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RESUMO 

 

A manutenção da hiperglicemia por longos períodos é considerada um dos principais 

fatores responsáveis pelo estabelecimento do estresse glico-oxidativo no diabetes mellitus 

(DM), e este tem participação no desenvolvimento e progressão das complicações da 

doença, especialmente via aumento na geração dos produtos finais de glicação avançada 

(AGEs). Portanto, a exposição à hiperglicemia pode gerar alterações em longo prazo nas 

células, desencadeando uma série de eventos conhecidos como “memória metabólica”, 

caracterizada pela persistência das complicações do DM mesmo após a conquista do 

controle glicêmico. A metformina tem sido o agente antidiabético oral de primeira linha 

para o tratamento do DM tipo 2. Apesar de seu uso permitir aos indivíduos com DM tipo 2 

um efetivo controle glicêmico, variações nas respostas individuais à terapia 

antihiperglicêmica são frequentes. Logo, estratégias terapêuticas baseadas na combinação 

de fármacos antidiabéticos com compostos bioativos naturais são interessantes na prevenção 

e/ou atenuação dos efeitos relacionados à memória metabólica e ao estresse glico-oxidativo. 

Dentre os compostos bioativos com potencial para associação com a metformina, destaca-

se o licopeno. Diversos benefícios do licopeno no combate às disfunções metabólicas têm 

sido descritos; em sistemas-modelos in vivo de obesidade e DM, o tratamento ou a 

suplementação com licopeno ou com alimentos ricos em licopeno é capaz de promover 

aumento da tolerância a glicose, diminuição da resistência à insulina, inibição do 

desenvolvimento de esteatose hepática, diminuição nos níveis de LDL-oxidada e do risco 

cardiovascular, atenuação da nefropatia diabética via atenuação do estresse oxidativo, entre 

outros benefícios. O objetivo deste estudo foi avaliar as alterações em parâmetros 

fisiometabólicos e biomarcadores do estresse glico-oxidativo de camundongos sob sistema-

modelo in vivo de obesidade/resistência à insulina e tratados com metformina ou licopeno, 

sozinhos ou co-administrados. Foram utilizados camundongos C57BL/6J machos 

alimentados com dietas normolipídica (P) ou hiperlipídica (HL). Após 9 semanas de oferta 

das dietas, os tratamentos com água, sistema lipídico nanoestruturado (SLN; veículo) e SLN 

contendo metformina e/ou licopeno foram iniciados e duraram 8 semanas. Peso corporal foi 

monitorado duas vezes por semana. Ao término dos tratamentos, os animais foram 

eutanasiados e diversos tecidos foram retirados e pesados. O plasma foi utilizado para as 

análises de biomarcadores relacionados ao metabolismo de carboidratos e lipídeos, 

integridade hepática, função renal e estresse glico-oxidativo [biomarcadores de glicação 



 
 

avançada (AGEs fluorescentes), biomarcadores de peroxidação lipídica (substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico, TBARS)] e atividade da enzima antioxidante paraoxonase 

1 (PON 1). Os níveis de AGEs e TBARS também foram determinados em fígado e rins. 

Após 17 semanas, houve maior ganho de peso corporal e aumento nas massas dos tecidos 

adiposos brancos (epididimal, retroperitoneal) nos animais alimentados com dieta HL, 

quando comparados aos animais alimentados com dieta P, confirmando assim a instalação 

da obesidade devido à maior ingestão energética. As massas dos tecidos adiposos e os 

valores de peso corporal final foram diminuídos em animais em dieta HL e tratados com 

metformina e/ou licopeno. Intolerância à glicose e resistência à insulina foram observadas 

em animais alimentados com dieta HL. Os tratamentos com metformina e/ou licopeno 

melhoraram a tolerância à glicose e a sensibilidade à insulina em animais alimentados com 

dieta HL. Além disso, os tratamentos com metformina e/ou licopeno foram capazes de 

diminuir os níveis plasmáticos de colesterol total, colesterol-HDL, ALT, ALP e a glicemia 

de jejum. Foram observados aumentos nos níveis de AGEs fluorescentes e de TBARS em 

plasma, fígado e rins de animais HL. Os tratamentos de animais em dieta HL com 

metformina e/ou licopeno promoveram diminuição nos níveis desses biomarcadores do 

estresse glico-oxidativo em plasma, fígado e rins. A atividade de PON 1 em plasma de 

animais HL apresentou-se diminuída, em relação ao grupo P. O tratamento de animais em 

dieta HL com metformina foi capaz de impedir a diminuição na atividade da PON 1, 

mantendo-a em níveis semelhantes àqueles observados em animais P. Já os tratamentos com 

licopeno ou licopeno+metformina promoveram significativos aumentos nas atividades de 

PON 1, as quais alcançaram valores superiores àqueles de animais P. Pode-se concluir que 

os tratamentos com metformina e/ou licopeno são eficazes na promoção de melhorias das 

complicações observadas na obesidade, com ênfase na diminuição do peso corporal, 

aumento da tolerância à glicose e da sensibilidade à insulina, diminuição nos níveis 

plasmáticos de colesterol total e colesterol-HDL, diminuição nos níveis plasmáticos, 

hepáticos e renais de AGEs fluorescentes e TBARS e aumento na atividade de PON 1. 

 

Palavras-chave: obesidade; resistência à insulina; diabetes mellitus; estresse glico-

oxidativo; metformina; licopeno. 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The maintenance of hyperglycemia for long periods is considered one important 

factor in the establishment of the glycoxidative stress in diabetes mellitus (DM), which 

participates in the onset and progression of various complications, mainly via increased 

generation of advanced glycation end products (AGEs). Therefore, the exposure to 

hyperglycemia can generate long-term changes in cells, triggering a series of events known 

as “metabolic memory”, characterized by the persistence of the diabetic complications even 

after achieving the glycemic control. Metformin has been the first-line oral antidiabetic agent 

for the treatment of type 2 DM. Although the use of metformin allows individuals with type 

2 DM an effective glycemic control, variations in individual responses to this 

antihyperglycemic therapy are frequent. Therefore, therapeutic strategies based on the 

combination of antidiabetic drugs with natural bioactive compounds are interesting in 

preventing and/or mitigating the effects related to the metabolic memory and glycoxidative 

stress. Among the bioactive compounds with potential for association with metformin, it can 

be cited the lycopene. Several benefits of lycopene in contrst the metabolic disorders have 

been described; in in vivo model systems of obesity and DM, treatment or supplementation 

with lycopene or with foods rich in lycopene is able to increase the glucose tolerance, 

decrease the insulin resistance, inhibit the development of fatty liver disease, decrease the 

levels of oxidized-LDL and the cardiovascular risk, attenuate the diabetic nephropathy by 

decreasing oxidative stress, among other benefits. The aim of this study was to evaluate the 

changes in physiometabolic parameters and biomarkers of glycoxidative stress in mice under 

an in vivo model system of obesity/insulin resistance and treated with metformin or 

lycopene, alone or in combination. Male C57BL/6J mice fed with control diet (C) or high-

fat diet (HFD) were used. After 9 weeks of diet offering, treatments with water, 

nanostructured lipid system (NLS; vehicle) and NLS containing metformin and/or lycopene 

were started and performed during 8 weeks. Body weight was monitored twice a week. At 

the end of the treatments, the animals were euthanized and several tissues were removed and 

weighed. Plasma samples were used for the analysis of biomarkers related to carbohydrate 

and lipid metabolism, liver integrity, renal function, in adittion to biomarkers of 

glycoxidative stress [biomarkers of advanced glycation (fluorescent AGEs) and lipid 

peroxidation (thiobarbituric acid reactive substances, TBARS)], and the activity of the 

antioxidant enzyme paraoxonase 1 (PON 1). The levels of AGEs and TBARS were also 

determined in the liver and kidneys. After 17 weeks, increases in the body weight gain and 



 
 

in the weights of white adipose tissues (epididymal, retroperitoneal) were observed in 

animals fed a HFD, when compared to animals fed a C diet, thus confirming the onset of the 

obesity. The weights of adipose tissues anf the terminal values of body weight were 

decreased by the treatments of mice fed a HFD with metformin and/or lycopene. Glucose 

intolerance and insulin resistance were observed in animals fed a HFD. Treatments with 

metformin and/or lycopene improved the glucose tolerance and increased the insulin 

sensitivity in animals fed a HFD. In addition, treatments with metformin and/or lycopene 

were able to decrease the plasma levels of total cholesterol, HDL-cholesterol, ALT, ALP 

and fasting blood glucose levels. Increases in the levels of fluorescent AGEs and TBARS 

were observed in plasma, liver and kidneys of untreated HFD mice. Treatments of mice fed 

a HFD with metformin and/or lycopene promoted a decrease in the levels of these 

biomarkers of glycoxidative stress in plasma, liver and kidneys. The activity of PON 1 in 

plasma from animals fed a HFD was decreased in comparison to the corresponding values 

in C mice. The treatment of mice fed a HFD with metformin was able to prevent the decrease 

in the PON 1 activity, maintaining PON 1 activity at values similar from those observed in 

C mice. In addition, the treatments with lycopene or lycopene+metformin promoted 

significant increases in the activity of PON 1, which reached values higher than those of C 

mice. It can be concluded that the treatments with metformin and/or lycopene are effective 

in promoting improvements of various complications observed in obesity, with emphasis on 

decreasing the body weight gain, increasing the glucose tolerance and insulin sensitivity, 

decreasing the plasma levels of cholesterol and HDL-cholesterol, decreasing the levels of 

fluorescent AGEs and TBARS (plasma, liver, kidneys) and increasing the PON 1 activity. 

 

Keywords: obesity; insulin resistance; diabetes mellitus; glycoxidative stress; metformin; 

lycopene. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

O diabetes mellitus (DM) é uma doença endócrina caracterizada por deficiência na 

produção/secreção de insulina pelas células beta do pâncreas e/ou por resistência insulínica 

nos tecidos alvo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2020). O aumento na 

prevalência de DM tipo 2 está intimamente associado ao aumento na prevalência de 

obesidade (HOSSAIN et al., 2007). Em quadros descontrolados do DM, há maiores chances 

de desenvolvimento de várias complicações, incluindo as doenças cardiovasculares e 

complicações microvasculares (retinopatia, neuropatia e nefropatia diabéticas) (FOWLER, 

2008). Estas complicações são as principais responsáveis pelos elevados índices de morbi-

mortalidade associados ao DM (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019).  

O estresse glico-oxidativo participa do início e da progressão das complicações do 

DM, especialmente via aumento na geração de produtos finais de glicação avançada (AGEs, 

do inglês advanced glycation end products); a glicação de proteínas e a formação de AGEs 

desempenham um papel importante na patogênese de complicações diabéticas (NOWOTNY 

et al., 2015). Durante a formação dos AGEs, também são produzidas espécies reativas de 

oxigênio (ERO) que, por sua vez, potencializam os efeitos deletérios que levam à disfunção 

de diversas biomoléculas (BROWNLEE, 2005). A formação de ERO, bem como a glicação 

de proteínas e subsequente geração excessiva de AGEs e seu acúmulo nos tecidos, em 

conjunto, contribuem para o estabelecimento das complicações do DM (GOH e COOPER, 

2008). 

Considerando ser a hiperglicemia um dos fatores envolvidos no estabelecimento das 

complicações do DM, o tratamento da doença tem como principal objetivo a manutenção 

dos níveis glicêmicos próximos à normalidade. A metformina (dimetilbiguanida) tem sido o 

agente antidiabético oral de primeira linha para o tratamento do DM tipo 2 (SANCHEZ-

RANGEL e INZUCCHI, 2017). Suas ações antihiperglicêmicas encontram-se associadas 

aos seus efeitos no fígado, inibindo a gliconeogênese; também inibe a lipogênese e estimula 

a oxidação de ácidos graxos no fígado, reduzindo os estoques de lipídeos, o que contribui 

para o aumento na sensibilidade hepática à insulina (RENA; HARDIE; PEARSON, 2017).  

Apesar de o uso da metformina permitir aos indivíduos com DM tipo 2 um efetivo 

controle glicêmico, manifestações gastrointestinais (diarréia, náuseas, vômitos, dor 

abdominal) podem ser observadas, em intensidade proporcional à dose do fármaco 
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(OKAYASU et al., 2012). Episódios de acidose láctica também são associados ao uso 

crônico da metformina, especialmente em indivíduos com doença renal crônica (INZUCCHI 

et al., 2014). Baixa biodisponibilidade e reduzida meia-vida da metformina também devem 

ser citadas como fatores negativos associados ao fármaco (SCHEEN, 1996). 

Todos estes fatores reiteram a importância de estudos centrados no desenvolvimento 

de formulações de liberação prolongada, e que assim podem melhorar a biodisponibilidade 

da metformina, contribuindo para a diminuição na frequência de dosagem e no risco de 

surgimento de efeitos adversos, culminando em maior adesão do paciente ao tratamento. 

Uma estratégia interessante é a associação de metformina com compostos ou preparações de 

origem natural com atividade antidiabética e/ou antioxidante. Diversos estudos demonstram 

os benefícios da terapia combinada de agentes farmacológicos clássicos com compostos 

bioativos naturais, reduzindo, inclusive, os efeitos adversos dos fármacos (PRABHAKAR; 

KUMAR; DOBLE, 2014). Dentre os compostos bioativos naturais com potencial para 

associação com a metformina, temos o licopeno, um carotenoide isômero acíclico do β-

caroteno, extremamente insaturado, responsável pela coloração vermelha de tomates e seus 

produtos processados (AGARWAL e RAO, 1998). Estudos têm evidenciado o potencial do 

licopeno em atenuar diversas alterações observadas em animais sob modelos experimentais 

de DM, obesidade e resistência à insulina, incluindo dislipidemia, hiperglicemia e estresse 

oxidativo (ZHU; WANG; XU, 2011; BERNAL et al., 2013; ASSIS et al., 2017). 

Diante do exposto, e tendo em vista que muitas das complicações observadas no DM 

estão relacionadas com a manutenção do estresse glico-oxidativo, torna-se interessante o 

estudo dos efeitos da combinação de metformina e licopeno no tratamento de animais em 

sistema-modelo in vivo de obesidade/resistência à insulina. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA  

 

2.1 Diabetes mellitus e obesidade  

O diabetes mellitus (DM) é uma síndrome metabólica caracterizada por deficiência 

na produção/secreção de insulina pelas células beta do pâncreas e/ou resistência insulínica 

em tecidos alvo, culminando em diversos prejuízos no controle do metabolismo de 

carboidratos, lipídeos e proteínas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2020). 

Estima-se que o DM afeta cerca de 463 milhões de pessoas no mundo, tendo sido a causa 

de morte de 4,2 milhões de pessoas em 2019 (INTERNATIONAL DIABETES 

FEDERATION, 2019). Vale destacar que o Brasil é o quinto país com o maior índice de 

casos de DM, com cerca de 16,8 milhões de brasileiros diabéticos (INTERNATIONAL 

DIABETES FEDERATION, 2019; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2020). 

A hiperglicemia é uma das principais manifestações do DM, bem como elevados 

níveis de glicose no fluido intersticial e em células de diversos tecidos (rins, nervos, 

endotélio e retina, por exemplo) que captam glicose de maneira independente de insulina 

(LYONS e JENKINS, 1997). Altas taxas de morbidade e mortalidade são observadas em 

quadros descontrolados do DM, principalmente devido à ocorrência de complicações 

microvasculares (retinopatia, neuropatia e nefropatia diabéticas) e macrovasculares 

(aterosclerose, infarto agudo do miocárdio, acidente vascular cerebral, disfunção endotelial, 

doença vascular periférica) (FOWLER, 2008; RAMKISSON et al, 2013). A retinopatia 

diabética resulta do dano aos capilares responsáveis pela vascularização da retina, podendo 

resultar deficiência visual (SANTOS et al., 2011). O DM também provoca deterioração 

gradual das fibras nervosas sensoriais e motoras do sistema nervoso periférico e, em última 

estância, pode causar amputação de membros (PAZDRO e BURGESS, 2010; OBROSOVA, 

2009). Na nefropatia diabética, ocorre um declínio progressivo na velocidade de filtração 

glomerular, sendo uma das principais causas de doença renal crônica no mundo (JAIN, 

2012). O DM também é um importante fator de risco para o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares, principais responsáveis pela mortalidade devido às complicações do DM 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2018).  

A classificação do DM é baseada em sua etiologia (AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION, 2017; SKYLER et al., 2017): (i) DM tipo 1, uma doença autoimune, 

poligênica, decorrente da destruição das células beta do pâncreas, culminando em 

deficiência absoluta na produção de insulina; pode ser subclassificada em DM tipo 1A, 
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quando é confirmada a presença de um ou mais autoanticorpos circulantes, e DM tipo 1B 

ou idiopática, quando os autoanticorpos não são detectáveis na circulação sanguínea 

(CHIANG et al., 2014; INSEL et al., 2015); (ii) DM tipo 2, no qual se observa resistência 

tecidual à insulina combinada à disfunção pancreática e deficiência relativa de insulina; 

possui etiologia complexa e multifatorial, envolvendo componentes genéticos e ambientais, 

destacando-se como principais fatores de risco os hábitos dietéticos e a inatividade física, 

ambos contribuintes para a obesidade (RAO, 2015); (iii) DM gestacional, caracterizado por 

intolerância à glicose que tem início durante a gestação, em mulheres sem diagnóstico 

prévio de DM; (iv) outros tipos de DM, onde se enquadram as formas menos comuns da 

doença, incluindo alterações genéticas que resultam em disfunção das células beta do 

pâncreas, alterações genéticas em componentes da sinalização da insulina, doenças do 

pâncreas exócrino e outras condições (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 

2018). 

A sinalização intracelular da insulina tem início com a ligação deste hormônio a um 

receptor específico de membrana, uma proteína heterotetramérica com atividade quinase, 

composta por duas subunidades α, que inibem a atividade tirosina quinase de duas 

subunidades β. A ligação da insulina à subunidade α permite que a subunidade β adquira 

atividade quinase, o que leva a alteração conformacional e autofosforilação, aumentando 

ainda mais a atividade quinase do receptor (VELLOSO et al., 1998; TANIGUCHI; 

EMANUELLI; KAHN, 2006). A ativação do receptor de insulina leva à fosforilação de 

diversos substratos intracelulares, incluindo os substratos do receptor de insulina 1 (IRS-1). 

Após a fosforilação em resíduo de tirosina, o IRS-1 funciona como proteína de ancoramento 

para diversas moléculas, entre elas a fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) (SALE e SALE, 

2008). Ao se tornar ativa, a PI3K medeia a fosforilação do fosfatidilinositol-3,4-bifosfato 

(PIP2), gerando o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), local de ancoramento da proteína 

quinase B (AKT). Após fosforilação em seus resíduos de treonina (Thr308) e serina 

(Ser473), a AKT torna-se ativa, sendo capaz de fosforilar diversos substratos, sendo efetora 

das ações intracelulares da insulina (VANHAESEBROECK; STEPHENS; HAWKINS, 

2012; BRUHN et al., 2013). A diminuição na resposta à insulina pelos tecidos alvo, 

característica da resistência à insulina, normalmente está associada à redução na capacidade 

de ativar IRS-1, culminando em diminuição na atividade de PI3K e menor ativação da AKT 

(PRADA e SAAD, 2011). 
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O aumento na prevalência de DM tipo 2 está intimamente associado ao aumento na 

prevalência de obesidade (HOSSAIN et al., 2007). O consumo excessivo de calorias 

associado ao sedentarismo promove o acúmulo de lipídeos nos tecidos adiposos, o que causa 

hipertrofia dos adipócitos (FELBER e GOLAY, 2002; HOSSAIN et al., 2007). Esta 

hipertrofia suprime o aporte local de oxigênio, gerando hipóxia e subsequente ativação de 

vias que desencadeiam uma resposta inflamatória. Nesta resposta inflamatória, macrófagos 

do tipo M1 secretam citocinas pró-inflamatórias, dentre elas o fator de necrose tumoral α 

(TNF-α). O TNF-α é capaz de estimular a lipólise, com subsequente liberação de ácidos 

graxos livres (AGL) (LOIS e KUMAR, 2009). Os AGL podem retroalimentar a resposta 

inflamatória, via receptores do tipo toll-like (TLR) (Maury e Brichard, 2010), ou ainda 

serem esterificados em triacilgliceróis em outros tecidos, principalmente fígado, pâncreas, 

musculatura esquelética e cardíaca (SCHAFFER, 2003; HOSSAIN et al., 2007). Os 

triacilgliceróis, nestes tecidos, podem ser metabolizados à diacilglicerol (DAG) e ceramida, 

os quais ativam diversas proteínas do tipo quinase que promovem a fosforilação de diversos 

substratos, dentre eles o substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1) em resíduo de serina, a 

qual é uma fosforilação do tipo inibitória. Assim, ocorre a inibição da cascata de sinalização 

da insulina em tecidos anteriormente responsivos ao hormônio, contribuindo, portanto, para 

o estabelecimento de resistência insulínica. Uma das principais consequências é o aumento 

dos níveis circulantes de glicose devido ao menor estímulo à captação de glicose (LOIS e 

KUMAR, 2009). 

Há diversos fatores contribuintes para a gênese e progressão das complicações do 

DM; evidências indicam que o estresse glico-oxidativo, causado pela manutenção da 

hiperglicemia por longos períodos, seja de fundamental importância (MONNIER; SELL; 

GENUTH, 2005; NOWOTNY et al., 2015). 

 

2.2 Estresse glico-oxidativo  

A manutenção da hiperglicemia por longos períodos tem papel fundamental na 

gênese e progressão das complicações do DM, já que desencadeia o estresse glico-oxidativo 

(MONNIER; SELL; GENUTH, 2005; NOWOTNY et al., 2015). A hiperglicemia participa do 

estabelecimento das complicações do DM por diversos mecanismos, incluindo aumento no 

fluxo de substratos pela via dos polióis; aumento na geração dos produtos finais de glicação 

avançada (AGEs, do inglês advanced glycation end products); ativação da proteína quinase 
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C (PKC); estimulação da via da hexosamina (PACKER; KRAEMER; RIMBACH, 2001; 

BROWNLEE, 2005; ROLO e PALMEIRA, 2006; JAY; HITOMI; GRIENDLING, 2006). 

A via dos polióis é constituída por enzimas do tipo aldo-redutases, que reduzem 

diversos compostos carbonílicos a seus respectivos álcoois, às custas do poder redutor da 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzida (NADPH). Com a hiperglicemia, o 

excesso de glicose é convertido em sorbitol pela ação da aldose redutase, com subsequente 

oxidação de NADPH. Posteriormente, a enzima sorbitol desidrogenase, utilizando 

nicotinamida adenina dinucleotídeo oxidada (NAD+) como cofator, converte o sorbitol em 

frutose (REIS et al., 2008; Aghadavod et al., 2016). O NADPH é uma coenzima importante 

para a regeneração de glutationa reduzida (GSH); com a ativação da via dos polióis, 

NADPH encontra-se menos disponível, resultando em diminuição nos níveis de GSH, o que 

compromete os sistemas de defesas antioxidantes (BLACKER e DUCHEN, 2016). 

A produção de AGEs se inicia com o processo de glicação de biomoléculas, 

especialmente as proteínas, via reação não enzimática entre grupos carbonilas de 

carboidratos redutores (principalmente glicose e frutose) e grupos amino livres nas proteínas 

(especialmente em resíduos de lisina e arginina), sendo denominada reação de Maillard. A 

reação inicia uma complexa cascata de condensações, rearranjos e modificações oxidativas, 

resultando na formação de intermediários instáveis, conhecidos como bases de Schiff 

(imina); tais intermediários sofrem rearranjos e formam produtos mais estáveis, conhecidos 

como produtos de Amadori (cetoamina). Durante estes rearranjos, os produtos de Amadori 

podem sofrer processos de oxidação, gerando compostos dicarbonílicos altamente reativos 

(glioxal, metilglioxal, 3-deoxiglicosona), os quais podem reagir com outros resíduos de 

aminoácidos e gerar AGEs, com destaque para carboxietilisina (CEL), carboximetilisina 

(CML), dímero de lisina-3-deoxiglicosona (DOLD), dímero de glioxal-lisina (GOLD), 

dímero de metilglioxal-lisina (MOLD). As dicarbonilas também podem ser geradas como 

intermediários ou subprodutos da auto-oxidação dos açúcares redutores, da lipoperoxidação 

ou a partir de intermediários da via dos polióis (LAPOLLA; TRALDI; FEDELE, 2005; 

BUREN e LEWINTER, 2011; MEEPROM et al, 2013; SINGH et al. 2014). 

A glicação de proteínas e a formação de AGEs desempenham importante papel na 

patogênese das complicações diabéticas (SINGH et al., 2014). Durante a formação dos 

AGEs, também são produzidas espécies reativas de oxigênio (ERO) que, por sua vez, 

potencializam os efeitos deletérios que levam à disfunção de diversas biomoléculas 

(BONNEFONT-ROUSSELOT, 2002; BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008). Por esta 
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razão, a formação de ERO, bem como a glicação de proteínas e subsequente geração de 

AGEs nos tecidos, em conjunto, contribuem de maneira significativa para o estabelecimento 

das complicações tardias do DM, incluindo retinopatia, nefropatia e neuropatia diabéticas, 

além de contribuírem em diversas etapas das complicações macrovasculares (AHMED, 

2005; GOH e COOPER, 2008).  

Outro caminho através dos quais os AGEs podem contribuir para o desenvolvimento 

das complicações diabéticas ocorre via ativação de receptores específicos presentes nas 

membranas plasmáticas, os receptores de AGE (RAGE) (SINGH et al., 2014). A interação 

AGE-RAGE está relacionada com a promoção de estresse oxidativo, via ativação de diversos 

componentes intracelulares que desencadeiam a expressão de citocinas e mediadores pró-

inflamatórios (via ativação do fator nuclear B, NF-B), pró-oxidantes e pró-apoptóticos, 

resultando em danos celulares e contribuindo para o estabelecimento das complicações do 

DM (HO et al., 2010; OTT et al., 2014; OU; HUANG; WANG; OU, 2017). NF-B, quando 

ativado, induz a expressão de RAGE e inibe a expressão de glioxalase 1 (GLO 1) (enzima 

que detoxifica metilglioxal), perpetuando assim os eventos pró-oxidantes e pró-

inflamatórios participantes das complicações do DM (BIERHAUS e NAWROTH, 2009). 

Dentre os sistemas que participam da detoxificação dos AGEs, destacam-se o sistema 

da glioxalase e os receptores do complexo AGE-receptor (AGE-R). O sistema da glioxalase 

participa da detoxificação de dicarbonilas, em especial o metilglioxal, e compreende duas 

enzimas: glioxalase 1 (GLO 1), que catalisa a isomerização do hemitioacetal 

(espontaneamente produzido na reação entre metilglioxal e GSH) à S-D-lactoilglutationa; e 

a glioxalase 2 (GLO 2), que catalisa a hidrólise de S-D-lactoilglutationa à D-lactato (Rabbani 

e Thornalley, 2012). O complexo AGE-R consiste dos receptores AGE-R1 (OST-48), AGE-

R2 (80K-H) e AGE-R3 (galectina-3). AGE-R1 é ativado quando se liga a proteínas 

modificadas por AGEs, promovendo sua captação endocítica e degradação (OTT et al., 

2014).  

Tendo em vista os efeitos deletérios do estresse glico-oxidativo, a manutenção da 

hiperglicemia por longos períodos pode gerar, portanto, alterações em longo prazo nas 

células, desencadeando um fenômeno conhecido como “memória metabólica”, definida 

como a persistência das complicações do DM mesmo após a conquista do controle glicêmico 

(CERIELLO, 2012). Diversos mecanismos estão envolvidos no estabelecimento da memória 

metabólica, incluindo aumento na produção de AGEs, superexpressão de RAGE, aumento 

na produção de ERO, glicação de proteínas mitocondriais e ativação da via dos polióis, com 
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subsequente ativação da proteína quinase C (PKC) (RUSSEL e COOPER, 2015; TESTA et 

al., 2017). Períodos prolongados de exposição à hiperglicemia também estão associados à 

desregulação de genes inflamatórios em células musculares lisas endoteliais, via promoção 

de alterações epigenéticas que podem contribuir para a memória metabólica (MISRA e 

BLOOMGARDEN, 2018). Tais mudanças epigenéticas, por sua vez, contribuem para a 

manutenção da produção exacerbada de AGEs e ERO, responsáveis por aumentar a 

expressão de diversos genes, dentre eles os que codificam a subunidade p65 do NF-B, 

MCP-1 (do inglês monocyte chemoattractant protein-1) e VCAM-1 (do inglês vascular cell 

adhesion molecule-1) (BEREZIN, 2016). 

O surgimento da memória metabólica sugere a necessidade de intervenções precoces, 

visando a rápida capacidade de controle das disfunções observadas no DM. Além disso, 

intervenções que sejam capazes de reduzir os impactos deletérios do estresse oxidativo, bem 

como as consequências da glicação, além de normalização dos níveis glicêmicos em 

indivíduos diabéticos, podem ser interessantes no combate à memória metabólica, 

minimizando-se assim as complicações em longo prazo do DM (CERIELLO, 2012). 

 

2.3 Metformina 

Considerando ser a hiperglicemia um dos principais promotores das complicações do 

DM, o tratamento da doença tem como principal objetivo a manutenção dos níveis 

glicêmicos próximos à normalidade. A metformina (dimetilbiguanida) tem sido o agente 

antidiabético oral de primeira linha para o tratamento do DM tipo 2 (SANCHEZ-RANGEL 

e INZUCCHI, 2017), bem como tem sido utilizada off-label no tratamento do DM tipo 1 

com o intuito de redução das doses de insulina (LIVINGSTONE et al., 2017).  

 

Figura1. Estrutura química da metformina. 

 

Fonte: adaptado de Beissweiger e Ruggiero, 2003. 
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As ações antihiperglicêmicas da metformina resultam de seus efeitos especialmente 

no fígado. Após atravessar a membrana plasmática dos hepatócitos e a membrana 

mitocondrial interna, a metformina inibe o complexo I da cadeia transportadora de elétrons, 

promovendo aumento na razão ADP: ATP e AMP: ATP, e consequentemente ocorre 

ativação da enzima AMPK (proteína quinase dependente de AMP). O aumento na razão 

AMP: ATP também inibe a enzima frutose-1,6-bifosfatase, culminando em inibição aguda 

da gliconeogênese. Em relação à AMPK, uma vez ativada, esta fosforila a enzima ACC 

(acetil-CoA carboxilase), inibindo a lipogênese e consequentemente ocorre aumento na 

oxidação de ácidos graxos, reduzindo assim os estoques de lipídeos no fígado, que em última 

instância aumenta a sensibilidade hepática à insulina. AMPK também fosforila e ativa a 

enzima fosfodiesterase PDE4B, levando à redução nos níveis de AMPc, não havendo, 

portanto, ativação da proteína quinase dependente de PKA (induzida por glucagon) e assim 

também ocorre inibição da gliconeogênese. Por fim, AMPK também fosforila CRTC2 

(CREB-regulated transcriptional coactivator-2), um fator de transcrição que, fosforilado, é 

inibido (retido no citoplasma) e assim não promove a transcrição de genes que codificam 

para PEPCK (fosfoenolpiruvato carboxiquinase) e G6Pase (glicose-6-fosfatase), enzimas 

chave da gliconeogênese (RENA; HARDIE; PEARSON, 2017). 

Além de suas ações no fígado, tem sido também demonstrado que a metformina pode 

limitar os efeitos negativos dos elevados níveis de ceramidas em músculos esqueléticos de 

indivíduos com DM (VALENCIA et al., 2017). Sabe-se que, na musculatura esquelética, 

elevados níveis de ceramidas encontram-se associados a um fenótipo de senescência (DE 

LA MAZA et al., 2015), bem como têm participação no estabelecimento de resistência à 

insulina (GALADARI et al., 2013).  

Apesar de o uso da metformina permitir aos indivíduos com DM tipo 2 um efetivo 

controle glicêmico, promovendo reduções de cerca de 1 a 1,5% na hemoglobina glicada 

(HbA1c) (DEFRONZO et al., 2010), variações nas respostas individuais à terapia 

antihiperglicêmica são frequentes nos indivíduos fazendo uso deste fármaco (ZHOU et al., 

2016). Estratégias terapêuticas baseadas na combinação de fármacos antidiabéticos com 

compostos bioativos naturais são interessantes na prevenção e/ou atenuação dos efeitos 

relacionados ao estresse glico-oxidativo e impactos deletérios da memória metabólica 

(PRABHAKAR et al., 2014; GUPTA et al., 2017). 
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2.4 Licopeno 

Dentre os compostos bioativos naturais com potencial para associação com a 

metformina, pode ser citado o licopeno, um carotenoide isômero acíclico do β-caroteno, 

extremamente insaturado, responsável pela coloração vermelha de tomates e seus produtos 

processados. Também pode ser encontrado em outros vegetais (melancia, mamão, goiaba) e 

em alguns microrganismos. Depois de absorvido, o licopeno é transportado no sangue via 

lipoproteína LDL, podendo atuar como potente antioxidante in vivo (AGARWAL e RAO, 

1998). 

 

Figura 2. Estrutura química do licopeno. 

 

Fonte: adaptado de Cefali et al., 2009. 

 

Estudos têm evidenciado o potencial do licopeno em atenuar diversas alterações 

observadas em animais sob modelos experimentais de DM, obesidade e resistência à 

insulina, incluindo dislipidemia, hiperglicemia e estresse oxidativo. Zidani e colaboradores 

(2017) demonstraram que camundongos alimentados com dieta hiperlipídica (modelo de 

obesidade/resistência insulínica) e tratados durante 12 semanas com extrato de tomate (rico 

em licopeno) apresentaram elevação nos níveis plasmáticos do carotenoide, acompanhada 

de diminuição dos níveis plasmáticos de colesterol, colesterol-HDL e triacilgliceróis, além 

de diminuição da resistência insulínica e da intolerância à glicose. Bernal et al. (2013) 

observaram diminuição no desenvolvimento de esteatose hepática acompanhada de redução 

nos níveis séricos de triacilgliceróis e nos níveis urinários de isoprostano (marcador de 

peroxidação lipídica) de ratos em dieta hiperlipídica/hipercolesterolêmica tratados com suco 

de tomate (fonte natural de licopeno) por 5 semanas.  

Em estudo de Assis e colaboradores (2017), ratos em modelo de DM 

estreptozotocínico foram tratados durante 50 dias com misturas de curcumina e carotenoides. 

O tratamento com curcumina + licopeno preservou os benefícios alcançados com os 

bioativos isolados, ou até mesmo apresentou efeitos aditivos: houve redução em 

biomarcadores de distúrbios do metabolismo de carboidratos e lipídeos (efeitos da 
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curcumina), aumento nos níveis de HDL-colesterol (efeito do licopeno), diminuição em 

marcadores de lesão oxidativa e aumento nas defesas antioxidantes endógenas (efeitos da 

curcumina e do licopeno), com ênfase na enzima antioxidante paraoxonase 1 (PON 1).  

Zhu e colaboradores (2020) observaram que camundongos alimentados com dieta 

hiperlipídica e tratados com licopeno por 12 semanas apresentaram menor ganho de peso 

corporal, diminuição da resistência insulínica, aumento da tolerância à glicose, além de 

diminuição dos níveis plasmáticos de colesterol total, triacilgliceróis, alanina 

aminotrasferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar as alterações em parâmetros fisio-metabólicos e biomarcadores do estresse 

glico-oxidativo em camundongos submetidos a um sistema-modelo in vivo de 

obesidade/resistência à insulina e tratados com metformina e licopeno, sozinhos ou co-

administrados. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

Avaliar os efeitos do tratamento de camundongos submetidos a um sistema-modelo 

in vivo de obesidade/resistência à insulina com metformina e/ou licopeno em sistema lipídico 

nanoestruturado, monitorando: 

 Parâmetros fisiológicos: peso corporal, ingestão alimentar, ingestão calórica e 

massas de tecidos adiposos brancos (epididimal e retroperitoneal) e marrom 

(interescapular), músculos esqueléticos gastrocnemius, fígado, rins e coração; 

 Níveis plasmáticos de biomarcadores relacionados ao metabolismo de carboidratos 

e lipídeos, função e integridade hepáticas e função renal: glicose, trialcilgliceróis, 

colesterol total, colesterol-HDL, alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina 

(ALP), albumina, creatinina e ácido úrico; 

 Tolerância oral à glicose e sensibilidade à insulina; 

 Níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) em plasma, fígado e 

rim; 

 Níveis de AGEs fluorescentes em plasma, fígado e rim;  

 Atividade da enzima PON 1 em plasma. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Preparação do sistema lipídico nanoestruturado (SLN) contendo metformina e/ou 

licopeno 

O SLN foi sintetizado de acordo com Freitas et al. (2014). Sua constituição é de 5% 

de óleo de girassol como fase oleosa, 10% de uma mistura de tensoativos [Brij O20 + 

fosfatidilcolina de soja (2:1)] e 85% de tampão fosfato (pH 7,4) como fase aquosa. 

As preparações contendo licopeno e/ou metformina foram produzidas 

quinzenalmente. Licopeno e metformina foram incorporados, isoladamente ou em 

associação, à fase oleosa e mistura de tensoativos. Em seguida, a fase aquosa foi adicionada 

e as misturas foram colocadas em sonicador de haste (Q500 de QSonica®, Newtown, CT, 

EUA) em modo descontínuo por 25 minutos com intervalos de 30 segundos a cada minuto, 

com banho de gelo durante todo o processo. Em seguida cada SLN foi centrifugado a 11180 

x g por 15 minutos, afim de eliminar partículas liberadas pela haste de titânio do sonicador. 

Foram obtidas apresentações contendo 9 mg/mL de licopeno e/ou 10 mg/mL de metformina. 

Os SLN foram produzidos no Laboratório de Farmacotécnica e Tecnologia 

Farmacêutica, do Departamento de Fármacos e Medicamentos da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas (UNESP), Câmpus de Araraquara, sob supervisão do Professor Doutor 

Marlus Chorilli. 

 

4.2. Animais, dietas e desenho experimental  

Para realização do experimento, foram utilizados camundongos C57BL/6J machos 

com aproximadamente 22 g (seis semanas de idade) provenientes da Anilab Animais de 

Laboratório Criação e Comércio Ltda. (Paulínia/SP). Os animais foram mantidos em caixas 

de polipropileno (30 cm x 20 cm x 13 cm) no Biotério do Departamento de Análises Clínicas 

da Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Câmpus de Araraquara, UNESP, com ciclo de 

claro/escuro de 12 horas e temperatura de (23°C ± 1°C), sendo alimentados com ração 

comercial para animais de laboratório (Presence®) e água ad libitum. 

Após duas semanas de adaptação, os animais passaram a ser alimentados com dietas 

manipuladas (PragSoluções Biociências, Domeneghrtti & Corrêa LTDA., Jaú/SP), sendo 
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uma dieta controle (normolipídica) denominada padrão (P; 3,85 kcal/g; 4% de lipídeos) e a 

outra dieta hiperlipídica (HL; 5,40 kcal/g; 35% de lipídeos). 

 

Tabela 1. Composição das dietas padrão (P) e hiperlipídica (HL). 

 

Ingredientes 
Dieta Padrão (P) 

(g /100 g) 

Dieta Hiperlipídica (HL) 

(g /100 g) 

Amido 42,75 11,75 

Caseína 20 20 

Dextrina 13,2 13,2 

Sacarose 10 10 

Óleo de soja 4 4 

Banha -- 31 

Celulose 5 5 

Mix de minerais (1) 3,5 3,5 

Mix de vitaminas (2) 1 1 

L-cistina 0,30 0,30 

Bitartarato de colina 0,25 0,25 

Total 100 100 

(1) Mix de minerais: cálcio, fósforo, potássio, magnésio, ferro, manganês, selênio, zinco, cromo, 

níquel, lítio, enxofre, cobre, iodo, molibdênio, silício, cloreto, fluoreto, boro, vanádio. (2) Mix de 

vitaminas: ácido nicotínico, pantotenato de cálcio, piridoxina, tiamina, riboflavina, ácido fólico, 

vitamina K, D-biotina, vitamina B12, vitamina A, vitamina D3, vitamina E, colina. 

 

Os animais permaneceram nas dietas P ou HL durante 17 semanas. O peso corporal 

dos animais foi monitorado semanalmente e a ingestão alimentar foi monitorada 

diariamente, durante todo o experimento.  

 

Os camundongos foram distribuídos em 6 grupos experimentais (12 animais/grupo): 

1. Grupo P: animais alimentados com dieta P e que receberam água por gavagem; 

2. Grupo HL: animais alimentados com dieta HL e que receberam água por gavagem; 

3. Grupo V: animais alimentados com dieta HL e que receberam veículo (SLN) por 

gavagem; 

4. Grupo M: animais alimentados com dieta HL e tratados com 50 mg/kg de 

metformina; 

5. Grupo L: animais alimentados com dieta HL e tratados com 45 mg/kg de licopeno; 
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6. Grupo LM: animais alimentados com dieta HL e tratados com 45 mg/kg de 

licopeno + 50 mg/kg de metformina. 

 

É válido ressaltar que as doses de licopeno e metformina foram estabelecidas com 

base na literatura e estudos prévios realizados por nosso laboratório. Assim, as doses 

escolhidas para o experimento foram 45 mg/kg para o licopeno (ASSIS et al., 2017; ZHU; 

WANG; XU, 2011) e 50 mg/kg para metformina (KIM et al., 2016; LI et al., 2016). 

Após 9 semanas de oferecimento das dietas P e HL aos camundongos, e antes do 

início dos tratamentos, os animais foram pareados utilizando os valores de peso corporal, 

culminando em valores médios que apresentavam a melhor semelhança possível, o que 

proporcionou o início do tratamento em condições sem diferença estatística de peso corporal 

entre os animais alimentados com dieta HL. O pareamento é de extrema importância, pois 

permite a comparação temporal intra e intergrupos dos efeitos causados pelos tratamentos 

avaliados. Os tratamentos com água, SLN (veículo), metformina (50 mg/kg; Abhilash 

Chemicals) em SLN, licopeno (45 mg/kg; Florien) em SLN e metformina + licopeno em 

SLN foram então iniciados. Todos os tratamentos foram administrados por via oral 

(gavagem) diariamente, no período da manhã (8 – 9 horas), durante 8 semanas. 

Após 6 semanas de tratamentos (15 semanas de experimento) foi realizado o teste de 

tolerância oral à glicose (TTGO). Os animais foram jejuados por 12 horas e a glicemia foi 

determinada antes (0 minutos) e depois (15, 30, 60, 90 e 120 minutos) da sobrecarga de 

glicose (1,5 g/kg; Oxoid ®; via oral), através da obtenção de uma pequena gota de sangue 

por punção da porção distal da cauda do animal. A glicemia foi determinada com a utilização 

de um glicosímetro (Abbott, Freestyle Optium ®). 

Após 7 semanas de tratamentos (16 semanas de experimento) foi realizado o teste de 

tolerância à insulina (ITT). Os animais foram jejuados por duas horas e a glicemia foi 

determinada antes (0 minutos) e depois (15, 30, 45 e 60 minutos) da administração de 

insulina (0,4 U/kg; Novolin R®; via intraperitoneal), da mesma maneira que no TTGO. 

Após 8 semanas de tratamento (17 semanas de experimento) houve a finalização do 

experimento. Para isso, os animais foram jejuados por 6 horas, sendo, em seguida, 

anestesiados com uma mistura de quetamina (90 mg/kg; Dopalen ®) e xilazina (16 mg/kg; 

Anasedan ®). Depois de anestesiados, metade dos animais de cada grupo recebeu insulina 

(3,8 U/kg; Novolin R®; via intraperitoneal) para posterior estudo dos níveis de fosforilação 

de proteína quinase B (AKT; intermediário da sinalização insulínica), enquanto a outra 
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metade dos animais recebeu solução salina (NaCl 0,85%; Synth ®; via intraperitoneal) para 

serem o controle do mesmo estudo. Após 10 minutos da administração de insulina ou salina, 

a eutanásia dos animais foi realizada via punção cardíaca e exsanguinação total. O sangue 

foi coletado em microtubo de centrifugação na presença do anticoagulante heparina 

(Hemofol ®). As amostras de sangue foram imediatamente centrifugadas, obtendo-se o 

plasma para posteriores análises. Além do sangue, os tecidos adiposos brancos (epididimal 

e retroperitoneal) e marrom (interescapular), fígado, rins, coração e músculo esquelético 

gastrocnemius foram removidos, pesados e armazenados para análises posteriores. A pata 

traseira direita também foi removida para medida do tamanho da tíbia, após sua manutenção 

durante 12 horas em solução de KOH 2% (Synth ®) a 37°C; a medida foi utilizada para 

correção das massas dos tecidos e órgãos retirados na eutanásia. 

O experimento foi realizado de acordo com os princípios regulamentados pelo 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA, Brasil) e aprovado 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas/UNESP, Câmpus de Araraquara/SP, protocolo CEUA/FCF/CAr n° 43/2018 

(Anexo 1). 

 

4.3 Biomarcadores do metabolismo de carboidratos, lipídeos, função e integridade 

hepáticas e função renal 

Para as determinações dos biomarcadores plasmáticos relacionados ao metabolismo 

de carboidratos, lipídeos, função e integridade hepática e função renal foram utilizados kits 

comerciais da Labtest Diagnóstica S. A. e Biotécnica, Biotecnologia Avançada Ltda. 

 Glicose – método da glicose oxidase (TRINDER, 1969): 

A reação de oxidação da glicose é catalisada pela enzima glicose oxidase, gerando 

ácido glucônico e peróxido de hidrogênio. O peróxido de hidrogênio formado reage 

com 4 aminoantipirina e fenol (reação catalisada pela peroxidase), formando 

antipirilquinonimina, de coloração vermelha, cuja intensidade de cor é lida a 505 nm 

após 10 minutos de reação, sendo proporcional à concentração de glicose na amostra. 

Os resultados foram expressos em mg/dL. 

 Triacilgliceróis – método enzimáticco de reações acopladas (RIFAI e WARNICK, 

2006): 

A lipase lipoproteica catalisa a hidrólise do triacilglicerol, liberando ácido graxo e 

glicerol, este último é convertido em glicerol-3-fosfato pela ação da gliceroquinase. 
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O glicerol-3-fosfato é oxidado pela enzima glicerofosfato oxidase a dihidroxiacetona 

e peróxido de hidrogênio. Esta reação é acoplada a outra catalisada pela peroxidase, 

onde o peróxido de hidrogênio reage com 4-aminoantipirina e 4-clorofenol, 

produzindo quinoneimina (vermelha), cuja intensidade de cor é lida a 505 nm após 

10 minutos de reação, sendo proporcional à concentração de triacilglicerol na 

amostra. Os resultados foram expressos em mg/dL. 

 Colesterol total – método da colesterol oxidase (MROZ, 2003): 

Os ésteres de colesterol são hidrolisados pela enzima colesterol esterase gerando 

ácidos graxos e colesterol livre, o qual é oxidado pela colesterol oxidase à colest-4-

enona e peróxido de hidrogênio. Estet último reage com 4-aminoantipirina e fenol 

(reação catalisada pela peroxidase), formando antiírilquinonimina, de coloração 

vermelha, cuja intensidade de cor é lida a 505 nm após 10 minutos de reação, sendo 

proporcional à concentração de colesterol total na amostra. Os resultados foram 

expressos em mg/dL. 

 Colesterol-HDL – método direto (WARNICK e WOOD, 1995): 

Primeiramente, um detergente específico solubiliza seletivamente o colesterol das 

lipoproteínas do tipo não-HDL. O colesterol dessas lipoproteínas é em seguida 

oxidado pela colesterol oxidase na presença de acelerador, e o peróxido de 

hidrogênio formado é consumido em uma reação com dissulfobutilmetatoluidina 

(DSBmT) na presença de peroxidase, resultando em um produto incolor. Em seguida, 

outro detergente específico solubiliza o colesterol das lipoproteínas do tipo HDL. O 

colesterol é então hidrolisado pela colesterol esterase e oxidado pela colesterol 

oxidase, com acoplamento à reação com 4-aminoantipirina e cromogênio DSBmT 

na presença de peroxidase, gerando um produto cuja intensidade de cor é lida a 500 

nm após 10 minutos, sendo proporcional à concentração de colesterol-HDL na 

amostra. Os resultados foram expressos em mg/dL. 

 Alanina aminotransferase (ALT) – monitoramento cinético acoplado à lactato 

desidrogenase (WROBLEWSKI e LADUE, 1956): 

A alanina aminotransferase (ALT) presente na amostra catalisa a transferência do 

grupo amino da alanina para o α-cetoglutarato, formando glutamato e piruvato, O 

piruvato é reduzido a lactato pela enzima lactato desidrogenase, às custas de oxidação 

de NADH a NAD+. Ocorre, portanto, uma diminuição no valor de absorbância em 
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340 nm (após um e três minutos), que é diretamente proporcional à atividade de ALT 

na amostra. Os resultados foram expressos em U/L. 

 Fosfatase alcalina (ALP) – monitoramento da hidrólise de p-nitrofenolfosfato 

(SCANDINAVIAN SOCIETY FOR CLINICAL CHEMISTRY, 1974): 

A fosfatase alcalina (ALP) presente na amostra hidrolisa o p-nitrofenilfosfato em pH 

alcalino, gerando fosfato inorgânico e p-nitrofenol, cuja intensidade de cor é lida a 

590 nm após 10 minutos de reação. A quantidade de p-nitrofenol produzida é 

diretamente proporcional à atividade da enzima. Os resultados foram expressos em 

U/L. 

 Creatinina – método do picrato alcalino (COOK, 1971): 

A creatinina reage com picrato alcalino, formando picrato de creatinina, de coloração 

vermelha, cuja intensidade de cor é lida a 510 nm após 30 e 90 segundos, sendo a 

diferença entre os valores de absorbância proporcional à concentração de creatinina 

na amostra. Os resultados foram expressos em mg/dL. 

 Ácido úrico – método da uricase (TRINDER, 1969): 

O ácido úrico é oxidado pela ação da enzima uricase, formando alantoína e peróxido 

de hidrogênio. Esta reação é acoplada a outra catalisada pela peroxidase, onde o 

peróxido de hidrogênio reage com 4-aminoantipirina e cromogênio DHBS, 

produzindo antipirilquinonimina (vermelha), cuja intensidade de cor é lida a 505 nm 

após 5 minutos de reação, sendo proporcional à concentração de ácido úrico presente 

na amostra. Os resultados foram expressos em mg/dL. 

 Albumina – método do verde de bromocresol (BARTHOLOMEW e DELANEY, 

1966): 

A albumina presente na amostra liga-se ao corante complexo verde de bromocresol, 

desviando seu pico de absortividade máxima. A cor gerada após 2 minutos de reação 

é lida a 630 nm, sendo proporcional à concentração de albumina na amostra. Os 

resultados foram expressos em g/dL. 

 

4.4 Biomarcadores de peroxidação lipídica 

  4.4.1 Preparo de amostras de fígado e rim 

Amostras de fígado e rim foram homogeneizadas na proporção de 250 mg de tecido 

para 0,1 mL de solução de KCl 1,15% (Reagen). Em seguida, os homogenatos foram 
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centrifugados a 10000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes obtidos foram 

utilizados para determinação dos níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS).  

 4.4.2 Determinação dos níveis de TBARS 

Amostras de plasma e de sobrenadantes de fígado e rim foram desproteinizadas 

(PILZ; MEINEKE; GLEITER, 2000) para serem utilizadas na determinação dos níveis de 

TBARS (KOHN e LIVERSEDGE, 1944). Os níveis do complexo formado foram 

monitorados espectrofotometricamente a 535 nm (fígado e rim) ou fluorimetricamente nos 

comprimentos de onda de excitação e emissão de 510 e 553 nm, respectivamente. Foi 

realizada uma curva de calibração com 1,1’3,3’-tetrametoxipropano (Figura 3) para a 

quantificação de TBARS nas amostras. Os resultados foram expressos em µmol de 

TBARS/L (plasma) ou µmol de TBARS/g de tecido (fígado e rim). 

 

Figura 3. Curva de calibração de 1,1’3,3’-tetrametoxipropano e leitura realizada em 

espectrofluorímetro (A) e em espectrofotômetro (B). 

 

Fonte: própria do autor 
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4.5 Atividade da enzima paraoxonase 1 (PON 1) 

A atividade da enzima paraoxonase 1 (PON 1) no plasma foi determinada via 

hidrólise de paraoxon e subsequente liberação de p-nitrofenol (COSTa et al., 1990; ASSIS 

et al., 2017). O ensaio foi constituído de 10 µL de plasma em tampão Tris-HCl (15 mM; pH 

8,5), contendo CaCl2 (0,15 mM) e NaCl (0,3 M) e paraoxon (1,2 mM). A formação de p-

nitrofenol foi monitorada a 37°C por 5 minutos e os resultados calculados assumindo o 

coeficiente de extinção molar do produto de 18000 M-1cm-1 (RICHTER et al., 2008). A 

atividade de PON 1 foi expressa em unidades (U; μmoL paraoxon hidrolisado/min) por 

miligrama de colesterol-HDL.  

   

4.6 Biomarcadores de glicação avançada 

 

  4.6.1 Estimativa de AGEs em plasma 

Amostras de plasma foram tratadas com clorofórmio (1,2 M), hidróxido de sódio 

(NaOH; 0,1 M) e ácido tricloroacético (TCA; 0,12 M) (ZILIN et al., 2001). As amostras 

tratadas foram então homogeneizadas, mantidas durante 30 minutos a temperatura entre 8 e 

10°C e em seguida centrifugadas a 10000 g durante 10 minutos a 10°C. A fase aquosa obtida 

foi transferida para uma microplaca e os AGEs fluorescentes foram estimados pela medida 

da fluorescência com comprimentos de onda de excitação e emissão de 370 e 440 nm, 

respectivamente. Os resultados foram expressos em unidades arbitrárias (U.A.)/mg de 

proteína. 

 

 4.6.2 Estimativa de AGEs em fígado 

Amostras de fígado foram homogeneizadas em tampão fosfato 0,1 M (pH 7,4) na 

proporção de 100 mg de tecido para 1 mL de tampão e centrifugadas a 12860 g durante 10 

minutos a 4°C. Os sobrenadantes obtidos foram tratados com clorofórmio (2,4 M), hidróxido 

de sódio (NaOH; 0,1 M) e ácido tricloroacético (TCA; 0,12 M) (Zilin et al., 2001). Os 

sobrenadantes tratados foram então homogeneizados, mantidos durante 30 minutos a 

temperatura entre 8 e 10°C e em seguida centrifugados a 10000 g durante 10 minutos a 10°C. 

A fase aquosa obtida foi transferida para uma microplaca e os AGEs fluorescentes foram 

estimados pela medida da fluorescência com comprimentos de onda de excitação e emissão 



39 
 

 

de 370 e 440 nm, respectivamente. Os resultados foram expressos em unidades arbitrárias 

(U.A.)/mg de proteína. 

 

 4.6.3 Estimativa dos produtos finais de glicação avançada (AGEs) em rim 

Amostras de fígado foram homogeneizadas em tampão fosfato 0,1 M (pH 7,4) na 

proporção de 100 mg de tecido para 1 mL. Os homogenatos obtidos foram tratados com 

hidróxido de sódio (NaOH; 0,1 M), homogeneizados e centrifugados a 10000 g durante 10 

minutos a 10°C. (POKUPEC et al., 2003). O sobrenadante obtido foi transferido para uma 

microplaca e os AGEs fluorescentes foram estimados pela medida da fluorescência com 

comprimentos de onda de excitação e emissão de 370 e 440 nm, respectivamente. Os 

resultados foram expressos em unidades arbitrárias (U.A.)/mg de proteína. 

 

4.7 Dosagem de proteínas totais em plasma e sobrenadantes de fígado e rins 

As concentrações de proteínas no plasma e nos sobrenadantes de fígado e rim foram 

determinadas segundo Lowry et al. (1951). O reagente Folin-Ciocalteau (mistura de 

molibdato, tungstato e ácido fosfórico) sofre redução quando reage com proteínas, na 

presença de cobre (II) produzindo um cromóforo azul monitorado espectrofotometricamente 

a 660 nm. Foi realizada uma curva de calibração com albumina sérica bovina (BSA) (Figura 

4) para a quantificação de proteínas nas amostras. 

 

Figura 4. Curva de calibração de albumina sérica bovina (BSA) para dosagem de proteínas 

totais em plasma e em sobrenadantes de fígado e rim. 

 

Fonte: própria do autor. 
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4.8 Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média. Os dados foram 

submetidos a análise de variância uma via (ANOVA) seguido por teste Newman-Keuls para 

comparação dos resultados. As diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. 

O programa utilizado nas análises estatísticas foi o GraphPad Prism® 6 (Version 6.01, 

GraphPad Software, Inc, USA). 
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5. RESULTADOS  

 

5.1  Parâmetros fisiológicos  

Antes do início da oferta das dietas P ou HL, observou-se que os camundongos 

apresentavam valores médios de peso corporal semelhantes entre si (Figura 5A). A partir da 

5ª semana de oferta das dietas, todos os animais alimentados com a dieta HL apresentaram 

aumento significativo no peso corporal semanal, quando comparados com animais em dieta 

P (Figura 3A).  Após 17 semanas, animais dos grupos HL e V apresentaram um aumento 

ainda mais evidente no peso corporal, em comparação ao grupo P. Ao final do experimento, 

animais HL e V apresentaram aumento de 2,4 vezes (grupo HL) e 2 vezes (grupo V) no 

ganho de peso corporal total, em comparação aos animais do grupo P (Figura 5B). Estes 

resultados permitem afirmar que a oferta de dieta HL é capaz de promover aumento no ganho 

de peso corporal dos animais, permitindo assim o desenvolvimento da obesidade. 

Com relação aos impactos dos tratamentos no peso corporal dos camundongos, 

animais em dieta HL pertencentes aos grupos M (tratados com metformina), L (tratados com 

licopeno) e LM (tratados com metformina+licopeno) apresentaram menores valores médios 

de peso corporal, quando comparados aos animais do grupo HL (Figura 5A), especialmente 

a partir da 2ª semana de tratamento (11ª semana de experimento), culminando em menores 

valores de ganho de peso corporal total, de 56% (grupo M), 64% (grupo L) e 47% (grupo 

LM), em relação aos animais do grupo HL (Figura 5B). Assim, pode-se sugerir que todos os 

tratamentos foram capazes de diminuir o ganho de peso corporal em animais mantidos em 

dieta HL (Figura 5). 
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Figura 5. Evolução do peso corporal (g) (A) e ganho de peso corporal total (g) (B) de 

camundongos alimentados com as dietas P e HL e tratados com metformina e/ou licopeno. 

 

Resultados expressos como média ± erro padrão da média. As diferenças entre os grupos foram consideradas: 

a, diferenças com P; b, diferenças com HL; c, diferenças com V (p<0,05). Fonte: própria do autor. 

 

Todos os animais alimentados com dieta HL apresentaram uma ingestão alimentar 

diária menor em relação a animais alimentados com dieta P (Figura 6A), ao longo de todo o 

período experimental. Apesar dos menores valores de ingestão alimentar, todos os animais 

em dieta HL, não tratados ou tratados, apresentaram maiores valores de ingestão energética 

média, em comparação aos animais mantidos em dieta P (Figura 6B), tendo em vista que a 

dieta HL possui 5,40 kcal/g de ração, enquanto a dieta P possui 3,85 kcal/g de ração. Após 

o início dos tratamentos, houve uma discreta diminuição na ingestão alimentar nos animais 

mantidos em dieta HL e tratados com metformina, licopeno ou licopeno+metformina, 

especialmente a partir da 12ª semana de experimento (o equivalente à 4ª semana após o início 

dos tratamentos) (Figura 6A).  Consequentemente, os animais desses grupos (M, L e LM) 

também apresentaram uma discreta diminuição na ingestão energética média, em relação a 

animais do grupo HL (Figura 6B). 
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Figura 6. Ingestão alimentar (g/dia) (A) e ingestão energética média (a partir da 10ª semana 

de experimento) (kcal/dia) (B) de camundongos alimentados com as dietas P e HL e tratados 

com metformina e/ou licopeno. 

 

Resultados expressos como média ± erro padrão da média. As diferenças entre os grupos foram consideradas: 

a, diferenças com P; b, diferenças com HL (p<0,05). Fonte: própria do autor. 

 

Corroborando o perfil de resposta observado no peso corporal dos animais, foram 

observados aumentos significativos nas massas dos tecidos adiposos brancos (epididimal e 

retroperitoneal) nos animais do grupo HL, em comparação às massas adiposas dos animais 

em dieta P (Figuras 7A e 7B). Animais do grupo V (tratados com veículo, SLN) também 

apresentaram aumentos nas massas dos tecidos adiposos epididimal (2,3 vezes) e 

retroperitoneal (1,9 vezes), em relação às massas adiposas de animais do grupo P. Estes 

resultados reiteram a instalação da obesidade nos animais alimentados com dieta HL. 

Os tratamentos de animais em dieta HL com metformina e licopeno, sozinhos ou co-

administrados, foram capazes de promover diminuição nas massas dos tecidos adiposos 

brancos, de 49% (grupo M), 53% (grupo L) e 53% (grupo LM) no tecido adiposo epididimal, 

e de 57% (grupo M), 58% (grupo L) e 57% (grupo LM) no tecido adiposo retroperitoneal, 

em relação às massas de tecidos adiposos de animais do grupo HL (Figuras 7A e 7B). 

Observou-se também uma tendência de diminuição nas massas de tecido adiposo marrom 

interescapular de animais dos grupos M, L e LM, no entanto, esta diferença não foi 

estatisticamente significativa (Figura 7C). 
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Figura 7. Massas (mg) dos tecidos adiposos epididimal (A), retroperitoneal (B) e marrom 

(C) corrigidas pelo comprimento de tíbia (mm) de camundongos alimentados com as dietas 

P e HL e tratados com metformina e/ou licopeno. 

 

Resultados expressos como média ± erro padrão da média. As diferenças entre os grupos foram consideradas: 

a, diferenças com P; b, diferenças com HL; c, diferenças com V (p<0,05). Fonte: própria do autor. 

 

As massas de coração, músculo esquelético gastrocnemius e o comprimento ósseo 

da tíbia não sofreram alterações, seja pela oferta das diferentes dietas, seja pelos diferentes 

tratamentos (Tabela 2). Observou-se, porém, um discreto aumento nas massas de fígado em 

animais do grupo HL (animais em dieta HL, não tratados) e nas massas de rim em animais 

dos grupos HL (animais em dieta HL, não tratados) e V (animais em dieta HL, tratados com 

veículo) quando comparadas às respectivas massas dos tecidos de animais do grupo P. 
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Tabela 2. Massas (mg) de fígado, rim, coração e músculo esquelético gastrocnemius 

corrigidos pelo comprimento de tíbia (mm) de camundongos alimentados com as dietas P e 

HL e tratados com metformina e/ou licopeno. 

Grupos 
Fígado 

(mg/mm) 

Rim 

(mg/mm) 

Coração 

(mg/mm) 

Músculo 

Gastrocnemius 

(mg/mm) 

Tíbia 

(mm) 

P 

HL 

V 

M 

L 

LM 

60,344 ± 1,222 

66,607 ± 1,832 (a) 

60,659 ± 2,079 (b) 

57,372 ± 1,805 (b) 

57,083 ± 1,380 (b) 

57,689 ± 1,516 (b) 

9,174 ± 0,560 

11,235 ± 0,636 (a) 

10,103 ± 0,766 (a) 

8,781 ± 0,579 (b) 

8,817 ± 0,719 (b) 

8,542 ± 0,324 (b) 

6,960 ± 0,205 

7,422 ± 0,150 

7,107 ± 0,172 

7,127 ± 0,160 

7,037 ± 0,140 

7,143 ± 0,180 

8,084 ± 0,079 

8,415 ± 0,174 

8,107 ± 0,140 

8,116 ± 0,103 

8,158 ± 0,103 

8,377 ± 0,156 

17,798 ± 0,141 

17,950 ± 0,164 

17,820 ± 0,090 

17,682 ± 0,083 

17,453 ± 0,010 

17,749 ± 0,152 

Resultados expressos como média ± erro padrão da média. As diferenças entre os grupos foram consideradas: 

a, diferenças com P; b, diferenças com HL (p<0,05). Fonte: própria do autor 

 

5.2 Parâmetros bioquímicos plasmáticos 

Animais dos grupos HL e V apresentaram aumentos significativos nos níveis 

plasmáticos de colesterol total e colesterol-HDL e diminuição nos níveis plasmáticos de 

triacilgliceróis, em relação aos valores encontrados em animais do grupo P (Tabela 3). Os 

tratamentos de animais alimentados com dieta HL com metformina e/ou licopeno foram 

capazes de diminuir os níveis plasmáticos de colesterol total e de colesterol-HDL, quando 

comparados com animais HL (Tabela 3). Também houve uma tendência de diminuição nos 

níveis plasmáticos de triacilgliceróis de animais tratados com veiculo (V) e animais tratados 

com metformina e/ou licopeno (M, L e LM) em relação aos animais do grupo HL, no entanto, 

esta diminuição não foi estatisticamente significativa (Tabela 3). 

Os níveis plasmáticos de creatinina não foram diferentes entre os grupos 

experimentais (Tabela 3). Também não foram observadas diferenças quanto aos níveis 

plasmáticos de ácido úrico de animais dos grupos P, HL e V, entretanto animais em dieta 

HL e tratados com metformina e/ou licopeno (grupos M, L e LM) apresentaram discreta 

diminuição nos níveis deste biomarcador (Tabela 3). 

Observou-se um aumento nos níveis plasmáticos de ALT e de ALP (biomarcadores 

de injúria hepatocelular) em animais dos grupos HL e V quando comparados ao grupo P. Os 

tratamentos com metformina e/ou licopeno promoveram diminuição significativa nos níveis 



46 
 

 

de ALT e ALP, em relação aos animais HL. Os níveis plasmáticos de albumina (biomarcador 

de função hepática) não foram diferentes entre os grupos experimentais (Tabela 3).
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Tabela 3. Níveis plasmásticos de colesterol total (mg/dL), colesterol-HDL (mg/dL), triacilgliceróis (mg/dL), creatinina (mg/dL), ácido úrico 

(mg/dL), albumina (g/dL), ALT (U/L) e ALP (U/L) de camundongos alimentados com as dietas P e HL e tratados com metformina e/ou licopeno. 

Grupos 
Colesterol total 

(mg/dL) 

Colesterol-HDL 

(mg/dL) 

Triacilgliceróis 

(mg/dL) 

Creatinina 

(mg/dL) 

Ácido úrico 

(mg/dL) 

Albumina 

(g/dL) 

ALT 

(U/L) 

ALP 

(U/L) 

P 

HL 

V 

M 

L 

LM 

98,3 ± 3,25 

137,3 ± 3,28 (a) 

127,8 ± 4,88 (a) 

107,2 ± 4,33 

(b,c) 

108,3 ± 3,13 

(b,c) 

110,5 ± 3,16 

(b,c) 

79,3 ± 2,51 

108,6 ± 2,42 (a) 

100,6 ± 2,33 (a) 

87,9 ± 4,00 (b,c) 

74,8 ± 7,57 (b,c) 

80,7 ± 3,84 (b,c) 

52,1 ± 2,06 

43,2 ± 2,05 (a) 

40,0 ± 2,37 (a) 

34,8 ± 3,71 (a) 

39,0 ± 2,97 (a) 

41,0 ± 3,06 (a) 

0,155 ± 0,003 

0,152 ± 0,002 

0,157 ± 0,004 

0,153 ± 0,003 

0,158 ± 0,004 

0,153 ± 0,003 

0,409 ± 0,029 

0,394 ± 0,025 

0,330 ± 0,029 

0,321 ± 0,030 

(a,b) 

0,280 ± 0,013 

(a,b) 

0,271 ± 0,009 

(a,b) 

2,13 ± 0,021 

2,12 ± 0,028 

2,14 ± 0,025 

2,09 ± 0,043 

2,08 ± 0,028 

2,12 ± 0,027 

24,8 ± 2,29 

32,9 ± 2,47 (a) 

27,3 ± 2,35 (a) 

20,5 ± 1,22 (b,c) 

19,5 ± 1,39 (b,c) 

21,5 ± 1,67 (b,c) 

41,7 ± 1,96 

54,6 ± 3,49 (a) 

52,3 ± 1,74 (a) 

42,4 ± 2,60 (b,c) 

42,0 ± 2,75 (b,c) 

45,8 ± 1,08 (b,c) 

Resultados expressos como média ± erro padrão da média. As diferenças entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferenças com P; b, diferenças com HL; c, 

diferenças com V (p<0,05). Fonte: própria do autor. 
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5.3 Estudo da tolerância à glicose oral e da sensibilidade à insulina  

No teste de tolerância à glicose oral (TTGO), observou-se aumento na glicemia de 

jejum (12 horas) de animais HL e animais V, em relação aos animais P, sendo este aumento 

de 59% e 50%, respectivamente (Figura 8C). Após a sobrecarga de glicose, animais dos 

grupos HL e V apresentaram picos glicêmicos maiores, em 37% e 34%, respectivamente, 

em comparação aos valores encontrados em animais do grupo P. Após 120 minutos da 

sobrecarga de glicose, animais dos grupos HL e V permaneceram com valores de glicemia 

superiores em relação aos animais do grupo P (60% e 59%, respectivamente) (Figura 6A). 

Tais resultados contribuíram para o aumento observado na área sob a curva (ASC) da 

glicemia no TTGO, de 50% para animais do grupo HL e 53% para animais do grupo V, 

quando comparados com a ASC do grupo P (Figura 8B). Em conjunto, estes resultados 

demonstram a instalação do quadro de intolerância à glicose em animais dos grupos HL e 

V. 

Todos os tratamentos (licopeno ou metformina, sozinhos ou co-administrados) 

promoveram uma melhoria significativa na tolerância à glicose em animais mantidos em 

dieta HL (Figura 8A), sendo observada diminuição de 19% na ASC da glicemia no TTGO 

de todos os grupos tratados (Figura 8B). Animais dos grupos M, L e LM apresentaram 

diminuição de 36% (grupo M), 26% (grupo L) e 29% (grupo LM) na glicemia de jejum (12 

horas) (Figura 5C), e diminuição de 21% (grupo M), 16% (grupo L) e 23% (grupo LM) no 

pico glicêmico após a sobrecarga de glicose (Figura 8A). Após 120 minutos da sobrecarga 

de glicose, animais tratados com metformina e/ou licopeno apresentaram, ainda, valores de 

glicemia 17% menores em relação aos valores observados em animais HL, não tratados 

(Figura 8A). 

Assim, podemos inferir que os tratamentos com metformina, licopeno e 

licopeno+metformina foram capazes de melhorar significativamente a tolerância à glicose 

de animais alimentados com dieta HL. 
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Figura 8. Teste de tolerância à glicose oral (TTGO) (A), área sob a curva (ASC) da glicemia 

no TTGO (B) e glicemia de jejum de 12 horas (C) de camundongos alimentados com as 

dietas P e HL e tratados com metformina e/ou licopeno. 

 

Resultados expressos como média ± erro padrão da média. As diferenças entre os grupos foram consideradas: 

a, diferenças com P; b, diferenças com HL; c, diferenças com V (p<0,05). Fonte: própria do autor. 

 

Corroborando o estabelecimento da intolerância à glicose, observou-se uma 

diminuição na sensibilidade à insulina em camundongos dos grupos HL e V, os quais 

apresentaram níveis glicêmicos significativamente maiores em relação aos animais do grupo 

P, em todos os tempos monitorados no teste de tolerância à insulina (ITT) (Figura 9A). No 

ITT, a glicemia do tempo 0 minutos (isto é, antes do desafio com insulina) corresponde aos 

valores de glicemia no estado alimentado. Animais dos grupos HL e V apresentaram valores 

de glicemia no tempo 0 maiores (27%) em relação aos animais do grupo P (Figura 9A). 

Animais do grupo P apresentaram uma média de glicemia no tempo 0 de 115,5 ± 8,68 mg/dL 

e, após o desafio com insulina, os níveis glicêmicos sofreram rápida diminuição, atingindo 

50,6 ± 4,77 mg/dL após 60 minutos da adminsitracao de insulina. Já em animais dos grupos 
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HL e V, observou-se uma média de glicemia no tempo 0 de 146,0 ± 5,08 mg/dL (grupo HL) 

e 146,0 ± 2,73 mg/dL (grupo V); após 45 minutos do desafio com insulina, os níveis 

glicêmicos dos animais de ambos os grupos atingiram seus valores mínimos de 87,7 ±8,34 

mg/dL (grupo HL) e 87,6 ±8,53 mg/dL (grupo V); entretanto, após 60 minutos do desafio 

com insulina, os valores médios de glicemia foram de 95,2 ± 8,91 mg/dL (grupo HL) e 97,5 

± 8,53 mg/dL (grupo V) (Figura 9A); em ambos os tempos, os valores médios de glicemia 

de animais HL e V foram maiores que aqueles observados em animais P. Estes resultados 

de glicemia no ITT contribuíram para o aumento na ASC da glicemia no ITT de animais dos 

grupos HL (58%) e V (51%), em relação aos valores observados em animais do grupo P 

(Figura 9B), reiterando a diminuição na sensibilidade à insulina apresentada pelos animais 

dos grupos HL e V. 

Todos os tratamentos (licopeno e metformina, sozinhos ou co-administrados) 

promoveram melhoria significativa na sensibilidade à insulina de animais mantidos em dieta 

HL (Figura 9A). Animais dos grupos M (alimentados com dieta HL e tratados com 

metformina), L (alimentados com dieta HL e tratados com licopeno) e LM (alimentados com 

dieta HL e tratados com licopeno + metformina) apresentaram níveis glicêmicos 27% 

menores em relação a animais do grupo HL 30 minutos após o desafio com insulina, e 

diminuição nos valores de glicemia de 39% (grupo M), 48% (grupo L) e 44% (grupo LM), 

60 minutos após o desafio, alcançando valores de glicemia semelhantes aos encontrados em 

animais do grupo P (Figura 9A). Tais resultados contribuíram para a diminuição da ASC da 

glicemia no ITT de animais dos grupos M (29%), L (33%) e LM (34%), quando comparados 

aos animais do grupo HL (Figura 9B). 

Assim, os tratamentos com metformina, licopeno e licopeno+metformina 

promoveram melhoria na sensibilidade à insulina em animais alimentados com dieta HL. 
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Figura 9. Teste de tolerância à insulina (ITT) (A) e área sob a curva (ASC) da glicemia no 

ITT (B) de camundongos alimentados com as dietas P e HL e e tratados com metformina 

e/ou licopeno. 

 

Resultados expressos como média ± erro padrão da média. As diferenças entre os grupos foram consideradas: 

a, diferenças com P; b, diferenças com HL; c, diferenças com V (p<0,05). Fonte: própria do autor. 

 

5.4 Parâmetros relacionados ao estresse glico-oxidativo e potencial antioxidante 

em plasma 

Animais alimentados com dieta hiperlipídica não tratados (grupo HL) ou que 

receberam SLN (grupo V) apresentaram aumento nos níveis plasmáticos de AGEs 

fluorescentes (36% e 31%, respectivamente) (Figura 10A) e de TBARS (45% e 43%, 

respectivamente) (Figura 10B) em relação aos animais alimentados com dieta normolipídica 

(grupo P). Também foi observada uma diminuição na atividade da enzima PON 1 em plasma 

de animais dos grupos HL (24%) e V (19%), em relação aos valores encontrados em animais 

do grupo P (Figura 10C). 

Todos os tratamentos foram capazes de diminuir os níveis plasmáticos de AGEs 

fluorescentes e de TBARS, bem como aumentaram a atividade de PON 1 dos animais 

mantidos em dieta HL. O tratamento com metformina (grupo M) promoveu diminuição de 

20% nos níveis plasmáticos de AGEs fluorescentes e de 22% nos níveis de TBARS (Figuras 

10A e 10B). Os tratamentos com licopeno (grupo L) e licopeno+metformina (grupo LM) 

também promoveram diminuição nos níveis plasmáticos de AGEs fluorescentes (20% e 

22%, respectivamente) e de TBARS (24% e 28% respectivamente) em relação aos animais 

do grupo HL (Figuras 10A e 10B).  

A atividade de PON 1 no plasma de animais mantidos em dieta HL foi 

significativamente aumentada pelos tratamentos, especialmente aqueles que continham 
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licopeno. Animais tratados com metformina (grupo M) apresentaram aumento de 32% na 

atividade de PON 1 em relação aos animais HL, atingindo atividade semelhante àquela de 

animais do grupo P (Figura 10C). Já animais tratados com licopeno (grupo L) ou 

metformina+licopeno (grupo LM) apresentaram aumento expressivo da atividade de PON 1 

(61% e 78%, respectivamente), quando comparados aos animais HL, culminando em valores 

de atividade de PON 1 que foram inclusive superiores (19% e 32%, respectivamente) aos 

apresentados pelos animais alimentados com dieta normolipídica (grupo P) (Figura 10C).  

 

Figura 10. Estimativa de AGEs fluorescentes (A), níveis de TBARS (B) e atividade de PON 

1 (C) no plasma de camundongos alimentados com as dietas P e HL e tratados com 

metformina e/ou licopeno. 

 

Resultados expressos como média ± erro padrão da média. As diferenças entre os grupos foram consideradas: 

a, diferenças com P; b, diferenças com HL; c, diferenças com V; d, diferenças com M; e, diferenças com L 

(p<0,05). Fonte: própria do autor. 
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5.5 Parâmetros relacionados ao estresse glico-oxidativo e potencial antioxidante 

em fígado 

Animais dos grupos HL e V apresentaram aumento dos níveis de AGEs fluorescentes 

(33% e 35%, respectivamente) e de TBARS (56% e 58% respectivamente) no fígado, em 

relação aos valores encontrados em fígado de animais P (Figura 11). Em animais tratados 

com metformina (grupo M), licopeno (grupo L) e licopeno+metformina (grupo LM), 

observou-se diminuição nos níveis hepáticos de AGEs fluorescentes (20%, 24% e 28%, 

respectivamente) e de TBARS (26%, 27% e 33%, respectivamente) quando comparados aos 

valores encontrados em fígado de animais HL, não tratados (grupo HL) (Figura 11).  

 

Figura 11. Estimativa de AGEs fluorescentes (A) e níveis de TBARS (B) no fígado de 

camundongos alimentados com as dietas P e HL e tratados com metformina e/ou licopeno. 

 

Resultados expressos como média ± erro padrão da média. As diferenças entre os grupos foram consideradas: 

a, diferenças com P; b, diferenças com HL; c, diferenças com V (p<0,05). Fonte: própria do autor. 

 

5.6 Parâmetros relacionados ao estresse glico-oxidativo e potencial antioxidante 

em rim 

Animais dos grupos HL e V apresentaram um aumento nos níveis de AGEs 

fluorescentes (24% e 21%, respectivamente) e de TBARS (56% e 58% respectivamente) nos 

rins, em relação aos valores encontrados em rins de animais do grupo P (Figura 12). Animais 

tratados com metformina (grupo M), licopeno (grupo L) e licopeno+metformina (grupo LM) 

apresentaram diminuição nos níveis renais de AGEs fluorescentes (17%, 18% e 19%, 

respectivamente) e de TBARS (24%, 25% e 31%, respectivamente), quando comparados aos 

valores encontrados em rins de animais HL, não tratados (grupo HL) (Figura 12).  
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Figura 12. Estimativa de AGEs fluorescentes (A) e níveis de TBARS (B) nos rins de 

camundongos alimentados com as dietas P e HL e tratados com metformina e/ou licopeno. 

 

Resultados expressos como média ± erro padrão da média. As diferenças entre os grupos foram consideradas: 

a, diferenças com P; b, diferenças com HL; c, diferenças com V (p<0,05). Fonte: própria do autor. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Assim como os estudos prévios de nosso laboratório conduzidos por Costa e 

colaboradores (2020) e Inácio e colaboradores (2020), a instalação do sistema-modelo in 

vivo de obesidade induzida pela oferta de dieta hiperlipídica a camundongos C57BL/6J foi 

confirmada, via observação de aumento no ganho de peso corporal nos animais alimentados 

com dieta HL e não tratados, bem como pelos aumentos nas massas de tecidos adiposos 

brancos (epididimal e retroperitoneal). Essas alterações podem ser explicadas pela maior 

ingestão energética observada em animais alimentados com dieta HL, em comparação aos 

animais alimentados com dieta P. Estes animais também apresentaram resistência à insulina 

e intolerância à glicose, além de aumentos nos níveis plasmáticos de colesterol total, 

colesterol-HDL (caracterizando dislipidemia) e aumento nas atividades de ALT e ALP 

(caracterizando injúria hepatocelular) no plasma. Podemos verificar também a instalação do 

estresse glico-oxidativo em animais alimentados com a dieta HL, com aumento nos níveis 

de AGEs fluorescentes (biomarcadores de glicação avançada) e de TBARS (biomarcadores 

de peroxidação lipídica) em plasma, fígado e rins, e diminuição na defesa antioxidante 

enzimática no plasma (diminuição na atividade de PON 1). 

O menor ganho de peso corporal e as menores massas de tecidos adiposos brancos 

(epididimal e retroperitoneal) em animais mantidos em dieta HL e tratados com metformina 

e/ou licopeno confirmou o potencial anti-obesogênico destes bioativos, tal como 

demonstrado por diversos estudos, tanto para a metformina (MATSUI et al., 2010) quanto 

para o licopeno (NI; ZHUGE; NAGATA, 2019; ZHU; WANG; XU, 2020). A obesidade é 

caracterizada por um estado de inflamação crônica de baixo grau, e possui etiologia 

multifatorial (MONTEIRO e AZEVEDO, 2010), apresentando aumento de citocinas pró-

inflamatórias (HENRY et al., 2012). Estudos vêm demonstrando que o aumento nos níveis 

de citocinas pró-inflamatórias promovido pela hipertrofia dos tecidos adiposos brancos 

contribui para a diminuição da oxidação de lipídeos em tecidos sensíveis à insulina, 

resultando em aumento da lipotoxicidade e da resistêmcia à insulina (ZHANG e ZHANG, 

2010). Diversos estudos indicam o potencial anorexígeno da metformina, visualizado pela 

diminuição das massas dos tecidos adiposos (SOUZA-MELLO et al., 2010; TOKUBUSHI 

et al., 2017). A metformina é capaz ativar a enzima AMPK, promovendo aumento na 

expressão de UCP (do inglês, uncoupling protein) e na velocidade de oxidação de lipídeos 
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(SANTOMAURO-JUNIOR et al., 2008; TOKUBUSHI et al., 2017), o que contribui para a 

diminuição nas massas dos tecidos adiposos, bem como diminuição no ganho de peso 

corporal. O licopeno é um carotenoide conhecido por suas propriedades antioxidantes (DI 

MASCIO; KAISER; SIES, 1989; FERREIRA et al., 2007; ASSIS et al., 2017; 

FIGUEIREDO et al., 2020), mas também apresenta ações antiinflamatórias (GOURANTON 

et al., 2011; MARCOTORCHINO et al., 2012). Luvizotto e colaboradores (2013) 

observaram uma diminuição na expressão gênica em tecido adiposo epididimal e nos níveis 

plasmáticos de IL-6, leptina e resistina em ratos alimentados com dieta hiperlipídica e 

tratados com licopeno, o que justifica a diminuição nas massas dos tecidos adiposos e no 

ganho de peso corporal. 

Os tratamentos com metformina e/ou licopeno promoveram melhorias na tolerância 

à glicose e na sensibilidade à insulina. Além de suas ações no fígado, a metformina pode 

limitar os efeitos negativos dos elevados níveis de ceramidas (metabólito de ácidos graxos 

que participa no estabelecimento da resistência à insulina) em músculos esqueléticos de 

indivíduos com DM (GALADARI et al., 2013; VALENCIA et al., 2017). O licopeno, como 

um potente antioxidante, atenua o estresse oxidativo, prevenindo seus efeitos deletérios tanto 

na função pancreática (PARK et al., 2009) quanto na capacidade responsiva dos tecidos 

periféricos em captar a glicose de maneira dependente de insulina (HERIKSEN et al., 2011). 

Diversos estudos também demonstraram melhoria na tolerância à glicose e da sensibilidade 

à insulina em ratos tratados com metformina (IBRAHIM; AHMED; EL-DIN, 2008) e em 

camundongos tratados com licopeno (NI; ZHUGE; NAGATA, 2019; ZHU; WANG, XU, 

2020).  

Assim como o presente estudo, diversos trabalhos têm demonstrado o papel benéfico 

do tratamento com licopeno (AHUJA; PITTAWAY; BALL, 2010; ALSHATWI et al., 2010; 

ZIDANI, 2017; FIGUEIREDO et al., 2020) ou com metformina (MATSUI et al., 2010; 

IBRAHIM; AHMED; EL-DIN, 2008; FIGUEIREDO et al., 2020) na melhoria do perfil 

lipídico, com diminuição nos níveis plasmáticos de colesterol total, colesterol-HDL e 

triacilgliceróis. A melhoria no perfil lipídico observada em animais tratados com metformina 

e/ou licopeno neste estudo pode ser explicada por alguns mecanismos. A ativação da AMPK 

pela metformina inibe a transcrição de algumas enzimas chave da síntese de colesterol e de 

triacilgliceróis, devido a sua capacidade de modulação da proteína reguladora do esterol-1c 

(SREBP-1c, do inglês sterol regulatory elemento-binding protein-1c), regulando 

negativamente sua ação (SANTOMAURO-JUNIOR et al., 2008). O licopeno também 
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contribui de forma importante nesta diminuição da dislipidemia, visto que o carotenoide é 

capaz de inibir a HMG-CoA redutase, enzima chave do processo de biossíntese do colesterol 

(HSU et al., 2008). A principal lipoproteína em humanos é a LDL, enquanto que em 

camundongos prevalece a lipoproteína HDL (GETZ, 2007), o que pode explicar o aumento 

observado nos níveis de colesterol-HDL em plasma de animais do grupo HL, bem como sua 

diminuição em plasma de animais dos grupos M, L e LM (alimentados com dieta HL e 

tratados com metformina, licopeno e licopeno + metformina, respectivamente). A 

diminuição observada nos níveis de triacilgliceróis em animais alimentados com dieta 

hiperlipídica (tratados e não tratados) pode estar correlacionada com o aumento observado 

nas massas adiposas (sugerindo maior acúmulo de triacilgliceróis), bem como devido à 

deposição ectópica de lipídeos, principalmente no fígado, o que pode levar à esteatose 

(GUO; LIU; WANG, 2009).  

A hiperglicemia crônica desempenha um papel importante na promoção do estresse 

glico-oxidativo, via ativação de diversas vias, incluindo a via dos polióis, processos de auto-

oxidação da glicose e as vias de geração de AGEs (BROWNLEE, 2005). Assim, as respostas 

antihiperglicêmicas apresentadas tanto pela metformina quanto pelo licopeno certamente 

contribuíram para a diminuição dos níveis plasmáticos e teciduais de AGEs e TBARS em 

animais alimentados com dieta hiperlipídica e tratados com esses bioativos, em comparação 

aos animais alimentados com a mesma dieta e não tratados.  

Estudos têm demonstrado aumento na atividade da enzima PON 1 em plasma de 

ratos diabéticos tratados com metformina (ROXO et al., 2019; FIGUEIREDO et al., 2020) 

ou com licopeno (YEGIN et al., 2013; ASSIS et al., 2017; SARHAT e SAEED, 2017; 

FIGUEIREDO et al., 2020). Animais alimentados com dieta HL e não tratados apresentaram 

uma diminuição na atividade de PON 1 no plasma, que pode ter relação com alterações pós-

traducionais na enzima, especialmente o aumento na glicação desta enzima devido ao 

estresse glicativo observados em animais HL. A glicação de componentes proteicos da 

HDL, incluindo a PON 1, pode resultar em dissociação da enzima da lipoproteína ou em 

inativação da PON 1; ambas as situações resultam em perda de função da PON 1. Além do 

mais, o aumento do estresse oxidativo também presente no sistema-modelo in vivo de 

obesidade/resistência à insulina está relacionado a um aumento em processos de 

peroxidação lipídica, tanto de lipídeos das membranas celulares quanto dos constituintes de 

lipoproteínas. Logo, o ataque de componentes da lipoproteína HDL por ERO também pode 
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impactar na função da lipoproteína e culminar em diminuição na atividade da PON 1 (WEI 

et al., 2017; ROXO et al., 2019). 

Contrapondo os efeitos deletérios da dieta HL em camundongos, observamos neste 

estudo que o tratamento com metformina foi capaz de impedir a diminuição na atividade de 

PON 1; a atividade de PON 1 observada em animais M foi semelhante à atividade 

encontrada em animais P (isto é, alimentados com dieta normolipídica). Este efeito pode ser 

explicado pela capacidade da metformina de diminuir os níveis glicêmicos e, 

consequentemente, diminuir o estresse glico-oxidativo, um dos responsáveis por promover 

a diminuição na atividade da PON 1 (PAN et al., 2020; SALVATORE et al., 2020). O 

tratamento com licopeno, por sua vez, não somente impediu a diminuição na atividade da 

PON 1 em animais alimentados com dieta HL, mas também foi capaz de aumentar sua 

atividade em relação àquela observada em animais P, demonstrando o alto poder 

antioxidante do carotenoide (ASSIS et al., 2017; FIGUEIREDO et al., 2020; ZHU et al., 

2020).  

Em estudo anterior de nosso laboratório, observou-se que a associação entre um 

fármaco antihiperglicemiante (metformina) e um bioativo natural de alto poder antioxidante 

(licopeno) favoreceu a diminuição de processos glicativos e oxidativos em lipídeos e 

proteínas (FIGUEIREDO et al., 2020). Neste presente estudo, tambpem foi observado o 

efeito combinado do tratamento com licopeno + metformina, o qual promoveu um aumento 

significativo na atividade da enzima PON 1 nos animais alimentados com dieta HL, 

alcançando valores superiores aos apresentados pelos tratamentos com metformina ou 

licopeno isoladamente. Uma das funções da PON 1 é metabolizar lipídeos oxidados tanto 

em LDL quanto em HDL (COSTA et al., 2003). Assim, a PON 1 impede a formação de 

LDL-oxidada e protege a HDL contra oxidação (COSTA et al., 2003). Essas ações sugerem 

um papel importante da PON 1 em contribuir para a prevenção do risco de doenças 

cardiovasculares e aterosclerose (COSTA et al., 2005). Em conjunto, esses achados indicam 

a terapia combinada de metformina e licopeno como uma opção interessante para a 

atenuação de eventos cardiovasculares associados à obesidade. 
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7. CONCLUSÃO 

 

Os resultados desse estudo sugerem que animais submetidos ao sistema-modelo in 

vivo de obesidade/resistência à insulina e tratados com metformina e/ou licopeno apresentam 

melhorias significativas nas alterações fisiometabólicas promovidas pela oferta de dieta 

hiperlipídica. 

Podem ser destacadas, dentre as melhorias associadas aos tratamentos com 

metformina, licopeno e licopeno + metformina, a diminuição no ganho de peso corporal, 

diminuição nas massas de tecidos adiposos brancos, melhorias na tolerância à glicose e na 

resistência à insulina, diminuição nos níveis plasmáticos de colesterol total, colesterol-HDL 

e na glicemia de jejum, diminuição nos níveis plasmáticos, hepáticos e renais de AGEs 

fluorescentes e de TBARS, além de promover aumento significativo na atividade da enzima 

antioxidante PON 1. 

A terapia combinada metformina + licopeno foi capaz de promover melhorias em 

animais sob sistema-modelo in vivo de obesidade, não somente em relação aos animais em 

dieta HL e não tratados, mas também em relação aos animais em dieta HL e tratados com 

metformina ou licopeno isoladamente, com destaque para as melhorias observadas na 

atividade da PON 1 em plasma.  
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