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Resumo

A perda de massa muscular observada no diabetes mellitus (DM) tipo 1 é
consequéncia da combinagcdo entre redugao na velocidade de sintese proteica e
aumento na velocidade de protedlise. A curcumina, pigmento amarelo extraido dos
rizomas de Curcuma longa L., promove diversos beneficios no metabolismo de
carboidratos e lipideos no DM. Deste modo, buscamos avaliar o efeito do tratamento
de ratos diabéticos com curcumina incorporada em iogurte sobre o metabolismo
proteico muscular.

Ratos Wistar machos (150110 g) receberam estreptozotocina (40 mg/kg, i.v.)
para inducdo do DM e foram divididos nos grupos (n=8): diabético tratado com
iogurte (DIOG), 90 mg/kg de curcumina (DC90), 4U de insulina (DINS) e ratos
normais, nao diabéticos, tratados com iogurte (NIOG). Apds 35 dias de tratamento,
os animais foram eutanasiados e os musculos esqueléticos soleus e extensor
digitorium longus (EDL) foram retirados e utilizados para a determinagcdo das
atividades proteoliticas de caspase-3, calpaina e proteassoma (atividade
quimiotripsina-like).

O tratamento de animais diabéticos com curcumina incorporada em iogurte
reduziu a glicemia, os niveis de ureia urinaria e promoveu um maior ganho de peso
corporal em relacédo aos animais diabéticos tratados somente com iogurte (DIOG).
Animais DIOG apresentaram um aumento nas atividades de calpaina e proteassoma
em musculos soleus e EDL em relagdo aos valores encontrados em musculos de
animais NIOG; ja o tratamento com curcumina reduziu as atividades de calpaina e
proteassoma em EDL de ratos diabéticos, o que explica, pelo menos em parte, a
menor perda de massa deste musculo em ratos DC90. Houve uma reducdo na

atividade de caspase-3 em musculos de animais DIOG em comparagao aos grupos



NIOG, DINS e DC90. O tratamento de ratos diabéticos com curcumina incorporada
em iogurte promove diversos beneficios relacionados ao combate dos disturbios
observados no metabolismo de carboidratos e lipideos, e evidéncias deste estudo
mostram que a curcumina reduz a atrofia muscular observada neste modelo de
deficiéncia insulinica. Por fim, a redugdo na degradacédo de proteinas musculares
promovida pela curcumina pode contribuir para a redugao na glicemia, uma vez que

menos substratos (aminoacidos) sao oferecidos para a gliconeogénese hepatica.



1. Introdugao

1.1 Diabetes mellitus

O diabetes mellitus (DM) é um grupo de doengas metabdlicas resultante de
prejuizos na produgao e secregao de insulina pelas células beta do pancreas e/ou
resisténcia as acbes da insulina em tecidos periféricos; uma das principais
consequéncias do DM ¢é a hiperglicemia, em decorréncia da menor captacdo de
glicose pelos tecidos periféricos e do aumento na producédo hepatica de glicose. A
manutencdo da hiperglicemia por longos periodos tem relagdo direta com o
desenvolvimento das diversas complicagcbes microvasculares (retinopatias,
neuropatias, nefropatias) e macrovasculares (doencgas cardiovasculares e cérebro-
vasculares oclusivas) observadas no DM (MADONNA; DE CATERINA, 2011).

O DM é uma doenga cronica distribuida mundialmente. Em 2013, o numero
de individuos com DM atingiu a impressionante marca de 382 milhdes de pessoas; a
International Diabetes Federation (IDF) estima que em 2035 o numero de individuos
acometidos pelo DM sera de 592 milhées em todo o mundo (GUARIGUATA et al,
2014).

Nos paises em desenvolvimento, o numero de pessoas acometidas pelo DM
cresce em larga escala e representa 80% dos casos no mundo. Este aumento é
reflexo do crescimento acelerado destes paises nos ultimos anos, com urbanizacao
descontrolada e drasticas mudangas nos habitos alimentares (GUARIGUATA et al,
2014; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015).

Em 2013, o Brasil apresentava cerca de 11,9 milhdes de individuos com DM,

na faixa etaria de 20 a 79 anos, nhumero que nos posiciona como o quarto pais com
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mais diabéticos no mundo (GUARIGUATA et al, 2014). J& segundo dados do

CENSO realizado pelo IBGE em 2010, o numero total de diabéticos na populagéo

brasileira era de 12.054.827 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2012).

1.1.1 Classificagao do diabetes mellitus

O DM é classificado principalmente em DM tipo 1, tipo 2 e gestacional,
entretanto, ha uma grande variedade etiolégica do DM. Além destes tipos
comumente citados, o DM pode ser decorrente, por exemplo, de defeitos genéticos
na funcédo das células beta pancreaticas ou na acédo da insulina, endocrinopatias,
doencas do pancreas exdcrino, infecgdes, sindromes genéticas e reagao adversa ao
uso de medicamentos ou agentes quimicos.

O DM tipo 1 caracteriza-se por uma deficiéncia absoluta na producdo de
insulina pelas células beta pancreaticas, decorrente de um processo autoimune. Nos
individuos acometidos por este tipo de DM podem ser encontrados elevados niveis
circulantes de anticorpos anti-ilhota, anti-insulina, antidcido glutdmico
descarboxilase, isoforma de 65 kDa (GAD65) e antiantigenos associados a
insulinoma (IA2 e IA2B). Cerca de 85 a 90% dos individuos com DM tipo 1 possuem
um ou mais destes anticorpos. Ha também alguns tipos de DM tipo 1 idiopaticos,
nao decorrentes de autoimunidade (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010).

No DM tipo 2, ha uma combinacgido entre resisténcia a acdo da insulina nos
tecidos-alvo e uma resposta pancreatica secretoria de insulina inadequada. Este tipo
de diabetes ocorre, principalmente, em individuos obesos ou com acumulo de

gordura na regiao abdominal (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010).
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Ja o DM gestacional caracteriza-se por um quadro de intolerancia a glicose

com inicio durante a gravidez, ou pré-existente e apenas detectado neste periodo.
Apos o parto, muitas mulheres revertem este quadro de DM (AMERICAN DIABETES

ASSOCIATION, 2010).

1.1.2 Sintomas do DM

Os principais sintomas do DM incluem hiperglicemia, poliuria (aumento do
volume urinario), polidipsia (aumento da ingestdo hidrica), polifagia (aumento da
ingestao alimentar) e perda de peso. A hiperglicemia crénica pode ainda aumentar a
susceptibilidade a infec¢des e instalacdo de complicagdes ao longo prazo, tais como
retinopatia com potencial perda de visdo, nefropatia levando a problemas renais, e
neuropatia periférica com risco de amputacdes. Ha também aumento na incidéncia
de aterosclerose, sendo que a hipertensdo e dislipidemia sao frequentemente
observadas em diabéticos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010).

Outra importante consequéncia do DM é o processo de perda de massa
muscular, que contribui para a diminuicdo da qualidade de vida do individuo
diabético, principalmente de idosos; nesta faixa etaria, a perda de massa muscular
tem prevaléncia de 8 a 50% (MORLEY et al., 2001; ATIENZAR et al., 2012), e o DM
contribui para a piora desse processo. PARK et al. (2007) observaram, em estudo
realizado com idosos de 70 a 79 anos, que individuos com DM tipo 2 perderam a
forca muscular precocemente em relagdo aos individuos nado diabéticos;
posteriormente, PARK et al. (2009) comprovaram que houve maior perda de massa

muscular em idosos com DM tipo 2 em relagdo aos individuos sadios.
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No DM tipo 1, a resposta catabdlica em decorréncia da deficiéncia absoluta

de insulina é ainda mais evidente; RESKE-NIELSEN et al. (1977) analisaram um
grupo de individuos diagnosticados com DM tipo 1 ha no maximo 28 semanas e
neste periodo estes individuos ja apresentavam uma importante perda de massa

muscular (KRAUSE et al., 2011).

1.1.3 Mecanismos efetores de protedlise intracelular

Diversos estudos que tratam da compreensdo das alteragdes metabdlicas
observadas no DM, bem como da eficiéncia de intervencgdes terapéuticas na doenca,
tém como foco principal a corregao dos disturbios observados no metabolismo de
carboidratos e lipideos; poucos sao os estudos direcionados para a compreensao
das mudancas observadas e/ou intervengdes que sejam efetivas no combate a
perda de massa muscular que ocorre no DM.

A insulina inibe a degradacao de proteinas e estimula a sintese proteica no
musculo esquelético (WORKENEH et al., 2013), portanto a deficiéncia do horménio
culmina em perda de massa muscular. Segundo PEPATO et al. (1996), animais
diabéticos (indugdo com estreptozotocina) apresentam redugdo na velocidade de
sintese proteica e aumento na protedlise em musculos esqueléticos, levando a
atrofia muscular que pode contribuir para a diminuicdo de peso corporal no DM.

Ha quatro vias proteoliticas principais que, quando ativadas, estao envolvidas
na perda de massa muscular: sistema proteolitico ubiquitina-proteassoma (UPS),
sistema proteolitico mediado por caspase, sistema proteolitico dependente de calcio
(calpainas como proteases) e sistema proteolitico lisossomal (catepsinas como

proteases) (WORKENEH et al., 2013).
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O UPS é o sistema proteolitico que contribui de maneira mais efetiva para a
degradagao proteica intracelular. O proteassoma, protease do sistema, é formado
por um nucleo catalitico, denominado proteassoma 20S, e as subunidades 19S nas
quais se localizam as ATPases responsaveis pelo reconhecimento e posterior
desenovelamento das proteinas a serem degradadas pelo proteassoma 20S. A
montagem das subunidades 20S e 19S culmina na formagédo do proteassoma 26S
(ATTAIX et al., 2005). Antes da degradacao das proteinas pelo proteassoma, existe
o0 processo de ubiquitinagdo; as proteinas destinadas a degradacdo pelo
proteassoma 26S sao “marcadas” pela ligagdo covalente e sucessiva de proteinas
ubiquitina (Ub), através do processo de poliubiquitinagdo, que envolve a agao
sequencial da enzima ativadora da ubiquitina (E1), enzimas conjugadoras de
ubiquitina (E2) e enzimas ligadoras de ubiquitina (E3) (CIECHANOVER et al., 1980)

(Figura 1).
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Figura 1: Degradagéao de proteinas pelo sistema ubiquitina-proteassoma (TU et al.,

2012, com modificagoes).
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Diversos estudos tém demonstrado que a perda de massa muscular no DM
seria causada principalmente pela diminuicdo na ativacado de efetores intracelulares
que fazem parte da sinalizagdo da insulina, e assim nao ocorre a inibicdo na
expressao de genes de componentes do UPS (MERFORTH et al., 1999).

Uma vez que o proteassoma € incapaz de degradar proteinas miofibrilares
intactas (SOLOMON; GOLDBERG, 1996) e considerando-se que aproximadamente
70% das proteinas musculares estdo na forma de complexos de actomiosina que
sdo degradados pelo UPS (LECKER et al., 1999), a prévia dissociacdo das
miofibrilas € um passo limitante para o processo de ubiquitinacdo de proteinas
miofibrilares e subsequente degradacgao pelo proteassoma 26S (Figura 2).

As caspases sao proteases normalmente ativadas em processos de
apoptose, um mecanismo de morte celular programada dependente de energia e
fisiologicamente regulado. Na célula, as caspases estdo inicialmente em forma
inativa (zimogénios) e sdo posteriormente ativadas por estimulos de morte celular,
tanto extrinsecos (eliminacdo de células indesejadas durante o desenvolvimento,
remogao de tumores pelo sistema imune) quanto intrinsecos (eliminagéo de células
afetadas por radiagdo ionizante, quimioterapia, dano mitocondrial) a célula. As
caspases sao classificadas em iniciadoras ou efetoras. As iniciadoras correspondem
as caspases 8 e 10, ativadas pela via extrinseca, e as caspases 9 e 2, ativadas pela
via intrinseca. As caspases 3 e 7 atuam como efetoras na cascata de apoptose
(BOATRIGHT; SALVESEN, 2003).

DU et al. (2004) demonstraram que a caspase-3 também tem participagao no
processo de degradacgao de proteinas no musculo, promovendo desestruturagao do

sarcomero e fornecendo substratos para o UPS na musculatura esquelética. A
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caspase-3 é capaz de clivar complexos de actomiosina a fragmentos de actina de 14
kDa, liberando proteinas do sarcémero.

As calpainas sao as proteases que fazem parte do sistema proteolitico
dependente de calcio e também possuem participagcdo na liberacdo de proteinas
miofibrilares do sarcémero, ja que clivam diversas das proteinas envolvidas na
manutencao da estrutura existente entre os miofilamentos e as miofibrilas.

No musculo esquelético ha dois tipos principais de calpainas, a p-calpaina,
protease dependente de Ca?* em concentragdo micromolar, e a m-calpaina,
dependente de concentracdo milimolar de Ca®* para seu funcionamento. Outro
componente do sistema das calpainas é a proteina calpastatina, que atua como um

inibidor fisioldgico das calpainas (GOLL et al., 2008).

Membrana

Calpaina
/

Caspase-12 e N l e
Titina _ ™~ l Calpaina inativa
< —_———m Ca**
Caspase-3 ‘

Nebulina Actina Miosina

L 2
Dissociagao ( ;ﬁf.tf»ﬁ" e Calpaina ativa
&
L

de %: = .} I

miofilamentos

{ [Calpastatina]
Liberagao de <_ ¥ l
miofilamentos ——
Degradagaode = —_— :\:
2 s >
miofilamentos Nopmt * « Peptideos

Proteassoma 26S

Figura 2: Liberagao de proteinas do sarcémero pela agao de calpaina e caspase-3 e

degradagao pelo proteassoma (POWERS et al., 2005, com modificagbes).
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O sistema proteolitico lisossomal pode ser ativado por estimulos extra e
intracelulares, tais como deficiéncia de aminoacidos, hipdxia, estresse oxidativo,
infeccbes e por meio de sinalizagado entre as organelas. Proteinas da membrana e
componentes do meio externo sao transportados até o lisossomo pela via
endocitica; ja os componentes do citosol e as organelas podem ser transportados
por meio de autofagia. Os principais mecanismos de autofagia sdo: microautofagia,
macroautofagia e autofagia mediada por chaperonas, sendo os dois ultimos os
principais responsaveis pela degradacdo de proteinas (WANG et al., 2015;
MIZUSHIMA; KOMATSU, 2011).

A macroautofagia ocorre com a formacdo do autofagossomo, que engloba
materiais soluveis e organelas e incorpora-se ao lisossomo para que estes
componentes sejam degradados (MIZUSHIMA; KOMATSU, 2011). Na autofagia
mediada por chaperonas, as proteinas alvo que contém o peptideo KFERQ (Lys-
Phe-Glu-Arg-GIn) sdo reconhecidas por chaperonas e transportadas diretamente
para o lumem lisossomal. (MIZUSHIMA; KOMATSU, 2011).

As proteases lisossomais sdo as catepsinas, divididas em quatro grupos de
acordo com suas caracteristicas: cisteina, aspartil, serina e asparagina
endopeptidases. As catepsinas sao transportadas ao lisossomo e ativadas pelo
baixo pH da organela ou através de processamento proteolitico por outra protease
(KASTEREN; OVERKLEEFT, 2014).

No presente trabalho, o enfoque foi sobre os sistemas proteoliticos UPS,
calpainas e caspase-3, direcionando a investigagdo sobre o sistema de dissociagao

e degradagao das proteinas miofibrilares.
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1.1.3.1 Outras causas de perda de massa muscular

A perda de massa muscular também pode ser decorrente de uma grande
variedade de condigdes clinicas, tais como caquexia associada a condi¢coes
patolégicas, envelhecimento (sarcopenia) e inatividade muscular (EVANS, 2010)

A caquexia secundaria a patologias (cancer, sepse, doenga pulmonar
obstrutiva crénica, perda de fungao renal, AIDS) tem como caracteristica a rapida
perda de peso e massa muscular. Nesta condi¢cao frequentemente ocorre elevagao
nos niveis do fator de necrose tumoral-a. (TNF-a) e de interferon-y (IFN-y), que
promovem um aumento na degradagdo de miosina por indugcdo na expressao de
genes do sistema UPS via ativagao do fator de transcrigdo nuclear kappa beta (NF-
kB). A redugdo nos niveis de testosterona, um horménio anabdlico, também contribui
para a reducdo de massa muscular em individuos com caquexia, assim como uma
possivel resisténcia do musculo esquelético ao fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1) (EVANS, 2010).

A sarcopenia é a perda de massa e fungdo musculares em decorréncia do
envelhecimento. Ocorre de maneira complexa e multifatorial, envolvendo a redugao
na quantidade e na velocidade de ac&do de neurénios motores, redugao da pratica de
atividades fisicas, dano oxidativo ao DNA mitocondrial, resisténcia a acao da
insulina, entre diversos outros fatores (DREYER et al., 2005).

A atrofia causada por desuso muscular, como no caso de pacientes
acamados, também tem origem complexa. Esses individuos apresentam elevada
excregao de nitrogénio, porém esta excregcdo aumentada de nitrogénio tem maior
influéncia da reducao na sintese proteica em relacdo ao aumento na degradacéao de

proteinas musculares (EVANS, 2010).
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Em todos os casos, a atrofia muscular leva a um agravamento do estado de
saude do individuo, diminuindo a qualidade de vida e podendo levar a uma piora do
quadro clinico. Sendo a perda de massa muscular um sintoma agravante também no
DM, a busca por compostos que inibam vias proteoliticas envolvidas neste processo

é fundamental.

1.2 Tratamento do diabetes mellitus

O tratamento medicamentoso do DM consiste na administragdo de insulina
exdgena e/ou uso de farmacos antidiabéticos orais que, por muitas vezes,
promovem efeitos adversos, tais como hipoglicemia, disfungdo hepatica, acidose
lactica, dor abdominal, diarreia, entre outros (SIQUEIRA, 2012). Desta forma, é
crescente o interesse da populacdo pela busca de tratamentos alternativos e/ou
complementares a terapia convencional, advindos principalmente de plantas
medicinais e/ou alimentos funcionais.

A presenca de compostos biologicamente ativos explica o potencial das
plantas medicinais e dos alimentos funcionais na prevencao, reducao de riscos e/ou
tratamento de doencgas. Esteroides vegetais, fibras, alcaloides e polifenois s&o
exemplos de compostos encontrados nestes produtos de origem natural e que
possuem um amplo espectro de atividades biolégicas importantes no combate a

doencas em humanos (DILLARD; GERMAN, 2000).
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1.3 Curcumina

A curcumina € um polifenol extraido dos rizomas de Curcuma longa L.

o TH
H3C0- | R "x‘bf'le::f: T | S
= e

HO

Figura 3: Estrutura da curcumina.

A literatura reporta uma diversidade de propriedades farmacolégicas da
curcumina, tais como anti-inflamatoria, antioxidante, analgésica, além de possuir
agao preventiva e terapéutica em diversos tipos de cancer (AGGARWAL, 2010).
GUTIERRES et al. (2012) demonstraram que o tratamento de ratos diabéticos com
90 mg/kg de curcumina incorporada em iogurte melhorou diversos parametros
associados ao DM; houve redug¢do nos niveis de glicose e triacilglicerdis no plasma,
reducao da polifagia e aumento no ganho de peso, além de outros beneficios.

Alguns estudos propdem os mecanismos que podem explicar a atividade
antidiabética da curcumina; tem sido demonstrado que a curcumina é capaz de
reduzir a hiperglicemia por diversos mecanismos: estimulo da captagao de glicose
pela musculatura esquelética (KIM et al.,, 2010), que pode ter relagdo com o
aumento na translocagédo de transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT4) para a
membrana plasmatica (GUTIERRES et al., 2015); inibicdo da produgao hepatica de
glicose pelo processo da gliconeogénese (FUJIWARA et al.,, 2008); aumento na
secrecdo de insulina (ABDEL-AZIZ et al., 2010) e na sensibilidade periférica ao
hormonio (SHAO et al., 2012). Além disso, o potencial antioxidante da curcumina

também leva a reducdo no estresse oxidativo observado no DM, podendo assim ser
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importante para prevenir o estabelecimento das complicagcbes a longo prazo da

doenca (ARCARO et al., 2014; MENG et al., 2013; YU et al., 2012).

1.4 Musculos esqueléticos e caracteristicas

Pelas caracteristicas bioquimicas, as fibras musculares podem ser
classificadas em aerdbicas/oxidativas (tipo |) ou anaerdbicas/glicoliticas (tipo II)
(SCOTT et al., 2001).

O musculo soleus possui fibras predominantemente oxidativas, do tipo |, com
pequeno diametro, altos niveis de mitocondrias e mioglobina, de contracdo mais
prolongada. Este tipo de fibra possui mais capilares do que fibras do tipo Il e utiliza
glicose e acidos graxos livres como principais fontes de energia (MUTHNY et al.,
2008).

O musculo extensor digitorum longus (EDL) possui majoritariamente fibras
glicoliticas, tipo Il, que sdo mais espessas e contém elevados niveis de miosina
ATPase, sua contracdo € mais forte e rapida. Como fonte de energia, utiliza
principalmente a glicose dos estoques de glicogénio (MUTHNY et al., 2008).

O musculo gastrocnemius € composto por fibras do tipo | e Il, encontradas
praticamente na mesma proporgao (WIDRICK et al., 2001).

Nos estudos sobre as alteracbes em processos metabdlicos na musculatura
esquelética, € importante a utilizacdo de musculos com caracteristicas metabdlicas
distintas. Por este motivo, utilizamos no presente estudo diferentes musculos para
avaliar a influéncia do DM na atividade de diferentes proteases, bem como a
efetividade de intervengdes terapéuticas, como no caso deste estudo, com o

tratamento com curcumina.
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2. Objetivo

2.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades das proteases proteassoma, caspase-3 e calpaina em
musculos esqueléticos de animais diabéticos tratados com iogurte enriquecido com

curcumina.

2.2 Objetivos especificos

Verificar o efeito do tratamento de ratos diabéticos durante 35 dias com
iogurte suplementado com 90 mg/kg de curcumina sobre os processos de
degradagao de proteinas em musculos esqueléticos soleus (musculo esquelético de
fibras predominantemente oxidativas, tipo |) e extensor digitorium longus (musculo
esquelético de fibras predominantemente glicoliticas, tipo Il):

e Atividade quimiotripsina-like do proteassoma,;

e Atividade de caspase-3;

¢ Atividade de calpaina;

e Alteracdes nos niveis de conjugados ubiquitinados (gastrocnemius).
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3. Material e métodos

3.1 Equipamentos

Para incorporagao da curcumina em iogurte e preparo dos homogenatos dos
musculos soleus, EDL e gastrocnemius, foram utilizados homogeneizadores
Metabo® e OMNI®, respectivamente. Reagentes (sais) e tecidos foram pesados em
balanga analitica (Acculab®).

A leitura da fluorescéncia relacionada a determinagcdo das atividades
proteoliticas de caspase-3, calpaina e quimiotripsina-like do proteassoma foi
realizada em fluorimetro de placas BioTek® Synergy H1. Para a determinacao de
glicemia e ureia urinaria, foi utilizado espectrofotémetro de placas da BioTek® Power
Wave XS2. Utilizou-se também potencidmetro Marconi® e centrifugas 5417R e
5804R da marca Eppendorf®.

Para realizacao da eletroforese de proteinas e transferéncia para membranas
de nitrocelulose, utilizou-se aparato de montagem de gel de acrilamida, sistema de
eletroforese de proteinas e sistema de transferéncia para membranas de
nitrocelulose da Bio-Rad® (Mini-Protean, BioRad Laboratories). Equipamento C-Digit
Blot Scanner (Li-Cor) foi utilizado para a detecgdo do sinal quimiluminescente

gerado nas membranas de nitrocelulose na revelagdo do Western blotting.

3.2 Sais e reagentes

Foram utilizados: iogurte natural Nestlé® para incorporagdo da curcumina.

Estreptozotocina, curcumina, albumina bovina sérica, reagente de Follin-Ciocalteau,
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adenosina trifosfato (ATP), ditiotreitol (DTT), amino-4-metilcumarina (AMC), MG132,
substrato de proteassoma succinil-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC, substrato de calpaina N-
Suc-Leu-Tyr-7-amido-4-metilcumarina, substrato de caspase-3 Ac-Asp-Glu-Val-Asp-
7-amido-4-metilcumarina, acido etilenodiamino tetra acético dissédico (EDTA), Triton
X-100, HEPES, dodecilsulfato de sédio (SDS), aprotinina, fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), leupeptina, pirofosfato de sédio, fluoreto de sddio,
ortovanadato de sddio, glicerol, azul de bromofenol, glicina, acrilamida/bisacrilamida,
luminol, acido p-iodofenilborénico (Sigma-Aldrich®). Heparina sddica (Hemofol®) e
isoflurano (Cristalia®); insulina (NPH 100 U/MI, Lilly®); peroxido de hidrogénio e
cloreto de potassio (Merck®); Tris (hidroximetil) aminometano (Tris) e alcool metilico
(Qhemis®); sacarose (Mallinckrodt®); cloreto de calcio (Reagen®). Para a
determinacao de glicemia e ureia urinaria foram utilizados kits comerciais da Labtest
Diagnostica S.A. Cloreto de magnésio e cloreto de sodio (Synth®). Anticorpo
antiubiquitina e anticorpo secundario conjugado a horseradish peroxidase (HRP)

(Cell Signaling®).

3.3 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com peso inicial de 150 g (seis
semanas de idade) provenientes do Biotério Central do Campus de Botucatu,
UNESP. Os animais foram mantidos no Biotério Setorial do Departamento de
Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Campus de Araraquara,
onde permaneceram em sala climatizada (23 £ 1°C, umidade 55 £ 5%) e ciclo

claro/escuro de 12 horas, alimentados com ragéo comercial e agua ad libitum.
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Todos os procedimentos de manejo e manipulagdo de animais do presente
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, UNESP (CEUA n° 37/2012,

ANEXO ).

3.4 Inducao do diabetes mellitus experimental

Para a indugao do DM, os animais foram submetidos a jejum de 12 horas; na
manha seguinte foram anestesiados com isoflurano e entdo receberam 40 mg de
estreptozotocina (STZ) por quilo de peso de rato, solubilizada em tampéao citrato (10
mM, pH 4,5), na veia jugular. Ratos normais receberam somente tampao citrato pela
mesma via. A ragao foi reoferecida 2 horas apds a indugdo do DM e os animais

foram monitorados até total recuperagao do procedimento.

3.5 Tratamento crénico de animais diabéticos com curcumina incorporada

em iogurte

ApOs trés dias da administracdo de STZ, os animais foram selecionados para
os experimentos e distribuidos (pareados) em seus respectivos grupos,
considerando-se a semelhanga entre valores médios de glicemia e peso corporal.

Os grupos estudados foram os seguintes (n = 8 ratos/grupo):

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

» Grupo diabético controle tratado com iogurte (DIOG);
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* Grupo diabético tratado com 90 mg/kg de curcumina incorporada ao iogurte
(DC90);

* Grupo diabético tratado com 4U de insulina (DINS).

A curcumina (Sigma®) foi incorporada em iogurte natural (Nestlé®) em
ambiente termostatizado (25°C) durante 90 segundos, sob rotacdo de 27000 rpm em
homogeneizador Metabo®. O tratamento dos animais com curcumina em iogurte
ocorreu por via intragastrica (gavagem), em volume de 0,5 mL de iogurte/animal,
duas vezes ao dia (8:00 e 18:00 horas), durante 35 dias. Os animais dos grupos
DIOG e NIOG receberam somente iogurte, nas mesmas condicoes.

A insulina (4U/dia, Humolin®) foi administrada por via subcutanea, duas vezes
ao dia (8:00 e 18:00 horas), em doses de 2U/administracdo, durante todo o periodo
de tratamento.

Durante o periodo experimental, os ratos foram mantidos em gaiolas
metabdlicas individuais e semanalmente foram determinados o volume urinario de
24 horas e o peso corporal. A urina foi coletada em frasco limpo contendo 300 pL de
tolueno para conservagao dos metabdlitos urinarios.

Semanalmente foi realizada a coleta de sangue para obtencao do plasma. A
coleta foi feita pela cauda, apés inducao de vasodilatagao periférica, em eppendorfs
heparinizados (Hemofol®). Apds a coleta do sangue, as amostras foram
centrifugadas durante 10 minutos a 2500 rpm e o plasma foi separado para a
determinacéao da glicemia.

Apos 35 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados por decapitagao
e 0 sangue coletado para determinagcdo da glicemia. Além da determinacdo da

glicemia, os musculos esqueléticos soleus, EDL e gastrocnemius foram retirados,
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pesados e imediatamente congelados a -80°C para posterior utilizacdo na

determinacao da atividade das proteases e niveis de conjugados ubiquitinados.

3.6 Principios das determinagdes bioquimicas

3.6.1 Determinagao da glicemia

A glicose oxidase (GOX) catalisa o processo de oxidagdao da glicose. O
peréxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob acao da
peroxidase, através de uma reacado oxidativa de acoplamento, formando uma
antipirilquinonimina (vermelha), que € monitorada a 505 nm e cuja intensidade de

cor € proporcional a concentragao da glicose na amostra (TRINDER, 1969):

GOX
glicose + O + H2O acido glucénico + HpO2
peroxidase
2H202 + 4-aminoantipirina + fenol s antipirilquinonimina + 4H20

3.6.2 Determinacao de ureia urinaria

A hidrdlise da ureia catalisada pela urease produz ions amoénio e CO,. Os ions
amoénio reagem com salicilato e hipoclorito de sédio em meio alcalino na presenca
de nitroprussiato de sodio, formando o azul de indofenol, o qual € monitorado
espectrofotometricamente em 600 nm (BOLLETER; BUSHMAN; TIDWELL, 1961;

BERGMEYER, 1985):



25

urease
ureia ——— » NH4 +CO,

nitroprussiato de sédio
NH," + salicilato + hipoclorito de sédio » azul de indofenol

3.6.3 Determinagao de proteinas totais

As concentragdes de proteinas nos sobrenadantes de musculos soleus, EDL
e gastrocnemius foram determinadas de acordo com o método de LOWRY et al.
(1951). O principio do método baseia-se em uma mistura contendo molibdato,
tungstato e acido fosférico (reagente Folin-Ciocalteau), que sofre redugdo quando
reage com proteinas, na presenga do catalisador cobre (ll), e produz um composto
azul escuro. As concentracbes de proteinas foram  determinadas

espectrofotometricamente em 660 nm.

3.7 Atividades proteoliticas na musculatura esquelética

3.7.1 Atividade quimiotripsina-like do proteassoma

A atividade quimiotripsina-like do proteassoma foi realizada de acordo com
KLAUDE et al. (2007), em sobrenadantes obtidos apés homogeneizagdo de
musculos soleus e EDL em tampao especifico (50 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA,
100 mM de KCI, 5 mM de MgCl,, 1,8 mM de ATP; pH 7,2), seguida de centrifugagao
a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Descartou-se o pellet e foi realizada nova

centrifugacédo do sobrenadante a 12.000 rpm por 10 minutos.
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Foram adicionados 20 uL de sobrenadante de musculos a 265 yL de tampao
de reacao (50 mM de Tris-HCI, 5 mM de MgCl;, 1 mM de DTT e 1 mM de ATP; pH
7,5) e a reacao foi iniciada apos a adigao de 15 uL de solugao estoque (1 mM) do
substrato especifico, Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-metilcumarina, que no meio
reacional atingiu concentragao de 100 pM.

Foram realizadas leituras de 10 em 10 minutos, em total de 180 minutos, da
7-amino-4-metilcumarina (AMC) liberada no meio. O mesmo ensaio foi repetido para
cada amostra, na presencga de 90 yM de MG132, inibidor da atividade proteolitica do
proteassoma. Também foram realizadas leituras de fluorescéncia da curva padrao
de AMC (0,015 yM a 0,5 pyM), nos comprimentos de onda de excitacdo e emissao de
360 e 460 nm, respectivamente.

A atividade do proteassoma foi determinada pela diferenga nas leituras de
fluorescéncia na auséncia e na presencga do inibidor da protease. Os resultados

foram expressos como pmol de AMC.mg proteina™.min™.

3.7.2 Atividade de calpaina

A atividade de calpaina (DOUILLARD et al.,, 2012) foi realizada em
sobrenadantes obtidos apdés homogeneizagcdo de musculos soleus e EDL em
tampao especifico (20 mM de Tris-HCI, 5 mM de EDTA, 1 mM de DTT e 0,1% de
Triton X-100; pH 7,4), seguida de centrifugagdo a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C.

Foram adicionados 20 uL de sobrenadante de musculos a 200 pyL de tampéo
de reacgéo (20 mM de Tris-HCI, 5 mM de CaCl,, 1 mM DTT; pH 7,4) e a reagao foi

iniciada apo6s a adigdo de 10 pL de solugao estoque (1 mM) do substrato especifico,
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N-Suc-Leu-Tyr-7-amido-4-metilcumarina, que no meio reacional atingiu
concentragcao de 50 pM.

Foram realizadas leituras nas mesmas condi¢gdes citadas anteriormente,
desta vez na presenca de 50 yM de calpeptina, inibidor da atividade proteolitica das
calpainas. Também foram realizadas leituras de fluorescéncia da curva padréao de
AMC (0,015 uM a 0,5 uM), nos comprimentos de onda de excitacdo e emissao de
360 e 460 nm, respectivamente.

A atividade de calpaina foi determinada pela diferenca nas leituras de
fluorescéncia na auséncia e na presencga do inibidor da protease. Os resultados

foram expressos como pmol de AMC.mg proteina™’.min™.

3.7.3 Atividade de caspase-3

A atividade de caspase-3 foi realizada de acordo com DU et al. (2004), com
modificagdes, em sobrenadantes obtidos apés homogeneizagcao de musculos soleus
e EDL em tampao especifico (100 mM de HEPES, 10% de sacarose, 0,1% de Triton
X-100, 10 mM de DTT; pH 7,5), seguida de centrifugacédo a 12.000 rpm por 45
minutos a 4°C.

Foram adicionados 20 uL de sobrenadante de musculos a 255 pL de tampéo
de reacao (20 mM de HEPES, 2 mM de EDTA, 5mM de DTT; pH 7,5) e a reagéo foi
iniciada apés a adigédo de 10 yL de solugdo estoque (1mM) do substrato especifico,
Ac-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metilcumarina, que no meio reacional atingiu
concentracao de 50 uM.

Foram realizadas leituras nas mesmas condi¢des citadas anteriormente.

Os resultados foram expressos como nmol de AMC.mg proteina™.min™".
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3.8 Niveis de conjugados ubiquitinados (Western blotting)

Musculos gastrocnemius foram homogeneizados em tampéao Tris-HCI 50 mM
(pH 7,4; 4°C) contendo 150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 1% de Triton X-100, 0,1%
de SDS, inibidores de proteases (5 ug/mL de aprotinina, 1 mM de PMSF, 2,34 mM
de leupeptina) e inibidores de fosfatases (10 mM de pirofosfato de sédio, 100 mM de
fluoreto de sédio, 10 mM de ortovanadato de sodio). O homogenato foi centrifugado
a 11000 rpm e 4°C durante 30 minutos e o sobrenadante utilizado para
determinacao da concentragdo de proteinas utilizando albumina bovina sérica como
padrao (LOWRY et al.,1951).

Amostras de sobrenadante contendo 100 ug de proteina em tamp&o Laemmli
(62,5 mM de Tris-HCI, pH 6,8, 10% de glicerol, 2% de SDS, 100 mM de ditiotreitol,
0,1% de azul de bromofenol) foram fervidas por 3 minutos e submetidas a
eletroforese tipo SDS-PAGE em gel de acrilamida/bisacrilamida 7% (Laemmli, 1970)
em aparato de gel miniatura Bio-Rad (Mini-Protean, BioRad Laboratories). A eletro-
transferéncia das proteinas do gel para membranas de nitrocelulose foi realizada em
tampao de transferéncia (25 mM Tris-HCI, pH 8,3, 192 mM glicina, 10% metanol,
0,05% de SDS) durante 180 minutos a amperagem constante de 350 mA em
aparato de transferéncia miniatura Bio-Rad (MiniProtean) de acordo com TOWBIN et
al. (1979).

Ligagdes nao especificas de proteinas a membrana de nitrocelulose foram
reduzidas pela pré incubagdo da membrana em tampao de bloqueio durante 1 hora
(10% de leite desnatado, 10 mM de Tris, 125 mM de NaCl e 0,05% de Tween 20).
Posteriormente, as membranas foram incubadas a 4°C overnight com anticorpo

primario especifico antiubiquitina (1:1000) (Cell Signaling, Danvers, MA, USA). Como
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controle interno, foi utilizada a densitometria da imagem das membranas coradas
com Ponceau. Apds lavagens, as membranas foram incubadas com anticorpo
secundario conjugado a horseradish peroxidase (HRP) na diluigdo 1:1000 (Cell
Signaling, Danvers, MA, USA) durante 1 hora a temperatura ambiente.

Novamente as membranas foram lavadas, incubadas com substrato
quimiluminescente (1,25 mM de luminol, 4 mM mM de acido p-iodofenilbordnico, 5,3
mM de peroxido de hidrogénio, Tris-HCI 0,1 M, pH 8,8) de acordo com Haan;
Behrmann (2007), com modificagdes. O sinal quimiluminescente foi detectado por
equipamento C-Digit Blot Scanner (LI-COR, Lincoln, NE, USA) e a intensidade das

bandas foi quantificada utilizando o programa LI-COR Image Studio 4.0.

3.9 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média * erro padrdo da média (EPM). Os
dados foram analisados por analise de variancia One-way (ANOVA) seguida pelo
Student-Newman-Keuls, para comparagdes intergrupos temporais dos parametros
bioquimicos. Para as comparagdes intragrupo foi utilizado o teste t Student pareado.
Foram consideradas diferencas significativas quando p<0,05. As analises

supracitadas foram realizadas utilizando o programa GraphPad InStat® 3.05.
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4. Resultados

4.1 Glicemia

Antes do inicio do tratamento (dia zero, pareamento), os valores médios de
glicemia de animais diabéticos dos diferentes grupos foram de aproximadamente
445 mg/dL, mostrando assim a eficiéncia do pareamento e permitindo afirmar que
alteragbes nos valores de glicemia deste dia em diante podem ser interpretadas
como cronicidade do DM (DIOG) ou respostas promovidas pelos tratamentos (DC90,
DINS). Além disso, os valores médios de glicemia de animais DIOG foram
estatisticamente maiores em relagcdo aos valores encontrados no grupo NIOG,
desde o dia 0, bem como em relagcao ao grupo DINS, desde o 7° dia até o final do
periodo experimental. Também pode-se observar que houve uma piora progressiva
do estado diabético dos animais DIOG, com aumento significativo da glicemia desde
o 7° dia até o final dos 35 dias de experimento (Figura 4).

O tratamento de ratos diabéticos com insulina (DINS) foi capaz de reduzir os
niveis glicémicos, mantendo-os em valores proximos daqueles observados no grupo
NIOG, durante os 35 dias de tratamento. O tratamento com 90 mg/kg de curcumina
também foi capaz de promover manutengdo na glicemia dos animais diabéticos, a
partir do 7° dia de tratamento, em relagdo ao grupo DIOG, impedindo assim o

aumento progressivo na glicemia tal como observado em DIOG (Figura 4).
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Figura 4: Glicemia (mg/dL) de ratos diabéticos tratados durante 35 dias com
curcumina incorporada em iogurte. Os valores representam média + EPM.
Comparacgdes intergrupos para um mesmo periodo (p<0,05): a: vs NIOG; b: vs

DIOG,; c: vs DC90; #: diferengas em relacéo ao dia 0.

4.2 Ureia urinaria

Na Figura 5 estdo apresentadas as concentragdes de ureia na urina de
animais normais e diabéticos ao longo dos 35 dias de tratamento. Pode-se observar
que no pareamento (dia 0), isto é, apenas 3 dias apds a indugdo do DM, os animais
diabéticos ja apresentavam valores de ureia urinaria significativamente elevados em
relagdo aos animais normais, que mantiveram estes niveis baixos durante todo o
experimento.

Houve um aumento progressivo nos niveis de ureia urinaria em animais
DIOG, que eliminaram concentracdes de ureia significativamente maiores ao longo

do experimento. Ja o tratamento com insulina evitou o0 aumento nos niveis urinarios
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de ureia, que foram semelhantes aos valores encontrados no grupo NIOG até o final
do experimento (Figura 5).

O tratamento com curcumina mostrou-se efetivo no controle dos niveis
urinarios de ureia: a partir do 21° dia de tratamento, os niveis de ureia foram
semelhantes aos valores observados no grupo DINS e, apesar de ter ocorrido um
aumento no 28° dia, ao final do experimento os niveis de ureia urinaria em animais
DC90 foram semelhantes aos animais DINS e inferiores aos valores observados no

grupo DIOG (Figura 5).
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Figura 5: Ureia urinaria de ratos diabéticos tratados durante 35 dias com curcumina
incorporada em iogurte. Os valores representam meédia + EPM. Comparagdes
intergrupos para um mesmo periodo (p<0,05): a vs NIOG; b: vs DIOG; c: vs DC90; #:

diferengas em relagéo ao dia 0.
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4.3 Peso corporal

Animais do grupo DIOG apresentaram um menor ganho de peso corporal em
relagcdo aos animais NIOG durante todo o periodo experimental, indicando assim
uma piora do estado diabético nos animais sem tratamento (Figura 6).

O grupo DINS apresentou ganho de peso corporal maior em relagdo aos
grupos DIOG e DC90, alcangando a taxa de ganho corporal observada no grupo
NIOG (Figura 6).

Animais DC90 apresentaram um ganho de peso corporal significativamente
maior em relacdo ao grupo DIOG, a partir do 28° dia de tratamento, porém nao

alcangaram a taxa de crescimento corporal observada nos grupos NIOG e DINS

(Figura 6).
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Figura 6: Peso corporal (g) de ratos diabéticos tratados durante 35 dias com
curcumina incorporada em iogurte. Os valores representam média + EPM.
Comparagbes intergrupos para um mesmo periodo (p<0,05): a: vs NIOG; b: vs

DIOG; c: vs DC90; #: diferencas em relagao ao dia 0.
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4.4 Peso dos musculos soleus e EDL

Animais do grupo DIOG apresentaram uma reducédo de 39% no peso de
musculo soleus em relagdo ao grupo NIOG, mostrando o estado de catabolismo
tipico de uma situagdo de deficiéncia insulinica, levando a atrofia da musculatura
esquelética. O grupo DINS apresentou o maior ganho de massa muscular em
relagdo aos demais grupos de animais diabéticos, com valores de peso de musculos
soleus semelhantes aqueles do grupo NIOG. Nao foram encontradas diferengas nos
valores de peso de musculo soleus entre os grupos DIOG e DC90 (Figura 7).

Semelhante ao observado para os musculos soleus, animais do grupo DIOG
apresentaram peso de musculos EDL menor (29%) em relagdo aos valores
observados em NIOG. Houve maior ganho de massa de musculo EDL de animais
DINS em relagdo aos demais grupos de animais diabéticos, que apresentaram peso
deste musculo semelhante ao NIOG (Figura 7).

Houve um aumento de 30% no peso de musculos EDL em animais DC90 em
relagcdo ao grupo DIOG. Além disso, a massa de musculo EDL de ratos DC90 foi
semelhante aquela observada em DINS e NIOG, mostrando que a eficacia do
tratamento com curcumina em preservar a massa da musculatura glicolitica foi

semelhante ao beneficio trazido pelo tratamento com insulina (Figura 7).
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Figura 7: Peso dos musculos soleus e EDL (mg/100g) de ratos diabéticos tratados
durante 35 dias com curcumina incorporada em iogurte. Os valores representam
média + EPM. Comparacgdes intergrupos para um mesmo periodo (p<0,05): a: vs

NIOG; b: vs DIOG; c: vs DC90.
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4.5 Atividade quimiotripsina-like do proteassoma

Em soleus, a atividade quimiotripsina-like do proteassoma foi maior nos
grupos DIOG e DC90 em relagéo ao grupo NIOG, em 22 e 23%, respectivamente. O
grupo DINS apresentou o mesmo perfil que NIOG em relagdo a atividade da
protease (Figura 8).

Em EDL, a atividade quimiotripsina-like do proteassoma apresentou-se
aumentada em 44% no grupo DIOG em relagdo a NIOG, corroborando a perda de
massa muscular observada neste musculo em ratos diabéticos. Houve reducgao de
26% na atividade do proteassoma em animais do grupo DC90 e de 34% em animais
do grupo DINS em relagdo ao DIOG. Pode-se evidenciar que o tratamento com

curcumina produziu resultados semelhantes ao tratamento com insulina (Figura 8).
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Figura 8: Atividade de proteassoma em musculos soleus e EDL (pmol AMC/mg
proteina/min) de ratos diabéticos tratados durante 35 dias com curcumina
incorporada em iogurte. Os valores representam média + EPM. Comparagdes

intergrupos para um mesmo periodo (p<0,05): a: vs NIOG; b: vs DIOG; c: vs DC90.
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4.6 Atividade de calpaina

Os grupos apresentaram perfil de resposta de atividade de calpaina em
musculos semelhante ao observado para a atividade do proteassoma.

Em musculos soleus, as atividades de calpaina foram semelhantes entre
DIOG e DC90, sendo maiores que NIOG, em 24 e 20%, respectivamente. DINS
apresentou atividade de calpaina em soleus semelhante ao NIOG (Figura 9).

Em musculos EDL, animais DIOG apresentaram atividade de calpaina 40%
maior em comparagao aos valores em NIOG. Nos grupos DC90 e DINS, a atividade
de calpaina foi menor (23 e 31%, respectivamente) em relagdo ao grupo DIOG

(Figura 9).
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Figura 9: Atividade de calpaina em musculos soleus e EDL (pmol AMC/mg
proteina/min) de ratos diabéticos tratados durante 35 dias com curcumina
incorporada em iogurte. Os valores representam meédia + EPM. Comparagdes

intergrupos para um mesmo periodo (p<0,05): a: vs NIOG; b: vs DIOG; c: vs DC90.
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4.7 Atividade de caspase-3

Houve queda de 24% na atividade de caspase-3 no musculo soleus de
animais DIOG em relacdo aos valores encontrados em NIOG. Tanto o tratamento
com insulina quanto o tratamento com curcumina foram capazes de promover
aumento (ou prevenir a queda) na atividade de caspase-3 no musculo soleus de
ratos diabéticos; a atividade da protease foi 47% e 34% maior nos grupos DC90 e
DINS, respectivamente, em relagdo ao grupo DIOG, alcancando valores
semelhantes aqueles observados no grupo NIOG (Figura 10).

O perfil observado na atividade de caspase-3 em musculos EDL foi
semelhante aquele encontrado em musculos soleus. Houve reducdo de 29% na
atividade de caspase-3 em EDL de animais DIOG em relagdo a NIOG. A atividade
de caspase-3 foi 37% e 26% maior nos grupos DC90 e DINS, respectivamente, em
relagcdo ao grupo DIOG, alcangando valores semelhantes aqueles observados no

grupo NIOG (Figura 10).
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Figura 10: Atividade de caspase-3 em musculos soleus e EDL (nmol AMC/mg
proteina/min) de ratos diabéticos tratados durante 35 dias com curcumina
incorporada em iogurte. Os valores representam média + EPM. Comparagdes

intergrupos para um mesmo periodo (p<0,05): a: vs NIOG; b: vs DIOG; c: vs DC90.
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4.8 Niveis de conjugados ubiquitinados

Na Figura 11 estdo apresentados os niveis de conjugados ubiquitinados em
musculos gastrocnemius de animais diabéticos tratados durante 35 dias com iogurte
enriquecido com curcumina. Por serem pequenos, os musculos soleus e EDL foram
necessarios no preparo de amostras para as atividades proteoliticas, nao restando
tecidos a serem processados para o estudo dos conjugados ubiquitinados; por este
motivo os conjugados ubiquitinados foram investigados neste outro musculo.

Pode-se observar que animais diabéticos tratados somente com iogurte
(DIOG) apresentaram niveis elevados de conjugados ubiquitinados em comparagao
a todos os outros grupos; seus niveis foram 156 e 162% superiores aos valores
apresentados pelos grupos NIOG e DINS, respectivamente (Figura 11).

O grupo diabético tratado com curcumina apresentou redugado de 41% nos
niveis de conjugados ubiquitinados em relagédo ao DIOG e niveis semelhantes aos

grupos NIOG e DINS (Figura 11).
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Figura 11: Niveis de conjugados ubiquitinados (% em relagdo ao NIOG) em
musculos gastrocnemius de ratos normais e diabéticos tratados por 35 dias com
iogurte enriquecido com curcumina. Os valores representam média + EPM.
Comparacgdes intergrupos para um mesmo periodo (p<0,05): a: vs NIOG; b: vs

DIOG.
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5. Discussao

O tratamento de ratos diabéticos com curcumina incorporada em iogurte
preveniu o aumento progressivo na glicemia, o que nao foi observado em ratos
diabéticos tratados somente com iogurte, reproduzindo assim achados anteriores do
laboratério (GUTIERRES et al., 2012; ARCARO et al., 2014).

As altas concentracdes de ureia na urina de animais diabéticos n&o tratados
refletem a piora no estado de deficiéncia insulinica, condigdo caracterizada por
aumento nas velocidades dos processos de gliconeogénese e protedlise muscular
em decorréncia da diminuicdo dos niveis de insulina. Houve redugdao na
concentracdo de ureia na urina dos animais diabéticos tratados com curcumina em
relagdo aos animais diabéticos ndo tratados com curcumina ou insulina. Pode-se
presumir que a menor concentragao de ureia em animais tratados com o pigmento é
decorrente da reducdo do processo de gliconeogénese e, conforme evidenciado
pela reducido nas atividades proteoliticas do proteassoma e das calpainas, também
€ decorrente de uma diminuicdo da protedlise muscular.

O tratamento com curcumina promoveu reducdo nas atividades do
proteassoma e das calpainas em EDL de animais diabéticos, reduzindo a perda de
massa muscular e contribuindo, pelo menos em parte, para o ganho de peso destes
animais. Podemos presumir, portanto, que a calpaina seja a protease responsavel
em promover a dissociacdo das proteinas miofibrilares neste modelo experimental
de diabetes mellitus, fornecendo substratos para o proteassoma. Também podemos
sugerir que a atividade do proteassoma seja a responsavel pelo desenvolvimento do
perfil atréfico observado nos ratos diabéticos, bem como foi a protease que

respondeu aos beneficios trazidos pelos tratamentos com insulina ou curcumina,
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levando a maior ganho (ou menor perda) de massa muscular. Estas hipoteses
parecem verdadeiras, ja que as atividades tanto de calpaina quanto do proteassoma
nos musculos estudados apresentaram o mesmo perfil frente ao modelo
experimental e frente aos tratamentos.

Corroborando nossos achados, a inibicdo concomitante nas atividades de
calpainas e proteassoma apos o tratamento com curcumina ja foi previamente
demonstrada; as atividades aumentadas das calpainas e do proteassoma em EDL
de ratos sépticos foram significativamente reduzidas pelo tratamento com 600 mg/kg
de curcumina (POYLIN et al., 2008).

Estudos in vitro com linhagens celulares de tumores ja atestaram que a
curcumina inibe a atividade do proteassoma, especialmente a atividade
quimiotripsina-like (YANG et al., 2010), porém mais estudos sdo necessarios para
compreender 0s mecanismos pelos quais a curcumina impede a perda muscular.
ALAMDARI et al. (2009) propuseram que esta agdo da curcumina se daria por
inibicdo do fator NF-kB, que esta diretamente envolvido no estabelecimento do
catabolismo proteico em musculos de animais sob diversas situagdes de atrofia
muscular e/ou caquexia.

ARCARO et al. (2014) demonstraram que o tratamento de ratos diabéticos
com iogurte enriquecido com curcumina reduz os niveis de biomarcadores de
estresse oxidativo e promove aumento na atividade de enzimas de sistemas
antioxidantes; além disso, segundo estudos de BARZEGAR et al. (2011), a
curcumina também é capaz de capturar espécies reativas de oxigénio. Assim, a
atividade antioxidante da curcumina também pode contribuir para a reducdo na

protedlise, uma vez que o estresse oxidativo no musculo esquelético leva a um
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aumento nas atividades de proteassoma, calpaina e caspase-3 (POWERS et al.,
2005).

De acordo com estudo recente de GUTIERRES et al. (2015), ratos diabéticos
tratados por 15 dias com 90 mg/kg de curcumina incorporada em iogurte e em
seguida submetidos a sobrecarga de glicose apresentam um aumento significativo
na fosforilagdo da proteina quinase AKT em musculos gastrocnemius em
comparagao aos animais diabéticos nao tratados e submetidos a sobrecarga de
glicose. Assim, pode-se assim sugerir que a curcumina tenha a capacidade de
aumentar a sensibilidade dos musculos a insulina (NA et al., 2011) ou possuir agdes
insulina-like.

A ativacdo de AKT na cascata da sinalizagdo da insulina em musculos
esqueléticos, além de estimular o processo de captagcdo de glicose, também
participa na inibicado do processo atréfico, especialmente pela inibicado da expressao
génica das ubiquitina ligases atrogin-1 (ou MAFbx, muscle atrophy F-box) e muscle
RING finger-1 (MuRF-1) (STITT et al., 2004). Atrogin-1 e MuRF-1 sdo enzimas
codificadas por um conjunto de genes conhecidos como “atrogenes”, que fazem
parte de um programa transcricional induzido em diversas situagbes patoldgicas
sistémicas caracterizadas pela perda de massa muscular esquelética (BODINE et
al., 2001; GOMES et al., 2001).

Corroborando nossos achados, ONO et al. (2015) demonstraram que o
tratamento de ratos diabéticos com curcumina (1500 mg/kg) reduziu a atrofia
muscular pela inibicdo da expressdo de genes de ubiquitina ligases, portanto
diminuindo o processo de ubiquitinacdo de substratos para o proteassoma.

Pode-se entdo presumir que os menores niveis de conjugados ubiquitinados

em musculos gastrocnemius de animais diabéticos tratados com curcumina s&o
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decorrentes da inibicdo de atrogenes, tal como relatado por ONO et al. (2015) e
indiretamente demonstrado por GUTIERRES et al. (2015) através da ativagédo de
AKT neste mesmo musculo, que levaria entdo a inibicdo na expressdo dos
atrogenes.

Podemos observar que a atividade de caspase-3 esta diminuida tanto em
soleus quanto em EDL de ratos diabéticos, tanto em relagdo aos animais normais
como também em relacdo aos animais diabéticos tratados com insulina, Uma
possivel explicacdo para a queda observada na atividade de caspase-3 em
musculos de ratos diabéticos pode ser atribuida a redugédo na sintese proteica desta
protease, pois sabe-se que a sintese proteica € reduzida no diabetes. Esta hipotese
pode ser verdadeira se observarmos que o tratamento com insulina restabelece a
atividade de caspase-3 para valores semelhantes aqueles observados em animais
normais. O tratamento com curcumina promoveu alteragcbes na atividade de
caspase-3 tal como o tratamento com insulina, isto é, aumento de atividade. No
entanto, este aumento n&o corrobora a redu¢do na atividade do proteassoma ou
maiores valores de peso de musculo observados em ratos diabéticos tratados com o
pigmento.

Por fim, vale observar que musculos EDL foram mais responsivos aos
beneficios promovidos pela curcumina na inibicdo das enzimas proteoliticas, em
relacdo aos musculos soleus, que permaneceram com as atividades de
proteassoma e calpainas ainda aumentadas em animais diabéticos tratados com o
pigmento. Assim, dependendo do tipo de fibra que prevalece na musculatura
esquelética, parece existir uma responsividade diferencial ao tratamento com
curcumina. Uma possivel explicacao para isto talvez seja o fato de o musculo soleus

ser rico em fibras oxidativas, portanto € provavel que o estabelecimento de estresse
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oxidativo seja mais evidente neste musculo ao invés do EDL, que possui fibras
glicoliticas, dependentes de metabolismo anaerdbico. Sabe-se que o aumento na
produgao de espécies reativas de oxigénio pela cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial, tanto sistemicamente como também na musculatura esquelética, tem
papel importante no estabelecimento de diversas complicagdes relacionadas ao DM,
sarcopenia, caquexia, entre outras condi¢des (MASON; WADLEY, 2014). Assim, se
as acgodes antioxidantes da curcumina forem importantes para as respostas
antiproteoliticas do pigmento, tais respostas certamente sdo mais evidentes em um

tecido com menor potencial para geragcao de espécies reativas de oxigénio.
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6. Conclusao

O tratamento de ratos diabéticos com curcumina incorporada em iogurte
melhora diversos parametros fisiolégicos e bioquimicos alterados neste modelo de
DM tipo 1, especialmente aqueles relacionados aos disturbios no metabolismo de
carboidratos e lipideos.

O presente estudo apresenta evidéncias dos beneficios promovidos pelo
tratamento com curcumina no metabolismo de proteinas nesta condicédo de
deficiéncia insulinica, combatendo a perda de massa muscular. Assim, a reducao
observada nas atividades das calpainas e do proteassoma na musculatura
esquelética de ratos diabéticos tratados com curcumina pode explicar a menor perda
de massa muscular, ilustrando os beneficios da curcumina no combate da atrofia
muscular. Além disso, esta redugao na protedlise também pode contribuir para a
reducdo na glicemia apos o tratamento com curcumina, uma vez que menos

substratos sao oferecidos para a gliconeogénese hepatica.
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Anexo | — Parecer do Comité de Etica no Uso de Animais da FCFAr

P V™
&gy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA i
u nesp ‘yULIO DE MESQUITA FILHO” a [
Campus de Araraquara =

Protocolo CEUA/FCF/CAr n° 07/2012
Pesquisador: VANIA ORTEGA GUTIERRES
Orientador: Prof.Dr. Iguatemy Lourengo Brunetti
Projeto: Avaliagdo do tratamento com Curcumina e sua associagdo com

insulina, em animais diabéticos.

Parecer n° 37/2012 — Comissio de Etica no Uso de Animais

A Comissdo de Etica no Uso de Animais desta Faculdade,
reunida em 23 de julho de 2012, considerou que o protocolo para uso de
animais na pesquisa: “Avaliagdo do tratamento com Curcumina e sua
associagdo com insulina, em animais diabéticos”, apresentado pela pos-
graduanda Vania Ortega Gutierres, sob orientagdo do Prof.Dr. Iguatemy
Lourengo Brunetti, do Departamento de Andlises Clinicas, desta Faculdade, esta
estruturado dentro dos principios éticos na experimentagdo animal do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA, manifestando-se
FAVORAVEL a sua execugao.

O relatério final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em
NOVEMBRO 2012, em formulario préprio para esse fim.

Araraquara, 24 de julho de 2012.
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ProffDr2 ALEXANDRA VO DE MEDEIROS
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