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RESUMO

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

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



ABSTRACT

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

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



1 INTRODUCAO

1.1 Justificativa

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

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

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

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

crbnicas ndo transmissiveis, como obesidade e diabetes (HOTAMISLIGIL, 2017).



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

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

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

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

pode contribuir no auxilio da diminui¢cdo da morbidade e mortalidade do DM, o que aponta



para associacdo curcumina e um agente antiglicante visando os AGE, uma estratégia em

potencial.

1.2 Revisao da literatura

1.2.1 Diabetes mellitus

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

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

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

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

antes que a hiperglicemia evidente se desenvolva e estabeleca. Na resisténcia a insulina ocorre



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

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

Para induzir o DM experimental em animais sdo muito utilizados dois compostos
diabetogénicos, a STZ e a aloxana (ALX). Ambos compostos possuem mecanismos idénticos
de acdo nas células beta pancreéticas, entretanto o potencial diabetogénico é alcancado por
diferentes vias citotoxicas (RADENKOVIC; STOJANOVIC; PROSTRAN, 2016). A ALX
entra nas células beta pancreaticas via transportador de glicose do tipo 2 (GLUT 2) e
estabelece um ciclo redox com o produto de sua reducdo (acido diallrico), ocasionando a
geracdo de radical anion superdoxido (O2"), esses sdo dismutados a peroxido de hidrogénio
(H202), e apos reacdo de Fenton é gerado radical hidroxila (OH"). As acbes das ERO
juntamente com um aumento maci¢co na concentracdo de célcio citosolico causa répida
destruicdo das células beta pancredticas. A STZ também é captada pelas células beta
pancreaticas via GLUT 2 e ocasiona a alquilagdo do DNA. Os danos ao DNA induzem a
ativacdo de Poli ADP ribosilacao, que é o efeito diabetogénico mais importante da STZ. Além
disso, ocorre liberacao toxica de 6xido nitrico (NO) e a formag&o de espécies reativas, como 0
02", H202, OH" e peroxinitrito (OONO") que também participam dos danos ao DNA. Como
resultado, as células beta pancreéticas s&o destruidas por necrose (SZKUDELSKI, 2001).



Tanto a ALX quanto a STZ podem ser utilizadas para a inducdo do DM tipo 1, no
entanto, a STZ € usada com mais frequéncia para induzir o DM em ratos. Além disso, 0 DM
induzido por STZ ¢ um modelo mais estavel de DM experimental e pode ser usado em
experimentos de curto ou longo prazo (RADENKOVIC; STOJANOVIC; PROSTRAN,
2016). A administracdo de STZ ocasiona uma destruicdo macica e importante das células beta
pancredticas, levando ao desenvolvimento de modelo de DM que mimetiza as alteragdes do
DM tipo 1 (mais severo), em que a hiperglicemia é alta e consequentemente as complicacdes
da doenca aparecem rapidamente, tornando-se um modelo interessante para o estudo do
potencial de compostos que previnem e/ou melhorem as complicagdes do DM relacionadas a
hiperglicemia.

1.2.2 Estresse glico-oxidativo no diabetes mellitus

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

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

parcialmente a enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), a qual também pode



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

Figura 1 — Vias ativadas pela hiperglicemia e responsaveis por lesdes

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

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



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

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

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

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

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

metabolicos, vasculares e celulares. O NO é gerado por uma familia de enzimas chamadas



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

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

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

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

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

depois se tornou conhecida como paraoxonase devido a sua capacidade de desintoxicar o



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

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

fisiopatologia de complicacGes cronicas do DM. Os AGE sdo formados principalmente pela



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

Figura 3 — Formacéo de AGE.
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A formacdo de AGE ocorre por diversos mecanismos, como pela reacao de Maillard (reacéo
entre aclcares redutores e grupo amino livre de proteinas), por meio da autoxidacdo da
glicose, lipoperoxidacéo, intermediérios da glicélise e da via dos polidis. Esses processos
podem gerar reativos intermediarios dicarbonilicos, como glioxal, 3-desoxiglicosona e
metilglioxal, que levam a formacdo dos AGE. CML: Ne-(carboximetil) lisina; GOLD:
dimero de lisina derivado de glioxal; CMA: Nw-(carboximetil) arginina; CMC: Ne-
(carboximetil) cisteina; MG-H1: hidroimizalona derivado do metilglioxal; MOLD: dimero de
lisina derivado do metilglioxal; CEL: Ne-(carboxietil) lisina. Fonte: NOWOTNY et al., 2015.



De acordo com a sua origem, os AGE podem ser divididos em dois grupos: (i)
produtos finais de glicacdo avancada derivados de reacdes proteina-carbonila (AGE), que
surgem da glicacdo ndo enzimatica, auto-oxidacdo da glicose ou da via do sorbitol ou (ii)
produtos finais de lipoxidacdo avancada (ALE), que sdo gerados por compostos reativos
dicarbonilicos resultantes da LPO; frequentemente, ambos sdo denominados sob o termo
AGE (OTT et al., 2014). Os AGE compreendem um grande nimero de estruturas quimicas
heterogéneas, alguns exemplos conhecidos sdo: Ne-(carboximetil) lisina (CML), pentosidina,
argipirimidina, pirrolina, imidazolona, dimero de lisina derivado de glioxal (GOLD), dimero
de lisina derivado do metilglioxal (MOLD), Ne-(carboxietil) lisina (CEL), frutose-lisina, entre
outros (NOWOTNY et al., 2015; PASUPULATI et al., 2016).

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

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

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

A interacdo AGE-RAGE regula diversos eventos via ativacdo de varias cascatas de
sinalizacdo, resultando na disfuncdo celular. A interacdo AGE-RAGE ativa a NADPH
oxidase, a qual leva ao aumento na geracdo de ERO. O aumento na geracdo de ERO ativa o
fator nuclear kappa B (NF-xB), que induz a transcricdo de genes inflamatorios da parede
vascular (BASTA; SCHMIDT; DE CATERINA, 2004). A PKC também pode ativar a
NADPH oxidase, favorecendo assim a exacerbacdo do estresse oxidativo (RAINS; JAIN,
2011). A ativacdo de RAGE também induz a apoptose celular por aumento na expressao de
p53-Bax e promovendo a ativacdo da cascata de caspases dependente de calcio
(TANGVARASITTICHAI, 2015).



A interacdo entre ligante e RAGE induz varios tipos de cascatas de sinalizag&o,
dependendo do tipo de célula e da condigdo fisiopatoldgica; dentre os componentes que
participam da cascata de transducéo de sinal dos RAGE podem ser citados os membros das
seguintes familias: proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK), janus quinase/transdutor
de sinal e ativador de transcricdo (JAK/STAT), NF-xB, quinase regulada por sinal
extracelular (ERK), PKC e proteina de resposta de crescimento inicial 1 (Egr-1). Estas vias de
sinalizacdo associadas ao receptor RAGE culminam em estimulos para a transcri¢do de genes
pré-inflamatorios e causam alteracfes fenotipicas celulares, incluindo estimulo a migracao,
invasdo, proliferacdo e apoptose (OTT et al., 2014). O receptor RAGE quando ativado
também estimula a cascata sinalizatoria fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) — proteina quinase
B (Akt) — quinase IkB (IKK), com ativacdo de NF-xB e sua translocacdo para o nucleo. O
NF-xB, além de mediar a inflamagdo, também aumenta a expressdo de RAGE e inibe a
expressdao de glioxalase I (GLO 1) (OTT et al., 2014; PASUPULATI et al., 2016;
EMEL’YANOV, 2017).

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

No DM os mecanismos de detoxificacdo dependentes de receptores de AGE
encontram-se prejudicados, em especial com reducdo na atividade de AGE-R1, o que



contribui para o acimulo de AGE e, portanto, para lesdo tecidual (PINKAS; ASCHNER,
2016).

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

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

Figura 4 — Sistema da glioxalase.
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Metabolismo do metilglioxal pelo sistema da glioxalase.
Fonte: RABBANI; THORNALLEY, 2019.



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

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

como, alguns alvos de intervencéo na via de glicagéo.

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

1.2.3 Funcéo neutrofilica no diabetes mellitus

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

2012). O reconhecimento de componentes microbianos por neutrofilos desencadeia a



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

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

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

No DM ocorre o priming da NOX2 nos neutréfilos, o que pode ser devido a propria
hiperglicemia (LAWSON et al.,, 2002), AGE (WONG et al., 2002) ou hiperlipidemia
(MAZOR et al., 2008), aumentando o estresse oxidativo que é, em parte, responsavel pelas
complicacdes diabéticas (OMORI et al., 2008). Alem disso, citocinas pré-inflamatorias
também estdo envolvidas no priming de neutréfilos, como fator de necrose tumoral o (TNFa)
e fator estimulador de col6nias de granulocitos e macréfagos (GM-CSF) (EL-BENNA et al.,
2016).



A ativacdo de NOX2 gera O." e esse radical tem pouca atividade microbicida,
entretanto, origina ERO mais potentes, como o H20>, acido hipocloroso (HOCI), OH" e
oxigénio singlete (*0), que podem ser devastadoras para microrganismos invasores
(FIGURA 7) (BOGDAN et al., 2000; BABIOR, 2002; BEDARD; KRAUSE, 2007).

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

Figura 7 — Burst oxidativo.
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A NOX2 ativada utiliza 0 NADPH citosdlico para transferir elétrons via FAD para 0 O, e gerar O;". O 0"
pode reagir com protons e gerar H202, o qual é utilizado pela MPO para produzir HOCI/OCI. O O;" pode
reagir com H,0; e gerar OH", essa reagéo pode ocorrer na presenca de H,O; e metais tais como Fe?* ou Cu?*.
A reagdo do H20, com hipoclorito (OCI") pode originar o O,. Fonte: EL-BENNA et al., 2016.




O HOCI/OCI" tem sido usualmente descrito como a espécie reativa responsavel pela
morte celular bacteriana mediada pelos neutrofilos (RAYNER; LOVE; HAWKINS, 2014). A
dismutacdo do O.", esponteneamente ou pela catalise da SOD e/ou MPO (via MPO IlI),
forma o H202. A MPO na presenga de H20: catalisa a oxidagdo do cloreto (CI) e gera
HOCI/OCI, o qual interage com microrganismos ou com as proteinas dos neutrofilos para
produzir cloraminas citotoxicas (FIGURAS 7 e 8) (KLEBANOFF et al., 2013). A MPO é
liberada nos compartimentos fagossomais e no meio extracelular por polimorfonucleares
como neutrofilos, mondcitos e alguns tipos de macrofagos teciduais (RAYNER; LOVE;
HAWKINS, 2014). Além da atividade clorinante (geracdo de HOCI/OCI") a MPO catalisa
outras reacOes utilizando como substratos H202, O2" e compostos organicos (FIGURA 9)
(WINTERBOURN; KETTLE, 2013).

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



Figura 9 — Ciclos cataliticos da MPO.
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de catalase. Fonte: WINTERBOURN; KETTLE, 2013.

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

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

neutrofilos, reduzindo sua capacidade de responder a estimulos fisiol6gicos (COLLISON et



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

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

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

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

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

1.2.4 Curcumina

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

por dois grupos carbonilas, conferindo caracteristicas lipofilicas a molécula e



consequentemente baixa solubidade em 4gua (GOWTHAMARAJAN et al., 2015; GHOSH,;
BANERJEE; SIL, 2015).

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

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

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



ativacdo das vias proteina quinase dependente adenosina monofosfato (AMPK) e MAPK p38
(KIM et al., 2010); inibicdo da producdo hepatica de glicose via gliconeogénese (FUJIWARA
et al., 2008); e aumento na sensibilidade periférica ao horménio (SHAO et al., 2012).

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

Trabalhos do laboratorio tem demonstrado a associacdo do potencial antidiabético da
curcumina e a possibilidade do uso do iogurte como veiculo para a administracdo de
fitoterapicos. Gutierres et al. (2012) demonstraram que o tratamento de ratos diabéticos
durante 31 dias com iogurte enriquecido com 90 mg/kg de curcumina foi capaz de promover
reducdo na ingestdo alimentar, ingestdo hidrica e no volume urinario, reducdo da
hiperglicemia, hipertrigliceridemia e das atividades das enzimas aspartato (AST) e alanina
(ALT) aminotransferases, reducao de glicosUria, ureia urinéria e proteindria, e aumento no
contetdo de glicogénio hepatico. Um dos mecanismos pelos quais a curcumina possui efeito
antihiperglicémico parece estar relacionado ao aumento na captacdo de glicose, uma vez que
ratos diabéticos tratados com curcumina em iogurte e submetidos a sobrecarga oral de glicose
apresentaram maior eficiéncia na reducdo da hiperglicemia e aumento na translocacdo de
GLUT 4 para a membrana plasmatica da musculatura esquelética, associado ao aumento na
ativagdo (fosforilagdo em serina-473) de Akt (GUTIERRES et al., 2015). O tratamento de
ratos diabéticos com iogurte enriquecido com 90 mg/kg de curcumina durante 45 ou 50 dias
também diminuiu o estresse oxidativo hepatico, com reducdo nos niveis de substancias
reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS, marcador de LPO) e de PCO e aumento nas
atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px no figado, em relacdo aos ratos
diabéticos tratados somente com iogurte (ARCARO et al., 2014; ASSIS et al., 2017).



Também tem sido demonstrado que a curcumina tem a capacidade de diminuir o
estresse glico-oxidativo por influenciar nas etapas de formagdo de AGE (sequestro de
metilglioxal e eliminacdo de ERO), em modelos in vivo e in vitro, e também nos eventos
desencadeados pelos AGE, tais como a regulacdo diferencial da expressdo génica de dois
receptores de AGE, sendo o receptor RAGE inibido e o receptor AGE-R1 estimulado, em
células estreladas hepéticas (TANG; CHEN, 2014; ALIZADEH; KHEIROURI, 2019). Tem
sido também observada a prevengdo do acimulo de AGE no colageno (WU et al., 2011; HU

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

1.2.5 Aminoguanidina

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

Figura 11 - Estrutura molecular da aminoguanidina
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A aminoguanidina inibe a formacdo de AGE principalmente por capturar compostos
reativos intermediarios dicarbonilicos, tais como metilglioxal, glioxal e 3-desoxiglicosona
(FIGURA 5) (GIARDINO et al., 1998; THORNALLEY, 2003; ENGELEN; STEHOUWER;
SCHALKWIJK, 2013), no entanto, esse efeito in vivo pode ser limitado, devido a sua rapida
eliminacgdo renal (THORNALLEY, 2003). Outra atividade conhecida da aminoguanidina é a



sua capacidade de inibir a enzima oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (THORNALLEY,
2003; SONG et al., 2017).

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

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

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

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

existem outros compostos, que tambem possuem a capacidade de inibir a formacéo de AGE,



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

Figura 12 - Estrutura molecular da metformina.
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Dentre as alternativas para terapia combinada aplicaveis ao DM e como exposto acima

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






2 CONCLUSAO

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

complicacdes do DM.
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