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RESUMO

A hiperglicemia cronica é um dos principais fatores envolvidos no estabelecimento e manutencéo do
estresse glico-oxidativo, o qual participa no desenvolvimento das complicacdes do diabetes mellitus
(DM) tipo 1. A insulina € o principal agente antidiabético utilizado para o tratamento do DM tipo 1;
no entanto, a insulinizacdo crénica pode aumentar os riscos de ocorréncia de episddios de
hipoglicemia. Com o objetivo de diminuir os efeitos indesejados da terapia insulinica, a utilizacéo de
bioativos naturais como opc¢ao terapéutica complementar torna-se interessante. O licopeno e o 4cido
alfa lipoico possuem elevada capacidade antioxidante. Tornam-se interessantes os estudos dos
beneficios que podem ser alcancados com as terapias combinadas entre insulina em menor dose e 0
licopeno ou o acido alfa lipoico, principalmente na atenuacao do estresse glico-oxidativo e prevencéo
das complicacgdes diabéticas. O trabalho foi dividido em duas etapas. Na primeira etapa do trabalho,
ratos diabéticos induzidos com estreptozotocina (40 mg/kg; i.v) foram tratados com insulina (4U/dia
ou 1U/dia, via subcutdnea) ou licopeno em iogurte (45 mg/Kkg, via oral), sozinhos ou combinados,
durante 30 dias. Niveis de glicose (pds-prandial e jejum), frutosamina, perfil lipidico e atividade de
paraoxonase 1 (PON 1) foram avaliados no plasma, e hemoglobina glicada (HbAlc) no sangue.
Substéncias reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS) e produtos finais de glicacdo avancada (AGEs
fluorescentes) foram determinados no plasma e rins. As atividades das enzimas antioxidantes
superdxido dismutase, (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH-Px) foram determinadas
nos rins. Massa corporal, massas de tecidos (adiposos, muscular e rins), ingestdo alimentar, ingestao
hidrica e volume urinario foram monitorados. A funcéo e a integridade dos rins foram avaliadas pela
determinacédo dos niveis de acido Urico no plasma, proteinuria e excre¢do de albumina (urina de 24
horas). A sensibilidade a insulina foi monitorada em musculos gastrocnemius através da analise dos
niveis de fosforilagdo da AKT apds estimulo com insulina. Niveis proteicos dos componentes
pertencentes aos sistemas de detoxificagdo dos AGEs, AGE receptor-1 (AGER-1) e glioxalase 1
(GLO 1), também foram avaliados nos rins. Na segunda etapa do trabalho, ratos diabéticos induzidos
com estreptozotocina (40 mg/kg; i.v) foram tratados com insulina (4U/dia ou 1U/dia, via subcutanea)
ou acido alfa lipoico em iogurte (50 mg/kg ou 25 mg/kg; via oral), sozinhos ou combinados, durante
30 dias. Tal como na primeira etapa do trabalho, os marcadores bioguimicos, fisioldgicos e
relacionados ao estresse glico-oxidativo no plasma, figado e rins, bem como a funcéo e a integridade
dos rins foram monitorados. A terapia combinada “insulina (1U/dia) + licopeno” promoveu
significativa diminuicdo da glicemia, atenuou a dislipidemia, diminuiu os niveis dos biomarcadores
relacionados ao estresse oxidativo (TBARS no plasma), aumentou a atividade de PON 1 no plasma.
Maiores niveis de fosforilagdo de AKT estimulada por insulina foram observados, indicando uma
melhoria na sensibilidade a insulina. Foi observada uma acéo benéfica nos rins de ratos diabéticos,
com aumento nas atividades de SOD e CAT, diminuicdo da peroxidacéo lipidica (TBARS), aumento
nos niveis de AGER-1 e GLO 1. Houve diminuicdo da albumindria e nos niveis de acido urico no
plasma de ratos diabéticos tratados com “insulina (1U/dia) + licopeno”. Em relagdo as terapias
combinadas entre “insulina (1U/dia) + acido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg)”, estas também
promoveram significativa diminuicdo da glicemia, atenuaram a dislipidemia, diminuiram o0s niveis
de HbAlc, frutosamina, TBARS, AGEs fluorescentes e aumentaram a atividade de PON 1 no plasma.
O tratamento com “insulina (1U/dia) + &cido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg)”, nos rins de ratos
diabéticos, aumentou a atividade de SOD, reduziu a peroxidacdo lipidica (TBARS) e a glicacdo
avancada (AGEs fluorescentes). Houve diminuicdo da albumindria e nos niveis de &cido Urico no
plasma de ratos diabéticos tratados com “insulina (1U/dia) + &cido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25




mg/kg)”. Adicionalmente, foi observado um aumento expressivo nos niveis de AGER-1 e GLO 1 em
ratos diabéticos tratados com “insulina (1U/dia) + acido alfa lipoico (25mg/kg)”. O tratamento com
“insulina (1U/dia) + acido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg)”, no figado de ratos diabéticos,
aumentou as atividades de SOD e CAT, diminuiu os AGEs fluorescentes. O tratamento de ratos
diabéticos com “insulina 1U/dia + &cido alfa lipoico (50 mg/kg)” promoveu diminuicao significativa
nos niveis de AGEs fluorescentes no figado. Houve uma diminuicdo nos niveis de ALT no plasma
dos ratos tratados com “insulina (1U/dia) + acido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg)”. Os
tratamentos de ratos diabéticos com “insulina (1U/dia) + licopeno” ou “insulina (1U/dia) + &cido alfa
lipoico” promoveram diversos efeitos benéficos, os quais muitas vezes ndo foram observados com os
tratamentos isolados. Os beneficios das terapias combinadas foram especialmente observados na
diminuicéo dos niveis glicémicos e na atenuagdo do estresse glico-oxidativo, com énfase no potencial
em acionar os sistemas enddgenos de detoxificacdo das espécies reativas de oxigénio e dos produtos
avancados da glicacdo. Levando-se em consideracdo que um farmaco antidiabético ideal deve ser
aquele capaz de controlar efetivamente os niveis glicémicos e atenuar o estresse glico-oxidativo, as
terapias combinadas “insulina 1U/dia + licopeno” e “insulina 1U/dia + é4cido alfa lipoico” surgem
como estratégias terapéuticas promissoras para atenuar ou prevenir as complicacdes relacionadas ao
DM tipo 1, principalmente aquelas que impactam o figado e os rins.

Palavras-chave: diabetes mellitus, licopeno, acido alfa lipoico, terapias combinadas, complicacGes

diabéticas, memoria metabolica.



ABSTRACT

Chronic hyperglycemia is one of the main factors involved in establishment and maintenance of
glycooxidative stress, which contributes to the development of complications in type 1 diabetes
mellitus (DM). Insulin is the primary antidiabetic agent used for the treatment of type 1 DM; however,
chronic insulinization can increase the risk of hypoglycemic episodes. The use of natural bioactives
as a complementary therapeutic option becomes interesting to mitigate undesirable effects of insulin
therapy. Lycopene and alpha-lipoic acid have high antioxidant capacity. Studies have shown the
benefits that can be achieved with combined therapies of lower-dose insulin and lycopene or alpha-
lipoic acid, especially in attenuating glyco-oxidative stress and preventing diabetic complications.
The work was divided into two stages. In the first stage of the study, streptozotocin-induced diabetic
rats (40 mg/kg; i.v) were treated with insulin (4U/day or 1U/day, subcutaneously) or lycopene in
yogurt (45 mg/kg, orally), alone or in combination, for 30 days. Glucose levels (postprandial and
fasting), fructosamine, lipid profile, and paraoxonase 1 (PON 1) activity were evaluated in plasma,
and glycated hemoglobin (HbALc) in blood. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and
advanced glycation end products (AGEs) were determined in plasma and kidneys. The activities of
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and glutathione peroxidase
(GSH-Px) were determined in kidneys. Body mass, tissue masses (adipose, muscle, and kidneys),
food intake, water intake, and urinary volume were monitored. Kidney function and integrity were
assessed by determining plasma uric acid levels, proteinuria, and albumin excretion (24-hour urine).
Insulin sensitivity was monitored in gastrocnemius muscles by analyzing AKT phosphorylation
levels after insulin stimulation. Protein levels of AGE detoxification components, AGE receptor-1
(AGER-1), and glyoxalase 1 (GLO 1) were also evaluated in the kidneys. In the second stage of the
study, streptozotocin-induced diabetic rats (40 mg/kg; i.v) were treated with insulin (4U/day or
1U/day, subcutaneously) or alpha-lipoic acid in yogurt (50 mg/kg or 25 mg/kg; orally), alone or in
combination, for 30 days. Likewise to the first stage of the study, biochemical, physiological, and
glyco-oxidative stress-related markers in the plasma, liver, and kidneys, as well as kidney function
and integrity, were monitored in the second stage of study. The combined therapy "insulin (1U/day)
+ lycopene” significantly reduced blood glucose levels, attenuated dyslipidemia, decreased oxidative
stress-related biomarkers (plasma TBARS), and increased PON 1 activity in the plasma. Higher levels
of insulin-stimulated AKT phosphorylation were observed, indicating improved insulin sensitivity.
A beneficial effect on the kidneys of diabetic rats was observed, with increased SOD and CAT
activities, reduced lipid peroxidation (TBARS), increased levels of AGER-1 and GLO 1. There was
a decrease in albuminuria and plasma uric acid levels in diabetic rats treated with "insulin (1U/day)
+ lycopene." Regarding the combined therapies of "insulin (1U/day) + alpha-lipoic acid (50 mg/kg
or 25 mg/kg)," these also significantly reduced blood glucose levels, attenuated dyslipidemia, reduced
HbAlc, fructosamine, TBARS, fluorescent AGEs levels, and increased PON 1 activity in plasma.
Treatment with "insulin (1U/day) + alpha-lipoic acid (50 mg/kg or 25 mg/kg)" in the kidneys of
diabetic rats increased SOD activity, reduced lipid peroxidation (TBARS) and advanced glycation
(fluorescent AGES). There was a decrease in albuminuria and plasma uric acid levels in diabetic rats
treated with "insulin (1U/day) + alpha-lipoic acid (50 mg/kg or 25 mg/kg)." Additionally, a significant
increase in AGER-1 and GLO 1 levels was observed in diabetic rats treated with "insulin (1U/day) +
alpha-lipoic acid (25mg/kg)." Treatment with "insulin (1U/day) + alpha-lipoic acid (50 mg/kg or 25
mg/kg)" in the livers of diabetic rats increased SOD and CAT activities and reduced fluorescent
AGEs. Treatment of diabetic rats with "insulin 1U/day + alpha-lipoic acid (50 mg/kg)" significantly
reduced fluorescent AGEs levels in the liver. There was a decrease in ALT levels in the plasma of
rats treated with "insulin (1U/day) + alpha-lipoic acid (50 mg/kg or 25 mg/kg)." The treatments of
diabetic rats with "insulin (1U/day) + lycopene" or "insulin (1U/day) + alpha-lipoic acid" resulted in
various beneficial effects, which were often not observed with individual treatments. The benefits of
combined therapies were particularly observed in the reduction of glycemic levels and the attenuation
of glycooxidative stress, with an emphasis on the potential to activate endogenous systems for
detoxifying reactive oxygen species and advanced glycation products. Considering that an ideal




antidiabetic drug should effectively control glycemic levels and attenuate glycooxidative stress, the
combined therapies "insulin 1U/day + lycopene™ and “insulin 1U/day + alpha-lipoic acid" emerge as
promising therapeutic strategies to attenuate or prevent complications related to type 1 DM, especially
those impacting the liver and kidneys.

Keywords: diabetes mellitus, lycopene, lipoic acid, combinaned therapies, diabetic complications,

metabolic memory.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O diabetes mellitus (DM) tipo 1 é definido por deficiéncia na produg&o insulinica em decorréncia
da destruicdo das células R-pancreaticas, geralmente mediada por autoimunidade, resultando em
deficiéncia absoluta de insulina. A principal caracteristica do DM é a hiperglicemia cronica que, em
longo prazo, esta associada a ocorréncias das complicacdes microvasculares (nefropatia, retinopatia,
neuropatia diabéticas) e macrovasculares (doencas cardiovasculares, acidente vascular cerebral),
sendo as causas principais de morbidade e mortalidade associadas ao DM (ELSAYED et al., 2023).
Além da disfuncdo pancreética, outra caracteristica do DM tipo 2 € a resisténcia tecidual a insulina,
onde ocorre uma diminuicao da sensibilidade as a¢des da insulina em tecidos-alvo, especialmente em
musculos esqueléticos, tecidos adiposos, figado e pancreas (LAAKSO; KUUSISTO, 2014). Ainda
ndo esta totalmente esclarecida a magnitude da participacdo da resisténcia a insulina na fisiopatologia
do DM tipo 1, porém a resisténcia a insulina esta associada a um controle glicémico ineficiente,
culminando na necessidade de aumento gradativo na dose de insulina nos pacientes com DM tipo 1
para se obter o controle glicémico, o que por sua vez, traz como principal consequéncia riscos de
hipoglicemia (MILLER et al., 2021; OKAMOTO et al., 2011).

A hiperglicemia crénica tipica do DM esta envolvida no estabelecimento de um fenémeno
denominado “memoria metabolica”, o qual inclui um conjunto de consequéncias deletérias
relacionadas ao inexistente ou insuficiente controle metabdlico, ou até mesmo aos episodios
transitorios de hiperglicemia, os quais tém associa¢do com o estabelecimento das complicacGes da
doenca e da piora da capacidade de acionamento dos sistemas enddgenos de reparo ou de defesa
contra estas agressdes (BEREZIN, 2016; CERIELLO et al., 2012). E um fenémeno promovido
coletivamente por diversos mecanismos, os quais incluem geracdo de produtos avancados da
glicacdo, estresse oxidativo, inflamac&o e alteracdes epigenéticas.

O aumento na geracgdo de produtos finais de glicacdo avancada (AGES) e de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNSs) sdo favorecidos pela hiperglicemia cronica, estabelecendo-
se 0 estresse glico-oxidativo, o qual participa de maneira direta no estabelecimento das complicagdes
diabéticas (ROCHETTE et al., 2014; SATO et al., 2006). Os AGEs causam perda de funcionalidade
de diversas biomoléculas, ademais também podem contribuir para a ocorréncia das complicacdes
diabéticas via ativacdo de receptores especificos presentes nas membranas plasmaticas, os receptores
de AGEs (RAGE) (SINGH et al., 2014). A ligacdo dos AGEs aos receptores RAGE ¢ responsavel
por exacerbar a produgdo de EROs, além de ativar o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB),
culminando em aumento na producéo de citocinas pro-inflamatdrias, tais como interleucina-6 (IL-6)
e fator de necrose tumoral a (TNF-a) (SANAJOU et al., 2018; SINGH et al., 2014). Nos rins, a
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interacdo AGES-RAGE exerce efeitos prejudiciais, principalmente estimulando a migracdo de
fagdcitos mononucleares para o glomérulo, culminando na geracéo de diversos mediadores toxicos,
incluindo citocinas pro-inflamatorias e EROs, causando esclerose glomerular e favorecendo a leséo
renal (BANBA et al., 2000; SONG; THAISS; GUO, 2019).

Por outro lado, existem sistemas de detoxificacdo de AGEs ou de seus precursores. Um deles é o
complexo de AGEs receptores; AGER (AGER-1/0ST-48, AGER-2/80K-H e AGER-3/galectin-3),
envolvido na endocitose de proteinas modificadas por AGEs (KUMAR; CHITRA; REDDY, 2016).
Ha também o sistema dependente de glioxalase 1, responsavel por detoxificar os produtos iniciais da
glicacdo, incluindo os produtos de Amadori, bem como compostos dicarbonilicos reativos, tais como
glioxal e metilglioxal (EMEL’YANOV, 2017; KUMAR; CHITRA; REDDY, 2016; OTT et al.,
2014a).

A insulinoterapia é a Unica opg¢do para o tratamento do DM tipo 1. No entanto, a insulinizacdo
cronica pode causar episodios de hipoglicemia (CRYER, 2013), aumento do ganho de massa corporal
(Heller et al., 2004), aumento do estresse oxidativo que resulta em disfuncao endotelial e inflamagéo
(AKOUMIANAKIS et al., 2020). Sabendo-se da importéncia da insulinizacdo no DM tipo 1 e dos
potenciais efeitos adversos que podem ser observados, a utilizacdo de terapias combinadas entre
insulina em menor dose e bioativos com potencial antidiabético pode ser uma opc¢éo interessante e
efetiva para o alcance do controle glicémico e atenuacdo das complicacdes diabéticas
(PRABHAKAR; KUMAR; DOBLE, 2014; VENKATAKRISHNAN; CHIU; WANG, 2019).
Terapias combinadas entre insulina e compostos bioativos de origem natural tém sido recentemente
propostas como estratégias para alcancar um controle glicémico eficaz e atenuar as complicac6es
diabéticas em longo prazo relacionadas ao estresse glico-oxidativo, além de prevenir ou atenuar o0s
efeitos adversos da insulinizacdo em longo prazo (BASHIR, 2019; GUTIERRES et al., 2019;
MALEKIYAN et al., 2019; SHARMA; CHOPRA; KULKARNI, 2007; SOLEYMANINEJAD et al.,
2017).

Um dos principais beneficios da combinagdo de compostos bioativos naturais com agentes
terapéuticos classicos para 0 DM é o potencial de mitigar as consequéncias da memoria metabdlica.
Um tratamento precoce e intensivo, na tentativa de manter os niveis glicémicos proximos a
normalidade e alcancar o controle metabolico em individuos diabéticos, é fundamental para
minimizar os impactos negativos nos tecidos. Além disso, a introducdo de agentes terapéuticos
capazes de inibirem as cascatas bioquimicas desencadeadas pela glicacdo avancada, estresse
oxidativo e inflamacdo pode ser atil para minimizar as complica¢fes diabéticas (CERIELLO;
IHNAT; THORPE, 2009; TESTA et al., 2017). Estudos tém demonstrado o potencial antidiabético,
antioxidante e antiglicacdo de combinagdes de compostos bioativos presentes em plantas medicinais

ou alimentos funcionais, sejam as combinacdes desses bioativos naturais entre si (ARCARO et al.,
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2014; ASSIS et al., 2017; COSTA et al., 2020a) ou com farmacos antidiabéticos, com o intuito de
verificar suas eficacias na prevencao das complicacdes do DM.

Estudo anterior de nosso laboratorio mostrou os efeitos benéficos da associagéo de uma menor
dose de insulina (1U/dia; i.p.) com o bioativo natural curcumina (90 mg/kg) em modelo experimental
de DM tipo 1. Em relacdo ao tratamento com 1U/dia de insulina sozinha, a terapia combinada 1U/dia
de insulina + curcumina causou maior diminui¢do dos niveis glicémicos, atenuacdo da dislipidemia,
diminuicdo dos marcadores de lesdo hepatica, reducdo do estresse glico-oxidativo e aumento das
enzimas antioxidantes (GUTIERRES et al., 2019). Em outro estudo de nosso laboratério, foi
evidenciado o potencial benéfico e aditivo alcancado com a associacao entre o farmaco metformina
(250 mg/kg) e o bioativo natural licopeno (45 mg/kg) em modelo experimental de DM tipo 1. Houve
um efeito aditivo desta associa¢do na diminuicdo da glicemia, niveis plasmaticos de colesterol total,
marcador de injuria hepéatica e marcadores relacionados ao estresse glico-oxidativo (FIGUEIREDO
et al., 2020). Em conjunto, estes estudos fornecem evidéncias dos efeitos promissores alcangados pela
associacao de farmacos antidiabéticos com bioativos naturais em sistema-modelo in vivo de DM tipo
1.

Considerando ser a terapia insulinica prescrita para 0 DM tipo 1, torna-se extremamente
interessante o estudo do tratamento de animais em sistema-modelo de DM tipo 1 com a associacao
de uma dose menor de insulina + fitoquimicos que possuem alto poder antioxidante, com vistas a
diminuir a ocorréncia dos eventos adversos da insulinizagcdo crénica sem perder a capacidade de
protecdo contra os eventos glico-oxidativos.

O licopeno € o principal carotendide encontrado em tomates e outras frutas e vegetais
vermelhos. Trata-se de um hidrocarboneto polieno linear que contém onze liga¢cdes duplas conjugadas
e duas ndo conjugadas (GRABOWSKA et al., 2019). As propriedades antioxidantes do licopeno estéo
associadas principalmente a capacidade de captura de EROs (PRZYBYLSKA, 2020; ZHAO et al.,
2020). Estratégias de suplementacdo com licopeno ou com alimentos ricos no carotenoide ganham
destaque devido aos seus multiplos beneficios a saude, oferecendo prote¢do no combate a varios
distarbios metabolicos, incluindo doencas cardiovasculares e DM (BANIHANI, 2018;
PRZYBYLSKA, 2020; XU et al., 2021).

O é&cido alfa lipoico (AL) é um composto natural conhecido como acido 1,2-ditiolano-3-
pentandico (BUSBY et al., 1999; GOLBIDI; BADRAN; LAHER, 2011). Trata-se de um composto
dissulfeto que funciona como uma coenzima nas rea¢fes mitocondriais envolvendo as enzimas
piruvato desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase. A presenga de um carbono assimétrico em
sua estrutura quimica confere a molécula dois enantidmeros: R-AL e S-AL, mas apenas 0
enantidmero R-AL € capaz de exercer funcdo bioldgica nas rea¢fes mitocondriais (GOLBIDI;
BADRAN; LAHER, 2011; REED, 1998). O AL promove diversos beneficios na prevencdo das
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complicagbes do diabetes, atuando principalmente como um potente antioxidante. Ademais, o0 AL
aumenta o metabolismo oxidativo da glicose nos musculos esqueléticos ao atuar na sinalizacéo da
insulina, incluindo a estimulacgéo da fosfatidilinositol-3-quinase (P13K), melhorando a sensibilidade
dos musculos esqueléticos as acdes da insulina.

O AL proveniente da dieta é rapidamente absorvido, transportado para os compartimentos
intracelulares e reduzido a &cido dihidrolipoico (DHAL)(ROCHETTE et al., 2015). Em virtude dos
beneficios mencionados, o0 AL ganha destaque como antioxidante para uso no tratamento de
complicac@es diabéticas, incluindo retinopatia, neuropatia e outras doencas vasculares.

Diante do exposto, este estudo pode fornecer evidéncias iniciais para novas estratégias
terapéuticas eficazes no controle da glicemia e das complicacfes diabéticas, principalmente aquelas
relacionadas ao estresse glico-oxidativo, com base em terapia combinada entre insulina em menor

dose e o0s bioativos naturais, licopeno ou acido alfa lipoico, em modelo experimental de DM tipo 1.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Diabetes mellitus

O DM ¢ uma doenga crdnica complexa que exige estudos continuos baseados em estratégias
multifatoriais que se baseiam reducdo ou até mesmo da prevencdo das complicacbes diabéticas
(macrovasculares e microvasculares), além de alcance do controle glicémico (COMMITTEE, 2022).
O DM emergiu como uma das doencas mais graves dos tempos atuais, causando risco de vida,
maltiplas complicaces e reduzindo a expectativa de vida; sua prevaléncia global foi de 10,5% (536,6
milhdes de adultos) em 2021. E estimado que entre os anos 2021 até 2045, cerca de 15,5 milhdes de
brasileiros estejam diabéticos. A crescente prevaléncia do DM tem sido atribuida ao envelhecimento
das populagdes, no entanto a baixa mortalidade é relacionada com os crescentes estudos e melhoria
nos protocolos médicos (SUN et al., 2022).

O DM é considerado uma doenca metabolica definida por deficiéncia na producéo de insulina
pelas células beta do pancreas e/ou por resisténcia tecidual as acdes desse hormdnio, acarretando
diversos prejuizos no controle do metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas. A hiperglicemia
cronica é a principal consequéncia dessa doenga, no entanto outras alteragdes sdo observadas no DM,
tais como: aumento nas concentracdes circulantes de triglicerideos e acidos graxos, colesterol e da
lipoproteina de baixa densidade (LDL), e diminui¢do nas concentragdes circulantes de lipoproteina
de alta densidade (HDL) (CAIl; YANG; ZHANG, 2021; WIGGIN et al., 2009). As principais
manifestacdes clinicas descritas, estdo: glicosuria (aumento da excrecdo de glicose na urina), politria
(aumento do volume urinario), perda de peso, polidipsia (aumento da sede), polifagia (aumento da
fome) e visdo turva (COMMITTEE, 2022).

A classificacdo do DM consiste em: (i) DM tipo 1 (incluindo diabetes autoimune latente do
adulto - LADA), tendo como caracteristica a destruicdo macica das células -pancreéticas, geralmente
mediada por autoimunidade, sendo a principal consequéncia é a deficiéncia absoluta de insulina; (ii)
DM tipo 2, onde observa-se predominéncia de resisténcia insulinica com disfuncdo pancreética e
deficiéncia relativa de insulina; (iii) outros tipos especificos de DM, tais como defeitos genéticos das
células beta do pancreas, endocrinopatias, diabetes induzido por farmacos ou produtos quimicos,
entre outros; (iv) DM gestacional, quando a intolerancia a glicose tem inicio na gravidez ou
primeiramente detectada durante a gestagdo (COMMITTEE, 2022; DEUTSCH; AHLQVIST,;
UDLER, 2022). A hiperglicemia cronica é a principal consequéncia do DM, e no DM tipo 1 se
desenvolve rapidamente e independe da presenca de resisténcia a insulina; no entanto, ap6s longos
periodos de hiperglicemia crénica, a resisténcia a insulina pode surgir e aumentar gradualmente. Ja
no DM tipo 2, geralmente a resisténcia a insulina estd presente por varios anos antes que a
hiperglicemia cronica se desenvolva (LAAKSO; KUUSISTO, 2014).
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Para induzir o DM experimental em animais, podem ser utilizadas estratégias farmacologicas,
especialmente via administracdo dos farmacos diabetogénicos estreptozotocina (STZ) e aloxana
(ALX). A STZ ¢ uma molécula glicosilada e captada pelas células beta pancreaticas, via transportador
de glicose GLUT 2, ocasionando a alquilagdo do &cido desoxirribonucleico (DNA) e, culminando
danos ao DNA que induzem a ativacdo de poli-ADP ribosilacéo, cuja consequéncia € a apoptose da
células B-pancreéaticas. Em adicdo, ha liberacédo tdxica de 6xido nitrico (NO) e a formacéo de EROs,
incluindo radical &nion superoxido (O2"), perdxido de hidrogénio (H202), radical hidroxila (OHe) e
peroxinitrito (OONQO"), os quais também contribuem para a promoc¢éo dos danos ao DNA. Como
resultado, as células B pancreéticas sdo destruidas também por necrose (SZKUDELSKI, 2001). Como
ocorre uma destruicdo macica das células beta pancreaticas, a administracdo de STZ leva ao
desenvolvimento de modelo de DM que mimetiza as alteracbes do DM tipo 1, onde a hiperglicemia
é muito elevada e consequentemente as complicacfes da doenca aparecem rapidamente, tornando-se
um modelo interessante para o estudo do potencial de compostos bioativos que previnam e/ou
atenuem as complicacBes do DM relacionadas a hiperglicemia cronica.

A resisténcia a insulina é caracterizada como uma resposta bioldgica prejudicada as a¢des da
insulina em tecidos-alvo, principalmente musculo esquelético, tecido adiposo e figado, resultando em
um aumento compensatério na secrecdo de insulina (BROWN; HARHAY; HARHAY, 2019;
FREEMAN; PENNINGS, 2022; SEONG et al., 2019). No figado, a resisténcia a insulina culmina em
aumento na producdo hepatica de glicose, uma vez que ndo ocorre inibicdo nos processos de
glicogendlise e gliconeogénese (SALTIEL, 2021). Tendo em vista que no metabolismo de
carboidratos, a insulina é reponsavel por aumentar a translocacdo de vesiculas contendo o0s
transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT4) do citoplasma para a membrana plasmatica,
promovendo a captacdo da glicose tissular para os midcitos e adipdcitos para que a glicose siga para
as vias oxidativas. Em um quadro de resisténcia tecidual a insulina, ndo ocorrera a translocacdo das
vesiculas contendo GLUT4 e por consequéncia, ndo ocorrera a captacdo da glicose tissular pelos
musculos esqueléticos e tecidos adiposos.

Diversos mecanismos podem ocasionar a resisténcia a insulina, ao interferirem com a
capacidade de ativagdo de componentes da cascata de sinalizacdo deste horménio, incluindo a
exposicdo crénica aos elevados niveis de glicose, lipideos, estresse oxidativo, inflamacédo, entre
outros (KAUL; APOSTOLOPOULOU; RODEN, 2015). O desenvolvimento de resisténcia a insulina
normalmente resulta em um aumento compensatorio na producdo e secrecdo de insulina.
Concentrac0es elevadas de insulina endogena, estdo associados a resisténcia a insulina e resultam em
ganho de peso que, por sua vez, exacerba a resisténcia a insulina (HENSTRIDGE et al., 2019). Esse
ciclo vicioso continua até que a funcdo das células B-pancreaticas ndo seja mais suficiente para

atender a demanda de insulina criada pela resisténcia a insulina, resultando em hiperglicemia cronica.
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As consequéncias metabolicas da resisténcia a insulina podem resultar em hiperglicemia,

hipertensao, dislipidemia, adiposidade visceral, hiperuricemia, marcadores inflamatorios elevados,

disfuncdo endotelial, entre outros. A progressao da resisténcia a insulina pode levar a sindrome

metabdlica, doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) e DM tipo 2 (FREEMAN;
PENNINGS, 2022).

2.2 Insulina: sinalizacéo e a¢Ges metabolicas

A insulina € um hormdnio cujas a¢des sdo essencialmente anabdlicas, sendo o principal horménio
responsavel pela manutencdo da homeostase da glicose. A insulina participa do controle do
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas. Essas fungdes sdo bem caracterizadas nas células-
alvo dos 6rgdos que tém participacdo importante na regulacdo do metabolismo energético: figado,
musculos esqueléticos e tecidos adiposos (CRUZ-PINEDA et al., 2022).

Para exercer seus efeitos bioldgicos nos tecidos, a insulina liga-se na subunidade o do receptor de
insulina (IR; figura 1). O IR € um receptor enzimatico do tipo tirosina quinase, ou seja, € capaz
fosforilar residuos de tirosina em si proprio e em outros substratos. Quando a insulina se liga em seu
receptor (IR) promove um processo de dimerizacdo com consequente ativacdo da atividade tirosina
quinase do receptor. Uma vez o IR ativado, ou seja, apds a sua auto fosforilacdo em residuos de
tirosina, substratos do receptor da insulina (IRS) que se aproximam do IR também sofrem as acOes
da atividade tirosina quinase do receptor, ap6s o ancoramento do IRS1 no IR (KIDO; NAKAE;
ACCILI, 2001; SALTIEL, 2021).

As tirosinas fosforiladas presentes no IRS1 caracterizam um ponto inicial de uma cascata de
sinalizacéo e que culmina na ativagdo da Akt (PAULI et al., 2009). Assim, essas tirosinas fosforiladas
presentes no IRS1 tornam-se um importante local de ancoramento de outros componentes, tal como
a enzima fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK)
(KIDO; NAKAE; ACCILI, 2001). A PI3K e MAPK sdo importantes na regulacdo da mitogénese,
diferenciacédo celular e transporte de glicose. Ainda, a PI3K é uma enzima que quando ativada, ou
seja, apos ancoramento com as tirosinas fosforiladas do IRS1, fosforila fosfolipideos de membrana
plasmética difosforilados (fosfatidilinositol bifosfato; PIP2) gerando o fosfatidilinositol trifosfato;
PIPs.

O aumento na geracdo de PIP3 ocasiona o recrutamento de duas proteinas quinases importantes,
tais como a proteina quinase B (PKB) e a quinase 1 dependente de fosfoinositideo (PDK-1) do
citoplasma para a membrana plasmatica. A proteina quinase B (PKB) é também conhecida como Akt
quando ativada em células expostas a diversos estimulos como hormonios, fatores de crescimento e
componentes da matriz extracelular (NICHOLSON; ANDERSON, 2002). A perda da ativacdo da

Akt acarreta diversos prejuizos fisiopatoldgicos para o organismo, e esta relacionado com algumas
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doencas como o0 DM e o cancer. Assim, a Akt relaciona-se com processos que incluem sobrevivéncia
celular, crescimento, proliferacio, angiogénese, metabolismo e migracdo (NOLAND et al., 2007). E
notorio destacar que PDK-1 quando nédo esta ancorada no PIP3 encontram-se em sua forma inativa,
porém uma vez que acontece o ancoramento dessa quinase (PDK-1) no PIP3, esta torna-se ativada.
Além disto, sabe-se que a PDK-1 ativada, ou seja, ancorada no PIP3 € capaz de fosforilar a Akt e por
este motivo, normalmente essas quinases se encontram ancoradas em PIP3 que estdo localizadas
préximas na membrana celular (MACKENZIE; ELLIOTT, 2014).

Uma vez que a Akt ¢ ativada, ou seja, apos ao ancoramento com PIP3 e fosforilacdo por PDK-1,
esta é capaz de fosforilar e controlar uma série de atividades de diversas proteinas exercendo um
papel importante, principalmente relacionado ao metabolismo (NELSON et al., 2014; NOLAND et
al., 2007). A Akt ativada (fosforilada) sofre um processo de dissociacdo e retorna para o citoplasma.
Portanto, a ligagdo da insulina em seu receptor (IR) desencadeia sucessivas fosforilacbes e
ancoramentos intracelulares que promovem a ativacdo de uma das proteinas efetoras, a Akt,
responsavel pelas acGes metabolicas da insulina. Dentre elas, uma acdo importante mediada pela
fosforilacdo da Akt é a translocacdo dos transportadores de glicose (GLUT 4) localizados nas
vesiculas no citoplasma para a membrana citoplasmatica, facilitando a captagdo de glicose pela célula
(MACKENZIE; ELLIOTT, 2014).
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Figura 1. Via da sinaliza¢do da insulina. Para exercer seus efeitos bioldgicos nos tecidos, a insulina liga-se na subunidade
a do receptor de insulina (IR). Quando a insulina se liga em seu receptor (IR) promove um processo de dimerizagdo com
consequente ativacao da atividade tirosina quinase do receptor. Uma vez o IR ativado, substratos do receptor da insulina
(IRS) também sofrem as a¢des da atividade tirosina quinase do receptor, apds o ancoramento do IRS1 no IR. Assim, essas
tirosinas fosforiladas presentes no IRS1 tornam-se um importante local de ancoramento de outros componentes, tal como
a enzima fosfatidilinositol-3-quinase (P13K). A PI3K quando ativada (ap6s ancoramento com as tirosinas fosforiladas do
IRS1) fosforila fosfolipideos de membrana plasmatica difosforilados (fosfatidilinositol bifosfato; PIP,) gerando o
fosfatidilinositol trifosfato; PIP;. O aumento na geracdo de PIP; ocasiona o recrutamento de duas proteinas quinases
importantes: a proteina quinase B (PKB) e a quinase 1 dependente de fosfoinositideo (PDK-1) do citoplasma para a
membrana plasmética. A PDK-1 ativada (ancorada no PIP3) é capaz de fosforilar a Akt. A Akt ativada (fosforilada)
ocasiona uma importante acdo no metabolismo: a translocacéo dos transportadores de glicose (GLUT4) localizados nas
vesiculas (citoplasma) para a membrana plasmatica facilitando a captacdo da glicose. Fonte: Adaptado Alberts et al.,
2008.

No metabolismo de carboidratos, a insulina é responsavel por estimular a captacao de glicose,
especialmente em musculos esqueléticos e tecidos adiposos, uma vez que estimula a translocacdo de
vesiculas contendo os transportadores de glicose, GLUT 4, para a membrana plasmatica das células;
estimular a oxidacao da glicose para geracao de energia, estimular a glicogénese, ou seja, a sintese de
glicogénio (SALTIEL; KAHN, 2001). A insulina promove a inibi¢cdo da transcricdo de genes de
enzimas que participam da gliconeogénese, tais como a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK),
frutose 1,6 bifosfatase (F1,6Pase) e glicose-6-fosfatase (G6Pase), que culmina na inibicdo da
gliconeogénese. A glicogenolise (quebra do glicogénio) também ¢é inibida pela insulina atraves da
desfosforilacdo da glicogénio fosforilase, processo que a torna inativa, ou seja, impedindo que ocorra
a quebra do glicogénio (SALTIEL, 2021). Estes mecanismos que promovem estimulacéo da captacao
e utilizacdo da glicose, em combinagdo com a inibigdo na producdo hepética de glicose, contribuem

para a manutencdo da glicemia em valores de normalidade.
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Ja no metabolismo lipidico, a insulina estimula a atividade da lipase lipoproteica (LpL),
enzima presente nos capilares sanguineos presentes nos tecidos adiposos e musculares, e assim
promove a hidrélise dos triglicerideos das lipoproteinas circulantes quilomicron e VLDL e estimula
a captacao de acidos graxos; inibe a lipase hormonio sensivel (LHS), presente nos tecidos adiposos,
enzima responsavel pela hidrolise de triglicerideos, disponibilizando assim menos acidos graxos
livres (AGL) (SALTIEL, 2021; SALTIEL; KAHN, 2001).
Por fim, no metabolismo de proteinas, a insulina inibe a degradacao de proteinas, liberando
menos amino&cidos pelos tecidos; aumenta a captacdo de aminoécidos pelos tecidos e aumenta a
velocidade da sintese proteica (SALTIEL, 2021).

2.3. Estresse glico-oxidativo no DM

O processo de respiracao celular garante a producéo de energia na forma trifosfato de adenosina
(ATP) através de reacdes bioquimicas aerdbicas, ou seja, que utilizam o oxigénio molecular. Durante
0 processo de respiragdo celular, mais especificamente na cadeia transportadora de elétrons, o
oxigénio molecular ¢ uma das poucas moléculas capazes de atravessar a membrana mitocondrial
interna, a qual é altamente impermeavel (DUNN; GRIDER, 2023; RAUT; KHULLAR, 2023).

Assim, gquando o oxigénio molecular atravessa a membrana mitocondrial interna, principalmente
entre a Coenzima Q (CoQ) e Complexo Il da cadeia transportadora de elétrons, ocorre a captura dos
elétrons da CoQ pelo oxigénio molecular, processo que ocorre devido ao potencial de reducédo padrdo
do oxigénio molecular ser maior do que o do ferro presente no citocromo do Complexo Ill. O
resultado é a formacéo do anion radical superdxido (O2™"), que pode levar a formacdo do radical
hidroxila (\HO) e outras EROs (RAUT; KHULLAR, 2023; SHARMA; GUPTA; SHARMA, 2018).

Em condicdes fisioldgicas, as EROs geradas durante o processo de respiracdo celular sdo, em sua
maioria, eliminadas por inimeros antioxidantes presentes na matriz mitocondrial (NISHIKAWA et
al., 2000; RAUT; KHULLAR, 2023). No entanto, em condi¢fes patologicas, 0 cenario pode ser
diferente. A hiperglicemia crénica do DM pode, em longo prazo, promover um aumento significativo
na geracao de EROs na cadeia transportadora de elétrons, através de cinco mecanismos: (i) aumento
no fluxo de glicose e de outros agucares pela via dos poliois; (ii) aumento na formacao intracelular
de AGEs; (iii) aumento na expressao dos receptores de AGE (RAGE) na superficie das células; (iv)
ativacdo proteina quinase C (PKC); (v) aumento na via da hexosamina (BROWNLEE, 2005). O
estresse oxidativo é caracterizado pelo aumento na produgdo de EROs e ERNs e/ou pela reducéo nas
defesas antioxidantes. O estresse oxidativo no DM participa do estabelecimento das complicagdes
crbnicas microvasculares (retinopatias, neuropatias, nefropatias) e macrovasculares (doencas
cardiovasculares e cerebrovasculares) (INCALZA et al., 2018; MADONNA; DE CATERINA, 2011).
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A via dos polidis € composta por enzimas que pertencem a familia das aldo-ceto-redutases, e
podem utilizar como substratos uma ampla variedade de compostos carbonilicos, e reduzi-los aos
seus respectivos alcoois de agucares (polidis), com a oferta de poder redutor da nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH). Na via dos poliois, a glicose é convertida em sorbitol por acdo da
enzima aldose redutase e para isso acontecer, ha oxidacdo de NADPH (figura 2). Posteriormente,
ocorre formacdo de frutose por acdo da sorbitol desidrogenase que, por sua vez, utilizao NAD* como
cofator. Uma das principais consequéncias de aumento no fluxo desta via & a menor disponibilidade
da NADPH, molécula necessaria para a regeneracdo da glutationa em sua forma reduzida (GSH),
culminando na diminuicdo dréstica deste antioxidante endégeno e aumentando assim o0 estresse
oxidativo induzido por hiperglicemia (GARG; GUPTA, 2022; NIIMI et al., 2021). Além disto, ocorre
0 acumulo do sorbitol, devido a sua impermeabilidade na membrana plasmatica; com isto, qualquer
tecido independente de insulina é exposto ao estresse osmotico causado pelo excesso de sorbitol
(SINGH; KAPOOR; BHATNAGAR, 2021). Outra consequéncia importante ocorre devido ao
acumulo de frutose, que promove um aumento na geracdo de dicarbonilas reativas como a 3-
deoxiglicosona, aumentando a geracdo de AGEs, que podem aumentar ainda mais 0 estresse
oxidativo. Também ¢é valido ressaltar que, devido ao fato da enzima aldose redutase ser
predominantemente encontrada em tecidos como a retina, cristalino, nervos e glomerulos renais, a
via dos poliois também contribui na progressao das complica¢cdes microvasculares em retina e rins
de pacientes diabéticos (GARG; GUPTA, 2022; RAMASAMY; GOLDBERG, 2010).
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Figura 2. Mecanismos pelos quais a via dos poliois aumenta estresse oxidativo. A hiperglicemia é responsavel por desviar
a glicose em excesso para a via dos poliois. A glicose é convertida em sorbitol atraves da acdo da enzima aldose redutase,
na qual utiliza o NADPH como cofator. Com a diminui¢do no aporte de NADPH, ndo ocorre a reducdo da molécula de
glutationa oxidada (GSSG) e consequentemente menores niveis da molécula de glutationa em sua forma reduzida serao
cruciais para o aumento do estresse oxidativo via diminuigdo deste antioxidante enddgeno. Além disto, o excesso de
sorbitol no citoplasma das células promove o estresse osmoético que também aumenta a producdo de EROs. Por fim, o
excesso de frutose leva a producéo de 3-deoxiglicosona, um dicarbonila altamente reativa que pode levar a producéo de
AGEs, aumentando assim 0 processo de glicacdo de proteinas e como consequéncia acontece 0 aumento da producgdo de
EROs. Fonte: De autoria propria, 2023; Garg e Gupta, 2022.

O segundo mecanismo pelo qual a hiperglicemia crénica é responsavel por aumentar o estresse
glico-oxidativo da-se pelo aumento na formacao dos produtos finais de glicacdo avancada, os AGEs,
demonstrado na Figura 3 (NOWOTNY et al., 2015). A diversidade estrutural dos AGEs sugere
inimeros mecanismos envolvidos na sua formacao. De fato, AGEs enddgenos podem ser gerados em
diversas vias a partir de uma série de precursores (TWARDA-CLAPA et al., 2022). O principal
mecanismo de producdo de AGEs ocorre inicialmente com o processo de glicacdo de proteinas, via
reacdo de Maillard, quando grupos carbonilas de monossacarideos redutores (aldose ou cetose, por
exemplo) reagem com grupos amino de proteinas (cadeias laterais de lisina ou arginina). A
condensacédo do grupo carbonila e o grupo amina é uma reacao reversivel e produz as bases de Schiff
(imina), que se rearranjam em produtos de Amadori (cetoamina)(BIERHAUS et al., 1998; KHALID;
PETROIANU; ADEM, 2022; TWARDA-CLAPA et al., 2022).

Os produtos de Amadori sdo convertidos em dicarbonilas altamente reativas (glioxal,
metilglioxal, 3-deoxiglicosona). Estas dicarbonilas, apos desidratacao e rearranjos, levam a formacéo
de diversos AGEs, sendo os mais conhecidos Ne-(carboximetil) lisina (CML), Ne-(carboxietil) lisina
(CEL), dimero de lisina derivado de glioxal (GOLD) e metilglioxal (MOLD), arg-pirimidina,
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pirralina, pentosidina e vesperlisinas (AHMED, 2005; KHALID; PETROIANU; ADEM, 2022,
NOWOTNY et al., 2015; TWARDA-CLAPA et al., 2022).

Vale destacar que processos como a glicdlise, peroxidagdo lipidica, metabolismo das cetonas e
via dos poliois também podem participar da geracdo de dicarbonilas altamente reativas e,
consequentemente, dos ALEs e AGEs (OTT et al., 2014; TWARDA-CLAPA et al., 2022). Ainda,
outras vias sdo responsaveis pela geracdo de AGEs: a via de Hodge (através da auto-oxidagdo dos
produtos de Amadori); a via de Namiki (caracterizada pela clivagem de compostos dicarbonil das
Bases de Schiff); e a via de Wolff (caraterizada pela formacao de carbonilas apds a auto-oxidacao de

monossacarideos como a glicose, frutose, ribose e gliceraldeido) (TWARDA-CLAPA et al., 2022).
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Figura 3. Vias de producdo dos AGEs enddégenos. Os AGEs sdo formados através de diferentes vias: a reagao classica
de Maillard ocorre quando aguicares redutores se ligam em grupamentos amino de proteinas, formando as bases de Schiff
através de uma reacdo reversivel. Ap0s sofrer rearranjos, as bases de Schiff ddo origem aos produtos de Amadori que por
fim, podem formar os AGEs. Outras vias também s&o responsaveis pela formacao de AGEs: a via de Wolff, ocorre quando
monossacarideos sofrem auto oxidacdo originando o glioxal; a via de Namiki, acontece quando compostos dicarbonil
presentes nas bases de Schiff sdo clivados originando o glioxal e metilglioxal; por fim, a via de Hodge ocorre quando os
produtos de Amadori sofrem oxidagdo ou rearranjos, originando os precursores de AGEs. Além destas vias, alguns
processos bioquimicos participam da geracdo de AGEs: a glicOlise, durante o metabolismo de corpos ceténicos ou
cetogénese, na peroxidacao lipidica e na via dos poliois. Fonte: De autoria propria, 2023; Nowotny et al., 2015.

A producdo exacerbada de AGEs no DM néo controlado, ou seja, em uma situacdo de
hiperglicemia cronica, ha producéo exacerbada de AGEs nas matrizes intra e extracelulares, inclusive
nas células B-pancreaticas, o que contribui para a toxicidade. O aumento de AGEs na matriz
intracelular pode ocasionar perda da funcdo das proteinas que sdéo modificadas pelos AGEs, afetando
sua funcdo biologica. Alem disto, os AGEs podem se ligar aos receptores RAGE, presentes nas

superficies celulares de macréfagos, células do endotélio vascular, células musculares lisas, dentre
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outras, resultando em um aumento na producdo de EROs que, por sua vez, ativa o fator nuclear kappa
B (NF-kB), culminando em uma maior geracao de citocinas inflamatorias, tais como IL-6 e fator de
necrose tumoral (TNF-a)(SANAJOU et al., 2018; SINGH et al., 2014). Ademais, a ligagdo AGEs-
RAGE promove estresse do reticulo endoplasmatico, estresse mitocondrial e peroxidacao lipidica das
membranas celulares, o que compromete as fungdes celulares e viabilidade celular (KHALID;
PETROIANU; ADEM, 2022).

O receptor RAGE e um receptor transmembrana encontrado em uma variedade de células, tais
como celulas endoteliais, neuronais, fibroblastos, macrdfagos, células epiteliais tubulares,
glomerulares e mesangiais, hepatécitos, células perissinusoidais, entre outros (EGANA-GORRONO
etal., 2020; KUMAR; CHITRA; REDDY, 2016; OTT et al., 2014a; YAMAGISHI et al., 2015). Em
condicdes fisioldgicas normais, a expressao de receptores RAGE ¢é baixa, mas pode ser regulada em
resposta ao estresse e/ou inflamacdo (HYOGO; YAMAGISHI, 2008; YAMAGISHI et al., 2015). A
interacdo AGE-RAGE culmina mdaltiplos efeitos bioldgicos, incluindo complicagdes microvasculares
macrovasculares do DM (neuropatia, nefropatia, retinopatia, cardiomiopatia e aterosclerose) através
da regulacdo de diversos eventos intracelulares via ativacdo de varios componentes sinalizatérios,
resultando em disfungéo celular (ASADIPOOYA,; UY, 2019; EMEL’YANOV, 2017).

Em condi¢des patoldgicas, receptores RAGE quando ativados estimulam a cascata sinalizatoria
PI3K-Akt-IKK com ativacdo de NF-kB, culminando em sua translocacdo para o ndcleo. Também
promove um aumento na producdo de EROs, apoptose e a autofagia. O NF-kB, além de mediar a
inflamacdo, também aumenta a expressdo de RAGE e inibe a expressdo de glioxalase 1
(EMEL’YANOV, 2017; KUMAR; CHITRA; REDDY, 2016; OTT et al., 2014a).

A ativacdo da PKC, demonstrado na figura 4, € o quarto mecanismo pelo qual a hiperglicemia
cronica favorece o estresse glico-oxidativo. Trata-se de uma enzima que apresenta 11 isoformas, é
amplamente distribuida em todos os tecidos e sua funcéo é dependente de calcio. E responsavel pela
fosforilacdo de residuos de treonina/serina de diversos alvos proteicos. Mecanismos como 0 aumento
da producéo de EROs, aumento na disponibilidade de NADH devido a maior velocidade da via dos
polidis e aumento da ligacio AGE-RAGE sdo citados como ativadores desta via (GIACCO;
BROWNLEE, 2010; NOR et al., 2022). Tanto o aumento na disponibilidade de NADH quanto a
producdo exacerbada de O2" durante o estresse oxidativo ocasionam a inibigdo de uma enzima
chamada gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), a qual é responsavel por catalisar a
oxidacéo do gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-bisfosfoglicerato. Assim, uma vez que a enzima é inibida,
ocorre 0 acimulo de seu substrato, o gliceraldeido-3-fosfato, podendo assim favorecer a formacéo de
metilglioxal (precursor de AGEs) e de diacilglicerol (DAG). A regulacdo da via DAG-PKC e
importante na manutencdo da permeabilidade vascular, contratilidade, proliferacdo celular,

angiogénese, acao de citocinas e adesdo leucocitaria (NOR et al., 2022). Porém, quando o DAG é
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gerado em excesso, esse aumento de DAG culmina na ativacdo da PKC que, uma vez ativada, €
responsavel pelo aumento da expressdo de fatores pro-tromboticos e pré-inflamatorios
(BROWNLEE, 2005; MADONNA; DE CATERINA, 2011; NOR et al., 2022; ROCHETTE et al.,
2014). Embora o estresse oxidativo ndo seja responsavel pela formagcdo de DAG, Irie e
colaboradores., 1998) demonstraram que o H2O> induz uma modificagdo na PKC por fosforilacéo de
tirosina, o que culmina na ativagdo desta enzima, porém isto se aplica apenas a alguns subtipos (PKCa
e PKC59).
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bisfosfato
HDudroxlacetona - ' Gliceraldeido-3P
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Figura 4. Mecanismos envolvidos na ativacdo da via da PKC. A hiperglicemia é responsavel pela ativacdo da PKC e
como consequéncia tem-se 0 aumento do estresse glico-oxidativo. A inibicdo da enzima GAPDH ocasionado pelo
aumento da disponibilidade de NADH (devido ao maior desvio de glicose para a via dos poliois) e aumento da produgéo
de EROs tem como principal consequéncia o acimulo do seu substrato, gliceraldeido-3P. O excesso de gliceraldeido-3P
é convertido a diidroxiacetona-P (DHAP) através da acdo de uma enzima denominada triose fosfato isomerase. A DHAP
aumenta a producéo de metilglioxal, um precursor de AGEs e também aumenta a producéo de diacilglicerol (DAG), um
importante ativador da PKC. Além disto, o peréxido de hidrogénio (H.0,) produzido em abundéncia durante o estresse
oxidativo, também promove ativacdo da PKC através da fosforilacdo em residuos de tirosina. Fonte: De autoria propria,
2023; Nor et al., 2022.

O aumento da via da hexosamina € o quinto mecanismo pelo qual a hiperglicemia crénica
favorece o estresse glico-oxidativo e esta representado na figura 5. Na hiperglicemia crénica, ocorre
um excesso da oferta de glicose e &cidos graxos para as vias oxidativas, e isto contribui para a
patogénese das complicacdes relacionadas ao DM via aumento do fluxo da frutose-6-fosfato pela via
da hexosamina (DE GEEST; MISHRA, 2022; GIACCO; BROWNLEE, 2010b). Nesta via, a frutose-
6-fosfato é deslocada da via glicolitica e se torna substrato de uma enzima chamada glutamina frutose-
6-fosfato aminotransferase (GFAT), que converte a frutose-6-fostato em glicosamina-6-fosfato,
utilizando a glutamina como fonte de amina (COSTANTINO et al., 2017; GIACCO; BROWNLEE,
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2010). O excesso de frutose-6-fosfato no DM pode ser explicado tanto pelo aumento na oferta de
glicose para a via glicolitica, como também pela inibi¢cdo da GAPDH (consequéncia do aumento da
disponibilidade de NADH devido ao aumento da via dos poliois bem como do aumento na producao
de EROs). Assim, as concentracfes de frutose-6-fosfato aumentam dentro da célula e aumenta,
consequentemente, a acdo da enzima GFAT. O excesso de glicosamina-6-fosfato € convertido em
difosfato de uridina N-acetilglucosamina (UDP-N-GIcNAc), causando orto-glico-n-acilagdo em
residuos de serina e treonina de proteinas citoplasmaticas e nucleares, alterando suas fungdes
(GIACCO; BROWNLEE, 2010). Além disto, a glicosamina-6-fosfato pode interagir com diversas
biomoléculas, alterando suas fungdes biologicas, incluindo o DNA (COSTANTINO et al., 2017;
GIACCO; BROWNLEE, 2010b). A ativacdo desta via também pode aumentar o estresse oxidativo
através da deplecdo da molécula de GSH (DE GEEST; MISHRA, 2022; KANETO et al., 2001).
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Figura 5. Mecanismos envolvidos na via da hexosamina. A hiperglicemia e a resisténcia a insulina sdo responsaveis por
aumentar a oferta de glicose e &cidos graxos para as vias oxidativas e com isto, uma das consequéncias é o aumento da
atividade da enzima GFAT. Fatores como o aumento da via dos poliois que culmina maior disponibilidade de NADH
concomitante com o aumento da producdo de EROs sdo cruciais na inibicdo da enzima GAPDH (citado anteriormente),
assim, maiores niveis de frutose-6P serdo desviados para a via da hexosamina. Nesta via, a frutose-6P € convertida em
glicosamina-6P através da acao da enzima GFAT. O excesso de glicosamina-6-fosfato é convertido em UDP-N-GIcNAc,
que por sua vez, promove disfuncdo celular, disfuncdo de proteinas citoplasmaticas e nucleares bem como aumenta
estresse oxidativo via deplecdo de sistemas antioxidantes endogenos. Fonte: De autoria propria, 2023; Giacco; Brownlee,
2010.

O aumento na producdo de EROs por vias citadas anteriormente em um quadro de DM também
participa da oxidacao de lipideos circulantes e aqueles presentes em LDL, assim como os lipideos

encontrados em membranas plasmaticas. Este processo denomina-se peroxidacao lipidica (LPO) e
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um dos produtos formados é o malondialdeido (MDA), utilizado como um importante biomarcador
da peroxidacao lipidica (DHAM et al., 2021; GIANAZZA et al., 2019). A LPO é um processo no
qual EROs atacam lipideos, especialmente aqueles que possuem ligacBes duplas carbono-carbono,
incluindo os acidos graxos poli-insaturados, resultando em uma variedade de produtos. Os produtos
primarios da LPO sao os hidroperdxidos lipidicos (LOOH) e alguns dos produtos secundarios sdo o
malondialdeido (MDA), mais mutagénico, o 4-hidroxinonenal (4-HNE), mais toxico e o glioxal
(ARORA:; VIG; ARORA, 2012; AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014; DHAM et al., 2021). No
contexto atual estudos mostram a utilizacdo do 4-HNE como um importante biomarcador de LPO em
sindromes metabolicas, como o DM, por ter um aumento significativo tanto no plasma quanto em
tecidos, e este aumento correlaciona-se com a prevaléncia das complicacfes diabéticas (DHAM et
al., 2021).

A lipoxidacdo, por outro lado, descreve a formacdo de adutos covalentes entre produtos da
peroxidacdo lipidica e macromoléculas como proteinas, fosfolipideos e DNA, e os principais produtos
formados séo dienos conjugados, aduto lipideo-DNA e aduto lipidico-proteico (AUGUSTINE et al.,
2021; REQUENA etal., 1996). As células respondem a LPO de acordo com as condi¢des metabdlicas
especificas e capacidade de reparo, podendo assim promover a sobrevivéncia ou induzir a morte
celular. Sob condicgdes fisioldgicas ou baixas taxas de LPO, as células estimulam sua manutencéo e
sobrevivéncia por meio de defesas antioxidantes, porém sob altas taxas de LPO as células nédo
conseguem reparar os danos, e assim ocorre a indugdo da apoptose ou necrose (AUGUSTINE et al.,
2021; AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014).

2.4 Mecanismos de defesas antioxidantes e componentes de maquinaria de detoxificacdo de
AGEs

A prevaléncia de vias aerdbicas para a obtencao de energia (metabolismo oxidativo) favorece
a producdo de EROs mesmo em condicdes fisioldgicas, o que o levou ao desenvolvimento dos
mecanismos de defesa na forma de agentes ou sistemas antioxidantes (Figura 6). Um agente ou
sistema antioxidante é aquele capaz de diminuir a velocidade, impedir ou eliminar os danos oxidativos
em moléculas alvo. No DM, além do aumento na producdo de EROs por diferentes vias e processos,
ocorre juntamente uma diminuigdo nas atividades de algumas enzimas antioxidantes, como a
superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase (CAT), tanto por alteragdes
observadas nestas proteinas pela acdo das EROs ou por eventos glicativos (KALUDERCIC; DI LISA,
2020; RAJENDRAN et al., 2014).

A principal funcdo das enzimas antioxidantes é converter as EROs em moléculas de O, néo

reativas, e/ou formar H>O. A interacdo antioxidante-EROs acontece muito mais rapido do que a
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interacdo das EROs com pequenas moléculas no interior das células e, por isso, a presenca dos
antioxidantes € essencial para a eliminacdo das EROs (FORMAN; DAVIES; URSINI, 2014;
FORMAN; ZHANG, 2021).

Durante o processo de geracdo de EROs, 0 Oz € o principal intermediario reativo de O, 0
qual é rapidamente dismutado a H2O- espontaneamente e/ou por a¢do catalitica da SOD. O H2O> sofre
acdo da CAT e/ou da GSH-Px, originando H20. O O2" e 0 H202 podem originar outras ERO muito
reativas, incluindo o acido hipocloroso (HOCI) por a¢do da mieloperoxidase (MPO); OH" pela reacéo
de Fenton; peroxinitrito (OONO") pela reacdo com o 6xido nitrico (NO) (FORMAN; ZHANG, 2021;
JHA et al., 2016). Portanto, o efeito antioxidante é de extrema importancia para o controle do estresse

glico-oxidativo.
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Figura 6. Sistemas de defesas antioxidantes do organismo. O oxigénio, através da cadeia transportadora de elétrons
(CTE), promove o aumento da geragdo de radical anion superdxido (O2") que é dismutado pela agdo da superdxido
dismutase (SOD) em peroxido de hidrogénio (H202). O H,O pode ser eliminado sob a forma de dgua através da acéo de
duas enzimas antioxidantes: (i) catalase (CAT) e (ii) glutationa peroxidase (GSH-Px). Para GSH-Px exercer sua atividade
€ necessaria a oxidacao da molécula de GSH em GSSG. O ciclo € restaurado pela agdo da glutationa redutase (GSH-Rd),
no qual promove a redu¢do da GSH com concomitante oxida¢do do NADPH & NADP*. Por fim, o excesso de H,O, pode
reagir com o ferro, através da reacdo de Fenton, originando o radical hidroxila (OH"), pode gerar o &cido hipocloroso
(HOCI) através da acdo da mieloperoxidase (MPO) presente nos fagocitos e pode reagir com o 6xido nitrico (NO),
formando o peroxinitrito (OONO"). Fonte: De autoria propria, 2023; Kaludercic; Di Lisa, 2020.

Ainda, neste contexto, ja sdo conhecidas as a¢fes antioxidantes endogenas da molécula de
glutationa. Assim, niveis diminuidos deste antioxidante estdo relacionados com a exacerbagéo do
estresse glico-oxidativo no DM. A molécula de glutationa reduzida (GSH) é oxidada (GSSG) pela
acdo da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px), esta utiliza como substrato H.O> bem como

hidroperoxidos lipidicos. A regeneracdo da glutationa em sua forma reduzida ocorre via acdo da
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glutationa redutase (GSH-Rd), a qual utiliza como poder redutor o NADPH, para reduzir GSSG em
GSH (BHABAK; MUGESH, 2010; FORMAN; ZHANG, 2021).

Uma outra enzima antioxidante, ndo menos importante, é a paraoxonase 1 (PON 1), uma
enzima plasmatica que circula associada a HDL (Figura 7). Sua funcéo principal é a hidrdlise de
perdxidos lipidicos, tais como ésteres de colesteril e fosfolipideos, protegendo as lipoproteinas
(especialmente a LDL) contra o ataque das EROs (AVIRAM et al., 2000; MOHAMMED et al.,
2022). Quando as EROs atacam componentes na LDL, ocorre a formacdo da LDL-oxidada, que é
fagocitada pelos macrofagos, iniciando o processo de geracdo das células espumosas e formacdo da
placa aterosclerotica. Sendo assim, atividade da PON 1 é de extrema importancia e contribui para o
potencial antiaterogénico da HDL (MOHAMMED et al., 2022; ROZENBERG et al., 2003).

Mazur (1946) e Aldridge (1953) desempenharam um papel fundamental na identificagéo e
classificacdo da PON 1. Inicialmente ela foi identificada como A-esterase, mas depois se tornou
conhecida como paraoxonase devido a sua capacidade de desintoxicar o composto organofosforado
paraoxon, um metabolito toxico do Paration (pesticida agricola). A PON 1 pertence a uma familia de
trés tipos de paraoxonase, PON 1, PON 2 e PON 3. PON 1 e PON 3 séo sintetizadas principalmente
no figado e encontradas principalmente no plasma em associacdo a HDL. No contexto atual, sabe-se
que além da atividade organofosfatase que a familia de paraoxonase exerce, outras atividades ja estdo
sendo atribuidas, tais como: a atividade arilesterase e lactonase, por exemplo (MOHAMMED et al.,
2022). Todas as paraoxonases (PON 1, PON 2 e PON 3) possuem a capacidade de hidrolisar varios
intermediarios oxidados, bem como a homocisteina tiolactona, um aminoécido sulfurado que
participa do metabolismo da metionina, e tem sido considerado um fator de risco para aterosclerose
cerebral, coronariana e periférica. No entanto, a PON 1 é o subtipo que apresenta a maior capacidade
antioxidante, sendo considerada a paraoxonase mais importante. Desta forma, a PON 1 tem papel
protetor via atenuacdo do estresse oxidativo e protecdo das membranas celulares contra a peroxidagéo
lipidica, atenuando a aterosclerose (ADIGA; BANAWALIKAR; MENAMBATH, 2022;
CHISTIAKOQV et al., 2017; MOHAMMED et al., 2022; SHUNMOOGAM; NAIDOO; CHILTON,
2018).

Além disto, a PON 1 demonstrou ter um efeito protetor nas células B-pancreaticas contra as
altas concentracGes de glicose, desempenhando um papel benéfico na secrecdo de insulina. Neste
contexto, Lee e colaboradores (2018), indicaram que peptideos permeaveis as células conjugados
com proteinas (PEP-1-PON1) protege as celulas B-pancreaticas de citotoxicidade induzida por
citocinas, aliviando a toxicidade promovida pelo estresse oxidativo/nitrosativo e inflamacéo.
Portanto, os autores concluiram que a trasnducdo da PON 1 mediada por PEP-1 pode ser um método
eficaz para reduzir a distrui¢do e disfungdo das células B-pancredticas mediada por autoimunidade.

Ademais, outros estudos ja reportaram que animais deficientes no gene da PON 1 apresentaram um
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aumento significativo do estresse oxidativo e, por outro lado, animais que superexpressavam 0s genes
da PON 1 apresentaram uma diminui¢do na producéo do hidroperoxido lipidico (KIM et al., 2015;
MORRIS et al., 2001).

PON 1 e PON 3 associadas a
HDL na circulagdo sanguinea

' Figado l
Prevencdo da oxidacao da HDL e LDL
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Figura 7: Principais a¢@es atribuidas a PON. A PON 1 esta associada a HDL, sintetizada no figado e atua principalmente
prevenindo a oxidacdo de HDL e LDL na corrente sanguinea. Em um quadro de DM, sabe-se que 0 estresse oxidativo é
caracterizado pelo aumento na geracdo das EROs que podem, por sua vez, oxidar componentes da LDL, levando a
formacé&o das células espumosas e a principal consequéncia é a formacao da placa aterosclerética. Assim, a PON 1 previne
a aterosclerose e possiveis complicagdes cardiovasculares. Fonte: Adaptado Mohammed et al., 2022.

Os sistemas enzimaticos dependentes de glioxalase e aldeido desidrogenase séo responsaveis por
detoxificar adutos de agucares precoces (produtos de Amadori) e compostos carbonilicos reativos,
tais como glioxal e metilglioxal (EMEL’YANOV, 2017; KUMAR; CHITRA; REDDY, 2016; OTT
etal., 2014). O metilglioxal é um composto aldeido altamente reativo formado principalmente durante
a glicolise (KALAPOS, 2008). Em pacientes diabéticos, os niveis plasmaticos de metilglioxal séo

elevados, o0 que mostra sua relacdo com a fisiopatologia do DM (WANG et al., 2007). A formacéo
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excessiva do metilglioxal é causada pelo aumento de sua producgéo e/ou diminui¢do de componentes
responsaveis pela sua detoxificacdo, como o sistema da glioxalase.

O sistema da glioxalase é um mecanismo muito importante de detoxificacdo de metilglioxal
consistindo em duas enzimas: a glioxalase 1 (GLO 1) e glioxalase 2 (GLO 2). Ambas as enzimas
catalisam reac6es sucessivas e dependentes da molécula de GSH e convertem compostos cabonilicos,
tal como o metilglioxal, em acido latico. A GLO 1 catalisa a isomeriza¢éo do hemitioacetal (formado
ndo enzimaticamente a partir do metilglioxal e GSH) para S-D-lactoilglutationa, e a GLO 2 catalisa
a hidrdlise de S-D-lactoilglutationa em lactato, regenerando GSH utilizada na reacéo catalisada por
GLO 1 (RABBANI; THORNALLEY, 2015). A diminuicdo da formacéo intracelular de AGEs esta
relacionada com o aumento na expressdo da glioxalase, reduzindo o estresse oxidativo e apoptose
celular. Contudo, quando o estresse oxidativo supera a capacidade do sistema da glioxalase, este pode
ndo ser suficiente na diminuicdo dos niveis de metilglioxal (XUE et al., 2012).

Além dos sistemas que eliminam os precursores de AGEs tal como o sistema da glioxalase,
também existe o complexo AGE-R, que consiste em trés receptores distintos: AGER-1/OST-48,
AGER-2/80K-H e AGER-3/galectin-3, que esta envolvido na sinalizacdo de AGE e na endocitose de
proteinas modificadas por AGEs. O receptor AGER-1/OST-48 ¢é encontrado nas células mesangiais,
endoteliais, neuronais, fibroblastos, macrofagos, entre outras. No rim, sua expressao esta diminuida
em patologias, incluindo o DM (KHALID; PETROIANU; ADEM, 2022; KUMAR; CHITRA;
REDDY, 2016; OTT et al., 2014). No figado também ha expressdo de AGER-1/0OST-48, AGER-
2/80K-H e AGER-3/galectin-3, sendo destacado 0 AGER-3, e estes encontram-se diminuidos em
patologias como o DM e cirrose, por exemplo (BUTSCHEID et al., 2007). Este receptor, quando
ativado, aumenta a velocidade de remocdo dos AGEs, uma vez que promove a endocitose e
degradacdo de proteinas modificadas, portanto também possui um papel protetor contra agressdes
mediadas pelo estresse oxidativo, e assim previne lesdes celulares e teciduais (KUMAR; CHITRA,;
REDDY, 2016; OTT et al., 2014a).

O receptor AGER-1 se op0e ao receptor RAGE, ou seja, aos seus efeitos pro-inflamatérios. Sua
atividade consiste na inibi¢do da atividade da NADPH oxidase, diminuicdo do estresse oxidativo,
bem como a sinalizacdo mediada pelas ERO. O principal mecanismo envolvido é a inibi¢cdo do NF-
kB por desacetilagdo, através da sirtuina 1 (SIRT 1), o que resulta na diminui¢do da inflamagao e
estresse oxidativo. Além disto, os efeitos benéficos do AGER-1 podem ser atribuidos a longa cauda
extracelular com alta aderéncia a AGE, que interfere competitivamente com as interacfes AGE-
RAGE (VLASSARA; STRIKER, 2011). Por fim, a inducéo de mecanimos de detoxificacdo de AGEs,
tal como o sistema da glioxalase e o receptor AGER-1, conferem protegéo contra eventos de glicacao,

impedindo o acimulo de intermediarios altamente reativos (HOLLENBACH, 2017).
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2.5. Utilizacéo de bioativos com atividades antioxidante e antiglicacdo no manejo do DM

Antioxidantes sdo agentes quimicos ou biologicos capazes de neutralizar a agdes das EROs
através de diversos mecanismos, tais como: (i) sistemas cataliticos para neutralizar ou desviar EROs;
(ii) ligacdo ou inativacdo de ions metalicos para prevenir a geracdo de EROs pela reacdo de Haber-
Weiss; (iii) acdo “scavanger”, em outras palavras, sequestrando diretamente as EROSs; (iv)
transferindo elétrons das EROs (KANWUGU et al., 2021; KHAN et al., 2015; RAJENDRAN et al.,
2014). Diversos estudos avaliaram os efeitos de varios antioxidantes (incluindo vitaminas, polifenais,
carotenoides, entre outros) no DM e suas complica¢fes (KANWUGU et al., 2021; KHAN et al.,
2015). Embora os resultados provenientes de diversos estudos baseados na utilizacédo de antioxidantes
no manejo e/ou prevencdo das complicacdes do DM demonstrarem os mais diversos resultados, a
grande maioria envolvendo modelos animais obtiveram resultados positivos e promissores, 0 que
torna este assunto atual e alvo de inimeros outros estudos (KHAN et al., 2015).

Aumentar a ingestao de antioxidantes pode prevenir varias doencas e reduzir problemas de salde.
Os aditivos alimentares na dieta estdo ganhando popularidade com os passar dos anos. Diversos
estudos demonstraram a capacidade antioxidante de vitaminas de origem natural na promoc¢éo da
saude e bem-estar. A suplementacédo dietética regular com frutas e vegetais tem sido associada com
um aumento nos niveis de componentes antioxidantes no plasma (JOHN; ZIEBLAND, 2004;
OZMEN et al., 2016).

Normalmente nutracéuticos clinimente Uteis na ativacdo de Nrf2, tém potencial como indutores
de GLO 1(CAPECE et al, 2022; TIBULLO et al., 2017). Alguns nutracéuticos interagem
covalentemente com residuos de Keapl, impedindo-o de se ligar a Nrf2 no citoplasma, e permitindo
assim que o Nrf2 seja transportado para o nlcleo, onde promove a transcri¢do nao apenas de GLO 1,
mas também de outras enzimas antioxidantes (CAPECE et al., 2022; PORASUPHATANA et al.,
2012). Estudos ja demonstram a capacidade do &cido alfa lipoico na interagdo com Keap, 0 que
mobiliza o Nrf2 para o nlcleo, aumentando a transcri¢do de enzimas antioxidantes, incluindo a GLO
1 (CAPECE et al., 2022; GOSSELIN; CHRAPOWITZKY; RIDEOUT, 2019; HEINISCH et al.,
2010; MANDANI et al., 2021).

Sabendo da importancia da contribuicdo do estresse glico-oxidativo para a instalacdo das
complicacdes relacionadas ao DM, a utilizagdo de nutracéuticos que podem contribuir para 0 aumento
das defesas antioxidantes via Nrf2, podem ter um potencial benéfico para prevencao de complicagdes
diabéticas. Por fim, o estudo envolvendo nutracéuticos e seus beneficios tornam-se adequados e
importantes ndo sé por diminuirem a geragdo das espécies reativas, mas por aumentarem a expressao
de componentes responsaveis pela detoxifacdo de AGEs. Neste contexto, Tabrez e colaboradores

(2015) concluiram que o licopeno € capaz de reduzir processos de glicacdo e, consequentemente a
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formacdo dos AGEs atraves da diminuicdo da expressdo de RAGE, os receptores dos AGEs, e
diminuicao de proteinas inflamatdrias, tais como NF«B, TNF-a, MMP-2,

S&o notdrias as pesquisas envolvendo a utilizagdo de nutracéuticos no combate e inibicdo de
AGEs. Nutracéuticos, derivados de fontes alimentares e disponiveis como suplementos dietéticos,
tém sido principalmente investigados em estudos pré-clinicos. Muitos estudos avaliaram estes
compostos como potenciais agentes terapéuticos anti-AGE e mostraram efeitos positivos nas
complicacdes diabéticas, incluindo a nefropatia e retinopatia. No entanto, a duracdo das intervencoes
necessarias para se obter um efeito benéfico na reducdo dos AGEs ainda € algo que exige maiores
estudos (ROORDA, 2017).

Uma vez que a hiperglicemia cronica € um dos principais fatores envolvidos no estabelecimento
das complicagcdes do DM, o tratamento da doenca tem como principal objetivo a manutencdo dos
niveis glicémicos proximos a normalidade. Vale lembrar que a hiperglicemia crénica pode ocasionar
alteragdes em longo prazo nas células, fendmeno este conhecido como “memoria metabolica”,
caracterizada pela persisténcia das complicacfes relacionadas ao DM mesmo ap6s o alcance de um
efetivo controle glicémico (CERIELLO et al., 2012).

Insulina e agentes antidiabéticos orais tém sido as principais opc¢des utilizadas no tratamento do
DM. A prospeccdo de estratégias terapéuticas que contribuam para o alcance de um efetivo controle
glicémico no diabetes mellitus tipo 1 é extremamente importante, pois podem prevenir tanto a
ocorréncia de efeitos adversos da insulinizacdo (incluindo episddios de hipoglicemia) quanto o
desenvolvimento das complicacfes diabéticas relacionadas ao estresse glico-oxidativo. Algumas
substancias de origem natural podem atuar de forma sinérgica com farmacos ja utilizados
clinicamente, permitindo a reducdo das doses necessarias para produzir o efeito desejado e,
consequentemente, minimizando os efeitos adversos (CASANOVA; COSTA, 2017).

A utilizacdo de terapias combinadas entre antidiabéticos com o objetivo de alcancar um melhor
controle glicémico, preservando as células [-pancreaticas, e atenuado os impactos deletérios da
memoria metabolica ja sdo conhecidas e sua principal acdo é diminuir o risco de complicacdes
diabéticas (CAHN; CEFALU, 2016; MOTTA et al., 2022). Contudo, estudos envolvendo os efeitos
benéficos das associacOes entre bioativos naturais e drogas anti-hiperglicémicas sdo necessarios para
0 avancgo do conhecimento. Neste contexto, Figueiredo e colaboradores (2020)observaram os efeitos
benéficos e promissores que foram alcancados no tratamento de ratos diabéticos em modelo de DM
experimental do tipo 1 (induzidos com estreptozotocina) com metformina, um farmaco ja utilizado
na clinica médica, associado com o licopeno, um antioxidante natural. Neste estudo foi concluido que
a associacdo de metformina e licopeno pode atuar sinergicamente no controle da glicemia pos-
prandial, dislipidemia e estresse glicoxidativo, bem como aumento das defesas antioxidantes,

surgindo como uma estratégia terapéutica promissora para atenuar as complicacdes diabéticas.
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Com os achados promissores obtidos por Figueiredo e colaboradores (2020) com a associagao de
metformina e licopeno em um modelo de DM experimental do tipo 1, tal como descrito anteriormente,
surgiu a necessidade de investigar o potencial benéfico que esta associacdo poderia alcangcar em um
modelo de resisténcia a insulina / obesidade. Assim, Motta e colaboradores (2022) demonstraram que
camundongos submetidos ao modelo experimental de resisténcia a insulina e obesidade (alimentados
com dieta hiperlipidica) e tratados com a associacdo de metformina e licopeno apresentaram uma
melhora significativa da resisténcia a insulina e toleréncia a glicose bem como aumentou a atividade
de enzimas antioxidantes, tal como a PON 1. Os autores concluiram que esta associa¢do (metformina
+ licopeno) apresentou um potencial benéfico principalmente em mitigar o estresse glico-oxidativo

envolvido nas complicag6es relacionadas ao DM.

2.5.1. Licopeno

O licopeno é um carotenoide isdmero aciclico do f-caroteno com onze duplas ligagdes
conjugadas e duas ligagdes ndo conjugadas (figura 8), portanto é altamente insaturado. E responsavel
pela coloracdo vermelha de tomates frescos e seus produtos processados (CEFALI et al., 2009). O
processamento do tomate é o processo no qual é encontrado a maior concentracdo de licopeno
(PELLICANO et al., 2019). E também encontrado em alguns microrganismos e outros vegetais, tais
como melancia, mamao e goiaba. Apds sua absorcao, o licopeno é transportado via LDL, onde pode
atuar como um potente antioxidante in vivo (YANG et al., 2012). Inumeras propriedades sdo
atribuidas ao licopeno, tais como: anticancerigenas (MEKURIA et al., 2020); antioxidantes (IMRAN
et al., 2020); anti-inflamatérias (SHI et al., 2022); anti-ateroscleréticas (CHIVA-BLANCH et al.,
2020); anti-hiperlipidémica (WANG et al., 2018); antiobesogénica e antidiabética (ZHU et al., 2020);
anti-lesdo hepatica aguda (WANG et al., 2018). O desenvolvimento e aplicacdo de licopeno em

alimentos, medicamentos e cosméticos vém ganhando destaque na area da pesquisa.

Figura 8. Estrutura do licopeno. Fonte: Adaptado Cefali et al., 2009.
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E valido ressaltar que o licopeno exerce uma potente atividade antioxidante, especialmente
contra radicais derivados de oxigénio e tem a maior capacidade de extin¢do de oxigénio singlete entre
todos os carotendides em sistemas bioldgicos e isto pode acontecer através de diversos mecanismo,
tais como: (i) adicdo de radicais a cadeia do polieno; (ii) transferéncia de elétrons do licopeno para
os radicais; (iii) eliminacdo de 4&tomos de hidrogénio do licopeno (GOENAWAN et al., 2022). Alguns
estudos atribuiram o consumo de suco de tomate na promog¢do de diversos beneficios a saude,
reduzindo os niveis de biomarcadores relacionados ao estresse oxidativo, inflamac&o e dislipidemia
(GHAVIPOUR; SOTOUDEH; GHORBANI, 2015; JACOB et al., 2008).

Outra acdo importante atribuida ao licopeno é seu potencial em promover reducao nos niveis
de colesterol relacionado as seguintes acdes: (i) capacidade de inibicdo de HMG-CoA redutase,
que catalisa a formacdo de ésteres de colesterol no figado; (iii) inibicdo da sintese de receptores da
LDL, protegendo as células do acimulo de colesterol (PALOZZA et al., 2012). Muitos dos beneficios
relacionados & ingestdo de tomate e seus derivados tém sido atribuidos a presenga do licopeno. Bernal
et al. (2013) observou que a administracdo de licopeno a ratos alimentados com dieta
hiperlipidica/hipercolesterolémica reduziu o desenvolvimento de esteatose hepatica; tal beneficio foi
associado a reducdo nos niveis circulantes de triacilglicerdis e dos niveis urinarios de isoprostano
(marcador de estresse oxidativo).

Em relacdo aos beneficios do licopeno no DM, tem sido demonstrado uma importante acéo
na atenuacao da disfuncao endotelial e o estresse oxidativo, reduzindo os niveis de LDL-0x, portanto
contribui para a reducédo do risco cardiovascular (ZHU; WANG; XU, 2011). O licopeno também é
capaz de proteger os rins contra a nefropatia diabética, via reducdo do estresse oxidativo, promovendo
aumento nas enzimas antioxidantes SOD, CAT (ALI; AGHA, 2009) e GSH-Px, e reducao nos niveis
de malondialdeido (MDA), marcador de peroxidacao lipidica (GUO; TU; HU, 2008). Ainda, foram
descritas as a¢Oes protetoras do licopeno contra o dano oxidativo no DNA, proteinas e lipideos e na
modulagdo da comunicacéo intercelular, inibindo a proliferagdo de células tumorais no endomeétrio e
pulmdes (ALI; AGHA, 2009). Estudo realizado por Ozmen et al. (2016) demonstrou que o licopeno
¢ capaz de atuar sobre as células B pancredticas, prevenindo sua destruicdo e consequentemente
atenuando o0s prejuizos na secre¢do de insulina. O licopeno tambem foi capaz de diminuir a
vacuolizacdo das ilhotas de Langerhans, ou seja, reduziu a degeneracdo celular pancreatica. J no
contexto atual, foi demonstrado uma importante acdo do licopeno na ativacdo de um ativador
transcricional de genes antioxidantes, fator nuclear eritréide relacionado ao fator 2 (Nrf2),
culminando aumento na expresséo das enzimas antioxidantes (GOENAWAN et al., 2022).

A prospecgéo de estudos envolvendo fitoquimicos é realidade em nosso laboratorio. Em um

dos estudos realizado por Assis e colaboradores (2017) observaram os diversos beneficios alcangados
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apos os tratamentos de ratos diabéticos durante 50 dias com iogurte enriquecido com combinagdes
de fitoquimicos: curcumina (extrato dos rizomas de Curcuma longa, contendo 65% de curcumina),
licopeno (extrato de tomate, contendo 10,13% de licopeno) ou bixina (extrato das sementes de Bixa
orellana, contendo 60% de bixina). Os tratamentos com as misturas curcumina + bixina ou
curcumina + licopeno apresentaram efeitos combinados, que preservaram os beneficios alcangados
com os tratamentos isolados: nos tratamentos combinados, houve reducdo em biomarcadores de
disturbios do metabolismo de carboidratos e lipideos (efeitos da curcumina), aumento nos niveis de
HDL (efeitos dos carotenoides, licopeno ou bixina) e reducdo no estresse oxidativo (efeitos da
curcumina e dos carotenoides). Os efeitos combinados das misturas curcumina + licopeno ou
curcumina + bixina também preveniram a oxidacdo de LDL, sugerindo que a suplementagdo com
misturas de fitoquimicos tenha potencial para prevenir ou atenuar complica¢des cardiovasculares no
DM.

Outro estudo elaborado por Figueiredo e colaboradores (2020) avaliaram o beneficio do
tratamento de ratos diabéticos em modelo estreptozotocinico com licopeno (extrato de tomate,
contendo 10,13% de licopeno; 45 mg/kg) e/ou metformina (cloridrato de metformina 99,56%; 250
mg/kg) durante um periodo experimental de 30 dias. Diversos beneficios foram atribuidos ao
licopeno, tais como: (i) parametros fisioldgicos: redugdo da ingestdo alimentar, urinéaria e volume
urinario; (ii) parametros biogquimicos: reducdo da glicemia e atenuacdo da dislipidemia; (iii)
marcadores de estresse glico-oxidativo: reducdo das concentragfes de proteinas carboniladas (PCO),
AGEs e de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS); (iv) defesas antioxidantes:
aumento das atividades de PON1, SOD, CAT e GSH-Px. Estes resultados reiteram o potencial
benéfico que de fato pode ser alcancado através da utilizagdo do licopeno em um modelo experimental
mimetizando o DM tipo 1.

Ainda, neste mesmo estudo, foi avaliado a acbes promissoras a associacdo de metformina +
licopeno. Como dito anteriormente, alguns fotoquimicos podem atuar de forma sinérgica ou aditiva
aos farmacos ja utilizados clinicamente, como € o caso da metformina, permitindo tanto a reducéo de
doses como a diminuigé@o dos efeitos adversos. Foi observado neste estudo uma maior reducdo da
glicemia promovida pela associacdo de metformina + licopeno que impactou positivamente na
promocéo de reducdo nos niveis plasméticos de AGEs fluorescentes e TBARS, cujas quedas foram
mais significativas que aquelas de animais tratados com metformina ou licopeno isoladamente.
Tambéem houve uma reducdo maior das concentracdes de colesterol total e diminuicdo dos niveis de
ALT. Além dos efeitos promissores da associagdo metformina + licopeno em biomarcadores
plasmaticos de animais diabéticos, foram também observados seus efeitos benéficos no figado e rins.
Com base nestes resultados obtidos através do tratamento de ratos diabéticos (modelo

estreptozotocinico) com licopeno e/ou metformina, tornou-se extremamente importante e promissor
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0 estudo da associacdo de licopeno + insulina (em menor dose), um farmaco mais adequado e

utilizado para este modelo experimental (mimetizando DM tipo 1).

2.5.2. Acido alfa lipoico

O é&cido alfa lipoico (CgH1402S2; AL) é um composto natural também conhecido como éacido
1,2-ditiolano-3-pentanoico (BUSBY et al., 1999; GOLBIDI; BADRAN; LAHER, 2011). Trata-se de
um composto do tipo dissulfeto que atua como coenzima em rea¢6es mitocondriais catalisadas pelas
enzimas complexo da piruvato desidrogenase ¢ a-cetoglutarato desidrogenase, estas envolvidas em
processos oxidativos de producédo de energia. Conforme demonstrado na figura 9, a presenca de um
carbono assimétrico em sua estrutura quimica (representado na figura 9) confere a molécula a
existéncia de duas formas enantibmeéticas: R-acido alfa lipoico e S-acido alfa lipoico, sendo apenas o
enantidmero R-acido alfa lipoico capaz de exercer funcdo bioldgica nas reacGes oxidativas
mitocondriais (GOLBIDI; BADRAN; LAHER, 2011; REED, 1998).

S—S
4 Acido alfa lipoico
COOH (forma oxidada)
e b Acido dihidrolipoico
K/K/\/\ (forma reduzida)
COOH
S—S ] "
MN \/\/YCOOH Lipoillisina
O NH;

Figura 9. Estrutura do &cido alfa lipoico. Fonte: Adaptado de Rochette et al., 2015.

Os vegetais e tecidos animais contém quantidades de R-acido alfa lipoico detectadas na forma
de lipoillisina (ligacdo de AL em residuos de lisina especificos). As fontes vegetais mais abundantes
sdo: espinafre, brocolis e tomate enquanto as os tecidos animais com maior abundancia de AL sdo
figado, coragdo e rins (ROCHETTE et al., 2015).

O AL tem propriedades hidrofilicas e hidrofébicas, sendo amplamente distribuido em plantas
e animais tanto nas membranas celulares como no citosol, podendo exercer suas fun¢ées em ambos

os locais (ROCHETTE et al., 2015). Nas células que possuem mitocdndrias, o acido alfa lipoico é
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reduzido a acido dihidrolipoico, em reacdo dependente de NADH, enquanto em células desprovidas
de mitocéndrias, a reducdo do acido alfa lipoico a &cido dihidrolipoico ocorre via reacdo catalisada
pela enzima tioredoxina redutase, dependente de GSH (GOLBIDI; BADRAN; LAHER, 2011;
JONES et al., 2002). Tanto o acido alfa lipoico quanto o acido dihidrolipoico promovem beneficios
no combate ao estresse oxidativo através de alguns mecanismos: (i) promovem a eliminacdo do
excesso de ERO, prevencdo da peroxidacdo lipidica de membranas e de danos as proteinas; (ii)
participam da regeneracdo de antioxidantes, incluindo vitaminas C e E, além de promoverem aumento
nos niveis de GSH; (iii) reparacdo de proteinas oxidadas; (iv) regulacdo de fatores de transcricao
envolvidos na expressdo génica de componentes citoprotetores (NRF 2 e PPARS); (V) inibicdo da
ativacdo do NF-kB (DUGBARTEY et al., 2022; EVANS; GOLDFINE, 2000; MARITIM;
SANDERS; WATKINS, 2003). Em estudo realizado por Rochette e colaboradores (2015)
demonstraram que o ALA participa no combate a resisténcia a insulina, melhora o metabolismo
energeético prevenindo a neuropatia diabética, uma complica¢do importante relacionada ao DM.

Como dito anteriormente, as mitocéndrias sdo uma importante fonte intracelular de pré-
oxidantes que podem aumentar a producdo de espécies reativas. Evidéncias indicam o papel
fundamental de uma enzima do ciclo de Krebs (a-cetoglutarato desidrogenase) como um componente
do sistema antioxidante mitocondrial € um “sensor” de estado redox, principalmente induzindo
mudancgas criticas no metabolismo mitocondrial celular afim de prevenir danos oxidativos (MCLAIN;
SZWEDA; SZWEDA, 2011; ROCHETTE et al., 2015). Assim, a a-cetoglutarato é excepcionalmente
sensivel ao estresse oxidativo, sofrendo inibi¢do totalmente reversivel mediada via aumento da
producdo de espécies reativas. O AL também participa do sistema antioxidante mitocondrial, é um
cofator essencial para 0 componente E2 de complexos de a-cetoacido desidrogenase, piruvato
desidrogenase, a-cetoacido. Por fim, o R-4cido alfa lipoico € um cofator para 4 complexos
enzimaticos na mitocondria, e € essencial para a producdo de energia e a regulacdo do metabolismo
de carboidratos e proteinas (ROCHETTE et al., 2015; VALDECANTOS et al., 2012).

Khamaisi et al. (1997) demonstraram que ratos diabéticos (inducdo com estreptozotocina)
tratados com 30 mg/kg de &cido alfa lipoico por 10 dias apresentaram diminuicdo nos niveis
glicémicos, aumento no conteddo de GLUT 4 nos musculos esqueléticos. Devido ao fato de os
animais diabéticos tratados com acido alfa lipoico ndo apresentarem reducgdo da glicemia de jejum,
0s autores sugeriram que o efeito de reducdo da glicemia néo esteja relacionado com inibi¢do na
producdo hepatica de glicose, mas sim com uma maior utilizagéo da glicose pelos tecidos periféricos,
incluindo os musculos esqueléticos. Assim, 0s autores sugeriram gque 0 aumento no contetdo proteico
de GLUT 4 nos musculos esqueléticos tem relagdo com a diminuicdo nos niveis glicémicos em

animais tratados com acido alfa lipoico.
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Budin et al. (2009) também demonstraram ac¢Ges benéficas do &cido alfa lipoico em ratos
diabéticos (induzidos com estreptozotocina) tratados durante oito semanas; 0s autores observaram
reducdo na glicemia de jejum destes animais, bem como aumento na atividade de SOD no plasma e
diminuicao nos niveis de MDA e 4-HNE, tanto no plasma quanto na aorta. Estes achados reiteram a
acdo acido alfa lipoico em atenuar o estresse oxidativo in vivo, diminuindo a peroxidacéo lipidica no
tecido vascular. Estudo realizado por Ghelani e colaboradores (2018) demonstrou resultados
interessantes quanto ao potencial antiglicagdo do acido alfa lipoico, este verificado via utilizacdo de
sistema-modelo in vitro de glicacdo proteica. Ao incubarem a proteina mioglobina (1 mg/mL) com
frutose (1 M), na presenca de acido alfa lipoico (1, 2 e 4 mM), os autores observaram uma inibigéo
significativa na formacéo de AGEs fluorescentes, durante o periodo de 30 dias. Além disto, o &cido
alfa lipoico diminuiu in vitro os niveis da frutosamina (biomarcador de glicagdo inicial), o qual pode
estar diretamente associada a diminuicdo observada nos niveis de AGEs (biomarcador de glicacédo
avancada). A incubacdo com &cido alfa lipoico também diminuiu a liberacéo de ferro da mioglobina,
resposta esta atribuida a protecdo da mioglobina contra as agressdes promovidas pela frutose. Neste
trabalho também foi demonstrado o efeito protetor do &cido alfa lipoico contra eventos oxidativos na
mioglobina, observado principalmente pela diminuicdo nos niveis de proteinas carboniladas a
aumento dos grupos nos grupos tiois proteicos na mioglobina. Deste modo, os achados deste estudo
enfatizam o potencial benéfico da suplementacdo com &cido alfa lipoico na prevencdo de
complicacdes diabéticas mediadas pelo acimulo de AGEs.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos dos tratamentos de ratos diabéticos (modelo experimental de DM tipo 1),
durante 30 dias, com dose reduzida de insulina, sozinha ou combinada com licopeno ou com acido
alfa lipoico, sobre alteragdes em pardmetros fisiometabolicos e biomarcadores do estresse glico-

oxidativo.

3.2 Objetivos especificos

A execucéo do presente projeto foi dividida em duas etapas.

A primeira etapa do projeto foi dedicada a avaliacdo dos efeitos da terapia combinada entre

insulina em uma menor dose (1U/dia) e o bioativo natural licopeno (45 mg/kg), em parametros
fisiometabolicos e do estresse glico-oxidativo alterados em sistema-modelo in vivo de DM tipo 1,

com enfoque na avaliacdo das alteracdes renais. Assim, nesta etapa foram avaliados:

o Pardmetros fisioldgicos (massa corporal, ingestdo alimentar, ingestdo hidrica e volume
urinario) bem como as massas dos tecidos corporais (musculos esqueléticos soleus e extensor
digitorum longus, EDL, e tecidos adiposos brancos retroperitoneal e epididimal);

o Niveis de biomarcadores plasmaticos relacionados ao metabolismo de carboidratos e lipideos
(glicose, triglicerideos, colesterol total e colesterol-HDL), marcadores de integridade hepatica (ALT,
ALP), marcadores de disfuncéo renal (creatinina e &cido Urico).

. Niveis proteicos e de fosforilacdo de AKT em musculos gastrocnemius (niveis basais e pos-

estimulacdo com insulina);

o Niveis de frutosamina no plasma;

o Niveis de HbAlc no sangue total;

o Niveis de TBARS no plasma e sobrenadantes de rim;

o Niveis de AGEs fluorescentes no plasma e sobrenadantes de rim;

o Atividade da enzima antioxidante PON 1 no plasma;

o Atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px nos sobrenadantes de rim;

o Niveis de albumina na urina de 24 horas;

o Niveis de marcadores de citoprotecéo relacionados a detoxificagdo de AGEs (niveis proteicos

de glioxalase 1 e AGER 1 nos rins).
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A segunda etapa do projeto consistiu na avaliacdo dos efeitos da terapia combinada entre insulina

em uma menor dose (1U/ dia) e o &cido alfa lipoico (doses de 50 mg/kg ou 25 mg/kg), em parametros
fisiometabolicos e do estresse glico-oxidativo em sistema-modelo in vivo de DM tipo 1, com énfase

na avaliacdo das alteracdes renais e hepaticas. Assim, nesta etapa foram avaliados:

o Pardmetros fisioldgicos (massa corporal, ingestdo alimentar, ingestdo hidrica e volume
urinario) bem como as massas dos tecidos corporais (musculos esqueléticos soleus e extensor
digitorum longus, EDL, e tecidos adiposos brancos retroperitoneal e epididimal);

o Niveis de biomarcadores plasmaticos relacionados ao metabolismo de carboidratos e lipideos
(glicose, triglicerideos, colesterol total e colesterol-HDL), marcadores de integridade hepatica (ALT,
ALP), marcadores de disfuncao renal (&cido Urico).

o Niveis de frutosamina no plasma;

o Niveis de HbAlc no sangue total;

o Niveis de TBARS no plasma e sobrenadantes de figado e rim;

o Niveis de AGEs fluorescentes no plasma e sobrenadantes de figado e rim;

o Atividade da enzima antioxidante PON 1 no plasma;

o Atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px nos sobrenadantes de figado e
rim;

o Niveis de albumina na urina de 24 horas;

o Niveis de marcadores de citoprotecdo relacionados a detoxificagdo de AGEs (niveis proteicos

de glioxalase 1 e AGER 1 nos rins).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais experimentais

Ratos Wistar machos (Rattus norvegicus) pesando 140-160 g (6 semanas de idade) foram
mantidos sob condi¢bes controladas de temperatura (23 = 1°C), umidade (55 + 5%) e ciclo
claro/escuro (12 horas) no Biotério do Departamento de Andlises Clinicas da FCF/UNESP,
Araraquara. Durante todo o periodo experimental, os ratos receberam &gua e dieta comercial
(Presence Nutricdo Animal, Paulinia, SP, Brasil) ad libitum. Os animais permaneceram nestas
condigdes durante 48 horas antes do inicio dos experimentos.

Todos os procedimentos experimentais realizados neste trabalho foram aprovados pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal da FCF/UNESP, Araraquara (CEUA/FCF/CAr 13/2020).

4.2 Inducéo do diabetes mellitus experimental

Primeiramente, os animais foram submetidos a um jejum de 12 horas. O modelo experimental
de DM tipo 1 foi induzido através de uma injecdo unica de 40 mg/kg de estreptozotocina (STZ)
dissolvida em citrato 0,01 M (pH 4,5) via intravenosa (veia jugular). Para este procedimento, a
inalacdo de isoflurano foi utilizada como método anestésico. Ratos normais, ndo diabéticos, também
foram jejuados e receberam apenas tampao citrato, pela mesma via.

Os experimentos foram iniciados trés dias apds a administracdo de STZ. Ratos com glicemia
pos-prandial igual ou superior a 250 mg/dL foram utilizados na composi¢do dos grupos diabéticos.
Os animais foram distribuidos nos diferentes grupos experimentais de acordo com os valores médios
de glicemia e massa corporal (pareamento). Este foi considerado o dia “0” do experimento, e assim

deu-se inicio aos tratamentos.

4.3 Tratamento dos animais diabéticos com insulina e/ou licopeno

Na primeira etapa do projeto, ratos diabéticos foram tratados com insulina (4U/dia e 1U/dia),
licopeno (45 mg/kg/dia) ou com a associacao de insulina 1U/dia + licopeno.

Os ratos foram divididos nos seguintes grupos experimentais:

+ Ratos normais, nao diabéticos (NIOG; n=12)

» Ratos diabéticos, os quais foram divididos em 5 grupos (n=12/grupo):

» Ratos diabéticos tratados com veiculo, iogurte (DIOG);

» Ratos diabéticos tratados com 4U/dia de insulina (D14U) (tratamento padréo);

» Ratos diabéticos tratados com 1U/dia de insulina (D11U) (insulina em menor dose);
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+ Ratos diabéticos tratados com 45 mg/kg de licopeno (DLIC);
» Ratos diabéticos tratados com 1U/dia de insulina + 45 mg/kg de licopeno (DI1U+LIC).

Devido a sua baixa solubilidade em &gua, o extrato de tomate em pd rico em licopeno
(Lycopersicon esculentum Mill., 10.13% licopeno, Ningbo Vitax Biotechnology Company, Ltda.,
China) foi incorporado em iogurte (170 g de iogurte contém 9.1 g carboidratos, 6.8 g proteinas, 7.0 ¢
gorduras totais, 126 kcal, Nestlé®, Brasil) através da utilizacdo de um homogeneizador (27.000 rpm),
por 90 segundos em temperatura ambiente (+ 25°C).

As doses diarias de 45 mg/kg de licopeno foram divididas em duas doses de 22,5 mg/kg, e
administradas duas vezes ao dia (8:00 e 17:00 horas), durante 30 dias. O licopeno incorporado em
iogurte foi administrado por via orogastrica (gavagem) em 0,5 mL de iogurte (totalizando 1mL/dia),
cuja dose foi escolhida de acordo com trabalho prévio realizado por Figueiredo et al. (2020).

Os ratos NIOG e DIOG receberam apenas iogurte (veiculo). Insulina foi administrada por via
subcutanea. Tal como o licopeno, as doses diarias de insulina também foram divididas em duas doses
sendo a menor dose de insulina escolhida de acordo com trabalho prévio realizado por Gutierres et
al. (2019); 4U/dia insulina foram administradas na forma duas doses de 2U, as 8:00 e 17:00 horas, e
1U/dia insulina foi administrada na forma duas doses de 0,5U, as 8:00 e 17:00 horas. A insulina
(Humulin® N, U-100, Eli Lilly do Brasil Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil) foi preparada em cloreto de
sodio (0,85%).

A fim de submeter todos os ratos as mesmas condices de manipulacdo dos tratamentos, animais
dos grupos NIOG, DIOG e DLIC receberam salina (0,85%) por via subcuténea, enquanto os animais
dos DI14U e DI1U receberam 0,5mL de agua via orogéstrica.

4.4 Tratamento dos animais diabéticos com insulina e/ou acido alfa lipoico

Na segunda etapa do projeto, ratos diabéticos foram tratados com insulina (4U/dia e 1U/dia),
acido alfa lipoico (50 mg/kg/dia e 25 mg/kg/dia) ou com a associagdo de insulina 1U/dia + acido alfa
lipoico (50 mg/kg/dia ou 25 mg/kg/dia).

Os ratos foram divididos nos seguintes grupos experimentais:

Ratos normais, ndo diabéticos (NIOG; n=12)

» Ratos diabéticos, os quais foram divididos em 7 grupos (n=12/grupo):

» Ratos diabéticos tratados com veiculo, iogurte (DIOG);

+ Ratos diabéticos tratados com 4U/dia de insulina (D14U) (tratamento padréo);

+ Ratos diabéticos tratados com 1U/dia de insulina (DI1U) (insulina em menor dose);
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» Ratos diabéticos tratados com 50 mg/kg de acido alfa lipoico (DAL50);

+ Ratos diabéticos tratados com 1U/dia de insulina + 50 mg/kg de &cido alfa lipoico

(DILU+DALS50):

» Ratos diabéticos tratados com 25 mg/kg de &cido alfa lipoico (DAL25);

» Ratos diabéticos tratados com 1U/dia de insulina + 25 mg/kg de acido alfa lipoico

(DILU+DAL25).

O écido alfa lipoico (Ibero Magistral, Ltd, Brasil) foi incorporado em iogurte (170 g de iogurte
contém 9.1 g carboidratos, 6.8 g proteinas, 7.0 g gorduras totais, 126 kcal, Nestlé®, Brasil) através
da utilizagdo de um homogeneizador (27.000 rpm), por 90 segundos em temperatura ambiente (+
25°C).

As doses diarias de 50 mg/kg de acido alfa lipoico foram divididas em duas doses de 25 mg/kg,
e administradas duas vezes ao dia (8:00 e 17:00 horas), durante 30 dias. O mesmo foi realizado para
as doses diarias de 25 mg/kg de acido alfa lipoico, as quais foram divididas em duas doses de 12,5
mg/kg e administradas duas vezes ao dia (8:00 e 17:00 horas), durante 30 dias. O &cido alfa lipoico
incorporado em iogurte foi administrado por via orogéstrica (gavagem) em 0,5 mL de iogurte
(totalizando 1mL/dia), cuja doses foram escolhidas de acordo com a literatura (MARITIM;
SANDERS; WATKINS, 2003; SHARMA; CHOPRA; KULKARNI, 2007).

Os ratos NIOG e DIOG receberam apenas iogurte (veiculo). Insulina foi administrada por via
subcutanea. Tal como o acido lipoico, as doses diarias de insulina também foram divididas em duas
doses sendo a menor dose de insulina escolhida de acordo com trabalho prévio realizado por Gutierres
et al. (2019); A insulina (Humulin® N, U-100, Eli Lilly do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) foi
preparada em cloreto de sodio (0,85%).

A fim de submeter todos 0s ratos as mesmas condicGes de manipulacéo dos tratamentos, animais
dos grupos NIOG, DIOG e DLIC receberam salina (0,85%) por via subcuténea, enquanto os animais

dos DI14U e DI1U receberam 0,5mL de 4gua via orogéstrica.

4.5 Parametros fisiologicos, analise temporal da glicemia e finalizacao do experimento

Todos os ratos foram mantidos em caixas de polipropileno (n=4/caixa) durante todo o periodo
experimental, exceto nos dias 0 e 30 de tratamento, onde foram mantidos em gaiolas metabdlicas,
individualmente, para 0 monitoramento da ingestao alimentar, ingestdo hidrica e volume urinario de
cada animal. Para a obtencdo dos pardmetros fisioldgicos, os animais foram mantidos nas gaiolas
metabdlicas por um periodo prévio de trés dias (adaptacdo). Em cada gaiola metabdlica eram

oferecidos 50 g de dieta comercial e 200 mL de agua, bem como havia um frasco para a coleta de
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urina, contendo 500 uL de tolueno para a preservacdo da amostra. Apds a leitura dos parametros
fisiologicos, ou seja, medi¢do do consumo alimentar, ingestdo hidrica e volume urinario, os animais
retornaram para as caixas de polipropileno.

As amostras de urina de 24 horas foram aliquotadas e imediatamente armazenadas a -80°C para
analise semi-quantitativa dos niveis de albumina na urina. Foram utilizadas amostras de urina
coletadas dos animais mantidos em gaiolas metabdlicas, apos 30 dias de tratamento.

A massa corporal foi monitorada semanalmente, durante todo periodo experimental. O ganho de
massa corporal foi determinado pela subtracdo da massa corporal do final do experimento (dia 30)
pela massa corporal do inicio do experimento (dia 0).

A glicemia pés-prandial foi determinada nos dias 0, 10, 20 e 30 de tratamento, sendo o plasma
obtido a partir de amostras de sangue coletadas da cauda de cada animal, 2 horas apds 0s respectivos
tratamentos. A glicemia de jejum foi monitorada apds um periodo de 6 horas de jejum, no 28° dia de
tratamento.

No 29° dia de tratamento, foi realizada uma coleta de sangue, via caudal, em eppendorfs contendo
EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético; 80mg/mL) na seguinte proporcéo, 40 puL de EDTA para
cada 200 pL de sangue, para a anélise dos niveis de hemoglobina glicada (HbA1c).

Ap06s 30 dias de tratamento, o experimento foi finalizado. Os ratos foram jejuados por 5 horas,
anestesiados (5mg/kg de xilazina e 50 mg/kg de quetamina). Em 3 animais de cada grupo, foi
administrada insulina (5 Ul/kg), e em outros 3 animais foi administrada solucdo salina, por via
intraperitoneal, para a investigacdo das alteracbes nos niveis de fosforilacdo da AKT (basal ou
estimulada) em musculos gastrocnemius. Ap6s 10 minutos da administragdo de insulina ou salina,
musculos gastrocmenius foram coletados e armazenados imediatamente a -80°C para as analises
posteriores.

Devido ao grande volume de sangue necessario para as analises, os animais foram eutanasiados
por decapitacdo (com uso de guilhotina) e amostras de sangue total foram coletadas para a obtencéo
do plasma, o qual foi utilizado para as anélises de marcadores bioquimicos, marcadores de estresse
glico-oxidativo e atividade da enzima antioxidante paraoxonase 1 (PON 1).

Tecidos adiposos (retroperitoneal e epididimal) e musculares (musculos esqueléticos soleus e
extensor digitorum longus) foram removidos e pesados. Os rins foram cuidadosamente retirados e
armazenados a -80 °C para posterior analises dos biomarcadores de estresse glico-oxidativo (AGES
fluorescentes e TBARS), enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GSH-Px) e niveis proteicos de
marcadores de detoxificagdo dos AGEs (GLO 1 e AGER-1). O figado também foi retirado e
armazenado a -80 °C para posterior analise dos biomarcadores de estresse glico-oxidativo e enzimas

antioxidantes.
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4.6 Parametros bioquimicos

Amostras de sangue total foram coletadas um dia antes da eutandsia (29° dia de tratamento) para
determinacdo dos niveis de HbAlc, via cromatografia por afinidade; baseia-se na capacidade da
glicose (ligada & HbAlc) de se ligar a derivados do acido borénico imobilizados em resina. A
hemoglobina ndo glicada é eluida e mensurada como o primeiro pico do cromatograma.
Posteriormente, a HbAlc ligada a resina € eluida (com sorbitol), sendo possivel, assim, mensurar a
fracéo glicada da hemoglobina. Foi utilizado o equipamento Premier Hb9210™ (Trinity Biotech), o
qual utiliza os principios de cromatografia por afinidade da HbAlc ao boronato, seguido de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Trinity Biotech Premier Hb9210 Operator’s
Manual).

Niveis plasmaticos de glicose, frutosamina, triglicerideos, colesterol total, HDL-colesterol,
creatinina, acido drico, ALT e ALP foram determinados através de Kits comerciais (Labtest
Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil), em amostras de plasma obtidas ap6s coleta e

centrifugacdo do sangue total.

4.6.1 Determinacao da concentracéao de glicose

A glicemia foi monitorada atraves do método da glicose oxidase, na qual catalisa a oxidacdo da
glicose a acido glicénico e H202. O H.O> reage com 4-aminoantipirina, sob a acdo de uma enzima do
tipo peroxidase, formando uma antipirilquinonimina, monitorada em 505 nm, e cuja intensidade de
absorcdo é proporcional a concentracdo da glicose na amostra (TRINDER, 1969). Os resultados

foram expressos em mg/dL.

4.6.2 Determinacao da concentracao de frutosamina

A glicose se liga aos grupamentos amino das proteinas formando uma base de Schiff
(aldimina), que ap6s um rearranjo molecular, transforma-se em uma cetoamina, mais estavel em
relacdo a imina, denominada frutosamina. Em meio alcalino, a frutosamina é convertida a forma
enolica, a qual reduz o azul de nitrotetrazolio a uma ‘‘formazana purpura’’. A medida da diferenca
de absorbancia, apds incubagdo aos 10 e aos 15 minutos, € proporcional a concentracdo de
frutosamina na amostra. A calibragdo do sistema € realizada com calibrador de matriz bovina,
calibrado com polilisina glicada (BAKER et al., 1985; JOHNSON; METCALF; BAKER, 1983). Os

resultados foram expressos em micromoles/litro (umol/L).
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4.6.3 Determinacéo da concentracéo de colesterol total

A concentracdo de colesterol total foi determinada utilizando sistema de reacGes enzimaticas
acopladas, com colesterol esterase, colesterol oxidase e peroxidase. O produto formado é a
antipirilquinonimina, monitorada em 505 nm, e cuja intensidade de absorcdo € proporcional a

concentracdo de colesterol na amostra (MROZ, 2003). Os resultados foram expressos em mg/dL.

4.6.4 Determinacdo da concentracao de triacilglicerol

A concentracdo de triacilglicerdis foi determinada via reacfes enziméticas acopladas; 0s
triacilglicerois sdo hidrolisados pela lipase, produzindo glicerol e &acidos graxos. O glicerol é
fosforilado pela gliceroquinase, produzindo glicerol-3-fosfato, o qual € oxidado a dihidroxiacetona e
peroxido de hidrogénio sob acdo da glicerol-3-fosfato oxidase. O HO: participa da oxidagdo de 4-
aminoantipirina, pela agdo catalizadora da peroxidase, gerando antipirilquinonimina, monitorada a
505 nm, sendo diretamente proporcional a concentracdo dos triacilgliceréis na amostra (RIFAL;
WARNICK, 2006). Os resultados foram expressos em mg/dL.

4.6.5 Determinacdo da concentracdo de HDL-colesterol

O polianion composto por fosfotungstato de sodio e ions de magnésio forma complexos estaveis
com a superficie das lipoproteinas VLDL, LDL e quilomicrons. Os complexos formados com as
particulas do colesterol-HDL presentes no soro ndo se estabilizam, ficando sujeitos a acdo detergente
do polioxietileno lauril éter, solubilizando-se. Em seguida, ocorre a acdo de colesterol esterase,
colesterol oxidase e peroxidase sobre o colesterol em HDL, resultando na formagéo de um cromdforo
0 qual é diretamente proporcional a concentracdo de colesterol presente na lipoproteina HDL da
amostra (RIFAI; WARNICK, 2006). Os resultados foram expressos em mg/dL.

4.6.6 Determinacdo da concentracéo de creatinina

A concentracdo de creatinina foi determinada pela agdo da enzima creatinina amidohidrolase,
a qual converte creatinina a creatina. A creatina produzida é hidrolisada a sarcosina e ureia pela agéo
da enzima creatina amidinohidrolase. Em seguida, a enzima sarcosina oxidase promove a
desmetilacdo oxidativa da sarcosina, levando a producéo de glicina, formaldeido e H-O-. Na presenca
de peroxidase, o H.O. formado reage com o N-etil-N-sulfopropil-m-toluidina (ESPMT) e 4-
aminoantipirina, produzindo uma quinoneimina, monitorada a 546 nm (JUNGE et al., 2004).0s

resultados foram expressos em mg/dL.
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4.6.7 Determinacdo da concentracgdo de acido Urico

A concentracdo de &cido Urico foi monitorada via reagdes enzimaticas acopladas. O acido urico é
oxidado a alantoina e H.0O-, através da a¢do da enzima uricase. O H20-, na presenca de peroxidase,
reage com o acido 3,5-dicloro-2-hidroxibenzeno sulfonato (DHBS) e a 4-aminoantipirina, resultando
na formacao de antipirilquinonimina, monitorada a 505 nm. A intensidade da cor vermelha formada
é diretamente proporcional a concentragdo do &cido Urico na amostra (DUNCAN et al., 1982). Os

resultados foram expressos em mg/dL.

4.6.8 Determinagéo da concentracgdo de alanina aminotrasnferase (ALT)

A ALT catalisa a transferéncia do grupo amino da alanina para o a-cetoglutarato, na presenga de
piridoxal-5-fosfato, produzindo piruvato e glutamato; o piruvato é oxidado a acetilfosfato e é gerado
peroxido de hidrogénio via uma oxidase de piruvato. A reacdo final consiste na oxidacao de corante
leuco pelo perdxido de hidrogénio, na presenca de uma peroxidase, com a formacgéo de cromoforo. A
alteracdo da densidade da reflectancia é proporcional a atividade de ALT na amostra (HENRY et al.,
1960; KARMEN; WROBLEWSKI; LADUE, 1955). Os resultados foram expressos em U/L.

4.6.9 Determinagdo da concentracao de fosfatase alcalina (ALP)

A ALP, em meio alcalino, hidrolisa o p-nitrofenilfosfato liberando p-nitrofenol e fosfato
inorganico. A quantidade produzida de p-nitrofenol, monitorada em 405 nm, é diretamente
proporcional a atividade enziméatica da ALP na amostra (BOWERS et al., 1981). Os resultados foram

expressos em U/L.

4.7 Biomarcadores de estresse glico-oxidativo no plasma, figado e rins

4.7.1 Biomarcadores de peroxidacao lipidica

Niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) foram determinados no plasma,
figado e rim através da reacdo com o acido tiobarbitarico (TBA), de acordo com Kohn e Liversedge
(1944). Amostras de figado e rim (0,25 g) foram homogeneizadas em 1 mL de cloreto de potassio
1,15%. Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 g por 10 min a 4 °C e os sobrenadantes
utilizados para as analises. Sobrenadantes de plasma, figado e rim foram previamente
desproteinizados de acordo com o método proposto por Pilz et al. (2000).

Os reagentes utilizados na quantificacdo dos niveis de TBARS foram preparados conforme

descritos a seguir. As solucdes de cloreto de potassio (1,15%), hidroxido de sodio (1,5 M) e &cido
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perclorico (10%) foram preparadas previamente em agua MiliQ. A solucdo de TBA (10 mM) foi
preparada em tampéo fosfato monobésico de potéssio (75 mM, pH 2,5) no dia do experimento. O
1,1°3,3’-tetrametoxipropano (400 pM; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) utilizado para a
construcao da curva padrdo foi preparado em agua MiliQ no dia do experimento.

Em tubos eppendorfs foram pipetados 200 pL de plasma, homogenato, padrbes ou branco e
adicionados 400 pL de hidroxido de sodio (1,5 M). Apds homogeneizacao e incubagdo (30 minutos,
60°C), foram adicionados 400 L de &cido perclérico (10%) e os tubos foram centrifugados (10.000
g por 10 minutos a 4 °C). Os sobrenadantes foram utilizados para a determinagdo dos niveis de
TBARS.

Em tubos eppendorfs de rosca foram pipetados 250 puL do sobrenadante, padrdo ou &gua e
adicionado 500 puL de TBA. O TBA reage principalmente com compostos dienos, incluindo o
malondialdeido, gerando produtos (TBARS) cujos niveis sdo determinados fluorimetricamente no
plasma (comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 510 nm e 553 nm, respectivamente) e

espectrofotometricamente no figado e rim a 535 nm. Os resultados foram expressos em pmol/L.

4.7.2 Biomarcadores de glicagdo avancada

Os niveis dos AGEs fluorescentes foram determinados de acordo com o método proposto por
Costa et al. (2020). Amostras de figado e rim (0,1 g) foram homogeneizadas em 1 mL de tampao
fosfato de sodio (10 mM; pH 7,4). Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 g por 10 min a 4
°C e os sobrenadantes dos homogenatos foram utilizados para a estimativa dos AGEs fluorescentes.

Os reagentes utilizados na estimativa dos AGEs fluorescentes foram preparados conforme
descritos a seguir. A solucédo de fosfato de sodio (10 mM; pH 7,4) foi preparada atraves da utilizacdo
de dois sais (fosfato de s6dio monobasico e fosfato de sddio bibasico). O hidroxido de sodio (0,1 M)
foi preparado previamente em agua MiliQ. A solucgéo de &cido tricloroacético (0,12 M) foi preparada
em agua MiliQ no dia do experimento. As solucdes de cloroférmio (1,21 M ou 2,42 M) foram
preparadas previamente em agua MiliQ.

Em tubos de plastico contendo 21 pL de amostras de plasma ou sobrenadantes dos homogenatos
de figado foram adicionados: 480 pL de &cido tricloroacético (0,12 M), 59 uL de cloroférmio (1,21
M plasma; 2,42 M figado) e 40 L de hidréxido de sodio (0,1 M). Os tubos foram homogeneizados
em vortex e mantidos a 8-10 °C durante 30 minutos e posteriormente centrifugados (10.000 g por 10
minutos a 10 °C) para a obtencao dos sobrenadantes. Ja nos tubos de plasticos contendo 80 uL dos
sobrenadantes dos homogenatos de rim foram adicionados 520 pL de NaOH (0,1 M); os tubos foram
homogeneizados em vortex e centrifugados a 10.000 g durante 10 minutos a 10°C. Em seguida foram
feitas leituras em espectrofluorimetro (comprimentos de onda de excitacdo 370 nm e de emisséo 440

nm). Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias (UA) de fluorescéncia/mg de proteina.
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Os niveis de proteinas totais no plasma foram determinados através do método de Lowry et al. (1951)

e utilizados para correcdo dos resultados.

4.8 Atividade antioxidante no plasma

A atividade da enzima paraoxonase 1 (PON 1) foi determinada pelo monitoramento da
liberacdo do p-nitrofenol (405 nm), de acordo com o método proposto por Costa et al. (1990) e
modificado por Assis et al. (2017).

As solugdes utilizadas na determinacdo da atividade de PON 1 foram preparadas conforme
descritas a seguir. Em uma solucéo de Tris-HCI (30 mM, pH 8,5) foram adicionados cloreto de célcio
(0,3 mM) e cloreto de sodio (0,6 M). Uma solugdo “mae” de paraoxon (120 mM) foi preparada no
dia do experimento em acetona. A partir desta solugdo de paraoxon (120 mM) foi realizada uma
diluicdo (1:40) em agua MiliQ. Assim, a concentragdo da solucdo de paraoxon diluida (1:40) foi de
3 mM.

Nas amostras de plasma foram adicionados 150 pL de tampéo Tris-HCI (30 mM; pH 8,5)
contendo cloreto de calcio (0,3 mM), cloreto de sodio (0,6 M) e paraoxon (1,2 mM). O p-nitrofenol
é liberado através da hidrélise do paraoxon pela acdo catalitica da PON 1. A atividade de PON 1 foi

expressa em unidades/litro (unidade = umoL paraoxon hidrolisado/min).

4.9 Analise semi-quantitativa dos niveis de albuminuria

Os niveis de albumina na urina (analise semi-quantitativa) foram determinados de acordo com o
método descrito por Kakani et al. (2012), com modificacGes feitas por Inécio et al. (2020) e
adaptacdes realizadas no presente estudo.

Nas amostras de urina (coletadas por um periodo de 24 horas, apds 30 dias de tratamento dos
animais) foi realizada a determinacdo da concentracdo de proteinas totais pelo método do vermelho
de pirogalol (WATANABE et al., 1986). Em seguida, com o objetivo de concentrar as amostras de
urina e, assim, viabilizar a aplicacdo dessas amostras em gel de poliacrilamida contendo uma massa
de proteina suficiente para a visualizagdo das bandas de albumina, 500 pL de urina foram adicionados
em tubo do tipo eppendorf e esse volume foi diminuido em equipamento do tipo SpeedVac®
Concentrator, a temperatura ambiente, por um periodo de aproximadamente 12 horas.

Apos o processo de concentragdo, as amostras de urina foram ressuspendidas em diferentes
volumes de tampéo Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8), de forma a alcancar a seguinte condi¢do: massa de 1,33
ug de proteina em 1 pulL de amostra. Apds ressuspensdo das amostras, foi novamente realizada a

determinacédo da concentracédo de proteinas totais, com o intuito de se obter a nova concentracéo de
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proteinas de cada amostra, bem como para a conferéncia do alcance da concentragdo de proteinas
desejada nas amostras.

A anélise da presenga de albumina na urina e a determinacdo semi-quantitativa de seus niveis
foram realizadas via separacdo eletroforética de proteinas em gel de poliacrilamida em condicdes
desnaturantes (SDS-PAGE), seguida de coloracdo do gel para visualizacao das bandas proteicas.

Na etapa de preparo da amostra para a eletroforese, as amostras de urina (previamente
ressuspendidas em tampé&o Tris-HCI) foram preparadas em tampao Laemmli (125 mM Tris-HCI, 4
20% de glicerol, 140 mM dodecil sulfato de sddio (SDS), 200 mM 1,4-dithiothreitol (DTT) e 0,01%
de azul de bromofenol; pH 6,8), na proporcdo 10 uL de amostra + 10 uL de tampao Laemmli.
Amostras contendo 7,5 pg de proteina foram submetidas a eletroforese. Foram preparados géis de
acrilamida/bisacrilamida 10%. Foi utilizado tempo de corrida de 30 minutos no gel de empilhamento
a 60V, e tempo de 90 minutos no gel de separacdo a 120V, em temperatura ambiente.

Ap0s a corrida e a separacdo eletroforética, as bandas das proteinas separadas no gel foram
visualizadas pela coloracao dos géis com solucédo de Azul de Coomassie (0,01% Coomassie Brilliant
Blue R-250, 10% (v/v) metanol e 10% (v/v) de acido acético glacial). Os géis ficaram na solucéo de
coloracdo por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, houve o processo de descoloragéo
dos géis com solucdo contendo 10% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de &cido acético glacial, realizado
em trés etapas (20 minutos, 10 minutos e 5 minutos a temperatura ambiente).

Os géis foram fotografados e a analise da intensidade das bandas proteicas referentes a aloumina
foi realizada usando o Programa ImageJ 1.53a (Institutos Nacionais de Saude, EUA). A analise semi-
quantitativa dos niveis de albumina na urina foi realizada por meio de determinacdo da intensidade
de bandas de albumina nas amostras de urina em comparacao a intensidade das bandas de albumina
pura, conduzidas como padréo do ensaio. Como padrdo de albumina, foi utilizada solucdo contendo
albumina de soro bovino na concentracdo de 50 mg/ml, sendo aplicadas massas de 1,00; 0,50; 0,25
ug/poco. A anélise densitométrica da intensidade de bandas de albumina pura permitiu a elaboragao
de uma curva padrdo, possibilitando o calculo do fator. Os resultados foram expressos em termos de

ug de albumina/7,5 pg de proteina total.

4.10 Defesas antioxidantes no figado e rins

4.10.1 Preparacdo das amostras

Amostras de figado e rim (0,1 g) foram homogeneizadas em 1 mL de tampao fosfato de sddio (10
mM; pH 7,4). Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 g por 10 min a 4 °C e os sobrenadantes

dos homogenatos foram utilizados para a determinacdo das atividades das enzimas antioxidantes
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descritas a seguir. Os niveis de proteinas totais foram determinados através do método descrito por

Lowry et al (1951) e utilizados para correcdo dos resultados.

4.10.2 Atividade da superdxido dismutase (SOD)

A atividade de SOD foi determinada através do monitoramento da inibicdo da reducdo do
nitroblue tetrazolium chloride (NBT), de acordo com método proposto por Beauchamp e Fridovich
(1971).

As solugdes utilizadas para a analise da atividade de SOD no figado e nos rins foram preparadas
conforme descrito a seguir. A solugdo de fosfato de sodio e potéssio (53 mM; pH 7,8) foi preparada
através da utilizacdo de dois sais: fosfato dissédico e fosfato de potassio monobésico, os quais foram
pesados e solubilizados em agua MiliQ. A solucdo de NBT (10 mM) foi preparada em frasco
eppendorf em agua MiliQ no dia do experimento. As solucdes de EDTA (10 mM) e de xantina (5
mM) foram preparadas em agua MiliQ. Por fim, a solucdo de xantina oxidase foi preparada em
tampao fosfato de sddio e potassio (53 mM; pH 7,8).

Para a realizagdo do experimento, foi preparada uma “solucao de trabalho” contendo: 500 pL de
tampdo fosfato de sodio e potassio (53 mM; pH 7,8), 100 uL de xantina (5 mM) e 10 L de EDTA
(10 mM). Para cada amostra (40 pL) foram pipetados 200 pL da solucdo de trabalho, 30 pL de NBT
(10 mM) e 30 pL da solugéo de xantina oxidase.

A xantina oxidase promove a oxida¢do da xantina, gerando o radical &nion superéxido o qual, por
sua vez, reduz o NBT a uma formazana. A SOD catalisa a dismutacdo do radical anion superdxido,
inibindo a reducdo do NBT, monitorado em 550 nm. Os resultados foram expressos em U/mg

proteina.

4.10.3 Atividade da catalase (CAT)

A atividade de CAT foi monitorada pelo consumo de perdxido de hidrogénio (H20-), de acordo
com Beers e Sizer (1952).

Para a andlise da atividade da CAT foram utilizadas as soluc¢des descritas a seguir. A solugéo de
fosfato de potéssio (50 mM; pH 7,0) foi preparada atraves da utilizacdo de dois sais: fosfato de
potassio monobasico e fosfato de potassio dibasico, os quais foram pesados e solubilizados em agua
MiliQ. Para a realiza¢do do experimento, foi preparada uma “solugdo de trabalho” contendo: 50 mL
da solucdo de fosfato de potassio (50 mM; pH 7,0) e 50 L de peroxido de hidrogénio (10 mM).

Para cada amostra (10 pL) foram pipetados 290 pL da solucéo de trabalho e a atividade da CAT
foi monitorada em 230 nm. Os resultados foram expressos em mmol de H>02 consumido/min/mg

proteina.
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4.10.4 Atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px)

A atividade de GSH-Px foi determinada pelo monitoramento da oxidacdo da nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato, forma reduzida (NADPH) em NADP+ (forma oxidada), de acordo
com Rush e Scandiford (2003).

As solucdes utilizadas para a analise da atividade de GSH-Px no figado e rins foram preparadas
conforme descrito a seguir. A solucéo de Tris-HCI (53 mM; pH 7,6) contendo EDTA (5,29 mM) foi
preparada em agua MiliQ. As solucdes de NADPH (3 mM) e de glutationa redutase foram preparadas
em tampdo Tris-HCI (53 mM; pH 7,6) contendo EDTA (5,29 mM). As solugdes de glutationa
reduzida (1,5 mM) e de perdxido de hidrogénio foram preparadas em agua MiliQ.

Para a realizagdo do experimento, foi preparada uma “solucdo de trabalho” contendo volumes
iguais das solucGes de NADPH (3 mM), glutationa reduzida (1,5 mM) e glutationa redutase. Para
cada amostra (50 pL) foram pipetados 170 pL da solucdo de Tris-HCI (53 mM; pH 7,6) contendo
EDTA (5,29 mM), 60 pL da solugédo de trabalho e 20 uL da solucdo de perdxido de hidrogénio.

A GSH-Px catalisa a oxidacdo do metabdlito glutationa (GSH) na presenga de H>O. A glutationa
em sua forma oxidada (GSSG) é, entdo, reduzida em GSH pela a¢do da enzima glutationa redutase
(GSH-Rd), com concomitante oxidacdo do NADPH em NADP+, monitorado em 340 nm. Os
resultados foram expressos em mmol de NADPH oxidado/min/mg proteina.

4.10.5 Dosagem de proteinas totais

As proteinas foram quantificadas no plasma e nos sobrenadantes dos homogenatos dos tecidos
(figado e rim) de acordo com o método de Lowry et al. (1951). O principio do método baseia-se na
utilizacdo de uma mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosforico, denominada reagente
Folin-Ciocalteau, que sofre uma reducdo quando reage com proteinas, na presenca de cobre,
monitorada a 660 nm. A albumina bovina foi utilizada como padréo. Os resultados foram expressos
como mg de proteina / mL.

4.11 Niveis proteicos e de fosforilacdo da AKT nos musculos e niveis proteicos de AGER-1 e

glioxalase 1 nos rins (Western blotting)

Musculos gastrocnemius e rins foram homogeneizados (Polytron Omni THO1, Kennesaw, GA,
USA) em tampéo contendo 50 mM de Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM de cloreto de sodio (NaCl), 1 mM
de EDTA, 1% de Triton X-100, 24 mM de deoxicolato de sodio, 0,01% de dodecil sulfato de sodio,
10 mM de pirofosfato de sédio, 100 mM de fluoreto de sédio, 10 mM de ortovanadato de sodio, 1,5
MM de aprotinina, 1 mM de fluoreto de fenilmetanossulfonil (PMSF) e 2,1 uM de leupeptina. Os
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homogenatos foram centrifugados a 11.900 g a 4°C por um periodo de 30 minutos, e 0s sobrenadantes
foram utilizados para determinacéo dos niveis de proteina (LOWRY et al., 1951). Tamp&o de amostra
contendo 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 no dia do experimento, na proporgéo 15 uL de
amostra em 15 pL de tampéo (gastrocmenius) e na propor¢édo 10 pL de amostra em 25 uL de tampéo
(rins).

Amostras contendo de 30 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 a
60 V, e 90 minutos no gel de separacdo a 120 V, em temperatura ambiente). Em seguida, as proteinas
foram eletrotransferidas do gel para membranas de nitrocelulose (tempo de transferéncia de 3 horas,
0,35 mA a 4°C).

Em seguida, as membranas foram incubadas overnight a 4°C com anticorpos primarios
especificos (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 acido 4-iodofenilborénico e 5,3
mM de H>O2, 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
0 LI-COR Image Studio 4.0.

Tabela 1: Anticorpos primarios e secundarios, dilui¢bes e condi¢des de armazenamento.

Anticorpos o S Condigdes de
Primarios STEITGESS Gl DrEEe armazenamento
AGER-1 . . 0
(DDOST) Elabscience® E-AB-63923 1:750 -20°C
GLO1 Elabscience® E-AB-15072 1:500 -20°C
Anti--actina Cell Signaling #5057 1:1000 20°C
(controle interno)
Anti-AKT (pan) Cell Signaling #4691 1:1000 -20°C
Anti-fosfo-[Ser . . )
473]-AKT Cell Signaling #4060 1:1000 -20°C
SA ntICOI:p_OS Empresa Cddigo Diluicéo ConErmses
ecundarios armazenamento
Anti-rabbit . . ) o
conjugado-HRP Cell Signaling #7074 1:1000 -20°C
Anti-mouse . . _ .
conjugado-HRP Sigma-Aldrich A5441 1:5000 -20°C

Fonte: autoria propria, 2023.
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4.12 Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM). Diferencas
entre os grupos experimentais foram analisadas por analise de variancia One-Way (ANOVA) seguida
por teste Student-Newman-Keuls. O teste de t-Student pareado foi utilizado para comparacées
intragrupos em relacdo ao dia 0. Diferencas estatisticas foram considerados quando p<0.05. As
analises foram determinadas através do programa GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, San
Diego, California, USA).



Capitulo 1
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5. RESULTADOS

5.1 A terapia combinada 1U/dia de insulina + licopeno (45 mg/kg) aumentou o ganho de

massacorporal e diminuiu a polifagia, a polidipsia e a poliaria em ratos diabéticos

Conforme esperado, 3 dias ap6s a administracdo de STZ, os ratos diabéticos que receberam
veiculo, iogurte (DIOG), apresentaram uma diminuicdo nos valores de massa corporal e,
consequentemente, o ganho total de massa corporal foi menor do que aquele observado nos animais
normais, nao diabéticos (NIOG; Figura 10). Ao final dos 30 dias de experimento, observou-se que
ratos DIOG também apresentaram uma diminuicdo nas massas de musculos esqueléticos e de tecidos
adiposos (Tabela 2), o que pode explicar, pelo menos em parte, 0s menores valores de massa corporal
e de ganho de massa corporal. Em comparacdo aos ratos NIOG, os ratos DIOG também apresentaram
polifagia, polidipsia e polidria (Figura 11), manifestacGes classicas deste modelo experimental de
DM tipo 1.

NIOG vs DIOG, DI1U, DLIC, p<0,05
DIOG vs DI4U, p<0,05
(A) | = (8)
DI4U vs DI1U, DLIC, p<0,05
DIMU+LIC vs DIMU, DLIC, p<0,05
——

NIOG vs DIMU+LIC, p<0,05
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o 11 # 200-
5 3
8 300- LA # g T b be
p . « | Nl 5 150-
g # g # # # : he
T — #
ET 250 ##1 1, @ =
© 4
% M . o lle £~ 100 ac
a 21 #¥ @ a
] ] ©
& 200 ° col
= =
<
: Min 5
w 1504 U -t ©
T r r r T 0
Sem 7 14 21 30

tratamento
Dias de tratamento

1 NIOG EN DIOG @E D4U = DY Em DLIC B DI1U+LIC

Figura 10. Evolugdo da massa corporal e ganho total de massa corporal de animais diabéticos tratados com insulina em
menor dose (1U/dia) e licopeno (45 mg/kg), sozinhos ou em combinacéo, apos 30 dias de tratamento. Evolugcdo da massa
corporal (A) e ganho total de massa corporal (B). Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
n = 10. As diferencas entre os grupos foram analisadas utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-Newman-
Keuls (p<0,05). a, diferengas com NIOG; b, diferencas com DIOG; c, diferengas com DI4U; d, diferengas com DI1U; e,
diferencas com DLIC; #, diferenca com o dia 0.
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Figura 11. Ingestéo alimentar, ingestéo hidrica e volume urinério de animais diabéticos tratados com insulina em menor
dose (1U/dia) e licopeno (45 mg/kg), sozinhos ou em combinagdo, no inicio (dia 0) e final (dia 30) do experimento.
Ingestdo alimentar 0 dias (A); ingestdo alimentar 30 dias (B); ingestdo hidrica 0 dias (C); ingestao hidrica 30 dias (D);
volume urindrio 0 dias (E) e volume urinario 30 dias (F). Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). n = 10. As diferencas entre os grupos foram analisadas utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-
Newman-Keuls (p<0,05). a, diferengas com NIOG,; b, diferencas com DIOG; c, diferengas com DI4U; d, diferencas com
DI1U; e, diferencas com DLIC; #, diferenca com o dia 0.
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O tratamento de ratos diabéticos com 4U/dia de insulina preveniu todos os distlrbios em
parametros fisioldgicos observados no DM tipo 1, ou seja, 0s animais DI4U apresentaram uma
diminuigdo nos valores relacionados a ingestdo hidrica, alimentar e volume urinario (Figura 11). O
tratamento com 4U/dia de insulina também preveniu a perda de massas de tecidos musculares
esqueléticos e adiposos (Tabela 2), o que justifica, pelo menos em parte, 0 aumento da massa corporal
observado nestes animais (Figura 10).

Ratos diabéticos tratados com uma menor dose de insulina, 1U/dia (DI1U), apresentaram um
aumento nos valores de massa corporal apds 30 dias de tratamento, alcangando valores maiores do
gue os observados nos ratos DIOG; contudo o ganho total de massa corporal nos animais DI1U foi
menor do que aquele observado nos animais DI14U (Figura 10). Ratos DI1U também apresentaram
um aumento nas massas de musculos esqueléticos e tecidos adiposos (Tabela 2), o que contribui para
explicar a maior massa corporal nestes animais. Em relacdo a ingestdo alimentar, ingestao hidrica e
volume urinario (Figura 11), ratos DI1U apresentaram uma melhora nestes parametros, porém foi
uma melhoria menos efetiva do que aquela observada nos animais tratados com 4U/dia de insulina.

Apds 30 dias de tratamento, nenhuma alteracdo significativa foi observada nos ratos diabéticos
tratados somente com licopeno (DLIC) no que diz respeito aos parametros massa corporal, ingestdo
alimentar, ingestdo hidrica e volume urinario. Em outras palavras, ratos DLIC apresentaram um
menor ganho de massa corporal (Figura 10B), corroborado pelas menores massas de musculos
esqueléticos e tecidos adiposos observadas nestes animais ap6s 30 dias de tratamento (Tabela 2).
Também foi observado que o tratamento com licopeno, sozinho, ndo melhorou os parametros
fisiolégicos alterados no DM experimental (ingestdo alimentar, ingestdo hidrica e volume urinario),
apo6s 30 dias de tratamento (Figura 11). Sendo assim, foi observado que o tratamento de ratos
diabéticos somente com o licopeno ndo atenuou a perda de massa corporal tipica desse modelo de
diabetes, bem como ndo promoveu uma melhoria nos parametros fisiol6gicos, uma vez que ratos
DLIC apresentaram perfil de resposta semelhante aos ratos DIOG.

O tratamento de ratos diabéticos com a terapia combinada de 1U/dia de insulina + licopeno
(DILU+LIC) levou a um maior aumento nos valores de massa corporal em relacdo aos ratos DIOG,
DI1U e DLIC, ap6s 30 dias de tratamento (Figura 10). Justificando 0 aumento de massa corporal nos
animais DILU+LIC, maiores massas de musculos esqueléticos e tecidos adiposos foram observados,
essas massas foram inclusive maiores do que aquelas observadas nos ratos DIOG e DLIC (Tabela 2).
Em conjunto, um maior ganho de massa corporal foi observado nestes animais. Diversos beneficios
foram observados com o tratamento de ratos diabéticos com a associacdo 1U/dia de insulina +
licopeno nos parametros fisiologicos: houve diminuigcdo da ingestdo alimentar, hidrica e volume

urinario, quando comparado aos ratos DIOG. E valido ressaltar que a diminui¢do da ingestio
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alimentar promovida em ratos diabéticos pelo tratamento com a associacdo 1U/dia de insulina +

licopeno foi maior do que aquela promovida pelos tratamentos isoladamente. (Figura 11B).
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Tabela 2. Massas de musculos esqueléticos (gastrocnemius), tecidos adiposos brancos (epididimal e retroperitoneal) e rins de animais diabéticos tratados

com insulina em menor dose (1U/dia) e licopeno (45 mg/kg), sozinhos ou em combinagdo, apos 30 dias de tratamento.

Tecidos NIOG DIOG DI14U DI1U DLIC DILU+LIC
Misculo gastrocnemius 1.59 + 0.05 0.98 + 0.16? 1.57 + 0.05" 1.36+0.19 1.10 + 0.122¢ 1.46 + 0.16P¢
(9/100 g massa corporal)

Tecido adiposo epididimal 4.67 +0.67 1.60 + 0.32 4.22 +0.38" 2.97 + 0.462b< 1.88 + 0.172¢d 3.64 + 0.620¢
(9/100 g massa corporal)

Tecido adiposo

retroperitoneal 592 +0.74 1.02 +0.262 4.79 + 0.66° 2.93 + 0.602P 1.22 + 0.12acd 3.63 + 0.872be
(9/100 g massa corporal)

Rins 1.37+0.05 1.62 + 0.142 1.42 + 0.06" 1.50 + 0.14 1.49 +0.11 1.44 +0.08

(9/100 g massa corporal)

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). n = 10. As diferencas entre os grupos foram analisadas utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-
Newman-Keuls (p<0,05). a, diferengas com NIOG,; b, diferengas com DIOG,; c, diferencas com DI4U; d, diferencas com DI1U; e, diferencas com DLIC; #, diferenca com o dia 0.
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5.2 A terapia combinada 1U/dia de insulina + licopeno (45 mg/kg) diminuiu a glicemia e

aumentou a sensibilidade a insulina nos muasculos esqueléticos em ratos diabéticos

Ratos normais, ndo diabéticos, que receberam iogurte (NIOG), apresentaram niveis de
glicemia pos-prandial em valores considerados normais (= 99 mg/dL), e estes valores se
mantiveram ao longo dos 30 dias de tratamento (Figura 12A). A indugéo do DM tipo 1
experimental foi eficaz, uma vez que todos os grupos de ratos diabéticos (DIOG, DI4U, DI1U,
DLIC, DI1U + LIC) apresentaram valores médios de glicemia em torno de 380 mg/dL, trés dias
apos a administragdo de STZ, este considerado o dia 0 do experimento (Figura 12A). Ao longo
dos 30 dias de experimento, ratos DIOG apresentaram um aumento progressivo nos niveis
glicémicos, alcancando valores médios de 565 mg/dL ao final dos 30 dias de experimento
(Figura 12A). Além disto, ratos DIOG apresentaram maiores valores de AUC da glicemia pos-
prandial (Figura 12B) e de glicemia de jejum (6 horas de jejum) (Figura 12C), quando
comparados aos valores de ratos NIOG. Ratos DIOG também apresentaram uma diminuicao
significativa (57%) nos niveis de fosforilagdo da AKT estimulada por insulina nos masculos
esqueléticos, quando comparados aos valores observados em ratos NIOG, indicando assim um
comprometimento na sensibilidade a insulina (Figura 13).

O tratamento de ratos diabéticos com 4U/dia de insulina foi significativamente efetivo na
promocdo de diminuicdo nos valores de glicemia pds-prandial, em todos os tempos estudados
(Figura 12A). Apds 30 dias de tratamento, ratos DI4U apresentaram diminuicdes da glicemia
pos-prandial (93%, figura 12A) e da glicemia de jejum (65%, figura 12C), bem como da AUC
da glicemia pds-prandial (76%; figura 12B), quando comparados aos valores em ratos DIOG.
Vale a pena aqui destacar que os niveis glicémicos nos ratos DI4U foram significativamente
menores do que os observados nos ratos NIOG (Figura 12A), o que pode tornar, em longo
prazo, estes animais mais susceptiveis a um quadro de hipoglicemia, apesar deste fato néo ter
sido observado na AUC da glicemia pds-prandial (Figura 12B), e nem mesmo na glicemia de
jejum (Figura 12C). Ratos DI4U apresentaram niveis basais de fosforilacdo da AKT, nos
musculos esqueléticos, maiores do que os observados nos ratos NIOG (Figura 13), o que pode
contribuir para explicar os menores valores de glicemia pds-prandial observados em animais
DI4U em relagdo aos animais N1OG.

Ratos diabéticos tratados com 1U/dia de insulina também apresentaram uma diminui¢do da
glicemia pos-prandial em todos os tempos estudados (dia 30), esta diminuigéo foi de 50% em
relacdo aos valores de glicemia de ratos DIOG (Figura 12A). Também foi observada uma

diminuicdo da AUC da glicemia pés-prandial (38%, figura 12B) e da glicemia de jejum (53%,
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figura 12C) nos animais DI1U, em relagdo aos ratos DIOG. No entanto, é valido ressaltar que
o0 tratamento com 1U/dia de insulina foi menos eficaz na conquista de um efetivo controle
glicémico de ratos diabéticos, uma vez que promoveu uma menor diminui¢do da glicemia em
comparacdo ao tratamento com 4U/dia de insulina. No entanto, é interessante observar que 0s
niveis de fosforilacdo basal de AKT em musculos de ratos DI1U foram maiores em relacdo aos
valores encontrados nos grupos NIOG, DIOG e DI4U. No entanto, ap6s o estimulo com
insulina, os niveis de fosforilagdo de AKT em musculos de ratos DI1U foram semelhantes aos
niveis observados nos ratos NIOG e DI4U, porém foram maiores do que 0s niveis observados
nos ratos DIOG (Figura 13).
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Figura 12. Valores temporais de glicemia pds-prandial e glicemia de jejum apés 30 dias de experimento de animais
diabéticos tratados com insulina em menor dose (1U/dia) e licopeno (45 mg/kg), sozinhos ou em combinag&o.
Respostas temporais da glicemia p6s-prandial (A), area sob a curva da glicemia pés-prandial (B), glicemia de 6
horas de jejum (C). Os valores estdo expressos como média * erro padrdo da média (EPM). n = 10. As diferencas
entre os grupos foram analisadas utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-Newman-Keuls (p<0,05).
a, diferencas com NIOG; b, diferencas com DIOG,; c, diferencas com DI4U; d, diferencas com DI1U; e, diferencas

com DLIC; #, diferenga com o dia 0.
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O tratamento de ratos diabéticos com licopeno diminuiu discretamente os niveis de
glicemia pos-prandial de ratos diabeticos, em comparacdo aos significativos efeitos dos
tratamentos com 4U/dia ou 1U/dia de insulina neste pardmetro bioquimico; ademais, os niveis
glicémicos de animais DLIC foram mantidos em valores semelhantes ao longo de todo periodo
de tratamento (Figura 12A). Em relagéo aos ratos DIOG, o tratamento com licopeno promoveu
uma pequena diminui¢do nos niveis glicémicos (29%; figura 12A), ap6s 30 dias de tratamento
e, analisando a AUC da glicemia pds-prandial, é possivel observar que os efeitos do licopeno
foram menores do que aqueles promovidos pelos tratamentos com insulina, nas doses de 4U/dia
ou 1U/dia (Figura 12B e C). Os niveis de fosforilacdo da AKT estimulados por insulina nos
musculos esqueléticos de animais DLIC foram menores do que os observados nos ratos NIOG,
DI4U e DI1U (Figura 13), o que vai ao encontro do perfil de resposta observado na glicemia.
Embora a fosforilagdo de AKT nos animais DLIC, ap6s estimulo com insulina, tenha sido
discretamente maior do que aquela observada nos ratos DIOG, nenhuma diferenca estatistica
foi observada na comparacéo entre ratos DLIC e DIOG.

Os melhores resultados em relacdo ao controle glicémico foram observados nos ratos
tratados com a associacdo de insulina 1U/dia + licopeno: foi observada uma significativa
diminuicdo da glicemia pds-prandial (70%, figura 12A) em relacdo aos valores encontrados em
ratos DIOG, apds 30 dias de tratamento, bem como em relacdo aos tratamentos com os bioativos
sozinhos. O mesmo perfil foi observado na AUC da glicemia p6s-prandial; os valores de AUC
de animais DI1U + LIC foram semelhantes aos encontrados em animais NIOG, e
significativamente menor do que os valores encontrados em animais submetidos aos
tratamentos isolados. Reforgando a efetividade da associacéo insulina 1U/dia + licopeno na
promocao de reducdo dos niveis glicémicos, maiores niveis de fosforilacdo da AKT estimulada
por insulina foram observados nos musculos esqueléticos de ratos DILU + LIC, em relacdo aos
ratos DIOG, DI14U e DLIC, reforgando as a¢des benéficas da terapia combinada no aumento da
sensibilidade a insulina e, consequentemente, culminando em provavel aumento da captacdo da

glicose pelos tecidos musculares.
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Figura 13. Niveis de fosforilagdo da AKT (basais e estimulados por insulina) em musculos esqueléticos de animais
diabéticos tratados com insulina em menor dose (1U/dia) e licopeno (45mg/kg), sozinhos ou em combinacgéo,
durante 30 dias. Bandas representativas (A) e analise densitométrica dos niveis de fosforilagdo de AKT, basal (-)
e apoés estimulo com insulina (+), no musculo gastrocnemius (B). Os valores estdo expressos como média * erro
padrdo da média (EPM). n = 4. As diferengas entre os grupos foram analisadas utilizando one-way ANOVA
seguido por teste Student-Newman-Keuls (p<0,05). a*, diferencas com NIOG; a, diferencas com NIOG; b¥*,
diferengas com DIOG,; b, diferencas com DIOG,; c*, diferencas com DI4U; c, diferengas com DI4U; d* diferencas
com DI1U; d, diferencas com DI1U; e*, diferencas com DLIC; e, diferenca com DLIC.

5.3 A terapia combinada 1U/dia de insulina + licopeno (45 mg/kg) diminuiu marcadores
do estresse glico-oxidativo e aumentou as defesas antioxidantes no sangue de ratos

diabéticos

Em adicdo ao monitoramento de parametros fisioldgicos e da eficacia no controle glicémico,
uma abordagem importante para a avaliacdo da efetividade do controle metabdlico apds os
tratamentos de ratos diabéticos com bioativos e suas associacOes € a analise de biomarcadores
relacionados aos processos de glicacdo em proteinas, através da determinacdo dos niveis de
HbA1c e de frutosamina, uma vez que sdo marcadores de estagio inicial de processos glicativos.

Em conjunto, a analise de marcadores precoces (HbAlc, frutosamina) e avancados da glicacao
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(via determinacdo dos AGEs fluorescentes) e a anélise de processos de peroxidacao lipidica
(via determinacdo dos niveis de TBARS) evidenciam o potencial das estrategias terapéuticas
em atenuar o estresse glico-oxidativo.

Ap0os 30 dias de experimento, ratos DIOG apresentaram significativos aumentos nos niveis
de HbAlc (50%, figura 14A) e de frutosamina (77%; figura 14B) em relacdo aos valores de
ratos NIOG. Adicionalmente, maiores niveis plasmaticos de TBARS e de AGEs fluorescentes
(75% e 82%, respectivamente) e menor atividade da enzima antioxidante PON 1 (24%) foram
observados nos ratos DIOG, quando comparados aos animais NIOG (Figuras 14C, D e E). Estes
achados reiteram a instalacdo do estresse glico-oxidativo nos animais diabéticos que receberam
somente veiculo. O tratamento de ratos diabéticos com insulina 4U/dia promoveu diminuicao
de todos os marcadores de estresse glico-oxidativo e aumentou a atividade de PON 1 no plasma.

Ratos diabéticos tratados com insulina 1U/dia apresentaram diminuigdo nos niveis
plasmaticos de TBARS e AGEs fluorescentes (45% e 41%, respectivamente) e aumento na
atividade de PON 1 (28%), porém nédo foram observadas diminui¢es nos marcadores de
processos glicativos em estagio inicial (HbAlc e frutosamina), em relacdo aos valores
encontrados em animais DIOG (Figura 14). O mesmo perfil foi observado no tratamento de
ratos diabéticos com licopeno: houve diminuicdo nos niveis de TBARS e AGEs fluorescentes
no plasma (45% e 37%, respectivamente) e aumento na atividade de PON 1 (25%), enquanto
que os niveis de HbAlc e frutosamina permaneceram elevados, quando comparados aos ratos
DIOG (Figura 14).

Ratos diabéticos tratados com a associacdo insulina 1U/dia + licopeno apresentaram
diminuic@es nos niveis de HbAlc, frutosamina, TBARS e AGEs fluorescentes (30%, 29%, 42%
e 43%, respectivamente) e aumento na atividade de PON 1 no plasma (28%), quando
comparados aos valores de ratos DIOG (Figura 14). Vale a pena destacar a melhor acdo da
terapia combinada 1U/dia de insulina + licopeno na reducéo dos niveis de HbAlc, frutosamina
e TBARS quando comparados aos efeitos do tratamento de ratos diabéticos com licopeno
sozinho (Figuras 14A, B e C). Destaca-se também que os tratamentos com os bioativos sozinhos
ndo haviam conquistado eficacia na diminuicdo dos niveis de proteinas glicadas, HbAlc e
frutosamina. Em conjunto, estes achados demonstram as melhores a¢des da terapia combinada
“1U/dia de insulina + licopeno”, seja melhorando ainda mais uma resposta ja exercida pelos
bioativos sozinhos, ou agregando uma melhor acdo na diminuicdo dos marcadores de estresse

glico-oxidativo.
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Figura 14. Biomarcadores de estresse glico-oxidativo no sangue de animais diabéticos tratados com insulina em
menor dose (1U/dia) e licopeno (45 mg/kg), sozinhos ou em combinagdo, durante 30 dias. Niveis sanguineos de
HbAlc (A), niveis plasmaticos de frutosamina (B), AGEs fluosrescentes (C) e TBARS (D), e atividade de PON 1
(E) no plasma. Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). n = 10. As diferencas entre
os grupos foram analisadas utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-Newman-Keuls (p<0,05). a,
diferengas com NIOG; b, diferengcas com DIOG,; c, diferencas com DI4U; d, diferencas com DI1U; e, diferencas
com DLIC.

5.4 A terapia combinada 1U/dia de insulina + licopeno (45 mg/kg) atenuou a dislipidemia
nos ratos diabéticos

Apbs 30 dias de experimento, ratos DIOG apresentaram um aumento dos niveis plasmaticos
de triglicerideos (157%; figura 15A) e colesterol total (22%; figura 15B) em relagdo aos ratos
NIOG. Alteragdes bioquimicas sdo profundas em um quadro clinico de DM tipo 1, sendo a
dislipidemia uma destas alteracOes, caracterizada pelo aumento significativo dos niveis de
triglicerideos e colesterol total. Ambos os tratamentos com insulina (4U/dia e 1U/dia) foram
igualmente eficazes na promocéo de reducdo nos niveis de triglicerideos e de colesterol total.
E interessante notar que, mesmo o tratamento de ratos diabéticos com insulina 1U/dia ndo sendo
efetivo na reducdo dos marcadores sanguineos e plasmaticos de processos glicativos (HbAlc e
frutosamina; figura 14A e B), foi possivel observar as suas agdes benéficas em atenuar a
dislipidemia observada no DM.
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Figura 15. Perfil lipidico de animais diabéticos tratados com insulina em menor dose (1U/dia) e licopeno (45
mg/kg), sozinhos ou em combinagdo, durante 30 dias. Niveis plasmaticos de triglicerideos (A), colesterol total (B)
e colesterol-HDL (C). Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). n = 10. As diferengas
entre os grupos foram analisadas utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-Newman-Keuls (p<0,05).
a, diferencas com NIOG,; b, diferencas com DIOG,; c, diferencas com DI4U; d, diferencas com DI1U; e, diferencas
com DLIC.

Os ratos diabéticos tratados com licopeno apresentaram uma reducéo apenas dos niveis
de triglicerideos (figura 15A) em relacdo aos animais diabéticos DIOG. O tratamento de ratos
diabéticos com a associacdo insulina 1U/dia + licopeno se mostrou efetivo na diminuicdo dos
niveis plasmaticos de triglicerideos (18%; figura 15A) e de colesterol total (68%; figura 15B).

Né&o foram observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais constituidos
por animais diabéticos em relacdo aos niveis de colesterol-HDL (figura 14C) quando
comparados aos animais ndo diabéticos (N1OG).

55A terapia combinada 1U/dia de insulina + licopeno (45 mg/kg) diminuiu
biomarcadores de injuria renal e de funcéo renal no plasma e na urina de ratos

diabéticos

Com o objetivo de avaliar a fungéo renal em ratos diabéticos, os niveis de creatinina e acido
drico no plasma foram determinados. J& para a avaliacdo de injdria renal, estudos da excre¢do
urinaria de proteinas foram realizados. Ratos DIOG apresentaram aumentos nos niveis
plasmaticos de creatinina (25%, figura 16C) e acido urico (44%, figura 16D) e na excrecao de
albumina na urina (142%, figura 16A e B), o que sugere disfuncgéo e injuria renal nestes animais.
Ambos os tratamentos com insulina (4U/dia e 1U/dia) foram capazes de diminuir os niveis
plasmaéticos de creatinina, acido Urico e a excre¢do de albumina na urina quando comparados

aos valores em ratos DIOG.
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O tratamento de ratos diabéticos com licopeno mitigou a injuria renal (Figuras 16A e B),
uma vez que diminuiu a excre¢do de albumina na urina; também diminuiu as concentragdes
plasmaéticas de creatinina e &cido Urico (Figuras 16C e D). No entanto, as melhores a¢des foram
observadas no tratamento com insulina 1U/dia + licopeno. Ratos DI1U + LIC apresentaram
uma reducdo de 70% (Figura 16A e B) na excrecdo de albumina na urina, quando comparados
aos ratos DIOG. Esta acdo promissora da associacdo de insulina 1U/dia + licopeno também foi
evidenciada em relagdo aos tratamentos sozinhos com insulina 1U/dia (50%) ou licopeno (43%)
(Figura 16A e B). Além disto, o tratamento com insulina 1U/dia + licopeno promoveu uma
diminuicdo dos niveis plasmaticos de creatinina e acido urico (Figuras 16C e D). Em conjunto
com os resultados obtidos no perfil glicémico destes animais, é possivel sugerir que o
tratamento com a terapia combinada insulina 1U/dia + licopeno mitigou a lesdo renal de
maneira mais efetiva do que os bioativos isoladamente, evidenciando o potencial benéfico da

terapia combinada.
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Figura 16. Marcadores de fungdo renal (creatinina e 4cido Urico no plasma) e injuria renal (albumina na urina) de
animais diabéticos tratados com insulina em menor dose (1U/dia) e licopeno (45 mg/kg), sozinhos ou em
combinacdo, durante 30 dias. Imagem repesentativa da separacdo eletroforética de proteinas de amostras de urina,
evidenciando a albumina (A), albumintria em pg por 7,5 pg de proteina (B), niveis de creatinina no plasma (C) e
niveis de &cido Urico no plasma (D). Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). n =
10 (niveis de &cido Urico) e n = 4 (albumindria SDS-PAGE). As diferencas entre os grupos foram analisadas
utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-Newman-Keuls (p<0,05). a, diferengas com NIOG,; b,
diferengas com DIOG,; c, diferencas com DI4U; d, diferencas com DI1U; e, diferencas com DLIC.

5.6 A terapia combinada 1U/dia de insulina + licopeno (45 mg/kg) aumentou as defesas
antioxidantes e os componentes de maquinaria de detoxificacdo de AGEs nos rins de

ratos diabéticos

Além dos prejuizos observados na atividade da enzima antioxidante PON 1 no plasma, ratos
DIOG apresentaram prejuizos nos sistemas endogenos de detoxificagdo de EROs e AGES nos
rins, um cendrio que pode contribuir para o estabelecimento do estresse glico-oxidativo nesse
tecido.

Apos 30 dias de experimento, ratos DIOG apresentaram, nos rins, diminuigéo nas atividades
das enzimas antioxidantes SOD e CAT (32% e 50%, respectivamente), quando comparados aos
valores encontrados em rins de ratos NIOG (Figura 17A e B). Além disto, ratos DIOG
apresentaram diminuigdo significativa nos niveis renais dos componentes dos sistemas de
detoxificacdo de AGEs, as proteinas AGER-1 (56%) e GLO 1 (58%), em relacdo aos ratos
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NIOG (Figura 18). Por outro lado, ratos DIOG apresentaram um aumento na atividade de GSH-
Px em relagdo aos ratos NIOG (Figura 17C).

O tratamento dos ratos diabéticos com 4U/dia de insulina reestabeleceu as atividades das
enzimas antioxidantes (SOD e CAT) e os niveis de biomarcadores de detoxificacdo dos AGES
nos rins (AGER-1 e GLO 1), cujos valores foram semelhantes aos encontrados em animais
NIOG.
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Figura 17. Enzimas antioxidantes nos rins de animais diabéticos tratados com insulina em menor dose (1U/dia) e
licopeno (45 mg/kg), sozinhos ou em combinagdo, durante 30 dias. Atividades de SOD (A), CAT (B) e GSH-Px
(C) no rim. Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). n = 10. As diferencas entre 0s
grupos foram analisadas utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-Newman-Keuls (p<0,05). a,
diferengas com NIOG; b, diferengas com DIOG; c, diferencas com DI4U; d, diferengas com DI1U; e, diferencas
com DLIC.

Os tratamentos com insulina 1U/dia ou com licopeno, isoladamente, ndo foram efetivos em
aumentar as atividades das enzimas antioxidantes SOD (figura 17A) e CAT (figura 17B) nos
rins de ratos diabéticos. Também foi observado que os niveis proteicos de AGER-1 em rins de
ratos DI1U e DLIC foram menores do que aqueles encontrados em ratos NIOG, no entanto eles
foram maiores que os niveis observados em ratos DIOG (figura 18 A e B). Os tratamentos com
insulina 1U/dia ou com licopeno, isoladamente, promoveram um aumento nos niveis proteicos
de GLO 1 de forma semelhante ao efeito do tratamento com insulina 4U/dia (Figura 18C).

Interessantemente, todos o0s grupos constituidos de ratos diabéticos (DI4U, DI1U, DLIC e
DI1U+LIC) apresentaram um aumento na atividade de GSH-Px em relagdo aos valores

encontrados em ratos ndo diabéticos (Figura 17C).
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Figura 18. Componentes pertencentes aos sistemas de detoxificacdo dos AGEs nos rins de animais diabéticos
tratados com insulina em menor dose (1U/dia) e licopeno (45 mg/kg), sozinhos ou em combinagéo, durante 30 dias.
Linhas representativas dos niveis proteicos de AGER-1, GLO 1 e B-actina detectados via Western Blotting (A);
andlise densitométrica dos resultados provenientes da andlise via Western Blotting de AGER-1 (B) e GLO 1 (C).
Os valores estdo expressos como meédia + erro padrdo da média (EPM). n = 4. As diferencas entre os grupos foram
analisadas utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-Newman-Keuls (p<0,05). a, diferengas com
NIOG,; b, diferencas com DIOG; c, diferencas com DI4U; d, diferencas com DI1U; e, diferencas com DLIC.

A terapia combinada “insulina 1U/dia + licopeno” se mostrou efetiva em relacdo a

promocéo de melhorias nas atividades das enzimas antioxidantes e nos niveis de componentes

dos sistemas de detoxificacdo dos AGEs em rins de ratos diabéticos: (i) promoveu um aumento
significativo nas atividades de SOD (41%, figura 17A) e CAT (97%, figura 17B) em relagéo
aos ratos DIOG e em relacgdo aos ratos tratados com insulina 1U/dia ou com licopeno, sozinhos;

(if) promoveu um maior aumento nos niveis proteicos de AGER-1 nos rins, em relacdo aos

tratamentos com insulina 1U/dia ou com licopeno, sozinhos (figura 17B); (iii) promoveu um

aumento dos niveis proteicos de GLO 1 nos rins, em relagdo aos ratos DIOG, porém este efeito

se deu na mesma magnitude daquelas dos tratamentos isolados (figura 18C).
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Em conjunto, as a¢des promovidas pelo tratamento de ratos diabéticos com “insulina
1U/dia + licopeno” evidenciam o potencial benéfico dessa terapia combinada, em relagdo ao
acionamento dos sistemas enddgenos de detoxificacdo de EROs e AGEs nos rins de ratos

diabéticos, 0 que pode ser importante no combate ao estresse glico-oxidativo no DM.

5.7 A terapia combinada 1U/dia de insulina + licopeno (45mg/kg) mitigou o estresse glico-

oxidativo nos rins dos ratos diabéticos

Em concordancia com o aumento nos niveis de TBARS no plasma, ratos DIOG
apresentaram um aumento significativo nos niveis de TBARS nos rins (48%, figura 19A), ap6s
30 dias de experimento, quando comparados aos valores encontrados em rins de ratos NIOG.
O desequilibrio entre os aumentos na producdo das EROs, ERNs e nos produtos oriundos de
processos glicativos, em conjunto com uma diminui¢do nas defesas antioxidantes e nos
componentes com atividade antiglicacdo, contribuem para a instalagdo do estresse glico-

oxidativo no rim no DM.
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Figura 19. Biomarcadores de estresse glico-oxidativo nos rins de animais diabéticos tratados com insulina em
menor dose (1U/dia) e licopeno (45 mg/kg), sozinhos ou em combinagdo, durante 30 dias. Niveis de TBARS (A)
e AGEs fluosrescentes (B) no rim. Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). n = 10.
As diferencas entre os grupos foram analisadas utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-Newman-
Keuls (p<0,05). a, diferencas com NIOG; b, diferencas com DIOG,; c, diferencas com DI4U; d, diferengas com
DI1U; e, diferencas com DLIC.

Os tratamentos de ratos diabéticos com insulina nas duas doses estudadas (4U/dia e

1U/dia) reduziram os niveis de TBARS nos rins (46% e 31%, respectivamente) quando
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comparados aos valores de ratos DIOG (Figura 19A). Néo foi observada reducdo nos niveis de
TBARS em rins de ratos diabéticos tratados com licopeno.

Ratos DI1U + LIC apresentaram uma reducdo de 32% nos niveis renais de TBARS
(figura 19A), alcancando niveis semelhantes aos encontrados em animais DI1U, o que indica
prevaléncia dos efeitos da insulina no combate a lipoperoxidacéo nos rins de ratos diabeticos.

Em relacéo aos niveis de AGEs fluorescentes nos rins, € interessante notar que todos os
grupos constituidos por ratos diabéticos, tratados ou nao tratados (DIOG, DI14U, DI1U e DI1U
+ LIC), apresentaram uma diminui¢do dos niveis de AGEs fluorescentes nos rins, em

comparacao aos ratos NIOG, apds 30 dias de tratamento (Figura 19B).



Capitulo 2
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5.8 A terapia combinada 1U/dia de insulina + acido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg)
aumentou o ganho de massa corporal, mas ndo atenuou a polifagia, polidipsia e a polilria

em ratos diabéticos

Tal como observado em relacdo aos achados no Capitulo 1, ap6s 3 dias da administracao de
STZ, ratos diabéticos que receberam iogurte (DIOG) apresentaram uma diminuicéo nos valores
de massa corporal e, consequentemente, o ganho total de massa corporal foi menor em animais
DIOG, do que aquele observado nos animais normais, ndo diabéticos (NIOG; Figura 20C e D).
Corroborando estes achados, ratos DIOG também apresentaram uma diminui¢do nas massas de
musculos esqueléticos e de tecidos adiposos (Tabela 3). AlteracGes fisioldgicas classicas do
modelo experimental de DM tipo 1 (polifagia, polidipsia e polidria) também foram observados
nestes animais (Figura 21). Vale destacar que todos 0s grupos experimentais de ratos diabéticos
apresentaram um aumento da ingestdo alimentar, hidrica e volume urinario, apos 3 dias da
administracdo da STZ, quando comparados aos ratos nao diabéticos (Figuras 21 A, C e E).

Em contrapartida, ratos diabéticos tratados com 4U/dia de insulina apresentaram melhorias
significativas em todos as alterac@es fisioldgicas relacionadas ao DM tipo 1, sendo observada
uma diminuicdo nos valores relacionados a ingestdo hidrica e alimentar e volume urinario
(Figura 21) bem como a prevencdo na perda de massas de tecidos musculares esqueléticos e
adiposos (Tabela 3), o que justifica, pelo menos em parte, 0 aumento da massa corporal
observado nestes animais (Figura 20C e D).

O tratamento de ratos diabéticos com uma menor dose de insulina (DI1U) promoveu um
aumento nos valores de massa corporal, apés 30 dias de tratamento, quando comparado aos
ratos DIOG. No entanto, o ganho total de massa corporal nos animais DI1U foi menor do que
aquele observado nos animais DI4U (Figura 20C e D). Os aumentos nas massas de musculos
esqueléticos e de tecidos adiposos brancos (Tabela 3) observados nos ratos DI1U contribuiram
para a maior massa corporal nestes animais. Ratos DI1U apresentaram reducdes nos parametros
de ingestdo alimentar, hidrica e volume urinario em relacdo aos ratos DIOG, ap6s 30 dias de
tratamento (Figura 21). Vale a pena destacar que os efeitos promovidos pela insulina 1U/dia
foram menos efetivos do que os observados com a insulina 4U/dia, nos parametros fisiolégicos

supracitados (Figura 21).
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Figura 20. Evolucdo da massa corporal e ganho total de massa corporal de animais diabéticos tratados com
insulina em menor dose (1U/dia) e &cido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg), sozinhos ou em combinag&o, apos
30 dias de tratamento. Evolucdo da massa corporal de ratos tratados com insulina 1U e/ou 50 mg/kg de acido alfa
lipoico (A); evolucdo da massa corporal de ratos tratados com insulina 1U e/ou 25 mg/kg de &cido alfa lipoico (B);
ganho total de massa corporal de ratos tratados com insulina 1U e/ou 50 mg/kg de &cido alfa lipoico (C) e ganho
total de massa corporal de ratos tratados com insulina 1U e/ou 25 mg/kg de &cido alfa lipoico (D). Os valores estdo
expressos como média + erro padrdo da média (EPM). n = 10. As diferencas entre os grupos foram analisadas
utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-Newman-Keuls (p<0,05). a, diferengas com NIOG; b,
diferengas com DIOG,; c, diferencas com DI4U; d, diferencas com DI1U; e, diferencas com DALSO; f, diferencas
com DALZ25 e #, diferenga com o dia 0.

Ratos diabéticos tratados com acido alfa lipoico em iogurte, isoladamente e nas duas doses
estudadas (50 mg/kg ou 25 mg/kg), ndo tiveram melhorias significativas no ganho de massa
corporal (Figura 20), o que foi corroborado pelas menores massas de musculos esqueléticos e
de tecidos adiposos (Tabela 3). No entanto, foi observado que ratos DAL50 apresentaram
reducdes nos parametros de ingestdao alimentar, hidrica e volume urinario quando comparado
aos ratos diabéticos DIOG, apds 30 dias de tratamento (Figura 21). Por outro lado, ndo foram
observadas diferencas estatisticas nos pardmetros de ingestdo alimentar, hidrica e volume
urinario em ratos DAL25 e DIOG (Figura 21).
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Os ratos diabéticos tratados com as terapias combinadas de 1U/dia de insulina + &cido alfa
lipoico (DI1U+AL50 ou DI1U+AL25) apresentaram maiores massas de muasculos esqueléticos
e de tecidos adiposos (Tabela 3), o que certamente impactou na observacdo de maiores valores
de massa corporal em relacdo aos ratos DIOG, DI1U, DAL50 e DAL25, ap6s 30 dias de

tratamento (Figura 20); assim, observamos que um maior ganho de massa corporal foi
observado nestes animais. Em relacdo aos demais parametros fisioldgicos, foi observado que
ratos DITU+ALS50 apresentaram uma diminuicdo da ingestdo alimentar, hidrica e volume
urinério, ap6s 30 dias de tratamento, quando comparados aos ratos DIOG (Figura 21B, D e F).

O tratamento de ratos diabéticos com a associacdo de insulina 1U/dia + &cido alfa lipoico
(25 mg/kg) foi efetivo em prevenir ou atenuar os disturbios fisioldgicos caracteristicos do
modelo experimental de DM tipo 1, ou seja, foram observadas diferencas estatisticas entre 0s
ratos DILTU+AL25 e DIOG nos pardmetros ingestdo alimentar, ingestdo hidrica e volume

urinario (Figura 21).
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Figura 21. Ingestdo alimentar, ingestéo hidrica e volume urinario de animais diabéticos tratados com insulina em

menor dose (1U/dia) e acido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg), sozinhos ou em combinagdo, no inicio (dia 0)
e final (dia 30) do experimento. Ingestdo alimentar O dias (A); ingestdo alimentar 30 dias (B); ingestdo hidrica 0
dias (C); ingestdo hidrica 30 dias (D); volume urinério 0 dias (E) e volume urinério 30 dias (F). Os valores estdo
expressos como média + erro padrdo da média (EPM). n = 10. As diferencas entre os grupos foram analisadas
utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-Newman-Keuls (p<0,05). a, diferengas com NIOG; b,
diferengas com DIOG,; c, diferencas com DI4U; d, diferencas com DI1U; e, diferencas com DALSO; f, diferencas
com DALZ25; #, diferenca com o dia 0.
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Tabela 3. Massas de musculos esqueléticos (soleus e EDL), tecidos adiposos brancos (epididimal e retroperitoneal) e rins de animais diabéticos tratados

com insulina em menor dose (1U/dia) e/ou acido alfa lipoico (50 ou 25 mg/kg), ap6s 30 dias de tratamento.

Tecidos NIOG DIOG Dl4U DI1U DAL50 DI1U+AL50 DAL25 DILU+AL25

Musculo soleus
(9/100 g massa | 0.29 +0.01 | 0.22 £0.01% | 0.29+0.01° | 0.27 £0.08" |0.21 +0.01*%9| 0.26 + 0.01°¢ | 0.21 + 0.01*%| 0.26 + 0.01°F
corporal)

Musculo EDL
(9/100 g peso 0.28 £0.01 | 0.22 +£0.02% | 0.27 +0.01° | 0.26+0.08" | 0.18 +0.01%%¢ | 0.23 £ 0.01°¢ | 0.18 + 0.01*% | 0.24 + 0.01°F
corporal)

Tecido adiposo
epididimal
(9/100 g massa
corporal)

514+ 0.40 | 1.39+0.16% | 3.88 +0.27*"| 3.25 + 0.35%P | 1.67 + 0.232¢9| 2,75 + 0.42*P¢€ | 1,69 + 0.182¢d | 3.09 + 0.3420f

Tecido adiposo
retroperitoneal
(9/100 g massa
corporal)

6.06+0.76 | 0.31+0.21% | 2.99 +0.33° | 2.70 + 0.58%" | 0.62 + 0.14%¢¢ | 2.33 + 0.812"¢ | 0.60 + 0.18%%4 | 2.26 + 0.5220f

Rins
(9/100 gmassa | 2.35+0.08 | 3.03+0.17% | 2.61+0.13° | 2.75+0.14> | 2.97+0.13® | 2.73+0.11° | 3.07+0.212 3.10 £ 0.08%
corporal)

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). n = 10. As diferencas entre os grupos foram analisadas utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-
Newman-Keuls (p<0,05). a, diferencas com NIOG; b, diferengas com DIOG,; c, diferencas com DI4U; d, diferencas com DI1U; e, diferencas com DALSO0; f, diferencas com DAL25.
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5.9 A terapia combinada 1U/dia de insulina + acido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg)

diminuiu a glicemia pos-prandial de ratos diabéticos

Ratos normais, ndo diabéticos, que receberam iogurte (NIOG), apresentaram niveis de glicemia
pos-prandial em valores considerados normais (= 100 mg/dL), os quais assim se mantiveram ao longo
dos 30 dias de experimento (Figura 22A e B). A efetividade da inducéo do DM tipo 1 experimental
nos ratos foi comprovada, uma vez que todos 0s grupos experimentais constituidos por ratos
diabéticos (DIOG, DI4U, DI1U, DAL50, DI1U + AL50, DAL25, DI1U + AL25) apresentaram
valores médios de glicemia de = 400 mg/dL, trés dias ap0s a administracdo de STZ, este considerado
o dia 0 do experimento (Figura 22A e B). Ao longo dos 30 dias de experimento, ratos DIOG
apresentaram um aumento progressivo nos niveis glicémicos (94%), alcancando valores médios de
605 mg/dL ao final dos 30 dias de experimento (Figura 22A e B). Além disto, ratos DIOG
apresentaram maiores valores de AUC da glicemia p6s-prandial (Figura 22C e D) quando comparados
aos valores de ratos NIOG.

O tratamento de ratos diabéticos com 4U/dia de insulina foi efetivo na promocdo de diminuicdo
nos valores de glicemia pés-prandial, em todos os tempos estudados (Figura 22A e B). Ap6s 30 dias
de tratamento, ratos DI14U apresentaram diminuicdes na glicemia pos-prandial (93%, figura 22A e B)
e na AUC da glicemia p6s-prandial (78%; figura 22A e B), quando comparados aos valores de ratos
DIOG. Vale a pena aqui destacar que os niveis glicémicos nos ratos DI4U foram significativamente
menores do que aqueles observados nos ratos NIOG (Figura 22A e B), 0 que pode deixar estes animais
mais susceptiveis a um quadro de hipoglicemia em longo prazo, apesar de este fato ndo ter sido
observado em termo de valores de AUC da glicemia po6s-prandial (Figura 22B e C).

Ratos diabéticos tratados com 1U/dia de insulina também apresentaram uma diminui¢do da
glicemia pds-prandial em todos os tempos estudados (dia 30), esta diminuicéo foi de 63% em relacao
aos valores de glicemia de ratos DIOG (Figura 22A e B). Também foi observada uma diminuicdo na
AUC da glicemia pos-prandial (50%, figura 22B e C) nos animais DI1U, em relagdo aos ratos DIOG.
No entanto, é valido ressaltar que o tratamento com 1U/dia de insulina foi menos eficaz no alcance
do controle glicémico de ratos diabéticos, uma vez que promoveu uma menor diminuicao da glicemia
em comparacgéo ao tratamento com 4U/dia de insulina.

Ratos diabéticos tratados com &cido alfa lipoico na dose de 50 mg/kg apresentaram diminuicao
da glicemia pos-prandial, a partir do 10° dia de tratamento; houve reducdo de 31% em relagdo aos
valores de glicemia observados em ratos DIOG (Figuras 22A e B) No entanto, é valido ressaltar que
ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os valores de glicemia pos-prandial no final e no

inicio do experimento, nesse grupo (Figura 22A). O mesmo perfil foi observado na AUC da glicemia
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pos-prandial, ou seja, a reducdo da glicemia em ratos DAL50 foi menor do que aquelas observadas
em ratos DI4U e DI1U (Figura 22C).

Os melhores resultados foram observados com a terapia combinada de insulina 1U/dia + 50
mg/kg de &cido alfa lipoico; houve reducdo significativa da glicemia (a partir do 10° dia de
tratamento), de aproxidamente 77%, em relagdo aos ratos DIOG (Figura 22A). E valido ressaltar que
os valores de glicemia encontrados nos ratos DITU+AL50 foram semelhantes aos valores obtidos nos
ratos NIOG e inferiores aos obtidos nos grupos com os tratamentos isolados (insulina 1U/dia ou 50
mg/kg de acido alfa lipoico). O mesmo perfil foi observado na AUC da glicemia po6s-prandial de
animais DILTU+ALS50, ou seja, houve uma reducdo de 63% na glicemia, quando comparados aos ratos
DIOG (Figura 22C).
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Figura 22. Valores temporais de glicemia pds-prandial e glicemia de jejum ap6s 30 dias de experimento de animais
diabéticos tratados com insulina em menor dose (1U/dia) e cido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg), sozinhos ou em
combinacdo. Respostas temporais da glicemia pds-prandial (A), area sob a curva da glicemia pos prandial (B), glicemia
de jejum (C). Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). n = 10. As diferencas entre os
grupos foram analisadas utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-Newman-Keuls (p<0,05). a, diferencas
com NIOG; b, diferencas com DIOG,; c, diferencas com DI4U; d, diferencas com DI1U; e, diferengas com DALS5O; f,
diferencas com DALZ25.
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O tratamento de ratos diabéticos com &cido alfa lipoico na dose de 25 mg/kg, sozinho,
promoveu uma diminuicdo da glicemia po6s-prandial, a partir do 20° dia de tratamento, de 17% em
relacdo aos valores de glicemia observados em ratos DIOG (Figura 22B). No entanto, tal como
observado no tratamento com acido alfa lipoico na maior dose (50 mg/kg), os valores de glicemia de
animais DAL25, no final do experimento, foram semelhantes aos observados no inicio do periodo
experimental (Figura 22B). O mesmo perfil foi observado na AUC da glicemia pos-prandial, ou seja,
a diminuicdo da glicemia em ratos DAL25 foi menor do que aquela observada em ratos DI4U e DI11U
(Figura 22D).

Foram observadas maiores diminui¢cdes nos niveis da glicemia com a terapia combinada
insulina 1U/dia + 25 mg/kg de &cido alfa lipoico, a partir do 10° dia de tratamento, a qual foi
aproxidamente 65% menor em relacéo aos ratos DIOG (Figura 22B). E valido ressaltar que os valores
de glicemia encontrados nos ratos DI1TU+AL25 foram semelhantes aos valores obtidos nos ratos
NIOG e DI1U e inferiores aos obtidos com o tratamento isolado com 25 mg/kg de &cido alfa lipoico.
O mesmo perfil foi observado na AUC da glicemia pds-prandial destes animais, ou seja, houve uma

reducdo de 54% na glicemia, quando comparados aos ratos DIOG (Figura 22D).

5.10 A terapia combinada 1U/dia de insulina + é&cido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg)
diminuiu marcadores do estresse glico-oxidativo e aumentou as defesas antioxidantes no sangue

de ratos diabéticos

Ap06s 30 dias de experimento, ratos DIOG apresentaram um aumento nos niveis de HbAlc (56%,
figura 23A) e de frutosamina (87%; figura 23B) em relacdo aos valores encontrados em ratos do
grupo NIOG. Adicionalmente, maiores niveis plasmaticos de TBARS e de AGEs fluorescentes (65%
e 56%, respectivamente) e menores atividades de PON 1 no plasma (28%) foram observados nos
ratos DIOG quando comparados aos animais NIOG (Figura 23C, D e E).

O tratamento de ratos diabeticos com insulina 4U/dia promoveu diminuicao de todos o0s
marcadores de estresse glico-oxidativo e aumentou a atividade de PON 1 no plasma (Figura 23).

Ratos DI1U apresentaram diminui¢cdes nos niveis de HbAlc, frutosamina, TBARS e AGEs
fluorescentes (27%, 34%, 33% e 55%, respectivamente) e aumento na atividade de PON 1 (26%) em
relacdo aos valores encontrados em animais DIOG (Figura 23). No entanto, foi observado que a
diminuicdo nos niveis de HbAlc, frutosamina e TBARS promovida pelo tratamento com insulina
1U/dia foi menor do que o efeito do tratamento com insulina 4U/dia, ou seja, o tratamento com 1U/dia

de insulina foi menos efetivo no combate aos eventos glico-oxidativos associados ao DM.
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Figura 23. Biomarcadores de estresse glico-oxidativo no sangue de animais diabéticos tratados com insulina em menor
dose (1U/dia) e &cido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg), sozinhos ou em combinacgdo, durante 30 dias. Niveis
sanguineos de HbAlc (A), niveis plasmaticos de frutosamina (B), AGEs fluorescentes (C) e TBARS (D), e atividade de
PON 1 (E) no plasma. Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). n = 10. As diferengas entre
os grupos foram analisadas utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-Newman-Keuls (p<0,05). a, diferengas
com NIOG; b, diferencas com DIOG,; c, diferengas com DI4U; d, diferencas com DI1U; e, diferengas com DALSO; f,
diferencas com DAL25.

O tratamento de ratos diabéticos com écido alfa lipoico (50 mg/kg), isoladamente, ndo foi efetivo
na reducdo dos niveis de HbAlc, frutosamina e TBARS, quando comparado aos ratos diabéticos que
receberam apenas o iogurte, DIOG, porém o tratamento foi efetivo na reducdo dos niveis de AGEs
fluorescentes no plasma (39%, figura 23).

O tratamento de ratos diabéticos com insulina 1U + 4cido alfa lipoico (50 mg/kg) promoveu
diminuigdes significativas nos niveis de HbAlc, frutosamina, TBARS e AGEs fluorescentes (39%,
32%, 31%, 48%, respectivamente), bem como aumento na atividade de PON 1 (21%), em relacdo aos
ratos DIOG (Figura 23). Contudo, as diminui¢cbes promovidas pelo tratamento com a terapia
combinada insulina 1U/dia + acido alfa lipoico (50 mg/kg) foram semelhantes aquelas promovidas
pelo tratamento apenas com insulina 1U/dia, ou seja, representam a manutencéo das a¢6es da insulina
1U/dia.
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Ratos diabéticos tratados somente com acido alfa lipoico (25 mg/kg) apresentaram apenas
diminuicao nos niveis de AGEs fluorescentes (45%) em relacdo aos ratos DIOG, ndo apresentando
efeitos sobre os outros marcadores analisados (Figura 23).

Ratos DI1U + AL25 apresentaram diminui¢cGes nos niveis de frutosamina, TBARS e AGES
fluosrescentes (34%, 30% e 40%, respectivamente) quando comparados aos ratos DIOG (Figura 23B,
C e D). Vale destacar que as melhorias observadas nos biomarcadores de lesdo glico-oxidativa em
ratos DI1U + AL25 foram semelhantes aquelas conquistadas em ratos DI1U, isto €, tratados somente
com 1U/dia de insulina (Figura 23), indicando que a terapia combinada preservou o efeito benéfico

da insulina.

5.11 A terapia combinada 1U/dia de insulina + acido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg)

atenuou a dislipidemia nos ratos diabéticos

Apo6s 30 dias de experimento, ratos DIOG apresentaram aumentos nos niveis plasmaticos de
triglicerideos (210%,; figura 24A) e de colesterol total (35%; figura 24B), em relacdo aos ratos do
grupo NIOG, caracterizando um quadro de dislipidemia no DM. Ambos os tratamentos com insulina
(4U/dia e 1U/dia) foram eficazes na reducdo dos niveis de triglicerideos e de colesterol total. Porém,
a reducdo nos niveis de triglicerideos promovida pelo tratamento com insulina 1U/dia foi menor do
que aquela observada com o tratamento com insulina 4U/dia (Figura 24A).

O tratamento de ratos diabéticos com &cido alfa lipoico na dose de 50 mg/kg, isoladamente, ndo
foi efetivo na promocao de reducdo nos niveis de colesterol total e de triglicerideos no plasma, quando
comparados aos valores obtidos em ratos DIOG, ou seja, ndo foi efetivo no combate a dislipidemia
no DM (Figura 24A e B). A terapia combinada de insulina 1U/dia + 50 mg/kg de &cido alfa lipoico
promoveu uma diminuicdo apenas nos niveis de triglicerideos (34%, figura 24A).

N&o foram observadas diferencas entre os grupos DAL25 e DIOG em relagcdo aos niveis de
triglicerideos e de colesterol total (Figura 24A e B). O tratamento de ratos diabéticos com a terapia
combinada de insulina 1U/dia + 25 mg/kg de &cido alfa lipoico promoveu uma reducao nos niveis de
triglicerideos (39%) em relacdo aos ratos diabéticos DIOG (figura 24A), sendo esta reducdo
semelhante & observada nos ratos DI1U. Em relacdo aos niveis de colesterol total, foi observado que
ratos DI1U + AL25 apresentaram uma reducdo nos niveis plasmaticos de colesterol total (21%),
quando comparados aos ratos DIOG (Figura 24B). Vale a pena destacar que a diminui¢do promovida
pela terapia combinada de insulina 1U/dia + 25 mg/kg de acido alfa lipoico nos niveis de colesterol
foi maior do que aquela promovida pelo acido alfa lipoico administrado isoladamente, e reproduziu

os valores observados em ratos DI1U (Figura 24B).
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Figura 24. Perfil lipidico de animais diabéticos tratados com insulina em menor dose (1U/dia) e acido alfa lipoico (50
mg/kg ou 25 mg/kg), sozinhos ou em combinagdo, durante 30 dias. Niveis de triglicerideos (A), colesterol total (B) e
colesterol-HDL (C) no plasma. Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). n = 10. As
diferencas entre os grupos foram analisadas utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-Newman-Keuls
(p<0,05). a, diferencas com NIOG; b, diferengas com DIOG; c, diferengas com DI4U; d, diferencas com DI1U; e,
diferengas com DALSO; f, diferengas com DAL25.

Né&o foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos DIOG, DI4U, DI1U, DI1U + AL50,
DI1U + AL25 em relacéo aos niveis plasmaticos de colesterol-HDL (figura 24C), quando comparados
aos resultados encontrados em animais nao diabéticos (NIOG). No entanto, interessantemente, foi
observado que ratos diabéticos tratados somente com &cido alfa lipoico, em ambas as doses (grupos
DALS50 ou DAL25) apresentaram um aumento significativo nos niveis de colesterol-HDL, quando
comparados aos ratos NIOG (Figura 24C).

5.12 A terapia combinada 1U/dia de insulina + &cido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg)
diminuiu biomarcadores de injuria renal e de funcdo renal no plasma e na urina de ratos

diabéticos

Assim como no experimento 1, e com o objetivo de avaliar a funcéo renal e a injuria renal em
ratos diabéticos, os niveis de creatinina e &cido Urico no plasma, bem como a excrecdo urinaria de
proteinas foram analisados. Ratos DIOG apresentaram aumentos significativos nos niveis
plasmaticos de creatinina (24%, figura 25C) e &cido urico (58%, figura 25D) e na excrecdo de
albumina na urina (170%, figura 25A e B), o que sugere disfuncéo renal e injdria renal nestes animais.
Ambos os tratamentos com insulina (4U/dia e 1U/dia) foram capazes de diminuir os niveis
plasmaéticos de creatinina, &cido Urico e a excrecdo de albumina na urina.

O tratamento de ratos diabéticos com acido lipoico na maior dose (50 mg/kg) mitigou a injdria
renal (20%, figuras 25A e B), uma vez que diminuiu a excrec¢do de albumina na urina. No entanto,

foi observada uma melhor resposta com a associac¢ao de insulina 1U/dia + AL50 (50%, figura 25A e
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B) na excrec¢éo de albumina na urina em relacéo aos ratos DIOG, uma vez que reduziu a excrecao de

albumina na urina de 24 horas.
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Figura 25. Marcadores de funcdo renal (creatinina e &cido Grico no plasma) e injuria renal (albumina na urina) de animais
diabéticos tratados com insulina em menor dose (1U/dia) e &cido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg), sozinhos ou em
combinacdo, durante 30 dias. Imagem repesentativa da separacdo eletroforética de proteinas de amostras de urina,
evidenciando a albumina (A), albumintria em pg por 7,5 ug de proteina (B), niveis de creatinina no plasma (C), niveis
de &cido drico no plasma (D). Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da media (EPM). n = 10 (niveis de
&cido Urico) e n = 4 (albuminudria SDS-PAGE). As diferencas entre os grupos foram analisadas utilizando one-way
ANOVA seguido por teste Student-Newman-Keuls (p<0,05). a, diferencas com NIOG; b, diferengas com DIOG,; c,
diferencas com DI4U; d, diferencas com DI1U; e, diferencas com DALS50.

No entanto, ratos diabéticos tratados com acido lipoico na menor dose (25 mg/kg) apresentaram
uma reducéo na excrec¢éo de albumina na urina de 67% em relacgao aos ratos DIOG (Figura 25A e B).
O mesmo perfil foi observado em ratos diabéticos tratados com insulina 1U/dia + AL25, ou seja,
houve uma diminuicdo significativa na excre¢do de albumina na urina (70%, figura 25A e B) em
comparacdo aos ratos DIOG. Vale destacar que a diminuicdo na excrecdo de albumina na urina
observada nos ratos DI1U/dia + AL25 foi maior do que aquela promovida pelo tratamento com
insulina 4U/dia, considerado o “padrao ouro” para este modelo experimental. Ratos DI1U/dia + AL25
também apresentaram reducdes nos niveis de creatinina, um importante marcador de funcgéo renal,

quando comparado com os ratos DIOG, apo6s 30 dias de tratamento (Figura 25C).
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Todas as intervencdes realizadas em animais diabéticos no presente estudo (DI14U, DI1U, DALS50,
DI1U/ALS50, DAL25 e DITU+AL25) promoveram diminui¢des dos niveis de &cido urico no plasma,

em relacdo aos ratos diabéticos DIOG (Figura 25C).

5.13 A terapia combinada 1U/dia de insulina + &cido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg)
aumentou as defesas antioxidantes e os componentes de maquinaria de detoxificacio de

AGESs nos rins de ratos diabéticos

Ap0os 30 dias de experimento, ratos DIOG apresentaram, nos rins, uma diminuicao nas atividades
das enzimas antioxidantes SOD e CAT (29% e 50%, respectivamente) quando comparados aos
valores encontrados em rins de ratos NIOG (Figura 26A e B). Ratos DIOG também apresentaram
diminuicdo significativa nos niveis dos componentes que pretencem aos sistemas de detoxificacdo de
AGEs, as proteinas AGER-1 (59%) e GLO 1 (71%), em relacdo aos ratos NIOG (Figura 27B e C).

O tratamento dos ratos diabéticos com 4U/dia de insulina reestabeleceu as atividades das enzimas
antioxidantes (SOD, CAT e GSH-Px) e os niveis de biomarcadores de detoxificacdo dos AGES nos
rins (AGER-1 e GLO 1), cujos valores foram semelhantes aos encontrados em animais NIOG, exceto
na atividade de CAT, a qual foi menor em ratos DI4U, em relag&o aos ratos NIOG (Figura 26B).

O tratamento com insulina 1U/dia, isoladamente, ndo foi efetivo em aumentar a atividade da
enzima SOD (figura 26A), bem como os niveis proteicos de AGER-1 (Figura 27B) nos rins de ratos
diabéticos. No entanto, ratos DI1U apresentaram um aumento da atividade de SOD (41%, figura 26A)
e um discreto aumento nos niveis proteicos de GLO 1 (31%, figura 27C) em relagdo aos valores
encontrados em rins de ratos DIOG.

Ratos tratados com 50 mg/kg de acido alfa lipoico, isoladamente, apresentaram, nos rins, um
aumento nas atividades das enzimas antioxidantes SOD (44%) e CAT (50%) em relacdo aos ratos
DIOG (Figura 26A e B), sendo 0 aumento na atividade de SOD maior do que aquele promovido pelo
tratamento com insulina 1U/dia.

Os beneficios promovidos pela terapia combinada “insulina 1U/dia + AL50” foram mais
evidentes: houve, nos rins, aumentos nas atividades de SOD (45%, figura 26A) e de CAT (53%,
figura 26B) bem como um aumento nos niveis proteicos de AGER 1 (34%, figura 27B) em relagéo
aos valores encontrados em ratos DIOG. Destaca-se que 0 aumento na atividade de SOD promovido
pelo tratamento com a associacao entre insulina 1U/dia + 50 mg/kg de acido alfa lipoico foi maior do

que o efeito observado no tratamento com insulina 1U/dia (Figura 26A).
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Figura 26. Enzimas antioxidantes nos rins de animais diabéticos tratados com insulina em menor dose (1U/dia) e &cido
alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg), sozinhos ou em combinagéo, durante 30 dias. Atividades de SOD (A), CAT (B) e
GSH-Px (C) no rim. Os valores estdo expressos como média * erro padrdo da média (EPM). n = 10. As diferencas entre
os grupos foram analisadas utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-Newman-Keuls (p<0,05). a, diferencas
com NIOG; b, diferencas com DIOG,; c, diferencas com DI4U; d, diferencas com DI1U; e, diferengas com DALSO; f,
diferencas com DALZ25.

Ratos diabéticos tratados com 25 mg/kg de écido alfa lipoico, isoladamente, apresentaram um
aumento na atividade de SOD nos rins (31%, figura 26A) em relacdo aos ratos diabéticos DIOG. O
tratamento com a terapia combinada “insulina 1U/dia + AL25” promoveu, nos rins de ratos
diabéticos, aumentos nas atividades das enzimas SOD (32%, figura 26A) e CAT (38%, figura 26B),
e expressivos aumentos nos niveis proteicos de AGER 1 (66%, figura 27B) e de GLO 1 (70%, figura
27C) em relacédo aos valores encontrados em ratos DIOG. Vale a pena destacar que os aumentos nos
niveis proteicos de AGER 1 e GLO 1 promovidos pela terapia combinada entre insulina 1U/dia + 25
mg/kg de acido alfa lipoico foram maiores do que os efeitos promovidos pelos tratamentos isolados
com insulina 1U/dia ou com 25 mg/kg de acido alfa lipoico.

Em conjunto, as acGes promovidas pelo tratamento de ratos diabéticos com “insulina 1U/dia
+ 25 mg/kg de acido alfa lipoico” evidenciam o potencial benéfico dessa terapia combinada em
relacdo ao acionamento dos sistemas endogenos de detoxificacdo de EROs e AGESs nos rins de ratos
diabéticos, 0 que pode ser importante no combate ao estresse glico-oxidativo observado no DM.

Todos os grupos de animais diabéticos (DIOG, DI14U, DI1U, DAL50, DI1U + AL50, DAL25,
DI1U + AL25) apresentaram aumentos na atividade da GSH-Px nos rins, quando comparados aos
valores encontrados em ratos ndo diabéticos, NIOG (Figura 26C). Além disto, ratos DAL50
apresentaram um aumento na atividade de GSH-Px ainda maior do que aquele observado em ratos
DIOG, DI4U e DI1U (Figura 26C).
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Figura 27. Componentes pertencentes aos sistemas de detoxificagdo dos AGEs nos rins de animais diabéticos tratados com
insulina em menor dose (1U/dia) e acido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg), sozinhos ou em combinagdo, durante 30
dias. Linhas representativas dos niveis proteicos de AGER-1, GLO 1 e B-actina detectados via Western Blotting (A); analise
densitométrica dos resultados provenientes da analise via Western Blotting de AGER-1 (B) e GLO 1 (C). Os valores estdo
expressos como média + erro padrdo da média (EPM). n = 4. As diferencas entre os grupos foram analisadas utilizando
one-way ANOVA seguido por teste Student-Newman-Keuls (p<0,05). a, diferencas com NIOG,; b, diferencas com DIOG;
¢, diferengas com DI14U; d, diferencas com DI1U; e, diferencas com DALSO; f, diferencas com DAL25.

5.14 A terapia combinada 1U/dia de insulina + &cido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg)

mitigou o estresse glico-oxidativo nos rins dos ratos diabéticos

Ratos DIOG apresentaram aumentos significativos nos niveis de TBARS (90%, figura 28A)
e de AGES fluorescentes (24%, figura 28B) nos rins, ap6s 30 dias de experimento, quando
comparados aos valores encontrados em rins de ratos NIOG. O tratamento de ratos diabéticos com
4U/dia de insulina reduziu os niveis de TBARS (38%) e AGEs fluorescentes (27%) nos rins, quando
comparados aos valores encontrados em ratos DIOG (Figura 28). Por outro lado, o tratamento de
ratos diabéticos com 1U/dia de insulina promoveu diminui¢do apenas nos niveis de AGEs
fluorescentes nos rins (27%, figura 28B), quando comparados aos valores observados em ratos

diabéticos DIOG, ndo exercendo efeitos benéficos sobre os niveis renais de TBARS.
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Figura 28. Biomarcadores de estresse glico-oxidativo nos rins de animais diabéticos tratados com insulina em menor
dose (1U/dia) e &cido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg), sozinhos ou em combinagdo, durante 30 dias. Niveis de
TBARS (A) e AGEs fluosrescentes (B) no rim. Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
n = 10. As diferencas entre os grupos foram analisadas utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-Newman-
Keuls (p<0,05 a, diferengas com NIOG; b, diferengas com DIOG; c, diferencas com DI4U; d, diferencas com DI1U; e,
diferengas com DAL50; f, diferencas com DAL25.

Ratos diabéticos tratados com &cido alfa lipoico na maior dose (50 mg/kg), isoladamente, ndo
apresentaram reducdes nos niveis de TBARS no rim, porém foi observada uma reducéo nos niveis de
AGEs fluorescentes (24%, figura 28B), quando comparados aos ratos diabéticos DIOG. Por outro
lado, ratos DI1U + AL50 apresentaram reducgdes nos niveis de TBARS (29%; figura 28A) e de AGEs
fluorescentes (35%, figura 28B) no rim, quando comparados aos ratos diabéticos DIOG. Ratos DI11U
+ AL50 apresentaram niveis de AGEs fluorescentes menores do que aqueles observados em ratos nao
diabéticos NIOG (Figura 28B).

Ratos diabéticos tratados com acido alfa lipoico na menor dose (25 mg/kg), isoladamente, ndo
apresentaram reducdes nos niveis de TBARS no rim, porém foi observada uma reducao dos AGEs
fluorescentes (20%, figura 28B) quando comparados aos ratos diabéticos DIOG. Por outro lado, ratos
DI1U + AL25 apresentaram reducBes nos niveis de TBARS (32%; figura 28A) e de AGEs

fluorescentes (33%, figura 28B) no rim, quando comparados aos ratos diabéticos DIOG.

5.15 A terapia combinada 1U/dia de insulina + &cido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg)
aumentou as defesas antioxidantes no figado de ratos diabéticos e diminuiu marcadores

relacionados a a lesdo hepatica.

Ratos diabéticos DIOG apresentaram aumentos significativos nos niveis plasmaticos de ALT

(200%) e de ALP (484%), em relacdo aos valores encontrados em animais NIOG (Figura 29), o que
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sugere uma protecdo contra a lesdo hepatica nestes animais. Os tratamentos com insulina (4U/dia e
1U/dia) foram capazes de reduzir (ou prevenir o aumento) os niveis plasmaticos de ALT de ratos
diabeticos, em 54%, 49%, respectivamente, em relacdo aos valores observados em animais DIOG,
alcangando valores proximos aos observados em animais NIOG (Figura 29A). O mesmo foi
observado em relacdo aos niveis de ALP, ou seja, ratos DI4U e DI1U apresentaram diminuicdes de
154% e 48% nos niveis de ALP, respectivamente, em relacdo aos valores observados em animais
DIOG (Figura 29B). Vale destacar que a diminuicdo nos niveis de ALP em ratos DI1U foi menor que
aquela observada em animais DI4U.

N&o foram observadas reducfes nos niveis plasmaticos de ALT e ALP em ratos diabeticos
tratados com acido alfa lipoico em iogurte, em ambas as doses estudadas (50 ou 25 mg/kg), quando
administrados sozinhos (Figura 29).

Em relacdo ao tratamento de ratos diabéticos com a terapia combinada de insulina (1U/dia) +
acido alfa lipoico (50 mg/kg), foi possivel observar uma diminui¢do de 57% nos niveis plasmaticos
de ALT, quando comparados aos animais DIOG (figura 29A). Ja o tratamento com a terapia
combinada de insulina (1U/dia) + &cido alfa lipoico (25 mg/kg) promoveu uma reducao de 47% nos
niveis de ALT, quando comparados aos animais DIOG (figura 29A). Nao foram observadas redugdes
nos niveis de ALP no plasma de ratos diabeticos tratados com acido alfa lipoico (50 ou 25 mg/kg)

isoladamente ou em combinacdo com insulina (1U/dia), ap6s 30 dias de tratamento.
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Figura 29. Niveis de alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP) em plasma de animais diabéticos tratados
com insulina em menor dose (1U/dia) e acido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg), sozinhos ou em combinagdo, durante
30 dias. Niveis de alanina aminotransferase (A) e niveis de fosfatase alcalina (B). Os valores estdo expressos como média
+ erro padrdo da média (EPM). n = 10. As diferencas entre os grupos foram analisadas utilizando one-way ANOVA
seguido por teste Student-Newman-Keuls (p<0,05). a, diferencas com NIOG; b, diferencas com DIOG,; c, diferencas com
Dl14U; d, diferengas com DI1U; e, diferencas com DALSO0; f, diferencas com DAL25.
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Apods 30 dias de experimento, ratos DIOG apresentaram, no figado, uma diminuicdo nas
atividades das enzimas antioxidantes SOD e CAT (48% e 36%, respectivamente) quando comparados
aos valores encontrados em figado de ratos NIOG (Figura 30A e B). Os tratamentos com insulina,
nas doses de 4U/dia ou de 1U/dia, foram capazes de reestabelecer as atividades das enzimas
antioxidantes no figado de ratos diabéticos, cujos valores foram semelhantes aos encontrados em
animais N1OG (Figura 30).

Né&o foram observados aumentos significativos nas atividades das enzimas antioxidantes no figado
(SOD e CAT) em ratos diabeticos tratados com acido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg)
isoladamente, quando comparados aos valores encontrados em ratos DIOG (Figura 30). Ou seja, as
atividades das enzimas antioxidantes (SOD e CAT) permaneceram diminuidas em figado de animais
DAL50 e DAL25, tal como observado em animais DIOG.

O tratamento de ratos diabéticos com a terapia combinada de insulina 1U/dia + 50 mg/kg de &cido
alfa lipoico promoveu, no figado, aumentos nas atividades de SOD (58%, figura 30A) e de CAT
(28%, figura 30B) em relacdo aos ratos DIOG, sendo estes aumentos semelhantes aos promovidos
pelo tratamento com insulina 1U/dia. O tratamendo com insulina 1U/dia + 25 mg/kg de acido alfa
lipoico também promoveu aumentos nas atividades das enzimas antioxidantes SOD (62%, figura
30A) e CAT (31%, figura 30B) no figado, em relacdo aos ratos diabéticos DIOG.

Todos os grupos experimentais (NIOG, DIOG, DI4U, DI1U, DAL50, DI1U + AL50, DAL25 e
DI1U + AL25) apresentaram valores de atividade de GSH-Px no figado semelhantes entre si (Figura
30C).
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Figura 30. Enzimas antioxidantes no figado de animais diabéticos tratados com insulina em menor dose (1U/dia) e &cido
alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg), sozinhos ou em combinagdo, durante 30 dias. Atividades de SOD (A), CAT (B) e
GSH-Px (C) no figado. Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). n = 10. As diferencas
entre os grupos foram analisadas utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-Newman-Keuls (p<0,05). a,
diferencas com NIOG; b, diferengas com DIOG; c, diferencas com DI4U; d, diferencas com DI1U; e, diferencas com
DALDS5O; f, diferencas com DAL25.
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5.16 A terapia combinada 1U/dia de insulina + &cido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg)

mitigou o estresse glico-oxidativo no figado dos ratos diabéticos

Ratos diabéticos DIOG apresentaram uma diminuicdo dos niveis de TBARS no figado e aumento
dos AGEs fluorescentes (80%), quando comparados aos ratos NIOG (Figura 31). Os tratamentos de
ratos diabéticos com insulina (4U/dia ou 1U/dia) promoveram reducdes nos niveis de AGEs
fluorescentes no figado, em relacdo aos ratos DIOG (Figura 31B). Além disto, ratos DI4U
apresentaram niveis de TBARS menores do que aqueles observados em ratos NIOG (Figura 31A).

Ratos diabéticos tratados com &cido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg), isoladamente,
apresentaram diminuicdes tanto nos niveis de TBARS quanto nos niveis de AGEs fluorescentes, no
figado. A associacdo entre insulina 1U/dia + &cido alfa lipoico (50 mg/kg) promoveu uma reducédo
significativa nos niveis de AGEs fluorescentes (80%, figura 31B) em relacdo aos ratos DIOG e
também em relacdo aos grupos tratados com os bioativos isolados (DI1U ou DAL50), ou seja, foi
observado um efeito aditivo com a terapia combinada “insulina 1U/dia + 50 mg/kg de acido alfa
lipoico” no potencial em mitigar o estresse glicativo.

A terapia combinada de insulina 1U/dia + acido alfa lipoico (25 mg/kg) também se mostrou
efetiva na promocao de reducdo nos niveis de AGEs fluorescentes no figado de ratos diabeticos (44%,
figura 31B) quando comparados aos valores encontrados em ratos DIOG. No entanto, esta reducédo
foi semelhante aquela promovida pelos tratamentos de ratos diabéticos com os bioativos isolados

(insulina 1U/dia ou 25 mg/kg de &cido alfa lipoico).
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Figura 31. Biomarcadores de estresse glico-oxidativo no figado de animais diabéticos tratados com insulina em menor
dose (1U/dia) e acido alfa lipoico (50 mg/kg ou 25 mg/kg), sozinhos ou em combinagdo, durante 30 dias. Niveis de
TBARS (A) e AGEs fluosrescentes (B) no rim. Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
n = 10. As diferencas entre os grupos foram analisadas utilizando one-way ANOVA seguido por teste Student-Newman-
Keuls (p<0,05 a, diferengas com NIOG,; b, diferencas com DIOG; c, diferencas com DI4U; d, diferencas com DI1U; e,
diferencas com DALSO0; f, diferengas com DAL25.
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6. DISCUSSAO

No contexto do tratamento do DM tipo 1, a insulinoterapia é a Gnica opgdo. A terapia com insulina
¢ considerada o tratamento “padrdo ouro” para o DM tipo 1, sendo altamente efetivo no controle
glicémico. Estudos realizados em nosso laboratdrio utilizando sistema-modelo in vivo de DM tipo 1
(ratos diabéticos e induzidos com estreptozotocina) (ARCARO et al., 2014; ASSIS et al., 2017,
FIGUEIREDO et al., 2020; GUTIERRES et al., 2019; LIMA et al., 2020; ROXO et al., 2019)
trataram estes animais com insulina na dose de 4U/dia, esta sendo a dose efetiva para a melhoria do
controle glicémico e demais alteragdes neste modelo experimental de DM. De fato, no presente
estudo, ratos diabéticos tratados com 4U/dia de insulina apresentaram significativas melhorias nos
parametros fisiologicos, bioquimicos, marcadores de estresse glico-oxidativo e defesas antioxidantes
no plasma, figado e rins. No entanto, ratos DI4U apresentaram uma reducdo significativa dos niveis
glicémicos, a partir do 10° dia de tratamento, os quais alcancaram niveis menores do que 0s
observados nos animais NIOG, corroborando os achados de Gutierres et al. (2019). Considerando o
fato de gque a hipoglicemia é uma consequéncia da terapia com insulina exdgena (CRYER, 2013), o
tratamento crénico com insulina sozinha e em uma dose elevada pode ser considerado um fator de
risco para a ocorréncia de episddios de hipoglicemia, especialmente levando em consideracdo a
insulinizacdo cronica.

Além disto, a insulinizacdo em longo prazo pode estar relacionada com o estabelecimento de
resisténcia a insulina, necessitando de maiores doses de insulina para o alcance de um controle
glicémico efetivo, 0 que, por sua vez, pode aumentar o risco de hipoglicemia (OKAMOTO et al.,
2011). Akoumianakis e colaboradores (2020) demonstraram que o tratamento crdnico de pacientes
diabéticos com insulina provocou disfuncdo endotelial e inflamacdo, via aumento do estresse
oxidativo no endotélio vascular. Outro fator importante e causa de mortalidade em pacientes com DM
tipo 1 é a chamada hipoglicemia iatrogénica, a qual é um fator limitante para o bom controle
glicémico. A hipoglicemia iatrogénica causa prejuizos na manutencdo dos niveis glicémicos e a
principal consequéncia € um “ciclo vicioso” de hipoglicemia. Uma insulinizagdo efetiva, adequada e
eficaz é imprescindivel para a prevencdo da hipoglicemia iatrogénica (CRYER, 2012, 2014). Além
disso, em um grande estudo que envolveu mais de 11 mil pacientes com DM, observou-se que a
ocorréncia de episodios de hipoglicemia grave foi associada ao risco aumentado de complicagdes
macrovasculares e morte dos pacientes em decorréncia de doengas cardiovasculares. Observou-se
também risco aumentado para diversos outros eventos ndo vasculares, incluindo condigdes que
afetam os sistemas respiratorio e digestivo. Os autores reportam que 0s provaveis mecanismos pelos

quais a hipoglicemia pode causar doenga cardiovascular incluem ativacdo simpatoadrenal,
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repolarizacdo cardiaca anormal, aumento da trombogénese, inflamacao e vasoconstricdo (ZOUNGAS
etal., 2010).

Sabendo-se da importancia da insulinizacdo na prevencdo das complicacdes do DM tipo 1 e
dos potenciais efeitos adversos que podem ser observados, a utilizagdo de terapias combinadas entre
insulina em menor dose e outros farmacos antidiabéticos é uma opg¢éo interessante e efetiva para o
alcance do controle glicémico e atenuacdo das complicacdes diabéticas. Tem sido demonstrado que,
quando a insulina € combinada com farmacos antidiabéticos, existe um significativo potencial para
reduzir a dose de insulina, diminuindo assim o risco de ocorréncia de ganho de peso e especialmente
de hipoglicemia, contribuindo para a mantencdo do controle glicémico (BARNETT et al., 2013).
Ademais, terapias combinadas entre insulina e compostos bioativos de origem natural também tém
sido propostas como estratégias para alcancar um controle glicémico eficaz e para atenuar as
complicacdes diabéticas em longo prazo relacionadas ao estresse glico-oxidativo, além de prevenir
os efeitos adversos da insulinizagdo em longo prazo (BASHIR, 2019; MALEKIYAN et al., 2019).

Terapias combinadas entre insulina e compostos bioativos naturais com potencial antidiabético
tém sido recentemente propostas como estratégias para alcancar um controle glicémico eficaz, sendo
capaz de atenuar as complicagdes diabéticas em longo prazo relacionadas ao estresse glico-oxidativo,
além de prevenir ou atenuar os efeitos adversos da insulinizacdo em longo prazo (BASHIR, 2019;
GUTIERRES et al., 2019; MALEKIYAN et al., 2019; SHARMA; GUPTA; SHARMA, 2018). A
combinacdo de compostos bioativos naturais e farmacos antidiabéticos vem ganhando destaque, uma
vez que essas estratégias de terapias combinadas tém se mostrado efetivas no alcance do controle
glicémico no DM, bem como apresenta-se Util na atenuacdo das complicacdes diabéticas
(PRABHAKAR; KUMAR; DOBLE, 2014; VENKATAKRISHNAN; CHIU; WANG, 2019). Um
dos principais beneficios da combinacdo de compostos bioativos naturais com agentes terapéuticos
classicos para 0 DM é o potencial em mitigar as consequéncias da memaoria metabdlica.

A primeira etapa do presente estudo consistiu na avaliacdo dos beneficios que podem ser
alcangados com a terapia combinada entre insulina em uma dose reduzida (1U/dia) e um
antioxidante de origem natural, no caso, o licopeno, em ratos diabéticos. Primeiramente, um controle
glicémico mais efetivo foi observado nos animais DI1U + LIC, em relacdo aos animais DI1U ou
DLIC. O mesmo beneficio foi observado em relacéo a capacidade de ativar a sinalizacdo insulinica
em tecido periférico (no caso, musculo esquelético), uma vez que maiores niveis de fosforilacdo de
AKT foram observados em musculos gastrocnemius de ratos diabeticos tratados com 1U/dia de
insulina + licopeno. Essa melhoria observada na sensibilidade insulinica pode ter contribuido para
uma maior translocacdo de GLUT4 para a membrana plasmatica em masculos, favorecendo uma

maior captacdo de glicose, impactando diretamente nos niveis de glicose sanguinea. Em conjunto,
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estes achados reitaram a acdo promissora da terapia combinada 1U/dia de insulina + licopeno na
reducdo dos niveis glicémicos em animais diabéticos.

Outro ponto importante a ser destacado é o efeito benéfico da terapia combinada 1U/dia de
insulina + licopeno na redugéo do estresse glico-oxidativo e no aumento das defesas antioxidantes,
tanto no plasma quanto nos rins, o que significa elevado potencial desta combinacdo de bioativos em
atenuar as complicacdes diabéticas relacionadas ao estresse glico-oxidativo. Além disto, foi
observada uma maior protecdo da integridade e funcao dos rins de ratos DI1U + LIC, principalmente
na reducdo urinaria de albumina. Ainda, maiores niveis proteicos dos componentes de detoxificacdo
dos AGEs (AGER-1 e GLO 1) foram observados em ratos DI1U + LIC. Portanto, a combinagéo
1U/dia de insulina + licopeno se mostrou uma estratégia interessante para o tratamento do DM e
prevencdo das complicacGes a longo prazo desta sindrome.

No geral, ratos DI1U + LIC apresentaram uma melhoria nos parametros fisioldgicos quando
comparados aos ratos DIOG, D1IU e DLIC. Foram observadas maiores massas de tecidos adiposos
e musculares, culminando em um maior ganho de massa corporal, além de ser observada uma reducéo
na polifagia, polidpisia e volume urinario. Também foi observado um efeito benéfico da terapia
combinada 1U/dia de insulina + licopeno no perfil lipidico de animais diabéticos, incluindo a
diminuicdo dos niveis de triglicerideos e colesterol total. Além disto, foi observado um aumento na
atividade de PON 1 no plasma dos ratos DI1U + LIC. A atividade de PON 1 esta diretamente
relacionada com a atenuacdo da oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL), diminuindo o
risco de doencas cardiovasculares (GETZ; REARDON, 2004). Em conjunto, a diminui¢do nos niveis
de colesterol total e 0 aumento na atividade de PON 1 nos ratos DI1U + LIC demonstram um potencial
efeito protetor desta terapia combinada frente as complicagGes cardiovasculares observadas no DM.

O sucesso dos resultados obtidos com o tratamento com 1U/dia de insulina + licopeno pode ser
explicado através da combinacdo dos efeitos  dos bioativos isoladamente: (i) o licopeno, um

antioxidante, atuando principalmente na captura das EROs, além de aumentar as defesas
antioxidantes endogenas, (ii) e a insulina, aumentando a captacdo da glicose plasmatica via
transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT 4). Diversos estudos desmonstram o significativo
potencial antioxidante do licopeno, Eze e colaboradores (2018) observaram um aumento nas
atividades das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GSH-Px) nos rins de ratos diabéticos (induzidos
com STZ) apds 30 dias de tratamento com 10, 20 e 40 mg/kg de licopeno veiculado em 6leo de oliva.

Em concordancia, estudo realizado por Soleymaninejad e colaboradores (2017), demonstrou que
ratos diabéticos (induzidos com 60 mg/kg de STZ) tratados com insulina (2U/dia) e/ou licopeno (4
mg/kg/dia) apresentaram prevencdo da morte celular no hipocampo, bem como tiveram reducdo na

expressdo de genes pré-apoptoticos (Bax) e aumento na expressao de genes antiapoptoticos (Bcl-2)
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no hipocampo, reiterando o potencial benéfico que pode ser alcancado com a associagéo entre insulina
e licopeno em um modelo experimental de DM tipo 1.

A segunda etapa do presente estudo consistiu na avaliacdo dos beneficios que podem ser
alcancados com a terapia combinada de insulina em uma dose reduzida (1U/dia) e um outro
antioxidante, o &cido alfa lipoico, em ratos diabéticos. Além disto, duas doses do acido alfa lipoico
(50 mg/kg e 25 mg/kg) foram avaliadas no presente estudo. Primeiramente um maior controle
glicémico foi observado nos animais DI1U + AL50 e DI1U + AL25 em relacdo aos animais tratados
apenas com acido alfa lipoico (DAL50 ou DAL25). Alguns trabalhos envolvendo o estudo de ratos
diabéticos (modelo de diabetes induzido com estreptozotocina) e tratados com &cido alfa lipoico (10
ou 50 mg/kg via i.p) ndo observaram reduc@es das glicemias em ratos tratados com &cido alfa lipoico
(MARITIM; SANDERS; WATKINS, 2003; OBROSOVA et al., 1998)

Ao analisar a AUC da glicemia pos-prandial ao longo de 30 dias de tratamento, foi possivel
observar que os ratos DI1U + AL50 apresentaram uma significativa reducédo da glicemia, a qual foi
maior que aquela observada em ratos DILU ou DALS50, o que pode ser explicado por uma acao
conjunta entre a insulina, mesmo em dose reduzida promovendo uma reducéo parcial da glicemia, e
o acido alfa lipoico (50 mg/kg) um antioxidante, que pode participar na preservagdo das células -
pancreéticas e também no aumento da sinalizacéo da insulina nos tecidos alvos. Estudo realizado por
Mendoza-Nufiez e colaboradores (2019) evidenciaram que o provavel efeito antihiperglicemiante do
acido alfa lipoico € consequéncia do aumento da captacdo da glicose pelos musculos esqueléticos e
tecidos adiposos.

As acdes antihiperglicemiantes do acido alfa lipoico ja foram descritas por Yi et al (2011), as
quais incluem uma protecdo e melhoria da funcéo das ilhotas pancreéticas. Além disto, o acido alfa
lipoico apresenta um importante efeito benéfico no aumento da atividade do receptor de insulina e,
consequentemente, melhorando a captacao de glicose (DIESEL et al., 2007; DUGBARTEY et al.,
2022). Também aumenta a sensibilidade a insulina nos muasculos esqueléticos e consequentemente
pode aumentar a translocacao dos transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT 4), e exerce um efeito
estimulatério sobre a proteina quinase dependente de AMP (AMPK) (DUGBARTEY et al., 2022;
WOO et al., 2005) e PI3K. O efeito estimulatério sobre PI3K promovido pelo acido alfa lipoico
acarreta a fosforilagéo da tirosina no receptor de insulina e melhora a captacao de glicose dependente
de PI3K (DUGBARTEY et al., 2022; YAWORSKY et al., 2000).

Uma meta-andlise realizada por Mahmoudi-Nezhad e colaboradores (2021) concluiu que as a¢des
antihiperglicémicas atribuidas ao &cido alfa lipoico relacionam-se a dose administrada e ao periodo
de administracéo e, por isso, existem muitos estudos que se contradizem neste sentido. Alem disto,
um problema envolvido na utilizacdo do é&cido alfa lipoico é decorrrente do seu perfil

farmacocinético: o acido alfa lipoico apresenta baixa disponibilidade e tempo de meia-vida curto, 0
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que pode ter impacatado na promocdao dos efeitos benéficos. Outro ponto importante e que vale ser
ressaltado é que diferentes acfes sao observadas em relagcdo aos enatibmeros deste bioativo, R-acido
alfa lipoico e S-acido alfa lipoico, em diferentes tecidos (EVANS; GOLDFINE, 2000). No presente
estudo, a formulagdo de acido alfa lipoico administrada contém os dois enantidmeros e por isso, as
acOes foram observadas em todos os tecidos analisados, algumas mais visiveis e outras mais discretas.

De modo geral, ratos DI1U + AL25 ndo apresentaram uma melhoria nos parametros fisiologicos
quando comparados aos ratos DIOG ou D11U. No entanto, ratos DI1U +AL50 apresentaram uma
reducdo da ingestdo alimentar quando comparados aos ratos DIOG e DI1U. J& sdo conhecidas e
descritas as a¢fes antiobesogénicas do &cido alfa lipoico. Tem sido descrito que o &cido alfa lipoico
suprime a atividade da AMPK hipotalamica para exercer tais efeitos (KIM et al., 2004). A AMPK
também é expressa no hipotdlamo e participa da regulacdo do apetite (ANDERSSON et al., 2004;
MINOKOSHI et al., 2004). A ativagdo da AMPK hipotalamica aumenta a ingesto alimentar e a
massa corporal, ao passo que sua inibicdo desta quinase é necessaria para que a leptina promova a
saciedade e reduza o consumo de alimentos (ANDERSSON et al., 2004). No presente estudo,
provavelmente o cido alfa lipoico exerceu tal atividade, uma vez que ratos DAL50 apresentaram
uma diminuig&o da ingestdo alimentar.

Além disto, foram observadas maiores massas de tecidos adiposos e musculares, culminando em
um maior ganho de massa corporal em animais tratados com insulina (1U/dia) + 4cido alfa lipoico
(nas doses de 50 ou 25 mg/kg). Tal fato também pode ser atribuido ao conjunto de efeitos destes
bioativos: a insulina, diminuindo processos de proteodlise e lipdlise, e o0 &cido alfa lipoico, atuando na
supressao da AMPK. Também foi observado um efeito benéfico das terapias combinadas (insulina
1U/dia + acido alfa lipoico nas doses de 50 ou 25 mg/kg) no perfil lipidico de animais diabéticos,
incluindo a diminuicdo dos niveis de triglicerideos e de colesterol total. Além disto, foi observado em
ratos DI1U + AL50 um aumento na atividade de PON 1 no plasma.

Outro fator importante a ser destacado foi o efeito benéfico das associacdes de insulina 1U/dia +
acido alfa lipoico (50 ou 25 mg/kg) na atenuagdo do estresse glico-oxidativo no plasma, figado e rins
bem como na promocéao de aumento das defesas antioxidantes no plasma (PON 1), figado e rins (SOD
e CAT). Adicionalmente, foi observado um aumento expressivo nos niveis proteicos de AGER 1 e
GLO 1, nos rins, em ratos DI1U + AL25. Portanto, de modo geral, a combinacéo de insulina em uma
menor dose (1U/dia) + acido alfa lipoico (50 ou 25 mg/kg) se mostraram estratégias interessantes
para 0 manejo do DM, principalmente na prevencdo das complicagdes a longo prazo desta sindrome.

Um estudo importante conduzido em nosso laboratorio por Gutierres e colaboradores (2019)
avaliou os impactos do tratamento de ratos diabéticos (indugdo com estreptozotocina; 35 dias de
tratamento) com uma menor dose de insulina (1U/dia; i.p.) em combinagdo com 90 mg/kg de

curcumina administrada por via oral via suspensdo em iogurte. Foi observado um efeito benéfico
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aditivo desta terapia combinada na diminuicdo da glicemia, niveis de triglicerideos, marcadores de
injaria hepatica (ALT, AST, ALP) e niveis de TBARS, bem como aumento das enzimas antioxidantes
SOD, CAT e GSH-Px no figado. Mais recentemente, outro estudo de nosso laboratorio realizado por
Figueiredo e colaboradores (2020) avaliou 0s impactos do tratamento de ratos diabéticos (indugéo
com estreptozotocina; 30 dias de tratamento) com metformina (250 mg/kg) em combinagdo com
licopeno (45 mg/kg). Neste estudo, observou-se que houve um beneficio aditivo desta terapia
combinada na diminuicao da glicemia, niveis de colesterol total, marcador de injuria hepatica (ALT),
marcadores relacionados ao estresse glico-oxidativo (TBARS e AGEs no plasma; TBARS no rim).
Em conjunto, estes estudos anteriores de nosso laboratério fornecem evidéncias dos efeitos
promissores alcancados pela associacdo de farmacos antidiabéticos com antioxidantes de origem
natural, em sistema-modelo in vivo de DM tipo 1.

Ratos diabéticos tratados com insulina em dose reduzida, 1U/dia de insulina, apresentaram
reducdo da glicemia po6s-prandial apds 30 dias de tratamento. No entanto, a média da glicemia pos-
prandial foi de aproximadamente 302 mg/dL, ou seja, muito superior aquela observada nos ratos
normais, nao diabéticos (86 mg/dL) e ratos diabéticos tratados com a dose padrédo de insulina, 4U/dia
(46 mg/dL). Devido a este fato, o tratamento com 1U/dia de insulina néo foi eficaz na reducéo de
processos glicativos (observados pelos niveis elevados de HbAlc e frutosamina). Com a cronicidade
da hiperglicemia, a ocorréncia de glicacdo da hemoglobina (HbAlc) e de proteinas séricas
(frutosamina) é mais frequente e diretamente relacionada com a concentracdo de glicose sanguinea
(DORCELY et al., 2017; WELSH; KIRKMAN; SACKS, 2016). Ratos DI1U também apresentaram
um aumento no ganho de peso (com aumento nas massas de tecidos adiposos e muscular), atenuagéo
da dislipidemia, diminuicdo dos marcadores de lesdo hepatocelular, biomarcadores de estresse glico-
oxidativo no plasma (TBARS e AGEs fluorescentes) e rins (TBARS), assim como aumento da
atividade antioxidante no plasma (PON 1). Em conjunto, estes achados fornecem evidéncias de que
o tratamento com insulina em uma dose reduzida (1U/dia) foi efetivo na prevencédo de hipoglicemia
e na promogdo de melhorias em parametros fisiometabdlicos, no entanto ndo alcangou o efetivo
controle glicémico de ratos diabéticos, o que contribuiu para a ocorréncia dos eventos glicativos, 0s
quais estdo relacionados com as complicacOes diabéticas, o que certamente justifica o uso da insulina
em dose reduzida em uma estratégia de terapia combinada com um bioativo natural com atividade
antidiabética.

Portanto, comparando as respostas alcangadas com os tratamentos de ratos diabéticos com
insulina 4U/dia e 1U/dia, é possivel observar que os ratos DI1U parecem estar mais suscetiveis as
complicacdes do DM relacionadas & hiperglicemia, uma vez que o controle glicémico nestes animais
foi menos efetivo. Além disto, ratos DI1U apresentaram uma diminuigéo nas atividades das enzimas

antioxidantes no rim (SOD e CAT), o que pode contribuir ainda mais para 0 aumento do estresse
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glico-oxidativo neste tecido. Estudo conduzido por Gutierres et al. (2019), o qual foi utilizado como
uma importante referéncia do presente estudo, demonstrou um controle glicémico menos efetivo com
a insulina 1U/dia em relacdo a 4U/dia em ratos diabéticos (modelo experimental de DM tipo 1),
corroborando os achados do presente estudo.

Assim, sabendo-se da necessidade de melhorar a eficicia terapéutica do tratamento com
insulina em menor dose (1U/dia), principalmente no que diz respeito ao aumento das defesas
enddgenas que participam da detoxificacdo de EROs e AGEs e assim diminui¢do do estresse glico-
oxidativo, mas também propondo evitar episddios de hipoglicemia, a prospecgdo sobre a utilizacdo
de compostos bioativos com atividades antidiabética, antioxidante e/ou antiglicacdo torna-se
interessante. Antioxidantes sdo substancias capazes de inibir ou prevenir a oxidacdo de moléculas
ocasionada pela producdo exacerbada de EROs e ERNs durante o estresse glico-oxidativo. J& 0s
agentes com atividade antiglicacéo sdo capazes de prevenir processos de glicacao nos estagios iniciais
(HbA1c e frutosamina) e/ou avangados (AGESs), que podem contribuir para o0 aumento da producao
das EROs e para as complica¢bes do DM tipo 1.

Diversos estudos vém demonstrando o potencial benéfico que pode ser alcancado com a
utilizacdo de antioxidantes no combate as complicac6es relacionadas ao DM, incluindo evidéncias
anteriores de estudos de nosso laboratorio (ARCARO et al., 2014; ASSIS et al., 2017; FIGUEIREDO
et al., 2020; KELLY, 1998; LIMA et al., 2020; RAJENDIRAN; PACKIRISAMY;
GUNASEKARAN, 2018). Alguns estudos pré-clinicos apresentam novas estratégias terapéuticas
com foco na utilizacdo de antioxidantes associados aos farmacos antidiabéticos ja utilizados e
disponiveis para a populacdo, com o objetivo de obter um efeito aditivo ou sinérgico em relacdo as
terapias administradas isoladamente (CIRANO et al., 2021; FIGUEIREDO et al., 2020; GUTIERRES
etal.,, 2019; LIMA et al., 2020; MOTTA et al., 2022; OBAFEMI et al., 2021; ROXO et al., 2019).

O licopeno é um antioxidante com funcéo scavenger do oxigénio singlete, uma espécie reativa
de oxigénio, e por isso pode ter um papel fundamental na atenuacdo do estresse glico-oxidativo
(FORNI et al., 2019) além de apresentar uma agéo antihiperglicémica (KUHAD; SETHI; CHOPRA,
2008). Ja sdo descritas as acdes benéficas do licopeno na reducdo dos niveis de AGEs e RAGE nos
rins de animais diabéticos (TABREZ; AL-SHALI; AHMAD, 2015); levando-se em consideracgao que
0 aumento da interacdo AGEs-RAGE aumenta a producgdo de citocinas inflamatorias, o licopeno
surge com um potente antioxidante com agdo anti-inflamatdria ao agir inibindo o receptor RAGE
(CHEN et al., 2014). No presente estudo, as acfes benéficas do licopeno em termos de combate ao
estresse glico-oxidativo foram evidenciadas por um conjunto de fatores: (i) atenuacéo do estresse
glico-oxidativo no plasma e rim e (ii) aumento da sensibilidade a insulina via aumento dos niveis de
fosforilagdo da AKT em mdsculos esqueléticos, o que pode ter sido importante para a significativa

diminuicao da glicemia na terapia combinada com 1U/dia de insulina.
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O &cido alfa lipoico, 0 segundo antioxidante estudado no presente trabalho, € um antioxidante
de origem natural que contém enxofre em sua estrutura; atua como cofator para varios complexos
enzimaticos mitocondriais envolvidos na producéo de energia pelas células (BUSTAMANTE, 1998;
DUGBARTEY et al., 2022). Alguns estudos ja demonstram que niveis endogenos de &cido alfa
lipoico diminuidos, sendo a suplementacdo benéfica como terapia complementar no tratamento do
DM tipo 1 e 2, principalmente no combate as complicacfes diabéticas (SHAY et al., 2009). Além
disto, em modelo de diabetes em roedores com inibicdo genética da acido alfa lipoico sintase, enzima
responsavel pela producdo enddgena de &cido alfa lipoico, foi demonstrado que esses roedores
apresentaram uma piora no quadro de nefropatia diabética, e que a suplementacdo com é&cido alfa
lipoico atenuou a progressdo da nefropatia diabética (VERMA, 2018). No entanto, os efeitos do acido
alfa lipoico com terapias convencionais utilizadas para 0 manejo do DM tipo 1 e tipo 2 ainda nédo
estdo totalmente elucidados, sendo assim necessarios maiores estudos para entender os efeitos
promissores que podem ser alcangados com este antioxidante.

A AKT ou proteina quinase B tem um papel crucial na via de sinalizacéo de insulina; participa
da regulacdo de diversas fungdes celulares, incluindo o controle do metabolismo energético
proliferacdo, hipertrofia e apoptose celulares (BRAZIL; YANG; HEMMINGS, 2004). Ap6s uma
cascata de sinalizacdo intracelular, uma vez que a AKT ¢é fosforilada e ativada, ocorre sua participacao
na estimulacéo a translocacdo das vesiculas contendo os transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT
4; principalmente nos mausculos esqueléticos) do citoplasma para a membrana plasmatica,
favorecendo o processo de captacdo de glicose estimulada por insulina. Com isso, prejuizos na
sensibilidade a insulina que impactam negativamente a fosforilacdo da AKT podem estar
relacionados com intolerancia a glicose e hiperglicemia cronica (L1U et al., 2009).

Conforme o esperado, ratos DIOG apresentaram uma reducdo significativa nos niveis de
fosforilagdo da AKT (56%) em musculos gastrocnemius, quando comparados aos ratos NIOG. Sabe-
se que a STZ é responsavel pela destruicdo de grande parte das células B pancreaticas. No modelo de
DM experimental (indugdo com STZ) utilizado neste estudo, ocorre a destruicdo de grande parte das
células B pancreaticas, caracterizando entdo um modelo insulinopénico, no qual a produgdo de
insulina ¢ drasticamente reduzida. Ademais, as células B que eventualmente nao foram destruidas
pela STZ e que continuam a secretar insulina, estas podem sofrer as consequéncias do estresse glico-
oxidativo, justificando assim o aumento progressivo da glicemia nos animais DIOG. Além disso,
animais DIOG, além de produzirem progressivamente menos insulina, também podem ter
desenvolvido resisténcia a insulina nos tecidos periféricos, condigéo esta que também pode contribuir
com a piora da glicemia em animais DIOG. Estudos tém desmonstrado que resisténcia a insulina
também pode ser observada em animais diabéticos induzidos com STZ, e isto ocorre, principalmente,

por uma reducdo na atividade tirosina quinase do receptor de insulina, e diminui¢do na ativacdo da
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AKT (fosforilagdo no residuo serina-473) (GIORGINO; CHEN; SMITH, 1992; GUTIERRES et al.,
2015). De fato, no presente estudo, observamos uma menor fosforilacdo de AKT estimulada por
insulina em musculos de ratos DIOG.

Os tratamentos de ratos diabéticos com insulina (4U/dia e 1U/dia) promoveram um aumento
na fosforilacdo de AKT (basal e apos estimulo com insulina), fato este esperado, uma vez que 0
tratamento com insulina reestabelece, total ou parcialmente, a deficiéncia insulinica caracteristica
desse sistema-modelo in vivo de DM tipo 1.

Além dos beneficios relacionados ao potencial antioxidante do licopeno j& demonstrados em
diversos estudos (ASSIS et al., 2017; FIGUEIREDO et al., 2020; MOTTA et al., 2022; XU et al.,
2021) uma acdo importante desse bioativo natural no combate a hiperglicemia, observado no presente
trabalho, é a sua capacidade de promover aumento nos niveis de fosforilacdo de AKT (basal e ap6s
estimulo com insulina). Em conjunto, uma provavel acdo antioxidante per se do licopeno atuando na
protecdo das células B-pancreaticas, que pode estar protegendo-as contra o estresse glico-oxidativo,
resultando em uma melhor producéo/secrecdo de insulina principalmente nas células que nao foram
afetadas pela administracdo de STZ e; uma possivel regulacao positiva do receptor de insulina, PI3K
e niveis de fosforilacdo da AKT nos musculos esqueléticos podem explicar o efeito benéfico do
licopeno na melhoria da sensibilidade a insulina, principalmente na translocacdo das vesiculas
contendo GLUT 4 para a membrana plasmatica, aumentando a captacdo da glicose tissular.

A terapia combinada insulina 1U/dia + licopeno se mostrou muito eficiente na promoc¢édo de
aumento na fosforilacdo de AKT (basal e ap6s estimulo com insulina) nos masculos esqueléticos de
ratos diabéticos, de forma ainda maior que os efeitos dos tratamentos somente com insulina 1U/dia
ou somente com licopeno, o que justifica sua melhor eficacia na reducéo da glicemia pds-prandial.

O estresse glico-oxidativo é um fator muito importante no estabelecimento das complicacdes
relacionadas a0 DM. Em um quadro de DM ndo controlado, ou seja, longos periodos de
hiperglicemia, ocorre uma producéo exacerbada de AGEs, e estes podem ocasionar perda das funcdes
de proteinas, aumento na ativacao de receptores RAGE culminando em aumento do estresse oxidativo
e na producdo de citocinas inflamatdrias (SANAJOU et al., 2018). O aumento na producdo de EROs
e ERNSs, por sua vez, pode favorecer a oxidacéo de lipideos encontrados em membranas plasmaticas,
culminando na formacgdo de diversos produtos da lipoperoxidacdo, incluindo o malondialdeido
(MDA), o qual reage com o acido tiobarbitarico (TBA), formando as chamadas substancias reativas
ao 4cido tiobarbitdrico (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014).

Ratos DIOG apresentaram um aumento significativo nos niveis de AGEs e TBARS no plasma,
0 que era esperado, uma vez que estes animais apresentaram altos niveis glicémicos ao longo do
periodo experimental, o que favorece processos glicativos e oxidativos. O tratamento com insulina

(4U/dia ou 1U/dia) preveniu a ocorréncia de processos glico-oxidativos.
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Estudos ja vém demonstrando os beneficios que podem ser alcancados no tratamento de
sindromes metabolicas (incluindo o DM tipo 2) com licopeno e melhorias na capacidade de regulacao
do metabolismo de carboidratos e lipideos, o que caracteriza, pelo menos em parte, a atividade
antidiabética exercida pelo licopeno (YIN; ZHENG; JIANG, 2019). Embora no presente estudo ndo
foi evidenciada a diminuicéo nos niveis de TBARS nos ratos DLIC no plasma e no rim, o tratamento
com a terapia combinada insulina 1U/dia e licopeno promoveu uma reducdo nos niveis de AGEs
plasmaticos que, em conjunto com o0s menores niveis de TBARS e maior atividade de PON 1, reforca
0 conjunto de beneficios que podem ser alcangados com a terapia combinada no combate ao estresse
glico-oxidativo no plasma de ratos diabéticos.

Ainda, Figueiredo et al (2020) demonstraram os efeitos benéficos promovido pelo tratamento
de ratos diabéticos (induzidos com 40 mg/kg de STZ) com licopeno (45 mg/kg) apds 30 dias de
tratamento: houve uma reducdo dos niveis de AGEs bem como um aumento da atividade de PON 1
no plasma; diminuicéo dos niveis de AGEs no figado; e uma diminui¢do dos niveis de TBARS e
AGEs nos rins. Motta e colaboradores (2022) também demonstraram os efeitos promissores do
licopeno (45 mg/kg) em modelo de obesidade e resisténcia a insulina. No estudo realizado por Motta
et al (2022) também foi observado uma reducdo dos niveis de TBARS, AGEs e aumento da atividade
de PON 1 no plasma; e diminui¢des dos niveis de TBARS e AGEs no figado e rins. Portanto, ndo sdo
novidades as acOes benéficas promovidas pelo licopeno e os achados observados no presente estudo
reiteram estas a¢fes promissoras.

No presente estudo foi evidenciada a acdo do acido alfa lipoico (50 e 25 mg/kg) na reducédo
da glicemia dos ratos diabéticos, ap6s 30 dias de tratamento, mesmo sendo menos efetiva do que o0s
efeitos promovidos pelos tratamentos com as associac@es entre insulina 1U/dia + acido alfa lipoico
(50 ou 25 mg/kg). A acdo combinada promovida pela insulina 1U/dia + &cido alfa lipoico (50 ou 25
mg/kg), aumentando a captacdo da glicose pelas células dos tecidos adiposos e musculares e
consequentemente reduzindo a glicose plasmatica, pode ser um potencial mecanismo de acdo que
contribua para a diminuicdo de eventos glicativos (HbAlc, frutosamina e AGES) e oxidativos
(TBARS) no plasma dos ratos diabéticos. Vale destacar que a associagdo entre insulina 1U/dia +
acido alfa lipoico na maior dose (50 mg/kg) foi mais efetiva na reducdo dos niveis glicémicos: ratos
DI1U + AL50 apresentaram niveis glicémicos de aproximadamente 140 mg/dL, apds 30 dias de
tratamento. Consequentemente, menores niveis de HbAlc foram observados nestes animais. Sabe-se
que altos niveis de glicose promove glicotoxicidade, ndo so pelo aumento na formacdo de EROs e
diminuicdo da capacidade das enzimas antioxidantes, mas também pelo aumento nas taxas de
processos de glicacdo ndo enzimatica de biomoléculas (MIRJANA et al., 2012).

Apos 30 dias de experimento, houve um aumento significativo nos niveis plasmaticos de

triglicerideos em ratos DIOG, quando comparados aos valores em ratos NIOG. No DM, é comum um
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aumento nos niveis séricos de triglicerideos, que pode ser uma consequéncia da diminui¢do na
atividade da lipase lipoproteica (LpL), responsavel pela retirada dos triglicerideos circulantes das
lipoproteinas quilomicron e VLDL (RIFAI; WARNICK, 2006) visando seu armazenamento nos
tecidos adiposos, ou sua oxidagdo (no caso 0s A&cidos graxos) em musculos estriados. A
hipertrigliceridemia no DM também pode ser exacerbada pelo aumento observado na ingestdo
alimentar (hiperfagia), culminando em aumento na producédo de quilomicrons. Adicionalmente, ratos
DIOG apresentaram um aumento nos niveis plasmaticos de colesterol em relacdo aos animais NIOG.
Alguns fatores afetam negativamente o metabolismo das lipoproteinas, no diabetes, incluindo (i)
aumento na producéo da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), culminando em subsequente
aumento nos niveis da lipoproteina de baixa densidade (LDL), rica em colesterol; (ii) diminuicdo na
atividade dos receptores de LDL (RIFAI; WARNICK, 2006). A dislipidemia em geral estd associada
ao estresse oxidativo e ao aumento de um cenério inflamatdrio, os quais representam alto risco para
o0 desenvolvimento das doengas cardiovasculares (PARMAR; KAR, 2008).

Todos os tratamentos envolvendo os antioxidantes naturais isoladamente (licopeno, acido alfa
lipoico 50 mg/kg ou acido alfa lipoico 25 mg/kg) ndo foram efetivos na promoc¢édo de reducdo dos
niveis de colesterol total e triglicerideos de ratos diabéticos, apos 30 dias de tratamento. Muito embora
ja serem descritas as a¢des do licopeno na inibi¢cdo da HMG-CoA redutase, enzima chave no processo
de sintese do colesterol, o que culminaria em uma diminuicdo nos niveis de colesterol total
(PALOZZA et al., 2012), ndo foram evidenciadas estas acdes no presente trabalho. No entanto, ao
associar o licopeno (45 mg/kg) e a insulina 1U/dia, foi observada uma reducéo significativa nos niveis
de triglicerideos e colesterol total, efeito este que pode ser explicado pelas a¢Bes da insulina, uma vez
que ratos DI1U + LIC apresentaram um perfil semelhante ao observado em ratos DI1U. A insulina,
no metabolismo lipidico, é responsavel por estimular a lipase lipoproteica (LpL), promovendo a
hidrolise dos triglicerideos das lipoproteinas circulantes e assim aumenta a captacdo de acidos graxos
pelos tecidos adiposos (armazenamento) ou musculares (oxidacao). A insulina também inibe a lipase
horménio sensivel (LHS), presente nos tecidos adiposos, enzima responsavel pela hidrolise de
triglicerideos, disponibilizando assim menos acidos graxos livres (AGL) (KAHN; SALTIEL, 2005;
SALTIEL, 2021).

As acdes do &cido alfa lipoico na atenuagdo da dislipidemia decorrente do DM ainda séo
incertas. Foi relatado que o &cido alfa lipoico pode reduzir a dislipidemia associada a obesidade em
ratos (WOO et al., 2005) e ao diabetes em camundongos deficientes em apolipoproteina E tratados
com estreptozotocina (YI; MAEDA, 2006). Uma das acGes importantes e descritas do &cido alfa
lipoico € sua capacidade em ativar a AMPK (KIM et al., 2016; MEHANNA et al., 2018). A AMPK,

uma vez ativada, fosforila a enzima ACC (acetil-CoA carboxilase), inibindo assim a lipogénese,
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reduzindo os estoques de lipideos no figado, e em ultima instancia tais eventos culminam em aumento
na sensibilidade hepética a insulina.

No entanto, no presente estudo, ndo foram evidenciadas as acdes benéficas
antihiperlipidémicas promovidas pelo &cido alfa lipoico, em ambas as doses estudadas, o que pode
ser explicado pelas doses utilizadas em nosso estudo (25 e 50 mg/kg), muito inferiores aquela
utilizada em estudo que observou acdes antihiperlipidémicas atribuidas ao acido alfa lipoico (300
mg/kg) (FORD et al., 2001; MEHANNA et al., 2018). Outro fator importante a ser analisado é o
modelo experimental de DM tipo 1 utilizado em nosso estudo; este modelo mimetiza um quadro
muito severo de doenca metabdlica, no qual os niveis de colesterol total e triglicerideos estéo
significativamente aumentados em relacdo aos ratos ndo diabéticos. Assim, mesmo sendo
demonstradas as acbes benéficas do acido alfa lipoico na atenuacdo da dislipidemia em outros
estudos, talvez neste modelo experimental, tais acfes ndo tenham sido suficientes para reduzir os
niveis plasmaticos de triglicerideos.

Interessantemente, ndo foram observadas diferencas nos niveis de HDL-colesterol entre ratos
diabéticos ndo tratados (DIOG) e nado diabéticos (NIOG) apds 30 dias de experimento. Reducdo nos
niveis séricos de HDL-colesterol pode ser observada no DM, devido a uma menor velocidade de
sintese desta lipoproteina e aumento na atividade da lipase hepética, assim ocorre um aumento na
degradacéo de HDL (LUDKE; LOPEZ, 1999). Estudos prévios do nosso laboratério que conduziram
experimentos com ratos diabéticos (modelo de diabetes induzido com estreptozotocina) observaram
reducdes dos niveis de HDL-colesterol em ratos diabéticos ndo tratados em relacdo aos ratos normais,
ndo diabéticos (ASSIS et al., 2017; GUTIERRES et al., 2019). No entanto, alguns fatores podem ter
influenciado para que os resultados obtidos no presente trabalho ndo corroborassem os achados
obtidos nos estudos prévios, sdo eles: (i) o periodo experimental conduzido por Assis et al. (2017) foi
de 50 dias, ou seja, um periodo muito superior ao conduzido neste estudo (30 dias), e (ii) a condi¢do
na qual foi obtido o plasma, no estudo realizado por Assis et al. (2017), foi ap6s um jejum prévio de
12 horas, ou seja, uma condicéo diferente da conduzida neste estudo (sem jejum prévio antes da coleta
de sangue). N&o foram evidenciadas neste estudo as agdes do licopeno na promocao de aumento nos
niveis de HDL-colesterol em ratos diabéticos, apds 30 dias de tratamento, resultado este diferente do
observado em estudo prévio realizado em nosso laboratério, 0 que também pode ser consequéncia
dos fatores supracitados. Em estudo realizado por Assis et al. (2017), observou-se que animais
diabéticos tratados com licopeno, apds 50 dias, apresentaram um aumento significativo nos niveis de
HDL-colesterol, quando comparados aos animais diabéticos DIOG.

Alguns estudos ja demonstraram a atividade benéfica que pode ser alcancada na
suplementacdo com acido alfa lipoico na regulacdo do metabolismo de lipideos e lipoproteinas (SEO;

HA; KIM, 2012). O &cido alfa lipdico participa da regulacdo positiva dos receptores hepéticos de
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LDL (AMOM et al., 2008) e aumenta a sintese de apolipoproteina A (apolipoproteina presente na
HDL), importante no transporte reverso do colesterol (AMOM et al., 2008; MARANGON et al.,
1999). Em uma meta-analise realizada por Akbari e colaboradores (2018), foi concluido que a
administragdo de &cido alfa lipoico pode, de fato, levar a uma melhoria nos parametros relacionados
a homeostase da glicose e no metabolismo dos lipideos, exceto nos niveis de HDL-colesterol. No
entanto, neste estudo, ao final dos 30 dias de experimento, apenas 0s grupos experimentais tratados
com acido alfa lipoico (25 ou 50 mg/kg) apresentaram um aumento nos niveis plasmaticos de HDL-
colesterol em relacdo aos ratos NIOG. Levando-se em consideracdo que o tratamento de ratos
diabéticos com 4cido alfa lipoico (25 mg/kg) foi efetivo na promogéo de aumento na atividade de
PON 1, uma potente enzima antioxidante, e no aumento dos niveis de HDL-colesterol, pode-se dizer
que o acido alfa lipoico pode ser Util na prevencdo das complicacdes cardiovasculares relacionadas
ao DM. Porém, maiores analises serdo necessarias para avaliar o potencial que pode ser alcangado
com a suplementacdo com &cido alfa lipoico, neste cenario de uma disfuncdo metabdlica.

A doenca renal diabética (DRC) é uma complicacdo importante no DM tipo 1, sendo a
principal causa de insuficiéncia renal cronica e doenca renal terminal (KOYE et al., 2017). A
cronicidade da hiperglicemia provoca a ativacdo de inUmeros processos patologicos que podem afetar
as células do rim (FORBES; COOPER, 2013). Consequentemente, proteindria com excrecao
exacerbada de albumina € um sintoma inicial de dano renal no DM (BABU; SRINIVASAN, 1999;
KARALLIEDDE; GNUDI, 2008). O termo proteindria engloba a excre¢do urinaria de albumina e
qualquer outro tipo de proteina na urina; j& a albumindria refere-se Unica e exclusivamente a
eliminacdo urinéria de albumina, um importante marcador de lesdo glomerular. Mesmo com a
filtracdo glomerular normal, ou seja, em seu perfeito funcionamento, a presenca de albumindria € um
indicativo de risco aumentado para a evolucdo da DRC (ABENSUR, 2004; BASTOS; BREGMAN,;
KIRSZTAJN, 2010).

O manejo atual da DRC inclui a utilizacdo de abordagens ndo-farmacoldgicas e
farmacoldgicas. A abordagem ndo-farmacoldgica é baseada no estilo de vida, a qual inclui:
modificacdes na dieta (reducdo da ingestdo de acucar e sodio), aumento da atividade fisica,
intervengdes psicologicas e sociais (DUGBARTEY et al., 2022; LEITE et al., 2020). As intervengdes
farmacologicas baseiam-se na reducdo da hiperglicemia com o uso de farmacos antidiabéticos (tal
como a insulina, por exemplo), blogueadores do sistema renina-angiotensina-aldosterona (inibidores
da enzima conversora de angiotensina e bloqueadores do receptor de angiotensina Il) e bloqueadores
dos canais de calcio (DUGBARTEY et al., 2022; VIVIAN; RUBINSTEIN, 2002). Considerando que
esses agentes farmacologicos delongam o desenvolvimento e a progressdo da DRC, mas néo a reverte
ou a impede, hd a necessidade de identificar novos agentes farmacoldgicos, dentre eles 0s

nutracéuticos, e 0s avancos nos estudos das estratégias de terapias associadas eficazes na atenuacgéo
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principalmente do estresse glico-oxidativo, o qual promove efeitos deletérios neste tecido em
associacao as doencas metabolicas.

No presente estudo, foi observado que ratos DIOG apresentaram um aumento significativo na
excrecdo urinaria de albumina e elevacdo nos niveis plasmaticos de &cido drico ap6s 30 dias de
experimento. Ainda, nestes animais, foram observados valores maiores de massas de rins quando
comparados aos animais NIOG, o que pode ser um indicativo de hipertrofia glomerular. O aumento
progressivo da hiperglicemia, bem como o aumento do estresse glico-oxidativo nos animais DIOG,
em conjunto podem ter sido cruciais para o desenvolvimento de um dano renal. Abtahi-Evari et al.
(2017) observaram um aumento no peso dos rins, didmetro dos glomérulos e quantidade de
glomérulos de animais diabéticos (induzidos com 50 mg/kg de STZ) apds 20 dias de experimento,
corroborando os achados deste estudo, pelo menos no parametro tamanho do rim.

Todos os tratamentos realizados neste experimento (insulina 4U/dia ou 1U/dia, licopeno,
associacao de insulina 1U/dia + licopeno, &cido alfa lipoico, associacéo de insulina 1U/dia + &cido
alfa lipoico nas doses de 25 ou 50 mg/kg) foram efetivos na promocdao de reducdo na excre¢do urinaria
de albumina, bem como na diminui¢do dos niveis de acido Urico no plasma. No entanto, foi
evidenciado neste estudo que ratos diabéticos tratados com as associa¢des de insulina 1U/dia +
licopeno (45 mg/kg) ou com insulina 1U/dia + acido alfa lipoico (25 ou 50 mg/kg) apresentaram uma
reducdo da albuminuria mais efetiva do que aquela promovida pelos tratamentos isolados. Portanto,
foi evidenciado o poder benéfico das terapias combinadas na protecao da integridade glomerular renal
e consequentemente, protecdo contra a doenca renal diabética.

Os mecanismos pelos quais o acido alfa lipoico exerce seus efeitos benéficos no tecido renal
ainda ndo sdo totalmente elucidados, mas provavelmente envolve o estimulo de vias como
PI3K/AKt/Nrf2 e PIBK/AKT (SKIBSKA et al., 2023; ZHANG; MCCULLOUGH, 2016). PI3K sao
uma familia de enzimas envolvidas na sobrevivéncia celular. Nrf2 é um fator de transcricao que atua
como um “sensor”’ de estresse oxidativo e um importante regulador dos mecanismos de defesas
antioxidantes via modulacao da transcricdo de mais de 200 genes citoprotetores (LAKSHMI et al.,
2023). E valido ressaltar que o 4cido alfa lipoico exerce seus efeitos tanto na membrana plasmatica
quanto no citosol das células, devido ao seu perfil anfifilico (ZIEGLER et al., 2022). Assim, devido
as suas caracteristicas antioxidantes e antiinflamatorias, o acido alfa lipoico é um bioativo interessante
para as estratégias terapéuticas que visem a prevencao de danos renais associados as complicacfes
do DM.

O aumento das EROs, juntamente com as deficiéncias nos sistemas antioxidantes, pode causar
danos significativos nos rins em cenarios de estresse oxidativo, contribuindo para o estabelecimento
de inflamacdo e fibrose renal (JHA et al., 2016). No presente trabalho, foi observado um aumento

significativo nos niveis de TBARS, juntamente com uma diminui¢do nas atividades das enzimas
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antioxidantes (SOD e CAT) nos rins dos ratos DIOG, indicando que este 6rgédo foi, de fato, acometido
e prejudicado pela instalagdo do estresse oxidativo devido ao diabetes.

Normalmente, intervencbes benéficas no combate do estresse oxidativo, em modelos
experimentais de patologias, tendem a aumentar as atividades das enzimas antioxidantes,
especialmente quando esta intervencdo € baseada em um bioativo antioxidante de origem natural
(FIGUEIREDO et al., 2020; MOTTA et al., 2022; TABREZ; AL-SHALI; AHMAD, 2015). Estudos
anteriores ja demonstraram que o licopeno tem efeito benéfico ao atenuar a nefropatia via aumento
na expressao de fator nuclear derivado de eritroide 2 (Nrf2) em modelo experimental de
nefrotoxicidade induzido por arsénio (RAMADAN et al., 2022). O Nrf2 é um importante fator de
transcricdo que controla a expressao génica de diversas enzimas antioxidantes (AL OLAYAN et al.,
2020). Alem disto, a ativacao de Nrf2 nos tabulos renais atenua o dano tubular e a fibrose intersticial
ao induzir a expressdo de genes relacionados a citoprotecdo contra o estresse oxidativo e,
consequentemente, relaciona-se com a melhoria de nefropatia diabética e doencas renais cronicas
(CUl et al., 2017; NEZU; SUZUKI, 2020). A acdo benéfica do licopeno em aumentar o potencial
antioxidante renal, incluindo as enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GSH-Px) através do aumento
da expressdo de Nrf2 ja foi demonstrada por Yu e colaboradores (2018). Ainda, um efeito
antioxidante mais potente exercido pelo licopeno em comparagdo ao efeito da cafeina foi
demonstrado em um modelo experimental de isquemia renal (SAYLAN et al., 2021), onde observou-
se que o licopeno promoveu uma maior reducdo nos niveis de TBARS e um maior aumento das
enzimas antioxidantes, incluindo SOD e GSH-Px, em relacdo a cafeina. Figueiredo e colaboradores
(2020) observaram um aumento da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px nos
rins de ratos diabéticos (induzidos com 40 mg/kg de STZ) e tratados com licopeno (45 mg/kg). Ainda,
neste mesmo contexto, Motta e colaboradores (2022) também observaram aumentos das atividades
de SOD, CAT e GSH-Px em camundongos submetidos ao modelo experimental de obesidade e
resisténcia a insulina e tratados com licopeno (45 mg/kg). No entanto, no presente estudo, ndo foram
observados aumentos nas atividades das enzimas antioxidantes e nem diminui¢cdo nos niveis de
TBARS nos rins de ratos diabéticos tratados com licopeno. Tal auséncia de efeito do licopeno pode
ser explicada pelos altos niveis glicémicos apresentados pelos ratos diabéticos tratados somente com
licopeno, durante todo o periodo experimental (= 375 mg/dL), o que pode favorecer processos de
glicacdo em enzimas antioxidantes nos rins de ratos diabéticos. Por outro lado, ao associar insulina
1U/dia + licopeno, foi observado um melhor efeito da terapia combinada na promoc¢éo de aumento
nas atividades de SOD e CAT nos rins quando comparados aos ratos DIOG, DI1U e DLIC, bem como
uma maior reducgéo dos niveis de TBARS quando comparados aos ratos DIOG e DLIC.

O aumento na producdo de EROs ocasionado pelo estresse oxidativo impacta de maneira

importante na patogénese e progressdo das complicacfes relacionadas ao DM, incluindo a doenca
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renal diabética (MORCOS et al., 2001). Como dito anteriormente, a superprodu¢do de EROs em um
cenario de hiperglicemia ocorre via alguns mecanismos, tais como: aumento da producdo de AGEs,
ativacdo da proteina quinase C, aumento do fluxo de vias do poliol e da hexosamina, ativacdo do fator
nuclear kappa B (NFkB) (DUGBARTEY et al., 2022); todas essas vias culminam em exacerbagéo
do estresse oxidativo. Assim, o estresse oxidativo causa lesdo glomerular, disfungdo microvascular,
lesdo tubular e, consequentemente, leva a lesdo renal aguda (ALOBAIDI et al., 2015; RIMMELE et
al., 2016; SKIBSKA et al., 2023). Estudos realizados por Peerapornratana et al. (2019) e Ow et al.
(2021) desmonstraram que o estresse oxidativo estimula a apoptose em células epiteliais renais, o que
ocasiona a insuficiéncia renal. Portanto, estratégias terapéuticas que combatam o estresse glico-
oxidativo nos rins podem ser importantes para a prevencao e até mesmo desaceleracao da progressao
da DRC, uma complicacdo grave e importante relacionada ao DM.

No presente estudo, foram demonstradas as a¢cdes benéficas do acido alfa lipoico na promogéo
de aumento das atividades das enzimas antioxidantes, tais como SOD, CAT e GSH-Px, nos rins dos
ratos diabéticos. Apos 30 dias de tratamento, foi possivel observar que ratos DAL50 apresentaram
um aumento na atividade de SOD nos rins, em magnitude maior do que o efeito promovido pelo
tratamento com insulina 1U/dia. Adicionalmente, em animais DAL50, também foram observados
aumentos nas atividades de CAT e GSH-Px nos rins de ratos diabéticos. Vale destacar que o aumento
da atividade de GSH-Px promovida pelo tratamento com acido alfa lipoico (50 mg/kg) foi maior do
que os promovidos pelos tratamentos com insulina (4U/dia ou 1U/dia). Em estudo realizado por Wang
e colaboradores (2013), sugeriu-se que o &cido alfa lipoico, ao atuar como um cofator para 0s
complexos multienzimaticos mitocondriais, este pode influenciar no status antioxidante, ou seja,
diminuindo a producdo de EROs e aumentando as defesas celulares através da ativacdo de outros
antioxidantes bem como de cofatores importantes no funcionamento de enzimas antioxidantes, como
a GSH. Assim, todos esses mecanismos podem contribuir para atenuar o estresse oxidativo,
protegendo as células renais contra os efeitos deletérios das EROs.

Tanto a geracdo de AGEs per se (danificando biomoléculas) quanto a sua interacdo com 0s
receptores RAGE desencadeiam mecanismos celulares e moleculares que participam dos eventos
patoldgicos relacionados a nefropatia diabética, tais como: alteracdo da funcdo renal, espessamento
da membrana basal e mesangial, indugdo da inflamacdo e fibrose, podocitopatia e mesangiopatia,
entre outros (KUMAR; CHITRA; REDDY, 2016). Por outro lado, além dos sistemas enddgenos que
eliminam os precursores de AGEs, existe também o complexo AGER 1, envolvido na endocitose de
proteinas modificadas por AGEs. No rim, sua expressdo estd diminuida em certas patologias,
incluindo o DM (KUMAR; CHITRA; REDDY, 2016; OTT et al., 2014). Assim que este receptor é
ativado, ocorre um aumento na velocidade de remocgdo dos AGEs, uma vez que ele promove a

endocitose e a degradacdo de proteinas modificadas por AGEs. Portanto, AGER 1 possui um papel
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protetor contra as agressdes mediadas pelo estresse glico-oxidativo, e assim pode prevenir lesGes
celulares e teciduais no diabetes. Outro sistema importante na detoxificacdo dos AGEs é o sistema da
glioxalase, o qual consiste nas atividades de duas enzimas, glioxalase 1 e glioxalase 2; este sistema €
responsavel por eliminar a-oxaldeidos, principalmente o metilglioxal, um dos compostos
dicarbonilicos gerados de maneira exacerbada em condigdes de hiperglicemia (especialmente a partir
de trioses fosfato) e que atuam como precursores na geracdo de AGEs (KUMAR; CHITRA; REDDY,
2016; OTT et al., 2014).

O rim € o maior local de detoxificacdo dos AGEs, porém os mecanismos pelos quais ocorre a
eliminacdo dos AGEs ainda sdo incertos. Estudos demonstram que proteinas modificadas por AGEs
sdo inicialmente endocitadas, para posteriormente serem filtradas e excretadas (ZHUANG et al.,
2019). Surpreendentemente, ratos DIOG apresentaram uma diminui¢do nos niveis de AGES nos rins,
quando comparados aos ratos NIOG. No entanto, mesmo com menores niveis renais de AGEs, a
funcdo renal dos ratos DIOG foi comprometida, uma vez que foram nitidamente maiores os niveis de
albumindria (sugerindo injdria renal) e de &cido drico no plasma (sugerindo disfuncdo renal), em
relacdo aos valores observados nos ratos NIOG.

O receptor AGER-1 € expresso em poddcitos e células mesangiais nos rins e participa da
endocitose e degradacdo de AGEs, facilitando a eliminagdo de AGEs na urina (ZHUANG et al.,
2019). Ratos DIOG apresentaram uma reducdo significativa na expressdo de componentes que
participam das maquinarias de detoxificacdo de AGEs e seus precursores, incluindo AGER 1 e GLO
1 nos rins, indicando que a eliminacdo dos AGEs e seus precursores neste tecido possa estar
comprometida.

Um interessante achado deste estudo é o potencial benéfico da terapia combinada entre
insulina 1U/dia + licopeno em mitigar o estresse glicativo no rim de ratos diabéticos, através do
aumento na expressao de componentes envolvidos na maquinaria de detoxificacdo dos AGEs. Em
ratos DI1U+LIC, foi observado um significativo aumento nos niveis proteicos de AGER-1 e de GLO
1 nos rins, reiterando o potencial benéfico da terapia combinada entre insulina 1U/dia + licopeno no
combate as complicacdes diabéticas, principalmente aquelas que impactam os rins morfologicamente
e funcionalmente. Carotenoides sdo conhecidos por mitigar o estresse glico-oxidativo (TOPRAK;
DEDEOGLU, 2022), mais especificamente em aumentar a expressdo de proteinas envolvidas na
detoxificacdo dos AGEs, tanto em modelo de DM tipo 1 (LIN et al., 2014), modelo de DM tipo 2
(YIN; ZHENG; JIANG, 2019) em modelo de obesidade e resisténcia a insulina (NI et al., 2015).

Outro achado interessante do presente estudo foi o potencial benéfico da terapia combinada
entre insulina 1U/dia + &cido alfa lipoico em mitigar o estresse glicativo no rim de ratos diabéticos,
através do aumento na expressdo de componentes envolvidos na maquinaria de detoxificacdo dos

AGEs, assim como observado na terapia DI1U + licopeno. Em ratos DI1U + AL25, foi observado
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um aumento significativo e expressivo nos niveis proteicos de AGER-1 e GLO 1 nos rins de ratos
diabéticos. Estes achados, conjuntamente com os aumentos das atividades das enzimas antioxidantes
(SOD, CAT e GSH-Px) e diminui¢do nos niveis de TBARS e AGEs fluorescentes no rim, reiteram o
potencial benéfico da terapia combinada de insulina 1U/dia + acido alfa lipoico (especialmente na
dose de 25 mg/kg) no combate aos efeitos deletérios observados nos rins em um quadro de DM tipo
1.

Mastrocola e colaboradores (2016) observaram que a elevada ingestéo de frutose provoca um
acumulo de AGEs em neur6nios do hipocampo relacionado a atividade prejudicada de GLO 1, e isso
foi associado a disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo devido a inibigdo do fator Nrf2. As acGes
benéficas na ativacdo do Nrf2 promovidas pelo &cido alfa lipoico j& sdo descritas por Sena e
colaboradores (2018). Assim, o acido alfa lipoico, ao ativar o Nrf2, promove um aumento na
expressdo de genes relacionados as enzimas antioxidantes, tais como SOD, CAT, e aumenta a
capacidade de restauracdo da molécula de GSH, cofator da enzima GSH-Px.

Interessantemente, foi observado que o tratamento de ratos diabéticos com a menor dose de
acido alfa lipoico (25 mg/kg) + 1U/dia de insulina foi muito mais efetivo do que o tratamento com a
combinacdo 1U/dia de insulina + &cido alfa lipoico em maior dose (50 mg/kg), no que diz respeito
aos marcadores envolvidos na maquinaria de detoxificacdo dos AGEs (AGER-1 e GLO 1). Estudos
realizados em roedores sugerem que 20% a 40% do acido alfa lipoico administrado por via oral é
absorvido no plasma (SHAY et al., 2009). Os niveis plasmaticos de &cido alfa lipoico normalmente
atingem os niveis maximos entre 0,5 e 2 horas apds a ingestdo, em uma variedade de espécies animais
estudadas (SMITH et al., 2004).

O rapido transporte gastrointestinal do acido alfa lipoico para o plasma sanguineo é seguido
por uma eliminacdo igualmente rapida, refletindo tanto a captacdo pelos tecidos (figado, cérebro,
coracdo e musculo esquelético) quanto a filtracdo glomerular e a excrecao renal (SHAY et al., 2009).
Além disso, ja foi descrito que o efeito exercido pelo &cido alfa lipoico depende da dose administrada.
Em um estudo foi demonstrado que o lipoato, metabdlito do &cido alfa lipoico, em baixas
concentragdes (1 mol/L), apresentou um efeito proliferativo (aumentando a taxa de proliferacéo
celular), ao passo que em elevadas concentragdes (100 mol/L), exibiu um efeito antiproliferativo
(BILSKA; WEODEK, 2005; DOVINOVA et al., 1999). Tal fato foi observado no presente estudo
em relagdo aos efeitos promovidos pela menor dose de acido alfa lipoico: ratos diabéticos tratados
com a associagdo de insulina + acido alfa lipoico na menor dose (25 mg/kg) apresentaram maiores
niveis proteicos de AGER-1 e GLO 1, em comparagdo aos efeitos da associa¢do de insulina + acido
alfa lipoico em maior dose (50 mg/kg).

Foi demonstrado, no presente estudo, que os ratos diabéticos tratados com ambas as doses de
acido alfa lipoico (50 ou 25 mg/kg) apresentaram reducgdes nos niveis de AGEs fluorescentes no rim,
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apos 30 dias de tratamento. De acordo com o estudo desenvolvido por Ghelani e colaboradores
(2018), foi demonstrado que o &cido alfa lipoico protege a mioglobina contra a glicagdo mediada pela
glicose in vitro, através da inibicdo das reacdes de glicacdo iniciais e intermediarias que antecedem a
formacdo de AGEs. Esta acdo promissora do &cido alfa lipoico no combate a formacdo dos AGEs
fluorescentes ocorre por via de alguns mecanismos, os quais incluem: (i) blogueio dos grupos amino
das proteinas (principais sitios de glicacdo nas proteinas), evitando assim sua glicacdo com
monossacarideos ou compostos dicarbonilicos; (ii) blogueio dos grupos carbonila de
monossacarideos redutores; (iii) prevencdo na formacdo dos produtos de Amadori; (iv) prevengdo
nos processos de autoxidagédo da glicose e de glicoxidacdo dos produtos de Amadori (GHELANI et
al., 2018). Vale destacar que as acdes “anti-AGEs” associadas ao acido alfa lipoico (50 ou 25 mg/kg)
foram observadas no plasma, rins e figado, apos 30 dias de tratamento.

Um importante beneficio observado no tratamento com a terapia combinada entre &cido alfa
lipoico (50 ou 25 mg/kg) + insulina 1U/dia foi seu potencial em mitigar processos de peroxidagao
lipidica, os quais podem induzir danos celulares, tais como a apoptose ou necrose (AYALA;
MUNOZ; ARGUELLES, 2014). Estudo realizado por Dalazen e colaboradores (2014), foram
investigados os efeitos deletérios in vitro do &cido pipecolico sobre alguns parametros de estresse
oxidativo (niveis de TBARS e atividades de enzimas antioxidantes SOD, CAT, GSH,Px, GST) e
avaliada a eficacia do acido alfa lipoico contra possiveis efeitos pré-oxidantes do acido pipecolico no
cortex cerebral de ratos com 14 dias de vida. Neste estudo, o0 agente pro-oxidante, acido pipecolico,
foi utilizado como um agente promotor de estresse oxidativo. Neste contexto, um aumento na
producdo de H»O, é capaz de induzir a peroxidacdo lipidica e produzir o radical hidroxila,
extremamente reativo, e que pode atacar lipideos das membranas celulares (NECHIFOR; NEAGU;
MANDA, 2009). Os resultados obtidos por Dalazen e colaboradores (2014) demonstraram o efeito
benéfico e promissor do &cido alfa lipoico na prevencdo da peroxidacdo lipidica, e os autores
relacionaram este efeito ao fato de o acido alfa lipoico e seu metabdlito, acido dihidrolipoico, serem
capazes de (i) eliminar radicais livres que sdo responsaveis por desencadear o0 processo de
peroxidacao lipidica, e (ii) quelar ions metélicos que participam nas reacdes de geracao de espécies
reativas. Por fim, os resultados obtidos neste presente trabalho corroboram, pelo menos em parte, os
achados de Dalazen et al. (2014), uma vez que encontramos que 0s processos de peroxidagdo lipidica
(monitorados via niveis de TBARS) foram diminuidos com a utilizagdo do &cido alfa lipoico em ratos
diabéticos, apds 30 dias de tratamento.

O figado exerce papel crucial em uma série de processos vitais, incluindo regulacdo do
metabolismo energético, armazenamento de glicose na forma de glicogénio, sintese de lipideos,
sintese de proteinas sericas, além de desempenhar papel fundamental na regulacdo dos niveis

glicémicos. Danos hepatocelulares causam a liberagdo, para a circulacdo, das enzimas alanina e
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aspartato aminotransferases (ALT e AST, respectivamente); por isso, as atividades destas enzimas no
plasma sdo utilizadas como indicadoras de dano nos hepatocitos. Em muitas doencas, incluindo o
DM, biomarcadores relacionados ao estresse glico-oxidativo estdo aumentados no figado ja em
estagios iniciais da doenga, e tais alteracbes podem contribuir para o inicio e a progressdo de lesdes
hepéticas, as quais sdo caracterizadas pelo aumento nas taxas de liberacdo das enzimas hepaéticas,
incluindo ALT, AST, ALP e y-GT (y-glutamil transferase). Outras consequéncias danosas podem ser
observadas no figado durante processos patologicos, especialmente aquelas relacionadas as
disfungdes metabolicas, e que incluem acimulo de TBARS e AGEs, e diminuicéo nas atividades de
enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px (LI et al., 2015; MOHAMED et al., 2016).

Neste presente estudo, ratos DIOG apresentaram niveis plasmaticos de ALT e ALP
expressivamente aumentados em relacdo aos valores observados em ratos ndo diabéticos. Contudo, o
tratamento de ratos diabéticos com as associagdes: &cido alfa lipoico (50 mg/kg) + insulina (1U/dia)
e &cido alfa lipoico (25 mg/kg) + insulina (1U/dia) promoveram redugfes nos niveis de ALT, em
magnitude maior do que os efeitos promovidos pelos tratamentos com o acido alfa lipoico sozinho
(50 ou 25 mg/kg). Ademais, ratos DILTU+ALS50 apresentaram uma reducéo significativa nos niveis de
AGESs hepéticos, em comparacdo aos ratos diabéticos tratados somente com 1U/dia de insulina ou
somente com 50 mg/kg de &cido alfa lipoico. Tais efeitos benéficos das terapias combinadas no
combate ao estresse oxidativo no figado podem ter contribuido para a diminuicdo nos niveis
circulantes de ALT, demonstrando que a terapia combinada foi efetiva na prevencao da injuria
hepética associada ao DM.

Diferente dos resultados encontrados no plasma e nos rins, ratos diabéticos DIOG
apresentaram, no figado, niveis de TBARS inferiores aos encontrados em figado de animais NIOG.
Em um trabalho realizado por Bukan e colaboradores (2003), ressaltou-se a importancia da
cronicidade de uma doenga no encontro de aumento nos niveis de TBARS no figado. Neste estudo,
foi demonstrado que ratos diabéticos, apds 24 semanas, apresentavam niveis maiores de TBARS no
figado, em relag&o aos ratos diabéticos com 8 semanas. Os autores explicam que tal fato pode estar
associado ao periodo maior de diabetes experimental, pois os ratos diabéticos com 24 semanas de
apresentam niveis maiores de TBARS no figado. O periodo experimental no presente estudo consistiu
em 4 semanas, ou seja, periodo inferior (8 e 24 semanas) ao analisado em trabalho realizado por
Bukan et al., (2003) o que pode ndo ter sido suficiente para impactar em alteragdes nos niveis de
TBARS no figado de ratos diabéticos. Talvez um estudo experimental com um tempo de DM mais
longo deva ser realizado, para analisar as alteragcdes nos niveis de TBARS hepaticos.

O estabelecimento do DM é acompanhado, principalmente, pelo desenvolvimento de
anormalidades bioquimicas e funcionais no figado, incluindo prejuizos associados ao estresse
oxidativo (SEIFALIAN et al., 2001; ZUWALA-JAGIELLO et al., 2011). Além disto, a formacao
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exacerbada e o acumulo de AGEs em diversos tecidos ocorre de forma extremamente acelerada no
DM (HYOGO; YAMAGISHI, 2008). O aumento na geracdo de AGEs contribui para o estimulo de
vias inflamatdrias, prejuizos na sinalizagdo da insulina e disfuncdo do metabolismo hepatico (KAUL,;
APOSTOLOPOULOU; RODEN, 2015). O figado, bem como os rins, exerce um papel importante na
eliminacdo dos AGEs, portanto em condigdes em que ocorram danos hepaticos, pode haver o acimulo
de AGEs, favorecendo as consequéncias deletérias destes produtos avancados da glicacédo
(SEBEKOVA et al., 2001; ZUWALA-JAGIELLO et al., 2011). Além das agressdes ao figado
promovidas pelo estresse glico-oxidativo, a resisténcia insulinica, caracteristica do DM tipo 2, pode
contribuir para o desenvolvimento de doenga hepética gordurosa ndo alcéolica (DHGNA); pode haver
progressao para esteatohepatite ndo alcoolica, cirrose e carcinoma hepatocelular (MOHAMED et al.,
2016).

A neutralizacdo das acles deletérias de EROs pode ocorrer via atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT. Além disso, no DM, pode-se observar que, além de uma exacerbada
producdo de EROs, ocorre um aumento nos processos glicativos das enzimas SOD e CAT,
consequentemente ocorre diminuicdo de suas atividades e assim menor eficacia no combate as EROs
(VINCENT; FELDMAN, 2004). Os efeitos antioxidantes do &cido alfa lipoico j& sdo descritos
(STANKOVIC et al., 2014) e essas agdes benéficas também foram observadas no figado, neste
estudo. Morakinyo e colaboradores (2013) relataram que o tratamento com &cido alfa lipoico exerceu
uma potente protecdo antioxidativa no figado e nos rins contra danos celulares induzidos por EROs,
em ratos em modelo de hepatotoxicidade e nefrotoxicidade.

Os efeitos antioxidantes do acido alfa lipoico podem ocorrer potencialmente devido a sua
inibicdo direta das espécies reativas (tal como o peroxinitrito), ao invés de promocao de aumento nas
atividades das enzimas antioxidantes, tais como SOD e CAT (STANKOVIC et al., 2014). N&o foram
observados aumentos nas atividades de SOD e CAT em ratos diabéticos tratados apenas com &cido
alfa lipoico (50 ou 25 mg/kg), neste estudo. Contudo, Moini e colaboradores (2002) relataram uma
potente acdo benéfica do &cido alfa lipoico em ativar o Nrf2, um fator de transcricdo envolvido no
aumento da expressao de enzimas antioxidantes. As agdes da terapia combinada entre &cido alfa
lipoico (50 ou 25 mg/kg) + insulina (1U/dia) foram mais expressivas: houve aumento nas atividades
de SOD e CAT no figado de ratos diabéticos, demonstrando que o acido alfa lipoico ao aumentar a
atividade das enzimas antioxidantes (SOD e CAT), pode diminuir indiretamente a producdo de EROs,
ao passo que a insulina, ao reduzir os niveis glicémicos, pode estar diminuindo os processos glicativos
que podem afetar as atividades destas enzimas e, consequentemente, a capacidade antioxidante

enddgena.
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7. CONCLUSOES

Estratégias terapéuticas baseadas na combinacdo de bioativos naturais com farmacos ja
utilizados na pratica clinica estdo em evidéncia. Este presente estudo fornece evidéncias acerca do
potencial benéfico de terapias combinadas entre insulina em uma menor dose e compostos bioativos
de origem natural, os antioxidantes licopeno e &cido alfa lipoico, em um sistema-modelo in vivo de
DM tipo 1. Sabendo-se da dificuldade da escolha e da adequacédo da dose de insulina no tratamento
do DM tipo 1 com vistas a evitar os efeitos indesejados da insulinizacdo cronica (episédios de
hipoglicemia, ganho de massa corporal, aumento do estresse oxidativo) e principalmente evitar a
“memoria metabolica”, este estudo permite reunir evidéncias iniciais dos beneficios de estratégias
terapéuticas eficazes no controle da glicemia e no combate ao estresse glico-oxidativo, o qual tem
papel importante no estabelecimento das complicacdes do DM.

Na primeira etapa do trabalho, foram demonstradas as a¢des benéficas da terapia combinada
insulina 1U/dia + licopeno, principalmente na reducdo da glicemia pds-prandial de ratos diabéticos.
Levando-se em consideracdo que a hiperglicemia em longo prazo promove o estresse glico-oxidativo,
observou-se reducao nos biomarcadores de estresse glico-oxidativo (TBARS e AGEs fluorescentes)
e aumento nas atividades das enzimas antioxidantes (PON 1, plasma).

Na segunda etapa do trabalho, foram demonstradas as a¢des benéficas da terapia combinada
insulina 1U/dia + &cido alfa lipoico. Foi observada reducdo na glicemia p6s-prandial (principalmente
no tratamento com insulina 1U/dia + 50 mg/kg acido alfa lipoico, o que diminuiu todos os marcadores
relacionados ao estresse glico-oxidativo no plasma, figado e rins.

Atenuacdo ou prevencdo da nefropatia diabética também foi observada no tratamento com
insulina 1U/dia + licopeno, uma vez que houve uma diminuicéo nos niveis de TBARS, aumento das
enzimas antioxidantes (SOD e CAT), aumento nos componentes que atuam na detoxificacdo dos
AGEs (AGER-1e GLO 1), além da preservacdo da integridade renal (diminuicdo da excrecdo urinaria
de albumina). Destaca-se que terapia combinada insulina 1U/dia + 25 mg/kg acido alfa lipoico tem
grande potencial em aumentar os sistemas de detoxificacdo de AGES nos rins.

Desta forma, podemos considerar que ambas as terapias combinadas “insulina 1U/dia +
licopeno” e “insulina 1U/dia + é4cido alfa lipoico” promovem uma diversidade de efeitos benéficos
em biomarcadores relacionados ao estresse glico-oxidativo em animais diabéticos, surgindo como
opcOes promissoras ndo somente no controle da glicemia, mas também na atenuacdo das

complicagdes do DM, especialmente aquelas que impactam figado e rins.
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9. ANEXOS

9.1 Carta de aprovacéo pelo CEUA / FCF / CAr n° 13/ 2020

CEUA °

Cominda de Elica no Lhe de Anieraas

Frostace on Cloom Faractascns - UNESS

CERTIFICADO
* forna cem efeo o parecer CEUA 14/2020

Certficamos que a proposta infitulada “Parametros fisiometabolicos e
biomarcadores do estresse glico-oxidativo em ratos diabéticos tratados com
dose diminuida de insulina, sozinha ou co-administrada com licopeno ou com
acido lipoico.”, registrada com o Protocolo CEUAFCFICAr. 132020, sob a
responsabilidade da pesquisadora Ingrid Delbone Figueiredo, que envolve a
produc3o, manutencio ou utiizac3o de anmais pertencentes 3o fio Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.784, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n® 6.890, de 15 de juho de 2009, & com as nomas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentac3o Animal (CONCEA) teve suas
mm'wwm'mmmdamﬁoos
ETICA NO USO DE ANIMAIS da Faculdade de Ceéncias Farmacéuticas do Campus
de Araraquara da UNESP em 08 de fevereiro de 2021.
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— ; 3 —
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[ Registro CIAEP 02.00082.2012
Arman.OB dgfem'rodezom.
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