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CAPITULO I



RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabdlica cronica caracterizada por
distdrbios no metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas, como consequéncia da
deficiéncia na producdo de insulina pelas células beta do pancreas e/ou ao aumento na
resisténcia a insulina nos tecidos, resultando em hiperglicemia. A manutencdo da
hiperglicemia por longos periodos participa do estabelecimento de diversos distarbios
no equilibrio pro-oxidante/antioxidante, os quais levam ao estresse oxidativo, o qual
culmina em perda de funcionalidade de biomoléculas e assim participa do
estabelecimento das complicagcdes microvasculares e macrovasculares do DM. Para
amenizar estas complicacdes, farmacos anti-hiperglicémicos tém sido utilizados no
tratamento do DM. Contudo, tem sido postulado que mesmo com o controle glicémico,
as complicacBes do DM ainda podem se desenvolverem em individuos diabéticos, via
uma condi¢do denominada “memoria metabdlica”, sendo que 0 estresse oxidativo
participa deste processo. Intervencdes terapéuticas complementares a terapia anti-
hiperglicémica para o auxilio na prevencao do progresso das complicacdes do DM
incluem o combate ao estresse oxidativo com produtos naturais. Inmeros estudos tém
demonstrado os efeitos benéficos a satde da curcumina (diferuloilmetano), pigmento
amarelo extraido dos rizomas de Curcuma longa L., com énfase em suas propriedades
antioxidantes e anti-hiperglicémicas. O presente estudo teve o objetivo investigar as
mudangas temporais relacionadas ao estresse oxidativo em animais diabéticos e
tratados com insulina ou curcumina incorporada ao iogurte. Ratos normais (N) e
diabéticos (D, 3 dias ap0ds a indu¢do do DM com estreptozotocina, STZ) foram tratados
durante 7, 15, 30 e 74 dias. Os grupos: NIOG e DIOG, ratos tratados com iogurte (1
mL/dia); NCUR e DCUR, ratos tratados com curcumina incorporada ao iogurte 90
mg/kg/dia; DINS, ratos tratados com insulina (4U/dia); todos os animais foram tratados
com metade das doses de insulina ou curcumina, duas vezes ao dia. Ao final de cada
tempo de tratamento, os animais foram pesados, eutanasiados e foram obtidos o plasma
e o figado para as seguintes determinacfes: (i) glicemia, (ii) marcadores de estresse
oxidativo: substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS - plasma) e proteinas
carboniladas (PCO - figado); (iii) atividades de enzimas antioxidantes: superdxido
dismutase (SOD - figado), catalase (CAT - figado) e glutationa peroxidase (GSH-Px -
figado), paraoxonase (PONL1 - plasma); e metabdlitos antioxidantes enddgenos: grupos

sulfidrilas ndo-proteicos (GSNP - figado); (iv) marcador de estresse glico-oxidativo:



produtos finais de glicacdo avancada (AGE - plasma). Aumentos nos niveis
plasméticos de TBARS foram observados precocemente no DM experimental (a partir
de 3 dias p6s-STZ); diminuicdo nas defesas antioxidantes também foram observadas
em figado e plasma de animais diabéticos: CAT (a partir de 15 dias de tratamento / 18
dias p6s-STZ), SOD, GSH-Px e PONL1 (a partir de 30 dias de tratamento / 33 dias p6s-
STZ) e niveis de GSNP (a partir 30 dias de tratamento / 33 dias p6s-STZ). Aumentos
nos niveis hepaticos de PCO foram observados a partir de 30 dias de tratamento (33
dias p6s-STZ) em animais diabéticos. Em relacdo ao estresse glico-oxidativo, também
foram observados aumentos nos niveis circulantes de AGE em animais diabéticos apos
30 dias de tratamento. Ratos diabéticos tratados com curcumina em iogurte (DCUR)
apresentaram melhora significativa em todos os parametros avaliados, prevenindo tanto
a diminuicdo nas defesas antioxidantes quanto a elevacdo nos biomarcadores de leséo
oxidativa e glico-oxidativa, em comparacdo aos animais DIOG. Os beneficios
observados pelo tratamento com curcumina foram semelhantes aos beneficios
promovidos pelo tratamento de ratos diabéticos com insulina (DINS). Os resultados
obtidos corroboram os achados de estudos anteriores do nosso laboratério e reforcam
a capacidade da curcumina em atenuar o estresse oxidativo em animais diabéticos. O
presente estudo evidencia que a curcumina em iogurte € capaz de preservar 0s sistemas
de defesas antioxidantes (plasma e figado) de animais diabéticos, independente da
cronicidade do DM, bem como previne a modifica¢do oxidativa de proteinas hepaticas
e reduz a lipoperoxidacdo. Evidéncias preliminares também sugerem ser a curcumina
incorporada em iogurte benéfica na atenuacdo das modifica¢fes causadas pelo glico-
oxidativo. Futuros estudos devem ser realizados com o objetivo de avangar no uso da
curcumina como terapia complementar aos farmacos anti-hiperglicémicos, com o

objetivo de atenuar o desenvolvimento das complicac@es a longo prazo do DM.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Estresse oxidativo. Insulina. Curcumina em iogurte.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disorder characterized by disturbances
in the metabolism of carbohydrates, lipids and proteins, as a consequence of the
deficiency in the production of insulin by pancreatic beta cells and/or the increase in
the insulin resistance in tissues, leading to hyperglycemia. The hyperglycemia
maintenance for long periods has been involved in the onset of several disorders in the
pro-oxidant / antioxidant balance, which lead to oxidative stress, culminating loss of
biomolecule functionality and thus participates in the establishment of microvascular
and macrovascular complications of DM. To alleviate these complications, oral
antihyperglycemic drugs have been used in the treatment of DM. However, it has been
postulated that, even with the effective glycemia control, the complications of DM can
still be developed in diabetic individuals, via a condition called “metabolic memory”,
having the oxidative stress as a participant. Therapeutic options complementary to the
antihyperglycemic therapy to prevent the progression of DM complications include
diminishing the oxidative stress with natural products. Numerous studies have
demonstrated the beneficial health effects of curcumin (diferuloylmethane), a yellow
pigment extracted from the rhizomes of Curcuma longa L., with an emphasis on its
antioxidant and antihyperglycemic properties. The objective of the present study was
to investigate the temporal changes in oxidative stress of diabetic animals and treated
with insulin or yoghurt enriched with curcumin. Normal (N) and diabetic rats (D, 3
days after induction of DM with streptozotocin, STZ) were treated at the following
periods: 0, 7, 15, 30 and 74 days, according to the following groups: NYOG and DYOG
rats, treated with yoghurt (1 mL/day); NCUR and DCUR, rats treated with yoghurt
enriched with curcumin, 90 mg/kg/day; DINS, rats treated with insulin (4U/day); all
animals were treated with half-doses, twice a day. At the end of each treatment time,
the animals were euthanized and plasma and liver were obtained for the following
determinations: (i) Glycemia (ii) oxidative stress biomarkers, thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS - plasma), carbonyl proteins (PCO - liver); (iii) activities
of antioxidant enzymes and endogenous antioxidant metabolites, superoxide
dismutase (SOD - liver), catalase (CAT - liver), glutathione peroxidase (GSH-Px -
liver), non-protein sulfhydryl groups (NPSH - liver), paraoxonase (PONL1 - plasma);
(iv) glycative stress biomarker, fluorescence for advanced glycation end products

(AGE - plasma). Increases in plasma levels of TBARS were observed early in the



experimental DM (from 3 days postSTZ). Fall in the antioxidant defenses was also
observed in liver and plasma of diabetic rats: CAT (from 15 days of experiment / 18
days post-STZ), SOD, GSH-Px and PON1 (from 30 days of experiment / 33 days post-
STZ) and GSNP levels (from 30 days of experiment / 33 days post-STZ). Increases in
the hepatic levels of PCO were observed from 30 days of experiment (33 days post-
STZ) in diabetic animals. Regarding the glycative stress, increases in the circulating
levels of AGE in diabetic animals were also observed after 30 days of experiment.
Diabetic rats treated with yoghurt-enriched curcumin (DCUR) showed a significant
improvement in all evaluated parameters, preventing both the loss of antioxidant
defenses and the elevation in biomarkers of oxidative and glycative lesions, compared
with the results of DYOG animals. The benefits observed with the curcumin treatment
were very similar to the benefits promoted by the treatment of diabetic rats with insulin
(DINS). These data corroborate the findings of previous studies in our laboratory and
reinforce the capacity of curcumin to attenuate the oxidative stress in diabetic animals.
The present study shows that curcumin in yoghurt is able to preserve the antioxidant
defense systems (plasma and liver) of diabetic animals, regardless of the chronicity of
DM, as well as prevents the oxidative changes of liver proteins and reduces
lipoperoxydation. Preliminary evidences also suggest that curcumin in yoghurt is
beneficial in attenuating the changes caused by the glycative stress. Further studies
should be carried out with the aim of advance in the use of curcumin as a
complementary therapy to antihyperglycemic drugs, attempting to attenuate the onset

of the long-term complications of DM.

Keywords: Diabetes mellitus. Oxidative stress. Insulin. Curcumin in yoghurt.
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INTRODUCAO

1.1 Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabdlica cronica, caracterizada por
distdrbios no metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas devido a deficiéncia na
producdo de insulina pelo pancreas e/ou ao aumento na resisténcia a insulina em determinados
tecidos, principalmente no figado, musculo esquelético e tecido adiposo, causando prejuizos
na captacdo de glicose e aumento na producdo hepatica do monossacarideo, resultando em
hiperglicemia (OLOFSSON; MARKLUND; BEHNDIG, 2009). Individuos diabéticos
apresentam risco aumentado de doengas microvasculares, que podem levar a cegueira,
amputacdo de membros inferiores e insuficiéncia renal, e de doengas macrovasculares, em
especial as doencas cardiovasculares (FOWLER, 2008).

A doenca afeta milhdes de pessoas; dados da Federagéo Internacional de Diabetes (IDF,
International Diabetes Federation) mostram que em 2015 a sindrome afetou mais de 415
milhdes de individuos em todo o mundo, e estima-se que em 2040 este nimero alcance 642
milhGes. O Brasil esta entre os dez paises com o maior nimero de pessoas com DM, e entre 0s
paises que mais tém despesas com essa patologia (IDF DIABETES ATLAS, 2015).

Nos ultimos anos, o0 DM tem sido reconhecido como um problema de satde pablica
mundial. Além dos prejuizos diretos observados em individuos devido ao DM, existem varios
fatores sociais e econémicos que impactam negativamente na qualidade de vida do paciente
com esta sindrome, tais como: incapacidade para desenvolver as atividades diarias, auséncias
do trabalho e aumento da taxa de mortalidade. Embora a doenca seja reconhecida
mundialmente, grande parte dos individuos com DM néo realizam o tratamento adequado, fato
este que culmina em diversos riscos e complicac¢des cronicas (BATISTA; MONTEIRO, 2006).
A Associacdo Americana de Diabetes (ADA) classifica 0 DM em quatro classes principais:
DM tipo 1, DM tipo 2, DM gestacional e outros tipos de DM (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2011).

O DM tipo 1 é caracterizado pela deficiéncia na producao e secrecéo de insulina, resultante da
destruicdo autoimune das células beta das ilhotas de Langerhans do pancreas. Geralmente o
surgimento dos sintomas ocorre de forma abrupta, quando 80 a 90% das células beta
pancreaticas ja estdo destruidas (EISENBARTH; BUSE, 2012). Individuos com DM tipo 1
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usualmente possuem anticorpos anti-ilhota pancreatica e tornam-se dependentes de aplicacdes
exdgenas de insulina (TANNUS et al., 2007).

O DM tipo 2 é caracterizado pela diminuicdo da sensibilidade tecidual a insulina
(resisténcia a insulina), que ocorre quando uma concentracdo normal de insulina tem uma
resposta reduzida nos tecidos alvo, como por exemplo em musculo esquelético, tecido adiposo
e figado. Uma deficiéncia parcial na producdo pancreatica de insulina também é observada em
casos de DM tipo 2. A resisténcia periférica a insulina pode ser consequéncia de diferentes
alteragOes: diminuicdo nos receptores da insulina (IR), reducdo da afinidade dos IR ao
hormdnio, reducdo na ativacdo de intermediarios intracelulares da sinalizacdo insulinica, entre
eles o substrato do receptor da insulina (IRS-1) e proteina quinase B (PKB ou AKT) e
diminuicdo na quantidade e/ou na translocacao dos transportadores GLUT 4 (MCLELLAN et
al., 2007; PRADA; SAAD, 2011).

O DM gestacional é definido como qualquer grau de intolerancia a glicose, com inicio
ou primeiro reconhecimento durante a gestacdo, podendo permanecer ou ndo ap6s o parto
(MARUICHI; AMADELI; ABEL, 2012). Esta defini¢do apresenta algumas limitagdes, uma vez
que gestantes podem ter DM tipo 2 ndo diagnosticado, antes do inicio da gestagdo. Tal conceito
foi modificado apos o estudo “Hyperglicemia and Adverse Pregnancy Outcome” (HAPO), que
avaliou mais de 25.000 gestantes e teve como prop6sito encontrar pontos de corte da glicemia
materna associados a eventos perinatais adversos (METZGER et al., 2010).

Os critérios de diagndstico de DM gestacional foram retificados e a recomendacao,
desde 2010, de acordo com a International Association of Diabetes and Pregnancy Study
Groups (IADPSG) € de que gestantes que se enquadrem no diagndstico padrdo de DM tipo 2
na primeira consulta pré-natal sejam diagnosticadas como diabéticas e que sejam adotados
novos valores de monitoramento para o diagnostico de DMG, definidos para o teste oral de
tolerancia a glicose (TTGO) com o 75 g de glicose e com valores para o diagnéstico paliativo
do DM2 de: glicemia de jejum > 92 mg/dL, ap6s 1 hora > 180 mg/dL e/ou apos 2 horas > 153
mg/dL, sendo unico valor anormal suficiente para o diagnéstico (IADPSG, 2010; METZGER
etal., 2010). E aconselhavel que mulheres com histéria de DM gestacional sejam avaliadas em
relacdo a persisténcia ou ndo de anormalidades no metabolismo da glicose em 6 a 12 semanas
apos o parto, seguindo os mesmos critérios diagnosticos de TTGO utilizados fora do periodo

gestacional ou através da glicemia de jejum, sendo que o TTGO considerado o mais sensivel.
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Se os niveis glicémicos estiverem normais, a reavaliacdo pode ser feita a cada 3 anos, caso
contrério, anualmente (METZGER et al., 2010).

Assim como o DM tipo 2, 0 DM gestacional esta associado a resisténcia insulinica e a
diminuicdo da funcdo das células beta pancredticas. Os principais fatores de risco para
desenvolvimento de DM gestacional relacionam-se a idade materna avancada, sobrepeso,
obesidade ou ganho de peso em excesso na gravidez, disposicao excessiva de gordura corporal
central, historico familiar de DM, crescimento fetal excessivo, polidramnio, hipertenséo, pré-
eclampsia, antecedentes obstétricos de abortamentos, malformacdes e macrossomia, sindrome
de ovérios policisticos, além de mulheres com estaturas menores que 1,5 m (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2016).

Formas menos frequentes do DM pertencem a classificacdo outros tipos de DM. A
manifestacdo clinica desse grupo é bastante variada, e estdo incluidos nessa categoria: defeitos
genéticos da funcdo da célula B, defeitos genéticos da acdo da insulina, doengas do pancreas
exocrino, endocrinopatias, inducdo por drogas, farmacos ou produtos quimicos, infeccdes,
formas incomuns de diabetes mediado por imunidade, dentre outros (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2016).

Recentemente, tem-se dado énfase a 2 categorias de tipos especificos de diabetes:
diabetes MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) e DM de origem mitocondrial. O tipo
MODY inclui um grupo heterogéneo de diabetes sem propensdo para a cetoacidose e
obesidade, com hiperglicemia moderada, inicio antes dos 25 anos de idade, varias geracdes de
familiares com diabetes, caracterizando uma heranca autossomica dominante. Normalmente,
estes pacientes apresentam um defeito na secrecdo de insulina relacionado a mutagfes em
genes especificos. Sugere-se que este tipo de diabetes seja responsavel por cerca de 1 a 5% dos
casos de diabetes (FAJANS; BELL; POLONSKY, 2001).

O DM de origem mitocondrial caracteriza-se por ocorrer em individuos jovens e sem
obesidade. A principio, a hiperglicemia € leve e pode progredir lentamente para graus mais
avancados que necessitam da administracdo de insulina. Ocorre devido a uma mutagéo no DNA
mitocondrial, interferindo com a producéo de energia. Os pacientes usualmente apresentam
surdez neurossensorial e distrofia macular e menos frequentemente pode haver miopatia,
cardiomiopatia e doencga renal (GUILLAUSSEAU et al., 2001).
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1.2 DM e estresse oxidativo

No DM, a manutencdo da hiperglicemia por longos periodos é responsavel pelo
estabelecimento de diversos disturbios no equilibrio pro-oxidante/antioxidante, culminando
em diversos efeitos deletérios ao individuo, que levam ao estresse oxidativo (ABDOLLAHI et
al., 2004; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010; ACHESON, 2010; BANDEIRA et al., 2013).
A geracdo de espécies reativas de oxigénio (e nitrogénio) de natureza radicalar e ndo radicalar,
é um processo fisiologico e continuo; tais espécies atuam como mediadores na transferéncia
de elétrons em diversas reacdes bioquimicas (de forma permanente ou incidental). A instalagdo
do quadro de estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio na homeostase entre
compostos oxidantes e antioxidantes, podendo ser pela excessiva geracao de espécies reativas
e/ou por prejuizo na remocao destas espécies. Este evento leva a oxidacdo de biomoléculas e
consequentemente perda da funcionalidade das mesmas (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2010).

A cronicidade do processo oxidativo é relevante em diversas condicfes cronicas, tais como
aterosclerose, DM, obesidade, cancer e transtornos neurodegenerativos (GREEN; BRAND;
MURPHY, 2004). A geracdo de espeécies reativas de oxigénio pode ocorrer nas membranas
celulares, especialmente nas membranas plasmaticas e mitocondriais; onde ions cobre e de
ferro podem favorecer este mecanismo. No entanto, a mitocéndria é a principal fonte geradora
de espécies reativas de oxigénio, por meio da cadeia transportadora de elétrons (GREEN;
BRAND; MURPHY, 2004). Fisiologicamente, 0s organismos aerobios utilizam de 85 a 90%
do O2 na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, que atua como o aceptor final de
elétrons. O restante (10-15%) é utilizado principalmente por diferentes enzimas, tais como
oxidases e oxigenases, ou por reacdes quimicas de oxidacao direta (SCHNEIDER; OLIVEIRA,
2004).

Na cadeia transportadora de elétrons, o O sofre reducdo tetravalente, aceitando quatro elétrons
para a formac&o de agua, um processo mediado pela enzima citocromo oxidase. Contudo, cerca
de 2-5% do oxigénio presente na mitocéndria pode ser reduzido de forma univalente, ao entrar
em contato com a forma reduzida e radicalares da coenzima Q contendo um elétron
desemparelhado (CoQH"), formando o anion radical superdéxido (O2")

(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; KOURY; DONAGELO, 2003; SCHNEIDER,;
OLIVEIRA, 2004). Com a reducédo univalente do O e a participacdo de ions de ferro ou de

cobre, também pode ocorre a geracdo de radical hidroxila (HO") e de perdxido de hidrogénio
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(H202).

Mesmo sem elétron desemparelhado na ultima camada eletronica para caracteriza-lo como
um radical livre, o H20- apresenta alto potencial reativo, tal fato se deve por sua participacéo
na geracdo de HO" proporcionando assim ac¢do deletéria ao H-Oz, pois desta forma pode alterar
biomoléculas nas proximidades, além de ter capacidade de atravessar as membranas celulares,
0 que faz do H20, uma molécula altamente toxica, especialmente na presenca de ferro
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; KOURY; DONAGELO, 2003; SCHNEIDER;
OLIVEIRA, 2004).

Os ions de ferro e de cobre assumem papel de catalisadores para a geragédo de espécies reativas,
via reacdes de Fenton e Haber-Weiss, devido a capacidade destes compostos metélicos de
sofrerem 6xido-reducdo. Na reacdo de Fenton, ocorre a geragdo do radical OH® por meio da
reacdo de H.O> com os ions ferro ou cobre. Na reacdo de Haber-Weiss, estes ions catalisam a
reacdo entre o H2O. e o radical O>" e geram OH® (KOURY; DONANGELO, 2003;
SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). Quando ferro ou cobre se ligam as suas proteinas
transportadoras, tais como transferrina ou ceruloplasmina, respectivamente, ou proteinas de
estoque como a ferritina, previne-se ou reduz-se a geracao destas espécies reativas.

O ferro ndo ligado a ferritina dissocia-se na forma de ion, tornando-se apto para as reagdes de
oxido-reducdo e sucessiva geracdo de espécies reativas (KOURY; DONANGELO, 2003;
WELCH; VAN EDEN; AUST, 2002). As espécies reativas reagem com diversos componentes
celulares, especialmente lipideos, tais como éacidos graxos poli-insaturados, fosfolipideos e
colesterol presentes nas membranas celulares. Os &cidos graxos poliinsaturados presentes nas
membranas celulares, quando oxidados, levam a geracao de radicais, tais como o alcoxila (LO")
e o peroxila (LOO"), por meio do processo de peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacdo, LPO
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A LPO leva a danos estruturais das membranas celulares, culminando prejuizos nos
mecanismos de troca de metabdlitos e, em condigdes mais extremas, a morte celular (BENZIE,
1996). E possivel que a LPO constitua um dos eventos citotoxicos primarios que desencadeia
diversas lesdes celulares. Modificagdes nas membranas bioldgicas levam a alteracbes da
permeabilidade, alterando o fluxo i6nico e de outros compostos. Estes eventos podem
comprometer a seletividade tanto para a entrada quanto para a saida de nutrientes e substancias
toxicas da celula, favorecer modificacbes no material genético, promover a oxidacdo da

lipoproteina de densidade baixa (LDL) e levar ao comprometimento de proteoglicanos,
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coldgeno e elastina, componentes da matriz extracelular (VACA; WILHEM; HARMS-
RINGDAHL, 1988; BARBER; HARRIS, 1994).

A LPO pode ocorrer por duas formas distintas nos sistemas bioldgicos: (i) via enzimatica, que
envolve as ciclo-oxigenases e lipoxigenases na oxigenacdo dos &cidos graxos, e (ii)
peroxidacdo ndo enzimdtica, com a participacdo de espécies reativas de oxigénio e de
nitrogénio, metais de transicdo (ferro e cobre) e outros radicais livres (AL-MEHDI et al., 1993;
PORTER; CALDWELL; MILLS, 1995).

Tem sido postulado que, para ocorrer a oxidacdo inicial dos acidos graxos poliinsaturados,
faz-se necessario um oxigénio na forma ativada, como por exemplo o oxigénio no estado
eletronicamente excitado, o oxigénio singlete (*O2); o estado fundamental do oxigénio é um
estado triplete com dois elétrons ndo pareados de mesmo spin, mas em diferentes orbitais (DI
MASCIO, 1995).

O radical OH" apresenta um elevado potencial reativo, sendo postulado como o
principal iniciador do processo de LPO. Este radical também tem a capacidade de agir sobre
varias biomoléculas e alterar sua estrutura funcional. Por exemplo, a interagdo do radical OH"
com o DNA aumenta a possibilidade de aparecimento de mutacées (WELCH; VAN EDEN;
AUST, 2002).

As espécies reativas de oxigénio também reagem com outros componentes celulares,
tais como proteinas, &cidos nucleicos e carboidratos (ORRENIUS; GOGVADZE;
ZHIVOTOVSKY, 2007). Em relacdo aos danos provocados pelas espécies reativas em
proteinas, merecem destaque as alteracGes oxidativas em residuos de aminoéacidos especificos
(arginina, tirosina e triptofano), levando a alteragdes conformacionais na proteina, bem como
fragmentacdo e desnaturacdo, com aumento da susceptibilidade a hidrolise. Proteinas com
muitos grupos sulfidrilas sdo mais susceptiveis ao ataque de espécies reativas. A reacao de
espécies reativas de oxigénio e proteinas pode resultar em alteragdes estruturais, com
consequente diminuicdo ou perda de sua funcionalidade (CECARINI et al., 2006).

Os antioxidantes podem ser classificados em enzimaticos e ndo enzimaticos. Dentre 0s
componentes enzimaticos, destacam-se as enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px) e o sistema que utiliza nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato na forma reduzida (NADPH) como coenzima importante da enzima

glutationa redutase (GSH-Rd) para promover a regeneragdo de glutationa reduzida (GSNP) a
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partir de glutationa oxidada (GSSG) (VASCONCELOQS et. al., 2007; EBERHARDT, 2001,
MACNEE, 2000).

A SOD, uma das principais enzimas de defesa antioxidante, apresenta atividade em
varios tecidos, tais como sangue, figado, cérebro, entre outros. S8o capazes de catalisar a
dismutagdo do O>™ em H20; e O, no estado fundamental, protegendo as células dos efeitos
deletérios das espécies reativas de oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010).
Em humanos, foram identificadas trés isoformas da SOD, que dependem de metal no sitio
ativo: (i) Cu, Zn-SOD citosélica (SOD1): apresenta massa molecular de 32 KDa, composta por
duas subunidades idénticas, sua atividade independe de pH na faixa de 5 a 9,5; (ii) Mn-SOD
mitocondrial (SOD2): é um homotetrdmero de 96 kDa, contém um &tomo de Mn?* por
subunidade; é uma das mais efetivas enzimas antioxidantes; (iii) SOD extracelular (EC-
SOD/SOD3): é uma glicoproteina tetramérica que contém Cu?* e Zn?*, no sitio ativo, tem alta
afinidade por certos glicosaminoglicanos, como a heparina (FERREIRA; MATSUBARA,
1997; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

As enzimas CAT e GSH-Px atuam impedindo o acimulo de H>O e perdxidos
organicos bem como evitam a ocorréncia das reacdes de Fenton e Haber-Weiss (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). Considerando a reatividade das
espécies reativas de oxigénio, é de extrema importancia manter os niveis das enzimas
antioxidantes com o proposito de promover a manutenc¢do da integridade celular. A GSH-Px
existe sob duas formas: dependente e independente de selénio, e podem apresentar-se no
citoplasma ou na mitocondria (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; GREEN et al., 2004). A
GSH-Px merece atencdo especial, pois sua atuacdo depende do ciclo redox da glutationa por
meio do controle entre a relagdo da glutationa nas formas reduzida e oxidada (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997; KOURY; DONAGELO, 2003; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). No
DM, a hiperglicemia cronica participa no estabelecimento do estresse oxidativo, que ocorre em
diversos tecidos, especialmente aqueles que captam a glicose de maneira independente de
insulina, com destaque para as células renais, da retina, figado, células beta do pancreas, células
endoteliais, dentre outras. Desta forma, estes tecidos apresentam altas concentragdes
intracelulares de glicose e paralelas a hiperglicemia (GIACCO; BROWNLEE, 2010;
MADONNA; DE CATERINA, 2011).

Este aumento nos niveis intracelulares de glicose contribui para o aumento na producdo de

especies reativas de oxigénio, principalmente na dependéncia dos seguintes mecanismos
24



(GIACCO; BROWNLEE, 2010; MADONNA; DE CATERINA, 2011): (i) aumento na oferta
de substratos para a via glicolitica e ciclo de Krebs, e assim aumento na geracdo de
nicotinamida adenina dinucleotideo na forma reduzida (NADH) e flavina adenina
dinucleotideo na forma reduzida (FADH2), estas em seguida sdo coenzimas reoxidadas na
cadeia transportadora de elétrons, aumentando assim o fluxo de elétrons neste processo, bem
como a oxidacdo de monossacarideos em reacao catalisada por tracos de ions de cobre e de
ferro; (ii) aumento do fluxo da glicose pela via dos poliois; 0 O>™ estimula a atividade da aldose
redutase, aumentando a redu¢do da glicose em sorbitol, diminuindo assim os niveis de NADPH
e dificultando a regeneragdo da GSNP, contribuindo para 0 aumento estresse oxidativo; (iii)
ativacdo da proteina quinase C (PKC); a conversdo de sorbitol em frutose aumenta a relacéo
NADH/NAD", condigdo favoravel para a sintese “de novo” de diacilglicerol, um importante
ativador da proteina quinase C (PKC) (DARLEY-USMAR et al., 1995; BROWNLE, 2005).
Quando ativada, a PKC participa no aumento da expressdo de genes que contribuem para a
patogénese das complicacdes vasculares (vasculopatias) do DM, aumentando a expressao de
componentes que promovem oclusdo vascular trombotica, aumento da permeabilidade
vascular, inflamacé&o, entre outros.

Estudos tém associado o estresse oxidativo no DM a exposicdo cronica de tecidos muito
vascularizados a hiperglicemia. Além de promover aumento na geragdo de espécies reativas de
oxigénio, a hiperglicemia também interfere negativamente na capacidade antioxidante
enddgena de individuos diabéticos, que reflete em prejuizos na remocdo de espécies reativas
(SANTINI et al., 1997).

Com o objetivo de entender os mecanismos de interacdo entre o DM e suas
complicacdes, também tem sido amplamente explorados os produtos finais de glicacdo
avancada (AGE) (GROSSI; GENCO, 1998). A formacdo de AGE tem inicio com 0 processo
de glicacdo ndo enzimatica, especialmente de proteinas, o qual ocorre em duas fases, uma
precoce e outra avangada. Na fase precoce, 0s produtos sao instaveis e reversiveis, portanto
acredita-se que ndo hé relagdo dos mesmos com as complicagcbes metabdlicas do DM, esses
produtos tendem a ndo se acumularem nos tecidos. Porém, na fase avangada, os AGE formados
se ligam irreversivelmente as proteinas teciduais, resultando em seu acuimulo (VLASSARA,;
BUCALA, 1996). Os AGE também s&o continuamente formados no organismo de individuos

saudaveis, desde o periodo embrionario, acumulando-se com a idade; em individuos diabéticos,
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devido a alta oferta de glicose circulante, os AGE formam-se de maneira acelerada
(MELPOMENI PEPPA; JAIME URIBARRI; HELEN VLASASARA, 2003).

Portanto, uma das consequéncias da hiperglicemia é a glicacdo ndo enzimatica das
proteinas plasmaticas e celulares, que ocorre via reacao entre a glicose e 0os grupos NH na
cadeia lateral de residuos de lisina das proteinas, que levam a formacéo de uma base de Schiff,
que sofrem rearranjos, originando produtos mais estaveis (cetoaminas), e estas culminam na
geracdo de produtos de glicacdo precoce ou produtos de Amadori. Os produtos de Amadori
tém meia vida curta, e tendem a ndo se acumularem nos tecidos, logo, estes produtos ndo devem
estar relacionados com complicacdes microvasculares. Entretanto, a hiperglicemia faz com que
0s produtos de Amadori sofram reacdes de fragmentacdo, oxidacdo, desidratacéo,
condensacdo, dando origem aos AGE ou produtos de Maillard que, ao contrario dos produtos
precoces, formam ligacGes cruzadas com as proteinas, o que faz com que 0os mesmos sejam
irreversiveis (VLASSARA; BUCALA, 1996; BIERHAUS et al., 1998; MELPOMENI
PEPPA; JAIME URIBARRI; HELEN VLASASARA, 2003).

Outra via de formacdo de AGE ¢ a via do estresse carbonilico, na qual a oxidagdo dos
lipideos ou de acucares gera compostos dicarbonilicos intermediarios altamente reativos
(HUEBSCHMANN et al., 2006). A formacdo de AGE pode também ocorrer via intermediarios
gerados na glicdlise ou na auto-oxidacdo de glicose, produzindo aldeidos, tais como o
metilglioxal e o glioxal, que interagem com aminoé&cidos para a formacdo de AGE (MEADE;
MILLER; GERRARD, 2003).

Outro processo decorrente da formacao de AGE ¢ a ligacdo do mesmo com seu receptor
RAGE (receptores de produtos finais de glicacdo avancada), presentes nas membranas
plasmaticas de diferentes tipos celulares, principalmente macréfagos, linfocitos, fibroblastos e
células endoteliais, e sua expressao esta aumentada em individuos diabéticos (BRETT et al.,
1993; GOH; COOPER, 2008).

Quando ocorre a ligacdo AGE-RAGE, os AGE alteram o metabolismo celular e
provocam o aumento na geragdo de radicais de oxigénio, induzindo o estresse oxidativo celular,
0 qual em partes é responsavel por danos vasculares, aumento da expressdo da molécula de
adesdo VCAM-1, capaz de agregar monaocitos na parede endotelial e dessa forma aumenta a
probabilidade de formacéo de trombos e aterosclerose (RAMASAMY et al., 2005).

No DM, podemos observar oOrgdos-alvo onde hd maior acimulo de AGE: rins

(MIYATA et al., 1998), vasos retinianos (MURATA et al., 1997) e nervos perifericos (CHEN
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et al., 2004). Dentre as vias que levam ao desenvolvimento das lesGes vasculares no DM, a
geracdo de AGE é considerada a mais importante.

Em estudo de Dikalov (2011), foi demonstrado que a hiperglicemia acelera o processo
de respiracdo celular, ocasionando um aumento na producao de O™ nas mitocondrias e maior
formacéo de AGE, que por sua vez, ligam-se aos RAGE de membrana e estimulam ainda mais
a formacéo de O;" e H20z.

Os AGE podem danificar as células por trés mecanismos: (i) modificacdo de estruturas
intracelulares, (ii) interacdo de AGE com proteinas da matriz extracelular, este mecanismo
modifica a sinalizacéo entre matriz e célula, provocando um desequilibrio, e (iii) modificacdo
de lipideos e proteinas sanguineas, as quais se ligadas a receptores especificos, estimulam a
producdo de citocinas inflamatorias e fatores de crescimento, e podem contribuir assim para a
doenca cardiovascular. Um estudo realizado por Vlassara et al. (2002), em individuos
diabéticos e ndo diabéticos, mostrou que a reducdo no consumo de AGE na dieta pode ser
eficaz na reducéo da inflamacéo crénica e na melhora do quadro de estresse oxidativo, portanto
este estudo mostra que uma dieta equilibrada promove melhor eficacia concomitante as terapias
antidiabéticas.

A glicacdo ndo enzimatica de proteinas e os radicais lipidicos formados durante a
peroxidacao lipidica resultam em estresse carbonilico (NIKI et al., 2005).

Em sistemas organicos, os aldeidos mais comumente encontrados sdo: malondialdeido,
glioxal, metilglioxal, acroleina, entre outros (LIU et al., 2010).

Sabe-se que os aldeidos derivados de lipideos tém maior estabilidade em relacdo aos
seus radicais livres precursores, dessa forma, podem atuar como mensageiros toxicos, quando
se difundem a partir do local de peroxidagdo lipidica, ocasionando a lesdo oxidativa (LIU et
al., 2010). Aldeidos reativos endogenos podem fazer ligagdes covalentes com residuos de
lisina, histidina e cisteina e assim formar ligacdes cruzadas nas proteinas, as quais promovem
a lise da estrutura e perda de funcéo da proteina (FRITZ; PETERSEN, 2011). Estas alterac6es
tém como resultado o desencadeamento de modifica¢cdes moleculares irreversiveis e formagéo
de adutos, nomeados produtos finais de lipoperoxidacdo avangada (ALE) além dos préprios
AGE (NIKI et al., 2005).
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1.3 Memadria metabdlica

Véarios mecanismos bioquimicos e fatores genéticos estao envolvidos na fisiopatologia do DM
e suas complicagdes, com impactos sobre os programas de transcri¢do celular em 6rgaos-alvo,
levando a expressdo aberrante de genes pré-inflamatorios, proapoptoticos e pro-fibroticos
(WORONIECKA etal., 2011; FORBES; COOPER, 2013). Tal fato pode ser justificado devido
a uma “memoria” de exposicdo prolongada das células as elevadas concentragdes de glicose
(NATHAN et al., 2005).

A hiperglicemia culmina em aumento nas concentragdes intracelulares de glicose em células
que captam glicose de maneira independente de insulina, estimulando a superproducédo de O2™
em nivel mitocondrial, principalmente. Esta superproducdo de O>™ é um dos principais eventos
envolvidos na ativagdo de diversas outras vias envolvidas na patogénese de complicagdes
diabéticas, como por exemplo a via dos poliodis, aumento na formacdo de AGE, ativacdo da
proteina quinase C (PKC) e do fator de transcri¢do nuclear kappa B (NK-«kB) e aumento no
fluxo da glicose pela via da hexosamina (NISHIKAWA et al., 2000). Diversas proteinas
mitocondriais séo alvo de processos glicativos em condicfes de hiperglicemia, fazendo com
que as mitocondrias aumentem a produgédo de O2™ (NISHIKAWA et al., 2000). No entanto,
tem sido observado que, mesmo quando a glicemia em individuos com DM é normalizada, as
mitocondrias que tiveram seus componentes glicados continuam a superproduzir O2™, ativando
assim 0s mesmos processos envolvidos na geracdo das complicacBes diabéticas. Esta hipotese
tem sido denominada de “memoria metabdlica” (BROWNLEE, 2001).

Dentre os mecanismos que participam do estabelecimento da “memoria metabolica”, estudos
demonstram que a hiperglicemia crdnica é capaz de promover um aumento na acetilacdo de
residuos de lisina em histonas, uma condi¢cdo associada ao aumento da transcri¢cdo de
determinados genes (NISHIKAWA, 2000).

Mecanismos da epigenética envolvem a modificacdo da expressdo génica e do fenotipo sem
causar alteracdo na sequéncia de DNA (BIRD, 2007; BONASIO; REINBERG, 2010). Embora
diferentes tipos de células de um mesmo individuo tenham sequéncia idéntica de DNA, as
modificagdes epigenéticas, tais como metilacdo e modificacbes pds traducionais de proteinas
como as histonas contidas na cromatina, sao diferentes. Fatores ambientais, tais como infecgdes
e alteracdes nutricionais, podem promover modificagdes epigenéticas e predispor individuos a
doencas (JIRTLE; SKINNER, 2007)
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A acetilacdo de histonas estd normalmente associada a genes transcricionalmente ativos,
enquanto que a metilacdo conduz a ativagdo ou repressdo de genes, dependendo do local
especifico e/ou do nivel de metilacdo (JENUWEIN; ALLIS, 2001; MARTIN; ZHANG, 2005;
KOUZARIDES, 2007).

Ensaios clinicos e pesquisas em humanos e em modelos animais tém sido realizados para
melhor compreender os mecanismos moleculares responsaveis pela “memoria metabolica”, a
fim de aprimorar os tratamentos para pacientes diabéticos com o intuito de amenizar ou até
mesmo prevenir complicacBes do DM em associacdo a corre¢do da glicemia (JENUWEIN;
ALLIS, 2001; MARTIN; ZHANG, 2005; KOUZARIDES, 2007).

Um estudo clinico realizado no periodo de 1983 a 1993, conhecido como “Diabetes Control
and Complication Trial” (DCCT), selecionou individuos com DM tipo 1 para o tratamento do
diabetes em duas abordagens: (i) tratamento convencional, uma ou duas injecdes de
insulina/dia, insulina de acdo rapida ou intermediaria; (ii) tratamento intensivo, trés ou mais
injecBes de insulina/dia ou terapia com bomba de insulina com monitoramento glicémico.
Individuos em tratamento convencional mantiveram valores médios de HbAlc de 9,1% ao
longo de 6,5 anos, enquanto que individuos em tratamento intensivo mantiveram HbAlc de
7,2%. A partir 1993, todos os pacientes, nas abordagens (i) e (ii), foram acompanhados no
estudo observacional “Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications” (EDIC); a
partir deste momento, os pacientes foram orientados a seguir o tratamento intensivo. Nos anos
posteriores, os valores médios de HbAlc dos dois grupos de tratamento apresentaram-se iguais.
Independente dos valores de HbAlc, nos primeiros 4 anos de continuidade dos pacientes no
estudo EDIC, foram observadas menores frequéncias de complica¢fes crénicas do DM no
grupo de individuos em tratamento intensivo desde o DCCT, o que demonstrou o efeito
duradouro de um bom controle metabdlico sobre a evolucdo das complicacdes crbnicas
(NATHAN, 2014).

Em um estudo realizado por Roy et al. (1990), relacionou-se a influéncia de uma condicéo de
“memoria hiperglicémica” para a superproducdo de fibronectina e de colageno em células
endoteliais, mesmo ap0ds a normalizacdo da glicose em ratos diabéticos.

Um estudo em caes, realizado por Engerman, kern (1987) para avaliar se a progressao da
retinopatia diabética pode ser interrompida quando ha o re-estabelecimento da normoglicemia,
mostrou que os animais continuaram apresentando complicacgdes de retina mesmo apds atingir

niveis normais de glicemia.
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Kowluru; Abbas; Odenbach (2004) conduziram um estudo com ratos diabéticos (inducéo com
estreptozotocina), sendo divididos em 4 grupos: (i) animais com hiperglicemia ndo controlada
por 13 meses; (ii) animais com hiperglicemia ndo controlada por 6 meses seguido de controle
glicémico por 7 meses; (iii) animais diabéticos tratados desde o inicio do experimento; (iv)
animais ndo diabéticos. Os niveis de HbAlc, a LPO e os niveis de GSNP nos animais diabéticos
com glicemia controlada logo apos inducdo foram semelhantes aos niveis encontrados em
animais normais, porém 0s animais que tiveram a correcdo da glicemia tardiamente
apresentaram valores alterados de HbAlc, LPO e de GSNP e semelhantes aos animais
diabéticos ndo tratados. Tais evidéncias sugerem que a hiperglicemia pode deixar uma
“memoria” em individuos que apresentaram condi¢des ndo controladas de glicemia,
favorecendo o desenvolvimento de futuras complicagdes do DM, mesmo apds o controle

glicémico estabelecido.

1.4 Alimentos funcionais

Na década de 80, o governo japonés estava preocupado com o envelhecimento da populacéo.
Com a intencao de melhorar a qualidade de vida da populagao, o termo “alimento funcional"
foi langado, como o objetivo de se desenvolver alimentos mais saudaveis, que consistiam na
incorporacdo de determinados compostos bioativos em alimentos em pequenas quantidades
(SIBBEL, 2007; HENRY, 2010; ZERAIK et al., 2010).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) considera como alimento
funcional, todo aquele alimento ou ingrediente que, além de nutrir, produz efeitos metabélicos
e/ou fisiologicos e/ou efeitos benéficos a saude, e que seja seguro para consumo sem a
necessidade de supervisdo médica (ANVISA, 1999a). Além disso, inclui o conceito para
alegacdo de propriedade funcional, como aquela relacionada ao papel metabdlico ou
fisioldgico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento, manutencéo
e outras fungdes normais do organismo humano (ANVISA, 1999a). Essas alegacOes para
determinac6es de acidos graxos, carotenoides, fibras alimentares, fitoesterois, probidticos entre
outros, ja estdo cientificamente aprovadas (BRASIL, 2010).

Diversos estudos evidenciam o papel dos alimentos funcionais e de seus compostos na
prevencdo e controle de inimeros problemas de salde, com objetivo de controlar problemas
cardiacos e cardiovasculares (CARDOSO et al., 2013), processos inflamatorios e estresse

oxidativo (JACOB et al., 2008). Alimentos funcionais com potencial antihiperglicemiante tém
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sido estudados como futura opgdo para terapias adjuvantes ou complementares para 0 DM
(KARTHIKESAN; PARI; MENON, 2010).

1.5 Curcumina

A Curcuma longa L. é uma planta pertencente a familia Zingiberaceae, popularmente
conhecida como acafrdo-da-terra, com amplo cultivo em paises asiaticos, principalmente india
e China (AGGARWAL et al., 2007). Dos rizomas do acafrdo-da-terra isola-se a curcumina,
um polifenol (diferuloilmetano) de coloragdo amarela.

Inimeros estudos tém demonstrado os efeitos benéficos da curcumina em diversas patologias,
tais como: DM (SRIVIVASAN et al., 2003), cancer (YOUSSEF et al., 2004), mal de
Alzheimer (RINGMAN et al., 2005), mal de Parkinson (ZBARSKY et al., 2005), doencas
pulmonares (KALPANA; RAJASEKHARAN; MENON, 2005), esclerose madaltipla
(VERBEEK; VAN TOL; VAN NOORT, 2005), dislipidemia (BABU; SRINIVASAN, 1999),
epilepsia (GUPTA; BRIVAL; SHARMA, 2009), doengas renais (KUWABARA et al., 2006),
dentre outras (SUETH-SANTIAGOA et al., 2015). Possui ainda propriedades antiinflamatoria
(BALASUBRAMANYAM et al., 2003), antioxidante (FUJISAWA et al., 2004; YOUSSEF et
al., 2004; AK; GULCIN, 2008), antibacteriana (NAZ et al., 2010), antiaterogénica
(OLSZANECKI et al., 2005), antiparasitaria (PEREZ-ARRIAGA et al.,2006), antifungica
(KIM; CHOE; LEE, 2003), antimalarica (NANDAKUMAR et al., 2006).

Em relacdo as propriedades antioxidantes, a curcumina age impedindo a LPO, desta forma
confere protecdo a outras biomoléculas que também sdo alvo de ataques por peroxidos e
radicais lipidicos, como por exemplo o DNA (KUNCHANDY; RAO, 1990). Resultados
anteriores de nosso laboratério obtidos nos estudos de Gutierres et al. (2012) e Arcaro et al.
(2014) estimulam a investigacdo das atividades antidiabética e antioxidante da curcumina em
modelo experimental de DM.

Gutierres et al. (2012) demonstraram que o tratamento de ratos diabéticos (indugdo por
estreptozotocina) com 90 mg/kg de curcumina incorporada em iogurte por 31 dias foi capaz de
promover melhoria em diversos parametros fisiologicos e bioquimicos classicamente alterados
neste modelo experimental de DM. Houve reducdo significativa nos niveis plasmaticos de
glicose, triacilglicerdis, marcadores de dano hepatico [aspartato (AST) e alanina (ALT)
aminotransferases], nos niveis urinarios de glicose, ureia e proteina, e promoveu aumento no

conteddo de glicogénio hepéatico. Ratos diabéticos tratados com curcumina também
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apresentaram reducdo na ingestdo alimentar e hidrica, no volume urinario e aumento no ganho
de peso corporal.

Considerando que um dos problemas associados a curcumina é a sua baixa biodisponibilidade
quando administrada oralmente, o estudo de Arcaro et al. (2014) teve como objetivo aumentar
a biodisponibilidade da curcumina ao realizar a co-administragdo com piperina, um alcaléide
isolado dos frutos de Piper nigrum e que possui atividade bioenhancer, via inibicdo de
processos de biotransformacdo no figado e intestino. Um dos achados deste estudo foi
relacionado ao potencial antioxidante in vivo da curcumina em ratos diabéticos: ratos
diabéticos tratados durante 45 dias com curcumina incorporada em iogurte apresentaram
reducdo no estresse oxidativo, uma vez que houve um aumento significativo nas atividades
hepéticas das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px e nos niveis de GSNP, e houve
reducdo nos niveis de marcadores de lesdo oxidativa em lipideos (substancias reativas ao acido
tiobarbitirico, TBARS) e em proteinas (proteinas carboniladas, PCO). A atividade
antidiabética da curcumina observada no tratamento por 45 dias foi semelhante aos achados de
Gutierres et al. (2012).

Outro achado deste estudo de Arcaro et al. (2014) trata das consequéncias da associac¢ao de 90
mg/kg de curcumina com piperina (doses de 20 e 40 mg/kg); foi observado que o tratamento
de ratos diabéticos com iogurte enriquecido com curcumina e 20 mg/kg de piperina ndo
promoveu alteracbes nas atividades antidiabética e antioxidante da curcumina.
Surpreendentemente, o tratamento de ratos diabéticos com iogurte enriquecido com curcumina
e 40 mg/kg de piperina anulou completamente os efeitos benéficos da curcumina, além de
causar alteracdes relacionadas a toxicidade hepatica (aumento nos niveis de ALT). Assim, estes
achados mostraram que a coadministragdo de curcumina e a piperina nao trouxe qualquer
vantagem as acOes antidiabéticas e antioxidantes da curcumina, o que nos da indicios de que
tais atividades sejam atribuidas a algum (s) metabdlito (s) da curcumina.

Majithiya; Pharm e Balaraman (2005) monitoraram as alteracdes temporais de parametros
relacionados ao estresse oxidativo em ratos diabéticos sem tratamento e tratados cronicamente
(24 semanas) com 200 mg/kg de curcumina (suspensdo em 0,5% de carboximetil celulose).
Houve reducdo na atividade de SOD em rins de ratos diabéticos a partir da 8 semana de
diabetes em relacdo aos animais normais, reducéo esta que nao foi prevenida pelo tratamento
com curcumina. Em relacéo a CAT, apesar de ser observado um aumento abrupto na atividade

da enzima em rins de ratos no inicio do diabetes (até a 4% semana), este aumento foi seguido de
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uma queda significativa, alcancando valores de atividade de CAT bem menores em
comparagao aos valores observados em rins de ratos normais, e novamente o tratamento com
curcumina ndo foi capaz de reduzir e/ou prevenir a perda na capacidade antioxidante.
Similarmente, os niveis de GSNP também foram significativamente reduzidos em rins de ratos
diabéticos (tratados ou ndo com curcumina) em rela¢do aos animais normais. Mesmo com esta
perda na capacidade antioxidante, 0 aumento nos niveis de TBARS em rins de ratos diabéticos
tratados com curcumina foi menor que o0 aumento observado em ratos diabéticos ndo tratados,
evidenciando que a curcumina apresentou atividade antioxidante in vivo, reduzindo a
peroxidacdo lipidica no DM. No entanto, deve-se ressaltar que o tratamento com curcumina
em carboximetil- celulose nédo foi capaz de reduzir a glicemia destes animais, o que talvez
explique as diferencas dos achados encontrados neste trabalho em relacdo aos resultados de
Arcaro et al. (2014), que além de encontrarem reducdo nos marcadores de lesdo oxidativa,
também encontraram aumento na atividade antioxidante enddgena e atividade anti-

hiperglicemiante.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Realizar estudo temporal das alteracOes relacionadas ao estresse oxidativo em animais

diabéticos tratados com insulina ou iogurte enriquecido com curcumina.

2.2 Objetivos especificos
Avaliar, apos 0, 7, 15, 30 e 74 dias de tratamento, as alteracGes nos parametros de estresse
oxidativo e atividade antioxidante de ratos normais e diabéticos tratados com iogurte ou
iogurte enriquecido com curcumina e ratos diabéticos tratados com insulina.

Os parametros estudados foram:

Parametros fisioldgicos e relacionados ao metabolismo de carboidratos: peso corporal
e glicemia.

Parametros bioquimicos plasmaticos relacionados ao estresse oxidativo e atividade
antioxidante: niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), atividade da

paraoxonase (PON1).

Pardmetros biogquimicos teciduais (figado) relacionados ao estresse oxidativo e
atividade antioxidante: niveis de proteinas carboniladas (PCO), atividade das enzimas
antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px, e niveis de glutationa reduzida (GSNP).

Pardmetro relacionado ao estresse glico-oxidativo (plasma): niveis de AGE no
plasma.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) machos (150 + 10 g) provenientes
do Biotério Central do Campus de Botucatu, UNESP. Os animais foram mantidos no Biotério
do Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara,
UNESP, com ciclo claro/escuro de 12 horas e condigdes controladas de temperatura de 23 +
1°C e de umidade relativa de 55 + 5%. Todos os procedimentos de manejo e manipulagéo
animais do presente trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, UNESP, (CEUA/FCF/CAr
n° 26/2015, ANEXO I).

3.2 Inducéo do diabetes mellitus experimental

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno (méximo 5 animais por caixa) com
agua e racdo ad libitum, onde permaneceram durante 3 dias para adaptacdo antes de qualquer
manipulacdo relacionada ao procedimento experimental. Posteriormente, os animais foram
submetidos a jejum de 12 horas para posterior indu¢do do DM experimental, via administracéo
de 40 mg/kg de estreptozotocina (STZ), solubilizada em tampéo citrato 10 mM (pH 4,5). A
STZ foi administrada via acesso a veia jugular, apds anestesia dos ratos com anestésico volatil
isoflurano. Animais normais foram submetidos a0 mesmo procedimento, porém receberam

apenas tampéo citrato.

3.3  Tratamento de animais normais e diabéticos com iogurte enriquecido com
curcumina
ApoOs trés dias da administracdo de STZ ou de tampéo citrato, os animais foram

divididos em cinco diferentes grupos, que foram constituidos a partir de valores semelhantes
das médias de glicemia e peso corporal. Os grupos experimentais foram os seguintes:

» Grupo normal (ndo diabético) tratado com iogurte (NIOG);

» Grupo normal (ndo diabético) tratado com 90 mg/kg de iogurte (NCUR) enriquecido

com curcumina;
» Grupo diabético tratado com iogurte (DIOG);

» Grupo diabético tratado com 90 mg/kg de curcumina (DCUR) incorporada no iogurte;
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» Grupo diabético tratado com 4 U/dia de insulina (DINS).

A incorporacgdo da curcumina ao iogurte ocorreu em ambiente termostatizado a 25°C,
durante 90 segundos, sob rotacdo de 27000 rpm em homogeneizador modelo Metabo. Foi
utilizada curcumina (Sigma®, ~ 70%) administrada em duas doses diarias de 45 mg/kg. A
administracdo foi feita via gavagem, duas vezes ao dia, as 8:00h e 17:00h, em volume de 0,5
mL de iogurte por administracdo para cada animal.

A insulina (Humolin®) foi preparada em solucédo de cloreto de sodio 0,85% (g/mL) e
administrada por via subcutanea, em duas doses diarias de 2 U, totalizando 4 U/dia, nos
mesmos horarios da gavagem, durante todo o periodo experimental.

Para a determinacéo da glicemia, o plasma foi obtido do sangue coletado pela cauda
dos animais, apos vasodilatacdo periférica, em eppendorfs heparinizados (HEMOFOL®). O
sangue coletado foi centrifugado durante 10 minutos a 2500 rpm e o plasma obtido foi utilizado
para a dosagem de glicemia.

Ao final de cada experimento, os animais foram eutanasiados por decapitacéo, o
sangue foi coletado e o figado foi retirado e congelado a -80°C para posterior determinacéo

dos parametros relacionados ao estresse oxidativo e atividade antioxidante (TBARS, PCO,
SOD, CAT, GSH-PX, GSNP, PON, AGE).

3.4 Metodologias das dosagens bioquimicas

3.4.1 A dosagem de glicemia foi realizada pelo método da glicose oxidase
(TRINDER, 1969; HALL, 2003), utilizando kit Labtest®. A glicose oxidase catalisa a
oxidacdo da glicose na amostra, produzindo acido glucénico e peréxido de hidrogénio. O
perdxido de hidrogénio oxida a 4aminoantipirina na presenca de fenol, sob acdo da peroxidase,
formando antipirilqguinonimina, monitorada espectrofotometricamente em 505 nm. A
intensidade de absor¢édo de luz é proporcional a concentracdo de glicose na amostra.

3.4.2 Para a determinagdo de TBARS no plasma, a amostra foi submetida a
desproteinizacdo pelo método de Pilz; Meineke; Gleiter (2000). A concentracdo de TBARS foi
determinada fluorimetricamente, em comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de
510 e 553 nm, respectivamente. Foi realizada curva analitica com 1,1°3,3 tetrametoxipropano.

Os resultados foram expressos em pmol de TBARS/L.
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3.4.3 As proteinas carboniladas no figado foram determinadas pelo método descrito
por Levine et al. (1994). Os grupos carbonilas presentes nas proteinas reagem com
2,4dinitrofenilhidrazina (DNPH) em meio acido formando 2,4-dinitrofenilhidrazona, que
absorve luz em 370 nm. A concentracdo de PCO na amostra foi obtida utilizando o coeficiente
de extingdo molar da hidrazona (22000 M-tcm™) e expressa em nmol de PCO/mg de proteina.

3.4.4 A atividade da enzima SOD no figado foi determinada de acordo com
Beauchamp; Fridovich (1971). A oxidacdo da xantina gera o Oz em reacdo catalisada pela
Xantina oxidase, 0 Oz reduz o nitroblue tetrazolium (NBT) a uma formazana. O ensaio é
baseado na inibicdo da reducdo do NBT na presenca de SOD na amostra, monitorada em 550
nm. Os resultados foram expressos em U de SOD/mg de proteina. Uma unidade de SOD é
definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir a reducdo do NBT em 50%.

3.4.5 A atividade da enzima CAT no figado foi determinada pelo método descrito por
Beers; Sizer (1952), via monitoramento do desaparecimento do H202 em 230 nm. Os resultados
foram expressos em mmol de H202 consumido/min/mg de proteina.

3.4.6 A atividade da enzima GSH-Px no figado foi determinada pelo método descrito
por Rush; Sandiford (2003). A GSH-Px catalisa a oxida¢do de GSNP na presenca de H.O>. Na
presenca de glutationa redutase (GSH-Rd), a glutationa oxidada (GSSH) é reduzida a GSNP
com oxidacdo concomitante do NADPH a NADP™. A oxidacdo do NADPH é monitorada pela
diminuigéo da absorbancia em 340 nm. Os resultados foram expressos em mmol de NADPH
consumido/min/mg de proteina.

3.4.7 A atividade de PON1 no plasma foi determinada de acordo com Costa et al.
(1990), com modificacbes. A atividade de PON1 foi medida pela hidrélise do paraoxon e
liberagdo de p-nitrofenol. A mistura para o ensaio foi composta por 10 uL de plasma em tampao
Tris/HCI 15 mM (pH 8,5) contendo CaCl. 0,15 mM, NaCl 0,3 M e 1,2 mM de paraoxon. Uma
solugdo-mée de paraoxon 120 mM foi preparada em acetona e mantida em gelo; antes da
utilizacéo, esta solugdo-mée foi diluida a 1:40 em &gua e a sua concentragdo foi monitorada a
265 nm, utilizando o coeficiente de extingdo molar do paraoxon em agua (8.900 M~t.cm™)
(BUDAVARI et al., 2006). O ensaio foi realizado a 37°C e iniciado pela adi¢do de paraoxon.
A atividade foi monitorada medindo-se a absorbancia a 405 nm por 5 minutos. Os resultados
foram calculados assumindo o coeficiente de extingdo molar do p-nitrofenol (18.000 M™*.cm-
1) (RICHTER et al., 2008). A atividade de PON1 foi expressa em unidades/litro (unidade =

pmoL paraoxon hidrolisado/min).
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3.4.8 Para a determinacdo dos AGE, foram utilizadas amostras de plasma, nas quais
foram adicionados 4,6 M de cloroférmio, 0,15 M de &cido tricloacetico (TCA) e 1,5 M de
NaOH, sendo alcancgadas, apds a mistura, concentracdes de 0,45 M de cloroférmio, 0,12 M de
TCA e 0,1 M de NaOH. A determinacdo dos AGE foi feita de acordo com metodologias
realizadas por Minch et al. (1997) e Zilin et al. (2001) com modificacBes. ApoOs
homogeneizacdo em vortex durante 20 segundos, as amostras foram centrifugadas a 13.000 G.
Em seguida, aliquota do sobrenadante foi retirada para quantificacdo, via fluorescéncia, de
AGE totais

(Aexc 370 nm; Aem 440 nm) (PENNACCHI et al., 2015). Os resultados foram expressos em
unidades arbitrarias corrigidas por proteina (UA/mg proteina).

3.4.9 As concentracBes de proteinas no sobrenadante de homogenato de figado foram
determinados de acordo com Lowry et al. (1951). O principio do método baseia-se em uma
mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosforico (reagente Folin-Ciocalteau), que é
reduzido quando reage com proteinas, na presenca de cobre (I1), e produz um composto azul
escuro. As concentracBes de proteinas foram determinadas espectrofotometricamente a 660
nm; os resultados foram expressos como mg/mL, sendo a curva analitica foi feita com albumina

bovina sérica.

3.5 Anélise estatistica

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo (EPM). Analise de
variancia One-way ANOVA seguida do teste Student-Newman-Keuls foi utilizada para
comparar 0s resultados inter-grupos. Test t student pareado foi utilizado para as comparacoes
intra-grupos. Test t ndo pareado foi utilizado para comparacdes entre animais normais e
diabéticos no TO. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05. As analises

foram realizadas pelo programa GraphPad Instat® 5 (GraphPad Software, USA).
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4. RESULTADOS

Exceto para 0os grupos de animais normais, todos os experimentos foram iniciados
com animais diabéticos, trés dias apds a administracdo de STZ (denominado no estudo como
tempo zero, 0). Trés dias é o tempo necessario para que ocorra a completa eliminacdo do
farmaco diabetogénico STZ, bem como € o tempo necessario e suficiente para o
estabelecimento do DM experimental com niveis caracteristicos de glicemia do diabetes
(GUTIERRES et al., 2012; ARCARO et al., 2014; ASSIS et al., 2017).

Portanto, o que chamamos de “tempo 0” nos experimentos temporais trata-se do dia
onde ocorre a composi¢do dos grupos, e ainda ndo ha tratamento (iogurte, curcumina em
iogurte ou insulina).

Para avaliar se este curto tempo de DM (3 dias) ja é capaz de promover alteracdes em
biomarcadores do estresse oxidativo, foram realizados experimentos com um grupo de animais
normais e um grupo de animais diabéticos, 3 dias apds a administracdo de citrato ou STZ,
respectivamente, com o intuito de avaliar as alteracbes em biomarcadores de estresse oxidativo
e enzimas antioxidantes, sem a realizacdo de qualquer intervencdo (iogurte, insulina ou

curcumina em iogurte).

Podemos observar que, 3 dias apds a administracdo de citrato ou STZ, animais normais
e diabéticos, respectivamente, apresentaram os mesmos valores medios de peso corporal, no
entanto cabe salientar que o peso corporal de ratos normais era menor no dia da inducéo do
DM (Tabela 1). O fato de os animais normais e diabéticos apresentarem o mesmo peso corporal
3 dias apods a inducdo do DM é explicado pelo maior ganho de peso corporal de animais normais
em relacdo aos animais diabéticos, tal como indicado pelos valores de delta peso de cada grupo
(Tabela 1).

Tal como esperado, os niveis glicémicos de animais diabéticos (3 dias pds-STZ) foram

cerca de 4 vezes maiores em relagéo aos valores observados em animais normais (Tabela 1).
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Tabela 1: Peso corporal (g) no dia da administracdo de STZ ou citrato e peso corporal e
glicemia (mg/dL) no dia do pareamento.

Peso corporal Peso corporal Delta peso  Glicemia na inducéo do
DM 3 dias p6s-STZ (9) (mg/dL) (@) (9)
Normal 130,1 + 0,93 163,4 £ 4,54 33,33 +3,97 105,4 + 2,88
Diabético  143,0+3,20# 163,3 £ 3,76 20,11 +1,65# 469,0+£2195#

# diferencas inter-grupo, normal vs diabético, teste t ndo pareado e test t pareado (p<0,05).

E possivel observar que o grupo DINS apresentou um maior ganho de peso corporal,
desde o 7° dia de tratamento, em relacdo aos grupos DIOG e DCUR, alcangando valores de
peso corporal semelhantes aos animais normais, NIOG e NCUR (Figura 1).

Animais diabéticos tratados com iogurte (DIOG) apresentaram menor ganho de peso
corporal, desde o 7° dia de tratamento, quando comparados aos valores obtidos nos demais
grupos.

Animais diabéticos tratados com curcumina em iogurte (DCUR) apresentaram um
maior ganho de peso corporal, a partir do 15° dia de tratamento, em relagdo ao grupo DIOG.

Animais normais tratados com curcumina em iogurte (NCUR) ndo apresentaram
diferencas em relacdo ao peso corporal quando comparados aos animais normais tratados com
iogurte (NIOG), o que significa que a curcumina ndo interfere neste parametro em animais
normais (Figura 1).
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Figura 1: Peso corporal (g) de ratos normais e diabéticos ndo tratados e tratados por 0, 7, 15,
30 e 74 dias com iogurte, curcumina em iogurte ou insulina.
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Valores expressos como media + EPM. Comparacdes inter-grupos foram realizadas com One-
way ANOVA seguido de teste Student-Newman-Keuls e para comparag6es intra-grupos foi
realizado test t ndo pareado (p<0,05), barras horizontais. * Diferencas intra-grupo em relacédo
ao tempo 0 (p<0,05).

Pode ser observado que a inducdo do DM com a administracdo de estreptozotocina foi
efetiva, uma vez que todos os grupos de animais diabéticos (DIOG, DCUR e DINS)
apresentaram, no dia 0, valores médios de glicemia elevados em relagdo aos animais normais,
e semelhantes entre os grupos diabéticos (435, 436 e 430 mg/dL, respectivamente), o0 que
permitiu 0 pareamento para as futuras comparacdes inter e intra-grupos nos diferentes tempos,
apos o inicio dos tratamentos (Figura 2).

Independente do periodo experimental, o grupo DIOG apresentou um aumento
gradual na glicemia, evidenciando a piora do quadro de DM. Tal como esperado, 0s ratos
diabéticos que receberam insulina (DINS) apresentaram uma reducao significativa da glicemia,
desde o 7° dia de tratamento, apresentando médias de glicemia semelhantes aos valores

encontrados em animais ndo diabéticos (NIOG e NCUR) (Figura 2).
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O tratamento de ratos diabéticos com 90 mg/kg de curcumina em iogurte (DCUR) foi
capaz de promover niveis glicémicos menores, a partir do 7° dia em relacdo aos animais do
grupo DIOG e a manutencdo desses niveis até o final do tratamento (Figura 2), corroborando
achados anteriores de nosso laboratério (GUTIERRES et al.,2012; ARCARO et al., 2014,
ASSIS et al., 2017).

Animais normais tratados com curcumina em iogurte (NCUR) e animais normais
tratados apenas com iogurte (NIOG) apresentaram valores constantes de glicemia e dentro da
normalidade, desde o inicio do tratamento até o ultimo dia de experimento (Figura 2), o que

demonstra que a curcumina ou iogurte ndo interferem na glicemia de animais normais.

Figura 2: Glicemia (mg/dL) de ratos normais e diabéticos tratados por 7, 15, 30 e 74 dias
com iogurte, curcumina em iogurte ou insulina.
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Valores expressos como media + EPM. Comparacdes inter-grupos foram realizadas com One-
way ANOVA seguido de teste StudentNewman-Keuls (p<0,05), barras horizontais. * Para
comparag0es intra-grupos foi realizado test t ndo pareado em relagéo ao tempo 0, (p<0,05).
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A determinacdo dos niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS)
permite 0 monitoramento de alteracbes desses biomarcadores relacionados a peroxidagdo
lipidica e dentre eles 0 malondialdeido. No presente estudo, foram determinados os niveis de
TBARS no plasma de animais normais e diabéticos, tratados com iogurte ou curcumina em
iogurte, durante 7, 15, 30 e 74 dias de tratamento, e mesmo antes do inicio dos tratamentos.

Animais diabéticos ap0s 3 dias da administracdo de STZ ja apresentaram um aumento

significativo nos niveis circulantes de TBARS, em relacdo aos animais normais (Tabela 2).

Tabela 2: TBARS plasméatico (umol/L) de ratos normais e diabéticos 3 dias ap6s a
administracao de citrato ou STZ, respectivamente.

TBARS plasmatico (umol/L)
Normal 7,73 £0,201

Diabético 17,22 + 0,671 #

# Diferencas inter-grupo, normal vs diabético, teste t ndo pareado, para comparacdes intra-
grupos foi realizado test t ndo pareado em relagcdo ao tempo 0, (p<0,05).

Animais do grupo DIOG, quando comparados com os grupos NIOG, NCUR, DCUR e
DINS, também apresentaram concentracdes elevadas de TBARS no plasma, desde o 7° dia até
0 74° dia de experimento (Figura 3). Estes dados indicam que o processo de lipoperoxidacao
no DM tem inicio precoce, sendo possivel detectar uma elevacdo em biomarcadores circulantes
de LPO trés dias ap6s a inducdo do DM. Além disso, estes valores elevados permaneceram
com a cronicidade do diabetes.

Ratos diabéticos tratados com curcumina apresentaram niveis plasmaticos de TBARS
significativamente menores quando comparados aos valores observados no grupo DIOG, a
partir de xx dias de tratamento, evidenciando o potencial antioxidante in vivo da curcumina
(Figura 3).

Os animais do grupo DINS apresentaram valores reduzidos de TBARS, em relacdo ao
grupo DIOG (Figura 3), em todos os tempos de tratamento estudados, demonstrando que o
tratamento com insulina foi capaz de prevenir a LPO nestes animais (Figura 3).

N&o foram observadas alteracbes nos niveis de TBARS em animais normais,

independente do tratamento (iogurte ou curcumina em iogurte) (Figura 3).

43



Figura 3: TBARS plasmatico (umol/L) de ratos normais e diabéticos tratados por 7, 15, 30 e
74 dias com iogurte, curcumina em iogurte ou insulina.
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Valores expressos como media + EPM. Comparacdes inter-grupos foram realizadas com One-
way ANOVA seguido de teste Student-Newman-Keuls (barras horizontais) e para
comparag0es intra-grupos foi realizado test t ndo pareado (p<0,05).

Os niveis de PCO no figado de animais normais e diabéticos apds 3 dias da
administracdo de STZ foram semelhantes, o que indica que o curto periodo de instalacdo do
DM néo foi suficiente para promover oxidacdo em proteinas, pelo menos no figado (Tabela
3).

Tabela 3: PCO hepético (nmol/mg de proteina) de ratos normais e diabéticos 3 dias ap6s a
administracao de citrato ou STZ, respectivamente.

PCO hepatico (nmol/mg de proteina)

Normal 0,202 £ 0,024
Diabético 0,209 + 0,012

Valores expressos como media + EPM. Comparac6es inter-grupos foram realizadas com One-
way ANOVA seguido de teste Student-Newman-Keuls (barras horizontais) e para
comparac0es intra-grupos foi realizado test t ndo pareado (p<0,05).
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Foi possivel observar um aumento progressivo nos niveis hepaticos de PCO no grupo
DIOG, a partir de 30 dias de experimento (Figura 4). Tal fato indica ocorrer um aumento na
oxidacdo de proteinas no figado destes animais, uma condicdo esperada para o modelo
experimental que, em conjunto com os niveis aumentados de TBARS no plasma, indicam a
instalacdo do estresse oxidativo no modelo experimental de DM.

Os niveis de PCO no figado de ratos diabéticos tratados com curcumina ou insulina
foram 44% e 40% menores, respectivamente, quando comparados aos valores observados em
animais do grupo DIOG, apds 30 dias de experimento. Apo6s 74 dias de experimento, 0
comportamento deste biomarcador em animais DCUR e DINS foi semelhante ao observado
com 30 dias de tratamento, isto é, os niveis de PCO dos ratos tratados com curcumina ou
insulina apresentaram-se 40% e 37% menores, respectivamente, em relagdo aos animais do
grupo DIOG (Figura 4). Frente a esses resultados, presume-se que o tratamento de ratos
diabéticos com curcumina favoreceu uma condicdo de equilibrio nas defesas antioxidantes
desses animais, uma vez que os niveis de PCO dos animais DCUR e DINS foram semelhantes
aos niveis de PCO dos animais NIOG e NCUR. Além disso, é possivel notar que a concentracao
de PCO foi constante em animais DCUR e DINS, nos diferentes tempos de tratamento; tal fato
nos permite sugerir que a manutencdo nos niveis glicémicos devido ao tratamento com
curcumina em associacdo a sua acdo antioxidante per se podem inibir a oxidacao de proteinas
no figado. J& a geracdo de espécies reativas pode estar diminuida nos animais do grupo DINS

devido ao efetivo controle da glicemia.
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Figura 4: PCO hepatico (hmol/mg de proteina) de ratos normais e diabéticos tratados por 7,
15, 30 e 74 dias com iogurte, curcumina em iogurte ou insulina.
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Valores expressos como media + EPM. Comparacg6es inter-grupos foram realizadas com One-
way ANOVA seguido de teste Student-Newman-Keuls (barras horizontais) e para comparacoes
intra-grupos foi realizado test t ndo pareado (p<0,05).

Tal como observado na Tabela 4, animais com 3 dias de DM ndo apresentaram

alteracOes na atividade da SOD no figado, uma vez que a atividade desta enzima foi semelhante
aos valores observados em animais normais. No entanto, podemos sugerir que ratos com 3 dias
de DM ja estejam em uma situacdo de estresse oxidativo, uma vez que os niveis de TBARS
plasmético apresentaram-se elevados. Assim podemos sugerir que a determinacdo dos niveis
de TBARS no plasma seja uma abordagem experimental mais sensivel para a deteccdo de
possiveis injdrias oxidativas ocasionadas pela hiperglicemia, em comparacao a determinacao
dos niveis de PCO hepaético, uma vez que os niveis de PCO também foram semelhantes entre

animais normais e diabéticos, 3 dias ap6s a administracdo de STZ (Tabela 4).

Tabela 4: Atividade da SOD (U/mg de proteina) em figado de ratos normais e diabéticos 3
dias ap6s a administracdo de citrato ou STZ, respectivamente.

Atividade da SOD (U/mg de proteina)
Normal 225,9 + 10,997

Diabético 208,3 + 14,571

Valores expressos como media £+ EPM. Comparacdes inter-grupos foram realizadas com One-
way ANOVA seguido de teste Student-Newman-Keuls (barras horizontais) e para comparag0es
intra-grupos foi realizado test t ndo pareado (p<0,05).
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Animais do grupo DIOG apresentaram uma queda na atividade de SOD no figado
somente a partir do 30° dia de experimento, quando comparados aos animais de todos os demais
grupos. Tal queda na atividade da SOD também foi observada apds 74 dias de experimento,
em animais DIOG (Figura 5).

As atividades de SOD em figado de animais diabéticos tratados com curcumina ou com
insulina foram 58% e 71% maiores, respectivamente, em relacdo aos valores observados no
grupo DIOG, apo6s 30 dias de tratamento. Estes efeitos benéficos dos tratamentos sobre a
atividade da SOD foram mantidos ap0s 74 dias de tratamento (Figura 5).

Novamente foi possivel observar o efeito protetor da curcumina, uma vez que as
atividades da SOD em figado de animais diabéticos tratados com curcumina ou insulina foram
semelhantes aos valores encontrados em animais normais, durante todo periodo experimental
(Figura 5). Tal fato reforca as evidéncias de melhora nas defesas antioxidantes em animais
diabéticos que receberam curcumina, assim como a melhora no estresse oxidativo em animais
diabéticos que receberam insulina. Tais beneficios podem ser associados ao melhor controle
glicémico promovido pela insulina, ou até mesmo pela curcumina, culminando assim em

menor geracao de espécies reativas de oxigénio.

Figura 5: Atividade da SOD (U/mg de proteina) em figado de ratos normais e diabéticos
tratados por 7, 15, 30 e 74 dias com iogurte, curcumina em iogurte ou insulina.
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Valores expressos como media £+ EPM. Comparagdes inter-grupos foram realizadas com One-
way ANOVA seguido de teste Student-Newman-Keuls (barras horizontais) e para comparag0es
intra-grupos foi realizado test t ndo pareado (p<0,05).
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Tal como observado para a atividade de SOD, a atividade hepatica de CAT também foi
semelhante entre animais normais e diabéticos, 3 dias apos administracdo de STZ (Tabela 5).
Este resultado corrobora os achados de atividade de SOD, uma vez que a CAT é dependente
da geracdo do substrato H20>, que é produto da SOD ap6s promover a dismutacao de O>™.

Tabela 5: Atividade da CAT (mmol/min/mg de proteina) em figado de ratos normais e
diabéticos 3 dias ap6s a administracao de citrato ou STZ, respectivamente.

Atividade da CAT (mmol/min/mg de proteina)
Normal 0,122 + 0,006

Diabético 0,115 + 0,010

A atividade da CAT mostrou-se reduzida em figado de animais DIOG; porém, em
comparacdo com a queda na atividade da SOD, a queda na atividade de CAT ocorreu
precocemente, isto €, apds 7 dias de experimento. A reducdo na atividade de CAT em animais
DIOG foi observada também apos 15, 30 e 74 dias de experimento (Figura 6), porém sem
queda progressiva.

Foi possivel observar a eficacia do tratamento de ratos diabéticos com insulina no
reestabelecimento da normoglicemia, o que parece refletir em maior capacidade de proteger as
defesas antioxidantes. Animais do grupo DINS apresentaram atividade de CAT 42% maior em
relacdo aos animais DIOG, ap6s 7 dias de tratamento (Figura 6). O tratamento com iogurte
enriquecido com curcumina foi téo eficaz quanto a insulina na prevencao da perda da atividade
de CAT em figado de ratos diabéticos, desde o 7° dia até o 74° dia de tratamento (Figura 6).
Desse modo, podemos sugerir que o tratamento com curcumina é benéfico na prevencéo ou

atenuacéo da perda da protecao antioxidante no DM.
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Figura 6: Atividade da CAT (mmol/min/mg de proteina) em figado de ratos normais e
diabéticos tratados por 7, 15, 30 e 74 dias com iogurte, curcumina em iogurte ou insulina.
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Valores expressos como media £+ EPM. Comparacdes inter-grupos foram realizadas com One-
way ANOVA seguido de teste Student-Newman-Keuls (barras horizontais) e para comparagoes
intra-grupos foi realizado test t ndo pareado (p<0,05).

A semelhanga nos valores médios da atividade de GSH-Px no figado de animais
normais e diabéticos 3 dias ap6s a administracdo de STZ (Tabela 6) reproduz os achados de
SOD e CAT, sugerindo que este periodo de DM nao foi suficiente para interferir na atividade

de enzimas antioxidantes no figado destes animais.

Tabela 6: Atividade da GSH-Px (mmol/min/mg de proteina) em figado de ratos normais e
diabéticos 3 dias apds a administracdo de citrato ou STZ, respectivamente.

Atividade da GSH-Px (mmol/min/mg de proteina)

Normal 0,016 + 0,0012
Diabético 0,013 + 0,0009

A atividade da GSH-Px em figado de animais DIOG apresentou um aumento de 40%
apos 15 dias de experimento, em relacdo aos valores encontrados em animais NIOG e nos
demais grupos (Figura 7). Podemos sugerir que este aumento na atividade da GSH-Px seja
consequéncia de uma contrapartida compensatéria nas defesas antioxidantes no figado de

animais diabéticos frente ao aumento na geracao de espécies reativas, bem como pode ser uma
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compensacao a queda observada na atividade da CAT, no mesmo tempo de experimento. Nota-
se que, mesmo com a queda na atividade da CAT apds 15 dias de experimento, os niveis de
PCO nao estdo aumentados em figado de ratos diabéticos, neste mesmo periodo, 0 que pode
ser um reflexo da combinacdo entre a manutencao na atividade da SOD e maior atividade de
GSH-Px. No entanto, ap6s 30 e 74 dias de experimento, a atividade da GSH-Px no figado de
animais DIOG diminuiu significativamente, tal como observado neste mesmo grupo para as
demais enzimas antioxidantes SOD e CAT.

Apobs 30 e 74 dias de tratamento, o tratamento com curcumina em iogurte ou com
insulina foi capaz de prevenir a queda na atividade da GSH-Px em figado de animais diabéticos
(Figura 7). Frente a estes resultados, podemos sugerir que a curcumina é capaz de proteger 0s
sistemas de defesas antioxidantes endogenos. A combinagdo entre o potencial antioxidante per
se da molécula de curcumina, em associagdo ao seu efeito antihiperglicémico, pode ser
importante para as agdes antioxidantes in vivo da curcumina, prevenindo ou atenuando o

quadro de estresse oxidativo no DM.

Figura 7: Atividade da GSH-Px (mmol/min/mg de proteina) em figado de ratos normais
e diabéticos tratados por 7, 15, 30 e 74 dias com iogurte, curcumina em iogurte ou
insulina.
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Valores expressos como media = EPM. Comparac0es inter-grupos foram realizadas com One-
way ANOVA seguido de teste Student-Newman-Keuls (p<0,05), barras horizontais e para
comparag0es intra-grupos foi realizado test t ndo pareado (p<0,05).
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Os niveis de GSNP em figado de animais normais e diabéticos 3 dias apds a
administracdo de citrato ou estreptozotocina, respectivamente, apresentaram-se semelhantes
(Tabela 7). Tal fato indica que 3 dias de diabetes ndo foram suficientes para causar alteracdes
nos niveis desse metabdlito em figado de animais diabéticos, e corrobora os achados da

atividade da enzima GSH-Px, que também ndo foi alterada neste periodo de instalacdo do DM.

Tabela 7: Concentracdo de GSNP (mmol/g de tecido) no figado de ratos normais e diabéticos
3 dias ap6s a administracdo de citrato ou STZ, respectivamente.

Concentracédo de GSNP (mmol/g de tecido)

Normal 58,926 + 2,610
Diabético 56,291 + 0,834

Ap6s 15 dias de experimento, houve um aumento de 19% nos niveis de GSNP em
figado de animais do grupo DIOG em comparacédo aos valores observados nos animais NIOG
(Figura 8). Este aumento nos niveis de GSNP em figado de animais diabéticos DIOG, apds 15
dias de experimento, corrobora 0 aumento observado na atividade de GSH-Px, no mesmo
periodo (Figura 7), reiterando a hipdtese de efeito compensatério no sistema antioxidante
dependente de glutationa frente ao estabelecimento de estresse oxidativo no diabetes.

Apos 30 dias de experimento, os niveis de GSNP em figado de animais diabéticos foram
45% menores em relacdo aos niveis encontrados em figado de animais NIOG (Figura
8). Cabe salientar que neste mesmo periodo também houve uma queda na atividade de GSH-
Px em figado de animais DIOG.

Com 15 dias de tratamento os niveis de GSNP hepatico nos animais diabéticos tratados
com curcumina (DCUR) ou insulina (DINS) foram semelhantes aos niveis observados nos
grupos de animais normais (NIOG e NCUR). Apos 30 dias de tratamento, os animais dos
grupos DCUR e DINS apresentaram valores de GSNP ainda maiores, 96% e 77%
respectivamente, em relagdo aos animais do grupo DIOG. Com 74 dias de tratamento, os niveis
de GSNP hepatico dos animais do grupo DCUR e DINS foram 140% e 143% maiores,
respectivamente, em relacdo ao grupo DIOG, e continuaram semelhantes aos niveis de GSNP

observados no figado de animais normais (NIOG e NCUR).
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Figura 8: Concentracdo de GSNP (mmol/g de tecido) em figado de ratos normais e diabéticos
tratados por 7, 15, 30 e 74 dias com iogurte, curcumina em iogurte ou insulina.
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Valores expressos como media £ EPM. Comparag0es inter-grupos foram realizadas com One-

way ANOVA seguido de teste Student-Newman-Keuls (p<0,05), barras horizontais e para
comparag0es intra-grupos foi realizado test t ndo pareado (p<0,05).

A semelhanca nos niveis de PON1 no plasma de animais normais e diabéticos, 3 dias
apos a administracdo de citrato ou estreptozotocina, respectivamente, mostram que este
periodo de instalacdo do DM ndo foi suficiente para causar alteracdes neste biomarcador
(Tabela 8).

Tabela 8: Atividade da PON1 no plasma (U/L) em figado de ratos normais e diabéticos 3 dias
apos a administracdo de citrato ou STZ, respctivamente.

Atividade da PON1 (U/L)

Normal 1287,78 + 47,178
Diabético 1251,11 + 52,736

Apos 30 dias de experimento, a atividade da PON1 no plasma de animais diabéticos
tratados com iogurte (DIOG) apresentou uma diminuigéo significativa (30%) em relagdo aos
valores observados em NIOG; essa diminuicao foi mantida até 74 dias de experimento (Figura
9). Pode-se correlacionar esta reducgéo na atividade da PON1 em animais diabéticos tratados

com iogurte (DIOG) a exposicao a possiveis peroxidos lipideos, e acredita-se que tal evento
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pode estar relacionado a glicagdo da lipoproteina HDL e consequente perda da sua funcdo
(KLEEMOLA et al., 2002).

Em relacdo a atividade da PON1 em animais DCUR e DINS, foi observada melhora na
atividade da PON1 a partir de 30 dias de tratamento, onde os valores de PON1 no plasma de
animais diabéticos tratados com curcumina (DCUR) ou com insulina (DINS) foram 43% e
44% maiores, respectivamente, em relacdo aos valores observados em animais do grupo DIOG.
Apds 74 dias de tratamento, a capacidade da curcumina ou da insulina em preservar a atividade
de PON1 foi maior ainda, uma vez que os valores de PON1 nos grupos DCUR e DINS foram
59% e 57% maiores, respectivamente, em relagdo ao grupo DIOG (Figura 9).

Frente ao exposto, nota-se 0 beneficio do tratamento com curcumina ou insulina em
amenizar as complicacGes ocasionadas pela hiperglicemia no DM e consequentemente

amenizar o quadro de estresse oxidativo.

Figura 9: Atividade da PON no plasma (U/L) de ratos normais e diabéticos tratados por 7,
15, 30 e 74 dias com iogurte, curcumina em iogurte ou insulina.
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Valores expressos como media + EPM. Comparag0es inter-grupos foram realizadas com One-
way ANOVA seguido de teste Student-Newman-Keuls (p<0,05), barras horizontais e para
comparag0es intra-grupos foi realizado test t ndo pareado (p<0,05).

Os niveis de AGE no plasma de animais normais e diabéticos, trés dias apos a
administracdo de citrato ou estreptozotocina, estdo apresentados na Tabela 9. Ndo existem
doferencas nos niveis de AGE entre animais normais e diabéticos, trés dias apos a instalacéo

do DM.
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Tabela 9: Niveis de AGE (UA de fluorescéncia/ mg de proteina) no plasma de ratos normais
e diabéticos 3 dias apds a administracdo de citrato ou STZ, respectivamente.

Niveis de AGE (UA / mg de proteina)

Normal 258,18 + 34,877
Diabético 254,34 + 41,446

A primeira alteracéo nos niveis de AGE foi observada a partir de 30 dias de experimento
no grupo (DIOG), onde os niveis de AGE foram significativamente maiores (18%) quando
comparados aos valores em animais NIOG (Figura 10).

Os tratamentos com curcumina em iogurte ou com insulina foram eficazes em prevenir
0 aumento nos niveis de AGE em ratos diabéticos, uma vez que os niveis deste biomarcador
nos grupos DCUR e DINS foram semelhantes aos niveis observados em animais normais
(NIOG e NCUR), em todo o periodo experimental, bem como foram 23% e 29% menores em

relacdo ao grupo DIOG, apds 30 e 74 dias de tratamento, respectivamente (Figura 10).

Figura 10: Concentracdo de AGE (UA de fluorescéncia/ mg de proteina) no plasma de ratos
normais e diabéticos tratados por 7, 15, 30 e 74 dias com iogurte, curcumina em iogurte ou
insulina.
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Dias de tratamento

Valores expressos como media + EPM. Comparag0es inter-grupos foram realizadas com
Oneway ANOVA seguido de teste Student-Newman-Keuls (p<0,05), barras horizontais.

54



5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo trazem duas contribui¢bes importantes referentes a
compreensdo das alteracbes em biomarcadores de estresse oxidativo e atividade antioxidante
em animais submetidos ao modelo experimental de diabetes mellitus, via administracéo de
estreptozotocina. Em primeiro lugar, as alteracbes nos marcadores de lesdo oxidativa e
atividade antioxidante sdo tempo-dependentes: 0 aumento nos niveis de marcador de lesdo
oxidativa em lipideos (TBARS) aparece de forma precoce em animais diabéticos (3 dias
p6sSTZ), bem como a queda na atividade da enzima antioxidante CAT no figado (10 dias
p0sSTZ); as demais alteracdes observadas em animais diabéticos (aumento nos niveis de PCO,
queda nas atividades de SOD e GSH-Px e nos niveis de GSNP) encontram-se na dependéncia
da cronicidade do estado de deficiéncia insulinica / hiperglicemia (33 dias p6s-STZ). Em
segundo lugar, independente do momento das alteragdes nos biomarcadores de estresse
oxidativo (aumento em marcadores de lesdo oxidativa e/ou queda nas defesas antioxidantes),
o0 tratamento oral com iogurte enriquecido com curcumina foi capaz de atenuar, ou mesmo
prevenir, o estabelecimento de estresse oxidativo em animais diabéticos, em magnitude
comparavel ao beneficio promovido pelo tratamento com insulina.

O alcance da normoglicemia é essencial na prevencdo das complicacfes desencadeadas
pelo DM, inclusive aquelas relacionadas ao estresse oxidativo. A hiperglicemia esta
intimamente relacionada ao aumento na geracdo de ERO que, uma vez formadas, podem
interferir nos sistemas antioxidantes enddgenos; diversos estudos tém relatado uma menor
atividade das enzimas antioxidantes no figado de ratos diabéticos (EVELSON et al., 2005;
LUCCHESI et al., 2013; ARCARO et al, 2014; ASSIS et al., 2017), tal como foi observado no
presente estudo.

Especificamente no figado, a exposicdo prolongada aos ERO estd associada com o
estabelecimento de esteatose e com a progressdo para esteato-hepatite néo-alcdolica
(VIDELA, 2009). Recentemente, recente revisao de BILAL et al., 2016, reline uma série de
evidéncias sobre a diversidade de alteracfes bioquimicas e morfoldgicas no figado de animais
submetidos ao modelo experimental de DM, via administracdo de farmacos diabetogénicos,
seja STZ ou Aloxano (ALX). Dentre os diversos prejuizos observados, destacam-se esteatose,
esteato-hepatite e fibrose hepatica. A revisdo reitera que a extensao das alteragdes morfologicas

e as laceragdes ultra-estruturais séo intrinsicamente dependentes do tempo de diabetes. Por fim,
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a revisdo também destaca que, dentre 0s mecanismos promotores destas alteracGes hepaticas,
0 estresse oxidativo tem participagéo crucial.

De acordo com Cubero e Trautwein (2011), o estresse oxidativo pode causar injuria e
destruicdo de hepatdcitos via aumento na geracdo de peroxidos e radicais livres, estes podem
danificar diversos componentes celulares, em especial proteinas, alvos de processos de
oxidacdo que geram derivados sulfénicos, de nitrosilacéo, glutationilacdo, formacao de pontes
dissulfeto, todas estas modificacbes podem culminar em prejuizos na funcionalidade destas
moléculas. Além disso, dependendo da natureza da injdria disparada pelo estresse oxidativo, e
do seu tempo de duracdo, diferentes processos sinalizatorios podem ser iniciados ou
exacerbados nos hepatdcitos, incluindo as vias sinalizatorias que envolvem MAPK (proteinas
quinases ativadas por mitégenos), ERK1/2 (quinases 1/2 reguladoras de sinal extracelular),
JNK (quinase c-Jun N-terminal) e NF-«B (fator de necrose tumoral kappa B). Dentre as injurias
relacionadas ao estresse oxidativo no figado e que envolvem a participacdo das vias
sinalizatdrias supra mencionadas, podemos destacar a inducdo de resisténcia a insulina (via
ERK1/2), apoptose de hepatocitos (via NF-kB) e morte celular (via JNK). Ainda nesta revisao
de Cubero e Trautwein (2011), é reiterada a importancia da prospeccdo de novas op¢oes
terapéuticas que sejam capazes de diminuir as injurias hepaticas com a atenuacdo do estresse
oxidativo, tendo em vista a diversidade de processos bioquimicos “irregulares” que podem se
instalar devido a falta de controle destes processos.

Os resultados obtidos com os biomarcadores de lesdo oxidativa e glicativa, em especial
0s aumentos nos niveis de TBARS (plasma) e PCO (figado), AGE (plasma) bem como as
alteracdes nos sistemas antioxidantes, as quais envolvem queda nas atividades das enzimas
SOD, CAT, GSH-Px (figado), PON1 (plasma) e reducdo nos niveis de GSNP (figado),
substanciam a instalacdo do estresse oxidativo neste modelo experimental de DM.

De acordo com os resultados deste estudo, o biomarcador que respondeu de maneira
bem precoce ao estabelecimento de estresse oxidativo em animais com DM estreptozotocinico
foi 0o TBARS, que reflete alteragdes relativas a lesdo oxidativa em lipideos (lipoperoxidagéo):
com apenas 3 dias de diabetes, os niveis de TBARS foram significativamente maiores em
plasma de animais DIOG em relacdo aos valores observados em animais NIOG.
Hidroperoxidos gerados em situacdes de estresse oxidativo podem promover toxicidade direta
as celulas, ou por meio de produtos toxicos de degradacao de radicais hidroxil. Eles também

podem reagir com metais de transi¢do e formar aldeidos, como o malondialdeido, que causa
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danos as membranas celulares. O aumento nos niveis de TBARS ¢é uma evidéncia indireta da
intensa producéo de ERO e seus efeitos lesivos em lipideos. Diversos trabalhos utilizando ratos
em modelo experimental de DM induzido com estreptozotocina ou aloxana apontam alteracGes
referentes a aumento nos niveis de TBARS em associacdo ao descontrole glicémico (JAIN,
1989; ARAGNO et al., 1999; ARCARO et al., 2014; ASSIS et al., 2017). No entanto, uma das
principais contribuicdes do presente estudo € a caracterizacdo precoce desta alteracéao relativa
ao estresse oxidativo no DM, com apenas 3 dias de deficiéncia insulinica.

Outro dado interessante observado no presente estudo foi 0 aumento em marcadores do
sistema antioxidante dependente de glutationa em figado de animais diabéticos, apds 15 dias
de experimento (18 dias p6s-STZ): houve um aumento significativo tanto nos niveis de GSNP
quanto na atividade de GSH-Px em figado de animais diabéticos (DIOG), em relacdo aos
valores observados em animais normais (N1OG).

O comportamento das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px em condicGes de
estresse oxidativo muitas vezes sdo controversos. Como observado no DM e em outros
modelos experimentais com estresse oxidativo, em diferentes tecidos tais enzimas podem se
encontrar com niveis/atividades aumentados ou diminuidos. O aumento na expressao destas
enzimas, e consequentemente na atividade, pode depender de mecanismo regulado em nivel
transcricional (KENSLER; WAKABAYASHI; BISWAI, 2007).

O Nrf2 (fator de transcri¢cdo nuclear) encontra-se inativo no citoplasma, ligado a
proteina Kelch-like EHC-associated protein 1 (Keapl), a qual impede sua translocacdo para o
nucleo. Este fator é ativado em condi¢c6es de desequilibrio no estado redox da célula, como €
0 caso de condicBGes de estresse oxidativo, onde ha aumento na geracdo de ERO e seus
subprodutos de danos oxidativos, sobrepondo-se a capacidade antioxidante. Residuos de
cisteina na proteina Keapl desempenham um papel critico na manutencdo do Nrf2 no
citoplasma. No entanto, em situacbes de estresse oxidativo, ha dissociacdo do complexo
Nrf2/Keapl, fazendo com que o Nrf2 torne-se ativo e assim transportado para o ntcleo (DAHL;
MULCAHY, 2001; DE VRIES et al., 2008). No nucleo das células, o Nrf2 se liga ao elemento
de resposta antioxidante (ARE), que esta associado as regides promotoras dos genes que
codificam enzimas detoxificantes e antioxidantes (WILMES et al., 2011). Assim, quando
ativado por Nrf2, o ARE estimula a transcricdo génica de SOD, CAT, GSH-Px GSH-Rd,
peroxirredoxinas, NADPH quinona oxidoredutase (NQO) e heme-oxigenasesl-(HO-1) e

tioredoxina (Trx). O aumento na expressao destas enzimas, representa um potente mecanismo
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de defesa antioxidante. Uma vez restabelecido o equilibrio redox da célula, o Nrf2 ¢é dissociado
do ndcleo pelo Keapl e posteriormente transportado para o citoplasma, onde pode ser
ubiquitinado e degradado (KENSLER; WAKABAYASHI; BISWAI, 2007).

A ativacdo de Nrf2 em situagcdes de estresse oxidativo pode ser 0 mecanismo que
explica o aumento observado nos niveis de GSNP e na atividade de GSH-Px em figado de ratos
diabéticos DIOG, apo6s 15 dias de experimento (18 dias pds-STZ). Podemos sugerir que este
aumento em componentes no sistema da glutationa seja uma resposta compensatoria nas
defesas antioxidantes frente a seguinte combinac&o: (i) aumento na geracdo de ERO devido a
hiperglicemia; (ii) queda precoce observada na atividade da CAT. Esse efeito compensatorio
de aumento no sistema antioxidante da glutationa mostrou-se eficiente, ao menos neste periodo
do estudo, uma vez que observamos niveis de PCO (marcador de lesdo oxidativa em proteinas)
semelhantes em figados de animais normais (NIOG) e diabéticos (DIOG), com 15 dias de
experimento.

Respostas compensatorias de aumento na atividade de determinados sistemas
antioxidantes frente ao aumento nos niveis de espécies reativas e/ou perda ou diminui¢do de
defesas antioxidantes é um mecanismo comumente observado (LEI et al., 2016). No DM,
existem relatos de aumento na atividade e/ou expressdo de GSH-Px em associacdo a diversas
complicacdes do DM; os autores sugerem que tal aumento seja um mecanismo para prevenir
danos teciduais ainda maiores (BOLAJOKO et al., 2008; KORKMAZ-ICOZ et al., 2015).

Todavia, ap6s 30 dias de experimento (33 dias pds-STZ), tal resposta compensatdria de
aumento nas defesas antioxidantes dependentes de glutationa foi perdida, uma vez que
observamos reducdo nos niveis de GSNP e na atividade de GSH-Px no figado de animais
diabéticos DIOG, acompanhada por aumento nos niveis de PCO, sugerindo ser a cronicidade
da hiperglicemia no DM prevalente sobre 0s mecanismos compensatdrios que promovem
aumento na expressao e/ou protecdo de enzimas antioxidantes. Em relacdo a queda nos niveis
de GSNP no DM, a participacdo da via dos poliois tem papel significativo: o aumento nos
niveis intracelulares de glicose (devido a hiperglicemia) leva a um aumento no fluxo pela via
dos polidis, onde a enzima aldose redutase reduz a glicose a sorbitol, oxidando a coenzima
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) neste processo. O aumento na oxidacéo
de NADPH pela via dos poliois culmina em prejuizos na regeneracdo de moléculas de
glutationa em sua forma reduzida (GSNP), condic¢do que favorece a elevacdo das ERO (LEE;

CHUNG, 1999; GIACCO; BROWNLEE, 2010). Em relacao a reducdo na atividade de GSH-
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Px, evidéncias apontam que a enzima seja inativada por hidroperdxidos, incluindo
hidroperdxido de t-butila (BLUM; FRIDOVICH, 1985; PIGEOLET et al., 1990), agravando o
quadro de estresse oxidativo, conforme observado pelo aumento progressivo nos niveis de PCO
no figado. Estudos também tém associado a diminuicao na atividade de enzimas antioxidantes
em ratos diabéticos com uma diminuicdo na expressdo do mRNA e na sintese proteica destas
enzimas (SADI; BOZAN; YILDIZ, 2014). Por todos estes motivos, estudos futuros do
laboratdrio devem ser projetados para compreender o papel de Nrf2 no controle das respostas
temporais observadas nos sistemas antioxidantes em diferentes tempos do DM experimental.

As enzimas SOD e CAT ndo apresentaram respostas compensatorias frente ao
estabelecimento de estresse oxidativo nesse modelo experimental de diabetes. No presente
estudo, foram observadas somente reducdes nas atividades destas enzimas, a partir de 7 dias
de experimento (10 dias p6s-STZ) para CAT e 30 dias de experimento (33 pds-STZ), para
SOD.

A baixa atividade de CAT com apenas 7 dias de diabetes (10 dias pds-STZ), pode ser
explicada pelo fato da CAT ser mais vulneravel ao processo de glicagdo, em comparagdo a
SOD. Em estudo de Yan e Harding (1997), onde as enzimas CAT e SOD foram incubadas na
presenca de diferentes acucares (glicose, frutose, ribose, glicose-6-fosfato), observou-se que
ambas as enzimas sdo vulneraveis a presenca destes aclcares, apresentando reducdao em suas
atividades. No entanto, para as incubacdes realizadas na presenca de glicose, notou-se que: (i)
guando CAT foi incubada com 10 mM de glicose, foi observada uma reducao significativa na
atividade da enzima, em especial apds 3 dias, chegando a perder aproximadamente 65% de
atividade apds 6 dias de incubacdo, em comparacdo a CAT incubada na auséncia de glicose;
(if) quando SOD foi incubada com 50 mM de glicose, foi observada uma lenta e discreta
reducdo na atividade da enzima e, apés 8 dias de incubacdo, houve manutencdo de
aproximadamente 80% na atividade, em comparacdo a SOD incubada pelo mesmo periodo e
na auséncia de glicose. Portanto, podemos sugerir que a SOD necessita de ambos, maiores
niveis de glicose e maior tempo de exposi¢cdo para ser observado o efeito do processo de
glicacdo, ao contrario da CAT, que foi mais sensivel e em menores concentragdes do
monossacarideo. Apesar de a SOD ser vulneravel aos efeitos da glicagdo de maneira “tardia”,
existem evidéncias de que, quando glicada, SOD ¢ inativada e clivada, liberando ions cobre
presentes em seu sitio ativo (OOKAWARA et al., 1992; FUJII et al., 1996). Tal condicao é

propicia ao aumento na geracdo de HO" caso seja considerada a possibilidade de acimulo de
59



H>0O> devido a perda precoce na atividade da CAT, apds a glicacdo. Este aumento na geracdo
de HO" apo6s inativacdo de SOD pode explicar, pelo menos em parte, os resultados do presente
estudo onde também houve a reducéo na atividade da GSH-Px de forma “tardia”, em paralelo
a reducao na atividade de SOD, em figado de animais diabéticos, apos 30 dias de experimento
(33 dias p6s-STZ); existem evidéncias que mostram inativacdo da GSH-Px na presenca de HO
(PIGEOLET et al., 1990; TABATABAIE; FLOYD, 1994).

A glicose em excesso, alem de ocasionar glicacdo de proteinas e consequentemente
inativacdo destas, também pode se auto-oxidar e assim aumentar a geracdo de O>", ou ainda
ativar a enzima NADPH oxidase, diminuindo os niveis de NADPH e aumentando ainda mais
0 O2". Em condicbes onde 0 aumento na producdo de O™ ultrapasse a capacidade de remocéo
deste anion pela acdo da enzima SOD, podem ser observados prejuizos nas acbes das demais
enzimas antioxidantes. Também existem evidéncias de inativacdo da CAT pelo aumento nos
niveis de Oz (SHIMIZU; KOBAYASHI; HAYASHI, 1984).

Em interessante estudo de Pigeolet et al. (1990), as atividades das enzimas SOD, CAT
e GSH-Px foram testadas na presenca de diversos oxidantes (H202, hidroperéxido de cumeno,
hidroperoxido de t-butila, 02", HO"), com o intuito de observar também a suscetibilidade dessas
proteinas aos excessos de seus substratos. Os resultados obtidos com este estudo foram
interessantes e respaldam muitos de nossos achados em animais diabéticos. (i) Nas condi¢des
testadas, notou-se que a CAT foi a Unica enzima vulneravel aos efeitos deletérios de O2™, sendo
inativada, a enzima também foi inativada na presenca de HO®, bem como, teve sua atividade
reduzida de forma significativa quando incubada na presenca de hidroperéxido de cumeno e
hidroperdxido de t-butila. Se esses achados forem analisados em conjunto com a rapida perda
da atividade de CAT quando incubada na presenga de glicose (YAN; HARDING, 1997) e
também consideramos sua inativacdo na presenca de O (SHIMIZU; KOBAYASHI;
HAYASHI, 1984), podemos sugerir que a CAT é uma enzima bastante suscetivel a perda de
sua atividade em condigdes de hiperglicemia e aumento de espécimes oxidantes, 0 que
corrobora o achado do presente estudo, com reducdo na atividade de CAT em figado de ratos
diabéticos desde o sétimo dia de experimento (10 dias p6s-STZ). (ii) Nas condigdes testadas, a
GSH-Px também foi inativada na presenca de HO" corroborando nossa hipotese de que a GSH-
Px possa ter sua atividade diminuida em condi¢des de aumento na geracdo de HO". A GSH-Px
tambeém apresentou reducdo na atividade quando incubada na presenca de hidroperdxido de

cumeno e hidroperoxido de t-butila. Esses hidroperdxidos organicos sdo frequentemente
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utilizados para inducéo de peroxidacéo lipidica. Analisando em conjunto, a vulnerabilidade da
GSH-Px a hidroperoxidos organicos (indutores de lipoperoxidacdo), bem como, a queda tardia
em sua atividade em figado de animais diabéticos, parecem sugerir a necessidade de um
ambiente oxidativo suficientemente agressivo, altamente indutor de lipoperoxidacéo, para que
a enzima perca sua atividade.

Este conjunto de evidéncias pode explicar as alteracdes temporais diferenciais nas
atividades de CAT, SOD e GSH-Px em figado de animais diabéticos (DIOG) observadas neste
estudo.

Animais diabéticos tratados com curcumina incorporada em iogurte tiveram melhora
no peso corporal e no controle glicémico, em relacdo aos animais diabéticos que receberam
apenas iogurte, tais resultados corroboram estudos anteriores do laboratorio (GUTIERRES et
al, 2012; ARCARO et al, 2014; ASSIS et al, 2017). O tratamento de ratos diabéticos com
curcumina também diminuiu o estresse oxidativo, tal como anteriormente observado
(ARCARO et al, 2014; ASSIS et al, 2017).

Diversos estudos tém demonstrado os mecanismos através dos quais ocorre melhoria
nos niveis glicémicos de animais diabéticos tratados com curcumina. Tem sido demonstrado
gue a curcumina €é capaz de aumentar a atividade da enzima glicoquinase, que catalisa a
fosforilacdo da glicose em glicose-6-fosfato no figado, e assim utilizada na sintese de
glicogénio hepético (SEO et al., 2008). Em estudo realizado por Gutierres et al. (2015) para
avaliar os efeitos da curcumina em ratos diabéticos, observou-se que houve melhora na
tolerancia a glicose e na sensibilidade a insulina, os quais foram associados ao aumento nos
niveis de fosforilacdo de AKT e na translocacdo de GLUT 4 para a membrana plasmatica de
musculos gastrocnemius, alteracdes que devem ter relacdo com um aumento na captacéo de
glicose. Outros estudos tém demonstrado que a reducdo na glicemia apds o tratamento com
curcumina também tem relagdo com o aumento na captacdo de glicose via aumento na
expressdao de GLUT 4, com a reducdo na producdo hepatica de glicose pela inibicdo da
gliconeogénese, ambos processos associados na ativagdo da AMPK proteina quinase
dependente de AMP (FUJIWARA et al., 2008; NA et al., 2011). Ha evidencias de que a
curcumina atua na inibicao da gliconeogénese hepatica, por inibir a atividade das enzimaschave
davia, glicose-6-fosfatase e fosfoenolpiruvato carboxiquinase (G6Pse e PEPCK) (FUJIWARA
et al., 2008).
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Além do seu potencial antihiperglicémico, a curcumina é um potente antioxidante.
Estudos tém demonstrado que a curcumina é capaz de capturar H.O2, HO", O2", radical peroxila
(ROO"), bem como é capaz de quelar ions Fe** (AK; GULCIN, 2008; BARZEGAR;
MOOSAVI-MOVAHEDI, 2011). A curcumina é capaz também de inibir a lipoperoxidacéo
(MEGHANA; SANJEEN; RAMESH, 2007). A atenuacdo na geracdo e/ou a captura de
espécies reativas, com destaque ao anion O, ap0s o tratamento de ratos diabéticos com
curcumina em iogurte, pode amenizar os efeitos deletérios deste radical sobre diversas
biomoléculas. Embora o &nion O>" apresente permeabilidade limitada, ele é precursor de outras
espécies altamente reativas, em especial o radical HO® que participa da oxidacdo tanto de
lipideos (GIROTTI, 1998) quanto de proteinas (PENNATHUR et al., 2001). Assim, podemos
explicar a reducdo significativa nos niveis dos biomarcadores de lipoperoxidacdo (TBARS) e
de oxidacdo de proteinas (PCO) em animais diabéticos que foram tratados com curcumina.

No entanto, estudos tém indicado que compostos bioativos tém sido potenciais
promotores de Nrf2 (WILMES et al., 2011). Evidéncias indicam que a curcumina também é
capaz de aumentar a transcricdo de Nrf2 (YANG et al., 2009), bem como é capaz de aumentar
sua translocacdo para o ndcleo das células (L1U et al., 2015; ZHAO et al., 2011). Assim, Nn0ssos
achados sobre o aumento na atividade das enzimas antioxidantes em figado de animais
diabéticos tratados com curcumina pode ser consequéncia dos seguintes eventos: (i) menor
geracdo de espécies oxidantes devido a reducdo na glicemia e/ou devido ao potencial
antioxidante per se da curcumina, protegendo assim as enzimas de modificacbes
postraducionais (glicacdo, oxidacdo) que levam a perda nas suas atividades e/ou (ii) ativacdo
de Nrf2, culminando em maior expressdo das enzimas antioxidantes.

Yang et al. (2015), ao estudarem os efeitos da suplementacdo de curcumina (500
mg/dia) durante 30 dias a individuos com DM tipo 2, observou que a curcumina em linfécitos
destes pacientes foi capaz de reduzir a microalbumindria e os niveis plasmaticos de
malondialdeido, em associacdo a aumento nos niveis de Nrf2 e de enzimas antioxidantes. No
entanto, em estudo semelhante realizado por Jiménez-Osorio et al. (2016), a suplementacéao
curcumina (320 mg/dia) durante 8 semanas a individuos com DM tipo 2 ndo promoveu
melhorias na proteindria, apesar de ter sido observado um aumento na capacidade antioxidante
plasmatica, no entanto sem aumento nas enzimas antioxidantes (eritrocitos) ou na ativacao de
Nrf2 (linfocitos). Estes dados reiteram a necessidade de continuidade dos estudos, para avaliar

0 potencial antioxidante da curcumina, in vivo.
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Alteracdes significativas na PON1 séo observadas em pacientes com DM tipo 1 e DM
tipo 2 JURETIC et al., 2006; KAPPELLE et al., 2011). Portanto, a funcdo da enzima PON1
tem sido intensamente estudada para o monitoramento de vérias doencas, inclusive o DM
(KULKA, 2016). Em condicdes de hiperglicemia e hipertrigliceridemia, ocorre aumento no
estresse oxidativo e na peroxidacdo lipidica em macréfagos e em lipoproteinas
(GRIENDLING; ALEXANDER, 1997). A enzima PON é associada com a HDL protege a
LDL e a HDL contra a oxidacGes, além de eliminar lipideos oxidados das celulas (AVIRAM,
2004). Evidéncias indicam que a atividade sérica da PON1 se encontra diminuida no DM
(ABBOTT et al.,1995), aumentando, portanto, o risco cardiovascular. Tem sido demonstrado
gue a PON1 é uma enzima que pode atuar de maneira suicida, com o intuito de prevenir a
oxidacdo de HDL. Essa teoria é apoiada pela observacdo da diminuicdo da atividade da PON1
quando exposta a perdxidos de lipideos. A atividade diminuida da PON1 pode ser relacionada
a glicacdo do HDL e consequente perda de funcionalidade, processo que ocorre no diabetes.
Em trabalho realizado por Assis et al (2017), foi observado que o tratamento de ratos diabéticos
com iogurte enriquecido com curcumina preservou a atividade da PON1.

As reacdes de glicacdo das proteinas propiciam a formacdo de AGE, que sdo
responsaveis pelas principais causas de diferentes complicacBes que ocorrem no diabetes
(NEGRE-SALVAYRE et al., 2009); altos niveis de glicose podem culminar na glicagdo de
varias proteinas estruturais e funcionais, incluindo proteinas plasmaticas e colageno (KHAN et
al., 2009).

Postula-se que a curcumina seja eficaz na remocdo de AGE por induzir a expressao
génica do receptor R1 (AGE-R1). Estudos sugerem que o AGE-R1, além de promover a
detoxificacdo e depuracdo de AGE, atenua o estresse oxidativo (CAl et al., 2008; JIANGUO
et al., 2012). Evidéncias também sugerem que a curcumina é capaz de inibir a atividade de
quinase regulada por sinal extracelular (ERK), bem como estimular a atividade de receptores
ativados por proliferadores de peroxissoma gama (PPARY) (JIANGUO et al., 2012). Em estudo
realizado por Sajithlal et al. (1998), foi observado o efeito da curcumina sobre AGE e ligagdes
cross-link no colageno de tenddo, pele e cauda de ratos diabéticos. O tratamento com
curcumina foi eficaz na prevencdo de formacgao de AGE e de ligagdes cross-link em colageno

na cauda de ratos diabéticos, e reduziu de forma significativa o estresse oxidativo.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo corroboram os achados de estudos anteriores do
nosso laboratério, onde o tratamento de ratos diabéticos com iogurte enriquecido com
curcumina é capaz de prevenir 0 aumento progressivo nos niveis de glicose plasmatica, sem
causar hipoglicemia, uma vez que nos animais normais tratados com essa preparacao nao foi
observado nenhum episédio de hipoglicemia. Observou-se também que o iogurte, veiculo
utilizado para a administragdo da curcumina, ndo interfere na glicemia, no ganho ou queda de
peso corporal em comparagdo ao grupo de animais normais. Ratos diabéticos tratados com
curcumina ndo apresentaram a elevacdo progressiva na glicemia, tal como observado nos
animais diabéticos tratados somente com iogurte, evidenciando assim o potencial antidiabético
da curcumina em iogurte.

Além disso, animais diabéticos tratados com curcumina apresentaram reducdo no
estresse oxidativo, uma vez que os niveis de biomarcadores de lesdo oxidativa foram
diminuidos, houve aumento nas atividades / niveis de antioxidantes enddgenos, com perfis
semelhantes aos apresentados pelos animais diabéticos tratados com insulina, considerado
“tratamento padrdo” para o DM tipo 1, os quais foram por diversas vezes, semelhantes aos
niveis observados nos animais normais. Em sintese, animais diabéticos tratados com curcumina
apresentaram: menores niveis em biomarcadores de estresse oxidativo e glicativo; (i) TBARS
plasmatico, (ii) PCO hepatico, (iii) AGE plasmatico; maiores atividades de enzimas
antioxidantes, (i) SOD, (ii) CAT, (iii) GSH-Px, (iv) PON1 e maiores niveis de GSNP.

Pode ser reconhecida a eficacia da curcumina em iogurte em preservar 0s sistemas de
defesas antioxidantes (no plasma e figado) de animais diabéticos, e o efeito temporal dos
marcadores e em prevenir modificacdo oxidativa de proteinas hepaticas e a reducdo da LPO.
Evidéncias preliminares também sugerem que a curcumina seja benéfica na atenuacdo das
modificagdes causadas pelo estresse glico-oxidativo. Tais resultados indicam que futuros
estudos devem ser realizados com o objetivo de avancar no potencial uso da curcumina como
terapia complementar aos farmacos antihiperglicémicos, com o objetivo de atenuar o

desenvolvimento das complicagdes a longo prazo do DM.
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ANEXO |

Protocolo CEUA/FCF/CAr n° 26/2015
Interessada: MONALISA FREITAS DE PAULA
Orientador: Prof. Dr. Iguatemy Lourengo Brunetti
Projeto: Avaliacdo temporal de biomarcadores de lesdo oxidativa e de atividade

antioxidante em modelo experimental de diabetes mellitus

Parecer n° 49/2015 — Comiss#o de Etica no Uso de Animais

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas —
UNESP (campus Araraquara), reunida em 16 de junho de 2015, considerou que o
protocolo para uso de animais na pesquisa: “Avaliacdo temporal de biomarcadores de
lesdo oxidativa e de atividade antioxidante em modelo experimental de diabetes
mellitus®, apresentado pela pds-graduanda MONALISA FREITAS DE PAULA, sob

orientacdo do Professor Doutor Iguatemy Lourenco Brunetti, do Departamento de

Andlises Clinicas desta Faculdade, esta estruturado dentro dos principios éticos na
experimentagdo animal do Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal -
CONCEA, manifestando-se FAVORAVEL a sua execugdo. O relatério final do protocolo
de pesquisa devera ser entregue em JANEIRO de 2017 em formulario para este fim.

Araraguara, 24 de junho de 2015.

) ) ]
(oo O (ot

Prof® Dr®* CARLOS CESAR CRESTANI Coordenador da CEUA
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ANEXO II

AULA DA DEFESA

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
"JULIO DE MESQUITA FILHO" z
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS = e
CAMPUS DE ARARAQUARA =
Programa de Pés-Graduacio em Biociéncias e Biotecnologia aplicada a4 Farmicia

Defesa de Mestrado

“*COMPORTAMENTO TEMPORALDOS BIOMARCADORES DE
LESAO OXIDATIVA E DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM
RATOS DIABETICOS TRATADOS COM INSULINA OU
CURCUMINA™

Monalisa Freitas De Paula

Prof. Dr. [zuatemy Lourengo Brunetti

Agosto
2017

HARVERY: FERRIER. 2012

Carboidratos

Proteinas Lipideos

DIABETES
MELLITUS

Deficiéncia na
produgdo de
insulina

Prejuizos na
captagio de
glicose =
hiperglicemia
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Estimated r of people with diab worldwide and per region in 2015 and 2040

(20-79 years) B 'l
rasi
North America and
K : s v Entre os 10 paises de

e h,
2040 60.5 million ity

maior incidéncia
v Despesas

Euro
$9.8 million ¢
70:071.1 million

.

(4

v 4

Western Pacific
153.2 million

.

i , 7040 214.8 million

South East\, W, -
Asia N - "™

’ «5140.2 million ~

Middle East andf|
North Africa

v 2015, 1 em 11 pessoas

South and

QuatR Aananich w518 2 million v 2040, 1 em 10 pessoas
s i - _*v'1 Gbito a cada
World segundos
415 million v' complicagdes

642 million

v Quantificar e estimar,
planejar, alocar recursos

6

1DF. 2015.
@cﬁo
Americana
de Diabetes
(ADA)
ADA. 2010.
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#Deficiéncia na producio e secrecdo de insulina

# Destrui¢cdo auto-imune das células beta pancreaticas nas ilhotas de

Langerhans no péncreas

» Sintomas

= 80-90% de células destruidas
» Anticorpos anti-ilhota

» Administragdo exogena de insulina

TANUE et al.. 2007: ADA 2010; EISENBARTH: BUSE. 2012,

» Diminuicdo da sensibilidade tecidual a insulina
«— [insulina] normal, porém resposta | em:
* Musculo esquelético
» Tecido adiposo
* Figado
»# |na ativagdo de intermedidrios da sinalizag@o da insulina
* | Receptor de insulina (IR)
+ | afinidade dos IR a insulina
* queda na ativacdo da sinalizacdo de insulina (IRS1, AKT)
*» | na quantidade ou translocagao transportador de glicose dependente de insulina (GLUT4)
* concomitantemente pode haver deficiéncia parcial na produgio insulina (disfungao
pancreatica)

EAAD. 1011
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Espécies reativas

A

Homeostase

Estresse oxidativo

HALLIWELL: GUTTERIDE. 2010.

Excesso de ERO
l

Oxidacao de
biomoléculas

HALLIWELL: GUTTERIDE. 2010,

89



1

Cadeia transportadora de elétrons

O O, & o aceptor final de elétrons na CTE

© 2 (G:5)
Mo

+
2H o

Ho O, (H:5:5: H)

H O (H:O: H)

SCHENEIDER: OLIVEIRA. 204

H:E:69 HO = | o (86

Reducio tetravalente do oxigénio

» Redugdo Univalente do O,. O, + COQH =0,

H,0, ndo possui elétron desemparelhado

H,O, participa da geragdo de HO’

H,0,+ Fe ¢/fou Cu= OH’

-

H:0, + Fe’* — Fe’"+ HO + HO' (Fenton)

0" + Hy0; ——> 0,+ HO + HO' (Haber Weiss)

Fe'' +0," — Fe + 0,

Fe¥ + Hy0, 2 HO'+HO + Fe™

FERRO + Transferrina

COBRE + Ceruloplasmina

Previne Fenton / Haber Weiss \

€ -
0" + Hy0; —> 03+ HO"+ HO

~

/

90



Estresse Oxidativo

# ERO reagem com diversos componentes celulares | especialmente acido

graxo poli-insaturado presentes em fosfolipideos, esteres de colesterol e -

-

triacilglicerois ot L p——

Menbrare | [ © ““\“_ﬁ\ SER
» OH", considerado um radical muito deletério; damage mh-«Tw F\? _ DrA
[l 03

o
;."«-\ RER
v difunde-se rapidamente ™ k/ |
A . OH+ Ho J |
¥’ Alravessa membranas e | - Hat Gall swsling
¥ Altera reatividade com biomoléculas damage MR G
NN %, L Ircreased
\ - pemaabilty
v OH" + DNA (mutagies) ol %wmnu
: of Ca?*
v modificagio estrutura membrana Lipd poracdatn
v prejudica trocas ibnicas! entrada e saida , nutrientes e substancias toxicas
BARBER: HARRIS, 1%94; BENZIE., 19%4: FERREIRA: MATSUBARA, 1897,
Estresse Oxidativo
LH + =0 —— L= + HOH
Ar—v—"
¥ Etapas da LPO (iniciagdo, propagagio e degradagio) +
] B. Propagation
»OH" + lipideos Lo + O —= LOO-
LOO= + LH — LOOH *+ L=
. . C g R ]
radical lipidico (L") . :
« radical peroxila (LOO") Lo
K
« lipoperoxido (LOOH) v _ o .
* degradagio: malondialdeido e outros peroxidos-lipidicos """zg"““
L M
* Ataque do OH" a um lipidio de membrana
X N C. Degradation
* Leva a formacdo radical lipidico P l_/--..__y
+ Radical lipidico reage com oxigénio e forma radical peroxila neJ NS
* Radical peroxila com lipidio-poliinsaturado v
* Que & degradado em malondialdeido ¢ outros lipoperoxidos e e L

BARBEE: HARRIS, 1994; FERREIRA: MATSUBARA, 1697,




ALTAS CONCENTRACOES DE GLICOSE (HIPERGLICEMIA)

I !

1 napH
- s — tNADH wAD" l
- u AR i
Frutose Sorhitol Glicose
e R
FRC
v napre wappH B
ADFH- " i, L
' s PN

Endatube vascular
NADH NADF Y oor csse
FADH, FAD
# Hy0
“._ CTE !
Oy m— J!'.// Z o %’ tuo,
" NADPH oxidase
! (endorelial) ’
NADPH NADPT
Fe?®
GLMOSE
+ TEXPRESSAQ ., LIGACLO AcE
FROTEINA LE RACE — ONACAD BE
PRODITOS B4 £33 ‘.‘ OH® — Lt m""‘g?‘“
ERLTES ey ASSOCIADAS AD
OXDACAD DA ALTERA o
ATODADE D ONACAD DE
P LIPIDADS
FROTEINAS FROTEINAS

8 - Modificagiio da proteina

O excesso de ERO pode ser controlado!

“Antioxidante é qualquer substdancia que, quando
presente em baixa concentragdo comparada a do substrato oxidavel,

regenera o substrato ou previne significativamente a oxidagdo do
mesmo .

Halliwell, 2000.
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Curcumina: atividades antidiabética ¢ antioxidante

Curcumina

Popular: agafrdo da terra

Cultivo: [ndia e China
Condimento
Rizomas
*ANTIOXIDANTE
*Antunflamatoria
*Antibacteriana
*DIABETES MELLITUS
*Alzheimer
*Parkinson
*Cancer

BALASUBRAMANYAM etal., 2003, SRIVIVASAN eratl, 2003, FUIISAWA e al,, 2004; YOUSSEF eral., 2004, RINGMAN eral, 2003, ZBARSKY erai, 2004 NAZ erai 2010,

Incorporagao da Curcumina no logurte

»Fator limitante
| solubilidade em solug¢des aquosas
| biodisponibilidade quando administrada oralmente

» Alimento funcional
* logurte (fonte de proteina, calcio, vitamina B12, zinco e outros)

» Consumo
* diminui¢do na absor¢do intestinal e nos niveis circulantes de colesterol
* melhoria no sistema imune
* | incidéncia do DM tipo 2

ANDERSON: GILLILAND, 1999: ASHRAF: SHAH. 2014: WISE, 2014,
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Curcumin-supplemented yoghurt improves physiological and biochemical
markers of experimental diabetes

Viinia O, Gutierres, Clara M, Pinheiro, Renata P Assis, Regina C. Vendmmini, Marda T. Pepato
and lguatemy L Brunew*
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Piperine, a Natural nhancer, Nullifies
the Antidiabetic and Antioxidant Activities
of Curcumin in Streptozotocin-Diabetic
Rats

Carloa Alberto Arcaro, VAnia Ortega Gutierren, Renata Plres Asals,
Thals Farnanda Morela, Paulo indclo Costa, Amanda Masting Raviera,
Iguatemy Lourengo Brunaetti*

Tnspemational Journal of o
. Molecular Sclencex 1MD_I:I_‘1
Anticle
Combined Effects of Curcumin and Lycopene or
Bixin in Yoghurt on Inhibition of LDL Oxidation and

Increases in HDL and Paraoxonase Levels in
Streptozotocin-Diabetic Rats

Renata Pires Assis, Carlos Alberto Arcaro, Vinia Ortega Gutierres, Juliana Orlel Olivelra,
PFaulo Indclo Costa, Amanda Martins Baviera and | ] e

L y )

Departoent of Clinscal Analysis, School of Pharmaceutival Scoiences, Sao Paubo State University UNESE,
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Catalase
(mmol/mim/mg protein)

(U/mg protein)

Superoxide Dismutase

NPSH groups

Glutathione Peroxidase
(mmol/mim/mg protein)
(mmol/g of tissuc)

A maioria dos estudos que tentam compreender o papel do
estresse oxidativo em complicagdes diabéticas, bem como a
investigagdo da eficacia de intervengodes antioxidantes contra distarbios
diabéticos, muitas vezes sao experimentos cronicos.

Estudos temporais sobre as mudangas em biomarcadores de dano
oxidativo e defesas antioxidantes na progressdo da diabetes ainda sao
€5Cassos.

MATITHIVA, BALARAMAN, 2015, HUANG et al,, 2012: ENAS eral., 2016.
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Objetivo

* Realizar o estudo temporal até 74 dias, nos tempos de

tratamento 7, 15, 30 ¢ 74 dias;

- Monitorar as alteracoes relacionadas ao estresse oxidativo em
animais diabéticos tratados com insulina ou com curcumina

incorporada ao iogurte.

Material e métodos

Animais o
»Ratos Wistar machos (150 + 10 g) - N
»Biotério Central do Campus de Botucatu-UNESP

»Os animais permaneceram no Biotério Setorial do Departamento de
Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus
de Araraquara-UNESP

» Sala climatizada (23°C) e ciclo claro/escuro de 12 horas
»Ragao e agua ad libitum
»CEUA/FCF/CArn® 26/2015

96




Material ¢ métodos

Ind m citrato
STZ

Chegada dos

f— 3 dias adaptagio
animais

Pareamento Glicemia e

Coleta : Tratamento 7, 15, 30 :
8 peso mia § ratamento 7, 19, biomarcadores de
e 74 dias/ Eutanasia

cauda estresse oxidativo

Material e metodos

Grupos

» Normal, ndo diabético, tratado com iogurte (NIOG);

» Normal, tratado com curcumina incorporada em iogurte (90 mg/kg/dia) (NCUR);
» Diabético tratado com iogurte (DIOG);

» Diabético tratado com curcumina incorporada em iogurte (90 mg/kg) (DCUR);

» Diabético tratado com insulina (4U/dia ) (DINS).
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Material e métodos

- i Marcadores de Enzimas e
.ar.an}et_ro o estresse metabolitos
Fisiologico Bioquimico oxidativo antioxidantes

SOD (figado)
CAT (figado)

Peso
corporal

GSH-Px (fizado)

Glicemia

PON (plasma)

GSNP (figado)

Material e métodos

# PESO CORPORAL (SEMANALMENTE)
» GLICEMIA, METODO DA GLICOSE-OXIDASE (TRINDER, 1969)

A glicose oxidase catalisa a oxidacdo da glicose a acido glucdnico e H,0,. O H,0, formado
reage com 4-aminoantipirina, por agdo catalisadora da peroxidase formando uma
antipirilquinonimina (vermelha), que absorve luz em 505 nm. A intensidade de absorgio ¢

proporcional a concentragio de glicose na amostra,

Glicose + 0, Slicose ovitase A¢jdo glucdnico + H,0,

2 H,0, + 4-aminoantipirina Peresidase Antipirilquinonimina + 4 H,0
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BIOMARCADORES RELACIONADOS AQ ESTRESSE OXIDATIVO E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

¥ SUBSTANCIAS REATIVAS AOQ ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS)
(Kohn; Liversedge, 1944)

HE. N OH s
T T ¥ b o 1 % 5

L o :
. n Y 1
Amostra L N . " ™ .
H H N Y - H-C=0(H y ! 1H;0

on
OH o

acido Tiobarbitirico  Malondialdeido
Desproteinizacdo (Pilz er al., 2000);

* Plasma
- determinado fluorimetricamente (Aeycizagao= 510 NM € hypisei= 553 nm);

* Curva analitica com o padrio 1,1’3,3’-tetrametoxipropano para a
quantificacio de TBARS nas amostras, resultados foram expressos em
pmol /L de TBARS.

BIOMARCADORES RELACIONADOS AQ ESTRESSE OXIDATIVO E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

v PROTEINAS CARBONILADAS (PCO) (Levine ef al., 1994)

NO, NO
R R
=0+ HN-MH NO; C=N-NH NO,
R R
Crnplo carbonila de 2 4-dinitrofenilhidrazina 2 4-dinitrofenilhidrazona
aldeido ou cetonas
* =370 nm

« A concentracio de PCO na amostra foi obtida utilizando £ da

hidrazona (22000 M-'em™)
*  pmol de PCO/mg de proteina
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BIOMARCADORES RELACIONADOS AOQ ESTRESSE OXIDATIVO E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

v SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD) (Beauchamp; Fridovich, 1971)

20,
oxidagdo xantina -\ / Formazana

Xantina oxidase

w”
,
",

dcido drico 4-/ \

J

. NBT Dimin a redugdo no NBT na
20z presenga de SOD
| =)
0+ Hy0;z

* 1 =550 nm
+  Os resultados foram expressos em U de SOD/mg de proteina

+ 1U de SOD é definida como a quantidade de enzima necessiria para
inibir a reduc¢io do NBT em 50%.

BIOMARCADORES RELACIONADOS AQ ESTRESSE OXIDATIVO E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

¥ CATALASE (CAT) (Beers; Sizer, 1952)

Monitoramento do desaparecimento de 2 H,0, 2tlsss 2H,0 + O,

=230 nm

Os resultados foram expressos em mmol de H,0, consumido/min/mg
de proteina
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BIOMARCADORES RELACIONADOS AO ESTRESSE OXIDATIVO E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

v GLUTATIONA PEROXIDASE (GSH-Px) (Rush; Scandiford, 2003).

Glutationa oxidada

(GSSH)
s P
Amostra ] Glutationa peroxidase (GPx) Glutationa redutase (GR)

Glutationa reduzida
(GSNP)

* A oxida¢do do NADPH ¢ monitorada pela diminuigdo da absorbancia
* =340 nm

* Os resultados foram expressos em mmol de NADPH
consumido/min/mg de proteina.

BIOMARCADORES RELACIONADOS AQ ESTRESSE OXIDATIVO E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

¥ GLUTATIONA REDUZIDA (GSNP) (Sedlak; Lindsay, 1968)

0 0 0
0 0 0 0
0 0 R. R—S, 0 0
i) 3 N ¥ ¥ » s N+ HS N
N 8 o o 0
&
0

Moléculas com

DINB grupamentos sulfidrilas I~B

&

¥ =0,001x
'z 0,04820

I
k]

n

A—412 nm

s
.

Absorvincis (412 am)

&

mmol de GSNP/g tecido

3
3

[ W0 s B0 BN 0D 1280
GENP (umolLy

101




BIOMARCADORES RELACIONADOS AQ ESTRESSE OXIDATIVO E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

v PARAOXONASE 1 (PON1) (Costa et al., 1990)
—< >—N0;

+ Atividade da PON1 foi medida pela hidrélise do paraxon e
liberagiao de p-nitrofenol que absorve luz em 405 nm;

Os resultados foram calculados assumindo o coeficiente de
extingdo molar do p-nitrofenol (18.000 M'.cm!) (Richter et

al.,2008);
i Ho_Quaé
+ Aatividade de PON1 foi expressa em unidades/litro (unidade
! B-Nitrophenol = umoL paraoxon hidrolisado/min).

BIOMARCADORES RELACIONADOS AQ ESTRESSE OXIDATIVO E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

v" PRODUTOS FINAIS DE GLICACAO AVANCADA (Miinch ef al.. 1997; Zilin et al., 2001; Pennacchi et
al., 2015)

Cloroféormio
TCA

"Essas proieinas sio conhecidas
NaOH

por serem melhores soliveis em
um meio alealino™,

Plasma

Quantificacio AGE totais: fluorescéncia (A, 370 nm; L., 440 nm) . Os resultados foram expressos em
unidades arbitrarias corrigidas por proteina (UA/mg proteina).
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Analise estatistica

+ Os resultados foram expressos em média + erro padriao da média (EPM);

* Anilise de wariincia One-way (ANOVA) seguida pelo Student-Newman-Keuls, para
comparacoes inter-grupos temporais de parimetros bioquimicos, e parimetros relacionados
a0 estresse oxidativo e atividade antioxidante;

* Test t Student pareado, para as comparagdes intra-grupos de parimetro fisiologico e
bioquimico em relag¢io ao dia 0;

* Foram consideradas diferencas significativas quando p<0,05. As an:lises supracitadas, foram
realizadas utilizando o programa GraphPad InStat® 5.0 (GraphPad Software, USA).

Resultados

0 7 15 30 74
Dias de tratamento
3 10 18 33 77 Dizs pés STZ
Peso corporal Peso corporal
na inducio do DM 3 dias p6s-STZ Delta peso Glicemia
() (2) (2) (mg/dL)
Normal 130,05+ 0,93 163,4+ 4,54 3333+£397 1054+2.88
Diabético  143+3.20 163,3+£3,76 20,11£1,65 469,0£2195#
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DIOG v NIOG, NCUR, DCUR, DINS

TBARS plasma {mmol/L)

N DCUR vs NIOG, NCUR, DINS
¥ L
T50H
#*
5 600
: —3 :
E' 4501
i : : :
300
% 150 o —t
L, T T T T
0 7 15 30 T4
Dias de tratamento
= NIOG - NCUR = DIOG - DCUR == DINS
LT |
TBARS plasmitico (mmol/L)
Normal 7.73+£ 0,20
Diabético 1722+ 0.67#
1 DIOG vs NIOG, NCUR, DCUR, DINS,
= ' DCUR vs NIOG. NCUR, DINS,

ROUR HOG BOUR DINS NMOUR DG
T 15

LITSTH LT

DOUR DS

NOUR DNOWG
Ao

DOUR NS IO NCUR D0

T4

DOUR NS SO

Dias de tratamento
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Normal

Diabético

PCO hepitico (nM/mg de proteina)
0.20+ 0,02
0.21+ 0,01

Unidade de SOD/mg proteina

NG

NOUR DM DOUR DINS IO

7

NOUR DO

15

08 =
" DIOG vs NIOG, NCUR, DCUR, DINS il

n4 =
)
§‘ 03 =
E L
g 0o
&
X

0.1 =

0.0 -

HIOG NOUR DIOE DOUR DING NIOG NOUR DIOG DOTR - DINS NIOG NOUR DO DOUR - DING NIOG NOUR DIOG  DOUR DINS
T 15 30 74
Dias de tratamentoe
LT )
Atividade da SOD (mmol/min/mg proteina)
Normal 2259 11.00
Diabético 2083+ 14,57
258 i DIOG vs NIOG, NCUR, DCUR, DINS
I 1

DOCUR DINS NHMZ  NCUR DMME  DOUR DINS NG NOUR DEME DOUR - DINS
30 T4
Dias de tratamento
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(1,

Atividade da CAT (mmol/min/mg proteina)

Catalase (mmol/min/mg proteina)

Normal 0,122+ 0,006
Diabético 0,115+ 0.010
"1 p1oG vs DINS . DIOG vs NIOG, NCUR, DCUR, DINS |
L) L ‘

s

i85

n.en

NIOG NCUR DIOG BOUR DENS NG

7

DIOG BCUR DINS NIOG NCOUR DIOG BOUR DINS NHMG SCUR IOG OUR DENS

15 30 14

Dias de trataments

LT )

Atividade da GSH-Px (mmol/min/mg de proteina)

XIOGC XNOUE DIOG DOUR DINS
7

Normal 0.016x0.0012
Diabético 0.013 £ 0.0009
. DIOG vs NIOG, NCUR, DCUR, DINS |
E 003 - r 1
g 002 o
2
B
E 0ol -
g
008 -

DIOG DCUR  DINS NIOG NCUR DIOG DCTR  DINS NIOG NCUR DIOG DOUR  DING
15 an T4
Dias de teataients
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LT )

Concentraciio de GSNP(mmol/g de tecido)

GSNP (mmol'g de tecido)

Normal 58,926+ 2,610
Diabético 56,291+ 0.834
f DIOG vs NIOG, NCUR, DCUR, DINS,
L) 1
' DINS vs DCUR ,

NIOL NCUR DIOG DCUR  DINS NIOG NCUR DIOGC DOUR DINS NIOG  NOUR DIOE DOURE DINS NIOL NCUR DIOGC DCUR DINS
7 Dias 15Dias 30 Dias 74 Dias
Dias de tratamento

LT

Atividade da PON1 (U/L)
Normal 128778+ 47,178
Diabético 125111+ 52.736
W N DIOG vs NIOG, NCUR, DCUR, DINS |
1500
2
E Long
<
=}
-9
SO0
L
NIOG NCUR DIOG DCUR DINS MO NCUR DIOG DCUR DINS NIOG NCUR DIOG DCUR DINS NIO: NCUR DIOG DCUR DINS
7 dias 15 dias 30 dias T4 dias

Dias de tratamento
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()

Normal

Diabético

Niveis de AGE (UA/mg de proteina)

258,18+ 34,877
25434+ 41,446

ane =

206 =

AGE
TlAmg e prroteinn
H
Il

DIOG vs NIOG NCUR, DCUR, DINS 4

DIOCyvs DOTR DINS 1

100 =
o MG NCUR DHOG DCUR DINS NHME NCUR IHOG DOUR DINS NIOMG NMCUR DIOG DOCUR DINS NIOG NCUR DIOG DCUR  DINS
rl 15 20 T4
Dias de tratamento
glicose
\ L
Cu,Zn-SOD Cu,Zn-SOD INATIVAGAO
glicada TARDIA

“SOD is more resistant to glveation because itwas necessary to
use a higher concentrationaf sugar to achieve inactivation. "

glicose

: RN ___’__.f \__._

CAT CAT | INATIVAGAO
glicada PRECOCE

{Yan; Harding, 1997)
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glicose

N\\\%L&x_\

Cu,Zn-50D Cu,Zn-SOD

glicada

glicose

® - —
e )

® | ~ = W
CAT CAT INATIVAGAO RS
glicada A
compensatorio
GSH-Px
glicose (Ookawara ef al., 1992; Fujii et al., 1996)
S ' INATIVACAO
©-Jr—
Cu,Zn-50D Cu,Zn-S0D Apesar de ndo ser clivada
glicada precocemernite, quando
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Conclusoes

>  Nossos achados sobre o aumento na atividade das enzimas antioxidantes em figado de

animais diabéticos tratados com curcumina pode ser consequéncia dos seguintes eventos:

# (/) menor geracdo de espécies oxidantes devido a redugdo na glicemia e/ou devido ao
potencial antioxidante per se da curcumina, protegendo assim as enzimas de
modificagdes pos-traducionais (glicacdo, oxidagdo) que levam & perda nas suas
atividades e/ou

» (i) ativacdo de Nrf2 pela curcumina, culminando em maior expressdo das enzimas

antioxidantes.

’P(T\}Jgf% llgati:)r de transcri¢do nuclear que aumenta a expressido de enzimas (SOD, CAT,
=I'X

Conclusoes
Curcumina melhorou pardmetros bioquimicos ¢ fisiologicos

® peso corporal
= glicemia (sem causar hipoglicemia)
* melhorou estresse oxidativo do DM

= melhorou estresse glicativo no DM

» Futuros estudos devem ser realizados com objetivo de avancar o potencial uso
da curcumina como terapia complementar aos farmacos anti-hiperglicémico com
objetivo de atenuar o desenvolvimento das complicagdes ao longo prazo do DM.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the temporal changes in biomarkers of oxidative
damage and antioxidants defenses in diabetic rats and the effects of the treatment with
curcumin. We examined the temporal changes (3, 10, 18, 33, 77 days of diabetes) of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), protein carbonyl groups (PCO), non-
protein sulphydryl groups (NPSH), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GSH-Px) and paraoxonase (PON1) in plasma or liver of normal
and diabetic rats treated with curcumin-enriched yoghurt. The onset of oxidative stress
was evident in rats with 3 days of diabetes, with increased plasma TBARS. Decreases in
antioxidant defenses initiated with 10 days of diabetes, with drop in hepatic CAT. A
compensatory response occurred with 18 days of diabetes, with increases in both GSH-
Px and NPSH levels. After 33 days of diabetes, decreases were observed in CAT, SOD,
GSH-Px and NPSH, followed by increases in hepatic PCO. Plasma PON1 was also
decreased after 33 days of diabetes. Treatment with curcumin-enriched yoghurt
attenuated all disturbances related to oxidative stress in diabetic rats. Curcumin was
useful as a supplementation having antioxidant potential, thus appearing as an interesting

option to be studied as a complementary therapy for diabetic complications.

Keywords: diabetes mellitus; oxidative stress; complementary therapy; curcumin;

antioxidant.
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1.

Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic syndrome characterized by chronic
hyperglycemia resulting from a deficiency in pancreatic insulin production and/or insulin
resistance in target tissues, leading to various abnormalities in carbohydrate, lipid, and
protein metabolism (American Diabetes Association 2009). Prolonged exposure to high
glucose levels participates in the onset of microvascular and macrovascular complications
of DM. Two reviews by Brownlee elegantly explain the bulk of changes related to
hyperglycemia during its tissue-damaging effects: increased glucose flux through the
polyol pathway, increased generation of advanced glycation end-products (AGE),
increased expression of the receptor for AGE (RAGE), activation of isoforms of protein
kinase C (PKC), and increased activity of the hexosamine pathway are the main
mechanisms participating in the onset of the diabetic complications due to long-term high
glucose exposure (Giacco and Brownlee 2010). All these mechanisms are closely related
to a unified process accelerated by hyperglycemia: the overproduction of reactive oxygen
species (ROS), mainly superoxide anion (O2") by mitochondria. Increases of superoxide
and other ROS activate PARP (poly (ADP-ribose) polymerase), which inhibits GAPDH
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) via post-translational (polymers of ADP-
ribose) modifications, so activating the mechanisms described above (Brownlee 2005).

Oxidative stress is implicated in the pathogenesis and the onset of the diabetic
complications, and is often described as “a disturbance in the prooxidant-antioxidant
balance in favor of the former” (Sies 1985), or according its updated definition, “an
imbalance between oxidants and antioxidants in favor of the oxidants, leading to a

disruption of redox signaling and control and/or molecular damage” (Sies and Jones
117



2007). In time, it is important to mention that Professor Helmut Sies timely revisits the
definition of “oxidative stress”. Recently, it was published a review gathering possible
classifications of “subforms of oxidative stress”, in view of a great variety of prooxidant
and antioxidant enzymes and compounds, presenting intensity scales, ranging from
physiological oxidative stress (eustress) to excessive, toxic oxidative stress (distress)
(Sies et al. 2017).

Given the bulk of evidences of the role of oxidative stress/distress in the
pathogenesis of both type 1 (Liu et al. 2016) and type 2 DM (Watson 2014) and its
complications, therapeutic antioxidants arise as complementary options to current
antihyperglycemic therapies, attempting to prevent or attenuate the diabetic
complications. It is crescent the studies focusing on explain the importance of
complementary antioxidant therapies to current antihyperglycemic drugs (Testa et al.
2017), since the comprehension of the phenomenon named “metabolic memory”, when
the risk of diabetic complications persists even after maintenance of normoglycemia in
individuals under intensive antihyperglycemic treatment. Changes in the composition and
structure of macromolecules (including epigenetic changes), promotion of inflammatory
processes and increased activation of RAGE due to oxidative stress are proposed as
molecular basis for the “metabolic memory” in the course of diabetic complications (Jax
2010; Ceriello 2012). Curcumin (diferuloymethane) is a yellow pigment isolated from
the dried rhizomes of Curcuma longa L. (turmeric); turmeric is largely used as a dietary
spice. A wide range of beneficial effects towards the metabolic disturbances associated
with DM has been attributed to curcumin (Gutierres et al. 2012; Zhang et al. 2013; Assis

et al. 2017) which motivates its choice in this study.
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In addition to prospect the effectiveness of antioxidant interventions in prevent or
attenuate the diabetic complications related to oxidative stress/distress, to understand the
onset as well as the progression of the changes related to oxidative stress/distress in DM
may be helpful to delineate more specific interventions against the broad changes in
oxidant/antioxidant status that can occur in the course of diabetes. Most studies
attempting to understand the role of oxidative stress in diabetic complications as well as
the investigation of the effectiveness of antioxidant interventions against diabetic
disturbances often perform long-term, chronic experiments. Studies focusing the
temporal changes in biomarkers of oxidative damage and antioxidant defenses in the
progression of diabetes are still sparse (Majithiya and Balaraman 2005; Huang et al. 2012;
Knas et al. 2016).

The aim of this study was to evaluate the temporal changes in biomarkers of
oxidative damage and antioxidants defenses in plasma and liver of rats submitted to an
experimental model of type 1 DM (induced by streptozotocin). The effects of the

treatment with curcumin-enriched yoghurt were also investigated.

2. Material and methods

2.1. Animals
Male Wistar rats (Rattus norvegicus) weighing 150 + 10 g were housed in
polypropylene boxes, under controlled conditions of temperature (23°C + 1°C) and
humidity (55% + 5%) with a 12 h light/dark cycle. Rats received water and lab chow
diet (Presence, Paulinia, Sdo Paulo, Brazil) ad libitum throughout the experimental

period. The experimental procedures were approved by the Committee for Ethics in
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Animal Experimentation from the School of Pharmaceutical Sciences, UNESP,
Araraquara, SP (CEUA/FCF/CAr resolution number 26/2015), which followed the
animal ethics guidelines of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals

(Eighth Edition, 2011, published by The National Academies Press).

2.2. Induction of experimental diabetes mellitus

After an acclimation period, experimental type 1 diabetes mellitus (TLDM) was
induced by a single intravenous injection of 40 mg/kg streptozotocin (STZ, Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) dissolved in 0.01 M citrate buffer (pH 4.5), in previously
12 h fasted rats. Normal rats received only citrate buffer. For this procedure, all animals
were anesthetized with isoflurane (Isoforine, Cristélia, Itapira, S&o Paulo, Brazil).

Three days after STZ administration, rats with post-prandial glycemia values of
approximately 430 mg/dL were used as the diabetic groups. Glycemia levels were
determined using the glucose oxidase method (Trinder 1969) using a commercial kit
(Labtest Diagnostica SA, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brazil). Diabetic animals were
sorted into the different experimental groups using matched values of hyperglycemia

and body weight.

2.3. Experimental design and treatment
Diabetic rats were sorted into three groups (8 rats/group): treated with yoghurt
(DYOG); 90 mg/kg curcumin in yoghurt (DCUR); 4U insulin (DINS). It was also
performed the following groups of normal rats (8 rats/group): treated with yoghurt

(NYOG); 90 mg/kg curcumin in yoghurt (NCUR). The doses of insulin and curcumin
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were chosen based on previous studies from our laboratory (Gutierres et al. 2012;
Arcaro et al. 2014; Assis et al. 2017).

Extracts of Curcuma longa rhizomes (65% curcumin, Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA), were mixed with commercial plain yoghurt using a homogenizer (27,000
rpm) for 90 seconds at a controlled ambient temperature (25°C).

The treatments with yoghurt (DYOG, NYOG) or with curcumin-enriched
yoghurt (NCUR, DCUR) were performed by gavage, twice a day with a half-dose, at
08:00 h and 17:00 h, for 7, 15, 30 and 74 days (10, 18, 33 and 77 days of DM,
respectively). The half-dose of the curcumin was administered in 0.5 mL of yoghurt,
totalizing 1.0 mL/rat/day. DINS rats received two subcutaneous injections of insulin,
2U/rat each injection, at 08:00 h and 17:00 h, during 7, 15, 30, and 74 days of treatment.

At the end of each period, rats were euthanized by decapitation and blood
samples were collected with heparin (Hemofol, Itapira, S&o Paulo, Brazil; 5,000
Ul/mL). Blood was centrifuged for 10 minutes at 2,500 rpm and the plasma obtained
was separated for the biochemical determinations, such as glycemia and biomarkers of
oxidative damage (malondialdehyde) and antioxidant defense (paraoxonase 1).

A piece of the liver was also removed and frozen (-80°C) for the subsequent use
for the analysis of biomarker of oxidative damage (protein carbonyl groups), activities
of antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase) and

non-protein sulfthydryl group levels.
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2.4. Oxidative stress biomarkers

2.4.1. Lipid peroxidation (LPO)

Plasma was previously deproteinized according to Pilz et al. (2000).
Malondialdehyde (MDA) is one of the diene products of LPO, which was measured
using a thiobarbituric acid (TBA) reaction (Kohn and Liversedge 1944). Thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) levels were measured fluorometrically with
excitation and emission wavelengths of 510 and 553 nm, respectively; 1,1,3,3-
tetramethoxypropane (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) was used as standard. The

results were expressed as pmol/L of TBARS.

2.4.2. Protein carbonyl groups
The protein carbonyl groups (PCO) were determined according to Levine et al.
(1994). The carbonyl groups in proteins reacts with 2,4-dinitrophenylhydrazine
(MERCK, Darmstadt, Germany) to form 2,4 dinitrophenylhydrazone, which was
monitored spectrophotometrically at 370 nm. The concentration of PCO was obtained
by the molar extinction coefficient of the hydrazone (22,000 M-tcm™). Results were

expressed as nmol/mg protein.

2.4.3. Non-protein sulfhydryl (NPSH) groups
Non-protein sulphydryl groups (NPSH) represent an indirect measurement of
reduced glutathione (GSH) and were determined according to Sedlak and Lindsay

(1968), measuring the reduction of 5,5-dithiobis-(-(-2nitrobenzoic acid) (Sigma
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Aldrich, St. Louis, MO, USA) at 412 nm. Results were expressed as mmol/g tissue

(liver).

2.5. Activities of the antioxidant enzymes

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

al. (1951), using bovine serum albumin as standard.

2.5.2. SOD activity
SOD activity was evaluated according to Beauchamp and Fridovich (1971). The
oxidation of xanthine generates superoxide radical anion by the catalytic action of
xanthine oxidase, which reduces nitroblue tetrazolium chloride (NBT) (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA) to a formazan product. In the presence the SOD, inhibition of
NBT reduction occurs, which is monitored at 550 nm. The results were expressed as
U/mg protein. One unit of SOD is defined as the enzyme amount required to inhibit the

rate of NBT reduction by 50%.
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2.5.3. CAT activity
CAT activity was measured by monitoring the disappearance of hydrogen
peroxide (H202) (MERCK, Darmstadt, Germany) at 230 nm (Beers and Sizer 1952).

The results were expressed as mmol of H202 consumed/min/mg protein.

2.5.4. GSH-Px activity
GSH-Px activity was evaluated according to Rush and Sandiford (2003). GSH-
Px catalyzes the oxidation of GSH in the presence of H20.. In the presence of
gluthatione reductase (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), the oxidized gluthatione
is reduced to GSH 8 with concomitant oxidation of NADPH (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA) to NADP*. NADPH disappearance was monitored at 340 nm. The results

were expressed as mmol of NADPH consumed/min/mg protein.

2.5.5. PON1 Activity
Paraoxonase 1 (PON1) activity was determined according to Costa et al. (1990),
with modifications according to Assis et al. (2017). Plasma PON1 activity was
measured by the hydrolysis of paraoxon (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) and
release of p-nitrophenol, monitored at 405 nm. The PONL1 activity was expressed in

units/liter, where unit = pmoL paraoxon hydrolyzed/min.

2.6.Statistical analysis
Data are expressed as mean * standard error of mean (SEM). Statistical analysis
was performed using One-way analysis of variance (ANOVA) followed by Student-

NewmanKeuls test to compare the temporal inter-group differences in body weight and
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in biochemical and oxidative stress biomarkers. Paired Student’s t test was used to
compare the intra-group changes in the parameters relative to day 0. Data were
considered statistically different at p<0.05. Statistical analyses were performed using

the program Graphpad Instat 3.05 (GraphPad Software, USA).

3. Results

3.1.Characterization of the experimental model of type 1 diabetes mellitus (TLDM)
Except for groups having normal rats (NYOG and NCUR groups), all other
groups were composed of diabetic rats (DYOG, DCUR, DINS groups); the experiments
were started with diabetic rats 3 days after the administration of STZ. For this reason,
in order to assess if 3 days of DM is sufficient to cause oxidative stress/distress, changes
in biomarkers of oxidative damage and antioxidant defenses were monitored in normal
and STZ-diabetic rats, without any treatment, i.e., yoghurt, curcumin-enriched yoghurt
or insulin (Table 1); then, in this study, 3 days of DM is referred as “day 0.
Glycemia of NYOG and NCUR rats remained within normal values over the
course of the experiment (Figure 1), and similar to the values of normal rats at day 0
(Table 1). The induction of DM in rats was shown to be effective, since all rats with
diabetes (3 days after STZ administration) showed glycemia levels about 4-fold higher
than the values of normal rats (Table 1). Regardless of the experimental period, DYOG
rats showed a progressive increase in glycemia levels, evidencing the worsening of the
DM, mainly after 15 days of treatment (18 days after STZ administration) (Figure 1).
As expected, DINS rats had a significant reduction of glycemia from the 7" day of

treatment onwards, reaching values near to normoglycemia (Figure 1). Diabetic rats
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treated with curcumin-enriched yoghurt (DCUR) showed a decrease in glycemia levels
from the 7" day of treatment in comparison with DYOG rats, which was maintained
throughout the treatment (Figure 1). This beneficial effect of curcumin-enriched
yoghurt on glycemia of STZ-diabetic rats is in agreement with previous findings of our
laboratory (Gutierres et al. 2012; Arcaro et al. 2014; Assis et al. 2017).

Normal rats had body weight values lower than diabetic rats on the day of DM
induction; however, 3 days after STZ administration, diabetic rats presented values of
body weight similar those of normal rats (Table 1). It can be explained by the lower
body weight gain of diabetic rats in comparison with normal rats (Table 1), which is
typical for the catabolic state caused by the insulin deficiency. Among all groups having
diabetic rats, DYOG group had the lowest body weight gain, mainly after the 15" day
of treatment (Figure 2). Diabetic rats treated with insulin (DINS) showed an evident
body weight gain, when compared with DYOG and DCUR rats, reaching body weight
values similar those of NYOG and NCUR rats. Diabetic rats treated with curcumin-
enriched yoghurt (DCUR) showed significant and progressive body weight gain in
comparison with DYOG rats (Figure 2). NCUR rats showed values of body weight

similar those of NYOG rats (Figure 2).

3.2.Temporal changes in biomarkers of oxidative damage
The onset of oxidative stress/distress in diabetic rats was evident 3 days after
the STZ administration (day 0), since diabetic rats showed a significant increase in
plasma levels of TBARS when compared with values of normal rats (Table 1). This
finding indicates that lipoperoxidation in DM is one of the earliest change related to

oxidative stress/distress observed in this experimental model of T1DM, at least in
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plasma. At this same period of diabetes, the hepatic levels of carbonyl protein groups
(PCO) and other parameters in liver (see 3.3.) were unchanged in diabetic rats (Table
1).

After the beginning of the treatments, TBARS levels remained higher in plasma
of DYOG rats, from the 7" to the 74™ day of experiment, compared with all other
groups (Figure 3A); it must be emphasized that TBARS levels were significantly
increased in DYOG rats until 74 days of treatment in comparison with day 0, suggesting
a worsening in lipoperoxidation, in parallel with hyperglycemia.

Although the TBARS levels were increased with 3 days of DM, increases in
PCO in DYOG rats were noted only after 30 days of experiment (i.e., 33 days of DM),
indicating a slow rate of protein oxidation in liver (Figure 3B). Taken together, the
increase in hepatic PCO levels after 33 days of DM, and the increase in plasma TBARS
levels after 3 days of DM confirm the installation of oxidative stress/distress in STZ-
diabetic rats. All the changes related to increased oxidative damage in lipids and
proteins of STZ-diabetic rats, in all periods studied, were corrected with insulin
treatment (DINS group), demonstrating the effectiveness of the insulin therapy in
prevent the establishment of oxidative stress/distress in diabetic rats (Figures 3A and
B).

Normal rats treated with yoghurt (NYOG) or with curcumin-enriched yoghurt
(NCUR) had no changes in plasma TBARS (Figure 3A) or in hepatic PCO levels
(Figure 3B), since day 0 and throughout the treatments.

During all the experimental period, diabetic rats treated with curcumin-enriched
yoghurt (DCUR) showed decreases in plasma TBARS, whose levels were minor than

values found in diabetic rats at day 0 (Table 1), and reached values similar those of
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NYOG and NCUR rats (Figure 3A). Treatment with curcumin-enriched yoghurt also
decreased the hepatic levels of PCO, from the 30" day of treatment (Figure 3B). The
decreases in both TBARS and PCO reiterate the in vivo antioxidant potential of
curcumin in STZ-diabetic rats, as previously observed in our laboratory (Arcaro et al.
2014; Assis et al. 2017). In addition, it is important to mention that PCO levels were
maintained low in liver of DCUR and DINS rats, during all periods studied, allowing
us to suggest that (i) a better glycemia management due to the treatments (insulin,
curcumin-enriched yoghurt), and (ii) the antioxidant potential of curcumin per se, both

are important to prevent or attenuate the oxidation of proteins in liver.

3.3.Temporal changes in biomarkers of antioxidant defenses

Three days after STZ administration (day 0), diabetic rats had no changes in the
activities of the antioxidant enzymes SOD, CAT and GSH-Px in liver, as well as in
hepatic NPSH levels and in PON1 activity in plasma, when compared with normal rats
(Table 1).

In addition to the increases in biomarkers of oxidative damages, the
establishment of oxidative stress/distress is also related to losses in antioxidant
defenses. Regarding this aspect, it can be noted that the first antioxidant enzyme to
show a drop in its activity in STZ-diabetic rats was CAT: the activity of CAT was
decreased in liver of DYOG rats after 7 days of experiment (10 days of DM), when
compared with day 0 (Table 1), and this decrease was maintained until the end of
treatment (Figure 4A), whereas the activity of SOD was declined only after 30 days of

experiment (33 days of DM) (Figure 4B).
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It is interesting to note that a biphasic pattern occurred in the glutathione
antioxidant system in liver of STZ-diabetic rats. After 15 days of experiment (18 days
of DM), DYOG rats had an increase in both the GSH-Px activity (Figure 5A) and the
NPSH levels (Figure 5B), when compared with NYOG rats, which can be interpreted
as a compensatory response of the antioxidant defenses due to the establishment
oxidative stress in diabetes. However, after 30 days of experiment (33 days of DM),
decreases were observed in the activity of GSH-Px (Figure 5A) and in the NPSH levels
(Figure 5B), which is a behavior similar to other antioxidant enzymes (SOD, CAT) at
this same period.

It is interesting to note that, after this decrease in the antioxidant defenses in
liver of DYOG rats after 30 days of experiment, in parallel occurred the increase in
PCO levels (Figure 3B).

Corroborating the profile of decreases in the antioxidant defenses observed in
liver of STZ-diabetic rats after 30 days of experiment, decreases in the activity of PON1
were also observed from the 30" day of experiment (Figure 6).

The drops in the activities of antioxidant enzymes in liver and plasma as well
as in NPSH levels in DYOG rats from the 30" of experiment were maintained until 74
days of experiment (77 days of DM) (Figures 4, 5 and 6).

Treatment of STZ-diabetic rats with insulin (DINS) or with curcumin-enriched
yoghurt (DCUR) increased the activities of SOD (Figure 4B), GSH-Px (Figure 5A) and
PON1 (Figure 6) as well as increased the NPSH levels (Figure 5B), from the 30" day
of the treatment onward. Similarly, these treatments prevented the decrease in the CAT

activity in liver of diabetic rats, from the 7" days of treatment (Figure 4A).
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4. Discussion

The findings of the present study have two important contributions regarding the
understanding of the changes in biomarkers of oxidative stress in STZ-diabetic rats. First,
the changes in biomarkers of oxidative damage and antioxidant defenses are dependent
on the progression of diabetes: the increase in lipid oxidative biomarker (TBARS)
appears earlier in STZ-diabetic rats (3 days of diabetes), as well as the drop in the activity
of the CAT in liver (10 days of DM); other changes observed in STZ-diabetic rats
(increase in PCO levels, decreases in SOD and GSH-Px activities, decrease in NPSH
levels) depend on the progression of insulin deficiency/hyperglycemia state (33 and 77
days of DM). Second, regardless the period of the changes in biomarkers of oxidative
stress (increases in markers of oxidative damage, decreases in antioxidant defenses), the
oral treatment with curcumin-enriched yoghurt was able to attenuate the establishment of
oxidative stress in STZ-diabetic rats, in magnitude comparable to the benefit promoted
by the insulin treatment.

According to Cubero and Trautwein (2011), oxidative stress can cause injury and
destruction of hepatocytes related to damages of several cellular components, mainly
proteins, via nitrosylation, glutathionation, formation of disulfide bridges, among others
mechanisms. Recently, review of Bilal et al. (2016) brings evidence on the diversity of
biochemical and morphological changes occurring in liver of animals submitted to
experimental TLDM induced by diabetogenic drugs, such as streptozotocin or alloxan.
Among the several damages observed in experimental TIDM, it can be highlighted
steatosis, steatohepatitis, and liver fibrosis. The authors also reiterate that the extent of

the morphological changes and the ultra-structural lacerations are closely related to the
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chronicity of diabetes. Finally, the review also highlights that, among the mechanisms
causing pathophysiological variations in liver of TLDM animals, oxidative stress plays a
crucial role.

Previous studies have also monitored the temporal changes in biomarkers of
oxidative or nitrosative damages in various tissues with the progression of diabetes.
Huang et al. (2012) observed that both the O>™ production and the nitrosative changes in
endothelial nitric oxide synthase were progressively increased in arteries of db/db mice,
when these changes were monitored during 6 weeks, 3 and 9 months of diabetes; this
progressive worsening in biomarkers of oxidative/nitrosative stress was closely related
with aggravation of endothelial dysfunction. Monitoring the temporal changes (one and
two weeks of DM) in biomarkers of oxidative stress in salivary glands of STZ-diabetic
rats, Knas et al. (2016) observed that some oxidative damage biomarkers increased in the
1st week of diabetes, such as 4-hydroxynonenal, whereas 8-isoprostanes, 8-hydroxy-2’-
deoxyguanosine and oxidized-LDL/MDA were increased in salivary glands only after 2
weeks of diabetes; authors concluded that the oxidative damage in the course of diabetes
caused dysfunction of salivary glands. In comparison with these cited studies, the one
main contribution of our present study is the early detection of changes in a biomarker of
oxidative damage due to diabetes. TBARS, which reflects increases in lipid oxidative
injury, was the biomarker earlier related with the onset of oxidative stress in STZ-diabetic
rats: with only 3 days of diabetes, TBARS levels were significantly higher in plasma of
DYOG animals (Figure 3A), when compared with NYOG. In liver, the onset of oxidative
stress was noted after 10 days of diabetes, with a significant decrease in the activity of

CAT (Figure 4A), worsening after 33 days of diabetes, with increases in PCO (Figure
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3B) and decreases in the activities of SOD and GSH-Px (Figures 4B and 5A,
respectively), and decreases in the NPSH levels (Figure 5B).

Another interesting finding of this study was the biphasic pattern in markers of
glutathione antioxidant system in liver of STZ-diabetic rats: there was a significant
increase in both NPSH levels (Figure 5B) and GSH-Px activity (Figure 5A) in liver of
DYOG rats with 18 days of DM, followed by reductions after 33 and 77 days of DM. The
behavior of antioxidant enzymes SOD, CAT and GSH-Px under conditions of oxidative
stress are often controversial. It can be suggested that this increase in components of the
glutathione system in DYOG rats was a compensatory response of the antioxidant
defenses due to the following combination: (i) increased ROS generation due to
hyperglycemia; (ii) early drop in the CAT activity. This compensatory response in the
glutathione antioxidant system seems to be effective, at least in this period, since the
levels of hepatic PCO, a marker of oxidative damage in proteins, were low and similar
between DYOG and NYOG animals (Figure 3B), in the 15" day of experiment (18 days
of DM). Compensatory responses causing increases in the activity of antioxidant systems
against the raise in reactive species and/or due to loss of antioxidant defenses are
commonly observed (Lei et al. 2016). In DM, there is evidence of increases in the activity
and/or expression of GSH-Px in association with various DM complications; it has been
suggested that this increase is a mechanism to prevent even greater tissue damages
(Bolajoko et al. 2008; Korkmaz-Icoz et al. 2015).

However, after 30 days of experiment (33 days of DM), the increased
antioxidant compensatory response of the glutathione system was lost, since reductions
were observed in both NPSH levels (Figure 5B) and GSH-Px activity (Figure 5A) in

liver of STZ-diabetic rats, which were accompanied by increases in PCO levels (Figure
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3B), suggesting that the hyperglycemia maintenance in DM prevailed over the
compensatory mechanisms increasing antioxidant responses. Regarding the decrease
in the NPSH levels in DM, the polyol pathway plays a significant role: the raise in the
intracellular glucose levels (due to hyperglycemia) leads to an increased flow through
the polyol pathway, where aldose reductase reduces glucose to sorbitol, oxidizing
NADPH (coenzyme nicotinamide adenine dinucleotide phosphate); the increased
NADPH oxidation leads to losses in the glutathione regeneration in its reduced form
(GSH), favoring the raise of ROS (Brownlee 2005). In relation to the decrease in the
GSH-Px activity, it has been observed that this enzyme is inactivated by
hydroperoxides, including t-butyl hydroperoxide (Pigeolet et al. 1990), which
aggravates the oxidative stress, as observed by the progressive increase in hepatic PCO.
It has been also found that decreases in the activities of antioxidant enzymes in diabetic
rats are related to decreases in mRNA expression and/or protein synthesis of these
enzymes (Sadi et al. 2014).

The enzymes SOD and CAT did not present a compensatory response due to
the establishment of oxidative stress in STZ-diabetic rats. In liver of STZ-diabetic rats,
CAT activity dropped down before SOD; CAT activity was decreased after 10 days of
DM (Figure 4A), whereas SOD activity was decreased after 33 days of DM (Figure
4B). Corroborating our findings, Majithiya and Balaraman (2005) also observed that
CAT activities in aorta, kidney, and liver were significantly reduced in early stages of
diabetes, in comparison with the activities of SOD, which were unchanged.

The early drop in the activity of CAT observed in liver of STZ-diabetic rats can
be explained by the fact that CAT seems to be more vulnerable to glycation process,

when compared to SOD. In a study by Yan and Harding (1997), where CAT and SOD
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were incubated in the presence of different sugars (glucose, fructose, ribose, glucose-
6-phosphate), it was observed that both enzymes are vulnerable to the presence of these
sugars, having decreases in its activities. However, for incubations with glucose, it was
noted that: (i) when CAT was incubated with 10 mM glucose, a significant reduction
In its activity was observed, mainly after 3 days, losing 65% of its activity after 6 days
of incubation, when compared with CAT incubated in the absence of glucose; (ii) when
SOD was incubated with 50 mM glucose, a slow and discrete reduction in its activity
was observed and, after 8 days of incubation, but approximately 80% of its activity was
maintained, when compared with SOD incubated for the same period and in the absence
of glucose. Therefore, it can be suggested that SOD requires both higher glucose levels
and longer exposure time to this monosaccharide, to be vulnerable to the glycation
process; unlike CAT, which was more sensitive to the glycation process, even under
lower concentrations of glucose. Although SOD seems to be vulnerable to the effects
of glycation later, evidence showing that, when glycated, SOD is inactivated and
cleaved, releasing copper ions from its active site (Fujii et al. 1996). If applied to our
findings with STZ-diabetic rats, this condition can lead to an increased generation of
hydroxyl radical (HO"), via Fenton reaction, considering the possibility of H>O>
accumulation due to the early loss of CAT activity after glycation. This increase in HO’
generation after the inactivation of SOD may explain, at least in part, the results of the
present study about the later reduction in the activity of GSH-Px (Figure 5A), and in
parallel with the reduction in SOD activity (Figure 4B), in liver of rats after 33 days of
diabetes; there is evidence that GSH-Px is inactivated in the presence of increased

levels of HO® (Tabatabaie and Floyd 1994).
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In an interesting study by Pigeolet et al. (1990), the activities of SOD, CAT and
GSH-Px were assayed in the presence of various oxidants (H202, cumene
hydroperoxide, t-butyl hydroperoxide, O.", HO"), in order to investigate the
susceptibility of these enzymes to their own substrates. The results obtained were very
interesting and support many of our findings in STZ-diabetic animals. (i) Under the
conditions tested, it was noted that CAT was the only enzyme vulnerable to the
deleterious effects of O™, being inactivated; the enzyme was also inactivated in the
presence of HO", as well as had its activity significantly reduced when incubated with
cumene hydroperoxide and t-butyl hydroperoxide. If these findings are analyzed
together with the rapid loss of activity when CAT was incubated in the presence of
glucose (Yan and Harding 1997), as well as considering its inactivation in the presence
of O™ (Shimizu et al. 1984), it can be then suggested that CAT is an enzyme quite
susceptible to loss its activity under conditions of hyperglycemia and increased levels
of oxidants, corroborating the findings of the present study, about the early drop in the
CAT activity in liver of STZ-diabetic rats from the 10" day diabetes (Figure 4A). (ii)
Under the conditions tested, GSH-Px was also inactivated in the presence of HO",
corroborating our hypothesis that GSH-Px may have its activity decreased under
conditions of increased HO" generation. GSH-Px also had a decrease in its activity
when incubated in the presence of cumene hydroperoxide and t-butyl hydroperoxide;
these organic hydroperoxides are often used for the induction of lipid peroxidation.
Taken together, the vulnerability of GSH-Px to organic hydroperoxides, as well as the
late drop in its activity in liver of STZ-diabetic rats (Figure 5A), it seems that GSH-Px
is vulnerable to loss its activity during sufficiently aggressive oxidative conditions,

highly inductive of lipoperoxidation.
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STZ-diabetic rats treated with curcumin-enriched yoghurt had improvements in
body weight gain (Figure 2) and in glycemia control (Figure 1), in comparison with
diabetic animals receiving only yoghurt; such results corroborate previous studies from
our laboratory (Gutierres et al. 2012; Arcaro et al. 2014; Assis et al. 2017). The
treatment of diabetic rats with curcumin-enriched yoghurt also decreased oxidative
stress, as previously observed (Arcaro et al. 2014; Assis et al. 2017). Independently of
the period where the changes in oxidative stress biomarkers were observed, the
treatment with curcumin-enriched yoghurt was able to attenuate the establishment of
oxidative stress in STZ-diabetic rats. Corroborating our findings, Majithiya and
Balaraman (2005) investigated the changes in antioxidant enzymes and oxidative
damage in kidneys of STZ-diabetic rats; the authors observed that the activity of SOD
and the levels of MDA were progressively worsened with the progression of diabetes
(from 8 until 24 weeks); however, the treatment of diabetic rats with curcumin
attenuated these disturbances, in all periods of diabetes.

Various studies have demonstrated the mechanisms by which curcumin has
antihyperglycemic effect. STZ-diabetic rats treated for 15 days with curcumin-enriched
yoghurt had improvements in both glucose tolerance and insulin sensitivity, which
were associated with an increase in the AKT phosphorylation and in the translocation
of GLUT4 to plasma membrane of gastrocnemius muscles, which may lead to an
increase in the glucose uptake (Gutierres et al. 2015). It has been also shown that
curcumin is able to reduce the hepatic glucose production via inhibition of
gluconeogenesis (Fujiwara et al. 2008).

In addition to its antihyperglycemic potential, curcumin is also a strong

antioxidant. Studies have shown that curcumin is able of capturing H20., HO", O,™,
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peroxyl radical (ROO"), as well as is capable to inhibit lipoperoxidation (Meghana et
al. 2007; Barzegar and Moosavi-Movahedi 2011). The attenuation in the generation
and/or the capture of reactive species, with emphasis on O,", after the treatment of
diabetic rats with curcumin, can mitigate the deleterious effects of this radical on
several biomolecules. Although the O™ has limited permeability, it is a precursor of
other highly reactive species, especially HO", which participates in the oxidation of
both lipids (Girotti 1998) and proteins (Pennathur et al. 2001). Taken together, we can
thus explain the significant reductions in biomarkers of lipoperoxidation (TBARS,
Figure 3A) and protein oxidation (PCO, Figure 3B) in STZ-diabetic rats after the
treatment with curcumin-enriched yoghurt.

Bioactive compounds able to activate the nuclear factor erythroid 2-related
factor 2 (Nrf2) can bring beneficial effects against the disturbances related to oxidative
stress in various chronic diseases, including DM (Kumar et al. 2014). Nrf2 is a
transcription factor tightly associated with Keapl (Kelch-like ECH-associated protein
1), which targets Nrf2 for ubiquitination and degradation. When exposed to oxidative
or nitrosative conditions, cysteine residues in Keapl are modified and conformational
alterations allow to Nrf2 its stabilization and accumulation in the nucleus of the cells,
where coordinates the transcription of antioxidant enzymes (Nguyen et al. 2009).
Evidence indicates that curcumin is able to enhance Nrf2 transcription (Yang et al.
2009) as well as to increase its translocation to the cell nucleus (Liu et al. 2016). Thus,
our findings about the increase in the activities of antioxidant enzymes in liver of
diabetic animals treated with curcumin-enriched yoghurt may be a consequence of the
following events: (i) diminished generation of oxidant species due to reduction in

glycemia and/or due to the antioxidant potential per se of curcumin, thus protecting the
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enzymes against post-translational (glycation, oxidation) modifications that lead to loss
in their activities; (ii) activation of Nrf2, culminating in an enhanced expression of
antioxidant enzymes.

PONL1 is associated to HDL, protecting both LDL and HDL against oxidation
(Aviram et al. 1998). Its antioxidant activity is associated with its ability to hydrolyze
lipid peroxides, including peroxides of cholesteryl esters; PON1 also modulates the
susceptibility of HDL to glycation (Goswami et al. 2009; Gugliucci and Menini 2015).
Evidence indicates that serum PONL1 activity is decreased in DM (Abbott et al. 1995),
thus increasing the risk of diabetic macrovascular complications. According our data,
it can be observed that STZ-diabetic rats had diminished PON1 activity since the 33th
day of diabetes, and the treatment with curcumin-enriched yoghurt virtually prevented
the decrease in PONL1 activity in diabetic rats (Figure 6), as previously observed (Assis
et al. 2017). Considering that the treatment with insulin also had similar effects to
curcumin, the antihyperglycemic effect of curcumin may be helpful to prevent the fall
in the PONL1 activity due to DM, mainly because PONL1 is suitable for glycation, a
modification that inhibits its activity (Mastorikou et al. 2008).

In conclusion, the findings of the present study about the monitoring of the
temporal changes in oxidative stress/distress in STZ-diabetic rats suggested that lipid
peroxidation biomarkers seem to be early related to the onset of oxidative
stress/distress. Although have occurred compensatory responses of the glutathione-
dependent antioxidant system (glutathione peroxidase and reduced glutathione) due to
the initial loss of antioxidant defenses (in this case, catalase), the hyperglycemia
maintenance and worsening overlapped these responses, leading to significant falls in

antioxidant defenses, culminating in increased levels of biomarkers of protein oxidative
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damage. All these changes were prevented by the treatment with curcumin-enriched

yoghurt, which support the need of further investigations into the use of curcumin as a

complementary option to current antihyperglycemic drugs attempting to attenuate the

diabetic complications.
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TABLES

Table 1: Physiological, biochemical and oxidative stress/distress biomarkers of normal and

STZ-diabetic rats (3 days of DM, “day 07).

Normal Diabetic
rats rats
130.1 143.0 £
Body weight, day of DM induction (g) 0.93 3.20#
Body weight, 3 days after DM induction 163.4 £ 163.3 +
(9) 4.54 3.76
3333+ 20.11 +
Body weight gain (g) 3.97 1.65#
1054 + 469.0 +
Glycemia (mg/dL) 2.88 21.95#
7.73 % 17.22 +
Plasma TBARS (umol/L) 0.201 0.671#
0.202 + 0.209 +
Liver PCO (nmol/mg protein) 0.024 0.012
2259+ 208.3 +
Liver SOD (U/mg protein) 10.997 14.571
0.122 + 0.117 +
Liver CAT (mmol/min/mg protein) 0.006 0.004
0.016 = 0.013
Liver GSH-Px (mmol/min/mg protein) 0.0012 0.0009
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58.93+ 59.29

Liver NPSH (mmol/g tissue) 2.610 1.834
1287.78 £ 1251.11
Plasma PON1 (U/L) 47.178 52.736

Values are expressed as means + SEM, n = 8/group.
Differences between groups were considered significant at p < 0.05 and were
analyzed with One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test. #,

differences with normal rats.

FIGURE CAPTIONS
Figure 1. Temporal changes in glycemia (mg/dL) of normal and STZ-diabetic rats

treated for 7, 15, 30, and 74 days with yoghurt enriched with curcumin.
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Values are expressed as means + SEM, n = 8. Differences between groups were
considered significant at p<0.05 and were analyzed with one-way ANOVA followed
by Student-Newman-Keuls test (horizontal bars). Differences in the same group
relative to day 0 were analyzed using a paired Student’s t test; 0 for NYOG, ¢ for

NCUR, * for DYOG, & for DCUR, # for DINS (p<0.05).
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Figure 2. Temporal changes in body weight (g) of normal and STZ-diabetic rats treated
for 7, 15, 30, and 74 days with yoghurt enriched with curcumin.
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Values are expressed as means + SEM, n = 8. Differences between groups were
considered significant at p<0.05 and were analyzed with one-way ANOVA followed
by Student-Newman-Keuls test (horizontal bars). Differences in the same group

relative to day 0 were analyzed using a paired Student’s t test; * for DYOG, # for DINS
(p<0.05).
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Figure 3. Temporal changes in plasma levels of TBARS (A) and hepatic levels of PCO
(B) of normal and STZ-diabetic rats treated for 7, 15, 30, and 74 days with yoghurt

enriched with curcumin.
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Values are expressed as means + SEM, n = 8. Differences between groups were
considered significant at p<0.05 and were analyzed with one-way ANOVA followed
by Student-Newman-Keuls test (horizontal bars). Differences in the same group
relative to day O (Table 1) were analyzed using a paired Student’s t test; * for DYOG
(p<0.05).
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Figure 4. Temporal changes in hepatic activities of CAT (A) and SOD (B) of normal

and STZ-diabetic rats treated for 7, 15, 30, and 74 days with yoghurt enriched with

curcumin.
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Values are expressed as means + SEM, n = 8. Differences between groups were

considered significant at p < 0.05 and were analyzed with one-way ANOVA followed

by Student-Newman-Keuls test (horizontal bars). Differences in the same group

relative to day O (Table 1) were analyzed using a paired Student’s t test; * for DYOG

(p<0.05).
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Figure 5. Temporal changes in hepatic activities of GSH-Px (A) and levels of NPSH
(B) of normal and STZ-diabetic rats treated for 7, 15, 30, and 74 days with yoghurt

enriched with curcumin.
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Values are expressed as means + SEM, n = 8. Differences between groups were
considered significant at p < 0.05 and were analyzed with one-way ANOVA followed
by Student-Newman-Keuls test (horizontal bars). Differences in the same group
relative to day O (Table 1) were analyzed using a paired Student’s t test; * for DYOG

(p<0.05).
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Figure 6. Temporal changes in plasma levels of PON1 of normal and STZ-diabetic rats

treated for 7, 15, 30, and 74 days with yoghurt enriched with curcumin.
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Values are expressed as means + SEM, n = 8. Differences between groups were
considered significant at p < 0.05 and were analyzed with one-way ANOVA followed
by Student-Newman-Keuls test (horizontal bars). Differences in the same group

relative to day O (Table 1) were analyzed using a paired Student’s t test; * for DYOG
(p<0.05).
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