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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é uma sindrome metabdlica crénica caracterizada por deficiéncia na
producdo pancredtica de insulina e/ou prejuizos em suas agdes teciduais, culminando
principalmente em hiperglicemia. A manutencgdo da hiperglicemia por longos periodos é um
dos principais fatores envolvidos no estabelecimento e manutencdo do estresse glico-
oxidativo, o qual esta implicado no desenvolvimento das complicacbes micro e
macrovasculares do DM, resultando em morbidade e mortalidade significativas. A
metformina tem sido um dos principais agentes antidiabéticos orais utilizados para o
tratamento do DM; entretanto, é crescente o interesse no uso de produtos naturais como
terapia complementar, seja por seus beneficios aditivos aos efeitos da terapia classica, seja
pelo potencial antioxidante. O licopeno é um carotenoide encontrado em diversos vegetais,
em especial tomates frescos e seus derivados. Diversos estudos vém demonstrando Vvarios
beneficios atribuidos ao licopeno: reducdo da glicemia, dislipidemia, inflamagdo e em
biomarcadores relacionados ao estresse glico-oxidativo. Diante do exposto, o licopeno surge
como uma opcdo terapéutica complementar interessante aos farmacos ja utilizados no
tratamento do DM. O objetivo deste estudo é investigar o potencial antidiabético do iogurte
enriquecido com metformina ou licopeno, isolados ou co-administrados, em ratos diabéticos,
avaliando parametros fisioldgicos, bioguimicos, marcadores do estresse glico-oxidativo e
potencial antioxidante. Ratos Wistar machos, normais ou diabéticos (indu¢do com 40 mg/kg
de estreptozotocina) foram tratados com iogurte, insulina (4U/animal, subcutanea), 250 mg/kg
de metformina em iogurte, 45 mg/kg de licopeno em iogurte, 250 mg/kg de metformina + 45
mg/kg de licopeno em iogurte. Os tratamentos foram realizados durante 30 dias. Foram
analisados: (i) parametros fisioldgicos: peso corporal, ingestdo alimentar, ingestdo hidrica e
volume urinario; massas de tecidos adiposos (retroperitoneal e epididimal); massas de tecidos
musculares (EDL e soleus) (ii) parametros bioquimicos: glicemia, colesterol, HDL-colesterol,
triacilglicerdis, alanina aminotransferase (ALT), teste de tolerancia a glicose oral (TTGO);
(iii) biomarcadores relacionados ao estresse glico-oxidativo no plasma, figado e rim:
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), proteinas carboniladas (PCO), produtos
finais de glicacdo avancada (AGEs fluorescentes); (iv) atividades de enzimas antioxidantes:
paraoxonase 1 (PON 1; plasma), superdxido dismutase (SOD; figado e rim), catalase (CAT;
figado e rim), glutationa peroxidase (GSH-Px; figado e rim), glutationa redutase (GSH-Rd;
figado e rim), niveis dos grupos tidis ndo proteicos (figado e rim). Animais diabéticos
controles, tratados com iogurte, apresentaram piora em todos os parametros analisados, bem
como estabelecimento de estresse glico-oxidativo e intolerancia a glicose. Porém, observou-se
a instalacdo de um mecanismo compensatorio ao estresse oxidativo em figado e rim destes
animais, com aumentos nas atividades das enzimas GSH-Px e GSH-Rd. O tratamento de ratos
diabéticos com insulina foi eficaz na melhoria de todos os pardmetros analisados. Os
tratamentos de ratos diabéticos com metformina ou com licopeno incorporados em iogurte,
isoladamente, promoveram melhoras significativas em quase todos os parametros alterados no
DM experimental. O tratamento com a associa¢do metformina + licopeno em iogurte também
foi benéfico frente aos parametros analisados, com destaque para a promocdo de reducdo
aditiva na glicemia, triacilglicerois, colesterol total, ALT, TBARS (rim e plasma), PCO (rim e



figado), AGEs fluorescentes (plasma e figado), e aumento nas atividades de SOD (figado e
rim), CAT (figado e rim) e PON 1 (plasma). O tratamento de ratos diabéticos com a terapia
combinada metformina + licopeno em iogurte promove uma diversidade de efeitos benéficos
em biomarcadores relacionados ao estresse glico-oxidativo, surgindo como uma opcao
promissora ndo somente no controle da glicemia mas também na atenuacdo ou até mesmo
prevencao das complicacfes do DM, especialmente em figado e rins.

Palavras-chave: diabetes mellitus, licopeno, metformina, estresse glico-oxidativo



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic syndrome characterized by pancreatic
deficiency in the insulin production and/or impairments in its actions, culminating in
hyperglycemia. The maintenance of hyperglycemia for long periods is one main factor
involved in the onset and maintenance of glycoxidative stress, and it is implicated in the
development of micro and macrovascular complications of DM, which result in significant
morbidity and mortality. Metformin has been the main oral antidiabetic agent used for the
treatment of DM; however, there is a growing interest in the use of natural products as
complementary therapy, either because of its additive benefits to the effects of classical
therapy or for its antioxidant potential. Lycopene is a carotenoid found in many vegetables,
especially fresh tomatoes and their derivatives. Many studies have shown the several benefits
attributed to lycopene: reduction of glycemia, dyslipidemia, inflammation, and biomarkers
related to glycoxidative stress. In view of this, lycopene has appearing as an interesting
complementary therapeutic option to drugs already used for the treatment of DM. The
objective of this study was to investigate the antidiabetic potential of yoghurt enriched with
metformin or lycopene, isolated or co-administered, in diabetic rats, evaluating physiological,
biochemical parameters, biomarkers of oxidative damage, and antioxidant defenses. Male
Wistar, normal or diabetic rats (induction with 40 mg/kg streptozotocin) were treated with
yoghurt, insulin (4U/animal, subcutaneous), 250 mg/kg metformin in yoghurt, 45 mg/kg
lycopene in yoghurt, 250 mg/kg metformin + 45 mg/kg lycopene in yoghurt. The treatments
were performed for 30 days. The following parameters were analyzed: (i) physiological
parameters: body weight, food intake, water intake, and urinary volume; weights of adipose
tissues (retroperitoneal and epididymal) and skeletal muscles (EDL and soleus); (ii)
biochemical parameters: glycemia, cholesterol, HDL-cholesterol, triacylglycerols, alanine
aminotransferase (ALT), oral glucose tolerance test (OGTT); (iii) biomarkers related to
glycoxidative stress in plasma, liver and kidney: thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS), carbonyl proteins groups (PCO), advanced glycation end products (fluorescent
AGES); (iv) activities of antioxidant enzymes: paraoxonase 1 (PON 1; plasma), superoxide
dismutase (SOD; liver and kidney), catalase (CAT; liver and kidney), glutathione peroxidase
(GSH-Px; liver and kidney), glutathione reductase (GSH-Rd; liver and kidney), non protein
thiol groups (liver and kidney). Control, diabetic animals treated with yoghurt presented a
worsening in all parameters analyzed, as well as establishment of glycoxidative stress and
glucose intolerance. However, it was observed the onset of a compensatory mechanism
against oxidative in liver and kidney of these animals, with increases in the activities of GSH-
Px and GSH-Rd. The treatment of diabetic rats with insulin was effective in promoting
improvements in all studied parameters. The treatments of diabetic rats with metformin or
with lycopene incorporated into yoghurt, alone, promoted significant improvements in almost
all altered parameters in the experimental DM. The treatment with the combination of
metformin + lycopene into yoghurt had beneficial effects in various parameters, mainly
promoting further effects on the reduction of glycemia, triacylglycerols, total cholesterol,
ALT, TBARS (kidney and plasma), PCO (kidney and liver), fluorescent AGEs (plasma and
liver), and increased the activities of antioxidant enzymes SOD (liver and kidney), CAT (liver



and kidney) and PON 1 (plasma). The treatment of diabetic rats with the combined therapy
metformin + lycopene into yoghurt promoted a wide range of beneficial effects on biomarkers
related to glycoxidative stress, therefore appearing as a promising option not only for the
glycemic control but also for the attenuation or even prevention of DM complications, mainly
in liver and kidneys.

Keywords: diabetes mellitus, lycopene, metformin, glycoxidative stress
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1.INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma sindrome metabdlica caracterizada por hiperglicemia,
resultante de defeitos na secre¢do e/ou acdo da insulina (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2018). Em longo prazo, a manutengdo da hiperglicemia est4 associada ao
desenvolvimento de complicagGes microvasculares do DM, dentre elas nefropatia, retinopatia
e neuropatia diabéticas, bem como das complicagdes macrovasculares, incluindo as doengas
cardiovasculares e acidente vascular cerebral. Tais complicagdes séo as principais causas das
elevadas taxas de morbidade e mortalidade associadas ao DM (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2018; RAINS; JAIN, 2011).

O aumento na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) bem como dos produtos
finais de glicacdo avancada (AGEs), devido a hiperglicemia crénica participam do
estabelecimento de um quadro de estresse glico-oxidativo nos diversos tecidos, o qual
contribui para patogénese das complicagcBes micro e macrovasculares (CHILELLI et al. 2013;
ROCHETTE et al., 2014).

Outro caminho atraves do qual os AGEs podem contribuir para o desenvolvimento
das complicagdes diabéticas ocorre via a ativacdo de receptores especificos presentes nas
membranas plasmaticas, os receptores de AGEs (RAGE) (SINGH et al., 2014). A interacédo
AGE-RAGE esta relacionada a indugdo de estresse oxidativo, via ativacdo de diversas
cascatas de sinalizacdo que aumentam a expressao de citocinas e outros mediadores pro-
inflamatorios, resultando em danos celulares e contribuindo, portanto, para o estabelecimento
das complicacdes do DM (HO et al., 2010; OTT et al., 2014; OU; HUANG et al., 2017).
Além disto, a hiperglicemia cronica pode ocasionar alteracfes em longo prazo nas células,
fendmeno este conhecido como “memoria metabolica”, caracterizada pela persisténcia das
complicac@es relacionadas ao DM mesmo ap0ds o alcance de um efetivo controle glicémico
(CERIELLO et al., 2012).

Uma vez que a hiperglicemia é um dos principais fatores envolvidos no
estabelecimento das complicacbes do DM, o tratamento da doenca tem como principal
objetivo a manutencdo dos niveis glicémicos préximos a normalidade. A metformina tem sido
um dos principais agentes antidiabéticos orais utilizados para o tratamento do DM. Os
mecanismos da acdo relacionados ao potencial antihiperglicémico incluem principalmente
reducdo na producdo hepéatica de glicose via inibicdo da gliconeogénese e aumento da

sensibilidade periférica a insulina nos tecidos periféricos. Também tem sido atribuida a



19

metformina a capacidade de reducdo da ingestdo alimentar e do peso corporal, bem como
promocéao de melhora no perfil lipidico e na esteatose hepética, e também modula marcadores
inflamatdrios como NF-kB e IL-6 (PERNICOVA; KORBONITS, 2014). No entanto, cerca de
20% dos pacientes que fazem uso continuo da metformina apresentam alguns disturbios
gastrointestinais, tais como diarréia, dispepsia, nauseas e vOmitos, em intensidade
proporcional a dose do farmaco (500 / 750 mg); tais distdrbios séo citados pelos pacientes
como a principal causa de descontinuidade do uso da metformina (OKAYASU et al., 2012;
HOWLETT; BAILEY, 1999).

Portanto, estratégias terapéuticas que diminuam a dose da metformina, sem afetar a
resposta antihiperglicémica, sdo extremamente interessantes para a redugdo dos efeitos
adversos do farmaco. Uma destas estratégias € baseada na associacdo de metformina com
preparacdes ou produtos de origem natural com atividade antidiabética. Revisdo de Prabhakar
e Kumar (2014) retine uma série de estudos que demonstram os beneficios associados ao uso
combinado de farmacos comerciais (metformina, glimepiride, piaglitazona, gliclazida, entre
outros) com ativos naturais (acido ferulico, acido cafeico, acido cumarico, eugenol, entre
outros), reduzindo os efeitos adversos dos farmacos comerciais. Outro beneficio atribuido aos
ativos naturais é o seu potencial antioxidante, o que torna a associagdo com a metformina
ainda mais vantajosa.

A presenca de compostos biologicamente ativos nos fitoterapicos e alimentos
funcionais explicam o seu potencial na prevencao, reducdo de riscos e/ou tratamento de
doencas. Esteroides vegetais, carotenoides, fibras, alcaloides e polifenois sdo exemplos de
compostos bioativos que possuem um amplo espectro de atividades biologicas importantes no
combate a doencas (PERERA; LI, 2012; PAZ et al., 2015). Varios estudos tém sido realizados
com extratos, fracbes e/ou compostos derivados de alimentos ou plantas medicinais com o
objetivo de esclarecer seu potencial antihiperglicémico e/ou anti-glicacao, permitindo que seu
uso possa ter um papel importante como terapia adjuvante no DM (KARTHIKESAN;
MENON., 2010; ABBAS et al., 2016).

Nosso laboratorio tem se dedicado ao estudo do potencial antidiabético e antioxidante
do iogurte enrigquecido com compostos presentes em alimentos funcionais e/ou fitoquimicos
(GUTIERRES et al., 2012; ARCARO et al., 2014; GUTIERRES et al., 2015; GUTIERRES et
al., 2019), incluindo o licopeno (ASSIS et al., 2017). O iogurte € um dos alimentos lacteos

mais consumidos em todo o mundo; o enriquecimento/fortificacdo do iogurte tem sido
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considerado uma opcao pratica como veiculo de compostos bioativos de outros alimentos
funcionais, de plantas medicinais e antioxidantes (GAHRUIE et al., 2015).

O licopeno ¢ um carotendide isdmero aciclico do B-caroteno, altamente insaturado,
responsavel pela coloragdo vermelha de tomates frescos e seus produtos processados. E
também encontrado em alguns microrganismos e outros vegetais, tais como melancia, maméao
e goiaba. Apds sua absorcao, o licopeno é transportado via lipoproteina de baixa densidade
(LDL), onde pode atuar como um potente antioxidante in vivo (RAO et al., 1998).

Estudos tém demonstrado que o consumo de suco de tomate promove diversos
beneficios & salde, reduzindo os niveis de biomarcadores relacionados ao estresse oxidativo,
inflamagdo e dislipidemia (JACOB et al., 2008; GHAVIPOUR et al., 2015). Muitos dos
beneficios relacionados a ingestdo de tomate e seus derivados tém sido atribuidos a presenca
do licopeno.

Diante ao exposto, e sabendo-se que muitas das complicacdes observadas no DM
estdo relacionadas com a manutencdo do estresse glico-oxidativo, torna-se extremamente
interessante o estudo dos beneficios que podem ser alcangados no tratamento de animais em

modelo de DM com a combinagdo metformina e licopeno.
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2.REVISAO DA LITERATURA

2.1 Diabetes Mellitus

O DM ¢ uma sindrome metabolica caracterizada por deficiéncia na secre¢do de insulina
pelas células beta pancreéaticas e/ou da resisténcia dos tecidos alvo as acdes deste hormdnio,
culminando em diversos prejuizos no controle do metabolismo de carboidratos, lipideos e
proteinas. Além da hiperglicemia, outras alteragdes sdo observadas no DM, tais como:
elevados niveis circulantes de triglicerideos, aumento dos acidos graxos, colesterol e da
lipoproteina de baixa densidade (LDL), e diminuicdo dos niveis de lipoproteina de alta
densidade (HDL) (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018; ROCHETTE et al.,
2014). Dentre as principais manifestacdes clinicas descritas, estdo: glicosuria, polidria, perda
de peso, polidipsia, polifagia e visdo turva (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2018).

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

No DM tipo 1, a hiperglicemia se desenvolve rapidamente e independe da presenca de
resisténcia a insulina; no entanto, apos longos periodos de hiperglicemia, a resisténcia a
insulina pode surgir e aumentar gradualmente. J4& no DM tipo 2, a resisténcia a insulina esta
presente por varios anos antes que a hiperglicemia cronica se desenvolva. Na resisténcia a
insulina, ocorre uma diminuicdo da sensibilidade tecidual as acBes da insulina, nos principais
tecidos-alvo, incluindo musculo esquelético, tecido adiposo, figado e pancreas (LAAKSO;
KUUSISTO, 2014). No figado, a resisténcia a insulina culmina em aumento na producédo
hepatica de glicose, uma vez que nao ocorre inibicdo nos processos de glicogendlise e
gliconeogénese (SALTIEL, 2001). Varios mecanismos podem ocasionar a resisténcia a
insulina, ao interferirem com a capacidade de ativacdo de componentes da cascata de
sinalizacdo deste horménio, incluindo a exposi¢do cronica aos elevados niveis de glicose,

lipideos, estresse oxidativo, inflamac&o, entre outros (KAUL et al, 2015).
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A insulina € um horménio cujas acdes sdo essencialmente anabolicas, e participa da
regulacdo do metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas. No metabolismo de
carboidratos, a insulina é responsavel pelos seguintes eventos: aumentar a translocacdo de
vesiculas contendo os transportadores de glicose, GLUT 4, para a membrana plasmatica das
células, aumentando a captacdo da glicose; aumenta a oxidacdo da glicose para geracdao de
energia, estimula a glicogénese, ou seja, a sintese de glicogénio (KAHN; SALTIEL, 2005).
Estes mecanismos que promovem estimulacdo da captacdo e utilizacdo da glicose, em
combinacdo com a inibicdo na producdo hepatica de glicose, contribuem para a manutencao
da glicemia em valores de normalidade.

No metabolismo lipidico, a insulina é responsavel pelos seguintes eventos: estimular a
atividade da lipase lipoproteica (LpL), enzima presente nos capilares sanguineos que banham
os tecidos adiposos e musculares, e assim promove a hidrolise dos triglicerideos das
lipoproteinas circulantes e aumenta a captacdo de acidos graxos; inibir a lipase hormonio
sensivel (LHS), presente nos tecidos adiposos, enzima responsavel pela hidrélise de
triglicerideos, disponibilizando assim menos acidos graxos livres (AGL) (KAH; SALTIEL,
2005).

Ja no metabolismo de proteinas, a insulina é responsavel pelos seguintes eventos:
inibir a degradacdo de proteinas, liberando menos aminoacidos pelos tecidos; aumentar a
captacdo de aminoacidos pelos tecidos; aumentar a velocidade da sintese proteica (STAMP;
NAIR, 2005).

Diversos modelos animais tém sido amplamente utilizados em pesquisas acerca do
DM. Estudos iniciais utilizavam cées pancreatectomizados para confirmar o papel central do
pancreas na homeostase da glicose, culminando na descoberta e purificacdo da insulina.
Atualmente, a maioria dos experimentos sdo realizados com roedores (REES; ALCOLADO,
2005). Para induzir o DM experimental em animais, podem ser utilizadas estratégias
farmacoldgicas, especialmente via administracdo dos compostos diabetogénicos
estreptozotocina (STZ) e aloxana (ALX). A STZ ¢ captada pelas células beta pancreaticas, via
transportador de glicose GLUT 2, e ocasiona a alquilacdo do acido desoxirribonucleico
(DNA), culminando em danos ao DNA que induzem a ativacao de poli-ADP ribosilacdo, cuja
consequéncia ¢ a apoptose da células B-pancreaticas. Além disso, ocorre liberagéo toxica de
oxido nitrico (NO) e a formacdo de espécies reativas de oxigénio, incluindo radical &nion
superdxido (O2"), perdxido de hidrogénio (H202), radical hidroxila (OH") e peroxinitrito

(OONO), que também participam de promocdo dos danos ao DNA. Como resultado, as
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celulas B pancreédticas sdo destruidas também por necrose (SZKUDELSKI, 2001). Como
ocorre uma destruicdo macica e significativa das células beta pancreéticas, a administracao de
STZ leva ao desenvolvimento de modelo de DM que mimetiza as alteragdes do DM tipo 1,
onde a hiperglicemia é elevada e consequentemente as complica¢des da doenca aparecem
rapidamente, tornando-se um modelo interessante para o estudo do potencial de compostos

que previnem e/ou atenuam as complicacdes do DM relacionadas a hiperglicemia.

2.2 Estresse glico-oxidativo no DM

A manutencdo da hiperglicemia, em longo prazo, é responsavel por ocasionar alteragdes
nos tecidos através de cinco mecanismos: (i) aumento do fluxo de glicose e de outros agucares
pela via dos polidis; (ii) aumento na formacdo intracelular de AGEs; (iii) aumento na
expressdo dos receptores de AGE (RAGE) na superficie das células; (iv) ativacdo proteina
quinase C (PKC); (v) aumento da via da hexosamina. Todos estes eventos sdo exacerbados
pelo estresse oxidativo, especialmente pelo aumento na geracdo de ERO na cadeia
transportadora de elétrons, na mitocéndria (BROWNLEE, 2005).

A via dos polidis € composta por enzimas que pertencem a familia das aldo-ceto-
redutases, e podem utilizar como substratos uma ampla variedade de compostos carbonilicos,
e reduzi-los aos seus respectivos alcoois de agucar (poliois), com a oferta de poder redutor da
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH). A glicose é convertida em sorbitol por
acdo da enzima aldose redutase e para isso acontecer, ha oxidacdo de NADPH.
Posteriormente, ocorre formacdo de frutose por acdo da sorbitol desidrogenase que, por sua
vez, utiliza o NAD" como cofator. Uma das principais consequéncias de aumento no fluxo
desta via € a menor disponibilidade da NADPH, molécula necessaria para a regeneracdo da
glutationa em sua forma reduzida (GSH), culminando na diminuicdo drastica deste
antioxidante enddgeno e aumentando assim o estresse oxidativo induzido por hiperglicemia
(CHUNG et al., 2003).
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Figura 1: Vias pelo qual a hiperglicemia exacerba o estresse glico-oxidativo no DM
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A hiperglicemia promove o aumento da producdo mitocondrial de radical &nion superdxido através da
ativacdo de quatro mecanismos que induzem a inibicdo da gliceraldeido-3-P desidrogenase (GADPH). O
aumento da oferta de glicose exacerba a producéo de sorbitol com utilizacdo de NADPH, no qual promove
um esgotamento dos niveis de GSH; o aumento da oferta de frutose 6-P, através da acdo da glicosamina-6-
fofato aminotransferase (GFAT), é convertido em glicosamina-6P que pode ser transformado em UDP-N-
GLcNACc ocasionando danos as proteinas citoplasmaticas e nucleares; o aumento do gliceraldeido 3P pode
promover o aumento da producédo do diacilglicerol (DAG), no qual pode ativar a PKC e também promove o
aumento da formacédo de metilglioxal. Fonte: Adaptado Brownlee, 2005.

O aumento na formacdo dos produtos finais de glicacdo avancada, os AGEs é o segundo
mecanismo pelo qual a hiperglicemia é responsavel pelo aumento do estresse glico-oxidativo
(NOWOTNY et al.,, 2015). A producdo de AGEs ocorre inicialmente com o processo de
glicacdo de proteinas, via reacdo de Maillard, quando grupos carbonilas de monossacarideos
reagem com grupos amino de proteinas, gerando bases de Schiff, que se rearranjam em
produtos de Amadori (BIERHAUS et al., 1998). Os produtos de Amadori sdo convertidos em
dicarbonilas altamente reativas (glioxal, metilglioxal, 3-deoxiglicosona). Estas dicarbonilas,
apoOs desidratacdo e rearranjos, levam a formacdo de diversos AGEs, sendo 0s mais
conhecidos Ne-(carboximetil) lisina (CML), Ne-(carboxietil) lisina (CEL), dimero de lisina
derivado de glioxal (GOLD) e metilglioxal (MOLD), arg-pirimidina, pirralina, pentosidina e
vesperlisinas (NOWOTNY et al., 2015).
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Figura 2: Mecanismos que promovem o aumento da producéo de AGEs
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A producdo exacerbada de AGEs pode ser devido a cinco mecanismos: (i) reacdo espontanea nao
enzimatica de acglcares redutores com grupos animo de proteinas, via reacdo de Maillard; (ii) auto-oxidacdo
da glicose; (iii) produtos da peroxidacdo lipidica; (iv) aumento do gliceraldeido-3P pela inibicdo da
gliceraldeido-3P desidrogenase (GADPH) e (v) aumento da via dos poliis. Todos estes mecanismos sao
responsaveis pelo aumento da formacéo das dicarbonilas reativas que podem, através de rearranjos,
aumentar a producéo de AGEs. Fonte: adaptado NOWOTNY et al., 2015.

No DM ndo controlado, hd producdo exacerbada de AGEs nas matrizes intra e
extracelulares; o aumento de AGEs na matriz intracelular pode ocasionar danos via 0s
seguintes mecanismos: (i) perda da funcdo das proteinas que sdo modificadas pelos AGEs; (ii)
ligacdo dos AGEs aos receptores RAGE, presentes nas superficies celulares de macréfagos,
células do endotélio vascular, células musculares lisas, dentre outras. A ligacdo dos AGES aos
seus receptores RAGE é responsavel por aumentar ainda mais a producdo de ERO que, por
sua vez, ativa o fator nuclear kappa B (NF-kB), culminando em aumento na producdo de
citocinas inflamatorias, tais como IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF-a) (SINGH et al.,
2014; SANAJOU et al., 2018).

O receptor RAGE é encontrado em uma variedade de células, tais como células
endoteliais, neuronais, fibroblastos, macrofagos, entre outras. No rim, os RAGE sdo

encontrados em células epiteliais tubulares, glomerulares e mesangiais (OTT et al., 2014;
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PASUPULATI et al., 2016). J& no figado, os RAGE sdo encontrados nos hepatécitos e células
perissinusoidais (YAMAGISHI; MATSUI., 2015). Em condig¢des fisiologicas normais, a
expressao de receptores RAGE ¢é baixa, mas pode ser regulada em resposta ao estresse e/ou
inflamagdo (HYOGO et al., 2008; YAMAGISHI; MATSUI, 2015). A interacdo AGE-RAGE
de forma exacerbada regula diversos eventos intracelulares via ativagdo de VAarios
componentes sinalizatorios, resultando em disfuncdo celular. Em condicGes patoldgicas,
receptores RAGE quando ativados estimulam a cascata sinalizatéria PI3K-Akt-IKK com
ativacdo de NF-kB, culminando em sua translocacdo para o nucleo. Também promove um
aumento na producdo de ERO, apoptose e a autofagia. O NF-kB, além de mediar a
inflamacdo, também aumenta a expressao de RAGE e inibe a expressao de glioxalase | (OTT
et al., 2014; PASUPULATI et al., 2016; EMEL’YANOV, 2017). Os sistemas enzimaticos
dependentes de glioxalase e aldeido desidrogenase sdo responsaveis por detoxificar adutos de
acucares precoces (produtos de Amadori) e compostos carbonilicos reativos, tais como glioxal
e metilglioxal (OTT et al., 2014; PASUPULATI et al., 2016; EMEL’YANOV, 2017).

Além dos sistemas que eliminam os precursores de AGEs, existe também o complexo
AGE-R, que consiste em trés receptores distintos: AGE-R1/0ST-48, AGE-R2/80K-H e AGE-
R3/galectin-3, que estd envolvido na sinalizacdo de AGE e na endocitose de proteinas
modificadas por AGEs. O receptor AGE-R1/OST-48 é encontrado nas células mesangiais,
endoteliais, neuronais, fibroblastos, macrofagos, entre outras. No rim, sua expressdo esta
diminuida em patologias, incluindo o DM (OTT et al., 2014; PASUPULATI et al., 2016). No
figado também h& expressdo de AGE-R1/0OST-48, AGE-R2/80K-H e AGE-R3/galectin-3,
sendo destacado 0 AGE-R3, e estes encontram-se diminuidos em patologias como 0 DM e
cirrose, por exemplo (BUTSCHEID et al., 2007). Este receptor, quando ativado, aumenta a
velocidade de remocdo dos AGEs, uma vez que promove a endocitose e degradacdo de
proteinas modificadas, portanto também possui um papel protetor contra agressdes mediadas
pelo estresse oxidativo, e assim previne lesGes celulares e teciduais (OTT et al., 2014;
PASUPULATI et al., 2016).

O quarto mecanismo pelo qual a hiperglicemia ocasiona o aumento no estresse
oxidativo é através da ativacdo da via da PKC. Trata-se de uma enzima que apresenta 11
isoformas e é amplamente distribuida em todos os tecidos. E responsavel pela fosforilagdo de
residuos de treonina/serina de diversos alvos proteicos; sua funcdo depende de célcio.
Diversos mecanismos sao citados como ativadores da atividade desta enzima: (i) aumento da

producgédo de ERO; (ii) aumento na disponibilidade de NADH devido a maior velocidade da
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via dos polidis; (iii) aumento da ligacdo AGE-RAGE (INOGUCHI et al., 1992; KOYA;
KING, 1998; GIACCO; BROWNLEE, 2010).

Tanto o aumento na disponibilidade de NADH quanto a producéo exacerbada de O>™
durante o estresse oxidativo ocasionam a inibicdo de uma enzima chamada gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), a qual é responsavel por catalisar a oxidacao do glicerol-3-
fosfato em dihidroxicetona-fosfato. Assim, uma vez que a enzima € inibida, ocorre o acimulo
de seu substrato, o gliceraldeido-3-fosfato, podendo assim favorecer a formacdo de
metilglioxal (precursor de AGES) e/ou 0 aumento na producgéo de diacilglicerol (DAG). A
regulacdo da via DAG-PKC é importante na manutencdo da permeabilidade vascular,
contratilidade, proliferacdo celular, angiogénese, acdo de citocinas e adesdo leucocitéaria
(KOYA; KING, 1998). O aumento de DAG culmina na ativagdo da PKC que, uma vez
ativada, € responsavel pelo aumento da expressdo de fatores pro-tromboéticos e pro-
inflamatorios (BROWNLEE, 2001; MADONNA; DE CATERINA, 2011; ROCHETTE et al.,
2014).

A (ltima via, ndo menos importante, pelo qual a hiperglicemia € responsavel pelo
aumento do estresse glico-oxidativo € pelo aumento da via da hexosamina. Em um quadro de
hiperglicemia crénica e resisténcia a insulina, ha um excesso da oferta de glicose e acidos
graxos para as vias oxidativas, e isto contribui para a patogénese das complicacdes
relacionadas ao DM via aumento do fluxo da frutose-6-fosfato para a via da hexosamina.
(KOLM-LITTY et al., 1998; GIACCO; BROWNLEE, 2010). Nesta via, a frutose-6-fosfato é
deslocada da via glicolitica e se torna substrato de uma enzima chamada glutamina frutose-6-
fosfato aminotransferase (GFAT), que converte a frutose-6-fostato em glicosamina-6-fosfato,
utilizando a glutamina como fonte de amina (GIACCO; BROWNLEE, 2010; COSTANTINO
et al., 2017). O excesso de frutose-6-fosfato no DM pode ser explicado tanto pelo aumento na
oferta de glicose para a via glicolitica, como também pela inibicdo da GAPDH. Assim, as
concentracdes de frutose-6-fosfato aumentam dentro da célula e aumenta, consequentemente,
a acdo da enzima GFAT. O excesso de glicosamina-6-fosfato é convertido em UDP-N-
GIcNAc, causando orto-glico-n-acilacdo em residuos de serina e treonina de proteinas
citoplasmaéticas e nucleares, alterando suas fungdes (GIACCO; BROWNLEE, 2010). Além
disto, a glicosamina-6-fosfato pode interagir com diversas biomoléculas, alterando suas
fungdes bioldgicas, incluindo o DNA (GIACCO; BROWNLEE, 2010; COSTANTINO et al.,
2017).
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O estresse oxidativo é caracterizado pelo aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) e/ou pela reducdo nas defesas antioxidantes. O
estresse oxidativo no DM participa do estabelecimento das complicacBes cronicas
microvasculares (retinopatias, neuropatias, nefropatias) e macrovasculares (doencas
cardiovasculares e cerebrovasculares) (MADONNA; DE CATERINA, 2011). Ja o estresse
glicativo culmina na geracdo de AGEs e também tem papel crucial nas complicacdes
diabéticas (EMEL’YANOV et al., 2010; TITOV et al., 2013). Vale destacar que galactose,
frutose, ribose, triose e monossacarideos fosforilados possuem maior reatividade no processo
de glicacdo em comparacdo a glicose; no entanto, devido as altas concentracfes de glicose no
sangue e matriz extracelular no DM, o papel da glicose no processo de glicacdo de
biomoléculas se torna importante (EMEL’YANOV, 2017). A formacéo de ligacdes cruzadas
em proteinas € uma das principais caracteristicas atribuidas aos AGEs; tais ligacdes
modificam as estruturas das proteinas e prejudicam sua funcionalidade, contribuindo para a
perda de funcdo das biomoléculas, e precede o estabelecimento das complicagdes diabéticas,
além de participar no processo de estabelecimento de resisténcia a insulina (LAPOLLA et al,
2005; VAN BUREN; LE WINTER, 2011; SOMPONG et al., 2013; SINGH et al., 2014).

Além dos danos causados em proteinas, as ERO e ERN encontram-se associadas com
a oxidacdo de lipideos, tanto circulantes, como aqueles presentes em LDL. ERO e ERN
também oxidam lipideos encontrados em membranas plasmaticas; este processo € chamado de
peroxidacao lipidica (LPO) e um dos produtos formados é o malondialdeido (MDA), utilizado
como um importante biomarcador da peroxidacéo lipidica. Os lipideos sdo particularmente
vulneraveis a oxidacdo por ERO, e isto pode resultar na lipoperoxidacdo. A LPO é um
processo no qual ERO atacam lipideos, especialmente aqueles que possuem ligacbes duplas
carbono-carbono, incluindo os &cidos graxos poli-insaturados, resultando em uma variedade
de produtos. Os principais produtos primarios da LPO séo os hidroperdéxidos lipidicos
(LOOH) e alguns dos produtos secundarios sdao o malondialdeido (MDA), mais mutagénico, e
0 4-hidroxinonenal (4-HNE), mais toxico (MARNETT, 1999; AYALA et al., 2014). As
células respondem a LPO de acordo com as condi¢Ges metabolicas especificas e capacidade
de reparo, podendo assim promover a sobrevivéncia ou induzir a morte celular. Sob condicdes
fisiolégicas ou baixas taxas de LPO, as células estimulam sua manutencdo e sobrevivéncia
por meio de defesas antioxidantes, porém sob altas taxas de LPO as células ndo conseguem

reparar os danos, e assim ocorre a indugdo da apoptose ou necrose (AYALA et al., 2014).
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As proteinas sdo importantes alvos de ERO e/ou de subprodutos secundarios do
estresse glico-oxidativo, e ddao origem as proteinas carboniladas (PCO). PCO é um marcador
geral de dano oxidativo as proteinas e reflete o dano celular induzido por diversos ERO
(DALLE-DONNE et al., 2006; SUZUKI et al., 2010). As PCO podem ser formadas pelos
seguintes processos: (i) oxidacdo direta de cadeias laterais de aminoacidos (lisina, arginina,
prolina e treonina); (ii) clivagem oxidativa de proteinas; (iii) via ataque dos produtos
originados na LPO; (iv) via acdo de acUcares redutores ou seus produtos de oxidagdo, via
glico-oxidagéo (DALLE-DONNE et al., 2006).

A prevaléncia de vias aerdbicas para a obtencdo de energia (metabolismo oxidativo)
favorece a produgéo de ERO, o que o levou ao desenvolvimento dos mecanismos de defesa na
forma de agentes ou sistemas antioxidantes. Tem-se como conceito que o antioxidante é capaz
de diminuir a velocidade, impedir ou eliminar os danos oxidativos em moléculas alvo. No
DM, além do aumento na producdo de ERO, também ocorre uma diminuicdo nas atividades
de algumas enzimas antioxidantes, tais como a superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GSH-Px) e catalase (CAT), atribuida as alteracfes observadas nestas proteinas
por acdo das ERO ou apos eventos glicativos (SINDHU et al. 2014; RAJENDRAN et al.,
2014; ARCARO et al. 2014).

As enzimas antioxidantes geralmente convertem ERO em moléculas de O néo
reativas, e/ou formam H,O. Durante o processo de geracdo de ERO, o O™ é o principal
intermediario reativo de Oz, 0 qual é rapidamente dismutado a H>O, espontaneamente e/ou
por acdo catalitica da SOD. O H20; sofre acdo da CAT e/ou da GSH-Px, originando H.O. O
02" e 0 H202 podem originar outras ERO muito reativas, incluindo o &cido hipocloroso
(HOCI) por acéo da mieloperoxidase (MPQ); OH" pela reacdo de Fenton; OONO" pela reacao
com o NO (JHA et al., 2016). Portanto, o efeito antioxidante é de extrema importancia para o
controle do estresse glico-oxidativo.

Séo conhecidas as ac¢bes antioxidantes endogenas da molécula de glutationa. Sabe-se
que niveis diminuidos deste antioxidante estdo relacionados com a exacerbacdo do estresse
glico-oxidativo no DM. A molécula de glutationa reduzida (GSH) é oxidada (GSSG) pela
acdo da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px), esta utiliza como substrato H,O2 bem como
hidroperdxidos lipidicos. A regeneracdo da glutationa em sua forma reduzida ocorre via agédo
da glutationa redutase (GSH-Rd), a qual utiliza como poder redutor o NADPH, para reduzir
GSSG em GSH (BHABAK; MUGESH, 2010).
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Figura 3: Sistemas de defesas antioxidantes do organismo.
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O oxigénio, através da cadeia transportadora de elétrons (CTE), promove 0 aumento da geragdo de radical &nion
superdxido (02" que é dismutado pela agdo da superéxido dismutase (SOD) em peroxido de hidrogénio (H20).
O H,0; pode ser eliminado sob a forma de &gua através da acdo de duas enzimas antioxidantes: (i) catalase
(CAT) e (ii) glutationa peroxidase (GSH-Px). Para GSH-Px exercer sua atividade € necessaria a oxidacdo da
molécula de GSH em GSSG. O ciclo é restaurado pela a¢do da glutationa redutase (GSH-Rd), no qual promove a
reducdo da GSH com concomitante oxidacdo do NADPH & NADP*. Por fim, o excesso de H,O, pode reagir com
o ferro, através da reag¢do de Fenton, originando o radical hidroxila (OH"). Fonte: Do autor, 2019.

Quando as ERO e ERN atacam componentes na LDL, ocorre a formacdo da LDL-
oxidada, que é fagocitada pelos macrdfagos, iniciando o processo de geracdo das células
espumosas e formacdo da placa aterosclerdtica. A paraoxonase 1 (PON 1) é uma enzima
plasmatica que circula associada a HDL; é responsavel por proteger as lipoproteinas
(especialmente a LDL) contra o ataque das ERO, sendo sua principal funcdo a hidrolise de
perdxidos lipidicos, tais como ésteres de colesteril e fosfolipideos (AVIRAM et al., 2000).
Portanto, a atividade da PON 1 é de extrema importancia e contribui para o potencial
antiaterogénico da HDL (ROZENBERG et al., 2003).

Mazur (1946) e Aldridge (1953) desempenharam um papel fundamental na
identificacéo e classificacdo da PON 1. Inicialmente ela foi identificada como A-esterase, mas
depois se tornou conhecida como paraoxonase devido a sua capacidade de desintoxicar o
composto organofosforado paraoxon, um metabdlito toxico do Paration (pesticida agricola). A
PON 1 pertence a uma familia de trés tipos de paraoxonase, PON 1, PON 2 e PON 3. PON 1
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e PON 3 sdo sintetizadas principalmente no figado e encontradas principalmente no plasma
em associacdo & HDL. Atualmente, a PON 1 € considerada a paraoxonase mais importante,
pois possui a capacidade de hidrolisar varios intermediarios oxidados, bem como a
homocisteina tiolactona, um aminoacido sulfurado que participa do metabolismo da
metionina, e tem sido considerado um fator de risco para aterosclerose cerebral, coronariana e
periférica. Desta forma, a PON 1 tem papel protetor via atenuacdo do estresse oxidativo e
protecdo das membranas celulares contra a peroxidacao lipidica, atenuando a aterosclerose
(CHISTIAKQV etal., 2017; SHUNMOOGAM et al, 2018).

2.3 Metformina

A metformina (dimetilbiguanida) € um derivado da guanidina, 0 composto ativo
hipoglicemiante da Galega officinalis. E o medicamento mais prescrito para o tratamento da
hiperglicemia cronica em pacientes com DM tipo 2, em conjunto com as medidas para
promoc¢do de mudancas no estilo de vida, e que incluem dietas especificas, controle do peso
corporal, pratica de exercicios fisicos. Trata-se de um antidiabético oral utilizado como
farmaco de primeira linha de tratamento do DM nos protocolos desenvolvidos pela
Associacdo Americana de Diabetes (ADA) e Associacdo Europeia dos Estudos em Diabetes
(EASD), os quais foram baseados em estudos clinicos prospectivos em diabetes realizados no
Reino Unido (UKPDS) ( NATHAN et al., 2009; VIOLLET et al., 2012).

Figura 4: Estrutura da metformina.

CHs

N _N_ _NH

2
T
NH NH

Fonte: Adaptado Beissweiger e Ruggiero, 2003.

Dentre os beneficios alcancados no tratamento do DM tipo 2 com a metformina,
destaca-se sua agdo antihiperglicémica sem ocasionar episodios de hipoglicemia; amenizagao

dos quadros de resisténcia a insulina, diminuindo assim as complica¢cdes do DM; atua como
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sensibilizador a insulina, reduzindo os niveis plasmaticos da insulina de jejum (GUNTON et
al., 2003; VIOLLET et al., 2012). Também é descrita a acdo benéfica da metformina na
modulagdo de componentes do eixo das incretinas, aumentando os niveis plasmaticos do
peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) e induzindo a expressdo génica do receptor da
incretina nas ilhotas pancreéticas (MAIDA et al., 2011; VIOLLET et al., 2012). Sabe-se que
as incretinas sdo hormonios produzidos pelo trato gastrointestinal e liberados quando os
alimentos ingeridos alcangam o trato gastrointestinal. Uma vez liberadas, as incretinas
estimulam a secregdo de insulina, contribuindo assim, no controle glicémico. O hormdnio
incretina predominante é o GLP-1 que além de estimular a secrecdo de insulina, suprime a
liberagdo do glucagon, desacelera o esvaziamento gastrico, melhora a sensibilidade a insulina
e reduz o consumo de alimentos, através do aumento da saciedade (CHACRA, 2006).

Uma vez que a hiperglicemia é um dos principais fatores envolvidos no
estabelecimento das complicagbes do DM, o tratamento da doenga tem como principal
objetivo a manutencdo dos niveis glicémicos proximos a normalidade. Recente revisdo de
Rena et al (2017) reune os principais mecanismos atraves dos quais a metformina tem acéo
antihiperglicémica. Uma vez nos hepatocitos, e ap0s atravessar a membrana plasmatica e a
membrana mitocondrial interna, a metformina inibe o complexo | da cadeia transportadora de
elétrons, diminuindo a produgcdo mitocondrial de ATP. Assim, ocorre aumento na razao
ADP:ATP e AMP:ATP, e consequentemente ha ativacdo da enzima AMPK (proteina quinase
dependente de AMP). O aumento na razdo AMP:ATP também inibe a enzima frutose-1,6-
bifosfatase, culminando em inibicdo aguda da gliconeogénese. Em relacdo a AMPK, uma vez
ativada, esta fosforila a enzima ACC (acetil-CoA carboxilase), inibindo assim a lipogénese, e
consequentemente ocorre aumento na oxidacdo de acidos graxos, reduzindo assim os estoques
de lipideos no figado, e em dltima instancia tais eventos culminam em aumento na
sensibilidade hepatica a insulina. A AMPK também fosforila e ativa a enzima fosfodiesterase
do tipo 4B (PDE 4B), levando a reducdo nos niveis de AMPc, ndo havendo, portanto,
ativacdo da proteina quinase dependente de AMPc (PKA, induzida por glucagon) e assim
também ocorre inibicdo da gliconeogénese. Por fim, AMPK também fosforila CRTC2
(CREB-regulated transcriptional coactivator-2), um fator de transcricdo que, quando
fosforilado, é inibido (retido no citoplasma) e assim ndo havera a transcricdo de genes que
codificam para PEPCK (fosfoenolpiruvato carboxiquinase) e G6Pase (glicose-6-fosfatase),

enzimas chave da gliconeogénese.
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Também sdo descritas as a¢gdes da metformina no aumento da sensibilidade a insulina
nos tecidos periféricos e estas aces ocorrem via alguns mecanismos: (i) aumento da atividade
tirosina quinase do receptor de insulina; (ii) aumento da translocacdo dos GLUT 4 para a
membrana plasmatica celular; (iii) aumento da expressdo dos receptores de insulina; (iv)
aumento da capacidade de restauracdo de componentes envolvidos na sinalizacdo de insulina
(PERNICOVA; KORBONITS, 2014).

Além dos beneficios ja descritos da metformina na promocao de reducdo da glicemia
no DM, ainda merecem destaque as suas ac¢les inibitorias sobre os niveis de AGEs e no
aumento das defesas antioxidantes (TANAKA et al., 1997; RAHBAR et al., 2000;
BONNEFONT-ROUSSELOT et al, 2001; BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2003,
ALDINI et al., 2007). Em relacdo as suas agdes relacionadas a diminuicdo dos niveis de
AGEs, a metformina é capaz de reagir com alguns precursores de AGEs, em especial glioxal e
metilglioxal. Estudos cinéticos bem como espectros de fragmentacdo em massa dos produtos
gerados pela reacdo da metformina com o glioxal e metilglioxal demonstraram a formacéo de
um composto denominado triazepinona. A reacdo inicia-se com a condensacgédo do glioxal com
0 grupo amino primario da metformina e ap6s uma desidratacdo ocorre a formacdo do
derivado de triazepinona. Dados experimentais e clinicos sustentam a hipdtese de que a agédo
da metformina em reduzir as complicaces relacionadas ao DM tem relagéo, pelo menos em
parte, com a sua capacidade em diminuir os niveis de compostos dicarbonilicos e
consequentemente dos AGEs (BEISSWENGER; RUGGIERO, 2001; ALDINI et al., 2007).

Mamputu et al. (2003) descreveram a capacidade da metformina em inibir a adesédo e a
migracdo de mondcitos para o endotélio vascular, e assim inibe a formacdo de células
espumosas. Estes resultados sugerem outros mecanismos pelos quais a metformina pode
reduzir o risco de complicacGes vasculares em pacientes com DM tipo 2. Chukwunonso et al.
(2016) observaram que ratos diabéticos (inducdo com 130 mg/kg i.v de aloxana) tratados com
25 mg/kg de metformina, durante 14 dias apresentaram aumento nos niveis séricos dos
antioxidantes enddgenos, incluindo SOD, CAT e GSH, bem como diminuicdo nos niveis
séricos dos produtos de peroxidacdo, atenuando as complicacdes relacionadas ao DM.

A associacdo de metformina com produtos naturais parece ser uma op¢do promissora
para a atenuacdo das complicacfes diabéticas. Em estudo recente de nosso laboratorio, foi
observado que o tratamento de ratos diabéticos durante 30 dias com a associacdo de
metformina (250 mg/kg) e curcumina (90 mg/kg) em iogurte promoveu diminuicdo da

dislipidemia e de marcadores do estresse glico-oxidativo, bem como promoveu aumento na
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atividade da enzima antioxidante PON 1, sugerindo assim que a associagdo da metformina
com este antioxidante de origem natural pode trazer beneficios no combate as complicacdes
do DM, neste caso as complicacGes cardiovasculares (ROXO et al., 2019).

E crescente no nimero de estudos com resultados promissores no desenvolvimento de
terapias combinadas de antidiabéticos orais (metformina) com bioativos naturais ou mesmo
combinacOes de diferentes antioxidantes naturais entre si para suplementacdo em individuos
diabéticos (BOLIGNANO et al., 2017) ou modelos experimentais da doenca. A presenca de
compostos biologicamente ativos nos fitoterapicos e alimentos funcionais explicam o seu
potencial na prevencdo, reducdo de riscos e/ou tratamento de doencas. Esteroides vegetais,
carotendides, fibras, alcaloides e polifenois sdo exemplos de compostos bioativos que
possuem um amplo espectro de atividades bioldgicas importantes no combate a doengas
(PERERA; LI, 2012; PAZ et al., 2015).

2.4 Licopeno

Algumas substancias de origem natural podem atuar de forma sinérgica com farmacos
ja utilizados clinicamente, permitindo a reducédo das doses necessarias para produzir o efeito
desejado e, consequentemente, minimizando os efeitos adversos (CASANOVA; COSTA,
2017). O licopeno € um carotenoide isdmero aciclico do B-caroteno com onze duplas ligacoes
conjugadas e duas ligacdes ndo conjugadas, portanto é altamente insaturado. E responséavel
pela coloracdo vermelha de tomates frescos e seus produtos processados (CEFALI et al.,
2009). E também encontrado em alguns microrganismos e outros vegetais, tais como
melancia, mamao e goiaba. Apds sua absorcao, o licopeno € transportado via LDL, onde pode
atuar como um potente antioxidante in vivo (YANG et al., 2012).

Sabe-se que a LDL contém uma grande quantidade de &cidos graxos insaturados (em
fosfolipideos), os quais podem ser alvos das espécies reativas produzidas em excesso no DM.
Assim, quando estas espécies reativas oxidam componentes estruturais da LDL, geram
inmeros aldeidos ativos que, por sua vez, reagem com residuos de lisina das
apolipoproteinas (apo B) presentes na LDL, modificando-as, formando a LDL oxidada.
Portanto, a formacdo de LDL oxidada tem correlacdo direta com o aumento nos niveis de
colesterol e de LDL, bem como com a produgdo aumentada das espécies reativas. No entanto,
a HDL é capaz de reverter/atenuar este quadro via remoc¢do dos fosfolipideos oxidados na

membrana da LDL, tornando-a menos “prejudicial”. Assim, o licopeno, sendo um potente
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antioxidante, atua tanto diretamente na captura de espécies reativas formadas, como também
aumentando as atividades das enzimas antioxidantes (PON 1, SOD, CAT, GSH-Px), o
carotenoide promove uma agdo benéfica na diminuicdo da oxida¢do da LDL, diminuindo
assim a chance de eventos cardiovasculares, tal como a aterosclerose (FAN et al., 2019).

Figura 5: Estrutura do licopeno.

Fonte: Adaptado Cefali et al., 2009.

Os aditivos alimentares na dieta estdo ganhando popularidade com os passar dos anos.
Diversos estudos demonstraram a capacidade antioxidante de vitaminas de origem natural na
promogcdo da saude e bem-estar. A suplementacdo dietética regular com frutas e vegetais tem
sido associada com um aumento nos niveis de vitaminas antioxidantes no plasma (JOHN;
ZIEBLAND, 2004; OZMEN et al., 2016).

Estudos também tém demonstrado que o consumo de suco de tomate promove
diversos beneficios a saude, reduzindo os niveis de biomarcadores relacionados ao estresse
oxidativo, inflamacdo e dislipidemia (JACOB et al., 2008; GHAVIPOUR et al., 2015). Seu
potencial em promover reducdo nos niveis de colesterol parece estar relacionado as seguintes
acOes: (i) capacidade de inibicdo de HMG-CoA redutase, enzima importante na sintese do
colesterol; (ii) inibicdo da enzima colesterol aciltransferase (ACAT), que catalisa a formacéo
de ésteres de colesterol no figado; (iii) inibicdo da sintese de receptores da LDL, protegendo
as células do acumulo de colesterol (PALOZZA et al., 2012). Muitos dos beneficios
relacionados a ingestdo de tomate e seus derivados tém sido atribuidos a presenca do
licopeno. Bernal et al. (2013) observou que a administracdo de licopeno a ratos alimentados
com dieta hiperlipidica/hipercolesterolémica reduziu o desenvolvimento de esteatose
hepética; tal beneficio foi associado a reducdo nos niveis circulantes de triacilglicerois e dos

niveis urinarios de isoprostano (marcador de estresse oxidativo).



36

Em relacdo aos beneficios do licopeno no DM, tem sido demonstrado que o
carotenoide atenua a disfuncdo endotelial e o estresse oxidativo, reduzindo os niveis de LDL-
0X, portanto contribui para a reducdo do risco cardiovascular (ZHU et al., 2011). O licopeno
também é capaz de proteger os rins contra a nefropatia diabética, via redugdo do estresse
oxidativo, promovendo aumento nas enzimas antioxidantes SOD, CAT (ALI e ACHA, 2009)
e GSH-Px, e reducdo nos niveis de malondialdeido (MDA), marcador de peroxidacéo lipidica
(GUO et al., 2015). Ainda, foram descritas as a¢Oes protetoras do licopeno contra o dano
oxidativo no DNA, proteinas e lipideos e também na modulacdo da comunicacdo intercelular,
inibindo a proliferacdo de células tumorais no endométrio e pulmdes (ZHANG et al., 1991;
LEVY etal., 1995; RAO et al., 1998.; ALI; AGHA, 2009). Estudo realizado por Ozmen et al.
(2016) demonstrou que o licopeno é capaz de atuar sobre as células B pancreaticas,
prevenindo sua destruicdo e consequentemente atenuando 0s prejuizos na secrecdo de
insulina. O licopeno tambem foi capaz de diminuir a vacuolizacdo das ilhotas de Langerhans,
ou seja, reduziu a degeneracéo celular pancreatica.

Estudo de nosso laboratério observou os diversos beneficios alcancados apds 0s
tratamentos de ratos diabéticos durante 50 dias com iogurte enriquecido com combinacges de
fitoquimicos: curcumina (extrato dos rizomas de Curcuma longa, contendo 65% de
curcumina), licopeno (extrato de tomate, contendo 10,13% de licopeno) ou bixina (extrato
das sementes de Bixa orellana, contendo 60% de bixina). Os tratamentos com as misturas
curcumina + bixina ou curcumina + licopeno apresentaram efeitos combinados, que
preservaram 0s beneficios alcancados com o0s tratamentos isolados: nos tratamentos
combinados, houve reducdo em biomarcadores de distirbios do metabolismo de carboidratos
e lipideos (efeitos da curcumina), aumento nos niveis de HDL (efeitos dos carotenoides,
licopeno ou bixina) e reducdo no estresse oxidativo (efeitos da curcumina e dos carotenoides).
Os efeitos combinados das misturas curcumina + licopeno ou curcumina + bixina também
preveniram a oxidagdo de LDL, sugerindo que a suplementacdo com misturas de fitoquimicos
tenha potencial para prevenir ou atenuar complicac6es cardiovasculares no DM (ASSIS et al.,
2017).
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar as alteracbes em biomarcadores fisio-metabdlicos, do estresse glico-
oxidativo e potencial antioxidante em ratos diabéticos tratados, durante 30 dias, com iogurte

enriquecido com metformina ou licopeno, isolados ou co-administrados.

3.2 Objetivos especificos

Em ratos diabéticos induzidos com STZ (mimetizando as alteragcdes observadas no
DM tipo 1) e tratados com 4U/animal de insulina, 250 mg/kg de metformina, 45 mg/kg de

licopeno ou com metformina + licopeno em iogurte, durante ou apés 30 dias, avaliar:

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

o Niveis de biomarcadores plasmaticos relacionados ao metabolismo de carboidratos e
lipideos (glicose, triglicerideos, colesterol total e colesterol-HDL) e marcador de integridade
hepatica (ALT);

o Toleréncia a glicose, via teste de tolerancia a glicose oral (TTGO);

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

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

o Atividade de PON 1 no plasma;

o Atividades das enzimas antioxidantes SOD e CAT nos sobrenadantes de figado e rim,
bem como componentes do sistema da glutationa [niveis de GSH (representada pela analise
de grupos tiois ndo proteicos), atividades de GSH-Rd e GSH-Px];

o Niveis de AGEs fluorescentes no plasma e sobrenadantes de figado e rim.
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4.MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar, com peso de 150 £ 10 g, provenientes do
Biotério Central do Campus de Botucatu, UNESP. Os animais permaneceram no Biotério do
Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de
Araraquara, UNESP. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias FarmacéuticassUNESP, Campus de
Araraquara/SP (CEUA/FCF/CAr n° 23/2017, Anexo ).

4.2 Indugéo do diabetes mellitus experimental

O DM foi induzido via administracdo intravenosa (veia jugular) de 40 mg de
estreptozotocina (STZ)/kg de peso corporal. Para realizacdo deste procedimento, 0os animais
foram submetidos a jejum prévio de 12 horas para administracdo de 40 mg de STZ) por kg de
peso corporal, e ap6s a administracdo do farmaco diabetogénico, 0s animais permaneceram
em jejum por mais 90 minutos. Em paralelo aos animais que receberam STZ, foi conduzido
um grupo de animais normais, ndo diabéticos, que foram submetidos aos mesmos
procedimentos, porém, recebendo somente tampao citrato. Trés dias apds a administracdo de
STZ, os animais foram distribuidos nos diferentes grupos experimentais realizando-se um
pareamento, utilizando-se a glicemia e o peso corporal, cujos valores médios iniciais

apresentaram a maior proximidade.
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4.3 Desenho experimental

Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais (10 animais/grupo):

Ratos normais, ndo diabéticos, tratados com iogurte (NIOG);

Ratos diabéticos tratados com iogurte (DIOG);

Ratos diabéticos tratados com 4U/dia de insulina (DINS);

Ratos diabéticos tratados com 250 mg/kg de metformina em iogurte (DMET);
Ratos diabéticos tratados com 45 mg/kg de licopeno em iogurte (DLIC);

AN N N NN

Ratos diabéticos tratados com 250 mg/kg de metformina + 45 mg/kg de licopeno em
iogurte (DLICMET).

Licopeno e/ou metformina foram incorporados ao iogurte natural (Nestle®) em
ambiente termostatizado (25°C) durante 90 segundos, sob rotacdo de 27000 rpm em
homogeneizador Metabo®. As doses utilizadas de metformina e licopeno foram selecionadas
de acordo com estudos previamente realizados em nosso laboratorio, sendo as doses que
promoveram as respostas mais efetivas de melhoria nas alteracdes fisiologicas e bioquimicas
no diabetes experimental (ROXO et al., 2019; ASSIS et al., 2017).

Os animais foram mantidos em gaiolas metabolicas individuais, em tempos
determinados (0, 15 e 30 dias), recebendo agua e ragdo “ad libitum”, onde permaneceram
durante trés dias, para adaptacdo. O biotério encontrava-se nas seguintes condicdes
ambientais: ciclo de luz de 12 horas (luzes acessas as 6:00 e desligadas as 18:00 horas),
temperatura constante de 23°C £+ 1°C e umidade de 55 £ 5%. A leitura da gaiola metabdlica
de 24 horas foi realizada a cada 15 dias. Para tal procedimento, foram oferecidos aos animais,
em cada gaiola, massa de racdo (50 g) e volume de agua (200 mL) conhecidos, foi colocado
frasco coletor de urina limpo, seco e contendo tolueno para a coleta da urina, e posterior
determinacdo do volume urinario. Os parametros analisados foram: peso corporal, ingestdo
alimentar, ingestdo hidrica e volume urinario. Apo6s a analise dos parametros referentes a
gaiola metabdlica, os animais eram colocados em caixas de polietileno, onde permaneciam
durante os demais dias de experimento.

Os animais foram tratados, durante 30 dias, com 0s compostos incorporados em

iogurte por via orogastrica duas vezes ao dia (8:00 e 18:00 horas), em volume de 0,5 mL de
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iogurte/animal/administracdo; cada administracdo continha 50% da dose diéaria dos
compostos.

Animais dos grupos NIOG e DIOG receberam somente iogurte duas vezes ao dia.
Animais do grupo DINS receberam insulina (Humolin®) preparada em solucdo de NaCl
0,85% por via subcuténea, em duas doses diarias de 2U cada.

O sangue para determinacdo da glicemia foi coletado a cada 10 dias. A coleta foi
realizada via caudal, apds vasodilatacdo, em tubos Eppendorf contendo heparina sodica, apos
centrifugacdo a 664 g durante 10 minutos, o plasma foi obtido e a analise da glicemia foi
realizada.

Apos 28 dias de tratamento, 0s animais foram jejuados por 12 horas (com inicio as
21:00 horas) e submetidos ao teste tolerancia a glicose oral (TTGO) as 09:00 horas da manha
do dia seguinte (2,5 g/kg glicose, via oral). A glicemia foi determinada antes (0 min) e depois
(15, 30, 60, 90, 120 minutos) da sobrecarga de glicose, tal como descrito por Xu et al. (2009),
com modificagdes, através do método da glicose oxidase (TRINDER, 1969).

Apds 30 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados, via decapitacdo
(guilhotina para roedores), para retirada do sangue total e obtencdo do plasma para
determinacdo dos niveis de glicose, triglicerideos, colesterol total, colesterol-HDL, AGEs
fluorescentes, proteinas carboniladas (PCO), substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS), enzima paraoxonase 1 (PON 1) e ALT. Tambeém foram retirados os rins e figado,
armazenados a -80°C para posterior determinacdo de PCO, TBARS e AGEs, bem como
enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GSH-Px, GSH-Rd) e também concentracdo de GSH
(representados por tiois ndo proteicos). Tecidos adiposos brancos epididimal e retroperitoneal

e 0s musculos soleus e extensor digitorum longus (EDL) foram retirados e pesados.

4.4 Determinagdes bioquimicas

4.4.1 Glicemia, método da glicose oxidase

A glicose oxidase catalisa a oxidacdo da glicose a acido glucénico e H20,. O H20- reage
com 4-aminoantipirina, sob a acdo de peroxidase, formando uma antipirilquinonimina,
monitorada em 505 nm, e cuja intensidade de absorcdo é proporcional & concentracdo da
glicose na amostra (TRINDER, 1969).
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4.4.2 Colesterol total, método da colesterol oxidase

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

é proporcional a concentracao de colesterol na amostra (MROZ, 2003).

4.4.3 Triacilglicerol, método enzimatico de reacgdes acopladas

A concentragdo de triacilglicerdis foi determinada via reacGes enziméticas acopladas; 0s
triacilglicerdis sdo hidrolisados pela lipase, produzindo glicerol e acidos graxos livres. O
glicerol é fosforilado pela gliceroquinase, produzindo glicerol-3-fosfato, o qual é oxidado a
dihidroxiacetona e peroxido de hidrogénio sob acdo da glicerol-3-fosfato oxidase. O H20:
participa da oxidacdo de 4-aminoantipirina, pela acdo catalizadora da peroxidase, gerando
quinoneimina, monitorada a 505 nm, sendo diretamente proporcional a concentracdo dos
triacilglicerdis na amostra (RIFAI; WARNICK, 2006).

4.4.4 Colesterol-HDL, método indireto por inibicao seletiva

O polianion composto por fosfotungstato de sddio e ions de magnésio forma complexos
estaveis com a superficie de VLDL, LDL e quilomicra. Os complexos formados com as
particulas do colesterol-HDL presentes no soro ndo se estabilizam, ficando sujeitos a acéo
detergente do polioxietileno lauril éter, solubilizando-se. Em seguida, ocorre a acdo de
colesterol esterase, colesterol oxidase e peroxidase, resultando na formagdo de um cromdéforo
que é diretamente proporcional a concentracdo de colesterol presente no colesterol-HDL da
amostra (RIFAI; WARNICK, 2006).

4.4.5 Determinacdo dos niveis de alanina aminotransferase (ALT)

As concentragbes plasmaticas de ALT foram realizadas utilizando kits comerciais da
Vitros Chemistry Products (Ortho Clinical Diagnostics). A camada de difusdo dos slides
contém os substratos alanina e a-cetoglutarato de sodio. A ALT catalisa a transferéncia do

grupo amino da alanina para o a-cetoglutarato, na presenca do piridoxal-5-fosfato, produzindo
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piruvato e oxaloacetato; o piruvato é oxidado & acetilfosfato e é gerado peroxido de
hidrogénio via uma oxidase de piruvato. A reacédo final consiste na oxidacdo de corante leuco
pelo peroxido de hidrogénio, na presenca de uma peroxidase, com a formacgédo de cromdéforo.
A alteracdo da densidade da reflectancia é proporcional a atividade de ALT na amostra.

4.4.6 Avaliacdo da peroxidacdo lipidica

Amostras de rim (0,25 g) foram homogeneizadas em 1 mL de cloreto de potéssio
1,15%. Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 g por 10 min a 4° e os sobrenadantes
utilizados para as analises. As amostras (plasma e sobrenadantes de figado e rim) foram
desproteinizadas com acido perclorico 10%, de acordo com Pilz et al. (2000). Os dienos,
produtos finais de peroxidacdo lipidica, incluindo malondialdeido (MDA), foram
determinados usando a reagdo com o acido tiobarbiturico (TBA) (KOHN; LIVERSEDGE,
1944). Os niveis de TBARS foram medidos espectrofotometricamente a 535 nm (figado e
rim) ou fluorimetricamente (plasma) nos comprimentos de onda de excitagdo e emissdo de
510 nm e 553 nm, respectivamente. Foi realizada uma curva analitica ¢ o 1,1’3,3’-
tetrametoxipropano foi utilizado como padrdo. Os resultados foram expressos em pmol/L

(plasma) e em nmol /g de tecido (figado e rim).

4.4.7 Quantificacdo de grupos carbonilas de proteinas

Os niveis PCO no plasma, figado e rim foram determinados de acordo com o método
descrito por Levine et al. (1994). As amostras de figado e rim (0,2 g) foram homogeneizadas
em 1 mL de tampdo fosfato 50 mM, pH 6,7. Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 g
por 10 min a 4° e os sobrenadantes utilizados para as analises. Os grupos carbonilas presentes
nas proteinas reagem com  24-dinitrofenilhidrazina (DNPH) formando 2,4-
dinitrofenilhidrazona, que absorve luz em 370 nm. A concentracdo de PCO foi obtida
utilizando o coeficiente de extingdo molar da hidrazona (22.000 M-cm™) e expressa em nmol

de PCO/mg de proteina.
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4.4.8 Atividade de paraoxonase 1

A atividade de PON 1 foi determinada no plasma via hidrélise de paraoxon e liberacao de
p-nitrofenol, de acordo com Costa et al. (1990) e modificagcdes segundo Assis et al. (2017). O
ensaio consiste de plasma em tampdo Tris-HCI (15 mM), pH 8,5, contendo 0,15 mM de
CaCl, 0,3 M de NaCl e 1,2 mM de paraoxon. O ensaio foi realizado a 37°C e iniciado pela
adicdo de paraoxon. A atividade foi monitorada medindo-se a absorbancia a 405 nm por 5
min. Os resultados foram calculados assumindo o coeficiente de extingdo molar de p-
nitrofenol (18.000 M*.cm™) (RICHTER et al, 2008). A atividade da PON 1 foi expressa em

unidades/litro (unidade = pmoL paraoxon hidrolisado/min).

4.4.9 Determinacdo da concentracao de grupos tiois ndo proteicos

As concentracdes de grupos tidis ndo proteicos sdo uma medida indireta dos niveis de
GSH, e foram determinados de acordo com Sedlak e Lindsay (1968), em funcédo da reducgéo
do acido 5,5-ditio-2-nitrobenzoico (DTNB), medido espectrofotometricamente em 412 nm.
Os resultados foram expressos em mmol de grupos tidis ndo proteicos/mg de tecido (figado e

rim).

4.4.10 Atividades de enzimas antioxidantes em figado e rim

4.410.1 Preparo das amostras

Amostras de figado e rim (0,1 g) foram homogeneizadas em 1 mL de tampéo fosfato de
sodio (10 mmol /L; pH 7,4). Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 g por 10 min a 4°

e 0s sobrenadantes utilizados para as analises descritas a seguir.

4.4.10.2 Atividade da enzima superéxido dismutase

A atividade de SOD foi determinada de acordo com Beauchamp e Fridovich (1971),
onde a oxidacdo da xantina gera 0 O>" pela acdo catalitica da xantina oxidase, o qual reduz o

nitroblue tetrazolium (NBT) a uma formazana. Na presenca de SOD ocorre inibicdo da
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reducdo do NBT, monitorada em 550 nm. Os resultados foram expressos como U/mg de
proteina. Uma unidade de SOD ¢ definida como a quantidade de enzima necesséria para inibir
a reducdo do NBT em 50 %.

4.4.10.3 Atividade da enzima catalase

A atividade de CAT foi monitorada pelo consumo do H20, monitorado em 230 nm
(BEERS; SIZER, 1952). Os resultados foram expressos como mmol de H20»

consumido/min/mg de proteina.

4.4.10.4 Atividade da enzima glutationa peroxidase

Determinou-se a atividade da GSH-Px de acordo com o metodo descrito por Rush e
Scandiford (2003). A GSH-Px catalisa a oxidacdo de GSH na presenca de H.O>. Na presenca
de glutationa redutase (GSH-Rd), a glutationa oxidada (GSSG) é reduzida a GSH com
oxidacdo concomitante do NADPH a NADP*. A oxidacdo do NADPH é monitorada pela
diminuicdo da absorbancia em 340 nm. Os resultados foram expressos em mmol de NADPH

consumido/min/mg de proteina.

4.4.10.5 Atividade da enzima glutationa redutase

A atividade da GSH-Rd foi avaliada de acordo com Carlberg e Mannervik (1985) via
mensuracdo da velocidade de oxidacdo do NADPH com a concomitante reducdo da glutationa
oxidada (GSSG) a 25°C acompanhada por 3 minutos espectrofotometricamente a 340 nm. Os

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

4.4.11 Estimativa dos produtos finais de glicacdo avancada

Os AGEs totais foram estimados por fluorometria tal como descrito por Zilin et al. (2001)
e Pokupec et al. (2003), com modificagdes. Os homogenatos de figado e rim foram

preparados conforme item 4.4.10.1. No plasma e nos sobrenadantes dos homogenatos de
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figado foram adicionados 1,21 M (plasma) e 2,42 M (figado) de cloroférmio, 0,12 M de &cido
tricloracético e 0,1 M de hidroxido de sddio (NaOH); os tubos foram homogeneizados em
vortex e mantidos a 8-10°C durante 30 minutos e posteriormente centrifugados a 10.000 g
durante 10 minutos a 10°C. Nos sobrenadantes dos homogenatos de rim foi adicionado 0,1 M
de NaOH; os tubos foram homogeneizados em vortex e centrifugados a 10.000 g durante 10
minutos a 10°C. Em seguida as amostras foram lidas em espectrofluorimetro (comprimentos
de onda de excitacdo 370 nm e de emissdo 440 nm). Os resultados foram expressos em
Unidades Arbitrarias de fluorescéncia/mg de proteina (UA/mg proteina).

4.4.12 Dosagem de proteinas totais

As proteinas foram quantificadas no plasma e nos sobrenadantes dos homogenatos dos

tecidos (figado e rim) de acordo com o método de Lowry et al. (1951).

4.4.13 Andlise dos resultados

Os resultados foram expressos como media + erro padrdo da média (EPM). Os dados
foram analisados via avaliacdo da variancia One way (ANOVA) seguida da analise de
diferenca pelo teste Student-Newman-Keuls, para comparagdes intergrupos. O teste t-
Student’s foi utilizado para comparagdes intragrupo nos parametros relativos ao dia 0. Foram
consideradas diferencas significativas quando p<0,05. As analises supracitadas, foram

realizadas utilizando o programa GraphPad Prism® 6.0.
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5.RESULTADOS

5.1 Parametros fisiologicos e bioquimicos de animais diabéticos ndo tratados e
tratados com 4U/animal de insulina, 250 mg/kg de metformina e/ou 45 mg/kg de

licopeno em iogurte

Animais do grupo DIOG apresentaram menor ganho de peso corporal quando
comparado ao grupo NIOG, a partir do 15° dia de experimento. Também é possivel observar
que animais do grupo DINS apresentaram maior ganho de peso corporal em relacdo aos
demais animais diabéticos (DIOG, DMET, DLIC e DLICMET) a partir do 15° dia de
experimento, alcancando valores de peso corporal semelhantes aos animais normais (NIOG).
N&o foram observadas diferencas significativas no ganho de peso corporal de animais dos
grupos DMET, DLIC e DLICMET, em relacdo aos animais DIOG, durante todo o periodo
experimental, sugerindo que os tratamentos com metformina ou licopeno, isolados ou
combinados, ndo influenciaram no ganho de peso corporal em animais diabéticos (Tabela 1).

Na Tabela 1, além dos valores de peso corporal, também estdo apresentados 0s
resultados referentes a ingestdo alimentar, ingestdo hidrica e volume urinario de ratos normais
e diabéticos, tratados com iogurte ou tratados com insulina, metformina, licopeno ou
metformina + licopeno em iogurte, apos 0, 15 e 30 dias.

Animais DIOG apresentaram um aumento significativo na ingestdo alimentar, quando
comparados aos animais NIOG, desde o inicio do experimento (dia 0). Vale destacar que
houve um aumento da ingestdo alimentar nos animais pertencentes ao grupo diabético DIOG
apos 30 dias, quando em comparacdo com o inicio (dia 0) e meio (dia 15) do experimento. Os
tratamentos dos ratos diabéticos com insulina, metformina ou licopeno foram capazes de
promover reducdo na ingestdo alimentar, quando comparados aos animais DIOG, a partir do
15° dia de tratamento (Tabela 1).

Todos os animais diabéticos apresentaram um aumento na ingestdo hidrica no dia 0,
isto €, antes dos inicios dos tratamentos, quando comparados aos animais NIOG. Os ratos
diabéticos que receberam insulina (DINS), a partir do 15° dia de tratamento, apresentaram
uma diminuicdo significativa de valores relacionados a ingestdo hidrica quando comparados
aos animais tratados somente com iogurte (DIOG). Animais tratados com metformina ou
licopeno apresentaram um aumento na ingestdo hidrica a partir do dia 0, quando comparados

aos animais NIOG. No entanto, os animais diabéticos tratados com licopeno apresentaram
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uma reducdo significativa da ingestdo hidrica, apés 30 dias de tratamento, quando
comparados aos animais DIOG. Interessantemente, animais tratados com a associagdo
metformina + licopeno apresentaram uma diminui¢do na ingestdo hidrica a partir do 15° dia
de tratamento, quando comparados aos animais DIOG (Tabela 1).

Todos os animais diabéticos também apresentaram um aumento significativo no
volume urinario em relacdo aos animais NIOG, no dia 0 (antes do inicio dos tratamentos). Os
ratos diabéticos que receberam insulina (DINS), a partir do 15° dia de tratamento,
apresentaram menores valores de volume urinério em relacdo aos ratos diabéticos DIOG. Os
animais tratados com metformina apresentaram um aumento do volume urinario quando
comparado aos animais normais a partir do inicio do experimento (dia 0) e, ao longo do
periodo experimental, ndo foram observadas diferencas estatisticas quando comparado aos
animais diabéticos DIOG. Ja animais tratados com licopeno, apos 30 dias, apresentaram uma
diminuigdo do volume urindrio quando comparado aos animais DIOG. Animais diabéticos
tratados com metformina + licopeno apresentaram reducéo significativa do volume urinario,
quando comparados aos animais diabéticos DIOG, a partir do 15° dia de tratamento (Tabela
1).
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Tabela 1: Pardmetros fisioldgicos (peso corporal, ingestdo alimentar, ingestdo hidrica e volume urinério) de animais normais, diabéticos ndo
tratados e tratados com insulina, metformina e/ou licopeno incorporados em iogurte, no inicio (dia 0), meio (dia 15) e final (dia 30) do

experimento.
Grupos
NIOG DIOG DINS DMET DLIC DLICMET

Dias de tratamento 0 15 30 0 15 30 0 15 30 0 15 30 0 15 30 0 15 30
163,55 2401+ 2972+ | 176,4+ 2252+ 240,0+|168,9+ 2551+ 3055+ |172,8+ 2198+ 2408+ | 1714+ 2345+ 2639+ |170,1= 2257+ 2586+
328 7,07 877 | 3.66 670 1040 | 2,70 484 484 | 326 645 930 | 394 780 11,70 | 3,09 298 830

Peso corporal (g)
) @#) (@b (bt (b ach) (acH) ) (acH (ac,#)  (acH)
2075 264+ 246+ | 27.6+ 399+ 399+ | 27.65 26,6+ 250+ | 26,6+ 322+ 254+ | 27.8+ 314+ 250+ | 26,0+ 298+ 26,1+
Ingestio alimentar| 063 2,05 1,13 | 131 240 336 | 131 244 1,62 | 244 295 445 | 130 172 328 | 084 3,15 331
(g/12h) (#) (#) (a) (a#)  (a#h (a) (b) (b) (a) (b) (a) (b) (b) (a) (b) (b)
o 38,05 22,6+ 309+ | 107,90+ 1452+ 162,5+| 1024+ 488+ 453+ | 1062+ 970+ 100,6+|1063+ 97,0+ 883+ | 110,04 504+ 489+
I“geStEZ:]dr'ca 11,66 2,64 399 | 608 1748 1982 | 12,67 1759 1924 | 1648 2327 2995 | 1648 19,64 245 | 1407 149 18,13
(m ) () (a) (a,#) (a) (b) (b#) () (a) (a) (a) (a) (b) () (b#)  (b#)
| 82&  86x  90% | 73.9% 1150= 130,55 | 754% 341+ 40,0+ | 743+ 814+ 789+ | 774+ 742+ 743 | 764+ 37,0+ 40,3=
v“"'{'::;::;a“” 0,70 0,68 070 | 827 1606 16,61 | 13,17 13,18 21,95 | 1588 21,99 2449 | 1000 1620 1831 | 9,12 12,12 194
(a) (a) (a,#) (a) (b) (b (a) (a) (a) (b) (d) (a) (b,#) (b)

Os valores estéo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). As diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05.

a, diferencas com NIOG;
b, diferencas com DIOG;
¢, diferengas com DINS;
d, diferencas com DMET;
e, diferencas com DLIC;
#, diferenca com o dia 0.
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Ratos diabéticos DIOG apresentaram uma redugdo significativa nas massas dos
musculos esqueléticos, em relagdo as massas encontradas em masculos de animais NIOG
(Figura 6A e 6B). Os tratamentos de animais diabéticos com metformina ou licopeno em
iogurte ndo foram eficazes na promocao de ganho de massa muscular (ou prevengéo de perda
de massa muscular), quando comparados aos animais DIOG (Figura 6A). Em relacdo ao
tratamento de animais diabéticos com metformina + licopeno em iogurte, pode-se notar que
este foi eficaz na prevencao da perda de massa de muasculos EDL, enguanto que em musculos
soleus ndo foram observadas diferencas nas massas, quando comparados 0s animais
DLICMET versus DIOG (Figura 6A e 6B).

Figura 6: Massas dos musculos esqueléticos de animais normais, diabéticos ndo tratados e

tratados com insulina, metformina e/ou licopeno incorporados em iogurte, ap6s 30 dias.
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(A) Musculos soleus (g) e (B) Musculos EDL (g). Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da
média (EPM). As diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. A, diferencas com NIOG; b,
diferengas com DIOG,; c, diferencas com DINS; d, diferencas com DMET; e, diferencas com DLIC.

Em todos os grupos de animais diabéticos, exceto aqueles tratados com insulina
(DINS), houve uma reducdo nas massas de tecidos adiposos. Animais diabéticos tratados com
insulina (DINS) apresentaram valores de massas de tecidos adiposos proximos aos valores
observados em animais do grupo normal (NIOG) (Figura 7A e 7B). Os animais diabéticos
tratados com metformina ou licopeno em iogurte ndo apresentaram diferencas nas massas de
tecidos adiposos quando comparados aos animais DIOG. Surpreendentemente, 0s animais
diabéticos tratados com metformina + licopeno em iogurte apresentaram maiores massas de
tecidos adiposos brancos, quando comparados com 0s animais diabéticos tratados com iogurte
(DIOG) ou tratados com metformina ou licopeno isoladamente (DMET e DLIC) (Figura 7A e
7B).
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Figura 7: Massas dos tecidos adiposos brancos, epididimal e retroperitoneal de animais
normais, diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, metformina e/ou licopeno

incorporados em iogurte, ap6s 30 dias.

A B
4 b
O -

2 2T

0w o2 3

2. 2 5

T =~ T e

c B B c =T 2

o5 2 o &=

s2 28 B
o-

[J NIOG I DIOG [ DINS [ DMET [ DLIC [0 DLICMET

(A) Tecido adiposo branco epididimal (g) e (B) Tecido adiposo branco retroperitoneal (g). Os valores estdo
expressos como média * erro padrdo da média (EPM). As diferencas entre os grupos foram consideradas com
p<0,05. a, diferengas com NIOG; b, diferencas com DIOG; c, diferengas com DINS; d, diferencas com DMET;
e, diferencas com DLIC.

Animais diabéticos apresentaram valores de glicemia de aproximadamente 400 mg/dL
no pareamento (tempo 0, antes do inicio dos tratamentos), 0 que nos permite confirmar a
instalacdo do DM experimental (Figura 8A). No decorrer do periodo experimental, animais
DIOG apresentaram niveis glicémicos progressivamente maiores, alcancando valores médios
de 550 mg/dL ao final dos 30 dias de experimento, culminando assim em um maior valor de
AUC da glicemia, o que sugere a maior vulnerabilidade destes animais as complicacfes do
DM relacionadas ao estresse glico-oxidativo (Figura 8B).

Pode ser observado na figura 8A e 8B que a glicemia dos animais do grupo NIOG
manteve-se constante e em valores dentro da normalidade, desde o pareamento até o final do
periodo experimental. Os ratos diabéticos que receberam insulina (DINS) apresentaram uma
reducdo significativa da glicemia, bem como menor AUC da glicemia, apresentando valores
médios de glicemia e de AUC da glicemia semelhantes aos encontrados em animais nao
diabéticos (N1OG).

Os animais diabéticos tratados com metformina em iogurte apresentaram uma melhora
nos niveis glicémicos quando comparados aos valores encontrados em animais DIOG, a partir
do 10° dia de tratamento (Figura 8A). Também foi possivel observar valores maiores da AUC
da glicemia de animais DMET, quando comparados aos grupos NIOG e DINS, porém
menores em relagdo aos valores do grupo DIOG (Figura 8B). O tratamento com licopeno em

iogurte também foi capaz de melhorar os niveis glicémicos de animais diabéticos, quando
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comparados aos animais DIOG (Figura 8A). Analisando a AUC da glicemia do grupo DLIC,
assim como a AUC do grupo DMET, é possivel observar valores maiores quando comparados
aos grupos NIOG e DINS, porém a AUC da glicemia do grupo DLIC também foi menor que
aquela observada no grupo DIOG (Figura 8B).

Animais DLICMET apresentaram uma reducdo significativa na glicemia, em
comparagdo tanto aos animais DIOG quanto aos animais tratados com metformina ou
licopeno isoladamente, demonstrando um efeito combinado/aditivo desta terapia combinada
no controle glicémico (Figura 8A). Em relacdo a AUC da glicemia, o grupo DLICMET
apresentou valores menores quando comparados aos grupos DIOG, DMET e DLIC (Figura
8B).

Figura 8: Niveis plasmaticos de glicose e area sob a curva (AUC) da glicemia de animais
normais, diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, metformina e/ou licopeno

incorporados em iogurte, apos 30 dias.
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(A) Niveis plasmaticos de glicose (mg/dL); (B) AUC da glicemia (mg/dL). Os valores foram expressos como média +
erro padrdo da média (EPM), n = 10. As diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. #, diferengas com
o dia 0. a, diferengas com NIOG; b, diferengas com DIOG; c, diferengas com DINS; d, diferencas com DMET; e,

diferengas com DLIC.
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Figura 9: Teste de tolerancia oral a glicose, &rea sob a curva (AUC) da glicemia no TTGO e
glicemia apds 12 horas de jejum de animais normais, diabéticos néo tratados e tratados com

insulina, metformina e/ou licopeno incorporados em iogurte, apds 28 dias.

DMET, DLIC, DLICMET vs NIOG, DIOG, DINS, p<0,05
DINS vs NIOG, DIOG, p<0,05

500 = k DIOG vs NIOG,p<0,05 ;

400-
300+
200+
100+

Glicose (mg/dL)

T L]

0 15 30 60 90 120
Tempo (minutos)

- NIOG = DIOG -+ DINS DMET -+ DLIC DLICMET

Jmiﬁ

CJ NIOG I DIOG [ DINS O DMET I DLIC [ DLICMET

B C

B

(=

o
1

60000+

N w
(=] (=
o o

Glicemia de jejum
12 horas (mg/dL)
8

AUC Glicemia (mg/dL)

(A) Teste de tolerancia a glicose oral (mg/dL); (B) AUC da glicemia no TTGO (mg/dL); (C) Glicemia de jejum
12 horas (mg/dL). Os valores estdo expressos como media + erro padrdo da média (EPM). As diferencas entre os
grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferencas com NIOG; b, diferengas com DIOG; c, diferencas com
DINS; d, diferengas com DMET; e, diferencas com DLIC.

Como € possivel observar na figura 9C, apds 12 horas de jejum, os animais
pertencentes ao grupo DIOG apresentaram um aumento de 312% na glicemia de jejum,
quando comparados aos animais NIOG. Além disto, tal como esperado, animais DIOG
apresentaram niveis glicémicos maiores do que aqueles encontrados em animais submetidos

aos tratamentos, durante todo o monitoramento do TTGO, ou seja, a correcdo da glicemia
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ap6s 120 minutos da sobrecarga de glicose ndo foi alcangada, caracterizando um quadro de
intolerancia a glicose em animais DIOG (Figura 9A). Todos os tratamentos realizados
(insulina, metformina, licopeno, metformina + licopeno) foram eficazes na redugéo da
glicemia de jejum, em 69%, 49%, 48% e 49%, respectivamente, quando comparados aos
valores em animais diabéticos DIOG (Figura 9C).

Apo6s 30 minutos da sobrecarga de glicose, observou-se o pico glicémico no TTGO
(figura 9A). Animais diabéticos tratados com insulina apresentaram menores valores de pico
glicémico bem como menores valores de glicemia durante todo teste, quando comparados aos
animais diabéticos DIOG, DMET, DLIC e DLICMET, apresentando perfil temporal de
glicemia semelhante aos animais NIOG (Figura 9A). Animais diabéticos tratados com
metformina, licopeno ou metformina + licopeno apresentaram menores valores de pico
glicémico em relagdo aos animais diabéticos DIOG, no entanto superiores aqueles
encontrados nos animais NIOG e DINS (Figura 9A).

Assim, analisando o grafico das alteracfes temporais da glicemia no TTGO (Figura
9A) e a AUC da glicemia no TTGO (Figura 9B), concluimos que os tratamentos com
metformina, licopeno e metformina + licopeno melhoraram a tolerancia a glicose de animais
diabéticos, contudo ainda com menor eficacia em comparacao ao tratamento com insulina.

Né&o foram observadas diferencas nos niveis circulantes de colesterol-HDL entre todos
0s grupos, antes do inicio dos tratamentos (dia 0) (Figura 10C). No entanto, em todos 0s
grupos constituidos por animais diabéticos, foram observados aumentos nos niveis
plasmaticos de triglicerideos e de colesterol, em relacdo aos valores encontrados em animais
ndo diabéticos, NIOG, antes do inicio dos tratamentos (Figura 10A e 10B).

Apdbs 30 dias de experimento, pode-se notar que houve um aumento significativo e
ainda maior em relacdo ao dia 0, nos niveis plasmaticos de triglicerideos em animais do grupo
DIOG, guando comparados aos valores em animais NIOG (Figura 10A). Também ocorreu um
aumento nos niveis plasmaticos de triglicerideos em quase todos 0s outros grupos
constituidos por animais diabéticos, exceto aqueles pertencentes ao grupo DINS, mesmo apds
os tratamentos com licopeno ou metformina em iogurte, isolados ou combinados, porém 0s
valores em animais DMET, DLIC e DLICMET encontram-se menores em relacdo aos
encontrados em animais DIOG (Figura 10A). O tratamento de ratos diabéticos com insulina
foi eficiente na promocdo de reducdo nos niveis de triglicerideos (ou preveniu o aumento),

permanecendo 55% menor em relagdo aos valores em animais DIOG, enquanto que oS
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tratamentos com metformina, licopeno e com a combinagdo promoveram diminuigdes nos

niveis de triglicerideos de 32%, 33% e 35% respectivamente (Figura 10A).

Figura 10: Niveis plasmaticos de triglicerideos (mg/dL), colesterol (mg/dL) e colesterol-
HDL (mg/dL) de ratos normais e ratos diabéticos ndo tratados e tratados com insulina,
metformina e/ou licopeno incorporados em iogurte, apds 30 dias.
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(A) Triglicerideos (mg/dL); (B) Colesterol (mg/dL) e (C) Colesterol-HDL (mg/dL). Os valores estdo expressos
como media + erro padrdo da média (EPM). As diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a,
diferencas com NIOG; b, diferencas com DIOG; c, diferencas com DINS; d, diferencas com DMET; e,
diferencas com DLIC; #, diferencas com o dia O.

Na Figura 10B estdo apresentados os resultados referentes aos niveis plasmaticos de
colesterol de animais normais e diabéticos tratados com iogurte ou tratados com insulina,
metformina e/ou licopeno em iogurte, no inicio (dia 0) e no fim do experimento (dia 30).
Apds 30 dias de tratamento, animais diabéticos DIOG apresentaram um aumento de 74% nos
niveis de colesterol quando comparados aos animais NIOG (Figura 10B). Os tratamentos de
ratos diabéticos com insulina, metformina, licopeno e a associacdo de metformina com

licopeno foram eficazes na diminuigdo dos niveis plasméticos de colesterol, de 42%, 24%,
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29% e 44%, respectivamente, quando comparados aos animais DIOG (Figura 10B). Vale
destacar que o tratamento de animais diabéticos com a associa¢do de metformina + licopeno
em iogurte, apds 30 dias, foi capaz de promover uma diminui¢do nos niveis plasmaticos de
colesterol maior que aquela observada com os tratamentos isolados, sendo esta diminuic¢éo de
26% em relacéo ao grupo DMET e de 21% em relagdo ao grupo DLIC (Figura 10B).

Na Figura 10C estdo apresentados os valores referentes aos niveis plasmaticos de
colesterol-HDL de animais normais e diabéticos tratados com iogurte ou tratados com
insulina, metformina e/ou licopeno em iogurte, no inicio (dia 0) e fim do experimento (dia
30). Todos os grupos estudados apresentaram valores semelhantes de colesterol-HDL no dia 0
e, ao final dos 30 dias de experimento, todos 0s grupos estudados apresentaram uma
diminuigdo nos niveis plasmaticos de colesterol-HDL, em relagéo ao inicio dos tratamentos,

sem diferenca entre os grupos, no dia 30.

Figura 11: Niveis de alanina aminotransferase (ALT) em plasma de ratos ndo diabéticos e

ratos diabéticos tratados com insulina, metformina e/ou licopeno, apos 30 dias.
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Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). As diferengas entre os grupos foram
consideradas com p<0,05. a, diferencas com NIOG; b, diferencas com DIOG; c, diferencas com DINS; d,

diferencas com DMET; e, diferengas com DLIC.

Os animais diabéticos DIOG apresentaram aumento significativo nos niveis
plasméticos de ALT (123%), em relacdo aos valores encontrados em animais NIOG (Figura
11).
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Os tratamentos com insulina, metformina ou licopeno foram capazes de reduzir (ou
prevenir 0 aumento) os niveis plasmaticos de ALT de ratos diabeticos, em 58%, 55% e 56%,
respectivamente, em relacdo aos valores observados em animais DIOG, alcancando valores
proximos aos observados em animais NIOG (Figura 11).

Em relacdo ao tratamento de ratos diabéticos com a associacdo de metformina +
licopeno em iogurte, foi possivel observar uma diminuicdo de 67% dos niveis de ALT,
quando comparados aos animais do grupo DIOG (figura 11). Também foi possivel observar
uma resposta combinada/aditiva do tratamento com a associagdo de metformina + licopeno na
diminuicdo dos niveis de ALT em ratos diabeticos, em relacdo aos efeitos promovidos pelas
terapias isoladas, sendo esta diminuicdo de 25% e 24%, respectivamente, em relacdo aos
tratamentos com metformina ou licopeno, evidenciamento que a associacdo metformina +
licopeno tem maior potencial protetor contra as injurias em hepatdcitos observadas neste

modelo experimental de DM.
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5.2 Biomarcadores relacionados ao estresse glico-oxidativo no plasma de animais
diabéticos nado tratados e tratados com 4U/animal de insulina, 250 mg/kg de
metformina e/ou 45 mg/kg de licopeno em iogurte

Animais do grupo DIOG apresentaram aumentos significativos nos niveis plasmaticos
de TBARS (Figura 12A), PCO (Figura 12B) e AGEs fluorescentes (Figura 12C) quando
comparados aos valores encontrados em animais NIOG. Animais do grupo DINS
apresentaram reducdo nos niveis plasmaticos de TBARS, PCO e AGEs fluorescentes, de
53%, 40% e 39%, respectivamente, em relacdo aos valores encontrados em animais DIOG
(Figura 12A, 12B e 12C). Os tratamentos com metformina ou licopeno em iogurte ndo foram
eficazes na reducdo dos niveis de TBARS em ratos diabeticos (figura 12A), no entanto
reduziram os niveis de PCO (figura 12B), em 35% (metformina) e 38% (licopeno), em
relacdo aos animais DIOG. Todos os tratamentos foram eficazes na redugdo dos niveis
plasmaticos de AGEs fluorescentes, quando comparados aos valores em animais DIOG
(Figura 12C).

Em relagcdo ao tratamento de animais diabéticos com a associacdo de metformina +
licopeno, foi possivel observar uma reducdo nos niveis plasmaticos de TBARS e AGEs
fluorescentes em 39% e 58% respectivamente, quando comparado aos animais diabéticos
tratados com iogurte (Figura 12A e 12C). Além disso, o tratamento de animais diabéticos com
metformina + licopeno foi capaz de reduzir significativamente os niveis plasmaticos de
TBARS quando comparados aos tratamentos isolados com metformina ou licopeno); vale
lembrar que estes tratamentos isolados ndo tinham sido eficazes na reducdo dos niveis de
TBARS, evidenciando no beneficio da terapia combinada no combate ao estresse oxidativo
em animais diabéticos (Figura 12A).

Analisando os resultados referentes aos niveis de AGEs fluorescentes no plasma,
pode-se observar que o tratamento com metformina + licopeno promoveu uma reducao ainda
maior do gque a observada com os tratamentos isolados com metformina ou licopeno, desta
forma podemos sugerir que a terapia combinada também é eficaz na atenuacdo das alteracbes
associadas aos eventos de glicacdo no DM (Figura 12C).

Ja em relacdo aos niveis de PCO, a associacdo demonstrou uma magnitude de reducao
semelhante aos tratamentos isolados, ndo havendo diferencas entre os tratamentos realizados
(insulina, metformina, licopeno e metformina + licopeno), porém todos apresentaram

resultados semelhantes aos encontrados nos animais ndo diabéticos (Figura 12B).
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Figura 12: Niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbiturico, proteinas carboniladas e
AGEs fluorescentes no plasma de ratos normais e ratos diabéticos ndo tratados e tratados com

insulina, metformina e/ou licopeno, ap6s 30 dias.
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(A) Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS; umol/L) (B) Proteinas carboniladas (PCO; nmol/mg
de tecido) e (C) AGEs fluorescentes (U.A). Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média
(EPM), n = 10. As diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferengas com NIOG; b,
diferengas com DIOG,; c, diferencas com DINS; d, diferencas com DMET; e, diferencas com DLIC.

Como observado na figura 13, houve uma diminui¢do de 28% na atividade da PON 1
em plasma de animais diabéticos tratados com iogurte (DIOG), ap6s 30 dias de experimento,
quando comparados aos valores encontrados em animais normais tratados com iogurte
(NIOG).

O tratamento de animais diabéticos com insulina promoveu um aumento de 34% na
atividade de PON 1, em relacdo aos valores em animais diabéticos tratados com iogurte
(DIOG). Os tratamentos de animais diabéticos com metformina em iogurte ou com licopeno
em iogurte também promoveram aumentos na atividade de PON 1, de 28% e 29%,
respectivamente, em comparacao aos valores encontrados em animais diabéticos tratados com

iogurte.
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Em relagdo ao tratamento de animais diabéticos com metformina + licopeno, foi
possivel observar um aumento na atividade da PON 1 em 35%, em comparacdo aos valores
encontrados em animais diabéticos DIOG. Vale destacar que ndo foram observadas diferencas
nas atividades de PON 1 entre todos os tratamentos realizados em animais diabéticos
(insulina, metformina, licopeno, metformina + licopeno), porém todos os tratamentos foram
capazes de promoverem aumento significativo na atividade de PON 1, alcancando valores

semelhantes aos encontrados nos animais nao diabéticos.

Figura 13: Atividade de PON 1 em plasma de ratos normais e ratos diabéticos néo tratados e

tratados com insulina, metformina e/ou licopeno incorporados em iogurte, apés 30 dias.
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Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). As diferengas entre os grupos foram
consideradas com p<0,05. a, diferengas com NIOG; b, diferencas com DIOG; c, diferencas com DINS; d,
diferencas com DMET; e, diferencas com DLIC.
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5.3 Biomarcadores relacionados ao estresse glico-oxidativo no figado de animais
diabéticos ndo tratados e tratados com 4U/animal de insulina, 250 mg/kg de

metformina e/ou 45 mg/kg de licopeno em iogurte

Inesperadamente, observou-se que ratos diabéticos DIOG apresentaram uma
diminuicdo de 29% dos niveis de TBARS no figado, quando comparados aos valores em
animais NIOG. Também foi possivel observar que os tratamentos ndo mudaram os niveis de
TBARS no figado de animais diabéticos, isto é, eles permaneceram em valores baixos e

semelhantes aos encontrados em animais DIOG (Figura 14A).

Figura 14: Niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico, proteinas carboniladas e de
AGEs florescentes no figado de ratos normais e ratos diabéticos ndo tratados e tratados com

insulina, metformina e/ou licopeno, apos 30 dias.
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(A) Substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS; nmol/g de tecido) (B) Proteinas carboniladas (PCO;
nmol/mg de tecido) e (C) AGEs fluorescentes (UA/mg de tecido). Os valores estdo expressos como média * erro
padrdo da média (EPM), n = 10. As diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferencas com
NIOG,; b, diferencas com DIOG; c, diferengas com DINS; d, diferengas com DMET; e, diferencas com DLIC.
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Animais DIOG apresentaram niveis aumentados de PCO (figura 14B) e de AGEs
fluorescentes (figura 14C) no figado, quando comparados aos valores obtidos em animais
NIOG. Animais DINS apresentaram reducdo nos niveis hepéaticos de PCO e de AGEs
fluorescentes, de 27% e 45%, respectivamente, em relagdo aos animais DIOG.

Animais DMET, DLIC e DLICMET apresentaram redugdes nos niveis de PCO no
figado, de 35%, 37% e 40%, respectivamente quando comparados aos valores encontrados em
animais DIOG (Figura 14B).

Os tratamentos de ratos diabéticos com metformina ou com licopeno, isoladamente,
promoveram reducdes de 53% e de 57%, respectivamente, nos niveis de AGEs fluorescentes,
em relacdo aos valores encontrados em animais DIOG. Ja em relacdo ao tratamento com
metformina + licopeno, foi observada uma diminuicdo de 63% nos niveis de AGEs
fluorescentes, em relacdo aos animais DIOG. Também foi possivel observar que todos os
tratamentos (insulina, metformina, licopeno e metformina + licopeno), mesmo n&o
apresentando diferencas estatisticas entre si, estes foram eficazes na promoc¢éo de diminuigéo
nos niveis de AGEs fluorescentes, os quais ficaram semelhantes aos niveis encontrados em
animais N1OG (Figura 14C).
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5.4 Biomarcadores dos sistemas antioxidantes no figado de animais diabéticos nédo
tratados e tratados com 4U/animal de insulina, 250 mg/kg de metformina e/ou 45

mg/kg de licopeno em iogurte

Animais DIOG apresentaram reducgdo nas atividades de SOD (45%; figura 15A) e
CAT (54%; figura 15B) no figado, em comparacdo aos valores encontrados em animais
NIOG. O tratamento de ratos diabéticos com insulina preservou as atividades de SOD e CAT
no figado: as atividades destas enzimas foram 61% e 81% maiores, respectivamente, em
relacdo aos valores encontrados nos animais DIOG, alcancando valores proximos aos

encontrados em animais NIOG.

Figura 15: Atividades das enzimas superoxido dismutase e catalase no figado de ratos nao

diabéticos e ratos diabéticos tratados com insulina, metformina e/ou licopeno, apds 30 dias.
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(A) Superéxido dismutase (SOD; U/mg de proteina) e (B) Catalase (CAT; mmol/min/mg de proteina). Os valores
estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM), n = 10. As diferencas entre os grupos foram
consideradas com p<0,05. a, diferencas com NIOG; b, diferengas com DIOG; d, diferencas com DMET.

Animais diabéticos tratados com metformina apresentaram aumento na atividade de
CAT (56%), em relacdo aos valores em animais DIOG (Figura 15 B). Em relacdo a atividade
da SOD, o tratamento com metformina ndo foi capaz de promover beneficios, sendo a
atividade de SOD semelhante quando comparados animais DMET e animais DIOG (Figura

15A). Animais diabéticos tratados com licopeno apresentaram aumentos nas atividades de
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SOD (61%) e de CAT (37%) no figado, quando comparados aos valores encontrados em
animais DIOG (Figura 15A e 15B).

O tratamento de ratos diabéticos com metformina + licopeno em iogurte foi eficaz na
promocdo de aumentos nas atividades de SOD (62%) e de CAT (48%) no figado, em
comparacgéo aos valores observados em animais DIOG (Figura 15A e 15B). Vale destacar que
0 tratamento com metformina + licopeno preservou os efeitos benéficos do licopeno na

promogao de aumentos na atividade da SOD hepética em animais diabéticos (Figura 15A).

Figura 16: Niveis de grupos tidis ndo proteicos e atividades das enzimas glutationa redutase e
glutationa peroxidase no figado de ratos normais e ratos diabéticos ndo tratados e tratados

com insulina, metformina e/ou licopeno, apos 30 dias.
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(A) Grupos tiois ndo proteicos (mmol/mg tecido), (B) Glutationa redutase (GR; mmol/min/mg proteina) e (C)
Glutationa peroxidase (GSH-Px; mmol/min/mg proteina). Os valores estdo expressos como média + erro
padrdo da média (EPM), n = 10. As diferengas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferengas
com NIOG; b, diferencas com DIOG; c, diferencas com DINS; d, diferencas com DMET; e, diferencas com
DLIC.

Animais diabéticos DIOG apresentaram uma diminui¢do nos niveis hepéticos de

grupos tidis ndo proteicos, quando comparados aos valores em animais NIOG. Todos 0s
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tratamentos realizados (insulina, metformina, licopeno e metformina + licopeno) promoveram
aumentos nos niveis hepaticos de grupos tidis ndo proteicos, em relacdo aos valores
observados em animais DIOG (Figura 16A).

Animais DIOG apresentaram um aumento na atividade da enzima GSH-Rd no figado,
em relacdo aos valores observados em animais NIOG. Todos os tratamentos (insulina,
metformina, licopeno, metformina + licopeno) promoveram uma diminui¢cdo na atividade da
GSH-Rd em figado de animais diabeticos (Figura 16B).

Todos os grupos constituidos de animais diabéticos (DIOG, DINS, DMET, DLIC,
DLICMET) apresentaram aumentos nas atividades de GSH-Px no figado, quando comparados
aos valores observados em figado de animais NIOG (Figura 16C).
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5.5 Biomarcadores relacionados ao estresse glico-oxidativo no rim de animais
diabéticos ndo tratados e tratados com 4U/animal de insulina, 250 mg/kg de

metformina e/ou 45 mg/kg de licopeno em iogurte

Animais DIOG apresentaram nos rins niveis aumentados de TBARS (Figura 17A) e
PCO (Figura 17B), em 49% e 70%, respectivamente. Interessantemente, os niveis de AGEs
fluorescentes encontram-se diminuidos (22%) em rins de animais DIOG, em relacdo aos

valores de animais NIOG (Figura 17C).

Figura 17: Niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbitlrico, proteinas carboniladas e
AGEs fluorescentes no rim de ratos normais e ratos diabéticos ndo tratados e tratados com

insulina, metformina e/ou licopeno, apos 30 dias.
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(A) Substancias reativas ao 4cido tiobarbitdrico (TBARS; mmol/g de tecido) (B) Proteinas carboniladas (PCO;
nmol/mg de proteina) e (C) AGEs fluorescentes (UA/mg de proteina). Os valores estdo expressos como média +
erro padrao da média (EPM), n = 10. As diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a,
diferencas com NIOG; b, diferencas com DIOG; c, diferencas com DINS; d, diferencas com DMET; e,
diferencas com DLIC.



66

Animais DINS apresentaram nos rins niveis reduzidos de TBARS (34%) e de PCO
(45%), em relacdo aos animais DIOG. Em relacdo aos niveis de AGEs florescentes, ndo foram
observadas diferengas na comparagdo entre DINS versus DIOG (Figura 17A).

O tratamento de ratos diabéticos com metformina promoveu redugdo nos niveis renais
de TBARS (18%; figura 17A) e de PCO (30%; figura 17B), em relacdo aos animais DIOG,
enquanto que os niveis de AGEs fluorescentes ndo foram diferentes daqueles encontrados em
animais DIOG.

O tratamento com licopeno também reduziu os niveis renais de TBARS (19%) e de
PCO (50%), em comparacao aos valores encontrados em animais DIOG (Figuras 17 A e B,
respectivamente). Vale destacar que ratos DLIC apresentaram niveis renais de PCO proximos
aos encontrados em rins de animais NIOG (Figura 17B). Em relagdo aos niveis de AGEs
fluorescentes, os niveis renais em animais DLIC ndo foram diferentes daqueles encontrados
em animais DIOG (Figura 17C).

Em ratos diabéticos tratados com metformina + licopeno, houve reducdo nos niveis de
TBARS (29%; figura 17A) e de PCO (53%; figura 17B) nos rins, em comparagao aos valores
encontrados em ratos DIOG. Destaca-se que o tratamento com metformina + licopeno
promoveu uma maior reducdo nos niveis de TBARS nos rins, em comparacao aos tratamentos
isolados (Figura 17A). J& em relacdo aos niveis renais de PCO, o tratamento com metformina
+ licopeno foi melhor do que o tratamento com metformina sozinha, e preservou os efeitos
benéficos do licopeno (Figura 17B). Os niveis de AGEs fluorescentes nos rins de animais
diabéticos DLICMET foram baixos e semelhantes aos encontrados em animais DIOG, DINS,
DMET e DLIC (Figura 17C).

Animais DIOG apresentaram reducdo nas atividades de SOD e de CAT nos rins, de
33% e 48%, respectivamente, em comparacdo aos valores encontrados em animais NIOG. O
tratamento de ratos diabéticos com insulina preservou as atividades de SOD e CAT no rim; as
atividades destas enzimas foram 39% e 75% maiores, respectivamente, em relacéo aos valores
encontrados nos animais DIOG, atingindo valores préximos aos encontrados em animais
NIOG (Figura 18A e 18B).

Animais diabéticos tratados com metformina apresentaram aumento na atividade de
CAT (62%) no rim, em relacdo aos valores em animais DIOG (Figura 18B). Em relacdo a
atividade da SOD nos rins, o tratamento com metformina ndo foi capaz de promover
beneficios, sendo esta semelhante aquela observada em animais DIOG (Figura 18A). Animais

diabéticos tratados com licopeno apresentaram aumentos nas atividades de SOD (37%; figura
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18A) e de CAT (37%; figura 18B) no rim, quando comparados aos valores encontrados em
animais DIOG.

O tratamento de ratos diabéticos com metformina + licopeno em iogurte foi eficaz na
promogéo de aumento nas atividades de SOD (62%; figura 18A) e de CAT (75%; figura 18B)
nos rins, em comparagao aos valores observados em animais DIOG. E possivel observar que o
tratamento com licopeno foi capaz de preservar a atividade de CAT no rim em niveis
semelhantes aqueles encontrados nos animais DINS (Figura 18B). Vale destacar que o
tratamento com metformina + licopeno preservou os efeitos benéficos do licopeno na
promocdo de aumentos na atividade da SOD nos rins de animais diabéticos, e também
preservou os efeitos dos tratamentos isolados no que diz respeito a atividade de CAT nos rins
(Figura 18A e 18B).

Figura 18: Atividade das enzimas superOxido dismutase e catalase no rim de ratos nédo

diabéticos e ratos diabéticos tratados com insulina, metformina e/ou licopeno, apds 30 dias.
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(A) Superédxido dismutase (SOD; U/mg de proteina) e (B) Catalase (CAT; mmol/min/mg de proteina). Os
valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM), n = 10. As diferencas entre 0s grupos
foram consideradas com p<0,05. a, diferengas com NIOG; b, diferencas com DIOG; d, diferencas com DMET.

Animais DIOG apresentaram uma diminuicdo nos niveis renais de grupos tidis ndo
proteicos, quando comparados aos animais NIOG (Figura 19A). Todos os tratamentos
(insulina, metformina, licopeno e metformina + licopeno) promoveram aumento nos niveis
renais de grupos tidis ndo proteicos, em relagdo aos valores observados em animais DIOG.

Animais DIOG apresentaram um aumento na atividade de GSH-Rd nos rins, em

comparagdo com os valores observados em animais NIOG. Em contrapartida, todos os
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tratamentos (insulina, metformina, licopeno, metformina + licopeno) promoveram diminuigao
na atividade de GSH-Rd no rim, quando comparados aos animais DIOG (Figura 19B).

Todos os grupos constituidos de animais diabéticos (DIOG, DINS, DMET, DLIC,
DLICMET) apresentaram aumentos nas atividades de GSH-Px nos rins, quando comparados

aos valores observados em rins de animais NIOG (Figura 19C).

Figura 19: Niveis de grupos tiois ndo proteicos e atividades das enzimas glutationa redutase e
glutationa peroxidase no rim de ratos normais e ratos diabéticos ndo tratados e tratados com

insulina, metformina e/ou licopeno, ap6s 30 dias.
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(A) Grupos tidis ndo proteicos (mmol/mg tecido), (B) Glutationa redutase (GR; mmol/mim/mg proteina) e (C)
Glutationa peroxidase (GSH-Px; mmol/mim/mg proteina). Os valores estdo expressos como média + erro padréo
da média (EPM), n = 10. As diferengas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. a, diferengas com
NIOG,; b, diferengcas com DIOG; c, diferengas com DINS; d, diferengas com DMET; e, diferencas com DLIC.

Na tabela 2 estdo sumarizados os resultados obtidos no presente trabalho, evidenciando
os valores percentuais encontrados com os tratamentos de ratos diabéticos com insulina,
metformina, licopeno e metformina + licopeno quando comparados aos animais diabéticos

sem tratamento (DIOG).
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Tabela 2: Alteragdes relativas (valores percentuais em relacdo ao DIOG) nos biomarcadores do metabolismo de carboidratos e lipideos, estresse
glico-oxidativo e defesas antioxidantes no plasma, figado e rim de animais normais, diabéticos ndo tratados e tratados com insulina, metformina
e/ou licopeno incorporados em iogurte, ap6s 30 dias.

Parametros bioquimicos DINS DMET DLIC DLICMET
PLASMA

Glicemia 1 83% 1 25% 1 25% l

Triglicerideos 1 55% 132% 133% 1 35%
Colesterol 1 42% 1 24% 1 29% l

Colesterol-HDL sem efeito sem efeito sem efeito sem efeito

ALT 1 58% 155% 1 56% !
TBARS 1 53% sem efeito sem efeito l

PCO 1 40% 1 35% 1 38% 1 33%
AGEs fluorescentes 1 39% 1 30% 1 30% l

PONI 134% 1 28% 129% 135%
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Continuagéo Tabela 2:

Parametros bioquimicos DINS DMET DLIC DLICMET
FIGADO
PCO 127% 135% 137% 1 40%
AGEs fluorescentes 1 45% 1 53% 1 57% 1 63%
SOD 161% sem efeito 161% 162%
CAT 1 81% 156% 137% T 48%
Grupos tiois niao proteicos 1 25% 1 19% T 16% 121%
GSH-Rd 1 24% 1 17% 1 18% 1 28%
RIM
TBARS 1 34% 1 18% 1 19% l
PCO 1 45% 130% 1 50% 153%
SOD 139% sem efeito 137% 162%
CAT 1 75% 162% 137% T 75%
Grupos tiois nio proteicos 1 11% 1 15% T 17% 1 19%
GSH-Rd 1 12% 1 17% 1 16% 1 15%

Os valores em negrito e rosa: indicam que o tratamento com a associacéo foi melhor do que os respectivos compostos administrados isoladamente. Os valores em negrito e
vermelho: indicam que o tratamento com a associa¢do foi melhor do que um dos respectivos compostos administrados isoladamente. DIOG: ratos diabéticos tratados com
iogurte; DINS: ratos diabéticos tratados com 4U de insulina; DMET: ratos diabéticos tratados com 250 mg/kg de metformina; DLIC: ratos diabéticos tratados com 90 mg/kg
de licopeno e DLICMET: ratos diabéticos tratados com 250 mg/kg de metformina + 90 mg/kg de licopeno. ALT: niveis de alaninaaminotransferase ; TBARS: substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico; PCO: proteinas carboniladas; AGEs fluorescentes: produtos finais de glicacdo avancada; PON1: paraoxonase 1; SOD: superdxido dismutase;
CAT: catalase; GSH-Rd: glutationa redutase.
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6.DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos, podemos observar que houve a instalacdo de um
quadro de estresse glico-oxidativo em animais diabéticos (inducdo com STZ), uma vez que
animais do grupo DIOG apresentaram aumentos nos niveis plasmaticos e hepaticos de AGEs
fluorescentes, PCO, bem como diminuic¢des nas atividades das enzimas antioxidantes PON 1,
SOD e CAT. Nestes animais também houve o aumento dos niveis de TBARS no plasma.
Também em animais DIOG foram observadas outras alteracGes, incluindo aumento da
ingestdo alimentar, ingestdo hidrica e volume urinario; diminuicdo no ganho de peso corporal
e nas massas de tecidos musculares (soleus e EDL) e adiposos (epididimal e retroperitoneal).
Animais DIOG apresentaram dislipidemia, com aumento nos niveis plasmaticos de
triglicerideos e colesterol total. Houve também a instalacdo de um quadro de intolerancia a
glicose oral nestes animais, observada na analise do TTGO. Além disto, animais DIOG
apresentaram um aumento nos niveis plasmaticos de ALT, sugestivo de prejuizos ou
perturbacdes na integridade de hepatdcitos, os quais podem ter relacdo com o quadro de
estresse oxidativo observado no figado.

Animais DLICMET apresentaram uma significativa reducdo da glicemia, que foi
maior que aquela observada em animais DMET e DLIC, e esta reducdo na glicemia impactou
positivamente na promocdo de reducdo nos niveis plasmaticos de AGEs fluorescentes e
TBARS, cujas quedas foram mais significativas que aquelas de animais tratados com
metformina ou licopeno isoladamente. A terapia combinada de metformina + licopeno
também promoveu significativa reducdo nos niveis de colesterol total, sendo maior do que
aquelas encontradas nos tratamentos isolados; além disto, o tratamento de ratos diabéticos
com metformina + licopeno promoveu diminuicdo nos niveis plasmaticos de triglicerideos e
PCO, e aumento na atividade de PON 1, de forma semelhante aos tratamentos isolados,
indicando que o tratamento com a associacao preservou seus efeitos benéficos.

Além dos efeitos promissores da associacdo metformina + licopeno em
biomarcadores plasméticos de animais diabéticos, foram também observados seus efeitos
benéficos no figado e rins.

No figado, animais DLICMET apresentaram diminuicdo nos niveis de PCO e AGEs
fluorescentes, semelhantes as respostas encontradas nos animais DMET e DLIC, indicando

que o tratamento com a associacdo preservou os efeitos benéficos do licopeno e da
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metformina. Também houve aumento nas defesas antioxidantes (atividades de SOD e CAT),
destacando o efeito promovido pela associacdo de metformina + licopeno no aumento da
atividade de SOD quando comparado ao tratamento com metformina sozinha, indicando que o
tratamento com a associacdo preservou o efeito do antioxidante (licopeno). Tais efeitos
benéficos no combate ao estresse oxidativo no figado podem ter contribuido para a
diminuigdo nos niveis circulantes de ALT, demonstrando que a terapia combinada foi eficaz
na protecdo do tecido hepatico contra as agressdes glico-oxidativas do diabetes. Vale destacar
que o tratamento com a associacdo de metformina + licopeno promoveu respostas mais
efetivas de diminuicdo nos niveis de ALT em relacéo aos isolados, indicando que a associacao
preservou os efeitos tanto do farmaco (metformina) quanto do antioxidante (licopeno).

Nos rins, destaca-se a promocdo de diminuicdo nos niveis de TBARS pelo
tratamento com a associacdo de metformina + licopeno, que foi maior em relagédo aos efeitos
dos tratamentos isolados. Em relag&o aos niveis de PCO no rim, a associa¢do de metformina +
licopeno promoveu maiores redugdes, em relacdo ao tratamento com metformina, indicando
que a associagdo preservou os efeitos do antioxidante (licopeno).

O menor ganho de peso corporal observado nos animais diabéticos que receberam
veiculo, iogurte (animais DIOG) ocorreu devido a provavel reducdo nos niveis circulantes de
insulina, uma vez que a administracdo do farmaco diabetogénico STZ promove significativa
destruicdo das células beta pancreéticas; consequentemente, ocorrem prejuizos nas respostas
anabdlicas teciduais dependentes deste hormoénio. Sabe-se que a insulina aumenta a
velocidade de processos bioquimicos responsaveis pela sintese de glicogénio, proteinas e
lipideos, bem como estimula o armazenamento de triglicerideos nos tecidos adiposos via
ativacdo da lipase lipoproteica (LpL), aumentando assim a captacdo de triglicerideos de
lipoproteinas plasmaticas. Além disso, com a drastica reducdo nos niveis de insulina, diversos
outros eventos podem ser observados: ndo ocorre inibicdo na atividade da lipase hormonio
sensivel (LHS), responsavel pela hidrolise dos triglicerideos, e assim ocorre uma diminuigédo
nas massas de tecidos adiposos; ocorre inibicdo na captacdo de glicose pelos tecidos adiposos,
reduzindo assim o substrato para a sintese de triglicerideos; ocorre aumento na velocidade de
degradacdo proteica juntamente com diminuicdo da sintese proteica, culminando
especialmente em perda (ou menor ganho) de massa muscular esquelética (FELIG;
BERGMAN, 1995; STUMP et al. 2005). Portanto, todos os fatores acima descritos

combinados podem contribuir para o perfil observado de menor ganho de peso corporal nos
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animais diabéticos DIOG, quando comparados aos animais nao diabéticos (NIOG) ou animais
diabéticos tratados com insulina (DINS).

N&o foram observadas diferencas nos valores médios de peso corporal de animais
diabéticos dos grupos DMET, DLIC e DLICMET, em relagdo aos animais DIOG, durante
todo o periodo experimental, sugerindo que os tratamentos com metformina ou licopeno,
isolados ou combinados, ndo influenciaram no ganho de peso corporal. Porém, em estudo
realizado por Meng (2017), observou-se que ratos diabéticos tratados com 500 mg/kg de
metformina, por 30 dias, apresentaram um maior ganho de peso corporal em relacdo aos
animais diabéticos sem tratamento. Corroborando nossos achados, Assis et al. (2017)
observaram que o tratamento de ratos diabéticos com 45 mg/kg de licopeno por 50 dias ndo
foi capaz de promover aumento no ganho de peso corporal, em comparacdo aos animais
diabéticos DIOG. Portanto, mesmo que o licopeno tenha sido eficaz na reducdo da glicemia
de animais diabéticos, este tratamento parece ndo ter sido capaz de atuar sobre 0 menor ganho
de peso corporal nestes animais. Animais diabéticos tratados com metformina + licopeno em
iogurte apresentaram o mesmo perfil daqueles animais submetidos aos tratamentos isolados,
ou seja, a terapia combinada nédo foi capaz de atuar sobre 0 menor ganho de peso dos animais
diabéticos, mesmo sendo eficaz na reducdo da glicemia. Comparando os resultados deste
estudo com o estudo realizado por Meng (2017), podemos sugerir que maiores doses de
metformina, em associa¢do ao licopeno, talvez possam ser mais eficazes na promoc¢do de
ganho (ou prevencdo de perda) de peso corporal no DM experimental, o qual mimetiza as
alteracdes observadas no DM tipo 1.

Ratos diabéticos DIOG apresentaram uma reducdo significativa nas massas dos
musculos esqueléticos em relagdo aos animais NIOG, caracterizando o estado catabolico
tipico da deficiéncia insulinica (STUMP et al., 2005). Animais diabéticos tratados com
insulina (DINS) apresentaram valores de massas musculares semelhantes aos animais normais
(NIOG). Tal fato demonstra a importante acdo da insulina no metabolismo de proteinas,
inibindo a degradacdo de proteinas e aumentando a velocidade de sintese proteica (PEPATO
etal., 1996; RAUGHT et al., 2001).

Os tratamentos com metformina e/ou licopeno em iogurte ndo foram eficazes na
promoc¢do de ganho de massa muscular em animais diabéticos, quando comparados aos
animais DIOG. Contrariamente aos nossos achados, em estudo realizado por Hasan et al.
(2019), ao analisarem as massas dos musculos soleus de camundongos em modelo de

obesidade (dieta hiperlipidica) e tratados com 320 mg/kg de metformina durante 4 semanas,
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0s autores demonstraram que a metformina preveniu a perda da massa muscular. A diferenca
entre os resultados do nosso trabalho com os resultados obtidos por Hasan et al. (2019) pode
ser explicada pelas diferengas entre os modelos experimentais utilizados, bem como as
diferentes doses de metformina e tempos de tratamento. Em relagdo ao licopeno e seus
impactos na massa muscular esquelética, dados semelhantes foram encontrados em estudo
realizado por Assis et al. (2017), onde o tratamento de ratos diabéticos com licopeno em
iogurte durante 50 dias ndo promoveu aumento na massa muscular, em comparagdo aos
animais DIOG.

Em todos os grupos de animais diabéticos, ocorreu uma reducdo nas massas de tecidos
adiposos brancos. O menor ganho de peso corporal observado no DM tipo 1 pode ter relagédo
com as menores massas de tecidos adiposos, 0 que pode ser uma consequéncia da falta das
acOes anabolicas/anticatabdlicas da insulina, culminando em ativacdo da LHS, levando a
lipolise; inibicdo da captacdo de glicose pelos tecidos adiposos, reduzindo substratos para a
lipogénese; reducéo na velocidade de lipogénese; diminuicdo na captacdo de triglicerideos das
lipoproteinas séricas pelos tecidos adiposos, uma vez que a enzima LpL é ativada por
insulina. Em conjunto, hd uma reducdo nos estoques de triglicerideos nos tecidos adiposos
(FELIG; BERGMAN, 1995), o que pode estar contribuindo para a diminui¢cdo nas massas dos
tecidos adiposos em animais DIOG. Animais tratados com insulina (DINS) apresentaram
massas de tecidos adiposos em valores proximos aos animais NIOG. Animais diabéticos
tratados com metformina (DMET) ou com licopeno (DLIC) em iogurte ndo apresentaram
diferencas nas massas de tecidos adiposos, quando comparados aos animais DIOG. Diversos
estudos vém demonstrando a capacidade da metformina em diminuir as massas dos tecidos
adiposos. Este efeito esta relacionado com sua acdo anorexigena, via inibicdo da secrecdo de
leptina no tecido adiposo marrom, demonstrada em modelos animais experimentais (KLEIN
et al., 2004). Promovendo ativacdo da enzima AMPK, a metformina é capaz de aumentar a
expressao de proteinas desacopladoras (UCP, do inglés uncoupling protein), relacionadas com
a termogénese, acelerando, portanto, a oxidacdo dos acidos graxos e consequentemente pode
assim contribuir para diminuir as massas dos tecidos adiposos (TOKUBUSHI et al., 2017).
Corroborando nossos resultados relacionados as massas de tecidos adiposos, Assis et al.
(2017) observaram que animais diabéticos tratados com licopeno em iogurte durante 50 dias
ndo apresentaram aumento nas massas de tecidos adiposos, quando comparados aos animais
DIOG.
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Surpreendentemente, os animais diabéticos tratados com metformina + licopeno em
iogurte (DLICMET) apresentaram maiores massas de tecidos adiposos, quando comparados
com os animais diabéticos que receberam somente iogurte (DIOG) e com animais diabéticos
submetidos aos tratamentos isolados (DMET e DLIC). A maior eficacia do tratamento
combinado pode ser explicada por uma provavel combinacdo entre (i) preservacao da funcéo
de células beta pancreaticas ndo destruidas pela STZ, bem como (ii) aumento na sensibilidade
periférica a insulina. Em conjunto, estes beneficios podem permitir que os tecidos adiposos
sejam responsivos as acdes anabdlicas da insulina. Tal hip6tese é corroborada pelos menores
niveis plasmaticos de glicose em animais DLICMET; a glicose € um dos principais substratos
para a lipogénese nos tecidos adiposos.

Animais DIOG apresentaram um aumento significativo na ingestao alimentar, o qual
pode ser atribuido aos prejuizos no controle da sensacdo de fome no centro da saciedade,
localizada no nucleo hipotalamico ventro-medial, esta é regulada (inibida) pela acdo da
insulina em seus receptores especificos (JACOBSON, 1996; FIGLEWICZ; SIPOLS, 2010).
Os tratamentos dos ratos diabéticos com insulina (DINS), metformina (DMET) ou licopeno
(DLIC) foram capazes de promover reducdo na ingestdo alimentar de ratos diabéticos, em
relacdo aos animais DIOG, ap6s 30 dias. Sugere-se que todos os tratamentos possam ser
eficazes na recuperacdo dos efeitos da insulina nos seus receptores especificos no hipotalamo,
reguladores da saciedade, ou talvez os tratamentos estejam preservando a funcao pancreatica e
assim a secrec¢do de insulina, e consequentemente suas agoes.

Todos os grupos de animais diabéticos apresentaram um aumento da ingestdo hidrica
no dia 0, quando comparados aos animais NIOG. No diabetes, ¢ observada uma elevada
ingestdo de liquidos, como uma consequéncia da poliuria, bem como devido ao aumento da
osmolaridade plasmatica devido a hiperglicemia e da elevacdo na concentracdo plasmatica de
outros metabolitos. O aumento da osmolaridade promove desidratacdo celular, pois a agua
passa do meio intracelular para o extracelular, a fim de manter a homeostase. Assim, ocorre
estimulo a sede intensa (FELIG; BERGMAN, 1995; GUYTON; HALL, 1996). Os ratos
diabéticos que receberam insulina ou que foram tratados com metformina + licopeno
apresentaram, ap6s 30 dias, menores valores de ingestdo hidrica, em relacdo aos animais
DIOG, provavelmente explicado pela reducdo na glicemia, mas também pela reducdo no
volume urinario. O tratamento de ratos diabéticos com metformina ndo promoveu reducdo da
ingestdo hidrica, ja o tratamento com licopeno diminuiu a ingestdo hidrica, em relagdo aos
animais DIOG.
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Em relacdo ao volume urindrio, todos os animais diabéticos apresentaram aumentos no
volume urinario, em relacdo aos animais NIOG, durante todo periodo experimental. A
politria € comumente observada no DM; é provocada pelo aumento nos niveis circulantes de
glicose, ureia, amonia, aminoacidos, corpos cetonicos, dentre outros metabdlitos, aumentando
consequentemente as massas filtradas destes solutos pelos rins e consequentemente a excregéo
de dgua aumenta, condicdo esta que pode levar a desidratacdo (FELIG; BRUGMAN, 1995).
Os tratamentos de animais diabéticos com insulina ou com metformina + licopeno
promoveram reducdo do volume urinario, em relacdo aos animais diabéticos DIOG,
corroborando a reducdo da ingestdo hidrica observada nos animais submetidos a estes
tratamentos.

Os tratamentos com metformina ou licopeno, isoladamente, promoveram discretas
diminuigdes do volume urinario em animais diabéticos, estas ndo sendo tdo evidentes quanto
aquelas promovidas pelos tratamentos com insulina ou com a associa¢do de metformina +
licopeno. Vale destacar que o tratamento com licopeno promoveu esta discreta diminuigdo no
volume urinério a partir do 15° dia de tratamento. Estudo prévio realizado por Assis et al.
(2017) demonstrou que o tratamento de animais diabéticos com licopeno foi capaz de
promover uma discreta melhoria (reducéo) na ingestao alimentar e na ingestao hidrica de ratos
diabéticos, acompanhada de uma melhoria (reducdo) no volume urinario. Bayramoglu et al.
(2013), ao tratar ratos diabéticos com licopeno, também observou que ocorre uma tendéncia
de melhoria na ingestdo alimentar, ingestdo hidrica e volume urinario, quando comparados
aos animais diabéticos sem tratamento. Cheng et al. (2006), estudando animais com DM
estreptozotocinico, observou uma diminui¢do da ingestdo alimentar em animais tratados com
metformina, corroborando os achados deste estudo.

A instalacdo do DM experimental foi comprovada com o aumento da glicemia dos
animais no pareamento (tempo 0 de tratamento; 3 dias p6s-STZ). A administracdo de STZ é
responsavel pela destruicdo macica das células beta pancreaticas, reduzindo drasticamente a
producdo/secrecdo de insulina. Com uma drastica reducdo nos niveis de insulina, a
hiperglicemia observada em animais diabéticos pode ser uma consequéncia da combinacao de
diversas alteracbes: (i) reducdo na velocidade de captacdo de glicose pelos tecidos que
possuem maiores quantidades do transportador de glicose GLUT 4 (em especial musculos
esqueléticos, tecidos adiposos); (ii) diminuicdo nas velocidades de glicogénese e lipogénese;
(iii) aumento na producdo hepatica de glicose, em especial devido ao aumento nas

velocidades dos processos de glicogendlise e gliconeogénese. Com a cronicidade da
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hiperglicemia, as complicacbes do DM relacionadas & hiperglicemia, denominadas de
microvasculares (retinopatia, nefropatia, neuropatia diabéticas) e macrovasculares
(cardiovasculares, isquemias vasculares periféricas ou centrais) podem ser observadas
(NIEDOWICZ; DALEKE, 2005). No decorrer do periodo experimental, animais DIOG
apresentaram niveis glicémicos progressivamente maiores, bem como um quadro de
intolerancia a glicose, o qual pode ser atribuido a resisténcia dos tecidos periféricos as acdes
da insulina, ou até mesmo a insuficiéncia do hormonio (menores niveis de insulina para
estimular a captacdo de glicose). Sabe-se que a STZ é responsavel pela destruicdo de grande
parte das células B pancredticas; no entanto, aquelas que ndo foram destruidas e continuam a
secretar insulina podem sofrer as consequéncias do estresse glico-oxidativo, justificando
assim 0 aumento progressivo da glicemia nos animais DIOG. Além disso, animais DIOG,
além de produzirem menos insulina, tambem podem ter desenvolvido resisténcia a insulina
nos tecidos periféricos, condicdo esta que também pode contribuir com a piora da glicemia em
animais DIOG. No modelo de DM experimental (indu¢do com STZ) utilizado neste estudo,
ocorre a destruicdo de grande parte das células p pancreéaticas, caracterizando entdo um
modelo insulinopénico, no qual a producéo de insulina é drasticamente reduzida. No entanto,
estudos desmonstram que resisténcia a insulina também pode ser observada em animais
diabéticos induzidos com STZ, e isto ocorre, principalmente, por uma reducdo na atividade da
tirosina quinase do receptor de insulina, e diminuicdo na ativacdo da AKT (fosforilagdo no
residuo serina-473) (GIORGINO et al., 1992; GUTIERRES et al., 2015). Consequentemente,
animais diabéticos DIOG apresentaram um aumento progressivo na glicemia, bem como
alteracdes indicativas de estabelecimento de estresse glico-oxidativo.

Os valores de glicemia de animais do grupo NIOG se mantiveram constantes e dentro
da normalidade, desde o pareamento até o final do periodo experimental. Ratos diabéticos que
receberam insulina (DINS) apresentaram uma reducdo significativa da glicemia, em relacédo
ao dia 0, apresentando no decorrer do tratamento valores médios de glicemia semelhantes aos
valores encontrados em animais NIOG. No TTGO, ap6s a sobrecarga de glicose, animais
diabéticos DINS apresentaram menor pico glicémico em comparacdo aos animais diabéticos
nos demais tratamentos (metformina, licopeno, metformina + licopeno), bem como
normalizacdo da glicemia apds 120 minutos da administracdo de glicose. Assim, pode-se
concluir que o tratamento com insulina previne o estabelecimento de intolerancia a glicose em
animais diabéticos, resposta esta que pode estar associada a melhoria na sensibilidade dos

tecidos periféricos as acdes da insulina e/ou preservacdo da fungdo pancreética.
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Animais diabéticos tratados com metformina (DMET) ndo apresentaram o perfil de
aumento progressivo na glicemia, tal como observado em animais DIOG, reiterando o
potencial da metformina na promocao de efetivo controle glicémico, mesmo que este farmaco
tenha sido utilizado em animais sob modelo experimental de DM tipo 1. O mesmo foi
observado em animais DMET em relacdo a curva glicémica monitorada apds a sobrecarga de
glicose: apds 120 minutos da administracdo de glicose, os valores de glicemia de animais
DMET foram menores em relacdo ao observado em animais DIOG.

O tratamento de animais diabéticos com licopeno em iogurte (DLIC) também foi
capaz de melhorar os niveis glicémicos, bem como a tolerancia a glicose, quando comparados
aos animais DIOG, corroborando os achados de Assis et al. (2017), que também observaram
niveis glicémicos reduzidos em animais diabéticos tratados com licopeno em iogurte durante
50 dias. Estudo realizado por Sarhat e Saeed (2017) observou que o tratamento de animais
diabéticos com licopeno foi capaz de promover redugdo nos niveis plasmaticos de glicose,
leptina e marcadores inflamatorios, incluindo o TNF-o (fator de necrose tumoral), bem como
houve um aumento nos niveis de adiponectina. A adiponectina € um horménio secretado pelas
células adiposas; é capaz de modular diversos processos metabolicos. Os seus niveis
plasmaticos sdo inversamente proporcionais ao percentual de gordura corporal; portanto, em
um quadro de DM do tipo 1, os niveis de adiponectina estdo reduzidos, causando prejuizos no
controle glicémico, e assim pode contribuir para a resisténcia a insulina (KUSAKABE et al.,
2009). Portanto, sugere-se que a acdo do licopeno em diminuir os niveis glicémicos dos
animais diabéticos pode ser uma consequéncia, pelo menos em parte, de suas acOes
promotoras de aumento na sintese/secrecdo adiponectina, hipoOtese esta que merece futuras
investigacoes.

Em estudo realizado por Fan et al. (2019), no qual ratos em modelo de DM 2 (dieta
hiperlipidica + administracdo de STZ) foram tratados com licopeno (10 mg/kg) durante 16
semanas), observou-se que houve uma reducdo da glicemia nos animais tratados com
licopeno, em relagdo aos ndo tratados. Saracoglu et al. (2018), ao tratarem ratos diabéticos
(inducdo com STZ) com licopeno (10 e 20 mg/kg) durante 28 dias, observaram que houve
aumento nas atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px, bem como
diminuicdo nos niveis de MDA, no coracdo. Sabe-se que a hiperglicemia, como dito
anteriormente, € uma das causas de aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio,
bem como participa de processos que culminam em diminuicdo das defesas antioxidantes

enddgenas.
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Sabe-se que 0 estresse oxidativo € responsavel, pelo menos em parte, pelo
estabelecimento e manutenco das complicagbes do DM, incluindo promog&o de prejuizos na
secrecdo de insulina pelas células  pancreaticas e também participa do estabelecimento da
resisténcia a insulina nos tecidos alvo, como por exemplo, nos masculos esqueléticos
(WILLIANS; THOMPSON, 2013). Assim, com 0 aumento da resisténcia insulinica nos
musculos esqueléticos, ocorre uma diminuigdo da translocacdo dos transportadores GLUT 4
para a membrana plasmatica e, consequentemente, ocorre uma menor captacao da glicose,
culminando em hiperglicemia. Portanto, podemos sugerir que a capacidade antioxidante do
licopeno pode exercer agdes protetoras benéficas no combate ao estresse oxidativo em células
B do pancreas, protegendo sua fungdo, e assim preservando a capacidade de produzir e
secretar insulina, permitindo que respostas antihiperglicémicas sejam alcancadas nos
tratamentos com licopeno. O licopeno também pode proteger os tecidos responsivos a
insulina dos efeitos deletérios das ERO e, consequentemente, preservando a sensibilidade a
insulina e a capacidade de captar glicose.

Animais tratados com metformina + licopeno em iogurte (DLICMET) apresentaram
uma reducdo significativa nos niveis plasmaticos de glicose, tanto em relacdo aos animais
DIOG quanto em relacdo aos animais diabéticos tratados com licopeno ou metformina
isoladamente, demonstrando uma ac¢do combinada ou aditiva deste tratamento no controle
glicémico. Podemos sugerir que, quando se associa a metformina ao licopeno, provavelmente
ocorra uma acao conjunta entre as acdes antihiperglicémicas da metformina e a atuagdo do
licopeno na melhoria dos niveis de adiponectina, demonstrando uma maior eficicia na
diminuicao dos niveis glicémicos. Além disso, é conhecida a relacao existente entre o estresse
oxidativo e os prejuizos observados no DM que podem contribuir para a hiperglicemia. O
estresse oxidativo € potencialmente prejudicial as células beta do pancreas, estas sdo
especialmente vulneraveis ao estresse oxidativo devido aos baixos niveis de enzimas
antioxidantes e elevados requerimentos energéticos (SHAH et al., 2007). Assim, 0 aumento
de ERO nestas células encontra-se associado aos prejuizos na secrecdo de insulina estimulada
por glicose, diminuicdo na expressao de genes chave para o funcionamento da célula beta, e
inducdo de morte celular (SIMMONS, 2006; PARK et al., 2009). Também crescem as
evidéncias do envolvimento do estresse oxidativo no estabelecimento de resisténcia a
insulina, em especial na musculatura esquelética (HERIKSEN, 2013), culminando em
reducdo na captagdo de glicose. Portanto, a associa¢do entre (i) um antioxidante (licopeno),

que podera atuar na atenuacdo do estresse oxidativo e também na preservacdo de ambos da
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funcdo pancreética e da capacidade responsiva dos tecidos periféricos em captar glicose de
maneira dependente de insulina, e (ii) a metformina, atuando na reducdo da producao hepética
de glicose, faz desta terapia combinada uma estratégia eficaz na redugdo da glicemia e das
complicacdes do diabetes.

Apesar de ter apresentado uma acdo aditiva na diminuicdo da glicemia de animais
diabéticos em relacéo aos tratamentos isolados, o tratamento com metformina + licopeno ndo
foi capaz de promover a mesma resposta aditiva em relacdo a tolerancia a glicose, quando
analisado o perfil glicémico de animais DLICMET no TTGO: as melhorias observadas nos
valores de glicemia no TTGO em animais DLICMET foram semelhantes aquelas encontradas
em animais DMET ou DLIC.

Na tentativa de explicar a ndo observacdo de efeito aditivo no TTGO em animais
tratados com metformina + licopeno, seguimos 0 seguinte raciocinio: quando € realizado o
monitoramento dos impactos dos tratamentos na glicemia, a coleta de sangue dos animais €
realizada logo no inicio da manh&, em animais ndo jejuados, entdo entendemos que eles estéo
em uma condicdo que se assemelha ao estado pds-prandial, isto é, provavelmente duas horas
apos a ingestdo da dieta (racdo comercial), uma vez que estes animais comem durante a noite.
Considerando que a dieta comercial é balanceada em relacdo aos macronutirentes, a
quantidade de carboidratos que estes animais ingeriram em razdo do tempo certamente é
menor em comaparacao a quantidade de glicose recebida no TTGO, com monitoramento da
glicemia imediatamente apds esta sobrecarga. Assim, respostas aditivas na reducdo da
glicemia nos animais tratados com metformina + licopeno, podem ser mais facilmente
observadas quando estes estdo no estado pds-prandial, em comparacdo as respostas
antihiperglicemicas pds-sobrecarga de glicose nestes mesmos animais.

Apds 30 dias de experimento, houve um aumento significativo nos niveis plasmaticos
de triglicerideos em animais DIOG, quando comparados aos valores em animais NIOG. No
DM, é comum um aumento nos niveis séricos de triglicerideos, que pode ser uma
consequéncia da diminuicdo na atividade da lipase lipoproteica (LpL), responsavel pela
retirada dos triglicerideos das lipoproteinas quilomicron e VLDL (RIFAI; WARNICK, 2006).
A hipertrigliceridemia no DM também pode ser exacerbada pelo aumento observado na
ingestdo alimentar (hiperfagia), culminando em aumento na producao de quilomicrons.

Também ocorreu um discreto aumento nos niveis plasmaticos de triglicerideos em
todos os grupos diabéticos tratados com licopeno ou com metformina em iogurte,

administrados de forma isolada ou combinada, porém com valores menores em relacdo aos
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encontrados em animais DIOG. Assim, podemos dizer que os tratamentos com insulina,
metformina ou licopeno foram eficientes na promocdo de reducdo nos niveis de triglicerideos
em ratos diabéticos. A diminui¢do na glicemia promovida pelos tratamentos com licopeno,
metformina, ou licopeno + metformina pode explicar, pelo menos em parte, a reducao
observada nos niveis de triglicerideos, bem como um possivel aumento na atividade da LpL,
ou até mesmo diminuicdo na ingestéo alimentar.

A metformina é capaz de diminuir a dislipidemia via alguns mecanismos: (i)
diminuicdo na velocidade de sintese de lipoproteinas; (ii) inibicdo da producdo hepatica de
glicose, principal substrato da lipogénese hepética; (iii) aumento na producdo de GLP-1 e
consequentemente diminuicdo da atividade da lipase gastrica (culminando em menor absor¢ao
de lipideos), diminuicdo das apolipoproteinas apo B-48 e apo A-IV (culminando em
diminuigdo na sintese e exportacdo de triglicerideos) e por fim, reduzindo o fluxo linfatico e o
transporte dos lipideos. Sabe-se que a expressdo de genes envolvidos na lipogénese é regulada
pela proteina reguladora do esterol-1c (SREBP-1c, do inglés sterol regulatory element-
binding protein-1c). A atividade desta proteina é regulada positivamente pela acédo da insulina
e negativamente pela acdo da AMPK e esta, por sua vez, é capaz de modular negativamente
as atividades de enzimas envolvidas na sintese de acidos graxos. Assim, as acdes da
metformina em promover a ativacgdo da AMPK podem explicar suas acoes
antihiperlipidémicas. Além disto, a ativacio de AMPK ¢é responsavel por modular
negativamente a sintese de colesterol e de triglicerideos, por sua acao inibitdria nas enzimas
chave destes processos (VAN STEE et al., 2018).

Corroborando os achados encontrados neste trabalho, Roxo et al. (2019), ao tratarem
ratos diabéticos (inducdo com STZ) com 250 mg/kg de metformina em iogurte durante 30
dias observou diminuicdo nos niveis plasmaticos de triglicerideos e de colesterol, em
comparacdo aos valores em animais diabéticos tratados somente com iogurte.

Antes do inicio dos tratamentos (dia 0), animais DIOG apresentaram um aumento nos
niveis plasmaticos de colesterol em relacdo aos animais NIOG, os quais foram ainda maiores
apos 30 dias de experimento. Alguns fatores afetam negativamente o metabolismo das
lipoproteinas, no diabetes: aumento na producdo da lipoproteina de muito baixa densidade
(VLDL), culminando em subsequente aumento nos niveis da lipoproteina de baixa densidade
(LDL), rica em colesterol; diminuicdo na atividade dos receptores de LDL, consequéncia da
reducdo nos niveis de insulina (RIFAI; WARNICK, 2006).
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Os tratamentos de ratos diabéticos com insulina (DINS), metformina (DMET),
licopeno (DLIC) ou com a associagdo metformina + licopeno (DLICMET) foram eficazes na
promocéao de diminuicdo nos niveis plasmaticos de colesterol. Além da a¢do do licopeno na
diminuicdo dos niveis glicémicos, este carotenoide é capaz de promover inibicao da HMG-
CoA redutase, enzima chave no processo de sintese do colesterol (PALOZZA et al., 2012). O
fato de a metformina ser capaz de reduzir os niveis plasmaticos de colesterol pode ter relacdo
com a promocdo de aumento na sensibilidade & insulina, permitindo que a insulina atue,
principalmente, diminuindo os niveis circulantes de LDL (UKPDS, 1998).

Vale destacar que o tratamento de animais diabéticos com metformina + licopeno em
iogurte, ap6s 30 dias, foi capaz de promover uma diminui¢do nos niveis plasmaticos de
colesterol maior que aquela observada com os tratamentos isolados. Podemos sugerir que as
acOes desta terapia combinada em promover reducdo nos niveis glicémicos (disponibilizando
menos substrato para a sintese hepatica de colesterol) bem como as acGes inibitdrias sobre o
processo de sintese do colesterol, em conjunto possam explicar a reducédo significativa nos
niveis plasmaticos deste lipideo em animais DLICMET.

Todos os grupos estudados apresentaram valores semelhantes de colesterol-HDL no
dia 0. Ao final dos 30 dias de experimento, todos os grupos estudados, incluindo o NIOG,
apresentaram uma diminuicao nos niveis plasmaticos de colesterol-HDL, em relagéo ao inicio
do tratamento. Reducédo nos niveis séricos de HDL pode ser observada no DM, devido a uma
menor velocidade de sintese desta lipoproteina e aumento na atividade da lipase hepaética,
assim ocorre um aumento na degradacdo de HDL (LUDKE et al, 1999). Em estudo prévio
realizado em nosso laboratorio por Assis et al. (2017), observou-se que animais diabéticos
tratados com licopeno, ap6s 50 dias, apresentaram um aumento significativo nos niveis de
colesterol-HDL, guando comparados aos animais diabéticos DIOG. No presente estudo, 0s
resultados encontrados ndo estdo de acordo com aqueles obtidos por Assis e colaboradores.
Tais diferencas podem ser explicadas principalmente pelo fato de as analises realizadas por
Assis e colaboradores terem sido conduzidas em plasma obtido de animais jejuados, e no
presente estudo as coletas de sangue para obtencdo do plasma foram feitas em animais
alimentados. Outra diferenca extremamente importante € o tempo de tratamento: Assis e
colaboradores conduziram os tratamentos durante 50 dias, e no presente estudo foram
realizados tratamentos durante 30 dias. O tratamento de ratos diabéticos com metformina
normalmente encontra-se associado com promoc¢do de beneficios ao perfil lipidico, com

diminuigdo nos niveis de triglicerideos e colesterol e aumento nos niveis de colesterol-HDL
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(GIUGLIANO et al., 1993), embora no presente estudo ndo tenhamos encontrado o0s
beneficios deste farmaco no aumento de HDL, certamente pelo curto tempo de tratamento
e/ou impacto do estado alimentado.

O figado exerce importante papel em uma série de processos vitais, incluindo
regulacdo do metabolismo energético, armazenamento de glicose na forma de glicogénio,
sintese de lipideos, sintese de proteinas séricas, além de desempenhar papel fundamental na
regulacdo dos niveis glicémicos. Danos hepatocelulares causam a liberacdo, para a circulacao,
das enzimas alanina e aspartato aminotransferases (ALT e AST, respectivamente); por isso, as
atividades destas enzimas sdo utilizadas como indicadoras de dano nos hepatocitos. Além
disso, a progressao da lesdo hepética € caracterizada por acimulo de MDA, PCO e AGEs,
quando esta lesdo é associada ao estresse glico-oxidativo; diminuicdo nas atividades das
enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px e diminuicdo nos niveis de GSH; infiltracdo de
leucdcitos e aumento na producdo de citocinas; entre outros eventos (WELT et al., 2004;
NANNIPIERI et al., 2005; MOHAMED et al., 2016; LI et al., 2015).

A ALT tem sido considerada um dos marcadores mais utilizados para o
monitoramento de danos em hepatocitos devido a diversos eventos: patologias hepaticas ou
hepatobiliares, inflamagdo, necrose ou fibrose na esteatose hepética, cirrose, carcinoma
hepatocelular, hepatites virais e insuficiéncia hepéatica aguda (RAFTER et al., 2012;
SOOKOIAN et al., 2015).

A enzima ALT catalisa a transaminacdo reversivel entre a alanina e o alfa-
cetoglutarato, gerando piruvato e glutamato, portanto desempenha papel fundamental no
metabolismo da glicose e dos aminoacidos. Existem duas isoformas da enzima, ALT 1 e ALT
2. A ALT 1 é expressa em musculos, tecidos adiposos, rins, cérebro, figado e mama; enquanto
que a ALT 2 é expressa em altos niveis nos tecidos adiposos, rins, musculos e cérebro e em
pequenos niveis no figado (YANG et al., 2002; LINDBLOOM et al., 2007). No figado, a
ALT 1 esta localizada apenas no citoplasma e reticulo endoplasmatico; por outro lado, a ALT
2 é preferencialmente localizada na matriz mitocondrial. Assim, tanto ALT 1 quanto ALT 2
podem refletir ruptura dos hepatdcitos, bem como disfuncdo mitocondrial (RAFTER et al.,
2012; SOOKOIAN et al., 2015).

O estabelecimento do DM € acompanhado, principalmente, pelo desenvolvimento de
anormalidades bioquimicas e funcionais no figado, incluindo prejuizos associados ao estresse
oxidativo (SEIFALIAN et al., 2001; ZUWALA-JAGIELLO et al., 2011). O desequilibrio na

relacéo entre as defesas antioxidantes e a geracéo de espécies reativas de oxigénio caracteriza
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0 estresse oxidativo. A hiperglicemia cronica é uma das principais causas relacionadas ao
estabelecimento do estresse oxidativo no DM, e participa da promocdo de danos em Varios
tecidos, incluindo o figado (ZUWALA-JAGIELLO et al., 2011). Além disto, a formacéo
exacerbada e o acimulo de AGEs em diversos tecidos ocorre de forma extremamente
acelerada no DM (ARAKI et al., 1992; KUME et al., 1995; HYOGO; YAMAGISHI., 2008).
O aumento na geracdo de AGEs contribui para o estimulo de vias inflamatérias, prejuizos na
sinalizacdo da insulina e disfuncdo do metabolismo hepatico (KAUL et al., 2015). O figado,
bem como os rins, exerce um papel importante na eliminacdo dos AGEs, portanto em
condi¢bes que causam danos hepaticos pode ocorrer o acumulo de AGEs, favorecendo as
consequéncias deletérias destes produtos avancados da glicacdo (SEBEKOVA et al., 2002;
ZUWALA-JAGIELLO et al., 2009).

Além das agressdes ao figado promovidas pelo estresse glico-oxidativo, a resisténcia
insulinica, caracteristica do DM tipo 2, pode contribuir para o desenvolvimento de doenga
hepatica gordurosa ndo alcéolica (DHGNA); pode haver progressao para esteatohepatite ndo
alcdolica, cirrose e carcinoma hepatocelular (MOHAMED et al, 2016). JA no DM tipo 1, a
deficiéncia de insulina acarreta em aumento na atividade da LHS nos tecidos adiposos, e
consequentemente ocorre um aumento na velocidade de lipolise e subsequente aumento nos
niveis circulantes de acidos graxos livres, que se acumulam no figado; ocorre aumento na
velocidade de sintese hepatica de triglicerideos (REGNELL; LERNMARK, 2011). Um
aumento na velocidade de sintese de &cidos graxos e triglicerideos também contribui com o
acumulo de triglicerideos no tecido hepatico (DONNELLY et al., 2005). Assim, em situacao
de excesso de glicose, esta pode ser convertida em acidos graxos e estes sdo utilizados para
sintetizar os triglicerideos, que devem ser armazenados nos tecidos adiposos ap0s exportacao
mediada por VLDL (BROWNING; HORTON, 2004). A montagem e a secrecdo hepatica de
VLDL é um processo complexo que envolve muitos genes e proteinas, incluindo ApoB
(apolipoproteina B) e MTP (proteina microssomal de transferéncia de triglicerideos). A
proteina MTP € responsavel pela transferéncia de triglicerideos para ApoB, proteina estrutural
do quilomicron, bem como das lipoproteinas VLDL, IDL e LDL (SPARKS; DONG, 2009).
Portanto, o acumulo de lipideos no figado pode ser uma consequéncia de desequilibrios nos
processos de captacdo, sintese, exportacdo e oxidacao de lipideos no figado, culminando em
injdria nos hepatocitos, com aumento na liberacdo de ALT para circulagdo (MOHAMED et
al., 2016).
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Animais diabéticos DIOG apresentaram um aumento nos niveis plasmaticos de ALT,
em relacdo aos animais NIOG, sugerindo que a instalacdo do estresse glico-oxidativo pode ter
sido responsavel por danificar a integridade dos hepatdcitos em animais diabéticos (KORUK
et al., 2004). Todos os tratamentos (insulina, metformina, licopeno ou metformina + licopeno)
foram eficazes na promogao de diminuicdo nos niveis plasmaticos de ALT, demonstrando os
efeitos benéficos destes tratamentos na protecdo da integridade dos hepatdcitos.

J& sdo conhecidos os efeitos da metformina no DM, tanto por diminuir os niveis
glicémicos quanto por atenuar o estresse glico-oxidativo, portanto o fato da metformina
promover uma diminuicdo nos niveis plasmaticos de ALT em animais DMET pode ser
explicado pelas suas préprias acOes relacionadas a reducdo da glicemia e assim diminuigéo
dos impactos deletérios da glicacdo avancada e do estresse oxidativo no figado, associados a
hiperglicemia cronica, eventos estes que podem impactar negativamente na integridade de
células hepaticas. Assim, o tratamento dos animais diabéticos com metformina, ao diminuir
os niveis plasmaticos de glicose, contribui para a reducdo do estresse glico-oxidativo no
figado, contribuindo para a diminuicdo das agressdes em hepatocitos e assim diminuicdo nos
niveis de ALT no plasma. Em estudo realizado por Yanardag et al. (2005), ratos diabéticos
(inducdo por STZ) tratados com 25 mg/kg de metformina por 28 dias apresentaram uma
diminuicdo nos niveis de ALT, em relacdo aos ratos diabéticos ndo tratados, bem como
melhorias na histologia do tecido hepatico, corroborando os achados do presente trabalho.

O tratamento de ratos diabéticos com licopeno também promoveu diminuicdo nos
niveis plasmaticos de ALT, quando comparados aos valores obtidos em animais DIOG. Este
fato pode ser explicado por duas hipoteses: i) acdo direta do licopeno sobre as espécies
reativas de oxigénio formadas durante o estresse oxidativo, no figado, ii) acdo indireta do
licopeno, promovendo aumento nos sistemas antioxidantes enddgenos, via diminuicdo na
glicemia ou do estresse oxidativo, atenuando processos de glicacdo e/ou de oxidagdo sobre as
enzimas antioxidantes, eventos estes que podem prejudicar as suas atividades nos tecidos,
dentre eles o figado. Os achados do presente trabalho sdo corroborados parcialmente por
estudo de Eze et al. (2016), onde ratos diabéticos (inducdo por STZ) foram tratados com 10,
20 e 40 mg/kg de licopeno, durante 30 dias, e foi observada reducéo nos niveis plasmaticos de
ALT.

O tratamento de ratos diabéticos com metformina + licopeno em iogurte foi eficaz na
reducdo dos niveis plasméticos de ALT, em comparacdo aos animais diabéticos DIOG. Esta

diminuigdo nos niveis plasméaticos de ALT em animais DLICMET também foi maior que
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aquela promovida pelos tratamentos isolados, sugerindo a ocorréncia de efeitos combinados
e/ou aditivos na associagdo metformina + licopeno quanto ao potencial em proteger o figado
de agressdes devido ao DM. Tal achado pode ser explicado pela associacdo dos beneficios de
um antihiperglicemiante (metformina) com um composto natural com alto poder antioxidante
(licopeno) de elevada capacidade de protecéo hepatica.

Com o estabelecimento do DM e sem o efetivo controle desta sindrome, elevados
niveis glicémicos sdo mantidos, favorecendo o estabelecimento do estresse oxidativo,
especialmente via aumento na produgdo de ERO (NIEDOWICZ; DALEKE, 2005). Estas, por
sua vez, sao responsaveis por oxidar proteinas em residuos de aminoacidos especificos (lisina,
prolina, arginina e treonina, principalmente), podendo torna-las biomoléculas com prejuizos
em suas funcdes na dependéncia do grau de oxidagdo. Assim, grupos carbonilas em proteinas
sdo biomarcadores importantes para 0 monitoramento do estresse oxidativo em diversas
condicdes, incluindo o DM (DALLE-DONE et al., 2003).

Sabe-se que a interagdo AGE-RAGE regula diversos eventos, via ativacdo de varias
cascatas de sinalizacao, resultando em disfuncdo celular. Receptores RAGE, quando ativados,
estimulam uma cascata sinalizatéria dependente de PI3K-Akt-IKK, com ativacdo de NF-kB,
com sua subsequente translocacdo para o nucleo, aumentando a expressdo de citocinas
inflamatorias. A ativacdo de RAGE também promove aumento na producdo de ERO,
apoptose e a autofagia (OTT et al., 2014; PASUPULATI et al., 2016; EMEL’YANOV, 2017).
Assim, com 0 aumento na producdo de AGEs, condicdo tipica do DM, pode ocorrer um
aumento concomitante na producdo de ERO que, por sua vez, oxidam proteinas, gerando
PCO.

Em concordancia com a explicacdo anterior, animais diabéticos DIOG apresentaram
valores significativamente maiores de PCO no plasma, em comparacdo aos Vvalores
observados em ratos normais NIOG ou em ratos diabéticos tratados com insulina,
metformina, licopeno, ou metformina + licopeno. Todos os tratamentos de animais diabéticos
com insulina, metformina e/ou licopeno em iogurte foram eficazes na promocdo de
diminuicao nos niveis de PCO no plasma.

Assis et al. (2017) observaram que animais diabéticos tratados por 50 dias com
licopeno em iogurte apresentaram uma diminui¢cdo nos niveis de PCO, corroborando o0s
resultados obtidos no presente estudo. A elevada capacidade do licopeno em reduzir as
complicagOes oxidativas observadas em doengas, incluindo o DM, pode ser explicada

principalmente pela sua estrutura quimica; as onze liga¢bes duplas conjugadas conferem a
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molécula do licopeno uma alta capacidade de anular os efeitos deletérios de ERO, atuando,
principalmente, na diminuigdo do estresse oxidativo e seus prejuizos sobre macromoléculas,
tais como proteinas, lipideos e DNA (RAO et al., 2007; GRABOWSKA et al., 2019).

No presente estudo, a metformina foi escolhida para a realizacdo dos tratamentos de
animais diabéticos, sejam os animais do grupo DMET ou do grupo DLICMET, mesmo sendo
0 nosso modelo experimental de DM aquele que mimetiza as alteragdes observadas no DM
tipo 1. A razdo que nos motivou a escolher a metformina esta relacionada ndo somente a sua
acdo antihiperglicémica, mas também devido a sua capacidade em diminuir 0s niveis de
AGEs, o que pode ter contribuido para a promocdo de redugdo nos niveis de PCO
(BEISSWENGER; RUGGIERO, 2000).

O tratamento de animais diabéticos com metformina + licopeno foi capaz de diminuir
0s niveis plasmaticos de PCO, mas ndo foram observadas diferencas quando comparados com
os tratamentos isolados, mesmo o tratamento combinado sendo mais eficaz na reducéo dos
niveis plasmaticos de glicose e de AGEs, em relagdo aos tratamentos isolados. Assim, mesmo
que a associacdo metformina + licopeno ndo tenha se mostrado melhor do que os tratamentos
isolados na atenuacgdo dos processos oxidativos sobre proteinas, ndo foram observadas perdas
das acOes antioxidantes dos compostos isolados, ou seja, as acdes da metformina e do
licopeno foram preservadas quando administrados de forma combinada aos ratos diabéticos.

Todos os animais diabéticos, exceto animais DINS e DLICMET, apresentaram um
aumento nos niveis plasmaticos de TBARS, quando comparados aos valores observados em
animais NIOG, os quais, em conjunto com os elevados niveis plasmaticos de PCO, refletem o
estabelecimento do estresse oxidativo em animais diabéticos.

Os farmacos escolhidos para a realizacdo do presente trabalho tém mostrado
resultados promissores quanto a capacidade em atenuar a peroxidacdo lipidica em animais
diabéticos. Peixoto et al. (2017), ao tratarem ratos diabéticos com 500 mg/kg de metformina,
observaram que houve reducao nos niveis de TBARS em mdsculos gastrocnemius, quando
comparados aos animais diabéticos sem tratamento. Assis et al. (2017) também observaram
que o tratamento de ratos diabéticos com licopeno em iogurte foi eficaz na diminuicdo dos
niveis de TBARS no plasma, em comparac¢do aos animais diabéticos DIOG, ap6s 50 dias de
tratamento. Os resultados encontrados no presente trabalho referentes a ndo diminuicdo do
TBARS plasmaético apds os tratamentos de animais diabéticos com licopeno ou com
metformina isoladamente, especialmente em relagdo ao licopeno, pode estar relacionado ao

menor tempo de tratamento realizado no presente trabalho (30 dias), quando comparado ao
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estudo de Assis et al. (2017), que realizaram o tratamento por 50 dias. No entanto, vale a pena
destacar que, mesmo que os tratamentos de ratos diabéticos com metformina ou licopeno de
forma isolada ndo tenham sido eficazes na diminuicdo dos niveis de TBARS plasmaticos,
estas terapias isoladas foram eficazes na promocdo de diminuicdo nos niveis glicémicos,
PCO, AGEs fluorescentes, bem como promoveram aumentos na atividade de PON 1, ou seja,
metformina ou licopeno isoladamente sdo eficazes na atenuagdo do estresse glico-oxidativo
no diabetes.

Diferente dos tratamentos isolados, o tratamento de ratos diabéticos com a combinacao
de metformina + licopeno em iogurte foi eficaz na reducdo dos niveis plasmaticos de TBARS,
quando comparados aos tratamentos isolados e aos valores encontrados em animais DIOG.
Tal fato evidencia o potencial benéfico da associacdo metformina + licopeno em ratos
diabéticos no combate a peroxidacéo lipidica. A associacdo entre (i) um potente antioxidante,
neste caso o licopeno, capaz de promover uma diminui¢ao no estresse oxidativo, sequestrando
as espécies reativas formadas durante o estresse oxidativo bem como aumentando as defesas
antioxidantes SOD e CAT (JACOB et al.,, 2008; YIN et al., 2019), e (ii) o farmaco
metformina, responsavel pela diminuicdo nos niveis glicémicos, mas também sendo capaz de
promover um aumento nas defesas antioxidantes (BLOCH-DAMTI; BASHAN, 2005), tais
efeitos combinados se mostraram eficazes no combate a lipoperoxidacao, culminando em
reducdo de TBARS plasmatico.

Houve um aumento nos niveis de AGEs fluorescentes em plasma ratos diabéticos
DIOG, em comparagdo aos valores encontrados em animais normais NIOG; tal resultado
sugere que houve a instalacdo do estresse glicativo em ratos diabéticos. Com a cronicidade da
hiperglicemia, ocorre um aumento nos processos de glicacdo ndo enzimatica de biomoléculas,
culminando em aumento na formacdo dos AGEs, além de levar a um aumento no fluxo de
substratos para serem oxidados por processos mitocondriais, acarretando em um aumento na
producdo de ERO, que por sua vez, podem exacerbar a producdo de AGEs. Assim, a
hiperglicemia persistente no DM € responsavel pelo aumento na producdo de AGEs (ROLO;
PALMEIRA, 2006). Corroborando nossos achados, Jing et al. (2010) e Sohn et al. (2010)
também encontraram aumento nos niveis de AGESs em aorta de ratos diabéticos (indu¢do com
STZ), em comparacdo a ratos normais, nao diabéticos. Também em concordancia com 0s
nossos achados, estudo prévio de nosso laboratério de Roxo e colaboradores (2019)
encontraram um aumento nos niveis de AGEs fluorescentes plasmaticos em ratos diabéticos

(indugdo com STZ), apos 30 dias de experimento.



89

Ao final dos 30 dias de tratamento, animais diabéticos tratados com insulina,
metformina ou licopeno em iogurte apresentaram diminui¢do nos niveis plasmaticos de AGEs
fluorescentes, quando comparados aos valores encontrados em ratos DIOG. A diminuigdo nos
niveis plasméaticos de AGEs fluorescentes em animais diabéticos tratados com metformina
pode ser explicada pela sua acdo antihiperglicemiante. Além disso, existem evidéncias das
acOes diretas do farmaco sobre compostos intermediarios dicarbonilicos, incluindo o
metilglioxal. A reagdo entre metformina e metilglioxal forma um composto condensado e
identificado como triazepinona (TZP); quanto maior a producdo de TZP, maior a acdo da
metformina em diminuir os niveis de AGEs plasméticos (BEISSWENGER; RUGGIERO,
2003).

Podemos sugerir que a acdo do licopeno em diminuir os niveis plasmaticos de AGEs
em ratos diabéticos esteja relacionada, pelo menos em parte, com sua a¢do na diminuicdo dos
niveis glicémicos. Tabrez et al. (2015), ao estudarem os efeitos do tratamento de animais em
modelo de estresse glicativo (administracdo de D-ribose por 35 dias) com 10 mg/kg de
licopeno, os autores observaram que houve uma diminuicdo em diversos marcadores do
estresse glico-oxidativo nos rins, incluindo AGEs, RAGE, MDA, PCO, bem como reducao de
fatores de transcricdo pré-inflamatorios (NF-kp e metaloproteinase de matriz 2; MMP 2). Em
relacdo as defesas antioxidantes, os autores observaram nos rins um aumento nas enzimas
antioxidantes SOD, CAT, GSH-Px e nos niveis do metabolito GSH.

Vale destacar que a diminui¢do nos niveis plasmaticos de AGEs fluorescentes em
animais diabéticos tratados com metformina + licopeno (DLICMET) foi maior que a
diminuicdo promovida pelos tratamentos isolados, mostrando um efeito benéfico aditivo na
diminuicdo dos AGEs, 0 que pode ser uma consequéncia da combinacdo dos distintos
mecanismos de acdo que o licopeno e a metformina apresentam na promocéo de reducédo de
AGEs, tal como previamente descrito.

Houve uma diminuicdo na atividade da PON 1 em plasma de animais DIOG, ap6s 30
dias, quando comparados aos valores em animais NIOG. A PON 1 é uma enzima associada a
HDL e possui propriedades antioxidantes (AVIRAM e ROSENBLAT, 2005), sendo capaz de
proteger os lipideos carreados em LDL e HDL, bem como os macréfagos, contra eventos
oxidativos (SAMPSON et al., 2005; MASTORIKOU et al., 2006).

Uma das hipoteses que podem explicar a diminuicdo na atividade da PON 1 em
plasma de animais diabéticos pode ter relagdo com uma reducdo nos niveis de HDL
(AVIRAM; ROSENBLAT, 2005). Em nosso estudo, foi observada diminuigdo nos niveis de
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HDL em plasma de animais diabéticos apds 30 dias de experimento, o que poderia explicar a
reducdo na atividade de PON 1. Porém, animais normais também apresentaram diminuicdo
nos niveis de HDL em plasma, portanto esta hipotese pode ser descartada. Assim, podemos
sugerir que, no presente estudo, a reducdo na atividade da PON 1 ndo tenha relacdo com
mudancas nos niveis circulantes de HDL, e sim talvez seja uma consequéncia de
modificacBes pos-traducionais na enzima, em especial um aumento na glicacdo desta enzima,
bem como uma diminui¢do na sintese desta enzima antioxidante e, portanto, reducdo de sua
presenca na lipoproteina HDL. A glicacdo de componentes proteicos de HDL, incluindo a
PON 1, pode resultar em dissociacdo da PON 1 da lipoproteina HDL, ou em inativacdo da
PON 1 na HDL, ambas as condi¢des associadas a perda de sua funcdo (FERRETTI et al.,
2001; KARABINA et al., 2005). Em estudo de nosso laboratorio realizado por Roxo et al.
(2019), ratos diabéticos (induzidos com STZ), apés 30 dias de experimento, também
apresentaram uma diminuic¢do na atividade de PON 1, quando comparados aos animais nao
diabéticos.

Todos os tratamentos de animais diabéticos com farmacos e/ou ativos naturais
(insulina, metformina, licopeno, metformina + licopeno) promoveram aumento na atividade
de PON 1, em relagédo aos animais diabéticos DIOG. Assis et al. (2017) demonstraram que 0
tratamento de animais diabéticos com licopeno em iogurte por 50 dias foi eficaz na prevencgéo
da reducdo da atividade da PON 1. Parte das acOes protetoras da atividade da PON 1 no
tratamento combinado se deve as acOes benéficas do licopeno em atenuar o estresse oxidativo,
explicado pelo seu alto poder antioxidante. Sabe-se que o estresse oxidativo é relacionado
com um aumento em processos de peroxidacao lipidica tanto de lipideos de membrana quanto
em componentes de lipoproteinas (STEINBERG, 1997). Portanto, o ataque das ERO em
componentes de lipoproteinas, tal como a HDL, acarreta diretamente em uma menor atividade
de PON 1. Evidéncias indicam que PON 1 é vulneravel as acGes deletérias de agentes que
promovem sua oxidagdo (WEI et al., 2017; ROXO et al., 2019).

Wojcicka et al. (2016) realizaram o tratamento de animais diabéticos com metformina
e, ao avaliarem a atividade de PON 1, observaram que o tratamento foi eficaz na prevencao da
perda da atividade de PON 1, quando comparados aos animais diabéticos sem tratamento. Os
mecanismos pelos quais a metformina foi capaz de realizar estes efeitos ainda ndo séo
totalmente esclarecidos. Uma hipotese que pode explicar os efeitos da metformina em
aumentar atividade de PON 1 tem relagdo com a reducdo nos niveis glicémicos e

consequentemente nos niveis de AGEs; animais tratados com metformina apresentaram
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reducdo na glicemia bem como nos AGEs plasmaticos, 0 que representa uma diminuicdo nos
processos glicativos, e isso inclui a glicacdo da PON 1.

Embora no presente estudo ndo tenham sido encontradas alteraces nos niveis de
HDL, a atividade de PON 1 encontra-se elevada em animais DLICMET. Ao unir um ativo
natural com uma potente acdo antioxidante (JACOB et al., 2008) com um farmaco
antihiperglicemiante que possui acdes diretas no combate aos processos de formacdo de
AGEs (CHENG et al.,, 2006), podemos assim favorecer uma diminuicdo em processos
glicativos, além de contribuir para a reducdo em danos oxidativos em lipideos e proteinas na
HDL, mesmo sem aumento nos niveis circulantes desta lipoproteina; podemos dizer que o
tratamento combinado melhorou a “qualidade” da lipoproteina. Desta forma, a associagdo
entre metformina e licopeno torna-se interessante ndo somente visando a diminui¢do da
hiperglicemia, mas também possuindo como objetivo a atenuacéo do estresse glico-oxidativo
e a dislipidemia. Assim, este estudo fornece evidencias iniciais de uma estratégia terapéutica
promissora para as complicagdes do DM, bem como de eventos cardiovasculares.

Em muitas doencas, incluindo o DM, biomarcadores relacionados ao estresse glico-
oxidativo estdo aumentados no figado ja em estagios iniciais, e tais alteracbes podem
contribuir para o inicio e progressdo de lesdes hepaticas, as quais sdo caracterizadas pelo
aumento nas taxas de liberagdo das enzimas hepéticas, incluindo ALT (alanina
aminotransferase), AST (aspartato aminotransferase), ALP (fosfatase alcalina) e y-GT (y-
glutamil transpeptidase ou y-glutamil transferase). Outras consequéncias que podem ser
observadas no figado durante processos patoldgicos, especialmente aquelas relacionadas as
disfuncdes metabdlicas, e que incluem acimulo de TBARS, PCO e AGEs, e diminuicdo nas
atividades de enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px (SEVEN et al., 2004; DIAS et al.,
2005; WELT et al., 2004; NANNIPIERI et al., 2005; MOHAMED et al., 2016; LI et al.,
2015).

O metabdlito GSH (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) esta presente na maioria das
células e € o tiol ndo proteico mais abundante no meio intracelular. Sua potente capacidade
antioxidante é proveniente do grupamento tiol presente no residuo de cisteina (MEISTER;
ANDERSON, 1983; FERREIRA et al., 1997). Deste modo, quando analisamos os niveis de
grupos tidis ndo proteicos nos tecidos (incluindo figado e rim), podemos sugerir que estes
tenham relacdo direta com os niveis de GSH nestes tecidos. Ainda, a molécula de GSH pode
ser considerada um dos agentes mais importantes dos sistemas de defesas antioxidantes da

célula, além de diminuir a suscetibilidade a lesdo renal decorrente da isquemia. Também atua



92

no transporte de cisteina e é considerado um reservatorio deste aminoécido, participa da
detoxificacdo de agentes quimicos e da eliminacdo de perdxidos, estes sendo produtos da
peroxidacdo lipidica (DENEKE; FANBURG, 1989; FERREIRA et al., 1997).

Diferente dos resultados encontrados no plasma, animais diabéticos DIOG
apresentaram, no figado, niveis de TBARS inferiores aos encontrados em figado de animais
NIOG. Tal fato pode ter relagdo com as respostas observadas, no figado, com os componentes
do sistema da glutationa. Sabe-se que a enzima GSH-Px é capaz de exercer sua atividade
mesmo com baixas concentra¢es de GSH, um de seus co-substratos. Além disso, existem
afinidades diferenciais de certas isoformas de GSH-Px por diversos perdxidos, dentre eles, 0s
peroxidos lipidicos ou produtos secundarios da lipoperoxidacdo, como o malondialdeido,
formando como principais produtos agua e alcoois (ESWORTHY et al., 1993). Com a
instalacdo do estresse oxidativo no DM, ha um aumento na producéo de peroxidos lipidicos
nesta ambiéncia de estresse oxidativo, o qual pode ser o responsavel por estimular
mecanismos compensatorios que culminam em aumento na atividade de GSH-Px com o
intuito de aumentar a detoxificagdo de peroxidos lipidicos (BROWNLEE, 2001; JAGDALE
et al., 2016). Tal possivel mecanismo compensatdrio foi evidenciado em nosso estudo, uma
vez que a atividade de GSH-Px em figado de animais DIOG mostrou-se elevada, em
comparacgdo aos animais NIOG.

A enzima glutationa-S-transferase (GST) pertence a uma familia de isoenzimas
(metabolicas de fase Il); € uma das principais enzimas no figado envolvidas na detoxificacdo
de produtos de peroxidacdo lipidica, catalisando a conjugacdo dos lipoperoxidos com a
molécula de GSH, aumentando a hidrossolubilidade destes lipoperoxidos, facilitando sua
excrecdo; assim, sua acdo detoxificante é importante na protecdo contra o estresse oxidativo
(KAUSHIK; KAUR, 2003; TORRES et al., 2006). Algumas isoenzimas da GST estdo
envolvidas na conjugacdo do 4-HNE ao GSH, atuando como uma importante via de
eliminacdo deste aldeido altamente reativo (SCHAUR et al., 2015).

Desta maneira, uma outra hipdtese a ser aventada € que os peroxidos lipidicos estejam
sendo produzidos de forma exacerbada em figado de animais DIOG, devido ao estresse
oxidativo tipico do DM, porém estdo sendo eliminados em uma taxa ainda mais eficiente,
devido a combinacdo entre as atividades aumentadas de GSH-Px e de GST. Os menores
niveis de grupos tiois ndo proteicos, os quais incluem GSH, em figado de animais DIOG
sugerem as maiores taxas de oxidacdo deste metabdlito, provavelmente pelas atividades

aumentadas de GSH-Px e de GST. Kaushik e Kaur (2003), ao analisarem a modulacdo das
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atividades de diversas enzimas antioxidantes apos estresse ocasionado pelo frio cronico em
ratos, observaram que, apos 21 dias, houve um aumento nas atividades de GST (cérebro,
figado, rim e intestino) e GSH-Px (cérebro e intestino), bem como reducéo dos niveis de GSH
em cérebro, intestino, rim, figado e coragcdo de animais submetidos ao frio, em comparagéo
aqueles que ndo foram submetidos a nenhum tipo de estresse. Além disto, observaram que a
magnitude de aumento na atividade de GST no figado destes animais foi muito maior que 0s
aumentos observados em outros tecidos analisados, tais como cérebro, rim, coracdo e
intestino, dando suporte a hipdtese descrita no presente trabalho. Assim, torna-se necessaria a
investigacao da atividade de GST no figado e rim, para comprovar esta hipdtese.

Ao contrério dos nossos achados, em estudo recente de nosso laboratorio observou-se
que ratos diabéticos DIOG (induc¢éo via administracdo de STZ), apds 35 dias de experimento,
apresentavam diminuicdo na atividade de GSH-Px, no figado, em comparagdo aos animais
NIOG (GUTTIERRES et al., 2019). O fato que pode explicar as diferencas encontradas no
presente trabalho versus o trabalho de Guttierres e colaboradores em relagédo a atividade de
GSH-Px pode ser devido as diferencas nos niveis glicémicos dos animais diabéticos, e
portanto, diferencas na severidade do modelo experimental. Os animais DIOG no trabalho de
Gutierres e colaboradores apresentaram valores de glicemia maiores desde o inicio do
tratamento: no dia 0, animais DIOG apresentaram valores médios de glicemia de
aproximadamente 525 mg/dL e, no dia 35, valores de glicemia de aproximadamente 650
mg/dL. No presente estudo, animais DIOG apresentaram valores médios de glicemia
menores, tanto no inicio (aproximadamente 400 mg/dL) quanto ao final (aproximadamente
550 mg/dL) dos 30 dias de experimento. Assim, considerando estas diferencas nos niveis
glicémicos encontrados em Gulttierres et al. (2019) versus presente estudo, mesmo utilizando
o0 mesmo modelo experimental de DM e 0 mesmo tempo de experimento, 0os maiores valores
de glicemia dos ratos DIOG no estudo de Gutierres e colaboradores podem ser 0s
responsaveis pela maior promocéo de estresse glico-oxidativo, superando os mecanismos de
compensacdo antioxidante, ou até mesmo criando uma ambiéncia de modificacdo pos-
traducional sobre a GSH-Px (como por exemplo, maior chance de glicacdo), o que poderia
impactar negativamente em sua atividade.

Normalmente intervencbes benéficas ao combate do estresse oxidativo, em modelos
experimentais de patologias, tendem a aumentar as atividades das enzimas antioxidantes,
especialmente quando esta intervengdo é um ativo antioxidante de origem natural (ARCARO
et al, 2014; ASSIS et al., 2017; GUTIERRES et al., 2019), assim como aconteceu para as
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enzimas SOD e CAT no figado e rins de animais diabéticos tratados com licopeno e
metformina + licopeno. Contudo, no presente estudo e em relacdo ao sistema da glutationa no
figado, este aumento ndo foi observado. Animais diabéticos submetidos a todos o0s
tratamentos apresentaram, no figado e rim: (i) reducdo na atividade de GSH-Rd em relacéo
aos animais DIOG; (ii) praticamente a mesma atividade de GSH-Px (isto €, alta) que aquela
encontrada em animais DIOG. Este ultimo achado com animais diabéticos, tratados ou ndo,
reiteram o fato de que o aumento nos componentes do sistema da glutationa em figado de
animais DIOG (atividades de GSH-Px e GSH-Rd), mas também em rim, seja uma resposta
compensatdria ao possivel aumento na geracdo de espécies oxidantes, algo que provavelmente
foi atenuado ou evitado pelos tratamentos.

Animais diabéticos DIOG apresentaram um aumento nos niveis de AGEs
fluorescentes e de PCO hepaticos, quando comparados aos animais NIOG, o que pode ser
atribuido a hiperglicemia culminando em estresse glico-oxidativo (PHAM-HUY et al., 2008;
ULLAH et al., 2015). Sabe-se que o0 aumento na formacdo de AGEs bem como o aumento na
oxidacdo de proteinas sdo responsaveis pelo estabelecimento das complicacbes diabéticas no
tecido hepatico, em longo prazo (GUGLIUCCI, 2000). Desta forma, os tratamentos de ratos
diabéticos com compostos capazes de controlarem a glicemia, assim como capazes de
reduzirem o estresse glico-oxidativo, podem contribuir para evitar as anormalidades
estruturais e funcionais do figado, consequentemente prevenindo o aparecimento de
complicacBes nesse 0rgao.

Ao tratarmos ratos diabéticos com 250 mg/kg de metformina, observamos diminuicao
na glicemia e atenuacdo das complicacdes associadas a hiperglicemia. Assim, tal resposta
antihiperglicémica pode ter contribuido para a diminuicao observada na oxidacdo de proteinas
(PCO) no figado. Tal como anteriormente descrito, a redugdo nos niveis de AGEs hepaticos
também pode ser atribuida ao potencial da metformina em reagir com o metilglioxal,
formando triazepinona (LIN et al., 2016). Porém, as acGes da metformina em reduzir a
glicemia também devem ser consideradas.

Diversas evidéncias demonstram o papel benéfico dos alimentos ricos em licopeno na
prevencdo de alguns tipos de cancer e de diversas doencas cronicas (SIES e STAHL, 1995;
KHACHIK et al., 2002; VITAGLIONE; FOGLIANE, 2004); isto acontece devido a sua alta
capacidade antioxidante, eliminando ERO e diminuindo seus efeitos deletérios, dentre eles, a
formagéo exacerbada dos AGEs. Sabe-se que AGEs e ERO séo formados concomitantemente

com o0 aumento do estresse glico-oxidativo decorrente do DM, gerando um “ciclo vicioso”.
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Estudos demonstram que o licopeno per se ndo possui propriedade anti-AGE, ou seja,
diferente da metformina, o licopeno ndo é capaz de atuar diretamente nos AGEs formados
durante o estresse glico-oxidativo, mas por atuar diretamente sobre as ERO, eliminando-as,
diminuindo de forma indireta, a formacdo de AGEs (AHMAD et al., 2014; TRABEZ et al.,
2019).

Corroborando parcialmente nossos achados, Trabez et al. (2015) observaram que
ratos tratados com 3,2 g/kg de ribose + 10 mg/kg de licopeno durante 5 semanas apresentaram
diminuicdo na expressao de receptores RAGE, NF-kf e nos niveis de CML-AGE, bem como
aumento nas atividades das enzimas antioxidantes SOD e CAT nos rins, em comparagdo aos
animais tratados apenas com ribose, evidenciando as acGes benéficas do licopeno em
promover atenuacdo do estresse glico-oxidativo.

De acordo com os resultados do presente estudo, ratos diabéticos tratados com a
associacdo de metformina + licopeno apresentaram diminuicao dos niveis hepaticos de PCO e
AGEs fluorescentes, semelhante aos efeitos promovidos pelos tratamentos isolados com
metformina ou licopeno, sugerindo assim que a associacdo ndo anulou os beneficios
encontrados com os tratamentos isolados.

A neutralizacdo das acdes deletérias de ERO pode ocorrer via atividade das enzimas
SOD e CAT. As ERO podem ter sua producdo exacerbada no DM via alguns mecanismos:
aumento nos processos de auto-oxidacao da glicose, aumento na formacédo de AGEs, ativagédo
da proteina quinase C, aumento do fluxo de substratos pela via dos polidis e da hexosamina,
durante o processo de respiracao celular (na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial), e
através da atividade de enzimas NADPH oxidases (BARBOSA et al., 2010). Além disso, no
DM, pode-se observar que, além de uma exacerbada producdo de ERO, ocorre um aumento
nos processos glicativos das enzimas antioxidantes SOD e CAT, consequentemente
diminuicdo de suas atividades no combate as ERO (VINCENT et al., 2004). Assis et al.
(2017) observaram que o tratamento de ratos diabéticos com licopeno em iogurte atenuou o
estresse oxidativo no figado de ratos diabéticos, caracterizado tanto por niveis reduzidos de
PCO quanto pelo aumento nas atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px.

Nossos resultados mostram que ratos diabéticos DIOG apresentaram diminuicdo nas
atividades de SOD e CAT no figado e no rim, em comparagdo aos valores observados em
animais NIOG, o que pode ser uma consequéncia do aumento nos processos de glicacéo
destas enzimas, em animais diabéticos (JAGTAP; PATIL, 2010). Animais diabéticos tratados

com insulina apresentaram aumentos nas atividades de SOD e CAT em figado e rim, em
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paralelo as potentes a¢des antihiperglicémicas da insulina que, ao manter os niveis glicémicos
préximos a normalidade, certamente contribui para a menor ocorréncia de glicacdo de
proteinas (incluindo a glicacdo das enzimas antioxidantes supracitadas).

O tratamento de animais diabéticos com metformina aumentou (ou preveniu a
diminuicéo) a atividade da CAT no figado e no rim, por outro lado ndo aumentou a atividade
de SOD, em relacéo aos animais diabéticos DIOG. Em estudo realizado por Dai et al. (2014),
ao utilizarem um modelo experimental de camundongos com hepatotoxidade induzida por
tetracloreto de carbono, e estes animais sendo tratados com 500 mg/kg de metformina, 0s
autores demonstraram que a metformina foi capaz de prevenir a diminuicdo na atividade da
CAT, enquanto que nao apresentou efeito sobre a atividade da SOD no figado, a qual
permaneceu baixa, corroborando os achados do presente trabalho. Os autores sugerem que a
metformina é capaz de aumentar a atividade da CAT via mecanismos independentes da
ativacdo da AMPK, fato comprovado pela diminui¢do dos niveis de H>O2 no tecido hepatico,
ja que a CAT é responsavel por converter o H202 em agua. Além disto, os autores realizaram
a analise da expressdo de CAT, e observaram que a metformina nao foi capaz de aumentar a
expressdo desta proteina. Provavelmente as acGes da metformina em aumentar a atividade de
CAT estejam relacionadas a protecdo da cadeia polipeptidica da enzima contra eventos pds-
traducionais, e ndo por estimulo a expressao génica.

O licopeno tem uma funcdo importante na atenuacdo do estresse oxidativo, atuando
diretamente na eliminacdo das ERO (scavenger), peroxidos lipidicos e oxido nitrico, que séo
produzidos exacerbadamente no DM (FORNI et al., 2019). Assim, o licopeno pode contribuir
para a diminuicdo dos efeitos deletérios que ocorrem com 0 excesso na geracdo de radicais
livres no organismo, e ainda pode aumentar a capacidade das defesas antioxidantes
enddgenas, via aumento das enzimas como SOD e CAT (TOGASHI et al., 1990; SINCLAIR
et al., 1993; ALI; AGHA., 2009). Ali e Acha (2009) observaram, ao tratarem ratos diabéticos
com diferentes doses de licopeno (20, 40, 60, 80 e 100 mg/kg), que houve aumento nas
defesas antioxidantes, tais como SOD e CAT nos eritrocitos, quando comparados aos animais
diabéticos ndo tratados, corroborando, pelo menos em parte, os resultados obtidos neste
trabalho. Assis et al. (2017), ao tratarem animais diabéticos com 45 mg/kg de licopeno,
também observaram aumento nas atividades das enzimas SOD e CAT, no figado, quando
comparados aos animais diabéticos DIOG.

O tratamento de animais diabéticos com a associacdo licopeno + metformina foi capaz

de aumentar as atividades de SOD e CAT, tanto no figado quanto no rim, quando comparados
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aos animais diabéticos DIOG, porém este efeito foi semelhante aos tratamentos isolados,
exceto o tratamento com a metformina, que ndo preveniu a diminui¢do na atividade de SOD.

Tal como observado no figado, o aumento nos niveis de PCO observado nos rins de
animais DIOG caracteriza a instalacdo do quadro de estresse oxidativo. A doenca renal
diabética é uma das complicacdes prevalentes no DM tipos 1 e 2, e é a principal causa de
insuficiéncia renal cronica e doenca renal terminal (KOYE et al., 2017). A hiperglicemia
cronica leva a ativacdo de varios processos patologicos que afetam negativamente numerosas
células nos rins, incluindo células endoteliais glomerulares, musculares lisas, mesangiais,
poddcitos e células dos dutos tubulares e coletores (FORBES et al., 2013). O estresse glico-
oxidativo desempenha um papel importante na iniciacdo e progressao da nefropatia diabética,
caracterizada por anormalidades funcionais e estruturais (FORBES et al., 2008).

O aumento das ERO juntamente com deficiéncias nos sistemas antioxidantes causa
danos significativos nos rins, contribuindo para o estabelecimento de inflamacdo e fibrose
renal. Dentre os muitos sistemas responsaveis pela geracdo de ERO nos rins, a NADPH
oxidase é um dos contribuintes mais importantes (JHA et al., 2016). Além disso, a geracao de
AGEs per se e a sua interacdo com o receptor RAGE desencadeiam mecanismos celulares e
moleculares que promovem eventos patolégicos relacionados a nefropatia diabética, tais
como: alteracdo da homeostase da funcdo renal, espessamento da membrana basal e
mesangial, inducdo da inflamacdo e fibrose, podocitopatia e mesangiopatia, entre outros
(PASUPULATI al., 2016).

O tratamento de ratos diabéticos com insulina promoveu diminui¢cdo nos niveis de
TBARS e PCO nos rins; ao manter os niveis glicémicos préximos a normalidade, a insulina
pode assim atenuar os efeitos deletérios dos AGEs gerados durante o estresse glico-oxidativo
no organismo, incluindo os rins.

O tratamento de ratos diabéticos com metformina também diminuiu os niveis de
TBARS e PCO nos rins. Tal como a insulina, uma vez que foi observada melhoria na
homeostase glicémica, a metformina também é capaz de diminuir os efeitos deletérios gerados
pelo aumento do estresse glico-oxidativo, atenuando as ac@es prejudiciais que o DM ocasiona
ao tecido renal. Estes achados corroboraram os resultados obtidos por Erejuwa et al. (2011),
ao tratarem ratos diabéticos com 100 mg/kg de metformina, observando que 0s animais
apresentaram um aumento da capacidade antioxidante via aumento nas concentragdes de GSH

e GSSG, bem como a diminuicéo dos niveis de TBARS nos rins.
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Ratos diabéticos tratados com licopeno também apresentaram niveis glicémicos
reduzidos quando comparados aos animais diabéticos DIOG, e com isto houve uma
diminuigdo do estresse glico-oxidativo nos rins desses animais. Sabe-se que o licopeno atua
diretamente sob as ERO e também, é capaz de aumentar as defesas antioxidantes do
organismo, acdes estas ja descritas no presente trabalho. Assim, o licopeno, ao exercer todos
esses beneficios sobre o desequilibrio que ocorre entre a producdo de espécies reativas e a
diminuicdo de defesas antioxidantes em um quadro de DM, pode contribuir na diminui¢cdo dos
niveis de TBARS e PCO no tecido renal (RAO et al., 1999).

Em relagéo aos tratamentos isolados, o tratamento com a associa¢do de metformina +
licopeno foi capaz de promover uma reducdo adicional nos niveis de TBARS nos rins,
enquanto que em relacdo aos niveis de PCO, prevaleceram os efeitos do tratamento com
licopeno. A resposta aditiva sobre os niveis renais de TBARS pode ser consequéncia da
somatoria das aces dos compostos isolados, onde a metformina contribui promovendo uma
reducdo nos niveis glicémicos e diminui¢do na producdo de AGEs, e o licopeno contribui com
sua acdo antioxidante per se, atenuando o estresse oxidativo.

Em relacdo aos niveis de PCO, o tratamento de ratos diabéticos com metformina +
licopeno demonstrou a prevaléncia das ac6es benéficas do licopeno, um antioxidante natural,
atenuando o dano oxidativo em proteinas no tecido renal.

Interessantemente, os resultados obtidos em nosso estudo indicam que 0s animais
diabéticos DIOG apresentaram uma diminui¢do nos niveis de AGEs fluorescentes nos rins,
em relacdo aos animais ndo diabéticos, NIOG. O aumento na geracdo de AGEs no curso do
DM é um dos mecanismos através dos quais a hiperglicemia causa danos ao organismo, e um
acumulo de AGEs comumente acontece em diversos tecidos, dentre eles o rim (BROWNLEE,
2001; BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2002; SPITALER; GRAIER, 2002).

Uma hipétese associada a esta diminuicdo nos niveis de AGEs nos rins de animais
diabéticos DIOG pode ser a seguinte: pode ter ocorrido um mecanismo compensatério em rins
de ratos DIOG, devido a um aumento nos niveis de AGEs no curso do diabetes, com
subsequente estimulo ao aumento na expressdo e/ou atividade de componentes que participam
dos mecanismos de detoxificacdo de AGEs, incluindo os receptores AGE-R e o sistema da
glioxalase. O sistema da glioxalase consiste na atividade de duas enzimas, glioxalase 1 e
glioxalase 2; este sistema é responsavel por eliminar a-oxaldeidos, tais como glioxal e

metilglioxal (precursores de AGEs), utilizando o poder redutor de GSH, com a formagéo de
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a-hidroxiacidos (ABORDO et al., 1999; OTT et al., 2014). Mais estudos sdo necessarios para
que se comprove esta hipotese.

Os tratamentos de ratos diabéticos com insulina, metformina ou licopeno, isolados ou
co-administrados, ndo promoveram alteracGes nos niveis de AGEs fluorescentes renais, em
relagcdo aos animais DIOG. Diferentemente do resultado obtido no presente trabalho, estudo
realizado por Trabez et al. (2015), no qual ratos foram tratados com 3,2 g/kg de ribose + 10
mg/kg de licopeno, demonstrou-se que houve diminui¢do na expressao de receptores de AGEs
(RAGE), NF-kB ¢ nos niveis de CML-AGEs, bem como das interleucinas inflamatorias I1L-1 e
IL-6 nos rins. Em paralelo, houve atenuacdo dos marcadores séricos de funcdo renal
(albumindria, proteindria e creatinina) e aumento nas atividades das enzimas antioxidantes
(SOD e CAT) nos rins em relacdo aos animais tratados apenas com ribose.

Assim como no figado, animais DIOG apresentaram nos rins aumentos nas atividades
de GSH-Px e GSH-Rd, em relacdo aos valores encontrados em rins de animais NIOG. No
entanto, ao contrario do observado no figado, os niveis de TBARS nos rins de animais DIOG
estdo aumentados em relacdo aos valores encontrados em rins de animais NIOG. Sugere-se
que tal resposta possa ser atribuida a menor atividade da GST nos rins, em relacéo a atividade
desta enzima no figado, prejudicando assim a eliminacdo dos produtos de peroxidagédo
lipidica, tal como descrito anteriormente (KAUSHIK; KAUR, 2003).

Haza e colaboradores (2004) investigaram as mudangas na producdo de EROs,
marcadores de lipoperoxidacdo e nas defesas antioxidantes em diferentes tecidos de ratos
diabéticos (inducdo com STZ; 30 dias de DM). Quando comparamos alguns achados entre
figado e rim, encontramos os seguins perfis: (i) figado: diminuicdo dos niveis de TBARS
(mitocondria), aumento de GSH e atividade de GST (citoplasma) e aumento de 4-HNE
(mitocondria e citoplasma); (ii) rim: aumento dos niveis de TBARS (mitocdndria),
diminuicdo de GSH e atividade de GST (citoplasma) e aumento de 4-HNE (mitocéndria e
citoplasma). Os autores explicam que o acumulo de 4-HNE nos tecidos € importante para a
inducdo do aumento na atividade de GST. No entanto, os baixos niveis de GSH de citoplasma
de células renais podem comprometer a atividade da GST em detoxificar lipoperdxidos.
Assim, os resultados deste estudo, pelo menos em relagdo ao TBARS, corroboram nossos
achados em figado e rim de animais DIOG, o que reiteram a necessidade de avangos na
investigacdo da atividade de GST nestes tecidos.

Erejuwa et al. (2011) observaram que animais diabéticos (inducdo com STZ)

apresentaram um aumento nos niveis de TBARS e nas atividades de GSH-Px e GSH-Rd, bem
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como diminuigdo da atividade de CAT nos rins, apds 8 semanas de experimento, tal como os
animais DIOG de nosso estudo. Neste mesmo tratalho, ao tratarem ratos diabéticos com mel,
metformina e glibenclamida, isolados ou co-administrados, demonstraram que houve a
diminuigdo da atividade de SOD, aumento das atividades de GSH-Px, GSH-Rd e CAT, bem
como diminui¢cdo dos niveis de TBARS em relacdo aos animais diabéticos tratados apenas
com agua destilada.

Interessantemente, todos os tratamentos realizados (insulina, metformina, licopeno,
metformina + licopeno) promoveram aumentos nos niveis de grupos tidis ndo proteicos
renais, quando comparados aos animais DIOG, o que indica que todos os tratamentos
beneficiam o funcionamento do sistema da glutationa e assim, promovem beneficios nos

sistemas de defesa antioxidante, assim como discutido anteriormente.

7.CONCLUSOES

O presente estudo fornece evidéncias sobre as acOes benéficas da metformina e do
licopeno, administrados de forma isolada e combinada, a ratos diabéticos (indu¢do com STZ).
Isoladamente, podemos observar que os tratamentos com metformina ou com licopeno
promoveram efeitos benéficos na maioria dos parametros analisados. O tratamento com a
associacdo metformina + licopeno, além de preservar os efeitos dos compostos isolados sobre
alguns parametros, esta terapia combinada também promoveu respostas aditivas, isto €, alguns
de seus efeitos benéficos foram melhores do que aqueles observados com os tratamentos
isolados. Desta forma, podemos considerar que a terapia combinada de metformina +
licopeno no iogurte promove uma diversidade de efeitos benéficos em biomarcadores
relacionados ao estresse glico-oxidativo em animais diabéticos, surgindo como uma opgao
promissora ndo somente no controle da glicemia, mas também na atenuacdo ou até mesmo

prevencdo das complicacdes do DM, especialmente aquelas que impactam figado e rins.
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