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RESUMO

Introducdo: Ativos naturais tém sido estudados por suas a¢des antioxidantes, anti-inflamamatorias e
antiglicacdo, que podem ser interessantes para prevenir/atenuar as complicacdes da obesidade e do
diabetes mellitus (DM). A curcumina (polifenol isolado de Curcuma longa L.) e a trigonelina
(alcaloide isolado de Trigonella foenum-graecum L.) apresentam acdes benéficas contra os sintomas e
desordens da obesidade e do DM, e combatem as consequéncias deletérias relacionadas ao estresse
glicoxidativo. Objetivo: Investigar, em camundongos submetidos ao modelo experimental de
obesidade/resisténcia a insulina, os efeitos dos tratamentos com trigonelina e/ou curcumina em
iogurte, avaliando alteragcdes em parametros fisiologicos e bioquimicos, sinalizacao insulinica (AKT),
programa termogénico e status energético [sirtuina 1 (SIRT 1), proteina quinase ativada por adenosina
monofosfato (AMPK), peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC-
la), proteina desacopladora mitocondrial 1(UCP 1)], niveis de marcadores de estresse glicoxidativo
[substéncias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS), produtos finais de glicacdo avancada (AGES),
receptor de AGEs (RAGE)], marcadores da inflamacdo [fator nuclear kappa B (NF-kB), interleucinas
(IL)-6 (IL-6) e 10 (IL-10), fator de necrose tumoral (TNF-a)], potencial antioxidante [atividades de
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px), nuclear factor
(erythroid-derived 2)-like-2 factor (NRF 2)], maquinaria de detoxificacdo de AGEs [glioxalase 1
(GLO 1), receptor 1 de AGEs (AGE-R1)]. Metodologia: Camundongos C57BL/6 machos foram
alimentados durante 9 semanas com dieta padrao (P; 3,85 kcal/g; 4% de lipideos) ou hiperlipidica (H;
5,40 kcallg; 35% de lipideos) e tratados por via oral com iogurte enriquecido com trigonelina ou
curcumina, isoladas ou combinadas. Na 7% semana, foi realizado o teste tolerancia a glicose oral
(TTGO), e na 8 semana o teste de tolerdncia a insulina (ITT). Na 9% semana, 0s animais foram
eutanasiados e amostras de plasma, tecidos adiposos brancos e marrom, musculo esquelético
gastrocnemius, figado e rim foram utilizados para a determinacdo dos niveis de biomarcadores de
estresse glicoxidativo, inflamagdo, programa termogénico e status energético. Resultados: Os
tratamentos com trigonelina ou curcumina em iogurte, de forma isolada, exerceram ac0es
antihiperglicémicas e antihiperlipidémicas, melhoraram a tolerancia a glicose e a sensibilidade a
insulina. O tratamento com trigonelina desempenhou efeito importante na reducdo da ingestdo
alimentar e cal6rica, prevencdo do ganho de massa corporal, atenuacdo da hipertrofia adipocitica;
potencial anti-inflamatério no tecido adiposo epididimal (via reducéo nos niveis de NF-xB, I1L-6, TNF-
a e aumento de IL-10), o que pode ter contribuido para o aumento nos niveis de fosforiliacdo de AKT
e maior sensibilidade a insulina. O tratamento com trigonelina também se destacou na prevencdo do
estresse glicoxidativo no rim (reducdo de TBARS, AGEs e RAGE), promoveu aumento de marcadores
do status energético (SIRT 1, AMPK, PGC-1a), e apresentou potencial antioxidante (aumento de NRF
2, SOD, CAT e GSH-Px) e anti-inflamatério (reducdo de NF-kB, IL-6, TNF-o e aumento de IL-10). O



tratamento com curcumina destacou-se na promocao de aumento nos niveis de fosforilacdo de AKT
em musculo gastrocnemius, aumento nos niveis de expressdo de marcadores do status energético e
programa termogénico no figado e tecido adiposo marrom (SIRT 1, AMPK, PGC-1a, NRF 2 ¢ UCP
1), protegeu o figado de danos glicoxidativos (reducdo de TBARS, AGEs, RAGE), apresentou
potencial anti-inflamatério (reducdo de NF-xkB, IL-6 e TNF-a e aumento de 1L-10) e antioxidante
(aumento de NRF 2, SOD, CAT e GSH-Px). A combinagdo de trigonelina e curcumina em iogurte
prejudicou os efeitos benéficos dos ativos naturais quando administrados isoladamente em animais
obesos, aumentando a intolerancia a glicose e resisténcia a insulina e diminuindo os niveis de
fosforilacdo de AKT em tecido adiposo e musculo esquelético. A combinacdo dos ativos naturais
também contribuiu para o aumento da inflamagdo (NF-xB, IL-6 e TNF-a)) no figado e rim. Concluséo:
Trigonelina e curcumina administradas isoladamente em iogurte promoveram melhorias nos distdrbios
metabolicos causados pela dieta hiperlipidica. Os tratamentos com estes ativos naturais em iogurte, de
forma isolada, podem contribuir para a prevengdo ou atenuacdo das complicacfes observadas na

obesidade.

Palavras-chave: obesidade, trigonelina, curcumina, iogurte, estresse glicoxidativo, inflamacao



ABSTRACT

Introduction: Natural actives have been studied for their antioxidant, anti-inflammatory, and anti-
glycation potentials, which may be interesting to prevent/attenuate the complications of obesity and
diabetes mellitus (DM). Curcumin (polyphenol isolated from Curcuma longa L.) and trigonelline
(alkaloid isolated from Trigonella foenum-graecum L.) have beneficial actions against the symptoms
and disorders of obesity and DM, and act against the deleterious consequences related to glycoxidative
stress. Objectives: To investigate the effects of treatments of mice submitted to the experimental
model of obesity/insulin resistance with trigonelin and/or curcumin in yoghurt, evaluating the changes
in physiological and biochemical parameters, insulin signaling (AKT), thermogenic program and
energetic status [sirtuin 1 (SIRT 1), adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK),
peroxisome proliferator-activated gamma coactivator 1-alpha receptor (PGC-la), mitochondrial
uncoupling protein 1 (UCP 1), advanced glycation end products (AGESs), receptor for AGEs (RAGE)],
markers of inflammation [nuclear factor kappa B (NF-kB), interleukins (IL) IL-6 and IL-10, tumor
necrosis factor (TNF-o)], antioxidant defenses [superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GSH-Px), nuclear factor (erythroid-derived 2)-like-2 factor (NRF2)], AGEs
detoxification machinery [glyoxalase 1 (GLO 1), AGE receptor 1 (AGE-R1)]. Methods: Male
C57BL/6 mice were fed a standard diet (P, 3.85 kcal/g, 4% lipid) or high-fat diet (H, 5.40 kcal/g, 35%
lipid) for 9 weeks, and treated with yoghurt enriched with trigonellin or curcumin, alone or in
combination. In the 7" week, the oral glucose tolerance test (TTGO) was performed, and in the 8"
week the insulin tolerance test (ITT). At the 9" week, the animals were euthanized and samples of
plasma, white and brown adipose tissues, skeletal muscles gastrocnemius, liver and kidney were used
to determine biomarkers levels of glycoxidative stress, inflammation, thermogenic program and
energy status. Results: Treatments with trigonelline or curcumin in yoghurt, alone, had
antihyperglycemic and antihyperlipidemic effects, improved both the glucose tolerance and insulin
sensitivity. The treatment with trigonelline had an important effect in the reduction of the food and
energy intake, prevention of the body mass gain, attenuation of adipocyte hypertrophy; anti-
inflammatory potential in epididymal adipose tissues (reduced levels of NF-xB, IL-6, TNF-a and
increased levels of IL-10), which may be contributing to the increased AKT phosphorylation levels,
and increased insulin sensitivity. The treatment with trigonelin also prevented glycoxidative stress in
kidney (reduction of TBARS, AGEs and RAGE), increased the levels of markers related to energy
status (SIRT 1, AMPK, PGC-1a), and had antioxidant (SOD, CAT and GSH-Px) and anti-
inflammatory (reduction of NF-xB, IL-6, TNF-a, and increase of 1L-10) potentials. The treatment with
curcumin promoted increase in the phosphorylation levels of AKT in gastrocnemius muscles,
increased the levels of biomarker related to energy status and thermogenic program in liver and brown
adipose tissue (SIRT 1, AMPK, PGC-1a, NRF-2 and UCP 1), protected the liver against glycoxidative
damage (reduction of TBARS, AGEs, RAGE), and showed anti-inflammatory (reduction of NF-xB,



IL-6 and TNF-a and increased IL-10) and antioxidant (increase of NRF 2, SOD, CAT and GSH-Px)
potentials. The combination of trigonelin and curcumin in yoghurt impaired the beneficial effects of
the natural actives when administered alone in obese animals, increasing the glucose intolerance and
the insulin resistance, and decreasing the phosphorylation levels of AKT in adipose tissue and skeletal
muscle. The combination of the natural actives also contributed to increased inflammation (NF-xB,
IL-6 and TNF-a) in the liver and kidney. Conclusion: Trigonellin and curcumin, administered alone in
yoghurt, promoted many improvements in metabolic disorders caused by the high-fat diet. Treatments
with these natural actives in yoghurt, alone, may contribute to the prevention or attenuation of the

complications observed in obesity.

Key words: obesity, trigonelline, curcumin, yoghurt, glycoxidative stress, inflammation
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1. INTRODUCAO
1.1 Justificativa

Obesidade e sobrepeso estdo entre os mais importantes fatores de risco para o
desenvolvimento de diversas doengas cronicas, incluindo o diabetes mellitus (DM) tipo
2 (HENRY et al., 2013). A disponibilidade de produtos alimentares caracterizados por
baixo custo, boa palatabilidade e alto contetdo de lipideos e carboidratos tém
aumentado nas ultimas décadas, justificando seu crescente consumo (CRINO et al.,
2015). Assim, o aumento nos niveis circulantes de glicose e triacilglicerdis (promovido
pelo excesso de nutrientes) e de acidos graxos (advindos da lipdlise de tecidos adiposos,
especialmente dos estoques de gordura abdominal), estd intimamente associado ao
estabelecimento e manutencdo da resisténcia insulinica. Portanto, a relacdo entre a
ingestdo de dietas hipercaldricas/hiperlipidicas por longos periodos, desenvolvimento de
sobrepeso/obesidade e o surgimento de resisténcia a insulina, DM tipo 2 e outros
disturbios metabolicos envolve a participacdo concomitante de diversos mecanismos
(STINKENS et al., 2015).

Mudangas no padrdo nutricional sdo extremamente importantes e auxiliares no
tratamento de doencas cronicas e na prevencao de suas complicagcdes em longo prazo.
Além disso, nos Ultimos anos houve aumento no interesse pelo uso de preparagdes e/ou
compostos de origem natural, e este uso tem sido associado a promocao de diversos
beneficios a satide humana. Estes compostos bioativos possuem acdes em nivel celular e
molecular, atuando como antioxidantes e/ou apresentando a capacidade de modularem
as atividades de diversos componentes celulares, incluindo enzimas-chave de processos
metabolicos (ELLWOOD et al., 2014; GUNAWARDENA et al., 2015). Além disso,
varios estudos tém sido realizados com preparacdes e/ou compostos de origem natural
com o intuito de esclarecer seu potencial antiobesogénico e antihiperglicémico,
permitindo assim que seu uso tenha papel importante na reducdo/prevencdo da
obesidade e do DM, bem como de suas complicagcbes (KARTHIKESAN et al., 2010;
GUTIERRES et al, 2019; ARCARO et al., 2014; ASSIS et al., 2017).

O iogurte & um dos alimentos lacteos fermentados mais consumidos em todo o
mundo, e contribui para uma melhor qualidade na dieta fornecendo quantidades
substanciais de macronutrientes e micronutrientes essenciais (calcio, potassio, zinco,
fosforo, magnésio, riboflavina, vitamina A, vitamina B5, vitamina B12). A

palatabilidade e acessibilidade sdo fatores importantes a serem considerados para
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otimizar o consumo do iogurte em diferentes paises (WANG et al., 2013). O consumo
de iogurte tem sido associado a diminuicdo na absorcdo intestinal e nos niveis
circulantes de colesterol, reducédo da obesidade e outros fatores de risco cardiovascular e
melhoria no sistema imune (ANDERSON; GILLIAND, 1999; ASHRAF; SHAH, 2014;
ASTRUP, 2014). Além de todos estes beneficios, o enriquecimento/fortificacdo do
iogurte tem sido considerado uma opc¢édo pratica como veiculo de compostos bioativos
obtidos a partir de outros alimentos funcionais ou plantas medicinais (GAHRUIE et al.,
2015).

A relacdo entre a ingestdo de alimentos e o ganho de peso corporal com base na
dieta € muito importante em estudos de intervencdo nutricional e/ou farmacoldgica.
Uma vez que o modelo experimental de obesidade e resisténcia a insulina promove
alteracdes metabdlicas associadas ao DM tipo 2 e estas possuem as mais diversas
etiologias, seu estudo permite ampliar o campo de investigacdes relacionadas aos
multiplos beneficios que podem ser alcangcados com o uso de compostos bioativos que

tenham diversos mecanismos de acéo.

1.2 REVISAO DE LITERATURA
1.2.1 Obesidade

A ocorréncia de doencas cronico-degenerativas nao transmissiveis na populacdo
mundial vem crescendo a cada ano, incluindo as complicacOes da obesidade, e estas tém
relacdo direta com o aumento no consumo de dietas hipercaléricas e/ou hiperlipidicas,
em associacdo ao sedentarismo e inadequado estilo de vida (LORDAN et al., 2018).

A obesidade esta diretamente relacionada com os aumentos nos gastos em salde
publica em todo 0 mundo. Em 2016, mais de 1,9 bilhdo de adultos com 18 anos ou mais
apresentavam excesso de peso; destes, mais de 650 milhdes eram obesos. Além disso,
mais de 340 milhdes de criangas e adolescentes com idade entre 5 e 19 anos estavam
acima do peso ou obesas (WHO, 2018).

A obesidade é caracterizada pelo aumento desproporcional de peso corporal devido
ao desequilibrio entre a ingestdo caldrica e o gasto energético, culminando no aumento
da deposicdo de gorduras nos tecidos adiposos, e geralmente é acompanhada por um
quadro de inflamagdo sistémica cronica de baixo grau (MONTANARI et al., 2017).
Também esta associada ao aumento no indice de massa corporal (IMC), onde IMC

acima de 25 kg/m? é um importante fator de risco para o desenvolvimento de DM tipo 2
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e doencas cardiovasculares (SHARMA, 2015; IGEL et al., 2018). Estudos mostram que,
quanto maior o grau de obesidade, maiores serdo os gastos diretos com esta condigédo
metabdlica e suas complicacGes, incluindo diagndsticos e tratamentos. Estima-se que 0s
custos com os cuidados com a saude de individuos com excesso de peso sejam
aproximadamente 10% maiores quando comparados aos custos de um individuo adulto
com peso normal, e cerca de 23%, 45% e 81% maiores em individuos com obesidade
grau | (30 — 34,9 kg/m?), grau Il (35 — 39,9 kg/m2) e grau III (> 40 kg/m?),
respectivamente. As despesas com saude podem ser de 65% a 113% maiores em
individuos com obesidade moérbida (LEHNERT et al., 2013).

Embora os mecanismos fisiopatol6gicos envolvidos no desenvolvimento do DM
tipo 2 devido a obesidade sejam complexos e ndo completamente compreendidos, 0s
niveis de acidos graxos livres (AGL) elevados, decorrentes do aumento da lipélise, bem
como um estado inflamatério de baixo grau e o aumento do estresse glicoxidativo séo

reconhecidos como os principais colaboradores neste processo (YATURO, 2011).

1.2.2 Tecido adiposo branco e inflamacéo cronica de baixo grau

A obesidade é um distdrbio metabolico caracterizado por um desequilibrio entre a
ingestdo de energia e 0 gasto energético, culminando em acimulo excessivo de gordura
nos tecidos adiposos bem como em outros tecidos (AHIMA, 2011; WHO, 2017), sendo
um importante fator de risco para o desenvolvimento de outras manifestagdes clinicas,
tais como resisténcia a insulina, DM tipo 2 (XU et al., 2017), doenca hepética nao
alcoolica (CUSI, 2012), doencas cardiovasculares (OKTAY, 2017) e certos tipos de
cancer (SUN; KARIN, 2012).

Os adipdcitos sdo células altamente especializadas no armazenamento de energia na
forma de triacilglicer6is. Também séo 6rgaos enddcrinos que produzem e secretam uma
ampla variedade de moléculas, tais como as adipocinas (GALIC et al., 2010).
Evidéncias apoiam o conceito de que o tecido adiposo atue como um Orgao
imunomodulador (GRANT; DIXIT, 2015). A medida que o peso corporal aumenta, 0
tecido adiposo branco (TAB) expande devido ao aumento no tamanho (hipertrofia) e
namero de adipdcitos (hiperplasia) (KIM et al., 2015).

Mudancas no status inflamatdrio também tém relacdo com o desenvolvimento de
doengas metabolicas cronicas. Atualmente sabe-se que a obesidade € uma condigéo de

inflamacéo sistémica crénica de baixo grau, sendo o TAB o principal responsavel por

21



este panorama. Na obesidade, a hipertrofia adipocitica leva a alteracdo na atividade de
macrofagos infiltrados no TAB, que aumentam a producdo e secrecdo de diversas
adipocinas pré-inflamatorias, dentre elas interleucinas (IL) IL-1pB, IL-6, IL-8, fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), proteina quimioatrativa de mondcitos-1 (MCP-1/CCL2),
inibidor de ativacdo de plasminogénio-1 (PAI-1), entre outras. Niveis elevados de IL-6 e
TNF-o inibem componentes da cascata de sinalizacdo da insulina em tecidos alvo
(tecido adiposo e musculatura esquelética) por ativacdo de proteinas quinases (IKKp e
JNK) capazes de fosforilarem o substrato do receptor da insulina 1 (IRS-1) em residuo
de serina (fosforilacdo inibitoria) (MATSUDA; SHIMOMURA, 2013; JUNG; CHOI,
2014).

Os macréfagos presentes em associacdo ao tecido adiposo foram as primeiras
celulas imunes associadas com a resisténcia a insulina; no entanto, em termos de
infiltracdo no TAB, eles sdo precedidos por outras células imunes, incluindo as células
T. As celulas T regulatdrias (Trg) normalmente constituem de 5-20% da populagéo de
células T CD4" e desempenham um papel crucial na manutencdo da imunidade. As
células Ty Secretam citocinas anti-inflamatorias, inibindo a migracéo de macrofagos e
promovendo um fendtipo de macréfagos do tipo M2. Os macrdfagos do tecido adiposo
podem ser classificados com base na sua expressdo de marcadores de superficie e/ou
com base no seu perfil de secrecdo de quimiocinas e citocinas (MCARDLE et al.,
2013). No estado obeso, ha maiores propor¢es de macréfagos do tipo 1 (M1),
classicamente ativados, e menos macréfagos M2. Os macr6fagos M1 secretam citocinas
as pro-inflamatérias TNF-a, IL-1B e IL-6, enquanto que os macrofagos M2
alternativamente ativados secretam citocinas anti-inflamatorias, incluindo I1L-10 e
antagonista do receptor IL-1 (RA). O grau de infiltracdo de macrdfagos esta associado a
progressao da resisténcia a insulina (Figura 1). Uma alca de retroalimentacdo de
citocinas pré-inflamatorias exacerba este estado patoldgico, impulsionando ainda mais a
infiltracdo de células imunes e a secrecdo de citocinas, interrompendo a cascata de
sinalizacdo de insulina (KWON; PESSIN, 2013).
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Figura 1. Principais caracteristicas dos adipdcitos hipertroficos. Na obesidade, a
expansdo adiposa hipertréfica ocorre via aumento do tamanho dos adipécitos e esta
associada a algumas consequéncias, incluindo liberacdo aumentada de acidos graxos,
citocinas pré-inflamatorias, recrutamento de células imunes, hipoxia, fibrose,
diminuicdo de adiponectina e prejuizos na sensibilidade a insulina. Fonte: CHOE et al.
(2016), modificado.

O desenvolvimento do estado de inflamacdo crbnica de baixo grau também
contribui para a formacao de células espumosas e espécies reativas de oxigénio (ERO),
via aumento na oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL-oxidada) (KAPLAN,
1999). A geracdo de ERO induz uma maior infiltracdo de macréfagos, exacerbando o
estado inflamatdrio e resisténcia a insulina (AYALA et al., 2014).

O aumento nos niveis circulantes de lipideos, tanto na forma de triacilglicerois nas
lipoproteinas quilomicron e VLDL, como também de AGL advindos da lipolise de
TAB, especialmente dos estoques de gordura intra-abdominais, iniciam o processo de
lipotoxicidade em diversos 6rgéos, incluindo figado, coracdo, musculatura esquelética,
pancreas e rins (SCHAFFER, 2003; BOBULESCU, 2010; TRAUNER et al., 2010;
PRADA; SAAD, 2011). O aumento excessivo nos niveis intracelulares de AGL nestes
tecidos leva ao acumulo de metabolitos de AGL potencialmente tdxicos, tais como acil-
CoA graxo, diacilglicerol e ceramidas (GARG, 2015). A disfuncéo celular lipotdxica

ocorre por varios mecanismos, incluindo geracdo de ERO, ativacdo de quinases
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(incluindo certas isoformas de PKC) que inibem componentes da sinalizacdo da
insulina, liberacdo de fatores pré-inflamatdrios e pré-fibroticos, e apoptose induzida por
lipideos (lipoapoptose) (CHAVEZ; SUMMERS, 2010; SAVARY et al., 2012; MITTAL
etal., 2014).

1.2.3 Tecido adiposo marrom e regulacdo do metabolismo energético na
obesidade

Estudos tém indicado a importancia de estratégias capazes de induzir a termogénese
em tecidos adiposos como uma ferramenta promotora de reducdo no peso corporal e de
prevencdo dos disturbios metabdlicos observados na obesidade e no DM tipo 2. Um
destes alvos promissores é o tecido adiposo marrom (KAZAK et al., 2017;
MARINOVIC et al., 2018).

O tecido adiposo marrom (TAM), amplamente composto por adip6citos marrons,
existe exclusivamente em mamiferos e apresenta funcdo termogeénica, isto €, promove
dissipacdo da energia na forma de calor para manter a homeostase térmica corporal. O
gasto energético total pode ser dividido em: (i) gasto energético obrigatdrio ou taxa
metabolica de repouso, medido em condi¢cbes de repouso e necessario para 0
funcionamento basal das células; (ii) gasto energético decorrente de atividade fisica
(variavel); (iii) gasto energético atribuido & capacidade adaptativa termogénica
(variavel, regulada pelo cérebro), definida como producdo de calor sem tremores em
resposta a temperatura ambiente ou dieta (BRONDANI et al., 2012).

Além da fungdo termogénica, o TAM age como um regulador crucial do
metabolismo energético devido a sua elevada capacidade oxidativa (CYPESS; KAHN,
2010). Recentemente, descobriu-se que os adipdcitos brancos podem assumir fenétipo
de adipocitos marrons, sendo estas células conhecidas como “brite” (marrom em
branco) ou adipdcitos beges (GIRALT; VILLARROYA 2013; POHER et al., 2015).
Diferente do TAB, adipocitos marrons e beges possuem significativas quantidades de
mitocOndrias que expressam a proteina desacopladora 1 (UCP 1). Esta proteina converte
energia quimica em calor através do desacoplamento entre a fosforilagdo oxidativa e a
sintese de adenosina trifosfato (ATP), e sua ativagdo ocorre via controle hipotalamico,
com estimulo a liberacdo de noradrenalina (NE) pelo sistema nervoso simpatico (SNS),
que se liga ao receptor P3-adrenérgico e estimula a producdo de adenosina 3',5'-
monofosfato ciclico (AMPc). Ocorre ativacdo da proteina quinase dependente de AMPc

(PKA), e esta fosforila e ativa a lipase hormdnio sensivel (HSL), que promove a

24



hidrélise dos trigacilglicerdis (TAG) armazenados na forma de goticulas lipidicas nos
adipdcitos do TAM, culminando em aumento nas concentra¢es de AGL. A ativacao da
via de sinalizacdo AMPc/PKA também estimula a jusante MAPK p38, na qual fosforila
PGC-1a (peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) e sua
translocacdo para o nucleo estimula a expressdo de UCP 1 (Figura 2; CIOFFI et al.,
2018). A combinacdo entre uma maior velocidade de oxidacdo de AG e geracdo de
gradiente de protons na mitocondria, e a ativacdo de UCP 1 mitocondrial, o resultado
final é o estimulo a termogénese (TOWNSEND; TSENG, 2012).

Adenylyl cyclase NE

" MAG Lipid droplet

FFA"~  Glycerol
N

\-,L\H¢ H* H* H*

RESPIRATORY
CHAIN

N T weow e
B-oxidation

nucleus

mitochondrion

Figura 2. Representacdo esquematica de processos ativados pela noradrenalina
em adipécito marrom, estimulando a termogénese, biogénese mitocondrial e
oxidacdo de acidos graxos no tecido adiposo marrom. A via de sinalizacdo
dependente de PKA, CREB e p38 MAPK estimula a expressdo génica de PGC-la e
UCP 1. A PKA fosforila HSL, promovendo a hidrélise dos triacilglicerdis. Os acidos
graxos livres liberados sdo utilizados como substrato energético mitocondrial e como
ativador de UCP 1. Fonte: CIOFFI et al. (2018)
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Além da ativacdo da PKA, o frio e os aumentos nos niveis de noradrenalina também
aumentam a atividade da proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK),
altamente expressa no TAM. Curiosamente, a ativacdo de AMPK por agonistas f-
adrenérgicos e pelo frio é dependente da inducao de lipdlise, mas ndo requer UCP 1. A
AMPK ¢ ativada por alteracdes na relacdo AMP/ATP, que desempenha um papel
importante na manutencdo do balanco energético intracelular. A AMPK regula a
captacdo da glicose, 0 metabolismo dos acidos graxos e a fun¢do mitocondrial. Também
pode desempenhar um papel potencialmente importante na estimulacdo do programa
termogénico, permitindo aos adipdcitos marrons e beges captarem mais glicose e
aumentarem as taxas de oxidagdo de lipideos e glicose (KANG et al., 2018). As
proteinas da cadeia transportadora de elétrons da membrana interna mitocondrial geram
um gradiente eletroquimico de prétons entre a matriz mitocondrial e o0 espaco
intermembranas, mas a presenca de UCP 1 desacopla a cadeia transportadora de
elétrons e a sintese de ATP via dissipacdao da energia como calor, e consequentemente,
reduz a razdo ADP/ATP (JIA et al., 2010).

Ao contrario dos adipdcitos brancos, os adipocitos encontrados no TAM séo
derivados da linhagem Myf5 (fator miogénico 5) e, portanto, compartilham um
precursor comum com o musculo esquelético (SHAN et al., 2013). O PRDM16 (PR
domain containing 16) é um fator de transcricdo determinante para o controle do
desenvolvimento do TAM, e a superexpressdo desta proteina resulta em “browning”
(desenvolvimento de adip6citos marrom ou bege em tecido adiposo branco) de pré-
adipdcitos viscerais primarios. O PRDM16 promove estimulo a expressdo genica no
TAM via PGC-1a ¢ B (SEALE et al., 2008; HARMS et al., 2014). O principal
regulador da biogénese mitocondrial, 0 PGC-1a, € essencial na adipogénese marrom,
pois estimula a expressdao da UCP 1. A termogénese do TAM requer o consumo de
reservas energeticas, inicialmente aquelas presentes nas goticulas lipidicas e, com a
ativacdo da termogénese no TAM, aquelas derivadas do catabolismo do TAB, fornecem
AGL para ativar a UCP 1 e servir como substratos para a oxidacdo no TAM (GILL;
MERRILL, 2017).

A sirtuina 1 (SIRT 1) € outro importante regulador da termogénese no TAM e uma
de suas principais acdes € promover a desacetilacdo de PPARy (peroxisome
proliferator-activated receptor y). A desacetilacdo de PPARY € necessaria para recrutar
PRDM16, promovendo assim inducgdo da expressao de genes no TAM (PGC-1a e UCP
1) e repressdo da transcri¢do de genes no TAB (C/EBPa e CtBP 1/2). A associacdo
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entre estes importantes componentes leva ao desenvolvimento e regulagédo da fungéo do
TAM. Existem sete isoformas de SIRT, e todas sdo expressas em tecidos adiposos
(FAVERO et al., 2018). A SIRT 1 uma desacetilase proteica nuclear dependente de
NAD" (nicotinamida adenina dinucleotideo) e ortéloga a proteina Sir 2 (reguladora de
informacdo silenciosa). As sirtuinas tém sido cada vez mais reconhecidas como
reguladores cruciais de uma variedade de processos celulares, incluindo regulagéo de
processos metabolicos, resposta ao estresse, tumorigénese e envelhecimento. O
NAD " participa de reacdes redox via transporte de elétrons, alternando entre as formas
aceptor de elétrons (oxidada; NAD *) e doador de elétrons (reduzida; NADH), e atua
assim como um importante indicador do estado energético celular. Um estado de alta
energia promove diminuicdo nos niveis de NAD" celular, incluindo ingestdo de dietas
com alto teor de gordura e respostas inflamatdrias agudas, culminando em reducédo na
atividade da SIRT 1 (RAHMAN; ISLAM, 2011). A reducdo na atividade de SIRT 1 nos
tecidos adiposos leva ao aumento da adiposidade e resisténcia a insulina. A SIRT 1 é
um regulador essencial da homeostase energética sisttmica e a modulagdo
farmacoldgica da SIRT 1 pode ser de interesse para o controle de doengas associadas a
obesidade (JOKINEN et al, 2017).

Situacdes de esgotamento de energia ativam AMPK e SIRT 1, culminando em
aumento na transcricdo génica dependente de PGC-1a. Em condic¢des de ingestdo de
dietas ricas em calorias ou quando a oferta de energia ndo é limitada, a atividade da
AMPK ¢ interrompida pelos altos niveis de ATP intracelular. Da mesma forma, dietas
ricas em gordura aumentam o SRC-3 (steroid receptor coactivator-3), que regula
positivamente os niveis da histona acetil-transferase (GCN5) que, por sua vez,
desempenha o papel oposto da agdo da SIRT 1 na acetilagdo de PGC-1a, diminuindo
assim a atividade transcricional da PGC-1a. Perturbagdes nesta rede metabdlica que
controla a atividade da PGC-la podem contribuir de forma importante para o
estabelecimento das complicacdes metabdlicas observadas na obesidade (CANTO;
AUWERX, 2013).

PGC-1a foi inicialmente caracterizado como um coativador induzido pelo frio por
PPARy (PUIGSERVER et al., 1998). O PPARY ¢ um regulador chave da biogénese
mitocondrial e termogénese adaptativa (ALCALA et al., 2019). O PGC-lo também
aumenta a expressdo de muitos fatores de transcricdo e pode se ligar a membros da
familia de receptores nucleares, incluindo o NRF 2 (nuclear erythroid 2-related factor

2). A ativacdo de PGC-1a aumenta a expressao de NRF 2, e esta regula a expresséo de
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proteinas da cadeia transportadora de elétrons, incluindo a proteina citocromo c oxidase
do complexo IV. O PGC-la desempenha papel critico na manutengdo da fungdo
mitocondrial e metabolismo energético celular, e sua indugdo regula o metabolismo
oxidativo mitocondrial, bem como a biogénese mitocondrial e o recrutamento de
enzimas modificadoras da cromatina (DOMINY; PUIGSERVER, 2013). A importancia
de PGC-1a no tecido adiposo foi estabelecida em camundongos knockout para PGC-1a
especificamente nos adipdcitos, e estes animais desenvolveram resisténcia a insulina e
apresentaram niveis aumentados de lipideos circulantes quando alimentados com dieta
hiperlipidica (KLEINER et al., 2012). Assim, o papel de PGC-la na regulacdo da
homeostase energética indicam este fator como um alvo importante para o
desenvolvimento de terapias para o combate da obesidade e do DM (SINGH et al.,
2017).

1.2.4 Resisténcia a insulina

A obesidade encontra-se frequentemente relacionada com niveis anormalmente
elevados de glicose e lipideos no sangue, com aumento nos niveis de colesterol (em
especial a lipoproteina de baixa densidade, LDL) e triacilglicerdis, bem como
diminuicdo do colesterol de lipoproteinas de baixa densidade (HDL). A
hiperinsulinemia compensatoria, por sua vez, estimula a sintese de triacilglicerois e de
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), contribuindo ainda mais para a
hipertrigliceridemia (VAN GAAL et al., 2006).

A resisténcia a insulina é principalmente caracterizada por uma resposta diminuida
da insulina nos tecidos-alvo, normalmente associada a reducdo na capacidade de ativar
IRS-1 via fosforilagcdo em residuos de tirosina, culminando em diminuicdo na atividade
de fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e de eventos subsequentes, incluindo menor
ativacdo da proteina quinase AKT, efetora das agdes intracelulares da insulina
(PRADA; SAAD, 2011). A resisténcia a insulina na obesidade tem relagdo com as altas
concentragdes de AGL, contribuindo para um aumento na sintese de metabolitos toxicos
no masculo esquelético, como por exemplo o diacilglicerol. O diacilglicerol ativa a
proteina quinase C-6 (PKC-8), que promove fosforilagdo de IRS-1 em residuos de
serina (inibitoria) e reducdo na fosforilacdo em residuos de tirosina (estimulatéria), e
assim ocorre inibicdo na captacdo de glicose dependente do transportador de glicose 4
(GLUT 4) (HOLLAND et al., 2007). A ativagdo destas isoformas da PKC também é
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responsavel pela ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-«xB); ativacdo de NF-xB causa
superproducdo de TNF-a e IL-6 nos adipdcitos. Ceramida é outro metabolito lipidico
que tem relacdo com inibicdo na atividade de AKT (SCHMITZ-PEIFFER, 2000;
SCHRAUWEN-HINDERLING et al., 2006; CHOW et al., 2010; RITTER et al., 2015).
A subsequente hiperglicemia impactara tecidos onde a captacdo de glicose ocorre de
forma independente da insulina, tais como pancreas, endotélio vascular, retina, rins e
figado, culminando em aumento nas concentragdes intracelulares de glicose,
culminando no estresse glicoxidativo (BROWNLEE, 2005; JUNG; CHOI, 2014).

1.2.5 Estresse oxidativo

O desequilibrio no metabolismo de lipideos e carboidratos na obesidade contribui
para a suscetibilidade do organismo as les6es oxidativas. Na obesidade, ocorre aumento
na geracao de espécies reativas de oxigénio (ERQ), e estas sdo capazes de promover
danos a diversas biomoléculas e perda de funcionalidade, culminando em injdrias
celulares e teciduais (DALLE-DONNE et al., 2006; FERNANDEZ-SANCHEZ et al.,
2011). E inevitavel a formacdo de ERO como um subproduto do metabolismo
oxidativo, principalmente na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial
(BROWNLEE, 2005).

Anion radical superoxido (Oye-), peroxido de hidrogénio (H,0,) e 6xido nitrico
(NOr¢) sdo considerados as principais ERO “primdrias”, no entanto outras espécies
também se encontram aumentadas em condicBes de estresse oxidativo, como por
exemplo o radical hidroxil (*OH) e oxigénio singlete (10,) (SINDHU et al., 2004).
Além disso, elevados niveis de IL-1pB, IL-6 e TNF-o na obesidade aumentam a produgéo
de NO®; o aumento de NO® estabelece prejuizos no metabolismo mitocondrial e
contribui para o aumento dos processos de lipoperoxidagdo (GOVINDARAJ; PILLAI,
2015).

As atividades diminuidas de enzimas antioxidantes, tais como superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH-Px), bem como uma reducdo nos
niveis de glutationa reduzida (GSH), tém sido também relacionadas ao estabelecimento
do estresse oxidativo. Além disso, um dos principais mecanismos de defesa celular
contra o estresse oxidativo é a ativagdo do fator NRF 2 (nuclear erythroid 2-related
factor 2), um fator de transcricdo que regula a expressédo de enzimas detoxificantes de

fase I, NAD(P)H desidrogenase, glutationa peroxidase, ferritina, heme oxigenase-1
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(HO-1), bem como enzimas antioxidantes. Tais componentes protegem as células contra
varias lesdes via seus efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes. Assim, a ativacdo de
NRF 2 influencia a expressdo de genes cujos produtos estdo envolvidos na
detoxificacdo e eliminacdo de oxidantes reativos e agentes eletrofilicos, aumentando
assim a capacidade antioxidante celular (AHMED et al., 2017). Sob condig¢des basais, 0
NRF 2 em seu estado inativo € mantido no citoplasma ligado & Keapl (Kelch-like ECH-
associated protein 1), com uma meia-vida de apenas 20 minutos, o0 NRF 2 é
constantemente alvo de ubiquitinacdo pelo Keapl com conseqliente degradacdo via
proteassomal. Em condicdes de estresse oxidativo os residuos de cisteina do sitio ativo
de Keapl, impedem que interaja com NRF 2. Com o acumulo de NRF 2 no citoplasma
é translocado para o nacleo onde se liga ao elemento de resposta antioxidante (ARE). A
ativacdo de ARE aumenta a transcricdo de varias enzimas e proteinas antioxidantes,
reduzindo assim citotoxicidade das ERO (Figura3; LIU et al., 2015).
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Figura 3. A ativacdo de NRF 2 aumenta a expressdo de enzimas antioxidantes e
protege a célula contra as agressdes associadas ao estresse oxidativo. A dissociacdo
entre Keapl e NRF 2 promove a translocacdo de NRF 2 para o nlcleo, onde se liga a
ARE. Com a ativacdo da ARE, ocorre a ativacdo transcricional das enzimas
antioxidantes heme oxigenase-1 (HO-1), NADPH desidrogenase (NQOL1), superdxido
dismutase 2 (SOD2), catalase, tioredoxina 1 (Trx1) e glutaredoxina 1 (Grx1). A HO-1
converte 0 heme em mondxido de carbono, ferro (I1) e biliverdina, estes indiretamente
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removem ERO. NQO1 converte enzimas e outras proteinas (R) a sua forma reduzida
(RH) via utilizacdo de poder redutor de NADPH. O O, é convertido em H,O, por
SOD2 e em seguida convertida em H,O pela catalase. Em geral, a ativacdo de NRF 2
promove a sobrevivéncia das células durante o estresse oxidativo. Fonte: LIU et al.
(2015), modificado.

Outro mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo ocorre via agdo da enzima
antioxidante paraoxonase 1 (PON 1), uma esterase dependente de célcio conhecida por
catalisar a hidrolise de compostos organofosforados (paraoxon e diazoxon).
Amplamente distribuida nos tecidos (figado, rim, intestino e também no plasma
sanguineo), a PON 1 é sintetizada no figado, e no soro encontra-se associada a
lipoproteina HDL. Alteragdes no tamanho e na forma da HDL afetam a afinidade e a
estabilidade da interacdo PON 1, resultando em reducdo na capacidade antioxidante.
PON 1 inibe a oxidagdo da LDL, resultando em protecdo contra os estagios iniciais e
tardios da aterogénese. A superexpressdo de PON 1 também inibe a formacgdo de
hidroperdxidos lipidicos em HDL, protegendo sua integridade e funcdo, estimulando
também o efluxo celular de colesterol e aumenta a capacidade do transporte reverso do
colesterol (LI et al., 2003; MARTINELLI et al., 2013; RUPEREZ et al., 2014).

Niveis elevados de marcadores de estresse oxidativo sdo observados na obesidade e
no DM, como por exemplo o malondialdeido (marcador de lipoperoxidagdo) e grupos
carbonil em proteinas (TELCI et al., 2000; ARCARO et al., 2014; ASSIS et al., 2017;
KIM et al., 2018). Por fim, 0 aumento de ERO participa no estabelecimento de diversas
complicagdes observadas no DM (MADONNA; DE CATERINA, 2011), tais como
retinopatias, nefropatias e neuropatias autonémicas e periféricas, as quais estdo
correlacionadas com indices elevados de morbidade e mortalidade observadas no DM
(NICKERSON; DUTTA, 2012).

1.2.6 Produtos finais de glicacdo avancada (AGEs)

A manutencdo da hiperglicemia por longos periodos também é responsavel pelo
aumento na formacgdo de produtos final de glicacdo avancada, os AGEs (advanced
glycation end products), que também estdo envolvidos na patogénese do DM tipo 2 e
suas complicagbes. A producdo de AGEs ocorre principalmente com o processo de
glicacdo de proteinas, via reacdo de Maillard, quando grupos carbonil de

monossacarideos reagem com grupos amino de proteinas, gerando bases de Schiff, que
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se rearranjam em produtos de Amadori. Além dos estagios que levam a formacéo de
produtos de Amadori, intermediarios ou subprodutos de auto-oxidacdo da glicose,
lipoperoxidagdo ou da via dos poliois também levam & geragdo de dicarbonilas
altamente reativas (NOWOTNY et al., 2015; BIERHAUS et al., 1998).

A formacdo de AGEs resulta em alteracGes nas estruturas das proteinas devido a
formagdo de ligagdes cruzadas (cross-linking). Os AGEs sdo frequentemente
encontrados na matriz extracelular, e também podem estar associados a promoc¢éo de
morte celular ou reducdo da adesdo e migracdo celular. Os AGEs formados na matriz
extracelular resultam em diminuicdo da elasticidade da parede vascular e suprimem a
producdo de 6xido nitrico, causando prejuizos na vasodilacdo dependente do endotélio,
um passo inicial para a aterosclerose (YAMAGISHI et al., 2008). O colageno é uma das
proteinas extracelulares mais prejudicadas pelos efeitos diretos de AGEs, contribuindo
assim nos processos de envelhecimento. Proteinas intracelulares também séo alvos de
modificacbes por AGEs, prejudicando suas fungdes. A formacdo de AGEs ¢é
predominantemente enddgena, mas esses produtos podem ser introduzidos no
organismo por fontes exdgenas, incluindo a dieta (OTT et al., 2014).

Intermediarios glicoliticos produzidos em reacdes do tipo Maillard ou em processos
de auto-oxidacdo da glicose também contribuem para a producéo exacerbada de AGEs;
dentre estes intermediarios, destacam-se os compostos dicarbonilicos (glioxal,
metilglioxal, 3-desoxiglucosona), considerados potentes indutores da formacdo de
AGEs. Os compostos dicarbonilicos levam a producdo de AGEs especificos. Glioxal
leva a formagdo de Ne-(carboximetil) lisina (CML), dimero de lisina derivado de
glioxal (GOLD), Nw-(carboximetil) arginina (CMA) e S-carboximetilcisteina.
Metilglioxal gera os produtos Ne-(carboxietil) lisina (CEL), dimero de lisina derivado
de metilglioxal (MLOD), arg-pirimidina e hidroimizalona MG-HL1. Ja 3-deoxiglicosona
leva a formacgdo de pirralina, pentosidina, imidazolona e também CML. Quando
metilglioxal reage com residuos de lisina de proteinas, pode ser produzido um
homdlogo de CML-AGE, conhecido como Ne-(carboxietil) lisina. (NOWOTNY et al.,
2015; Figura 4).
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Figura 4. Formacdo dos produtos finais de glicacdo avancada (AGEs). A
formacgéo de AGEs ocorre via diversos mecanismos, incluindo glicagéo proteica (reagéo
de Maillard) com formacéo de produtos de Amadori, via produtos da auto-oxidacdo da
glicose e da peroxidacéo lipidica, via intermediérios da glicolise e da via dos poliois.
Todos estes processos geram compostos dicarbonpilicos altamente reativos, que
culminam na formacédo de AGEs. Fonte: NOWOTNY et al. (2015).

Assim como os intermediarios da glicoxidacdo, produtos da lipoperoxidacdo de
acidos graxos poli-insaturados também conduzem a formacdo de compostos de
lipoxidagcdo (ALEs, advanced lipoxidation end products), resultante da formacdo de
compostos carbonilicos e produtos mais estaveis como cetonas. Os compostos
carbonilicos reativos formados neste processo sdo aldeidos e dicarbonilas, incluindo
hidroxialcenal, acroleina, malondialdeido, glioxal e metilglioxal, que reagem com
proteinas formando adutos (ALEs), que induzem disfungdes proteicas e alteram as
respostas celulares. A carboximetilisina (CML) € um dos produtos avangados
comumente encontrado em eventos de glicoxidacdo e lipoxidacdo. O envelhecimento e
a insuficiéncia renal, na auséncia de outros fatores de risco, incluindo o diabetes
mellitus, também estdo associados ao aumento na formacgédo, menor eliminacdo renal e
acumulo de AGEs (INOGUCHI et al., 2000; MATSUDA; SHIMOMURA, 2013).
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1.2.7 Receptores de AGEs

Existem duas categorias de receptores de AGEs: aqueles que participam da
degradacdo de moléculas modificadas por AGEs e aqueles que participam de processos
de transducdo de sinal celular quando ligados aos AGES. Ambos Sd0 expressos em
varios tipos de células. Os receptores que medeiam a endocitose e a degradacdo de
moléculas modificadas por AGEs incluem o CD36 (cluster of differentiation 36), os
receptores scavenger de macrofagos | e Il e os receptores especificos para AGEs dos
tipos 1, 2 e 3 (AGER 1, AGER 2 e AGER 3). J& o receptor de AGEs (RAGE) é um
membro da superfamilia de imunoglobulinas, e também atua como um receptor
sinalizador para peptideo beta-amiloide (B), fibrilas de folha B, fosfatidilserina, acido
lisofosfatidico (LPA), membros da familia S100/calgranulina e grupo de alta
mobilidade 1 (HMGBL1), e encontra-se envolvido na promocéo de inflamacéo e estresse
oxidativo (PASUPULATI et al. 2016).

A alimentacdo com alto teor de lipideos desencadeia a producdo e acumulacao de
ligantes (como CML, S100/calgranulina e HMGB1) de RAGE que ativam a sinalizagédo
inflamatdria levando a obesidade e a resisténcia a insulina e, portanto, um fator de risco
para o desenvolvimento de DM2 e complicacbes da obesidade, como a esteatose
hepética ndo alcodlica, doenca coronariana, cancer hepatocelular e doenca renal crénica
(SONG et al., 2014; LOPEZ- DIEZ et al., 2016).

Além do potencial lesivo direto dos AGEs, estes também promovem prejuizos
dependentes da ativacdo dos receptores RAGE. A interacdio AGE/RAGE ativa a
NADPH oxidase, a qual leva ao aumento na geragédo de ERO. O aumento na geracédo de
ERO ativa NF-kB, que induz a transcri¢do de genes inflamatorios da parede vascular
(BASTA et al., 2004). A proteina quinase C (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 célcio. O
estresse oxidativo induzido pela obesidade e a hiperglicemia tem participagdo no
estabelecimento de diversas complicagOes, especialmente aterosclerose e danos
microvasculares em retina, rim e nervos (TANGVARASITTICHAL, 2015).

Os RAGE podem contribuir para a patogénese da obesidade e resisténcia a insulina
induzida por uma dieta rica em gordura. Amplamente distribuido em muitos tecidos e
tipos de células, o0s RAGE sdo expressos em baixos niveis na maioria das células

saudaveis. O RAGE ¢é um receptor multiligante de superficie celular pertencente a
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familia das imunoglobulinas, e reconhece, além dos AGEs, alguns sinais inflamatorios e
de estresse oxidativo, grupo de alta mobilidade grupo 1 (HMGB1), S100/calgranulinas,
peptideos B-amiloides, entre outros (KOYAMA; YAMAMOTO, 2012). A interagdo
entre ligante e RAGE induz varios tipos de cascatas de sinalizacdo, dependendo do tipo
de célula e da condicdo fisiopatoldgica; dentre os componentes que participam da
cascata de transducéo de sinal dos RAGE podem ser citados 0os 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), proteina quinase C (PKC) e proteina de resposta de crescimento
inicial 1 (Egr-1). Estas vias de sinalizagédo associadas ao receptor RAGE culminam em
estimulos para a transcricao de genes pré-inflamatdrios e causam alteragdes fenotipicas
celulares, incluindo estimulo a migracdo, invasdo, proliferacdo e apoptose (OTT et al.,
2014). A ativacdo de RAGE também estimula a cascata PI3K/PKB/IKK e a
translocacdo de NF-xB para o nucleo. O NF-kB também pode se associar a regido
promotora de RAGE, aumentando sua expresséo (XIE et al., 2013).

Vaérias isoformas de RAGE ja foram descritas, incluindo a sua forma sollvel
(SRAGE). A isoforma sRAGE se origina do processamento alternativo do mRNA
RAGE e/ou de sua clivagem proteolitica. Existem dois tipos de SRAGE: esRAGE,
também conhecidos como sRAGE_v1 e cRAGE. Uma variante de splicing codifica a
forma esRAGE secretada, e a clivagem de RAGE na membrana através de
metaloproteases produz cRAGE. As principais formas soliveis de RAGE (cCRAGE e
esRAGE) tém funcéo de ligacdo de AGEs e outros ligantes, impedindo a interacdo com
o0 receptor RAGE de membranas. O aumento nas concentragdes de SRAGE facilita a
degradacdo de AGEs e previne a ativacdo de cascatas de sinalizacdo pré-inflamatorias
mediadas por RAGE. Como as concentracfes séricas de SRAGE se correlacionam
inversamente com patologias induzidas por AGEs, a neutralizacdo de AGEs por
receptores SRAGE poderia ser uma abordagem para prevenir a toxicidade por AGEs
(BONGARZONE et al., 2017).
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Figura 5. Vias de sinalizagdo ativadas pela interacdo de AGEs com receptor
RAGE. A ativacdo de RAGE aumenta o estresse oxidativo e aumenta a transcricdo de
genes relacionados a processos inflamatorios e apoptose. O receptor circulante de AGEs
(SRAGE) liga-se aos AGEs circulantes, apresentando assim um potencial papel protetor.
Fonte: MERHI (2013), modificado.

Além dos sRAGE, o organismo também possui sistemas enddgenos para a
detoxificacdo dos AGEs e assim minimizacdo de seus efeitos deletérios.

Existem varios receptores de AGEs, como a familia de receptores de produtos
finais de glicacdo avancada (AGER) e a familia de receptores de elimina¢do (SC), que
medeiam a endocitose, levando a captacdo e degradacdo intracelular de AGEs por sua
fusdo com lisossomas (CHEN et al., 2018). O receptor AGE-R1 consiste de uma
proteina com Unico dominio transmembrana, um grande dominio glicosiltransferase N-
terminal e uma cauda C-terminal curta. O dominio N-terminal do AGE-R1 est
localizado no limen do reticulo endoplasmatico, uma vez que a enzima faz parte do
complexo oligossacariltransferase, e também existe na membrana plasméatica com o seu
dominio N-terminal voltado para o espago extracelular. O receptor AGE-R1 (também
conhecido como DDOST ou OST-48) se opde ou intercepta os efeitos pro-inflamatérios
dos receptores RAGE. O AGE-R1 inibe a atividade da NADPH oxidase e enfraquece

geracdo de estresse oxidativo, bem como a sinalizacdo mediada por ERO. Tem sido
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sugerido que AGE-R1 facilita a captacdo de AGEs e impede a ativacdo da sinalizacdo
pro-inflamatoria do eixo AGE-RAGE. Os receptores AGE-R1, AGE-R2 e AGE-R3 séo
expressos em muitos tipos diferentes de células, incluindo células renais, células
musculares lisas, células neuronais, linfocitos T, macrofagos e células endoteliais
(ABATE et al., 2015).

O mecanismo proposto para AGE-R1 na inibi¢do da sinalizagdo da inflamagéo e
estresse oxidativo, se deve ao exercer suas funcdes através de SIRT 1, na qual inibe NF-
kB por desacetilacdo, resultando em menor inflamacdo e estresse oxidativo. A
transcricdo de genes relacionados ao estresse oxidativo e a inflamacdo € inibida por
AGE-R1 e SIRT 1. O suprimento prolongado de AGEs externos, regulam
negativamente a expressdo de AGE-R1 e SIRT 1 reduzindo os efeitos inibitérios na
sinalizacdo de RAGE (Figura 5; POULSEN et al, 2013). Os AGEs agindo via ERO, sdo
potentes supressores de NAD *, parcialmente reduzindo os niveis de SIRT 1. A
diminuicdo dos niveis de SIRT 1 promove acetilagdo de NF-«kB p65 aumentando a
transcricdo de genes inflamatdrios. O AGE-R1, bloqueando AGEs, controla muitos
desses efeitos. Os efeitos protetores do AGE-R1 podem se originar de sua longa cauda
extracelular com alta aderéncia a AGE, que interfere competitivamente com as
interacdes AGE-RAGE. Esta propriedade pode constituir a esséncia do sinergismo
positivo entre AGE-R1 e SIRT 1 (Figura 6; VLASSARA; STRIKER, 2011).
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Figura 6. Interagdes de AGEs com RAGE e AGE-R1 sob condicbes de
diferentes niveis de AGEs. (a) baixos niveis de AGEs e (b) sobrecarga de AGEs.
Fonte: CHEN et al. (2018).

A captacdo de AGEs por seus receptores e receptores scavenger promovem a
endocitose e dentro dos endossomas recém-formados, os AGEs sdo dissociados do
receptor, devido ao maior pH no interior dos endossomas. Ap0s a separacao, o receptor
pode ser reciclado e transferido de volta para a superficie das células. Os endossomas
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com AGEs fundem-se com os lisossomas, seguindo para o processamento de AGEs por
proteases lisossomais. Pequenos peptideos modificados por AGEs séo liberados das
células, por mecanismos desconhecidos, e em seguida transportados para filtracdo pelos
rins; prejuizos na funcao renal resultam em acumulos de AGEs (OTT et al., 2014).

Estes mecanismos de detoxificacdo dependentes de receptores de AGESs encontram-
se prejudicados no DM, em especial com reducdo na atividade de AGE-R1, o que
contribui para o acimulo de AGEs e portanto, lesdo tecidual (PINKAS; ASCHNER,
2016).

O sistema da glioxalase consiste de duas enzimas, GLO 1 e GLO 2, que catalisam
reacOes sucessivas e dependentes de glutationa reduzida (GSH). Estas enzimas
catalisam a conversdo de compostos carbonilicos, como o metilglioxal, em &cido
lacticoo. A GLO 1 catalisa a isomerizacdo do hemitioacetal (formado nao
enzimaticamente a partir do metilglioxal e GSH) para S-D-lactoilglutationa, e a GLO 2
catalisa a hidrdlise de S-D-lactoilglutationa em D lactato, regenerando GSH utilizada na
reacao catalisada por GLO 1 (Figura 7; RABBANI et al., 2017).

CH,COCHO
Methylglyoxal

Glyoxalase | I:&

GSH CH,;CH(OH)CO-SG
S-D-Lactoylglutathione

Glyoxalase Il <:ﬂ*y§
H

20

CH;CH(OH)CO, +H*
D-Lactate

Figura 7. Detoxificacdo do metilglioxal pelo sistema da glioxalase. Fonte:
RABBANI et al. (2017).

Baixos niveis de GLO 1 na obesidade culminam em niveis aumentados de
metilgloxal e em estresse dicarbonilico, o qual contribui para a resisténcia a insulina e
inflamacdo (RABBANI et al., 2018). Em resposta aos niveis elevados de dicarbonilas a
regulacéo positiva da GLO 1 ocorre por meio do fator de transcrigdo NRF 2 (XUE et al.,
2014). A expressdo elevada de glioxalase reduz a formagéo intracelular de AGEs, que

por sua vez reduz o estresse oxidativo e apoptose celular. A inducdo de mecanimos de
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detoxificacdo de AGEs, incluindo o sistema da glioxalase e o receptor AGE-R1,
conferem protegdo contra a glicagdo, impedindo o acumulo de intermediarios altamente
reativos (HOLLENBACH, 2017)

1.2.8 Efeitos de sensores metabdlicos celular na obesidade

A proteina SIRT 1 é conhecida como uma histona desacetilase dependente
de nicotinamida-adenina-dinucleido (NAD") e atua como um fator de transcrigdo e um
cofator, além de ser um alvo para as proteinas histonas e nao histonas. Estados de baixa
energia aumentam os niveis de NAD", incluindo o jejum, a restricdo caldrica e o
exercicio fisico, e portanto estimulam a atividade de SIRT 1. Por outro lado, estados de
alta energia que diminuem os niveis de NAD", incluindo a ingestdo de dietas com alto
teor de lipideos e respostas inflamatorias agudas, reduzem a atividade de SIRT 1
(YOSHINO et al., 2011). A SIRT 1 protege as células contra o estresse oxidativo,
regula o metabolismo da glicose e lipideos e promove a estabilidade do DNA por meio
da ligagdo e desacetilacdo de vérios substratos (LI, 2013). A SIRT 1 também exerce
efeitos anti-inflamatorios via inibicdo de NF-xB. Foi demonstrado que a duracdo da
acdo nuclear do NF-xB ¢ altamente regulada por acetilacdo, e SIRT 1 inibe a via de
sinalizacdo do NF-«B através da desacetilagdo de p65 (YANG et al., 2010).

A SIRT 1 regula varios processos, incluindo autofagia, homeostase energética,
biogénese mitocondrial e apoptose (ZHONG et al., 2018). Evidéncias sugerem que
SIRT 1 desempenha um papel importante em varias doencas renais, fornecendo
protecdo contra condicdo de estresse celular associado a lesdao renal (HASEGAWA et
al., 2010; HUANG et al., 2015). J& no figado, a SIRT 1 regula positivamente PPARa. A
delecdo especifica de SIRT 1 em hepatdcitos prejudica a sinalizagdo de PPARa ¢
diminui a B-oxidacdo de &cidos graxos. A SIRT 1 regula a expressdo da proteina
desacopladora 2 (UCP 2) em células beta pancreéaticas; tal regulacdo encontra-se
prejudicada pelo excesso de acidos graxos, contribuindo para as complicacfes da
obesidade e do DM no figado. A SIRT 1 também regula positivamente as proteinas do
receptor de figado X (LXR) e do receptor farneséide X (FXR), receptores nucleares que
funcionam como sensores de colesterol e acidos biliares, regulando metabolismo do
colesterol (RAHMAN; ISLAM, 2011). Durante o jejum de curto prazo, a SIRT 1 inibe
TORC 2 (também conhecido como CRTC2), um coativador de transcri¢do regulado por
CREB, um fator de transcricdo dependente da sinalizacdo do AMPc envolvido na

ativacdo de genes da gliconeogénese, culminando em reducdo da gliconeogénese. No
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entanto, o jejum prolongado, ha aumento na desacetilacdo mediada por SIRT 1 e
ativacdo de PGC-la, um co-ativador essencial para vérios fatores de transcricao,
resultando no aumento da oxidag&o de acidos graxos (LI, 2013).

No musculo esquelético, SIRT 1 estimula a expressao de genes de componentes que
participam da oxidacdo dos &cidos graxos através do PGC-la, promovendo assim
sensibilizagdo a insulina (WILLIAMS; GURD, 2012). Além disso, a SIRT 1 pode
melhorar a sensibilidade & insulina através da interacdo com AMPK, por aumento da
fosforilacéo e atividade desta quinase. O resultado combinado é o aumento da biogénese
mitocondrial e da oxidacédo de &cidos graxos (BANERJEE et al., 2016). Por outro lado,
evidéncias sugerem que a ativacio da AMPK leva ao aumento dos niveis de NAD"
celular por aumento da nicotinamida fosforibosiltransferase (NAMPT), que
subsequentemente modula a sinalizacéo de SIRT 1 e a desacetilacdo dos seus alvos, tais
como PGC-1a (CHAU et al., 2010; KIM et al, 2013), FOXO1 (CANTO et al., 2009),
FXR (GARCIA-RODRIGUEZ et al., 2014) e PPARa (KANG et al., 2016).

A SIRT 1 promove a biogénese mitocondrial através da desacetilagdo e ativagdo de
PGC-1a. O PGC-1a coativa a transcricdo do NRF 2, que, por sua vez, regula o fator de
transcricdo mitocondrial A (TFAM). O TFAM pertence ao grupo de proteinas de alta
mobilidade e transloca para a matriz mitocondrial, onde estimula a replicagdo do DNA e
a expressdo génica mitocondrial. Um grande numero de substratos de desacetilacéo de
SIRT 1 tem sido identificado, e varios deles estdo relacionados a manutencdo da
homeostase redox mitocondrial, incluindo p53, MnSOD e glutationa peroxidase 1
(TANG, 2016).

O PGC-1la sofre varias modificacbes pds-transducionais, incluindo acetilacdo e
fosforilagdo. A acetilagdo de PGC-1a ocorre em residuos de lisina e é catalisada pela
histona acetil transferase GCN5 (DOMINY et al., 2010). A acetilacdo altera a
localizacdo celular de PGC-1a e inibe sua atividade transcricional. Por outro lado, a
desacetilacdo de PGC-1a dependente de SIRT 1 aumenta sua atividade transcricional. A
PGC-1a ¢ fosforilada tanto pela proteina quinase p38 ativada por mitdgeno quanto pela
AMPK, aumentando sua atividade. Por outro lado, a fosforilacdo da PGC-1a pela AKT
diminui a sua atividade transcricional (PRICE et al., 2012; TANG, 2016).

A obesidade esta associada a reducdo da ativacdo da AMPK, concomitante com
alteragfes na glicolise, sensibilidade a insulina, metabolismo lipidico hepatico e
inflamacdo. Como um sensor de energia celular, a AMPK ¢ ativada em resposta a

uma variedade de condicBes de baixos niveis de energia celular, e que levar ao
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aumento na razdo AMP/ADP, tal como a privacdo de nutrientes (especialmente
glicose), hipdxia e exposi¢édo a toxinas que inibem a cadeia respiratoria mitocondrial.
Além disso, a AMPK pode ser ativada em resposta a varios agentes farmacologicos. A
AMPK é um complexo de proteina serina/treonina-quinase, uma enzima trimérica
composta por subunidades a catalitica e ndo cataliticas f ¢ y. O AMP encontra-se ligado
as subunidades vy; trés residuos de arginina sdo o local de ligacdo para o AMP.
Isoformas de AMPK variam entre os tecidos, sendo uma consequéncia de diversas
combinagbes de subunidades em diferentes tipos de células (MIHAYLOVA; SHAW,
2011).

A AMPK tem um papel fundamental na manutencdo do equilibrio entre os
programas anabdlicos e catabdlicos para a homeostase celular. A ativacdo fisiologica
da AMPK envolve a fosforilacdo do residuo de Thr-172 na regido N-terminal na
subunidade catalitica o. A AMPK torna-se totalmente ativada através do seguinte
mecanismo: a ligagdio de AMP ou ADP a subunidade y induz uma alteracdo
conformacional que favorece a fosforilagdo de Thr-172, e a0 mesmo tempo protege
contra a defosforilacdo por fosfatases (KIM et al.,, 2016). Duas quinases sdo
responsaveis pela fosforilacdo de Thr-172 em AMPK, a LKBL1 (liver-kinase-B1) e a
CaMKKSp (proteina quinase dependente de Ca®*/calmodulina B). A ligacdo do AMP,
mas ndo do ADP, resulta em ativacdo alostérica da AMPK de até 10 vezes (GOWANS
et al., 2013). A AMPK pode ser inativada por PKA, em especial durante situacfes de
ativacdo de gliconeogénese, e também pode ser inibida pela insulina via AKT, que
fosforila a AMPK em Ser-491 na subunidade 02 (KIM et al., 2016).

A AMPK foi originalmente descoberta como uma quinase que tem como substrato
as enzimas acetil-CoA carboxilase (ACC1 e ACC2) e HMG-CoA redutase, enzimas-
chave nas vias de sintese de &cidos graxos e de esterdis, respectivamente. Em tecidos
como musculo esquelético e tecido adiposo, a AMPK regula a captacao de glicose, por
meio de estimulo a translocacdo de GLUT 4. A AMPK tambem estimula HSL (lipase
horménio sensivel) e ATGL (adipose triglyceride lipase). Além disso, a AMPK
fosforila e inibe fatores de transcri¢do que ativam programas transcricionais glicoliticos
e lipogénicos, mais notadamente SREBP1 (proteina reguladora do elemento esterol 1,
regulador da transcricdo de genes que codificam para proteinas lipogénicas), HNF-4a
(fator nuclear hepatocito-40) e ChREBP (proteina de ligagdo a elemento responsivo a
carboidratos). Assim, a ativacdo aguda de AMPK favorece a captacdo de glicose para

promover a restauracdo dos niveis de ATP, enquanto que a ativagdo sustentada de
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AMPK reprograma as células para reducdo na velocidade de sintese de glicose e
lipideos e favorecer a oxidagdo de &cidos graxos como fonte de energia. A AMPK é
considerada um dos principais alvos terapéuticos para o tratamento de doencas
metabdlicas, incluindo DM tipo 2 e obesidade (GARCIA; SHAW, 2017). Portanto, a
ativacdo farmacoldgica dos sensores metabdlicos SIRT 1/AMPK podem ser importantes

para a prevencdo de doengas metabolicas associadas a obesidade.

1.2.9 Trigonelina e Curcumina

Diversos ativos naturais tém chamado a atencdo por seus efeitos antioxidantes e
anti-inflamatorios na prevencéo/atenuacao de complicacGes relacionadas a obesidade e
DM. A trigonelina € um alcaloide (4cido N-metilnicotinico, C;H;NO,, Figura 8), isolado
inicialmente das sementes da planta Trigonella-foenum-graecum L. (feno-grego)
(ZHOU et al.,, 2012; ILAVENIL et al., 2014). Outros alimentos também contém
trigonelina, incluindo o meldo, milho, cebola, ervilha, soja e café (ZHOU et al., 2012;
ILAVENIL et al., 2014).
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Figura 8. Estrutura quimica da trigonelina. Fonte: ZHOU et al. (2012).

A trigonelina possui também atividades anticarcinogénica (LIAO et al., 2015),
antioxidante e antimicrobiana (KADAIKUNNAN et al., 2015); promove protegédo
hepatica e renal (HAMDEN et al., 2014); causa inibigdo da adipogénese (ILAVENIL et
al., 2014); possui propriedades antitromboticas (KALASKA et al., 2014). A trigonelina
também apresenta propriedades benéficas ao sistema nervoso central, melhorando
alteracOes associadas a doenca de Alzheimer, deméncia (ZAMEER et al., 2017) entre
outros. Recentemente, um estudo realizado Chowdhury et al. (2018) atribuiu o papel
neuroprotetor da trigonelina as propriedades antioxidantes, antiglicativas e

anticolinesterasicas; o tratamento impediu a formagdo precoce e tardia de AGEs
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promovendo a reversdo de danos oxidativos e melhorando o desempenho cognitivo de
camundongos com amneésia.

Estudos em modelo experimental de DM demonstraram que o tratamento com
trigonelina reduz a hiperglicemia e os niveis circulantes de triacilglicerol e colesterol,
protege as células B pancreaticas contra o estresse oxidativo e aumenta a sensibilidade
periférica & insulina (ZHOU et al., 2013; ADALKINAH et al., 2017). Os efeitos
benéficos da trigonelina é muito estudado nas alteracdes metabdlicas do DM, porém
ainda faltam estudos sobre seu mecanismo de acgéo e seus efeitos na obesidade.

A curcumina (C,1Hz006, Figura 9) € um pigmento extraido dos rizomas da planta
Curcuma longa, pertencente a familia Zingiberaceae, sendo encontrado em temperos
como o acafrdio (AGGARWAL et al., 2003); tem sido usada hd anos como pigmento
dietético em condimentos e medicina tradicional. Um grande ndmero de estudos
demonstra que a curcumina tem acdes pleiotropicas, ou seja, tem uma vasta gama de
atividades biol6gicas (GUPTA et al., 2013; GHOSH et al., 2015). A curcumina € um
polifenol (diferuloilmetano) muito estudado pelas suas propriedades anti-inflamatérias,
antiobesogénicas, anti-hiperglicemiante, antioxidante, entre outras (GUPTA et al.,
2011).

HO OH

Figura 9. Estrutura quimica da curcumina. Fonte: CHIN (2016).

Os efeitos da curcumina no peso corporal, metabolismo lipidico e fungéo de células
B do pancreas tém despertado o interesse como um potencial tratamento para a
obesidade e 0 DM. Tem sido demonstrado que a curcumina previne a obesidade via
inibicdo da diferenciacdo de pré-adipocitos, supressdao da lipogénese, regulagdo da
termogénese, promocdo da oxidagdo de &cidos graxos e reducdo da resposta
inflamatdria no tecido adiposo (ZHAO et al., 2011; XIE et al., 2012; SONG et al.,
2018). A atividade antidiabética da curcumina tem sido atribuida as suas diversas agdes
em distarbios observados no metabolismo de carboidratos, lipideos e combate ao
estresse oxidativo (ARCARO et al., 2014; CHUENGSAMARN et al., 2014; ASSIS et
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al., 2017; GUTIERRES et al., 2019). Estudos também demonstram os efeitos benéficos
da curcumina no combate as diversas complicacdes relacionadas ao DM, tais como
disfuncéo hepatica (ARCARO et al., 2014; JIMENEZ-FLORES et al., 2014), neuropatia
(ATTIA et al, 2012), nefropatia (PAN et al., 2014), disfun¢do das células f
pancreaticas (ZHANG et al., 2013), entre outras.

Alguns estudos tém sugerido a associa¢do de curcumina com outros bioativos para o
tratamento da obesidade e DM, no entanto a principal motivacdo destes estudos esta
centrada no potencial antioxidante, e portanto, na eficacia da prevencdo das
complicacdes da doenca relacionada ao estresse oxidativo (CHOUGALA et al., 2012;
MEHTA et al., 2012).

Recentemente, estudos realizados em nosso laboratério mostraram que os efeitos
combinados da curcumina com carotenoides ou agentes antidiabéticos (metformina ou
insulina) potencializam os efeitos antioxidantes e contribuem significativamente para a
reducdo das agressdes oxidativas em ratos diabéticos (ASSIS et al, 2017; GUTIERRES
et al., 2019; ROXO et al., 2019). Assis et al. (2017) mostraram que a combinacgdo de
carotenoides (bixina ou licopeno) com curcumina em iogurte, além de prevenir a
oxidacdo da LDL em ratos diabéticos, também apresentou efeitos benéficos no aumento
dos niveis de HDL e atividade de PON 1, destacando o potencial antiaterogénico dessa
combinacédo, podendo prevenir complicagdes cardiovasculares no DM. Gutierres et al.
(2019) também mostraram efeitos benéficos da administracdo da curcumina em iogurte
(administracdo via oral) e baixa dose de insulina (administrada via subcutanea) na
tentativa de melhorar o status antioxidante de animais diabéticos, bem como controlar
os niveis glicémicos durante 35 dias de tratamento. Varios beneficios foram obtidos
com 0 uso dessa terapia combinada, incluindo aumento do peso corporal e massa
muscular esquelética; controle dos niveis glicémicos, reducdo da dislipidemia,
marcadores de dano tecidual hepatico (ALT, AST e ALP), niveis de TBARS
plasmatico; e aumento nas atividades de enzimas antioxidantes hepatica (SOD, CAT e
GSH-Px). Portanto, este estudo fornece uma opcdo terapéutica interessante no
tratamento de DM e reducéo de efeitos indesejaveis da insulinizagcdo cronica atraves da
combinagdo de curcumina e dose reduzida de insulina. Roxo et al. (2019), estudaram o
efeito combinado da curcumina com metformina no tratamento de ratos diabéticos. Os
principais beneficios alcangados por essa combinacdo foram a diminuicdo da

dislipidemia e do estresse glicoxidativo; observando reducdo dos niveis de glicosuria e
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AGEs plasmaticos, aumento na atividade de PON 1; e efeitos aditivos na reducdo dos
niveis de triacilglicerdis, colesterol e TBARS plasmatico.

Muitos avangos ocorreram na identificacdo de alvos moleculares da curcumina no
DM e obesidade, enquanto que para a trigonelina existem poucos estudos. Por esta
razdo, além de avancar nos mecanismos de acdo da curcumina e trigonelina isoladas
enfatizando os efeitos desses fitoquimicos nas atividades antioxidantes e antiglicantes,
este estudo também explorou os efeitos da terapia combinada de curcumina com
trigonelina, ainda ndo estudada, na tentativa de abordar uma nova estratégia terapéutica

na atenuacao de varios disturbios observados na obesidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos dos tratamentos de camundongos submetidos ao modelo

experimental de obesidade e resisténcia a insulina com trigonelina e curcumina em

iogurte, isoladas e combinadas, sobre alteracbes em parametros fisio-metabdlicos e

biomarcadores da inflamacéo e do estresse glicoxidativo.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos da trigonelina e curcumina incorporadas ao iogurte, isoladas ou

combinadas, em camundongos C57B1/6J submetidos ao modelo experimental de

obesidade e resisténcia insulinica (inducdo via oferta de dieta hiperlipidica),

monitorando:

Parametros fisiologicos: massa corporal, ingestdo alimentar, ingestdo caldrica,
massas de tecidos adiposos brancos (epididimal e retroperitoneal) e marrom
(interescapular), masculos esqueléticos gastrocnemius, figado e rim;

Anélise histolégica do tecido adiposo branco epididimal para avaliacdo da
hipertrofia adipocitica via determinacdo dos parametros area e diametro de
adipdcitos;

Parametros bioquimicos plasmaticos: glicose (glicemia de jejum e curvas
glicémicas via TTGO e ITT), triacilglicerois, colesterol total, colesterol-HDL,
creatinina, ueia, ALT (alanina aminotransferase), TBARS (substancias reativas
ao acido tiobarbiturico), AGEs (advanced glycation end products) e atividade de
PON 1 (paraoxonase 1);

Biomarcadores de inflamagdo nos seguintes tecidos: tecido adiposo branco
epididimal, figado e rim, sendo monitorados NF-kB (fator nuclear kappa B), IL-
6 e IL-10 (interleucinas 6 e 10), TNF-a. (fator de necrose tumoral o);
Biomarcadores da sinalizagdo insulinica no tecido adiposo branco epididimal e
masculos gastrocnemius: niveis proteicos totais e de fosforilagdo da proteina
quinase AKT (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1).

Biomarcadores do programa termogénico no tecido adiposo marrom e ao status
energético nos tecidos figado e rim: SIRT 1 (sirtuina 1), AMPK (proteina

quinase ativada por adenosina monofosfato), PGC-1a (coativador do receptor y
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ativado por proliferador de peroxissoma 1a), NRF 2 (nuclear factor erythroid 2-
related factor 2) e UCP 1 (proteina desacopladora mitocondrial 1);

e Biomarcadores de estresse glicoxidativo em figado e rim: TBARS, AGEs,
RAGE (receptor for advanced glycation end products), Bax (Bcl-2-associated X
protein);

e Biomarcadores relacionados ao potencial antioxidante e componentes da
detoxificacdo de AGEs no figado e rim: atividades das enzimas antioxidantes
SOD (superdxido dismutase), CAT (catalase), GSH-Px (glutationa peroxidase),
e niveis proteicos de GLO 1 (glioxalase 1) e AGE-R1 (advanced glycation end

products receptor 1).

6. CONCLUSAO

Os tratamentos de animais em dieta hiperlipidica com trigonelina ou com curcumina
em iogurte, de maneira isolada, exercem acBes antihiperglicémicas e
antihiperlipidémicas, melhoram a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina. O
tratamento com curcumina em iogurte contribuiu para o aumento da sensibilidade a
insulina no masculo gastrocnemius e apresentou efeitos importantes na prevencdo das
alteracdes metabdlicas promovidas pela oferta de dieta hiperlipidica, via estimulo ao
programa termogeénico no tecido adiposo marrom, e levou a protecdo hepética contra o
estresse glicoxidativo. Em animais alimentados com dieta hiperlipidica, o tratamento
com trigonelina em iogurte desempenhou os melhores efeitos na redugdo da ingestdo
alimentar, prevencdo do ganho de massa corporal, atenuacdo da hipertrofia adipocitica e
potencial anti-inflamatério no tecido adiposo branco epididimal, acGes estas que podem
ter participacdo na promogdo do aumento da sensibilidade & insulina e tolerancia a
glicose. A trigonelina também apresentou potencial anti-inflamatorio, antioxidante e
anti-glicacdo, sendo um ativo natural promissor na reducdo dos danos relacionados ao
estresse glicoxidativo no figado e rim de animais obesos. A trigonelina também
contribuiu para regulacdo do metabolismo energético no rim. O tratamento de animais
obesos com a combinacgéo de trigonelina e curcumina em iogurte aumentou a resisténcia
a insulina, uma vez que foram observadas diminui¢Ges nos niveis de fosforilacdo da
AKT em musculo esquelético e principalmente em tecido adiposo branco. A
combinagdo dos ativos naturais anulou os efeitos isolados da trigonelina e da

curcumina, contribuindo para inflamagéo no tecido adiposo epididimal, figado e rim.
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A adicdo no iogurte dos ativos naturais trigonelina ou curcumina, de forma isolada,
podem ser uma suplementacdo benéfica na prevencdo ou atenuacdo das alteragdes
metabdlicas observadas em camundongos que desenvolvem obesidade e resisténcia a

insulina via ingestdo de dieta hiperlipidica.
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