
to diabetic rats the recovering of the capacity to gain weight, although with less efficiency

when compared with insulin treatment.

3.2 Glycemia

According to our results, it can be observed that the induction of diabetes in rats was
effective, since all groups started the experiment with blood glucose levels of approximately
400 mg/dL (Figure 1B). DYOG rats showed significant increases in the glycemia over the
course of the study, mainly after 15 days of experiment, evidencing the worsening of DM. As
expected, DINS rats had reductions in the glycemia, whose levels were similar to those of
NYOG rats. Glycemia of NYOG rats remained within normal values until the end of the

experiment (Figure 1B).
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Figure 1. Body weight and glycemia of streptozotocin-diabetic rats treated for 45 days
with yoghurt enriched with curcumin, alone or in combination with aminoguanidine.
Body weight (A) and glycemia (B). Values are expressed as mean £ SEM, n = 10. Normal
rats treated with yoghurt (NYOG) and diabetic rats treated with: yoghurt (DYOG); 4U/day
insulin (DINS); 90 mg/kg curcumin in yoghurt (DC); 50 mg/kg aminoguanidine in yoghurt
(DA-50); 90 mg/kg curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DCA-50); 100 mg/kg
aminoguanidine in yoghurt (DA-100); 90 mg/kg curcumin + 100 mg/kg aminoguanidine in
yoghurt (DCA-100). Differences between groups were considered significant at p < 0.05 and
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were analyzed using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test.
Differences in the same group relative to day 0 were analyzed using a paired Student’s t test.
#, different compared to day O (p < 0.05).

The treatment of diabetic rats with curcumin-enriched yoghurt (DC) improved the
glycemia control, avoiding the progressive increase in glycemia levels as observed in DYOG
group, mainly from the 15" day of treatment (Figure 1B). Diabetic rats treated with
aminoguanidine, at both doses (DA-50 or DA-100 rats), also showed low glycemia levels in
comparison with DYOG rats, from the 15" day of treatment (Figure 1B).

The combined therapies of curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine (DCA-50) and
curcumin + 100 mg/kg aminoguanidine (DCA-100) significantly decreased the glycemia of
diabetic rats, form the 15" day of treatment, when compared with values of DYOG. Thus, it
can be highlighted the benefits of the combined therapy in the management of glycemia in the
course of diabetes. Curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine preserved the beneficial effects of
the isolated treatments with curcumin or aminoguanidine in decreasing glycemia, whereas
curcumin + 100 mg/kg aminoguanidine added benefits to the aminoguanidine treatment, since
the glycemia levels of DCA-100 rats were minor than those of DA-100 rats, which represents

the maintenance of the curcumin effects on decrease the glycemia (Figure 1B).

3.3 HbAlc and fructosamine

In addition to monitor the temporal changes in glycemia, the HbAlc and fructosamine
levels were evaluated, in attempting to verify the efficiency in the glycemic control of STZ-
diabetic rats submitted to the treatments with curcumin and aminoguanidine, isolated and co-
administered. Both HbA1c and fructosamine are Amadori products irreversibly formed during
the early steps of non-enzymatic protein glycation; their levels are positively correlated with
blood glucose levels fluctuations [28].

HbALc is generated by irreversible, non-enzymatic reaction between hemoglobin (Hb)
and glucose inside the erythrocytes. Its levels depend on two parameters: the life span of
erythrocytes (approximately 120 days) and the glucose circulating levels. Therefore, HbAlc is
used to monitor long-term blood glucose levels, reflecting the average glycemia levels over 2
to 3 months [28,29]. Fructosamine is a stable ketoamine, formed by the non-enzymatic
glycation process involving circulating proteins, usually albumin, but also includes globulins
and lipoproteins. Fructosamine levels reflect the average glucose levels into the bloodstream

over 2 to 3 weeks due to the turnover of plasma proteins [28].
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After 45 days of experiment, DYOG rats had high levels of HbAlc and fructosamine,
corroborating the hyperglycemia and the worsening of DM. Among all treated groups, DINS
rats had the lowest levels of HbAlc and fructosamine, but yet remained higher than values of
NYOG rats (Table 1).

The treatments with curcumin or with aminoguanidine at both doses, alone, decreased
the HbAlc and fructosamine levels; it is interesting to note that the treatment with curcumin
alone decreased the HbAlc at levels similar to those of the best treatment, i.e., insulin,
emphasizing the potential of this bioactive phytochemical in attenuating protein glycation
processes. The treatments of diabetic rats for 45 days with curcumin + aminoguanidine (50
and 100 mg/kg) also reduced the levels of HbAlc and fructosamine, whose levels were

similar to those of the isolated treatments (Table 1).

3.4 Lipid profile

After 45 days of experiment, dyslipidemia was observed in DYOG rats, since they had
increased plasma levels of triglycerides and total-cholesterol, in comparison with NYOG rats.
The treatment of diabetic rats with 4U/day insulin was effective in reduce both triglycerides
and total-cholesterol plasma levels, reaching values similar to those of NYOG rats (Table 1).

Overall, the levels of triglycerides and total-cholesterol in plasma of diabetic rats
treated with curcumin or aminoguanidine (50 and 100 mg/kg) alone were decreased, when
compared with values of DYOG rats, however remained higher than values of DINS and
NYOG rats (Table 1).

The combined therapy of curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine aggregated benefits to
the treatment of dyslipidemia in diabetic rats, since the plasma levels of triglycerides and
total-cholesterol were similar to those of DINS and NYOG rats (Table 1). Although the
triglyceride levels in rats treated with curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine were similar than
values found with the isolated treatments, it should be noted that there was a further reduction
in triglyceride levels in DCA-50 rats, allowing the reaching of values similar those of DINS
and NYOG rats. In relation to total-cholesterol levels, curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine
promoted an additive effect, since their levels were lower than those of the isolated treatments
(Table 1).

The treatment with curcumin + 100 mg/kg aminoguanidine was also effective in
combating dyslipidemia in diabetic rats, as it maintained the triglycerides and total-cholesterol
levels similar to those of DINS and NYOG rats and reached values lower than those of the

isolated treatments (Table 1).
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Table 1: Biochemical parameters of streptozotocin-diabetic rats after 45 days of treatment with yoghurt enriched with curcumin, alone or in
combination with aminoguanidine.

Groups

NYOG DYOG DINS DC DA50 DCA50 DA100 DCA100
HbALc 105+0.4 18.6+0.3 13.8+0.6 15.0+0.6 17.1+04 17.0+0.4 16.0+0.4 15.6+0.5
(%) (@) (a,b) (ab) (ab,c) (ab,c) (ab,c) (a,b,c)
Fructosamine 744463 209.9 + 18.3 118.9+9.38 168.5 + 12.2 163.6 + 8.0 172.6 +6.7 159.6 + 9.4 167.9+12.3
(umol/L) (a) (ab) (ab,c) (ab,c) (ab,c) (ab,c) (ab,c)
Triglycerides 94.4+95 229.5+23.3 81.0+10.1 157.9+18.9 150.1 + 22.3 1154 +9.7 158.5 +11.9 109.2+9.9
(mg/dL) (@) (b) (ab,c) (ab,c) (b) (a,b,c) (b)
Total-Cholesterol 57.0+2.0 722+17 57.4+2.0 63.9+1.1 64.2+2.2 56.9+ 1.9 65.3+ 2.4 60.3+2.9
(mg/dL) (@) (b) (ab,c) (ab,c) (b,d.e) (a,b,c) (b)
ALT 80.9+3.6 2265 +135 93.4+6.4 173.9+13.6 171.1+12.1 182.1+21.9 1782+ 14.7 169.7+9.0
(UL) (@) (b) (ab,c) (ab,c) (ab,c) (ab,c) (ab,c)
AST 107.2+45 182.8 +17.1 96.9+6.4 137.1+83 134.2+12.8 139.0 + 14.9 135.7 +8.2 130.5+8.2
(UIL) (@) (b) (b) (b) (b) (b) (b)
ALP 176.1+10.4 1313.2+93.8 363.4+44.3 982.3+70.0 995.1 + 88.9 937.5+84.9 13543 +97.4 1113.7 £ 90.1
(UL) (@) (b) (ab,c) (a,b,c) (ab,c) (acdef) (a,c)
Proteinuria 5.4+0.9 17.7+14 5.0+0.8 11.8+0.9 18.7+0.9 120+1.2 168+ 1.3 147+12
(mg/24h) (@) (b) (ab,c) (a,c,d) (ab,ce) (a,c,d) (a,c)

Values are expressed as mean £ SEM, n = 10. Normal rats treated with yoghurt (NYOG) and diabetic rats treated with: yoghurt (DYOG); 4U/day
insulin (DINS); 90 mg/kg curcumin in yoghurt (DC); 50 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DA-50); 90 mg/kg curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine
in yoghurt (DCA-50); 100 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DA-100); 90 mg/kg curcumin + 100 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DCA-100).
Differences between groups were considered significant at p < 0.05 and were analyzed using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-
Keuls test. a: differences to NYOG,; b: differences to DYOG; c: differences to DINS; d: differences to DC; e: differences to DAS50.
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3.5 Biomarkers of hepatic damage

After 45 days of experiment, the levels of biomarkers related to hepatic damage (ALT,
AST, and ALP) were increased in the plasma of DYOG rats (Table 1). The treatment of
diabetic rats with insulin had the best effects on attenuating the damage of liver, since the
plasma levels of ALT, AST and ALP were significantly decreased when compared with
values of DYOG rats, being AST levels similar to values of NIOG rats (Table 1).

Diabetic rats treated with curcumin or with 50 mg/kg aminoguanidine alone had
decreases in plasma levels of ALT, AST and ALP, when compared to values of DYOG rats.
Although the isolated treatment with 100 mg/kg aminoguanidine significantly reduced the
levels ALT and AST in diabetic rats, this treatment was not able to avoid the increase in the
ALP levels (Table 1).

The changes in biomarkers of hepatic damage in diabetic rats treated with curcumin +
50 mg/kg aminoguanidine (DCA-50) were similar to those of the isolated treatments (DC and
DA-50), i.e., this combined therapy decreased the plasma levels of ALT, AST, and ALP
(Table 1). The combined therapy of curcumin + 100 mg/kg aminoguanidine (DCA-100) also
reduced the ALT and AST levels in a similar way of the isolated treatments; however, this
combination did not reduce plasma ALP, whose levels were similar to those of DA-100 rats
and less effective than curcumin alone (Table 1), suggesting that the high dose of
aminoguanidine may have toxic impacts to hepatobiliary system in STZ-diabetic rats.

3.6 Biomarker of renal damage

DYOG rats showed increases in protein urinary levels (proteinuria), which suggested
the presence of kidney damage. DINS rats had lower proteinuria levels than DYOG rats,
being similar to levels found in NYOG rats (Table 1).

The treatment with curcumin alone decreased the proteinuria levels of diabetic rats, in
comparison to DYOG rats. In contrast, treatments with aminoguanidine alone, at both doses,
were not able to prevent the proteinuria in diabetic rats (Table 1).

The treatment of diabetic rats with curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine (DCA-50)
was effective in preventing the increase in the proteinuria levels, whose values were similar to
those of rats treated with curcumin. On the other hand, the combined therapy of curcumin +
100 mg/kg aminoguanidine (DCA-100) was not able to prevent proteinuria; the effects of this

treatment on proteinuria were similar to those of 100 mg/kg aminoguanidine alone (Table 1).

3.7 Biomarkers of oxidative damage and antioxidant defenses in plasma
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It can be observed that the glycoxidative stress is presented in STZ-diabetic rats after
45 days of experiment, because the PON 1 activity in plasma was decreased (Figure 2A),
whereas the levels of fluorescent AGEs (Figure 2B), PCO (Figure 2C), TBARS (Figure 2D),
and NOx (Figure 2E) were significantly increased in plasma of DYOG rats. The treatment

with insulin prevented the onset of glycoxidative stress in diabetic rats.
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Figure 2. Antioxidant defenses (PON1) and glycoxidative stress biomarkers (fluorescent
AGEs, PCO, TBARS and NOXx) in plasma of streptozotocin-diabetic rats after 45 days of
treatment with yoghurt enriched with curcumin, alone or in combination with
aminoguanidine. Activity of PON1 (A) and levels of fluorescent AGEs (B), PCO (C),
TBARS (D) and Total nitrate + nitrite (NOX) (E). Values are expressed as mean + SEM, n =
10. Normal rats treated with yoghurt (NYOG) and diabetic rats treated with: yoghurt
(DYOG); 4U/day insulin (DINS); 90 mg/kg curcumin in yoghurt (DC); 50 mg/kg
aminoguanidine in yoghurt (DA-50); 90 mg/kg curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine in
yoghurt (DCA-50); 100 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DA-100); 90 mg/kg curcumin +
100 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DCA-100). Differences between groups were
considered significant at p < 0.05 and were analyzed using one-way ANOVA followed by the
Student-Newman-Keuls test. a: differences to NYOG; b: differences to DYOG; c: differences
to DINS; d: differences to DC; e: differences to DASO; f: differences to DCAS50.
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DC, DA-50 and DA-100 rats had significant increases in the activity of PON 1, when
compared with DYOG rats. The treatments with curcumin + aminoguanidine (50 or 100
mg/kg) also increased the PON 1 activity, in a similar way of the isolated treatments. The
activities of PON 1 in diabetic rats under all these treatments were similar to those of DINS
and NYOG rats (Figure 2A).

The treatments with curcumin and aminoguanidine (50 and 100 mg/kg), isolated or co-
administrated, reduced the plasma levels of fluorescent AGEs (Figure 2B) and PCO (Figure
2C), whose levels were similar to those of DINS and NYOG rats, showing the beneficial
responses of these combined therapies against glycoxidative stress in diabetes.

Corroborating the increase in the activity of PON 1, diabetic rats treated with
curcumin or aminoguanidine alone had reduced levels of TBARS, in comparison with DYOG
rats; DA-100 rats had TBARS levels were lower than those of DA-50 and DC rats (Figure
2D).

The combined therapy of curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine aggregated benefits in
combating oxidative stress in diabetic rats, since the plasma levels of TBARS were lower than
those of the isolated treatments (DC and DA-50 groups). The treatment with curcumin + 100
mg/kg aminoguanidine was also effective in combating lipid peroxidation, since maintained
the best effect achieved by the treatment with 100 mg/kg aminoguanidine in reducing plasma
TBARS of diabetic rats (Figure 2D)

The treatments of diabetic rats with aminoguanidine alone, at both doses, significantly
reduced the plasma levels of NOXx, being the values lower than those of NYOG and DINS
rats, which is not appropriate as very low NOx levels may also culminate in unwanted
responses. The treatment with curcumin alone was the less effective in reducing plasma NOx
levels; the NOx levels in DC rats were decreased only in comparison with DYOG rats (Figure
2E).

Diabetic rats treated with curcumin + 50 mg/kg curcumin aggregated benefits to
curcumin in reducing NOXx levels, since the plasma levels of NOx were significantly reduced,
in comparison with DYOG rats, and reached values similar to those of NYOG rats; this was a
better result than that achieved by the isolated treatments. Similar to the responses observed in
diabetic rats treated with 100 mg/kg aminoguanidine, the combined treatment of curcumin +
100 mg/kg aminoguanidine reduced NOx levels in comparison with DYOG, NYOG and
DINS groups (Figure 2E). Both NO levels and the activity/expression of iNOS are involved to
several pathophysiologies. Therefore, INOS must be tightly regulated, because the
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overproduction of NO but also its poor production can result in impairments to the organism
homeostasis [30].

These findings indicate that the combined therapies of curcumin + aminoguanidine, at
both doses, were more efficient than the isolated treatments in promoting decreases in
biomarkers of glycative and oxidative damage in plasma, as well as avoided the fall in the
antioxidant defenses in plasma of diabetic rats. Furthermore, the combined therapy curcumin
+ 50 mg/kg aminoguanidine was more efficient than the isolated treatments and than the
treatment combined of curcumin + 100 mg/kg aminoguanidine, since maintained NOx levels
similar to those of DINS and NYOG rats.

3.8 Antioxidant defenses and AGE detoxification components in liver and kidney

Similar to the impairments observed in the activities of PON1 and iNOS (indirectly
estimated by NOx levels), other important enzymes participating in the ROS homeostasis are
altered in STZ-diabetic rats, as well as the NPSH levels and the components related to AGE
detoxification.

After 45 days of experiment, DYOG rats showed substantial decreases in
cytoprotective components in liver and kidney. It was observed that the activities of the
antioxidant enzymes SOD (liver and kidney; Figures 3A and 4A, respectively) and CAT (liver
and kidney; Figures 3B and 4B, respectively) were decreased, as well as the levels of NPSH
(liver and kidney; Figures 3E and 4E, respectively). Components of AGE detoxification were
also significantly decreased in DYOG rats, including AGE-R1 (liver, Figures 5A and B and
kidney, Figures 6A and B) and GLO 1 (liver, Figures 5A and C and kidney, Figures 6A and
C). Interestingly, DYOG rats had increases in the activities of GSH-Px and GSH-Rd in liver
(Figures 3C and D, respectively) and kidney (Figures 4C and D, respectively), when
compared with values of NYOG rats; these changes in the components of the glutathione
redox system may be interpreted as a compensatory mechanism against oxidative stress. The
treatment of diabetic rats with insulin prevented all these disturbances.

The treatment of diabetic rats with curcumin alone increased the activity of SOD in
kidney (Figure 4A), but did not improve hepatic SOD activity (Figure 3A). The activities of
CAT in liver (Figure 3B) and kidney (Figure 4B) of diabetic rats were increased by curcumin
treatment.

The treatment with 50 mg/kg aminoguanidine alone showed the same profile of

curcumin treatment, for SOD and CAT: it increased the activities of CAT in liver and kidneys
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(Figures 3B e 4B, respectively), and increased the activity of SOD only in kidneys (Figure
4A).

However, a distinct response was achieved when curcumin and 50 mg/kg
aminoguanidine were administered in combination to diabetic rats, having better efficacies in
the antioxidant defenses. The benefits previously achieved with the isolated therapies were
maintained (i.e., the increases in the activities of SOD and CAT in kidneys, and the increase
in the activity of CAT in liver). Additionally, curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine treatment
was able to promote a significant increase in the activity of SOD in liver (Figure 3A),
showing again the benefit of this combined therapy in combating oxidative stress in diabetes.

The treatment with 100 mg/kg aminoguanidine alone was less effective than 50 mg/kg
aminoguanidine in the maintenance of the antioxidant responses in liver and kidney of
diabetic rats.

Although 100 mg/kg aminoguanidine increased the activity of CAT in kidneys (Figure
4B), it was not effective in increasing the activity of this enzyme in liver (Figure 3B), nor did
it improve the activity of SOD in both tissues (Figures 3A and 4A). Once again, the
combination therapy added benefits to aminoguanidine about the recovering of the antioxidant
protection. Curcumin + 100 mg/kg aminoguanidine significantly increased the activities of
CAT in the liver (Figure 3B) and SOD in the kidneys (Figure 4A), therefore maintaining the
curcumin effects as well as the effects of the treatments on increasing the activity of CAT in
the kidneys (Figure 4B); however, this combined treatment was unable to improve SOD

activity in the liver (Figure 3A).
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Figure 3. Antioxidant systems biomarkers (SOD, CAT, GSH-Px, GSH-Rd and NPSH
groups) in liver of streptozotocin-diabetic rats after 45 days of treatment with yoghurt
enriched with curcumin, alone or in combination with aminoguanidine. Activities of
SOD (A), CAT (B), GSH-Px (C) and GSH-Rd (D), and levels of NPSH groups (E). Values
are expressed as mean + SEM, n = 10. Normal rats treated with yoghurt (NYOG) and diabetic
rats treated with: yoghurt (DYOG); 4U/day insulin (DINS); 90 mg/kg curcumin in yoghurt
(DC); 50 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DA-50); 90 mg/kg curcumin + 50 mg/kg
aminoguanidine in yoghurt (DCA-50); 100 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DA-100); 90
mg/kg curcumin + 100 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DCA-100). Differences between
groups were considered significant at p < 0.05 and were analyzed using one-way ANOVA
followed by the Student-Newman-Keuls test. a: differences to NYOG; b: differences to
DYOG.
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Figure 4. Antioxidant systems biomarkers (SOD, CAT, GSH-Px, GSH-Rd and NPSH
groups) in kidney of streptozotocin-diabetic rats after 45 days of treatment with yoghurt
enriched with curcumin, alone or in combination with aminoguanidine. Activities SOD
(A), CAT (B), GSH-Px (C) and GSH-Rd (D), and levels of NPSH groups (E). Values are
expressed as mean + SEM, n = 10. Normal rats treated with yoghurt (NYOG) and diabetic
rats treated with: yoghurt (DYOG); 4U/day insulin (DINS); 90 mg/kg curcumin in yoghurt
(DC); 50 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DA-50); 90 mg/kg curcumin + 50 mg/kg
aminoguanidine in yoghurt (DCA-50); 100 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DA-100); 90
mg/kg curcumin + 100 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DCA-100). Differences between
groups were considered significant at p < 0.05 and were analyzed using one-way ANOVA
followed by the Student-Newman-Keuls test. a: differences to NYOG; b: differences to
DYOG.

The activities of GSH-Px and GSH-Rd in liver (Figures 3C and D, respectively) and
kidneys (Figures 4C and D, respectively) were similar among all treatments (insulin,
curcumin, aminoguanidine and curcumin + aminoguanidine at both doses) and with the same
values of NYOG rats. The levels of NPSH in kidneys of diabetic rats were increased in a
same magnitude after all treatments (Figure 4E); on the other hand, in liver, insulin was the
unique treatment able to recover the NPSH levels (Figure 3E).

In liver of diabetic rats, the treatments with curcumin and aminoguanidine (50 and 100

mg/kg), isolated or in combination, significantly increased the protein levels of AGE-R1
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(Figures 5A and B) and GLO 1 (Figures 5A and C). The benefits of these treatments were
similar to those of insulin therapy, and reached the values found in NYOG rats.

In kidney of diabetic rats, the best effects on increasing the protein levels of AGE-R1
(Figures 6A and B) and GLO 1 (Figures 6A and C) were reached with insulin. On the other
hand, discrete effects on increasing AGE-R1 (Figures 6A and B) and GLO 1 (Figures 6A and
C) levels were observed with the treatment of curcumin alone. Treatments with
aminoguanidine alone had interesting impacts on AGE detoxification components in kidneys:
50 mg/kg aminoguanidine caused a robust increase in AGE-R1 levels (likewise the insulin
effect) (Figures 6A and B) and practically did not improve GLO 1 levels (Figures 6A and C),
whereas 100 mg/kg aminoguanidine caused a discrete increase in AGE-R1 (Figures 6A and
B) and significantly increased the levels of GLO 1 (Figures 6A and C). Between the
combined therapies and the impacts on AGE detoxification components, curcumin + 50
mg/kg aminoguanidine showed the best results, preserving the beneficial effects of both
treatments, i.e., increasing the levels of AGE-R1 (aminoguanidine effect; Figures 6A and B)
and GLO 1 (curcumin effect; Figures 6A and C). Curcumin + 100 mg/kg aminoguanidine
promoted slight increases in AGE-R1 (Figures 6A and B) and GLO 1 (Figures 6A and C)

levels.
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Figure 5. AGE detoxification biomarkers (AGE-R1 and GLO 1) in liver of
streptozotocin-diabetic rats after 45 days of treatment with yoghurt enriched with
curcumin, alone or in combination with aminoguanidine. Representative lanes of protein
levels as detected by western blot analysis for AGE-R1, GLO 1 and f actin (A), densitometric
analysis of western blot results for AGE-R1 (B) and GLO 1 (C). Values are expressed as
mean £ SEM, n = 6. Normal rats treated with yoghurt (NYOG) and diabetic rats treated with:
yoghurt (DYOG); 4U/day insulin (DINS); 90 mg/kg curcumin in yoghurt (DC); 50 mg/kg
aminoguanidine in yoghurt (DA-50); 90 mg/kg curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine in
yoghurt (DCA-50); 100 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DA-100); 90 mg/kg curcumin +
100 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DCA-100). Differences between groups were
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considered significant at p < 0.05 and were analyzed using one-way ANOVA followed by the
Student-Newman-Keuls test. a: differences to NYOG,; b: differences to DYOG.
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Figure 6: AGE detoxification biomarkers (AGE-R1 and GLO 1) in Kkidney of
streptozotocin-diabetic rats after 45 days of treatment with yoghurt enriched with
curcumin, alone or in combination with aminoguanidine. Representative lanes of protein
levels as detected by western blot analysis for AGE-R1, GLO 1 and  actin (A), densitometric
analysis of western blot results for AGE-R1 (B) and GLO 1 (C). Values are expressed as
mean = SEM, n = 6. Normal rats treated with yoghurt (NYOG) and diabetic rats treated with:
yoghurt (DYOG); 4U/day insulin (DINS); 90 mg/kg curcumin in yoghurt (DC); 50 mg/kg
aminoguanidine in yoghurt (DA-50); 90 mg/kg curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine in
yoghurt (DCA-50); 100 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DA-100); 90 mg/kg curcumin +
100 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DCA-100). Differences between groups were
considered significant at p < 0.05 and were analyzed using one-way ANOVA followed by the
Student-Newman-Keuls test. a: differences to NYOG; b: differences to DYOG; c: differences
to DINS; d: differences to DC; e: differences to DASO; f: differences to DCAS50.

3.9 Biomarkers of oxidative damage in liver and kidney

In addition to the detrimental impacts in plasma, glycoxidative stress was also
observed in liver and kidney of DYOG rats, as increases were observed in the levels of
fluorescent AGEs (liver and kidney; Figures 7A and 8A, respectively), PCO (liver and
kidney; Figures 7B and 8B, respectively), and TBARS (kidney; Figure 8C). Interestingly,
DYOG rats had reduced levels of TBARS in liver (Figure 7C) in comparison with NYOG
rats. Similar to the effects on plasma, the treatment with insulin prevented the glycoxidative
stress installation in liver and kidney of diabetic rats.

Although the TBARS levels were not changed in the liver (Figure 7C) and kidneys
(Figure 8C) of DC, DA-50, DA-100, DCA-50, and DCA-100 rats, these groups showed
significant reductions in fluorescent AGEs and PCO levels in liver (Figures 7A and B,
respectively) and also in kidneys (Figures 8A and B, respectively), being these values similar



>

»n

(=]

o
1

Fluorescent AGEs
(UA/mg protein)

o
I

(A)

Fluorescent AGEs
(UA/mg protein)

-

o

o
1

-

(=3

o
L

o
o
1

174

to those of DINS and NYOG rats, reiterating the beneficial properties of these treatments in

attenuating the glycoxidative stress in diabetic rats.
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Figura 7: Glycoxidative stress biomarkers (fluorescent AGEs, PCO, TBARS) in liver of
streptozotocin-diabetic rats after 45 days of treatment with yoghurt enriched with
curcumin, alone or in combination with aminoguanidine. Levels of fluorescent AGEs (A),
PCO (B) and TBARS (C). Values are expressed as mean + SEM, n = 10. Normal rats treated
with yoghurt (NYOG) and diabetic rats treated with: yoghurt (DYOG); 4U/day insulin
(DINS); 90 mg/kg curcumin in yoghurt (DC); 50 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DA-50);
90 mg/kg curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DCA-50); 100 mg/kg
aminoguanidine in yoghurt (DA-100); 90 mg/kg curcumin + 100 mg/kg aminoguanidine in
yoghurt (DCA-100). Differences between groups were considered significant at p < 0.05 and
were analyzed using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test. a:
differences to NYOG,; b: differences to DYOG.
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Figure 8: Glycoxidative stress biomarkers (fluorescent AGEs, PCO, TBARS) in kidney
of streptozotocin-diabetic rats after 45 days of treatment with yoghurt enriched with
curcumin, alone or in combination with aminoguanidine. Levels of fluorescent AGEs (A),
PCO (B) and TBARS (C). Values are expressed as mean = SEM, n = 10. Normal rats treated
with yoghurt (NYOG) and diabetic rats treated with: yoghurt (DYOG); 4U/day insulin
(DINS); 90 mg/kg curcumin in yoghurt (DC); 50 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DA-50);
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90 mg/kg curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine in yoghurt (DCA-50); 100 mg/kg
aminoguanidine in yoghurt (DA-100); 90 mg/kg curcumin + 100 mg/kg aminoguanidine in
yoghurt (DCA-100). Differences between groups were considered significant at p < 0.05 and
were analyzed using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test. a:
differences to NYOG,; b: differences to DYOG.

4. Discussion

Studies aimed to evaluate the benefits of combined therapies among natural and/or
synthetic compounds for the management of diabetes have often focused on changes in
classical physiometabolic parameters and biomarkers of oxidative stress [11,12]. The present
study advanced our understanding in the potential of combined therapies in counteract not
only oxidative but also glycative stress in a condition of chronic hyperglycemia. In this sense,
the findings of this study brought evidence about the beneficial effects of the combined
therapy between curcumin (natural bioactive compound) and aminoguanidine, a prototype
therapeutic agent having a great performance in preventing non-enzymatic glycation that is
accelerated in DM.

The treatments of diabetic rats with two well-known compounds that have per se
antioxidant (curcumin) and antiglycation (aminoguanidine) properties, alone and potentially
in combination, they are promising in attenuating or preventing the diabetic complications
associated with glycoxidative stress. Besides, the present study showed that these two
compounds, when in combination and administered in vivo, they elicit cytoprotective
mechanisms that go beyond their relevant intrinsic actions, increasing the endogenous
antioxidant defenses (especially SOD, CAT, and PON 1) and stimulating the expression of
components that participate in the detoxification of AGEs (AGE-R1 and GLO 1), becoming
very promising the association between curcumin and aminoguanidine in combating the
complications of DM associated with glycoxidative stress. This study also demonstrated that
the higher dose of aminoguanidine (100 mg/kg) does not reproduce some of the beneficial
effects observed with the lowest dose (50 mg/kg), and even causes loss of effects when co-
administered with curcumin. Therefore, the combined therapy between curcumin and the
lower dose of aminoguanidine appears to be an interesting strategy for the management of
DM and to prevent the long-term complications of this syndrome.

In this study, normal (NYOG) or diabetic rats (DYOG) treated with yoghurt were
considered the control groups related to the absence (NYOG) or the presence (DYOG) of

metabolic disturbances and glycoxidative stress due to insulin deficiency. Treatment with
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yoghurt alone did not change the physiological and biochemical parameters classically altered
in STZ-induced experimental model of DM [31]. For this reason, studies from our laboratory
use yoghurt as a vehicle for oral administration of compounds that have low solubilities in
water, such as curcumin, carotenoids, and other natural antioxidants [11,31,32]. Furthermore,
the administration of phytochemicals into yoghurt did not impair their benefits against
diabetic symptoms.

The antidiabetic and antioxidant activities of curcumin have been well documented
[11,31,33]. Curcumin has been found to stimulate the insulin release from pancreatic beta
cells [34,35] and to increase the peripheral insulin sensitivity [33]. According to Gutierres et
al. [36], the antihyperglycemic effect of curcumin-enriched yoghurt may be related to its
ability to increase both the peripheral insulin sensitivity and the glucose tolerance in STZ-
diabetic rats, which seem to be associated with an increase in the AKT phosphorylation levels
and GLUT 4 translocation in skeletal muscles. Taken together, these mechanisms may
explain, at least in part, the timely glycemic control in diabetic rats treated with curcumin,
since we observed reductions in plasma levels of glucose (Figure 1B), HbAlc and
fructosamine (Table 1). The improvement in the insulin sensitivity and the preservation of the
pancreatic function may be also contributing to the other benefits observed in diabetic rats
treated with curcumin, including the increased body weight gain (Figure 1A) and the
reductions in dyslipidemia and urinary protein excretion (Table 1).

The antihyperglycemic effect of curcumin-enriched yoghurt helps to explain, at least
in part, the reductions in the levels of glycoxidative stress biomarkers, including AGEs
(plasma, liver and kidney; Figures 2B, 7A and 8A, respectively), PCO (plasma, liver and
kidney; Figures 2C, 7B and 8B, respectively), TBARS (plasma; Figure 2D), and NOx
(plasma; Figure 2E). Additionally, curcumin has a potent antioxidant power per se [37],
which could be also contributing with its in vivo antioxidant activity. Reductions in the
oxidative damage may also be a consequence of the curcumin actions in increasing the
activities of antioxidant enzymes, such as PON 1 (plasma; Figure 2A), SOD (kidney; Figure
4A), and CAT (liver, Figure 3B and kidney, Figure 4B), as well as by increasing NPSH levels
(kidney; Figure 4E). Corroborating these findings, previous studies showed that the treatment
of diabetic rats or obese mice with curcumin-enriched yoghurt attenuated oxidative stress, in
parallel to increases in the activities of SOD and CAT in the liver and kidneys [11,32].

Our study also advances in novel mechanisms of action by which curcumin may have
beneficial effects in counteract the in vivo glycoxidative stress. The treatment of diabetic rats

with curcumin-enriched yoghurt increased the levels of components related to AGE
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detoxification, including AGE-R1 (liver, Figures 5A and B and kidney, Figures 6A and B)
and GLO 1 (liver, Figures 5A and C and kidney, Figures 6A and C). It has been reported that
curcumin has the ability to trap methylglyoxal [38], as well as increases the GLO 1 levels in
liver of mice fed a high-fat diet [32], induces AGE-R1 expression and inhibit RAGE
expression in ex vivo models [39]. However, to the best of our knowledge, this is the first
evidence of that curcumin induces components of AGE detoxification in STZ-diabetic rats,
increasing the levels of AGE-R1 and GLO 1 in liver and kidneys. Such responses may be
contributing to the reductions observed in AGEs levels in these tissues, and consequently,
dampening glycoxidative stress.

The curcumin effects on improving the endogenous antioxidant defenses as well as the
components that detoxify AGEs in the liver and kidneys of STZ-diabetic rats may have
contributed to the improvements in the integrity and/or function of these tissues, as noted by
the decreases in plasma levels of ALT, AST and ALP and in urinary protein levels (Table 1).
Liver is an important organ participating in the control of energy metabolism and xenobiotic
biotransformation. This organ has a high susceptibility to glycoxidative stress, which in
combination with an exacerbated inflammatory response contribute to the onset and
progression of liver damage [40]. Nephropathy is one main prevalent complication of type 1
and 2 DM, and is the leading cause of chronic renal failure and end-stage renal disease [41].
Glycoxidative stress plays an important role in the initiation and progression of diabetic
nephropathy, characterized by functional and structural abnormalities [42].

It has been well reported the antiglycation potential of aminoguanidine; it inhibits
AGEs formation mainly by trapping intermediate reactive dicarbonyl compounds, such as
methylglyoxal, glyoxal, and 3-deoxyglycosone [13]. However, its in vivo effects may be
limited due to a rapid renal elimination [13].

The aminoguanidine effects on lowering the glycemic levels (Figure 1B) may be due
to its antiglycation activity, since AGE/RAGE interaction triggers intracellular signaling
pathways that cause oxidative stress and inflammation, these are directly associated with
insulin resistance [43]. In addition, methylglyoxal seems to impair the insulin signaling via
suppression of the stimulatory phosphorylation of the insulin receptor substrate 1 (IRS 1), as
well as its inhibits the activity of phosphatidylinositol-3-kinase (P13K) [44]. Also, it has been
shown that methylglyoxal blocks the interaction between AMP (adenosine monophosphate)
and AMP-dependent protein kinase (AMPK), favoring both gluconeogenesis and lipogenesis

[45]. The reductions in the glycemia levels of STZ-diabetic rats treated with aminoguanidine
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are in agreement with other studies that also observed falls in glycemia of diabetic rats orally
treated for 56 days [16] or 70 days [46] with aminoguanidine.

The decreases in the circulating levels of HbAlc and fructosamine in STZ-diabetic
rats treated with aminoguanidine may be a consequence, at least in part, of the improvements
in the glycemic control. In addition, the well-known antiglycation activity of aminoguanidine
may have significant participation. Taken together, the minor AGEs levels in plasma, liver
and kidneys of diabetic rats treated with aminoguanidine corroborate these hypotheses. The
mitigation of protein glycation and its detrimental consequences can contribute to diminish
LPO and the oxidation of proteins. To slow the formation of AGEs also attenuates
AGE/RAGE interaction, decreasing the expression of RAGE. Therefore, inhibiting AGEs
formation is a promising therapeutic strategy to counteract the diabetic complications [6,47].

Although the improvements in glycemia and protein glycation processes, the treatment
with aminoguanidine did not cause benefits to the body weight gain (Figure 1A), as
previously observed [15]. Regarding the effects of aminoguanidine on renal function,
literature reports divergent responses. Lv et al. [16] observed that the treatment of diabetic
rats with aminoguanidine for 56 days reduced proteinuria; unlike our present findings, where
it was not observed the renoprotective effect of aminoguanidine in STZ-diabetic rats. On the
other hand, Wilkinson-Berka et al. [48] demonstrated that the treatment of STZ-diabetic rats
with aminoguanidine for 84 days did not reduce albuminuria, and the authors also reported
that aminoguanidine has oscillating effects on albuminuria that may be time-dependent.

The treatment with 100 mg/kg aminoguanidine had the smallest amount of benefits,
since it was not able to avoid the increase in plasma ALP levels (Table 1), as well as did not
recover the activities of CAT in the liver (Figure 3B) and SOD in kidneys (Figure 4A).
Although the treatment with 100 mg/kg aminoguanidine caused increases in AGE-R1 in
kidneys, this effect was smaller than that of 50 mg/kg aminoguanidine (Figures 6A and B).
Conversely, the treatment with 100 mg/kg aminoguanidine promoted the best effects on
increasing the GLO 1 levels in kidneys of diabetic rats (Figures 6A and C).

The treatment of diabetic rats with curcumin + 100 mg/kg aminoguanidine had
beneficial combined effects on body weight gain (Figure 1A) and glycemia management
(Figure 1B), and increased the activities of SOD (kidney; Figure 4A) and CAT (liver; Figure,
3B), which seem to be related to the curcumin effects. As well, the reduction in plasma
TBARS levels of DCA-100 rats cab be related to the effects of aminoguanidine (Figure 2D).
Nonetheless, this combined therapy caused the loss of many curcumin effects on protecting

liver and kidneys, since DCA-100 rats had increased levels of ALP in plasma and proteinuria
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(Table 1). The failure to maintain some beneficial effects of the low aminoguanidine dose as
well as the loss of the beneficial effects of curcumin when administered in combination with
100 mg/kg aminoguanidine may have occurred due to toxicity as a consequence of the high
dose and/or due to impairments in the pharmacokinetics/pharmacodynamics of curcumin.
Aminoguanidine exhibits good absorption and is almost completely eliminated unchanged in
the urine [13,49]. However, individuals with impairments in the renal function demonstrate
reductions in the rates of aminoguanidine elimination, so they need dose adjustments [49].
The clinical trial that administered aminoguanidine to type 2 diabetic individuals with diabetic
nephropathy had early termination due to observed side effects including gastrointestinal
disturbance and abnormalities in liver function tests [50].

Atempting to increase the bioavailability and antidiabetic activity of curcumin, a
previous study from our laboratory administered to STZ-diabetic rats curcumin in
combination with piperine; piperine inhibits the enzymes involved in biotransformation
processes, including cytochrome P450 3A4 (CYP3A4). However, it was observed loss of the
antidiabetic and antioxidant activities of curcumin when administered in combination with
piperine. Additionally, this combined therapy apparently was toxic to the liver, since it
increased the levels of ALT in plasma of diabetic rats. The authors suggested that the in vivo
antidiabetic activity of curcumin may be related to its metabolite(s) [51]. Furthermore, in
other recent study from our laboratory, obese, high-fat died fed mice were treated with
curcumin in combination with trigonelline (an alkaloid isolated from fenugreek seeds); this
combined therapy impaired various benefits reached with the treatments alone, which may be
a consequence of inhibition of biotransformation processes and/or the reaching of toxic doses
[32]. Altogether, these previous studies corroborating our present findings on the loss of
effects when curcumin was co-administered with 100 mg/kg aminoguanidine, abolishing the
beneficial effects of curcumin to diabetes and also losing the benefits of aminoguanidine at
minor dose.

One of the main advances achieved with the present study is related to the promising
findings with the combined therapy of curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine in combating
the symptoms of DM and the disorders associated with glycoxidative stress. In this regard,
this study demonstrated that the beneficial effects of this combined therapy on diabetes can be
achieved via two strategies: (i) the best effects of the isolated treatments were maintained,
including the recovering in the body weight gain and the reduction in proteinuria (curcumin
effects), as well as the increase in the levels of AGE-R1 (aminoguanidine effects) and GLO 1

(curcumin effects) in kidneys; (ii) additive effects were reached, by further decreases in
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plasma triglycerides, total-cholesterol, and TBARS, in which levels were minor than those of
the isolated treatments. Besides, this was the unique treatment that increased the activity of
SOD in liver and kept the NOXx levels close to values normal, non-diabetic animals. Curcumin
+ 50 mg/kg aminoguanidine also presented a good ability to manage glycemia in diabetic rats,
and reduced biomarkers of early (HbAlc and fructosomine) and advanced (fluorescent AGESs)
protein glycation (curcumin and aminoguanidine effects). It is well known that the accelerated
formation of AGEs during chronic hyperglycemia increases the RAGE expression. Increased
AGE/RAGE interaction leads to NF-xB activation that triggers inflammation, and also
exacerbates ROS production [4]. Therefore, having a therapeutic option able to oppose the
deleterious effects of advanced glycation seems extremely useful to combat glycoxidative
stress, inflammation, and thus the detrimental events leading to the diabetic complications.

The promising potential of curcumin combined with 50 mg/kg aminoguanidine to
dampen glycoxidative stress in diabetes by triggering endogenous cytoprotective machinery
can be evidenced by two important findings. First, the increased activities of SOD and CAT in
liver and Kkidneys of diabetic rats, which may be helpful to convert ROS into relatively
unreactive O, molecules and/or H20, therefore these antioxidant enzymes are critical for
attenuating or protecting biomolecules against oxidative damage [52]. Second, the increased
levels of GLO 1 and AGE-R1 in liver and kidneys of diabetic rats, components that are
directly involved in the inhibition of AGEs formation and their removal, respectively, thereby
preventing cell and tissue damages [4,6].

Aminoguanidine is also known to inhibit the enzyme nitric oxide synthase, inducible
form (INOS) [13]. Such aminoguanidine effect has been studied in DM models,
demonstrating its importance in the attenuation/prevention of disease complications [53,54].
Among the isoforms of nitric oxide synthase (NOS), iNOS (inducible) generates higher
amounts of NO than eNOS (constitutive), as iNOS is expressed under immunological
(proinflammatory cytokines) and non-immunological stimulus, including hyperglycemia,
obesity, increased free fatty acids, and oxidative stress [55]. Considering this, it can be
suggested that the increased levels of NOx in plasma of DYOG rats may be due to the
increased activity and/or expression of iNOS. In DM, impaired cardiovascular function is
partially attributed to the pathological overexpression of iNOS in cardiovascular tissues [56].
Besides, iNOS is also an important source of ROS in diabetic kidneys [57]. Thus, our data
provided evidence that curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine had the most satisfactory effect
on NOx levels, reducing them to values similar those of normal, NYOG rats (Figure 2E).

Decreases in the activity of PON1 also favors the development of cardiovascular
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complications in DM [58,59]. PONL1 is associated with HDL and has antioxidant activity by
hydrolyzing lipid hydroperoxides, thus preventing oxidative stress [59]; in diabetes, decreases
in its activity seem to be related to non-enzymatic glycation [60,61]. Our findings indicate
that the treatment of diabetic rats with curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine may have
beneficial actions against cardiovascular complications, mainly by increasing PON 1 activity
and normalizing NOx levels (Figures 2A and E, respectively). Corroborating our findings,
previous studies have also shown that the treatment of diabetic or obese animals with
curcumin into yoghurt was able to preserve PON 1 activity [11,32]. Finally, curcumin + 50
mg/kg aminoguanidine also promoted an additive effect on reducing triglycerides and total-
cholesterol plasma levels (Table 1). Altogether, (i) the significant reduction in dyslipidemia,
(if) the increases in the PON 1 activity, and (iii) the normalization in NOx levels, these
findings provide consistent evidence about the potential of curcumin + 50 mg/kg
aminoguanidine combined therapy for the management of cardiovascular complications
observed in DM.

Interestingly, there was a significant decrease in TBARS levels in liver of diabetic,
DYOG rats (Figure 7C), paralleled by increases in the activities of enzymes belonging to the
glutathione redox system, GSH-Px and GSH-Rd (Figures 3C and D). It can be hypothesized
that, with the onset of glycoxidative stress in DM, there was an increased production of lipid
peroxides that in combination with the decreased levels of GSH (since NADPH has been
quickly oxidized in the polyol pathway due to hyperglycemia), may be causing stimulus to
compensatory mechanisms leading to high GSH-Px activity/expression, as this enzyme has
lipid peroxides as substrates [62]. In addition, the enzyme glutathione S-transferase (GST),
also participates in the detoxification of LPO products in liver [63]. Therefore, it can be
argued that lipid peroxides (indirectly estimated by TBARS) have been overproduced in DM,
and could be more efficiently eliminated by increasing the levels of GSH-Px and GSH-Rd, or
even by GST activity, whose levels are high in the liver [63]. The low levels of NPSH (which
include GSH) in the liver of DYOG rats suggested increased oxidation rates of this
metabolite, probably due to the increased GSH-Px activity. However, it can be noted that this
compensatory mechanism was not able to avoid the oxidative stress in liver, in view of the
increased levels of PCO as well as the fall in the activities of SOD and CAT. Finally, DYOG
rats also had increases in the activities of GSH-Px and GSH-Rd in kidneys (Figures 4C and D,
respectively). However, unlike the liver, the TBARS levels in kidneys were increased (Figure
8C), suggesting that in the kidneys the production of lipid peroxides is higher than that of
liver, as well as the low activity of GST in kidneys in relation to the liver [63]. Thus, even
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occurring an increased activity of the glutathione redox system in kidneys of diabetic rats,
LPO continues to prevail in this organ. However, it is still important to mention that all
treatments performed in this study induced similar responses in the activities of GSH-Px and
GSH-Rd in liver (Figure 3C and D, respectively) and kidneys (Figure 4C and D, respectively)
to those of insulin, and that diabetic-treated animals had changes in the glutathione system
that were identical to the profile of normal animals.

5. Conclusion

Therapeutic strategies able to promote an effective glycemic control and also to
decrease the glycoxidative stress are extremely helpful to attenuate the biochemical and
pathophysiological changes observed in DM, as well as to protect against its long-term
complications. The treatments of diabetic rats with curcumin and aminoguanidine into
yoghurt, individually or in combination, promoted several benefits in biomarkers of metabolic
disturbances and glycoxidative stress analyzed in plasma, liver, and kidneys. According to our
findings, the best treatment was the combination between curcumin and 50 mg/kg
aminoguanidine. The advances achieved in this present study highlight the in vivo
mechanisms by which these compounds elicit cytoprotective machinery to counteract the
harmful impacts of glycoxidative stress during diabetes, with emphasis on the antioxidant
defenses and components of AGE detoxification. The beneficial effects of the combined
therapy of curcumin + 50 mg/kg aminoguanidine reinforce the promising potential of an
antiglycation agent in diabetic therapy, especially the type 1 DM but even to type 2 DM, as
well as the importance in prospecting natural and/or synthetic compounds with such

properties.
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