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RESUMO

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



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

obesidade.

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



ABSTRACT

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



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

complications observed in obesity.

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

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

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

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

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

A relacdo entre a ingestdo de alimentos e o ganho de peso corporal com base na
dieta € muito importante em estudos de intervencdo nutricional e/ou farmacoldgica.
Uma vez que o modelo experimental de obesidade e resisténcia a insulina promove
alteracdes metabdlicas associadas a0 DM tipo 2 e estas possuem as mais diversas
etiologias, seu estudo permite ampliar o campo de investigacdes relacionadas aos
multiplos beneficios que podem ser alcancados com o0 uso de compostos bioativos que

tenham diversos mecanismos de acéo.

1.2 REVISAO DE LITERATURA
1.2.1 Obesidade

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

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

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

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

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

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

1.2.2 Tecido adiposo branco e inflamacéo cronica de baixo grau

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

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

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

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

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

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

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

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

1.2.3 Tecido adiposo marrom e regulacdo do metabolismo energético na
obesidade

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

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

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

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

Adenylyl cyclase NE

" MAG Lipid droplet

FFA"~  Glycerol
N

\-,L\H¢ H* H* H*

RESPIRATORY
CHAIN

N T weow e
B-oxidation

nucleus

mitochondrion

Figura 2. Representacdo esquematica de processos ativados pela noradrenalina
em adipécito marrom, estimulando a termogénese, biogénese mitocondrial e
oxidacdo de acidos graxos no tecido adiposo marrom. A via de sinalizacdo
dependente de PKA, CREB e p38 MAPK estimula a expressdo génica de PGC-la e
UCP 1. A PKA fosforila HSL, promovendo a hidrélise dos triacilglicerdis. Os acidos
graxos livres liberados sdo utilizados como substrato energético mitocondrial e como
ativador de UCP 1. Fonte: CIOFFI et al. (2018)
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Além da ativacdo da PKA, o frio e 0s aumentos nos niveis de noradrenalina também
aumentam a atividade da proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK),
altamente expressa no TAM. Curiosamente, a ativacdo de AMPK por agonistas [3-
adrenérgicos e pelo frio é dependente da inducdo de lipdlise, mas ndo requer UCP 1. A
AMPK ¢ ativada por alteracdes na relacdo AMP/ATP, que desempenha um papel
importante na manutencdo do balanco energético intracelular. A AMPK regula a
captacdo da glicose, 0 metabolismo dos acidos graxos e a funcdo mitocondrial. Também
pode desempenhar um papel potencialmente importante na estimulacdo do programa
termogénico, permitindo aos adipdcitos marrons e beges captarem mais glicose e
aumentarem as taxas de oxidagdo de lipideos e glicose (KANG et al., 2018). As
proteinas da cadeia transportadora de elétrons da membrana interna mitocondrial geram
um gradiente eletroquimico de prétons entre a matriz mitocondrial e o0 espaco
intermembranas, mas a presenca de UCP 1 desacopla a cadeia transportadora de
elétrons e a sintese de ATP via dissipacdao da energia como calor, e consequentemente,
reduz a razdo ADP/ATP (JIA et al., 2010).

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

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

Situacdes de esgotamento de energia ativam AMPK e SIRT 1, culminando em
aumento na transcricdo génica dependente de PGC-1a. Em condic¢des de ingestdo de
dietas ricas em calorias ou quando a oferta de energia ndo é limitada, a atividade da
AMPK ¢ interrompida pelos altos niveis de ATP intracelular. Da mesma forma, dietas
ricas em gordura aumentam o SRC-3 (steroid receptor coactivator-3), que regula
positivamente os niveis da histona acetil-transferase (GCN5) que, por sua vez,
desempenha o papel oposto da agdo da SIRT 1 na acetilagdo de PGC-1a, diminuindo
assim a atividade transcricional da PGC-1a. Perturbacdes nesta rede metabdlica que
controla a atividade da PGC-la podem contribuir de forma importante para 0
estabelecimento das complicacdes metabdlicas observadas na obesidade (CANTO;
AUWERX, 2013).

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

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

1.2.4 Resisténcia a insulina

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

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

1.2.5 Estresse oxidativo

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

Anion radical superoxido (Oye-), peroxido de hidrogénio (H,0,) e 6xido nitrico
(NOe¢) s3o considerados as principais ERO “primdrias”, no entanto outras espécies
também se encontram aumentadas em condicBes de estresse oxidativo, como por
exemplo o radical hidroxil (*OH) e oxigénio singlete (10,) (SINDHU et al., 2004).
Além disso, elevados niveis de IL-1pB, IL-6 e TNF-o na obesidade aumentam a produgéo
de NO®; o aumento de NO® estabelece prejuizos no metabolismo mitocondrial e
contribui para o aumento dos processos de lipoperoxidagdo (GOVINDARAJ; PILLAI,
2015).

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

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

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

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

1.2.6 Produtos finais de glicacdo avancada (AGEs)

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

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

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

Intermediarios glicoliticos produzidos em reac@es do tipo Maillard ou em processos
de auto-oxidacdo da glicose também contribuem para a producéo exacerbada de AGEs;
dentre estes intermediarios, destacam-se o0s compostos dicarbonilicos (glioxal,
metilglioxal, 3-desoxiglucosona), considerados potentes indutores da formacdo de
AGEs. Os compostos dicarbonilicos levam a producdo de AGEs especificos. Glioxal
leva a formagdo de Ne-(carboximetil) lisina (CML), dimero de lisina derivado de
glioxal (GOLD), Nw-(carboximetil) arginina (CMA) e S-carboximetilcisteina.
Metilglioxal gera os produtos Ne-(carboxietil) lisina (CEL), dimero de lisina derivado
de metilglioxal (MLOD), arg-pirimidina e hidroimizalona MG-HL1. Ja 3-deoxiglicosona
leva a formacgdo de pirralina, pentosidina, imidazolona e também CML. Quando
metilglioxal reage com residuos de lisina de proteinas, pode ser produzido um
homdlogo de CML-AGE, conhecido como Ne-(carboxietil) lisina. (NOWOTNY et al.,
2015; Figura 4).
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Figura 4. Formacdo dos produtos finais de glicacdo avancada (AGEs). A
formacgéo de AGEs ocorre via diversos mecanismos, incluindo glicagéo proteica (reagédo
de Maillard) com formacéo de produtos de Amadori, via produtos da auto-oxidacdo da
glicose e da peroxidacéo lipidica, via intermediérios da glicolise e da via dos poliois.
Todos estes processos geram compostos dicarbonpilicos altamente reativos, que
culminam na formacédo de AGEs. Fonte: NOWOTNY et al. (2015).

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

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

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

Além do potencial lesivo direto dos AGEs, estes também promovem prejuizos
dependentes da ativacdo dos receptores RAGE. A interacio AGE/RAGE ativa a
NADPH oxidase, a qual leva ao aumento na geragédo de ERO. O aumento na geracédo de
ERO ativa NF-kB, que induz a transcri¢do de genes inflamatorios da parede vascular
(BASTA et al., 2004). A proteina quinase C (PKC) também pode ativar a NADPH
oxidase, favorecendo assim a exacerbacdo do estresse oxidativo (RAINS; JAIN, 2011).
A ativacdo de RAGE também induz a apoptose celular por aumento na expressao de
p53-Bax e promovendo a ativacdo da cascata de caspases dependente de calcio. O
estresse oxidativo induzido pela obesidade e a hiperglicemia tem participagdo no
estabelecimento de diversas complicagOes, especialmente aterosclerose e danos
microvasculares em retina, rim e nervos (TANGVARASITTICHAI, 2015).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

CH,COCHO
Methylglyoxal

Glyoxalase | I:&

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

Glyoxalase Il <:ﬂ*y§
H

20

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

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

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

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

1.2.8 Efeitos de sensores metabdlicos celular na obesidade

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

para a prevencdo de doengas metabolicas associadas a obesidade.

1.2.9 Trigonelina e Curcumina

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

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

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

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

A curcumina (C,1Hz00g, Figura 9) € um pigmento extraido dos rizomas da planta
Curcuma longa, pertencente a familia Zingiberaceae, sendo encontrado em temperos
como o acafrdio (AGGARWAL et al., 2003); tem sido usada hd anos como pigmento
dietético em condimentos e medicina tradicional. Um grande ndmero de estudos
demonstra que a curcumina tem acdes pleiotrdpicas, ou seja, tem uma vasta gama de
atividades biol6gicas (GUPTA et al., 2013; GHOSH et al., 2015). A curcumina € um
polifenol (diferuloilmetano) muito estudado pelas suas propriedades anti-inflamatérias,
antiobesogénicas, anti-hiperglicemiante, antioxidante, entre outras (GUPTA et al.,
2011).

HO OH

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

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

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

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

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

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

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

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos dos tratamentos de camundongos submetidos ao modelo

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

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

biomarcadores da inflamacéo e do estresse glicoxidativo.

2.2 Objetivos Especificos

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

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

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

monitorando:

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

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

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

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

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

quinase ativada por adenosina monofosfato), PGC-1a (coativador do receptor y
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ativado por proliferador de peroxissoma 1a), NRF 2 (nuclear factor erythroid 2-
related factor 2) e UCP 1 (proteina desacopladora mitocondrial 1);
Biomarcadores de estresse glicoxidativo em figado e rim: TBARS, AGEs,
RAGE (receptor for advanced glycation end products), Bax (Bcl-2-associated X
protein);

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

products receptor 1).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Reagentes

Curcumina obtida a partir dos rizomas de Curcuma longa (cdrcuma), p6 com grau
de pureza de 76% (cddigo do produto C1386; numero do lote, SLBH2403V) foi
adquirida da Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). Trigonelina (padrao analitico)
com pureza de 100,4% (cddigo do produto, T5509; numero do lote, BCBP6003V) foi
adquirida da Sigma Aldrich-Fluka (St. Louis, Missouri, EUA). As dietas padrédo e
hiperlipidica foram obtidas da PragSoluc6es Comercio e Servigos Ltda (Jau/SP, Brasil).

Os demais reagentes foram de grau analitico.
3.2. Animais, dietas e desenho experimental

Camundongos C57BL/6 machos, adultos, com 4 semanas de idade, peso corporal
de 21 g £ 0,10 g e padréo sanitario do tipo “SPF” (Specific Pathogen Free) fornecidos
pelo Servico de Biotério da USP-RP (Universidade de Sdo Paulo, Campus de Ribeirdo
Preto), foram mantidos sob condi¢fes de ciclo luz-escuro de 12 horas, temperatura de
23°C, recebendo dieta e agua ad libitum. Apds periodo de adaptacdo (2 semanas), 0S
animais foram alimentados durante 9 semanas com dietas preparadas: dieta padrdo (P;
3,85 kcal/g; 4% de lipideos) (REEVES et al., 1993) ou dieta hiperlipidica (H; 5,40
kcal/g; 35% de lipideos) (Tabela 1).

Todos os procedimentos experimentais adotados neste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica em pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP,
Campus de Araraquara, Protocolo CEUA/FCF/CAr n° 03/2016 (ANEXO 1).
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Tabela 1. Composicéo das dietas padrdo (P) e hiperlipidica (H).

Ingredientes Dieta Padrdo (P)  Dieta Hiperlipidica (H)

(9/100 g) (9/100 g)
Amido 42,75 14,95
Caseina 20 20
Dextrina 13,2 10
Sacarose 10 10
Oleo de soja 4 4
Banha* -- 31
Celulose 5 5
Mix de minerais** 3,5 3,5
Mix de vitaminas*** 1 1
L-cistina 0,30 0,30
Bitartarato de colina 0,25 0,25
Total 100 100
Valor energético (kcal/100 g) 385 540

*Colesterol. **Mix de minerais: calcio, fosforo, potassio, magnésio, ferro, manganés,
selénio, zinco, cromo, niquel, litio, enxofre, cobre, iodo, molibdénio, silicio, cloreto,
fluoreto, boro, vanadio. ***Mix de vitaminas: &cido nicotinico, pantotenato de célcio,
piridoxina, tiamina, riboflavina, &cido félico, vitamina K, D-biotina, vitamina B12,
vitamina A, vitamina D3, vitamina E, colina.

Os animais receberam foram distribuidos nos seguintes grupos (n = 12

animais/grupo):

- Grupo P: animais alimentados com dieta padrdo e que receberam agua por gavagem;

- Grupo H: animais alimentados com dieta hiperlipidica e que receberam agua por
gavagem;

- Grupo HI: animais alimentados com dieta H e tratados com iogurte por gavagem;

- Grupo HT: animais alimentados com dieta H e tratados por gavagem com 50 mg/kg de
trigonelina em iogurte;

- Grupo HC: animais alimentados com dieta H e tratados por gavagem com 90 mg/kg de
curcumina em iogurte;

- Grupo HTC: animais alimentados com dieta H e tratados por gavagem com 50 mg/kg

de trigonelina e 90 mg/kg de curcumina em iogurte.
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Foi realizado um experimento piloto para definicdo das doses de curcumina (45 e
90 mg/kg de peso corporal) (GUTIERRES et al., 2012; ARCARO et al., 2014;
GUTIERRES et al., 2015; ASSIS et al. 2017) ou trigonelina (50 e 100 mg/kg de peso
corporal) (ZHOU et al., 2012; HAMDEN et al., 2014; THARAHESWARI et al., 2014;
ZHANG et al., 2015) e que fossem efetivas na prevencdo/atenuacao dos disturbios
metabdlicos relacionados a ingestdo da dieta H pelos camundongos. Apos a realizagdo
deste experimento piloto, foram selecionadas as doses 50 mg/kg de peso corporal de
trigonelina em iogurte e 90 mg/kg de peso corporal de curcumina em iogurte, uma vez
que elas foram efetivas na atenuacdo dos disturbios metabolicos promovidos pela
ingestdo de dieta H, com destaque para a reducdo dos niveis de TBARS e AGEs.

No experimento definitivo, os animais alimentados com dieta hiperlipidica foram
tratados com 50 mg/kg de peso corporal de trigonelina ou 90 mg/kg de peso corporal de
curcumina, isoladas ou co-administradas, e incorporadas ao iogurte natural integral
(Nestle®, 0,741 kcal/g contendo: Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus
e Streptococcus sp) em ambiente termostatizado (25°C), durante 90 segundos a 27000
rpm em homogeneizador (modelo Metabo). Os tratamentos foram realizados
diariamente, entre 8:00 - 9:00 horas, durante 9 semanas, sendo este 0 mesmo periodo de
oferta das dietas P ou H aos animais.

Peso corporal e ingestdo alimentar foram monitorados duas vezes por semana.

Apdbs 7 semanas de tratamento, os animais foram jejuados por 12 horas (com inicio
as 23:00 horas) e submetidos ao teste tolerancia a glicose oral (TTGO; 1 g/kg glicose,
via oral) tal como descrito por Xu et al. (2009), com modificagdes. Uma gota de sangue
caudal foi utilizada para a determinacdo da glicemia com auxilio de glicosimetro
(Abbott Diabetes Care Ltd, Brasil) antes (0 min) e depois (15, 30, 60, 90, 120 min) da
sobrecarga de glicose.

Apdbs 8 semanas de tratamento, os animais foram jejuados por 6 horas (com inicio
as 7:00 horas) e submetidos ao teste de toleréncia a insulina (ITT) de acordo com
Protzek et al. (2010), com adaptacGes. Uma gota de sangue caudal foi utilizada para a
determinacdo da glicemia com auxilio de glicosimetro. A glicemia foi determinada
antes (0 min) e apo6s (5, 10, 15, 20, 30 e 60 min) a administracdo de insulina (insulina
regular; 0,65 Ul/kg de peso corporal), por via intraperitoneal.

Apbs 9 semanas de tratamento, os animais foram mantidos em jejum por 6 horas
(com inicio as 6:00 horas), anestesiados (16 mg/kg de xilazina; 90 mg/kg de

guetamina). Em seguida administrou-se 3,8 Ul/kg de insulina (8 animais/grupo) ou
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solucdo salina (6 animais/grupo), para o estudo das alteracbes na ativacdo de
componentes da sinalizagdo da insulina (fosforilagdo de AKT, basal ou estimulada por
insulina). Apdés 10 minutos da administracdo da insulina ou salina, os animais foram
eutanasiados por exsanguinagdo via puncdo cardiaca, onde foram obtidas amostras de
sangue. O sangue foi coletado em tubos heparinizados e imediatamente centrifugados a
2500 rpm por 10 minutos a 25°C para obtencdo do plasma. Também foram removidos
0s tecidos musculos gastrocnemius, tecidos adiposos brancos epididimal e
retroperitoneal, tecido adiposo marrom interescapular, figado e rins. O tecido adiposo
branco epididimal foi rapidamente pesado e em seguida amostras deste tecido (lado
esquerdo) foram destinadas para as andlises histoldgicas. Os musculos foram
removidos, pesados e congelados em nitrogénio até posterior armazenamento a -80°C
para as analises das alteracGes na ativacdo de componentes da sinalizacdo da insulina.
Os demais tecidos também foram retirados, pesados e armazenados (-80°C) para as

analises posteriores.

3.3 Analise histologica

As analises histoldgicas de tecido adiposo branco epididimal foram realizadas em
colaborac¢do com o Prof. Dr. Luis Carlos Spolidorio, do Laboratério de Patologia da
Faculdade de Odontologia, Campus de Araraquara, UNESP.

O tecido adiposo branco epididimal foi fixado por imersdo em formaldeido a 10%
por 24 horas. No dia seguinte, os tecidos foram lavados com tampéo fosfato salina
(PBS), desidratados com alcool e xilol e embebidos em parafina. As sec¢@es embebidas
com 5 pum de espessura foram montadas em laminas e coradas com hematoxilina e
eosina (H&E). As células adiposas foram observadas em microscopio éptico (Olympus
BX51 — Olympus Optical, Tokyo Japan) acoplado a cdmera CCD-Iris (Tokyo Japan —
Olympus). A determinacdo da area e diametro dos adipécitos das imagens obtidas das
células adiposas foram analisadas no software Imaje J. Foram avaliadas 500 células

adiposas/grupo (n=5).
3.4 Determinacdes analiticas

3.4.1 Biomarcadores relacionados ao metabolismo de lipideos,

funcao renal e integridade hepatica
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As concentracdes plasmaticas dos biomarcadores foram realizadas utilizando Kits

comerciais da Labtest Diagnostica S.A.

e Colesterol total: método enzimético de acdo sequencial de colesterol esterase e
colesterol oxidase (MROZ, 2003);

e Colesterol-HDL: método indireto por inibi¢do seletiva com polioxietileno laurel éter
(RIFAI; WARNICK, 2006);

e Triacilglicerdis: método enzimético de acdo sequencial de lipase e gliceroquinase
(RIFAI; WARNICK, 2006);

e Creatinina: método enzimatico de agdo das enzimas creatininase, creatinase,
sarcosina oxidase e peroxidase (JUNGE et al., 2004);

e Ureia: hidrdlise da ureia pela urease produzindo amoénia e dioxido de carbono
(BERGMEYER; GAWEHN, 1974);

e ALT: método cinético, acoplado a lactato desidrogenase (WROBLENSKI; LADUE,
1956).

3.4.2 Biomarcadores de estresse glicoxidativo e atividades

antioxidantes

Preparo das amostras: amostras de figado e rim foram homogeneizadas em tampéo
fosfato 0,1 M (pH 7,4) na propor¢cdo de 100 mg de tecido para 1 mL de tampéo e
centrifugadas a 10000 g durante 20 minutos a 4°C. Sobrenadantes foram utilizados para
as determinaces dos niveis de TBARS e atividades das enzimas antioxidantes de SOD,
CAT e GSH-Px. Sobrenadantes de rim também foram utilizados para a estimativa de
AGEs fluorescentes. Amostras de plasma foram utilizadas para determinacdo da
atividade de PON 1 e niveis de AGEs fluorescentes.

Atividade de paraoxonase (PON 1): foi determinada no plasma, de acordo com
Costa et al. (1990) e modificagdes segundo Assis et al. (2017). A atividade da PON 1
foi determinada via hidrdlise de paraoxon e liberacdo de p-nitrofenol. A mistura de
ensaio consistia de 10 puL de plasma em tampao Tris-HCl 15 mM (pH 8,5) contendo
0,15 mM de CaCl,, 0,3 M de NaCl e 1,2 mM de paraoxon. O paraoxon foi preparado
em acetona e mantido em gelo; antes da utilizac&o, a solucdo-mée (120 mM) foi diluida
1:40 em agua e sua concentragdo foi monitorada a 274 nm, usando o coeficiente de
extingdo molar de paraoxon (8900 M™.cm™). O ensaio foi realizado a 37°C e iniciado

pela adicdo de paraoxon. A atividade foi monitorada medindo a absorbancia a 405 nm
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1A

por 5 min. Os resultados foram calculados assumindo o coeficiente de extingdo molar
de p-nitrofenol (18.000 M*.cm™) (Smith e Adams, 2011). A atividade da PON 1 foi
expressa em unidades/litro (unidade = umoL paraoxon hidrolisado/min).

Substéncias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS): amostras de plasma e de
sobrenadantes de figado e rim foram submetidas a desproteinizacéo (PILZ et al., 2000)
e utilizadas na analise de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) (KOHN;
LIVERSEDGE, 1944), com formagéo de complexo monitorado
espectrofotometricamente a 535 nm (figado, rim) ou fluorimetricamente nos
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 510 e 553 nm, respectivamente
(plasma). Foi realizada uma curva de calibracdo com 1,1°3,3’-tetrametoxipropano
(Figura 10) para a quantificagdo de TBARS nas amostras. Os resultados foram
expressos em pmol de TBARS/L (plasma) ou pmol de TBARS/g de tecido (figado).

Figura 10. Curvas de calibragdo, 1,1°3,3’-tetrametoxipropano, espectofotometro (A) e

fluorimetro (B).
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Atividade da superoxido dismutase (SOD): A oxidacdo da xantina gera o anion
superéxido em reacdo catalisada pela xantina oxidase, o qual reduz o nitro blue
tetrazolium (NBT) a uma formazana. Na presenca de SOD ocorre inibigédo na reducéo
do NBT, monitorada em 550 nm (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971). Os resultados
foram expressos em U de SOD/mg de proteina. Uma unidade de SOD ¢ definida como a
quantidade de enzima necessaria para inibir a reducdo do NBT em 50%.
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Atividade da catalase (CAT): foi determinada através do monitoramento do
desaparecimento do H,O, a 230 nm (BEERS; SIZER, 1952) e os resultados seréo

expressos em mmol de H,O, consumido/min/mg proteina.

Glutationa peroxidase (GSH-Px): determinou-se a atividade da GSH-Px de acordo
com Rush e Scandiford (2003). A GSH-Px catalisa a oxidacdo de GSH na presenca de
H.0,. Na presenca de glutationa redutase, a glutationa oxidada € reduzida a GSH com
oxidagdo concomitante do NADPH a NADP®. A oxidacdo do NADPH é monitorada
pela diminuigédo da absorbancia em 340 nm. Os resultados foram expressos em mmol de
NADPH consumido/min/mg de proteina (figado).

Estimativa dos produtos finais de glicagdo avancada (AGEs): Amostras de plasma
e figado foram tratadas com cloroférmio, acido tricloroacético e NaOH, segundo Zilin
et al. (2001). As concentrac@es finais dos reagentes utilizados foram 0,12 M de TCA;
1,2 M de cloroférmio para plasma, sendo que para o figado a concentracdo de
cloroférmio foi de 2,42 M; e 0,1 M de NaOH. Em sobrenadantes de rim, adicionou-se
0,1 M de NaOH seguido de homogeneizacéo e centrifugacdo a 10.000 g por 10 minutos
a 10°C. Nas amostras de plasma, figado e rim, os AGEs fluorescentes foram estimados
pela medida da fluorescéncia com comprimentos de onda de excitacdo de 370 nm e
emissdo de 440 nm. Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias de
fluorescéncia (PENNACCHI et al., 2015).

3.4.3 Proteinas totais
A concentracdo de proteinas no plasma e sobrenadantes de figado e rim foram
determinadas segundo Lowry et al. (1951). Os resultados foram expressos utilizando

uma curva de calibracdo com albumina bovina sérica (Figura 11).
Figura 11. Curva de calibracéo de solucao de albumina bovina sérica.
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3.4.4 Western Blot

Tecidos adiposos branco epididimal e marrom interescapular, musculos
esqueléticos gastrocnemius, figado e rim foram homogeneizados (Polytron Omni THO1,
Kennesaw, GA) em tampéo gelado contendo 50 mM de Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM de
NaCl, 1 mM de EDTA, 1% de Triton X-100, 24,1 mM de deoxicolato de sodio, 0,01%
de SDS, 10 mM de pirofosfato de sédio, 100 mM de fluoreto de sédio, 10,3 mM de
ortovanadato de sodio, 1,5 uM de aprotinina, 1 mM de fluoreto de fenilmetanossulfonil
(PMSF) e 2,1 uM de leupeptina. Os homogenatos foram centrifugados a 11.900 g a 4°C
durante 30 min, e os sobrenadantes foram utilizados para a determinacdo dos niveis de
proteina (LOWRY et al., 1951). Tampdo de amostra (62,5 mM de Tris-HCI, 10% de
glicerol, 2% de SDS, 33,3 mM de DTT e 0,01% de azul de bromofenol; pH 6,8) foi
adicionado aos sobrenadantes.

Amostras contendo de 20 - 100 pg de proteina foram submetidas a eletroforese
SDS-PAGE em gel de acrilamida/bisacrilamida de 8% a 12% (tempo de corrida de 30
min. no gel de empilhamento, 60V e 1:30 horas no gel de separacdo, 120V em
temperatura ambiente). Em seguida, as proteinas foram eletrotransferidas do gel para
membranas de nitrocelulose (tempo de transferéncia de 3 horas, 0,35mA a 4°C). As
membranas foram incubadas overnight a 4°C com anticorpos primarios especificos
descritos na Tabela 2. A ligacdo dos anticorpos primarios foi detectada por anticorpos
secundarios conjugados com HRP peroxidase (1:1000; Cell Signaling) e visualizada
com substrato quimiluminescente (1,1 mM de sal sédico de luminol, 1,98 mM de &cido
4-iodofenilbordnico e 5,3 mM de perdxido de hidrogénio, 0,1 M Tris-HCI, pH 8.8). As
bandas quimiluminescentes foram capturadas C-Digit Blot Scanner (LI-COR, Lincoln,
NE) e as intensidades das bandas foram analisadas utilizando o LI-COR Image Studio
4.0.
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Tabela 2. Anticorpos

armazenamento.

primarios e secundarios, diluicdes e condicdes de

Condicoes de

Anticorpos primarios Empresa Cddigo | Diluicdo
armazenamento
AGE-R1 (DDOST) Abcam ab151978 1:500 -20°C
AKT Cell Signaling #4691 1:1000 -20°C
Fosfo-[Ser-473]-AKT Cell Signaling #4060 1:1000 -20°C
AMPK Cell Signaling | #2532 1:1000 -20°C
Fosfo-[Thr-172]-AMPK Cell Signaling #2535 1:1000 -20°C
Bax Cell Signaling #2772 1:500 -20°C
GLO 1 Abcam ab137098 | 1:1000 -20°C
NF-«xB p65 Abcam ab16502 1:500 -20°C
NRF 2 Abcam ab31163 1:500 -20°C
PGC-1a Abcam ab72230 1:500 -20°C
RAGE Abcam ab3611 1:500 -20°C
SIRT 1 Abcam ab110304 | 1:500 4°C
UCP 1 Abcam ab23841 1:1000 -20°C
Anti--actina (controle | oy qionaling | #5057 | 1:1000 -20°C
interno)
Anticorpos secundarios
Anti-rabbit conjugado-HRP | Cell Signaling #7074 1:1000 -20°C
Anti-mouse conjugado-HRP | Cell Signaling | #7076 1:1000 -20°C

3.4.5 Analises de citocinas pro-inflamatoérias e anti-inflamatoria

Amostras de tecido adiposo branco epididimal, figado e rim (sobrenadantes da

analise de Western Blot) foram usadas para a analise de citocinas. Os niveis das

citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF-o e da citocina anti-inflamatoria 1L-10 foram

realizados utilizando kits ELISA ultrassensivel (Affymetrix, San Diego, CA).

3.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. A analise de

variancia (ANOVA) seguida do teste de Student-Newman-Keuls foi usada para

comparar as diferencas entre as médias dos grupos. Os dados foram considerados

estatisticamente diferentes com p<0,05. As analises estatisticas foram realizadas

utilizando o programa GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, San Diego,

Califérnia, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1 Efeitos dos tratamentos com iogurte, trigonelina e/ou curcumina nos

parametros fisiologicos de animais obesos

Animais do grupo H, a partir da 2% semana, apresentaram maiores valores de massa
corporal em relacdo aos animais do grupo P (Figura 12A); este aumento no ganho de
massa corporal foi mantido até o final do experimento, evidenciando a instalagcdo da
obesidade. Todos os animais alimentados com dieta H apresentaram reducdo na
ingestdo alimentar (g/dia) quando comparados aos animais do grupo P (Figura 12B), no
entanto houve uma maior ingestdo caldrica (kcal) pelos animais H (Figura 12C),
favorecendo o ganho de massa corporal.

Animais em dieta H que receberam iogurte (HI) apresentaram uma reducéo
significativa na massa corporal (Figura 12A) a partir da segunda semana de tratamento,
bem como uma reducgdo na ingestdo alimentar (Figura 12B) e calorica (Figura 12C), em
relacdo ao grupo H. Animais em dieta H e tratados com 90 mg/kg de curcumina em
iogurte (HC) e animais tratados com curcumina+trigonelina em iogurte (HTC)
apresentaram menor ganho de massa corporal (Figura 12A) e reducdo na ingestéo
alimentar (Figura 12B) e calorica (Figura 12C), em relagdo aos animais H. Os animais
HI, HC e HTC apresentaram evolucdo de massa corporal semelhante aos animais P
(Figura 12A).

Destaca-se que o0s melhores resultados observados nos parametros de massa
corporal, ingestdo calorica e ingestdo alimentar foram alcancados no tratamento com 50
mg/kg trigonelina em iogurte. Animais em dieta H e tratados com trigonelina em
iogurte (HT), a partir da 4% semana de tratamento, apresentaram menor ganho de massa
corporal (Figura 12A), menor ingestdo alimentar (Figura 12B) e caldrica (Figura 12C),
quando comparados aos animais dos grupos P, H, HI, HC e HTC. Destaca-se que 0
perfil de ingestdo alimentar e cal6rica de animais HT foi até menor que aquele
observado em animais do grupo P.

Em conjunto, podemos observar que tanto o iogurte quanto os tratamentos com
ativos naturais em iogurte, combinados ou isolados, preveniram ou atenuaram o0
aumento de ganho de massa corporal devido a ingestdo de dieta H, sugerindo entdo

serem eficazes no combate a obesidade.
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Massa corporal (

Figura 12. Massa corporal (A), ingestdo alimentar (B) e ingestdo calorica (C) de
camundongos alimentados durante 9 semanas com dietas P e H e tratados com iogurte,
curcumina (90 mg/kg) e/ou trigonelina (50 mg/kg) em iogurte.
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Os valores representam média + erro padrdo. As diferencas entre os grupos foram

consideradas em p<0,05.
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A ingestdo de dieta H durante 9 semanas promoveu aumento de 3,2 vezes na massa
de TAB epididimal (Figura 13A), bem como hipertrofia de células adiposas, tal como
indicado pela analise histoldgica; foram observados aumentos de 2,4 vezes na area
(Figura 13B) e 1,6 vezes no diametro (Figura 13C) de adipdcitos do TAB epididimal,
em relacdo aos mesmos parametros em adipocitos de TAB de animais alimentados com
dieta P.

O tratamento de animais em dieta H com iogurte preveniu 0 aumento na massa de
TAB epididimal, bem como levou a uma menor hipertrofia adipocitica, observada com
reducdo na area (76%) e diametro (29%) de adipocitos brancos, corroborando o menor
ganho de massa corporal em animais HI, em relagcdo aos animais do grupo H (Figura
13).

Os grupos HC e HTC também apresentaram reducdo na area e no diametro das
células adiposas, indicando menor hipertrofia adipocitica, corroborando a reducéo das
massas de TAB epididimal (147 e 124%, respectivamente) em relacdo ao grupo H
(Figura 13).

Vale destacar que o tratamento com trigonelina em iogurte desempenhou o0s
melhores efeitos na reducdo das massas de TAB epididimal (Figura 13A), bem como
reducdo na area e diametro de adipdcitos brancos deste tecido (Figura 4), em relagdo aos
mesmos parametros monitorados nos grupos H e HI, explicando em parte 0 menor

ganho de massa corporal de animais HT (Figura 12A).
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Figura 13. Massas de tecido adiposo branco epididimal (A), areas (B) e diametros (C)
de adipdcitos de TAB epididimal de camundongos alimentados durante 9 semanas com
dietas P e H e tratados com iogurte, curcumina (90 mg/kg) e/ou trigonelina (50 mg/kg)
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Os valores representam media + erro padrdo. Médias seguidas de letras iguais ndo
diferem entre si estatisticamente. As diferengas entre os grupos foram consideradas em
p<0,05.

Observou-se um aumento significativo nas massas dos TAB retroperitoneal e TAM
interescapular de animais do grupo H em relacdo aos animais do grupo P (Tabela 3), o
qgual em conjunto com a hipertrofia do TAB epididimal (Figura 13A), corroboram o
maior ganho de massa corporal de animais H (Figura 12A). A dieta H também
promoveu aumentos nas massas de figado e rim de camundongos, em comparacao aos

animais do grupo P (Tabela 3). O aumento nas massas de figado e rim de animais em
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dieta H pode estar relacionado a excessiva ingestdo de energia, acentuando a oferta e
acumulo ectopico de &cidos graxos (na forma de triacilglicerol) nestes tecidos.

Todos os tratamentos com iogurte, trigonelina em iogurte e/ou curcumina em
iogurte reduziram as massas dos TAM e TAB retroperitoneal (Tabela 3). Os animais Hl,
HT, HC e HTC também apresentaram menores massas de figado e rim, quando
comparados ao grupo H (Tabela 3). Destaca-se mais uma vez o tratamento com
trigonelina em iogurte, o qual desempenhou os melhores efeitos na reducdo das massas
de TAB retroperitoneal, em relacdo aos grupos H, HI, HC e HTC (Tabela 3), também
corroborando o0 menor ganho de massa corporal de animais HT (Figura 12A).

Assim como os resultados de peso corporal, ingestdo caldrica e massas de tecidos
adiposos, a trigonelina administrada em iogurte e de forma isolada (ndo combinada com
curcumina) foi o tratamento que mais se destacou na atenuacdo da instalacdo do modelo
de obesidade, provavelmente devido a uma reducdo na ingestdo de dieta H,
consequentemente houve reducdo significativa nas massas de tecidos adiposos e no

tamanho de adipécitos brancos.

Tabela 3. Massas de tecidos adiposos branco retroperitoneal (TAB) e marrom
interescapular (TAM), figado e rim de camundongos alimentados durante 9 semanas
com dietas P e H e tratados iogurte, curcumina (90 mg/kg) e/ou trigonelina (50 mg/kg)

em iogurte.

Massas (g)
Tecidos

P H HI HT HC HTC

TAB retroperitoneal 0,103 +0,006* 0,509 + 0,035° 0,301 + 0,045° 0,187 + 0,020° 0,256 + 0,030° 0,283 + 0,032°
TAM interescapular 0,075+ 0,005* 0,100 +0,007° 0,067 + 0,004* 0,068 +0,003* 0,06 +0,003* 0,072 + 0,005
Figado 1,066 + 0,030* 1,225 +0,023" 0,996 + 0,032*¢ 0,899 + 0,035° 0,977 + 0,037*° 1,017 + 0,044%°

Rim 0,143 £ 0,007* 0,183 +0,006° 0,144 + 0,006* 0,146 + 0,006* 0,155+ 0,007* 0,152 + 0,004

Os valores representam media + erro padrdo. Médias seguidas de letras iguais nédo
diferem entre si estatisticamente. As diferengas entre os grupos foram consideradas em
p<0,05.
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4.2 Efeitos dos tratamentos com iogurte, trigonelina e/ou curcumina nos

parametros bioquimicos plasmaticos de animais obesos

A dieta H promoveu aumento nos niveis plasmaticos de glicose de jejum (30%),
triacilglicerdis (21%), colesterol (46%) e HDL-colesterol (44%), em relacdo aos valores
em animais P (Tabela 4). O aumento dos niveis de HDL de camundongos em dieta H,
em parte pode ser explicado pelas diferencas intrinsecas em relacdo ao metabolismo de
lipoproteinas em camundongos e humanos. Ao contrario dos seres humanos, cujo
transporte sanguineo de colesterol ocorre preferencialmente na lipoproteina LDL (65-
85%), no camundongo o transporte sanguineo de colesterol ocorre de forma preferencial
(85%) na lipoproteina HDL (FAZIO e LINTON, 2001; PODRINI et al., 2013).

Ndo foram observadas diferencas nos niveis plasméaticos dos marcadores
relacionados a funcéo renal (creatinina e ureia) (Tabela 4).

Animais do grupo H apresentaram aumento de 33% nos niveis plasmaticos de ALT
(marcador de integridade de hepatdcitos), quando comparados aos animais do grupo P
(Tabela 4), o que pode indicar leséo tecidual hepética de animais alimentados durante 9
semanas com dieta H.

Os tratamentos de animais em dieta H com iogurte, trigonelina e/ou curcumina em
iogurte preveniram o aumento de triacilglicerdis, colesterol e niveis plasmaticos de
HDL-colesterol, quando comparado aos valores em animais H (Tabela 4). Os
tratamentos com iogurte, trigonelina em iogurte ou curcumina em iogurte também
reduziram os niveis de glicose, em relacdo aos animais do grupo H, os quais ficaram
semelhantes aos valores em animais P (Tabela 4). Diferente dos tratamentos com os
fitogquimicos isolados, o tratamento de animais H com a combinacdo de trigonelina e
curcumina em iogurte ndo promoveu melhorias na glicemia (Tabela 4).

Os animais dos grupos HI, HT, HC e HTC apresentaram reducdo nos niveis de
ALT, e ndo apresentaram diferencas em relacdo aos niveis de creatinina e ureia em
relacdo ao grupo H, sugerindo manutencdo da funcgdo/integridade hepatica e renal
(Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros bioguimicos plasmaticos de camundongos alimentados durante 9

semanas com dietas P, H e tratados com iogurte, trigonelina (50 mg/kg) e/ou curcumina

(90 mg/kg) em iogurte.

Parametros plasmaticos P H HI HT HC HTC

Glicose (mg/dL) 94+58  122+49° 100+3,9° 104+37° 101+52° 114+75
Triacilglicerois (mg/dL) 47 £ 2,9° 57+25°  49+37%°  46+23*  45+59°  47+51°
Colesterol (mg/dL) 90 +1,5° 132+7,8° 106+6,6° 116+46° 113+4,0° 115+31°
HDL -colesterol (mg/dL) 82+1,0° 118+51° 98x58° 95+52° 105+2,2° 104+12°
ALT (U/L) 70+6,4*  93+142° 72+22°  66%40° 71+£39° 6825
Creatinina (mg/dL) 0,09+0,01* 0,08+0,01* 0,09+0,05 0,08+0,05° 0,09+0,01* 0,1+0,06
Ureia (mg/dL) 48 £ 1,7° 49£0,9*°  47£22*  49%15  51+19°  48%21°

Os valores representam media + erro padrdo. Médias seguidas de letras iguais nédo
diferem entre si estatisticamente. As diferengas entre os grupos foram consideradas em
p<0,05.

4.3 Efeitos dos tratamentos com iogurte, trigonelina e/ou curcumina na

tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina de animais obesos

Foram realizados os testes funcionais para verificar a resposta dos animais frente a
desafios que permitem o monitoramento temporal dos niveis glicémicos e assim a
responsividade a insulina e sua capacidade de regular os niveis de glicose, o teste de
tolerancia oral a glicose (TTGO) e o tesde de tolerancia a insulina (ITT), bem como a
glicemia de jejum (12 horas de jejum), a fim de estudar as a¢Ges dos ativos naturais na
capacidade de regular a homeostase da glicose e a sensibilidade a insulina (Figura 14).
Também foram estudadas as alteragdes nos niveis de fosforilagcdo de AKT, tanto os
niveis basais quanto os niveis estimulados por insulina, em tecido adiposo branco
epididimal (Figura 15) e mausculos gastrocnemius (Figura 16), os quais indicam

alteracdes na sensibilidade tecidual a insulina.
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Foi observada a instalagdo de um quadro de intolerancia a glicose em camundongos
alimentados com dieta H: apds 15 minutos da sobrecarga de glicose, o pico glicémico
em animais H foi 34% maior em relacdo ao pico glicémico observado nos animais P
(Figura 14A), e valores elevados de glicemia foram observados em animais H durante
0s demais tempos pos-sobrecarga de glicose (Figura 14A). Ap6s 120 minutos da
sobrecarga de glicose, os animais H n&o apresentaram a mesma eficiéncia na reducgéo da
glicemia, tal como os animais do grupo P (Figura 14A). Consequentemente, podemos
observar que a tolerancia oral a glicose foi significativamente prejudicada em animais H
qguando comparados aos animais P (Figura 14B). Animais em dieta H também
apresentaram maiores niveis glicémicos durante o teste de tolerancia a insulina, quando
comparados aos animais em dieta P, desde a glicemia de jejum até o tempo de 60
minutos ap6s a administracdo de insulina, sugerindo que animais H tenham uma
diminuicdo da sensibilidade a insulina (Figuras 14C e D).

Apo6s 30 minutos da sobrecarga de glicose, animais HI apresentaram menores
valores de glicemia em relagdo aos valores em animais H (Figura 14A). Animais HI
também apresentaram reducdo na glicemia no ITT, com valores de glicemia de jejum
menores e maiores quedas na glicemia ap6s a administracdo de insulina, em relagcdo ao
perfil do grupo H (Figuras 14C e D), sugerindo que o tratamento com iogurte foi capaz
de promover um aumento da sensibilidade & insulina e melhorar a tolerancia a glicose.

Apdbs 30 minutos da sobrecarga com glicose, animais tratados com trigonelina em
iogurte apresentaram reducdo de 17% nos niveis glicémicos, em relacdo aos animais H,
e ap6s 120 minutos, a glicemia do grupo HT continuou menor em relacdo aos valores
no grupo H (Figura 14A). Como resultado, houve uma reducdo de 20% na AUC do
TTGO em animais HT em relacdo aos animais H (Figura 14B). O tratamento com
trigonelina também reduziu em 28% a AUC da glicemia no ITT, em relacdo aos animais
H (Figura 14D).

Apobs 15 minutos da sobrecarga com glicose, animais tratados com curcumina em
iogurte apresentaram reducdo de 20% nos valores de glicemia, em relagéo aos animais
H (Figura 14A). No entanto, ap6s 120 minutos, os valores de glicemia de animais HC
ndo foram diferentes dos valores em animais H (Figuras 14A e B). Como resultado,
houve uma redugéo de 20% na AUC do TTGO em animais HC em relag&o aos animais
H (Figura 14B). O tratamento com curcumina também reduziu em 26% 0s niveis

glicémicos na AUC do ITT em relacdo aos animais H (Figura 14D).
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Animais em dieta H e tratados com curcumina e trigonelina em iogurte
apresentaram reducdo de 13% na glicemia ap6s 30 minutos da sobrecarga de glicose,
em relacdo aos animais do grupo H (Figura 14A). No entanto, 90 minutos apos a
sobrecarga de glicose, os valores de glicemia de animais HTC ndo foram diferentes
daqueles em animais H (Figura 14A). A combinagdo dos ativos naturais em iogurte
também ndo melhorou a sensibilidade a insulina, tal como observado no ITT, desde a
glicemia de jejum e ap6s a administracdo de insulina (Figura 14C), sugerindo, portanto,
que a combinacdo curcumina+trigonelina seja menos efetiva na reducédo da glicemia em
comparagdo aos tratamentos com os ativos naturais de forma isolada.

Podemos concluir que tratamentos de animais em dieta H com iogurte, trigonelina
ou curcumina, de forma isolada, promoveram um aumento na tolerancia a glicose e na
sensibilidade a insulina. J& a combinacdo destes dois antioxidantes naturais em iogurte
parece prejudicar os efeitos observados com os tratamentos isolados, uma vez que nao
foram observados os aumentos na tolerancia a glicose ou na sensibilidade a insulina em

animais HTC, em comparacéo aos perfis observados em animais HI, HT ou HC.
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Figura 14. Tolerancia oral a glicose (A), AUC do TTGO (B), tolerancia a insulina (D) e
AUC do ITT (E) de camundongos alimentados durante 9 semanas com dietas P, H e

tratados com iogurte, trigonelina (50 mg/kg) e/ou curcumina (90 mg/kg) em iogurte.
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Os valores representam média + erro padrdo. Médias seguidas de letras iguais ndo
diferem entre si estatisticamente. As diferengas entre os grupos foram consideradas em
p<0,05. *diferencas de H vs P e HC.

A instalacdo de resisténcia a insulina foi comprovada no TAB epididimal. Houve
reducdo nos niveis de fosforilacdo de AKT (Figura 15) no TAB epididimal de animais
H, em relacdo aos valores em animais P, tanto em relacdo a fosforilagéo basal (55%)
quanto em relacdo a fosforilacdo estimulada por insulina (66%). Tal reducéo nos niveis
de fosforilagdo de AKT pode explicar, pelo menos em parte, os quadros de resisténcia a
insulina (Figuras 15C e D) e de intolerancia a glicose (Figuras 14A e B) em animais H,
bem como pode explicar os maiores valores de glicemia de jejum (Tabela 4) em animais
H.
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O tratamento de animais em diets H com iogurte foi ndo capaz de promover
alterac6es nos niveis de fosforilacdo de AKT no TAB epididimal, tanto os niveis basais
quanto os niveis estimulados por insulina, em relagdo aos animais H (Figura 15).

Os melhores resultados relacionados a capacidade de preservar a sinalizacdo da
insulina em TAB epididimal de animais mantidos em dieta obesogénica foram
encontrados nos tratamentos com trigonelina em iogurte, sozinha. O tratamento com
trigonelina foi o unico que melhorou tanto a fosforilacdo basal quanto a fosforilagao
estimulada por insulina de AKT, no TAB epididimal de animais em dieta H, em relagéo
aos animais do grupo H, bem como em relacdo aos demais tratamentos (iogurte, iogurte
com curcumina, iogurte com trigonelina + curcumina) (Figura 15).

Tal como o tratamento com iogurte, o tratamento de animais em dieta H com
iogurte enriquecido com curcumina também ndo promoveu beneficios na fosforilacdo
de AKT (basal ou apds a administracdo de insulina) no TAB epididimal (Figura 15),
quando comparados aos animais H.

O tratamento de animais em dieta H com a combinag&o de trigonelina e curcumina
em iogurte promoveu prejuizos adicionais na fosforilacdo de AKT (Figura 15), em
relacdo aos proprios impactos promovidos pela dieta H, com reducdo drastica na
capacidade de fosforilar e assim ativar a AKT; tal achado corrobora os resultados de
TTGO e ITT (Figura 14), que evidenciou reducdo da tolerancia a glicose e sensibilidade
a insulina quando comparado aos tratamentos com trigonelina e curcumina em iogurte,

de forma isolada.
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Figura 15. Niveis de fosforilagdo de AKT em tecido adiposo branco epididimal de
camundongos alimentados durante 9 semanas com dietas P, H e tratados com iogurte,

trigonelina (50 mg/kg) e/ou curcumina (90 mg/kg) em iogurte.
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Os valores representam média + erro padrdo. Médias seguidas de letras iguais ndo
diferem entre si estatisticamente. As diferengas entre os grupos foram consideradas em
p<0,05.

A instalacdo de resisténcia a insulina também foi verificada em musculos
gastrocnemius de animais H, uma vez que a fosforilagio de AKT estimulada por
insulina foi 6 vezes menor do que aquela observada em musculos de animais P (Figura
16).

Os tratamentos de animais em dieta H com iogurte ou com trigonelina em
iogurte promoveram efeitos semelhantes e benéficos, levando a aumentos tanto nos
niveis basais quanto nos niveis estimulados por insulina de fosforilacdo de AKT, em
relagdo aos valores no grupo H (Figura 16).

A curcumina em iogurte foi o tratamento que mais se destacou na promogéo do

aumento na fosforilacdo de AKT estimulada por insulina em masculos gastrocnemius,
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tanto em relacdo ao tratamento com iogurte quanto ao tratamento com trigonelina em
iogurte, sugerindo um aumento na sensibilidade a insulina em musculos esqueléticos de
animais em dieta H.

Assim como observado nos resultados de TTGO e ITT (Figura 14) e da
fosforilacdo de AKT no TAB epididimal (Figura 15), a combinacdo de trigonelina e
curcumina em iogurte mais uma vez prejudicou os efeitos dos compostos quando
administrados isoladamente, agora com anulagdo de respostas em musculos
gastrocnemius, onde foram observadas niveis de fosforilacdo de AKT semelhante aos

animais do grupo H (Figura 16).

Figura 16. Niveis de fosforilagdo de AKT em musculo gastrocnemius de camundongos
alimentados durante 9 semanas com dietas P, H e tratados com iogurte, trigonelina (50

mg/kg) e/ou curcumina (90 mg/kg) em iogurte.
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Os valores representam média + erro padrdo. Médias seguidas de letras iguais ndo

diferem entre si estatisticamente. As diferengas entre os grupos foram consideradas em
p<0,05.
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4.4 Efeitos dos tratamentos com iogurte, trigonelina e/ou curcumina em

iogurte em biomarcadores relacionados a inflamacé&o de animais obesos

Observou-se um aumento de 2,5 vezes nos niveis de NF-xB (Figura 17A) no TAB
epididimal de animais H em relagdo aos animais P. Também foram observados
aumentos nos niveis das adipocinas pro-inflamatorias, 1L-6 (3 vezes; Figura 17B) e
TNF-a (3,5 vezes; Figura 17C) e reducdo de 1,5 vezes nos niveis da adipocina anti-
inflamatoria IL-10 (Figura 17D) em TAB epididimal de animais obesos, caracterizando
a instalacdo de um quadro de inflamacéo no tecido adiposo branco visceral. O aumento
nos niveis de TNF-a é indicado como um dos principais eventos que participam do
desenvolvimento da resisténcia a insulina na obesidade (KANG et al., 2016), o que
pode corroborar os resultados encontrados na fosforilagdo de AKT (Figura 15) e no ITT
(Figuras 14C e D) de animais H.

Todos os tratamentos isolados promoveram beneficios em relacdo ao quadro de
inflamacédo observado no TAB epididimal. Animais em dieta H e tratados com iogurte
apresentaram menores niveis de NF-kB (60%) e de adipocinas pré-inflamatérias (IL-6,
37%; TNF-a, 44%), bem como aumento de 50% nos niveis de IL-10 (Figura 17).

O tratamento de animais em dieta H com trigonelina em iogurte reduziu os niveis
de NF-xB (53%) e os niveis das adipocinas pro-inflamatorias IL-6 (60%) e TNF-a,
(66%), bem como promoveu aumento de 62% nos niveis da adipocina anti-inflamatoria
IL-10 (Figura 17).

O tratamento de animais em dieta H com curcumina em iogurte reduziu os niveis de
NF-kB (33%) e das adipocinas pro-inflamatérias 1L-6 (43%) e TNF-a (44%), bem
como aumento de 27% nos niveis de IL-10 (Figura 17).

Interessantemente, o tratamento de animais em dieta H com a combinagdo de
trigonelina e curcumina em iogurte ndo reduziu os niveis proteicos de NF-xB (Figura
17A) bem como os niveis de IL-6 (Figura 17B). Também foi observada redugdo nos
niveis da citocina anti-inflamatéria 1L-10 (Figura 17D). Apesar destes efeitos
indesejados, observou-se que animais HTC apresentaram reducédo de 40% nos niveis de

TNF-a (Figura 17C) em relacdo ao grupo H.
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Figura 17. Niveis proteicos de NF-kB (A), adipocinas pro-inflamatérias IL-6 (B) e
TNF-a (C) e anti-inflamatoria IL-10 (D) no tecido adiposo epididimal de camundongos
alimentados durante 9 semanas com dietas P, H e tratados com iogurte, trigonelina (50

mg/kg) e/ou curcumina (90 mg/kg) em iogurte.
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Os valores representam media + erro padrdo. Médias seguidas de letras iguais nédo
diferem entre si estatisticamente. As diferencas entre os grupos foram consideradas em
p<0,05.

69



4.5 Efeitos dos tratamentos com iogurte, trigonelina e/ou curcumina nos
marcadores relacionados ao programa termogénico no tecido adiposo marrom

interescapular de animais obesos

Foram analisados os niveis proteicos de SIRT 1, PGC-1a, NRF 2 e UCP 1 e 0s
niveis de fosforilacdo de AMPK no TAM interescapular de camundongos alimentados
com dieta P e H durante 9 semanas e submetidos aos diferentes tratamentos (Figura 18).
Né&o foram observadas diferencas nos contetdos proteicos de SIRT 1, PGC-1a ¢ NRF 2
em TAM de animais H ou P. Entretanto animais obesos (grupo H) apresentaram
reducdo de 2 vezes na fosforilacdo de AMPK (Figura 18B) e aumento de 2,3 vezes nos
niveis proteicos de UCP 1 (Figura 18E), em relacdo aos animais do grupo P.

O tratamento de animais alimentados com dieta H com iogurte ndo promoveu
mudangas nos niveis proteicos de PGC-1a e NRF 2 em TAM (Figuras 18C e D), no
entanto foi capaz de promover uma reducdo de 28% no contetdo de SIRT 1 (Figura
18A) e um aumento de 24% na fosforilacdo de AMPK (Figura 18B), em relacdo aos
valores observados em TAM de animais do grupo H. Animais HI também ndo
apresentaram mudancas nos niveis de UCP 1 quando comparado ao grupo H (Figura
18E).

Animais HT apresentaram um aumento de 33% nos niveis proteicos de SIRT 1
(Figura 18A), aumento de 80% na fosforilacdo de AMPK (Figura 18B) e aumento de
41% no contetdo de NRF 2 no TAM (Figura 18D), em relacdo ao grupo H. O
tratamento com trigonelina ndo promoveu mudancas nos niveis de PGC-1o em relagao
ao grupo H (Figura 18C). Interessantemente, o tratamento com trigonelina reduziu em
78% os niveis de UCP 1 em relacdo aos valores em TAM de animais H (Figura 18E).

Os melhores efeitos relacionados a estimulacdo do programa termogénico no
TAM interescapular foram alcangados nos tratamentos de animais em dieta H com
iogurte enriquecido com curcumina. O tratamento com curcumina em iogurte promoveu
aumento de 96% os niveis proteicos de SIRT 1 (Figura 18A), aumento de 79% na
fosforilagdo de AMPK (Figura 18B), aumento de 53% no contetudo de PGC-1a (Figura
18C) e aumento de 81% no contetido de NRF 2 (Figura 18D), em relacdo aos resultados
observados no grupo H. O grupo HC apresentou niveis proteicos de UCP 1 semelhantes
aos observados em TAM de animais do grupo H (Figura 18E).

A combinacéo de trigonelina e curcumina em iogurte ndo melhorou os niveis de
SIRT 1 (Figura 18A) ou a fosforilacdo de AMPK (Figura 18B) no TAM, em relagdo ao

70



grupo H. No entanto, o grupo HTC apresentou aumento de 1,5 vezes nos niveis
proteicos de PGC-1a aumento de 2 vezes nos niveis de NRF 2, em relacdo ao grupo H
(Figuras 18C e D). Animais HTC também apresentaram niveis proteicos de UCP 1

semelhantes ao grupo H (Figura 18E).

Figura 18. Niveis proteicos de SIRT 1 (A), niveis de fosforilacdo de AMPK (B), niveis
proteicos de PGC-la (C), NRF 2 (D) e UCP 1 (E) no TAM de camundongos
alimentados durante 9 semanas com dietas P, H e tratados com iogurte, trigonelina (50

mg/kg) e/ou curcumina (90 mg/kg) em iogurte.

P H H HT HC HCT

— — o — T —

SIRT 1 120 KDa

p-[Thr-172]-AMPK W S o | 62 KDa

SIRT 1/B-actina

AMPK total | e S S s Sl 4 | 62 KDa

B PGC-1a | v wess wsss s s s | o) KDa
g NRF 2 | s s s s e (70 KDa
=

E UcP 1 — . — —— — 33 KDa
4

o

2 B-actina 42 KDa
Q

c .5+ E2.5-
£ % Do.5:

-

Os valores representam média + erro padrdo. Médias seguidas de letras iguais ndo
diferem entre si estatisticamente. As diferencas entre os grupos foram consideradas em

p<0,05.
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4.6 Efeitos dos tratamentos com iogurte, trigonelina e/ou curcumina em
biomarcadores do estresse glicoxidativo e atividade antioxidante no plasma de

animais obesos

Apo6s 9 semanas de ingestdo de dieta H, observou-se um aumento nos niveis
plasmaticos de TBARS (40%) e nos valores relativos de AGEs fluorescentes (55%),
bem como queda (21%) na atividade da PON 1, quando comparados aos valores em
animais P (Figura 19) evidenciando o estabelecimento do estresse glicoxidativo em
animais H.

Os tratamentos de animais em dieta H com iogurte, trigonelina ou curcumina
promoveram reducdes nos niveis de TBARS e de AGEs fluorescentes, em relacdo aos
valores em animais H (Figura 19).

O tratamento de animais em dieta H com a combinagédo de curcumina e trigonelina
e iogurte promoveu reducdo nos niveis de TBARS (Figura 19A), porém ndo melhorou
os niveis de AGEs fluorescentes no plasma em relagdo aos animais do grupo H,
novamente sugerindo anulacdo nos efeitos benéficos observados com os tratamentos
isolados (Figura 19B).

E importante observar que os tratamentos de animais H com trigonelina, curcumina
ou curcumina+trigonelina em iogurte aumentaram a atividade da enzima antioxidante

PON 1, quando comparados aos valores dos grupos P, H e HI (Figura 19C).
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Figura 19. Niveis de TBARS, AGEs fluorescentes e atividade PON 1 no plasma de
camundongos alimentados durante 9 semanas com dietas P, H e tratados com iogurte,
trigonelina (50 mg/kg) e/ou curcumina (90 mg/kg) em iogurte.
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Os valores representam media + erro padrdo. Médias seguidas de letras iguais nédo
diferem entre si estatisticamente. As diferengas entre os grupos foram consideradas em
p<0,05.

4.7 Efeitos dos tratamentos com iogurte, trigonelina e/ou curcumina em
biomarcadores do estresse glicoxidativo e da inflamacdo no figado de animais
obesos

A caracterizacdo do estresse glicoxidativo em figado de animais H foi observada
pelos os niveis elevados de TBARS (89%, Figura 20A), AGEs fluorescentes (51%,
Figura 20B), niveis proteicos de RAGE (144%, Figura 20C) e Bax (82%, Figura 20D),
em relacdo ao grupo P. Marcadores da inflamag&o também encontram-se alterados em
figado de animais H. Houve aumento de 96% nos niveis proteicos de NF-kB (Figura
20E), aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatérias 1L-6 (2,4 vezes, Figura 20F) e
TNF-a (1,5 vezes, Figura 20G) e redugdo nos niveis da citocina anti-inflamatdria IL-10
(2,4 vezes, Figura 20H), em relacdo aos valores em figado de animais P.

O tratamento de animais em dieta H com iogurte ndo promoveu reducao nos niveis
de TBARS (Figura 20A) no figado. Entretanto, animais HI apresentaram reducgéo de
32% nos niveis de AGEs fluorescentes (Figura 20B) e redugdo de 102% nos niveis de
RAGE (Figura 20C) no figado. Animais HI também apresentaram reducéo de 54% no
contetudo de Bax (Figura 20D) e reducao de 66% nos niveis de NF-kB (Figura 20E), em

relacdo aos valores observados nos animais H. Em figado de animais HI, também foram
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observados menores niveis de IL-6 (2,3 vezes; Figura 20F), tendéncia de reducdo nos
niveis de TNF-o (Figura 20G) e aumento (2 vezes) nos niveis de IL-10 (Figura 20H),
em relagédo ao grupo H.

O tratamento de animais em dieta H com trigonelina em iogurte atenuou o estresse
glicoxidativo no figado, uma vez que foram observadas reducdes nos niveis de TBARS
(3 vezes, Figura 20A), AGEs fluorescentes (1,4 vezes, Figura 20B), niveis proteicos de
RAGE (2 vezes, Figura 20C) e de Bax (2 vezes, Figura 20D). O tratamento com
trigonelina também atenuou a inflamacao no figado de animais alimentados com dieta
H. Animais HT apresentaram reducdo nos niveis de NF-xB (4 vezes; Figura 20E),
reducdo nos niveis das citocinas pré-inflamatorias 1L-6 (2 vezes; Figura 20F) e TNF-a
(2 vezes; Figura 20G) e aumento nos niveis de IL-10 (2,5 vezes; Figura 20G) em
comparacgao aos valores observados no grupo H.

O tratamento de animais em dieta H com curcumina em iogurte também reduziu o
estresse glicoxidativo no figado, uma vez que foram observados menores niveis de
TBARS (3 vezes; Figura 20A), AGEs fluorescentes (2 vezes; Figura 20B), reducdo nos
niveis proteicos de RAGE (2 vezes; Figura 20C). E interessante notar que o tratamento
com curcumina ndo reduziu os niveis proteicos de Bax (Figura 20D). Houve reducdo da
inflamagdo no figado de animais tratados com curcumina, uma vez que foi observada
reducdo nos niveis proteicos de NF-xB (47%; Figura 20E), reducdo nos niveis das
citocinas pro-inflamatérias 1L-6 (46%; Figura 20F) e TNF-a (33%; Figura 20G), e
aumento nos niveis da citocina anti-inflamatoria 1L-10 (88%; Figura 20H), quando
comparados aos valores no grupo H.

O tratamento de animais em dieta H com a combinag&o de trigonelina e curcumina
em iogurte reduziu os niveis de TBARS (3 vezes; Figura 20A), AGEs fluorescentes (1,4
vezes; Figura 20B) e os niveis das citocinas IL-6 (1,3 vezes; Figura 20F) e TNF-a (1,3
vezes; Figura 20G) no figado, em comparacdo aos valores observados em animais do
grupo H. No entanto, diferente dos tratamentos com trigonelina e curcumina
isoladamente, a combinacgdo destes ativos naturais ndo foi capaz de reduzir os niveis de
RAGE (Figura 20C), Bax (Figura 20D), NF-«kB (Figura 20E), também nédo foi capaz de
aumentar os niveis da citocina anti-inflamatéria 1L-10 (Figura 20H), os quais foram
semelhantes aos valores encontrados no grupo H, novamente mostrando a perda das
respostas beneficas dos tratamentos isolados com os fitoquimicos, quando

administrados em combinac&o.
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Figura 20. Niveis de TBARS (A) e AGEs fluorescentes (B), niveis proteicos de RAGE
(C), Bax (D) e NF-kB (E), niveis de citocinas inflamatorias IL-6 (F), TNF-a (G) e
citocina anti-inflamatéria 1L-10 (H) no figado de camundongos alimentados durante 9
semanas com dietas P, H e tratados com iogurte, trigonelina (50 mg/kg) e/ou curcumina

(90 mg/kg) em iogurte.
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4.8 Efeitos dos tratamentos com iogurte, trigonelina e/ou curcumina em
biomarcadores relacionados ao status energético, potencial antioxidante e
detoxificacdo de AGEs no figado de animais obesos

Camundongos alimentados com dieta H durante 9 semanas apresentaram
mudancas nos biomarcadores relacionados ao status energético, potencial antioxidante e
componentes envolvidos na detoxificacdo de AGEs no figado (Figura 21). Animais H
apresentaram reducgdo nos niveis proteicos de SIRT 1 (60%), niveis de fosforilacdo de
AMPK (47%), e niveis proteicos de PGC-1a (61%) e de NRF 2 (44%). Em figado de
animais H também houve reducdo nas atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT
e GSH-Px (Figuras 21E, F e G), em relacdo aos valores observados em animais P.
Animais do grupo H ndo apresentaram alteracfes nos niveis hepaticos de GLO 1
(Figura 21H) e de AGE-R1 (Figura 211) em relacdo aos valores em figado de animais
do grupo P.

O tratamento de animais em dieta H com iogurte ndo promoveu alteragdes no
contetdo de SIRT 1 no figado, no entanto, promoveu aumento de 2 vezes nos niveis de
fosforilagdo de AMPK (Figura 21B) e nos niveis proteicos de PGC-1a (Figura 21C), em
relacdo aos valores em animais H. Animais do grupo HI ndo apresentaram aumentos
nos niveis de NRF 2 ou nas atividades das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GSH-
Px), bem como nos niveis de GLO 1 e AGE-R1, em relagdo aos valores observados em
figado de animais do grupo H (Figura 21).

O tratamento de animais em dieta H com trigonelina em iogurte ndo promoveu
alteracOes nos niveis de fosforilacdo de AMPK (Figura 21B) ou nos niveis proteicos de
PGC-1la (Figura 21C) no figado, em relacdo aos valores observados no grupo H. Por
outro lado, animais HT apresentaram aumento de 2,3 vezes nos niveis proteicos de
SIRT 1 (Figura 21A) e aumento de 1,4 vezes nos niveis de NRF 2 no figado, em
comparagdo ao grupo H. Os animais do grupo HT também apresentaram aumentos nas
atividades das enzimas antioxidantes SOD (35%; Figura 21E), CAT (37%; Figura 21F)
e GSH-Px (82%; Figura 21G), quando comparados aos valores do grupo H. O
tratamento com trigonelina em iogurte também promoveu aumento nos niveis de GLO 1
(58%; Figura 21H) no figado, em relacdo aos valores do grupo H. Além disso, o
tratamento com trigonelina apresentou efeito benéfico potencial no estimulo ao
componente AGE-R1, cujos niveis proteicos aumentaram 3 vezes em relacdo aos
valores observados em animais H (Figura 211). Os aumentos significativos de GLO 1 e

AGE-R1 observados em figado de animais HT certamente contribuiram para um menor
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estresse glicativo, evidenciado pela reducdo significativa nos niveis de AGEs, em
combinagdo com os niveis reduzidos de RAGE (Figuras 20B e C).

O tratamento de animais em dieta H com curcumina em iogurte promoveu o
maior aumento no status energético hepatico, em relacdo aos tratamentos com iogurte,
trigonelina ou combinacdo de trigonelina+curcumina em iogurte (Figura 21). Animais
HC apresentaram aumentos de 100% nos niveis de SIRT 1 (Figura 21A), de 50% na
fosforilagdo de AMPK (Figura 21B), de 40% nos niveis de PGC-1a ¢ de NRF 2 (Figura
21C e D), quando comparado ao grupo H. O grupo HC também apresentou aumentos
nas atividades das enzimas antioxidantes SOD (76%; Figura 21E), CAT (48%; Figura
21F) e GSH-Px (114%; Figura 21G), em relacdo ao grupo H. Embora o tratamento com
curcumina ndo tenha promovido mudangas nos niveis proteicos de AGE-R1 (Figura
21H), o tratamento promoveu aumento significativo nos niveis de GLO 1 no figado (2
vezes; Figura 211), o qual pode explicar a reducdo observada nos niveis de AGEs no
figado de animais HC (Figura 21B).

O tratamento de animais em dieta H com a combinagdo de trigonelina e
curcumina em iogurte aumentou em 48% os niveis de fosforilacdo de AMPK (Figura
21B) no figado, em relacdo aos valores observados no grupo H. Diferente dos
tratamentos isolados, o tratamento combinado de trigonelina + curcumina ndo aumentou
os niveis proteicos de SIRT 1 ou de PGC-la (Figura 21A e C). Apesar de serem
observados alguns pontos negativos na terapia combinada, esta promoveu aumento nos
niveis de NRF 2 (Figura 21D) e nas atividades das enzimas antioxidantes CAT (Figura
21F) e GSH-Px (Figura 21G) no figado. Também foram observados aumentos nos
niveis proteicos de GLO 1 (80%; Figura 21H) em figado de animais HTC, o qual pode

ter contribuido para a reducao nos niveis de AGEs (Figura 20B).
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Figura 21. Niveis proteicos de SIRT 1 (A), niveis de fosforilacdo de AMPK (B), niveis
proteicos de PGC-1a (C) e NRF 2 (D), atividades de enzimas antioxidantes SOD (E),
CAT (F) e GSH-Px (G), niveis proteicos de GLO 1 (H) e AGE-R1 (I) no figado de
camundongos alimentados durante 9 semanas com dietas P, H e tratados com iogurte,

trigonelina (50 mg/kg) e/ou curcumina (90 mg/kg) em iogurte.
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4.9 Efeitos dos tratamentos com iogurte, trigonelina e/ou curcumina em
biomarcadores do estresse glicoxidativo e da inflamacg&o no rim de animais obesos

Os niveis de TBARS no rim de animais H foram aumentados (34%) em relacéo
aos valores encontrados em rim de animais P (Figura 22A). Animais do grupo H
também apresentaram maiores niveis de AGEs fluorescentes (60%; figura 22B), niveis
proteicos de RAGE (60%; Figura 22C) e Bax (82%; Figura 22D), caracterizando em
conjunto o estabelecimento de estresse glicoxidativo neste tecido devido a oferta de
dieta H. Também foram observados aumentos no contetdo de NF-«xB (3 vezes; Figura
22E), niveis de citocinas pro-inflamatérias 1L-6 (2 vezes; Figura 22F) e TNF-a (1,3
vezes; Figura 22G) e reducdo (50%) nos niveis de IL-10, em relacdo aos resultados
encontrados em rim de animais do grupo P (Figura 22H). Em conjunto, os achados
indicam que o consumo de dieta H por camundongos durante 9 semanas promoveu no
rim um aumento da peroxidacao lipidica, estresse glicativo, apoptose e inflamacéo.

O tratamento de animais em dieta H com iogurte ndo melhorou o estresse
oxidativo no rim, uma vez que os niveis de TBARS em rim de animais HI (Figura 22A)
foram semelhantes aos valores em grupo H. Entretanto, o tratamento com iogurte
reduziu em 24% os niveis de AGEs fluorescentes (Figura 22B), niveis proteicos de
RAGE (66%, figura 22C) e de Bax (3 vezes; Figura 22D), em relacdo aos valores
encontrados em animais do grupo H. O tratamento com iogurte ndo atenuou os niveis de
NF-kB (Figura 22E). No entanto, animais HI apresentaram aumento de 86% nos niveis
da citocina anti-inflamatéria IL-10 (Figura 22H), reducdo de 59% nos niveis de IL-6
(Figura 22F) e reducdo de 21% nos niveis de TNF-a (Figura 22G), em relagcdo aos
valores em animais do grupo H.

O tratamento de animais em dieta H com trigonelina promoveu reducédo de 35%
os niveis de TBARS (Figura 22A), reducdo de 55% os niveis de AGEs fluorescentes
(Figura 22B), reducgéo de 50% nos niveis proteicos de RAGE (Figura 22C) e reducéo de
4 vezes nos niveis de Bax (Figura 22D) no rim. O tratamento com trigonelina também
reduziu os niveis renais de NF-kB (1,4 vezes; Figura 22E), IL-6 (Figura 22F) e TNF-a
(Figura 22G), e aumentou em 2 vezes nos niveis de IL-10 (Figura 22H), em comparagao
aos valores encontrados em rins de animais H. Podemos sugerir que a trigonelina
preveniu os efeitos deletérios promovidos pela ingestdo de dieta H no rim, devido as
suas agdes antioxidante, antiglicacéo e anti-inflamatoria.

O tratamento de animais em dieta H com curcumina em iogurte reduziu em 40%
0s niveis de TBARS (Figura 22A) e em 26% os AGEs fluorescentes (Figura 22B).
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Animais HC também apresentaram reducdo nos niveis de RAGE (Figura 22C) no rim,
em relagdo ao grupo H, porém néo apresentaram alteracfes nos niveis proteicos de Bax
(Figura 22D). O tratamento com curcumina também reduziu o contetdo renal de NF-xB
(1,3 vezes; Figura 22E), bem como os niveis de IL-6 (2,3 vezes; Figura 22F) e de TNF-
a (1,3 vezes; Figura 22G), e aumentou os niveis de IL-10 (2 vezes; Figura 22H), em
relagdo aos valores encontrados em rins de animais do grupo H.

O tratamento de animais em dieta H com a combinagdo de trigonelina e
curcumina em iogurte ndo promoveu melhorias nos niveis renais de TBARS (Figura
22A), em comparacédo ao grupo H. Por sua vez, animais HTC apresentaram reducdo nos
niveis de AGEs fluorescentes (Figura 22B) e nos niveis proteicos de RAGE (Figura
22C) e de Bax (Figura 22D). Contudo, o tratamento com a combinagdo dos ativos
naturais ndo reduziu os niveis de NF-xB (Figura 22E), pelo contrario, 0 aumento
observado nos niveis deste marcador de inflamacédo foi até mesmo maior que aquele
observado em animais H. Também houve aumento das citocinas IL-6 (Figura 22F) e
TNF-o (Figura 22G) e reducdo nos niveis de IL-10 (Figura 18H) em rim de animais
tratados com trigonelina + curcumina em iogurte. Corroborando os resultados obtidos
nos tecidos adiposos branco epididimal, figado e rim, a combinacdo dos ativos naturais

anulou os efeitos benéficos isolados da trigonelina e curcumina.
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Figura 22. Niveis de TBARS (A) e AGEs fluorescentes (B), niveis proteicos de RAGE
(C), Bax (D) e NF-kB (E), niveis de citocinas inflamatorias IL-6 (F), TNF-a (G) e
citocina anti-inflamatoria IL-10 (H) no rim de camundongos alimentados durante 9
semanas com dietas P, H e tratados com iogurte, trigonelina (50 mg/kg) e/ou curcumina

(90 mg/kg) em iogurte.

A B C
::;: 401 %%znnn- ¢ ac
g 5
£ 2 Eg"wuu-
z K]
g, 0
D E F
025+ ” %‘ b
: 0.020- £ / g
§ 0.015 E % i
§0.01u- E % ‘%
- R
G H P H HI HT HC HTC
E 15+ ) b Tg RAGE | " s s s e s | 45 KDa
:g.: | 7 % NF-kB o —— e — —| 60 KDa
Eﬂ % :., Bax S WP e o= - 26 KDa
% % ;g B-actina — 42 KDa

HTC
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p<0,05.
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4.10 Efeitos dos tratamentos com iogurte, trigonelina e/ou curcumina em
biomarcadores relacionados ao status energético, potencial antioxidante e
detoxificagdo de AGEs no rim de animais obesos

Animais em dieta H apresentaram alteragdes em biomarcadores relacionados ao
status energetico, potencial antioxidante e componentes que participam da detoxificacdo
de AGEs no rim (Figura 23). Animais H apresentaram reducdo significativa nos niveis
proteicos de SIRT 1 (63%; Figura 23A), niveis de fosforilacdo de AMPK (52%; Figura
23B) e niveis proteicos de PGC-1a (24%; Figura 23C) no rim, em relacdo aos valores
encontrados em rins de animais do grupo P. Reducgdes nos niveis de NRF 2 (61%;
Figura 23D) e nas atividades das enzimas antioxidantes SOD (24%; Figura 23E), CAT
(36%; Figura 23F) e GSH-Px (30%; Figura 23G) também foram observadas nos rins de
animais alimentados com dieta H, em relagdo aos animais alimentados com dieta P.
Animais H também apresentaram reducdo de 46% no contetdo renal de GLO 1 (Figura
23H) no rim quando comparados aos animais P, o que pode ter contribuido para os
maiores niveis de AGEs fluorescentes neste tecido (Figura 23B). Assim como no
figado, ndo foram observadas diferengas nos niveis de AGE-R1 em rim de animais H
em relacdo ao grupo P (Figura 23l).

O tratamento de animais em dieta H com iogurte ndo promoveu mudancgas no
conteddo de SIRT 1 (Figura 23A), na fosforilacdo de AMPK (Figura 23B), nos niveis
de PGC-1a (Figura 23C) e de NRF 2 (Figura 23D) no rim, quando comparado ao grupo
H. Animais HI também ndo apresentaram melhorias nas atividades das enzimas
antioxidantes SOD (Figura 23E), CAT (Figura 23F) e GSH-Px (Figura 23G), bem como
ndo apresentaram mudancas nos niveis de GLO 1 (Figura 23H) ou de AGE-R1 (Figura
231), em comparacdo aos valores encontrados no grupo H.

O tratamento de animais em dieta H com trigonelina em iogurte melhorou os
niveis dos marcadores relacionados ao status energético no rim: foi observado um
aumento significativo na fosforilagdo de AMPK (95%, figura 23B), bem como
aumentos nos niveis de SIRT 1 (89%; figura 23A), PGC-1a (42%; figura 23C) e NRF 2
(40%, figura 23D), quando comparado aos animais do grupo H. As atividades das
enzimas antioxidantes SOD (Figura 23E), CAT (Figura 23F) e GSH-Px (Figura 23G)
também foram aumentadas no rim de animais HT. O potencial antiglicativo da
trigonelina pode ser observado via aumento nos niveis renais de GLO 1 (35%) e de
AGE-R1 (164%), em relagéo ao grupo H (Figura 23H e I).
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O tratamento de animais em dieta H com curcumina em iogurte aumentou 0s
niveis de fosforilagdo de AMPK (70%, figura 23B) e o0s niveis proteicos de SIRT 1
(59%, figura 23A) no rim, quando comparado aos valores no grupo H. Animais HC ndo
apresentaram alteracGes nos niveis proteicos de PGC-1a (Figura 23C) em relacdo ao
grupo H. Observou-se um aumento de 42% no conteddo de NRF 2 (Figura 23D) no rim
de animais HC, em relacdo ao grupo H. O tratamento com curcumina em iogurte ndo
melhorou as atividades de SOD (Figura 23E) ou de GSH-Px (Figura 23G), no entanto,
aumentou em 50% a atividade de CAT (Figura 23F) no rim de animais alimentados com
dieta H. Animais HC também ndo apresentaram alteracGes nos niveis renais de GLO 1 e
de AGE-R1 (Figuras 23H e 1), em comparacao aos valores observados em animais H.

O tratamento de animais em dieta H com a combinagdo de trigonelina e
curcumina em iogurte aumentou os niveis de fosforilacdo de AMPK (66%, Figura 23B),
0s niveis proteicos de SIRT 1 (115%, figura 23A) e de PGC-1a (40%, figura 23C) no
rim, em relagcdo ao grupo H. O tratamento com a combinagdo de ativos naturais em
iogurte novamente anulou os efeitos dos tratamentos isolados com trigonelina ou
curcumina, uma vez gque foram observados no rim baixos niveis de NRF 2 (Figura 23D)
e baixas atividades das enzimas antioxidantes SOD (Figura 23E), CAT (Figura 23F) e
GSH-Px (Figura 23G), cujos perfis ficaram semelhantes aos observados em rim de
animais H. Porém, animais HTC apresentaram aumento nos niveis de GLO 1 no rim
(25%; figura 23H), em relacdo aos animais H. O tratamento com a combinacdo de
trigonelina e curcumina ndo foi capaz de alterar os niveis de AGE-R1 no rim (Figura
231) em comparagdo aos valores observados no grupo H, anulando o beneficio
promovido pela trigonelina isoladamente.
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5. DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo do modelo experimental de obesidade e resisténcia a

insulina

O modelo experimental de obesidade induzida pela ingestao de dieta hiperlipidica é
caracterizado pelo aumento da ingestdo energética, culminando em aumento no ganho
de peso corporal e massas de tecidos adiposos (WINZELL; AHREN, 2004; WANG e
LIAO, 2013). No presente estudo, camundongos C57BL/6 foram alimentados com uma
dieta padrdo, normocaldrica (P) ou com uma dieta hiperlipidica (H). Tal como esperado,
camundongos alimentados com uma dieta rica em lipideos (H) durante 9 semanas
desenvolveram alteracbes metabolicas associadas a obesidade. A ingestdo de dieta H
por 9 semanas promoveu um aumento nos niveis plasmaticos de triacilglicerdis,
colesterol e HDL-colesterol. A oferta de dieta H também causou reducdo na
sensibilidade a insulina e consequentemente intolerancia a glicose. Como um indicador
de lesdo hepética, foi observada alteracdo nos niveis plasmaticos de marcador de
integridade de hepatocitos (ALT).

Os animais mantidos em dieta H apresentaram aumento da ingestdo calérica, bem
como aumento nas massas de tecidos adiposos e hipertrofia das células adiposas, o que
contribuiu, pelo menos em parte, para 0 maior ganho de massa corporal. A hipertrofia
adinpocitica certamente explica o quadro de inflamacdo observada no tecido adiposo
branco epididimal. A inflamacdo no tecido adiposo branco epididimal foi observada em
animais do grupo H via aumento nos niveis proteicos de NF-kB e nos niveis de
adipocinas pro-inflamatorias, tais como IL-6 e TNF-a, o que pode ter contribuido para o
aumento da resisténcia a insulina neste tecido, observado via reducdo na fosforilagéo de
AKT. Uma menor fosforilacdo de AKT em animais do grupo H também foi observada
em musculos gastrocnemius. A reducdo na fosforilagdo da AKT em tecidos adiposos
brancos e no musculo esquelético pode explicar a resisténcia a insulina, intolerancia a
glicose e 0 aumento na glicemia de jejum nos animais do grupo H. Observou-se também
reducdo nos niveis da adipocina anti-inflamatoria 1L-10 em tecido adiposo branco de
animais H, corroborando o aumento de adipocinas pro-inflamatérias e a resisténcia a
insulina. A IL-10 é uma potente citocina imunossupressora que controla a progressao de
quadros inflamatdrios. Desta maneira, a reducdo de IL-10 pode prejudicar seus efeitos

imunosupressores na inibicdo da sintese e atividade de adipocinas pro-inflamatérias (1L-

85



6 e TNF-a)), 0 que por sua vez favorece a resisténcia a insulina na obesidade (LUMENG
et al., 2007; HONG et al., 2009; KWON e PESSIN, 2013).

Sabe-se que o tecido adiposo é um 6rgdo enddcrino ativo que secreta adipocinas,
tais como leptina, adiponectina, TNF-a, IL-6 e proteina ligadora de retinol-4 (RBP-4).
Estas adipocinas podem atuar em outros tecidos, incluindo cérebro, figado e masculo,
participando da regulacéo da ingestdo de alimentos, balango energético e sensibilidade a
insulina (CYPESS; KAHN, 2013). Além da secrecdo de adipocinas, o tecido adiposo
também libera AGL. Os AGL liberados em excesso pelo tecido adiposo podem ativar a
sinalizacdo de vias inflamatdrias, ao se ligarem ao receptor TRL-4 (toll-like receptor 4),
induzindo a ativagdo de IkK. Ap0s ser ativada, a IkK pode fosforilar IRS-1 em residuos
de serina, inibindo assim a sinalizagdo da insulina. A ativagdo de IkK também culmina
em fosforilacdo de IkB, estimulando sua degradacdo proteassomal. 1kB atua como um
inibidor de NF-xB. Com a degradacdo de 1kB, ocorre subsequente liberacdo de NF-xB
que, no nucleo, se liga ao DNA e estimula a transcricdo génica de mediadores
inflamatorios, incluindo TNF-a e IL-6 (BAKER et al., 2012). A ativacdo de vias pro-
inflamatdrias, incluindo o estimulo a producdo de TNF-a, inibe a conversdo de pre-
adipdcitos em adipocitos maduros, promovendo a expansdo do tecido adiposo,
culminando em resisténcia a insulina, especialmente via inibicdo de IRS-1
(LAUTERBACH; WUNDERLICH, 2017). Além disso, a influéncia do TNF-o na
resposta imune resulta principalmente em aumento na producdo de outras citocinas, tal
como a IL-6 (MAKKI, et al.,2013). A IL-6 esta fortemente relacionada aos estados
inflamatorios crénicos, incluindo inflamacdo de baixo grau associada a obesidade e ao
DM tipo 2. O aumento nos niveis sistémicos de IL-6 estd associado a elevada massa
corporal, ndo apenas em modelos experimentais de obesidade em roedores, mas também
em humanos obesos (JUNG; CHOI, 2014).

Além do tecido adiposo branco, o tecido adiposo marrom é importante nos eventos
relacionados a termogénese e balanco energetico. A ablacéo do tecido adiposo marrom
reduz o gasto de energia e aumenta a obesidade em resposta a oferta de dietas ricas em
gordura. A AMPK desempenha um papel vital na regulagdo, desenvolvimento e na
manutencdo da funcdo mitocondrial do tecido adiposo marrom (DESJARDINS;
STEINBERG, 2018). A ativacdo da AMPK em tecido adiposo marrom suprime PPARy
e inibe a adipogénese, 0 que consequentemente reduz o acimulo de gorduras (L1 et al.,
2018). A fosforilacdo da AMPK inibe a sintese de lipideos via reducdo na expressao
génica de acetil-CoA carboxilase (ACC) (RUDERMAN; PRENTKI, 2004). Nossos
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resultados mostram que animais obesos apresentam uma reducdo na fosforilacdo de
AMPK em associa¢do ao aumento da massa do tecido adiposo marrom em animais do
grupo H.

A fim de avaliar as alteraces em marcadores da termogénese em tecido adiposo
marrom de animais H, foram avaliados os conteudos de UCP 1. O aumento nos niveis
proteicos de UCP 1 e a reducdo na fosforilacdo de AMPK sugerem que uma resposta
termogénica adaptativa foi induzida pela ingestdo da dieta hiperlipidica (FINK et al.,
2007; SO et al. 2009; FROMME; KLINGENS, 2010; GARCIA-RUIZ et al., 2015).
Para a atividade termogeénica, o tecido adiposo marrom utiliza os lipideos armazenados,
bem como os triglicerideos e glicose da circulagdo sisttmica como substratos para a
termogénese (WU et al., 2012; BERANGER et al., 2013). Como resultado, embora
animais H tenham niveis aumentados de UCP 1 no tecido adiposo marrom, tal
resposta parece ndo ter sido suficiente para atenuar os niveis circulantes de glicose e
triacilglicerois, contribuindo para os aumentos observados nas massas de tecidos
adiposos brancos, marrom e massa corporal.

A obesidade possui dois principais componentes participantes da instalacdo e
manutencdo da resisténcia a insulina: a lipotoxicidade e a inflamacdo crénica de baixo
grau, em figado, masculo esquelético e tecido adiposo (GUILHERME et al., 2008;
GLASS; OLEFSKY, 2012). Em relagdo a lipotoxicidade, quando a ingestdo de energia
excede a capacidade de armazenamento dos tecidos adiposos brancos, o acimulo de
lipideos em outros tecidos é favorecido. O principal determinante da lipotoxicidade
parece ser 0 aumento nos niveis de AG, culminando em acumulo de metabdlitos
potencialmente toxicos em tecidos ndo-adiposos (GLASS; OLEFSKY, 2012). O
aumento no peso do figado observado em animais H pode estar relacionado a deposicédo
ectépica de AG e/ou acumulo de triacilglicerdis nos hepatdcitos, que por sua vez podem
contribuir para o desenvolvimento de doenca hepética ndo-alcodlica (DHNA), e em sua
forma mais grave, esteatose hepatica ndo alcoolica (EHNA), podendo progredir para
fibrose e cirrose (ZAMBO et al., 2013). J4 no rim, o acimulo de lipideos nas células
glomerulares e tubulos intersticiais aumentam a expressdo da proteina de ligacdo ao
elemento regulador de esterdis (SREBP-1), um fator de transcricdo que desempenha
papel fundamental na expressdo de genes relacionados a lipogénese (acetil-CoA
carboxilase e acido graxo sintase) (DECLEVES et al., 2013; MARTINS; MAS, 2015).
Aumento na deposicdo de triacilglicerois nos rins devido & ingestdo de dietas

hiperlipidicas pode explicar, pelo menos em parte, 0 aumento observado na massa deste
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tecido, em animais H. Portanto, faz-se necesséria a realizacdo da analise do contetdo de
triacilglicerdis em figado e rim de camundongos mantidos em dieta H por 9 semanas.

Os resultados de nosso estudo sugerem que 0 aumento dos niveis circulantes de
glicose e triacilglicerois, bem como o possivel aumento no armazenamento de AG
promovido pelo excesso de nutrientes, podem estar associados ao estabelecimento da
resisténcia insulinica. Essas alteraces também criam uma condicdo favoravel para o
aumento excessivo na geracdo de ERO, estes participantes do estresse oxidativo
(FURUKAWA et al., 2017).

Um equilibrio entre os niveis de compostos oxidantes e antioxidantes & essencial
para o funcionamento adequado do organismo. Porém, um aumento na producdo de
ERO é uma das varias respostas celulares frente ao excesso no fornecimento de
nutrientes, condicdo esta que ocorre na obesidade, bem como o alto teor de glicose, AG
saturados e AG do tipo trans, que participam do estabelecimento do estresse oxidativo
via mecanismos, que incluem: aumento na geragdo de anion superoxido via aumento na
atividade de NADPH oxidase, aumento no fluxo de substratos pela cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial, aumento na auto-oxidacdo da glicose, ativacdo
de proteina quinase C (PKC), e aumento no fluxo de substrato pelas vias do poliol e
hexosamina. Assim, na obesidade, especificamente em relacdo ao metabolismo
oxidativo mitocondrial, o excesso de AG e glicose e sua oxidagdo culminam em
aumento na oferta de elétrons (transportados por NADH e FADH, para a cadeia
transportadora de elétrons), e tal condicdo favorece que elétrons encontrem o oxigénio,
gerando ERRO, tal como anion superédxido, peréxido de hidrogénio, radical hidroxila,
entre outros (SERRA et al., 2013; DE MELLO et al., 2018).

Os principais antioxidantes enzimaticos incluem as enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH-Px), que atuam por meio de
mecanismos de prevencgéo e/ou controle da formagdo de ERO. A enzima antioxidante
paraoxonase 1 (PON 1), ligada a HDL, protege a LDL e células circulantes contra danos
oxidativos, prevenindo respostas inflamatdrias nas células endoteliais de parede arterial.

Assim, 0 estresse oxidativo tem origem no desequilibrio entre a produgdo de ERO e
as defesas antioxidantes, em favor da producéo excessiva de ERO ou em detrimento da
velocidade de sua remocéo pelos antioxidantes. O estresse oxidativo pode levar a
oxidacédo de biomoléculas como lipideos, proteinas e DNA, com consequente perda de
suas funcBes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestagdo é o

potencial dano oxidativo observado em células e tecidos. Além disso, ao danificar
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estruturas celulares, o estresse oxidativo pode desencadear ou potencializar uma
resposta inflamatéria (SAVINI et al., 2013).

No presente estudo, o0 estresse oxidativo foi evidenciado em animais obesos H via
aumento da lipoperoxidagdo, com niveis elevados de TBARS (plasma, figado e rim),
reducdo na atividade da PON 1 (plasma) e nas atividades das enzimas antioxidantes
SOD, CAT e GSH-Px (figado e rim). Observou-se também reducdo na expressdo de
NRF 2 no figado e rim de animais H. Considerando que NRF 2 é um importante fator
de transcri¢do reconhecido na modulacdo da resposta antioxidante (LIN et al, 2016), a
reducao nos niveis de NRF 2 corroboram a reducéo observada na atividade das enzimas
antioxidantes em animais obesos H, o que pode contribuir para a ocorréncia de acimulo
de ERO, dando origem a um quadro de estresse oxidativo (BIRBEN et al., 2012).

Além da geracdo de ERO nas mitocondrias, aumentos nos niveis de AGEs também
exacerbam a formacdo de ERO. AGEs sdo formados sob condi¢des hiperglicémicas;
muitos AGEs sdo gerados por uma combinagdo entre processos de glicagdo e oxidacéo,
assim podem desencadear ou exacerbar o estresse oxidativo. A formagdo de AGEs
ocorre lentamente, sob condic@es fisioldgicas, porém sob condi¢bes de resisténcia a
insulina, hiperglicemia e peroxidacdo lipidica, a velocidade de geracdo de AGEs
aumenta consideravelmente, contribuindo para o desenvolvimento das complicagdes
da obesidade, DM, aterosclerose, insuficiéncia renal, esteatose e cirrose hepaticas.
Além das mudancas diretas nas estruturas e fungdes das proteinas, a lesdo mediada por
AGEs também ocorre via ligacdo dos AGEs aos receptores RAGE (SANTOS et al.,
2013; NOWOTNY et al., 2015). A sinalizacdo dependente de AGE-RAGE ativa
NADPH oxidase, aumentando a formagdo de ERO (CHEN et al., 2018). Os produtos
finais de lipoxidacdo avancada (ALEs), incluindo 4-hidroxinonenal (HNE) e
hidroxialcenal a,B-insaturado, sdo formados por mecanismos envolvendo a peroxidagao
lipidica; essas espécies reativas podem formar adutos com proteinas, muitas vezes
resultando em disfuncéo proteica (CANNIZZARO et al., 2017). Desta forma, de acordo
com os achados do presente estudo, 0 aumento na intolerancia a glicose, resisténcia a
insulina e estresse oxidativo induzido por dieta hiperlipidica em camundongos
promoveu um aumento nos niveis de AGEs fluorescentes no plasma, figado e rim.
Animais obesos também apresentaram aumento nos niveis proteicos de RAGE no
figado e rim, o que pode ter contribuido para ativacdo de apoptose nestes tecidos; a
indugdo de apoptose em figado e rim de animais H foi evidenciada pelos aumentos nos

niveis da proteina pro-apoptotica Bax.
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A interacdo entre AGEs e RAGE também favorece a inflamacdo. A ativacdo de
RAGE desencadeia vias de sinalizagdo intracelulares dependentes de fosfatidilinositol-
3-quinase e proteinas quinases ativadas por mitdgeno ERK1 e ERK2. Essas vias
culminam na ativacdo de NF-xB e subsequente inducdo de expressdo génica pro-
inflamatdria dirigida este fator (OLIVEIRA et al., 2013; BONGARZONE et al., 2017).
A ativacdo do NF-xB-p65, apos a ligacdo do RAGE, prolonga as respostas pro-
inflamatorias e promove assim subsequente disfuncdo celular (POP-BUSUI,;
PIETROPAOLO, 2011). Como o préoprio RAGE ¢é regulado pelo NF-kB, estes eventos
podem aumentar, amplificar e sustentar a disfuncéo celular. Com o estabelecimento da
inflamacdo, o estresse oxidativo é amplificado por aumento na producdo de ERO, bem
como via reducdo na atividade de SOD. Por fim, a sinalizacdo de RAGE também
promove a apoptose aumentando a expressdao de proteinas pré-apoptoticas (Bax,
citocromo C, caspase-9, caspase-3) e diminuindo a expressdo de Bcl-2 (proteina
antiapoptotica) (PALANISSAMI; PAUL, 2018). De acordo com nossos achados, a
ativacdo de RAGE em animais obesos H pode ter contribuido para o aumento da
inflamacédo no figado e rim, via aumento nos niveis proteicos de NF-xB, bem como das
citocinas pro-inflamatérias IL-6 e TNF-o, e reducdo nos niveis da citocina anti-
inflamatoria IL-10. O aumento da inflamacdo por meio da ativacdo de NF-«B, por sua
vez, também pode ter contribuido para 0os maiores niveis proteicos de RAGE no figado
e rim de animais obesos, tornando-se assim um ciclo vicioso.

Além da capacidade de se ligarem aos RAGE, Oos AGEs também exercem seus
efeitos via interacdo com outros tipos de receptores especificos presentes em superficies
celulares. A familia do complexo AGE-R, incluindo AGE-R1, detoxifica AGEs e
contribui para a contra-regulacdo de potentes sinais pré-inflamatorios desencadeados
pelas vias dependentes de AGE-RAGE (LU et al.,, 2004). Os AGEs aumentados
induzem, como contrapartida, uma expressdo aumentada de AGE-R1, cuja ativacao
suprime RAGE, e pode assim atenuar o estresse glicoxidativo celular (OTT et al.,
2014).

Além dos AGE-r, outro sistema de detoxificagdo dos AGEs é o sistema da
glioxalase. O sistema da glioxalase é composto pelas enzimas GLO 1 e GLO2; este
sistema suprime a formacgdo e o acumulo de AGEs via eliminagdo de compostos
precursosres de AGEs, em especial o metilglioxal. Assim, em resposta ao estresse
dicarbonilico (acimulo de metilglioxal), o NRF 2 aumenta a regulacdo de GLO 1. Em

modelo de obesidade em camundongos mutantes de leptina (ob/ob), a proteina GLO 1
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encontra-se reduzida em figado (SANCHES et al., 2002). Tem sido descrito um
aumento no ganho de peso em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica e
com deficiéncia de GLO 1, por outro lado h& diminui¢cdo no ganho de peso em
camundongos superexpressando GLO 1 (MAESSEN et al., 2014; RABANNI et al.,
2016), sugerindo um papel funcional da GLO 1 ndo somente no estresse glicativo,
mas também no ganho ponderal. Nossos resultados mostram que, apesar de serem
observados niveis elevados de AGEs e RAGE no figado e rim de animais obesos, 0s
mecanismos de detoxificacdo dos AGEs, incluindo GLO 1 e AGE-R1, ndo foram
alterados nestes animais que receberam dieta hiperlipidica, somente os niveis de GLO 1,
que se encontram diminuidos em rim de animais H.

Defeitos na fungdo oxidativa mitocondrial e a subsequente diminuicdo do gasto
energético podem contribuir para as disfun¢bes metabdlicas observadas na obesidade,
via reducdo de sensores energéticos metabdlicos (BOURNAT e BROWN, 2016). Os
efetores intracelulares AMPK e SIRT 1 sdo importantes sensores de nutrientes, e podem
atuar como reguladores inflamatérios. Quando ativados, AMPK e SIRT 1 inibem a
producdo hepatica de glicose, sintese de colesterol e de triacilglicerdis, e estimulam a
oxidacdo dos &cidos graxos. A AMPK inibe indiretamente a sinalizacdo de NF-xB
através dos mediadores SIRT 1 e PGC-la, controlando a expressdo de fatores
inflamatorios (ZHANG et al., 2017). Por outro lado, AMPK também pode ser inibida
em resposta a inflamacdo croénica de baixo grau por TNF-a e IL-6 (STEINBERG et al.,
2006). A reducdo nos niveis de SIRT 1 também pode induzir a inflamacéo, via aumento
na expressao de genes inflamatdrios (ZHAO et al., 2017). O alto consumo cal6rico inibe
a atividade da AMPK devido aos altos niveis de ATP intracelular. Isso reduz os niveis
NAD* e assim a atividade de SIRT 1.Como consequéncia, os reguladores
transcricionais que estdo sujeitos a desacetilacdo de SIRT 1 sdo inibidos, incluindo
PGC-1a. Consequentemente, pode ocorrer inibicdo na atividade de NRF 2 que, tal como
dito anteriormente, tem importante papel na modulacéo da atividade mitocondrial e na
expressdo de enzimas antioxidantes (OLMOS et al., 2013; GAO et al., 2014; DI
EMIDIO et al., 2019). Desta forma, o aumento de marcadores inflamat6rios em no
figado e rim de animais H, em associa¢do ao elevado consumo energético, podem ter
contribuido para a reducéo observada nos niveis proteicos de SIRT 1, AMPK, PGC-la ¢
NRF 2, a atividade prejudicada destes componentes pode ter sustentado a inflamacéo e

0 estresse glicoxidativo em figado e rim de animais obesos do grupo H.

91



Sendo assim, a ingestdo de dieta hiperlipidica promoveu diversas alteracoes
metabdlicas conduzindo a inflamacdo, estresse glicoxidativo, apoptose e mudancas
significativas no status energético em figado e rim. Com isso, torna-se importante o
estudo de ativos naturais na prevencao/atenuacdo das complicacGes associadas a

obesidade.

5.2 Tratamento com iogurte na atenuacdo dos distarbios metabolicos em
modelo animal de obesidade e resisténcia a insulina

O tratamento de animais H com iogurte promoveu melhorias importantes em
diversos parametros alterados em camundongos devido a ingestdo da dieta hiperlipidica,
em relagcdo aos animais obesos ndo tratados. O tratamento com iogurte preveniu o
aumento da ingestdo caldrica e do ganho de peso corporal, promoveu reducdo nas
massas de tecidos adiposos e tamanho de adipdcitos, reduziu os niveis de glicemia de
jejum, triacilglicer6is e colesterol, melhorou a tolerancia a glicose e a sensibilidade a
insulina, e aumentou os niveis de fosforilagdo de AKT em tecido muscular. O
tratamento com iogurte ndo melhorou a fosforilacdo de AKT no tecido adiposo branco
epididimal, mas preveniu a inflamacéo neste tecido devido a reducéo nos niveis de NF-
kB e adipocinas pro-inflamatérias (IL-6 e TNF-a) e aumento nos niveis de 1L-10.

Os efeitos do iogurte na reducdo da massa corporal podem estar relacionados aos
mecanismos mediados por bactérias probidticas (BORGERAAS et al. 2018). Estudos
mostram um aumento nas bactérias dos filos de Firmicutes e uma diminuicdo nos filos
de Bacteroidetes na obesidade, e acredita-se que tal alteracdo esteja associada ao
aumento na absorcéo de energia dos alimentos, bem como ao aumento na inflamacao de
baixo grau (JOHNSON et al., 2017; LECOMTE et al., 2015). O consumo de probidticos
regula a microbiota intestinal, podendo ser uma estratégia eficaz que contribui para a
perda de peso em casos de sobrepeso e obesidade (PAHWA et al., 2017).

A reducdo nas massas de tecidos adiposos e tamanho de adipocitos, e
possivelmente a reducdo das massas de figado e rim apds o tratamento de animais em
dieta H com iogurte, em conjunto podem tem relagdo com um aumento na oxidagao de
acidos graxos. Park et al. (2013) observaram um aumento na expressdo de genes do
metabolismo energético em animais obesos suplementados com Lactobacillus curvatus
e Lactobacillus plantarum, incluindo PGC-1a, CPT 1, CPT 2 e ACOX 1, estes estdo
relacionados ao aumento na oxidagdo de &cidos graxos no figado. Em nosso estudo,

observamos um aumento significativo na fosforilacio de AMPK no tecido adiposo
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marrom e figado de animais em dieta H e tratados com iogurte, 0 que pode estar
relacionado ao menor ganho de massa nestes tecidos, uma vez que a fosforilagdo de
AMPK estimula a oxidagdo de acidos graxos (PULINILKUNNIL et al., 2011;
MOTTILLO et al., 2016)

Efeitos de probidticos nos niveis de colesterol tém sido atribuidos a um conjunto de
mecanismos: (i) inibicdo da sintese de colesterol pelos produtos de fermentacdo de
bactérias lacticas, principalmente &cidos graxos de cadeia curta; (ii) facilitam a
eliminacdo do colesterol pelas fezes; (iii) inibicdo da absorcéo de colesterol no intestino;
(iv) interferem na reabsorcdo de sais biliares, facilitando sua eliminacdo e mobilizacao
para produzir sais biliares, resultando em uma queda nos niveis circulantes de colesterol
(MOROTI et al.,, 2012; LEE et al, 2009). Algumas espécies de Lactobacillus,
Bifidobacterium, Enterococcus e Streptococcus demonstraram ter a capacidade de
diminuir os niveis de colesterol no plasma. Bactérias probioticas podem reduzir a
reabsorcdo de &cidos biliares via mecanismos que envolvem a circulagdo entero-
hepética (OOI; LIONG, 2010).

O consumo de probidticos € capaz de modular o perfil da microbiota intestinal, seus
produtos e metabolitos (LPS e AGCC); consequentemente, os niveis circulantes de LPS
e o estado inflamatério sdo reduzidos em tecidos sensiveis a insulina, assim como
reduzem a S-nitrosilagdo de macromoléculas em musculos e a infiltragdo de macré6fagos
no figado e tecido adiposo, promovendo assim aumento da sensibilidade a insulina e
reducdo do estresse oxidativo (CARVALHO; SAAD, 2013).

Nossos resultados sugerem que o tratamento de animais em dieta H com iogurte
reduziu a inflamacdo via aumento da IL-10 (tecido adiposo epididimal e figado),
reducdo nos niveis de NF- kB, IL-6 e TNF-a no tecido adiposo epididimal e figado. O
aumento da fosforilacio de AMPK e nos niveis de PGCl-a no figado de animais
tratados com iogurte também pode ter contribuido para uma menor expressdo de NF-xB
(SALMINEN et al., 2011), prevenindo o desenvolvimento de processos inflamatdrios
nesse tecido. Embora no rim o iogurte ndo tenha alterado os niveis de NF-«xB, seu
potencial efeito anti-inflamatdrio neste tecido parece estar relacionado ao aumento de
IL-10 e reducéo nos niveis de IL-6 e TNF-a.

Os probioticos podem produzir varios metabdlitos benéficos, com atividade
antioxidante, tais como glutationa, butirato e folato. O efeito de probidticos no estresse
oxidativo também esta associado a diminuicdo nos niveis de TBARS, quelacdo de ions

metélicos, prevencdo da producéo de Oxido nitrico, aumento nas atividades das enzimas
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antioxidantes SOD e CAT, aumento de NRF 2 e diminui¢do na atividade de NOX
(HAMER et al., 2009; LEBLANC et al., 2011; SPYROPOULOS et al., 2011; AL-
SHERAIJI et al.,, 2012; WANG et al., 2017). Nossos resultados mostram que o
tratamento de animais em dieta H com iogurte atenuou o estresse oxidativo via aumento
na atividade de PON 1 e reducdo dos niveis de TBARS no plasma. Entretanto, o
tratamento com iogurte ndo preveniu o estresse oxidativo no figado e rim em animais H,
uma vez que os niveis de TBARS e atividade de enzimas antioxidantes (SOD, CAT e
GSH-Px) ficaram semelhantes entre animais HIl e H.

O aumento na tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina em animais tratados
com iogurte pode ter contribuido para a atenuagdo do estresse glicativo, uma vez que
houve reducdo nos niveis de AGEs no plasma, figado e rim, bem como reducdo nos
niveis proteicos de RAGE (figado e rim). A inibicdo na cascata de sinalizacdo RAGE
resulta em reducédo da inflamacéo e apoptose celular (MAO et al., 2018). Figarola et al.
(2014) sugeriram que o metilglioxal é capaz de induzir apoptose em células endoteliais
humanas. Assim, corroborando estes achados, podemos sugerir que 0s menores niveis
da proteina pro-apoptotica Bax no figado e rim de animais tratados com iogurte pode se
dar via inibicdo de RAGE.

Em resumo, o tratamento com iogurte promoveu diversos beneficios em animais
alimentados com dieta hiperlipidica, tais como: reducdo da ingestdo alimentar, do ganho
de massa corporal, da hipertrofia adipocitica, bem como o aumento da sensibilidade a
insulina e da tolerdncia a glicose. Também se encontrou associado a efeitos anti-
inflamatorios (tecido adiposo epididimal, figado e rim). Com base nesses resultados,
torna-se interessante o estudo da adicdo de ativos naturais em iogurte na tentativa de
potencializar seus efeitos, em especial agregar potencial antioxidante e anti-AGE, e

assim prevenir os distdrbios associados a obesidade.

5.3 Tratamento com trigonelina em iogurte na atenuacdo dos disturbios
metabolicos em modelo animal de obesidade e resisténcia a insulina

O tratamento de animais mantidos em dieta H com trigonelina em iogurte
praticamente preveniu todas as alteracOes avaliadas neste modelo experimetnal de
obesidade. Observou-se que a trigonelina agregou valor adicional aos beneficios ja
observados somente com o iogurte, quando animais alimentados com dieta H foram

tratados com iogurte enriquecido com trigonelina.
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Houve reducdo significativa da ingestdo calorica, seguida de menor ganho de peso
corporal, bem como reducdo nas massas de tecidos adiposos e tamanho de adipdcitos;
ocorreu reducdo da glicemia de jejum, dos niveis circulantes de triacilglicerois e
colesterol, e aumento da tolerancia a glicose e da sensibilidade a insulina em animais
HT. Estudos tém demonstrado que a trigonelina é capaz de inibir a adipogénese via
redugdo na expressdo de PPARY, bem como € capaz de reduzir o acimulo de lipideos
em adipocitos (ILAVENIL et al., 2014). Ramulu et al. (2011) relataram que as sementes
de feno-grego (Trigonella-foenum-graecum L.) diminuem os niveis de colesterol via
reducdo na atividade da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA)
redutase. Estudo realizado por Yoshinari e Igarashi (2010) mostrou que a trigonelina
melhorou a tolerancia a glicose, glicemia de jejum e 0s niveis de insulina sérica via
aumento na razdo glicoquinase/glicose-6-P no figado, e reducdo nos niveis de TNF-a
em animais KK-AY (modelo experimental de DM tipo 2).

O potencial anti-inflamatério da trigonelina foi observado em nosso estudo
principalmente em tecido adiposo branco epididimal. O tratamento de animais em dieta
H com trigonelina promoveu aumento nos niveis de IL-10, bem como reducdo nos
niveis de NF-kB, IL-6 e TNF-a, o que pode ter contribuido para o aumento na
fosforilacdo de AKT estimulada pela insulina, neste tecido. Assim, podemos sugerir que
o potencial anti-inflamatdrio da trigonelina contribuiu para o aumento da sensibilidade a
insulina em tecido adiposo branco visceral, 0 que corrobora, pelo menos em parte, 0s
beneficios deste tratamento na tolerancia a glicose.

No tecido adiposo marrom, o tratamento com trigonelina promoveu aumento
significativo de SIRT 1 e na fosforilagdo de AMPK. Curiosamente, ndo aumentou oS
niveis de PGC-1a ¢ UCP 1, mas aumentou o contetudo de NRF 2. A ativacdo de SIRT
1/AMPK desempenha um papel central na regulacdo do metabolismo dos &cidos graxos
(SCHUG; LI, 2011). Tanto NRF 2 quanto SIRT 1 sdo conhecidos por proteger as
células de disturbios relacionados ao estresse oxidativo (TANG, 2016; DAVID et al.,
2017); assim, o aumento da via SIRT 1/AMPK/NRF 2 est4 envolvido na inibi¢do do
estresse oxidativo e inflamacdo. No entanto, mais investigagdes sdo necessarias para
interpretar a importancia da ativacdo de SIRT 1/AMPK/NRF 2 por trigonelina no tecido
adiposo marrom de animais alimentados com dieta H. Sabendo-se que a ativacdo de
SIRT 1 e AMPK inibe a sintese (via ACC) e aumenta a oxidacéo (via CPT 1) de acidos
graxos, culminando assim em reducdo no acumulo ectépico de lipideos (PINKY

GAIDHU; CEDDIA, 2017), tais a¢bes podem ter contribuido para a manutencdo da

95



massa de tecido adiposo marrom de animais em dieta H e tratados com trigonelina apos
9 semanas.

A trigonelina mostrou potente efeito protetor contra o estresse oxidativo e glicativo,
no plasma, uma vez que houve reducdo nos niveis de TBARS e AGEs. Animais HT
também apresentaram aumento na atividade da enzima antioxidante PON 1, o que por
sua vez pode ter contribuido para a reducdo do estresse glicoxidativo no plasma. A
atividade de PON 1 pode ser inibida por processos de oxidagdo de glicacdo (BANSAL
et al., 2013; YAMAMOTO, 2018). O aumento na atividade de PON 1, via hidrolise de
perdxidos lipidicos, pode contribuir para a atenuacdo do estresse oxidativo associado a
doengas cardiovasculares na obesidade e no diabetes mellitus (KOTUR-
STEVULJEVIC et al., 2008).

Corroborando os efeitos antiglicativos plasmaticos da trigonelina em animais
alimentados com dieta hiperlipidica, um estudo realizado por Chowdhury et al. (2017)
demonstrou potente efeito anti-glicagéo in vitro da trigonelina. Aldakinah et al. (2017)
também relataram que a acdo da trigonelina na reducédo da glicemia culmina em reducéo
de proteinas glicadas e produtos relacionados a glicacdo, tais como frutosamina e AGEs.

Outro papel importante da trigonelina esta na sua capacidade em reduzir e prevenir
danos hepaticos e renais. Tem sido sugerido que a trigonelina pode auxiliar no
tratamento de doencas hepéticas ndo alcodlicas (AFIFI et al., 2016). A trigonelina é
capaz de reduzir a apoptose nos hepatdcitos via aumento na expressao da proteina Bcl-2
e diminuir os niveis da proteina Bax (ZHANG et al., 2015). Alteracfes degenerativas no
rim, incluindo fibrose no tecido renal em ratos diabéticos, foram também reduzidas apds
o0 tratamento com trigonelina (GHULE et al., 2012).

Nossos resultados indicam que a trigonelina promoveu protecdo hepatica e renal via
reducdo nos niveis de TBARS, AGEs e niveis proteicos de RAGE no figado e rim. A
reducdo do estresse glicoxidativo apds o tratamento com trigonelina em iogurte
contribuiu também para reducdo nos niveis de Bax, em relacdo ao grupo H e também
aos demais grupos (P, HI, HC e HTC), prevenindo assim a apoptose no figado e rim. O
tratamento com trigonelina também apresentou importante efeito anti-inflamatério no
figado e rim de animais em dieta hiperlipidica, observado via aumento da citocina anti-
inflamatdria IL-10, reducdo nos niveis proteicos de NF-«xB e reducédo das citocinas pro-
inflamatdrias IL-6 e TNF-a. A reducdo nos niveis de NF-xB ap0s o tratamento com
trigonelina pode ter participagdo na reducdo dos niveis proteicos de RAGE, e vice-

versa.
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O figado € um dos 6rgéos onde a SIRT 1 desempenha papel crucial na regulacao do
metabolismo lipidico e da inflamagdo, modificando o status de acetilacdo de varias
moléculas-alvo, incluindo histonas, reguladores transcricionais e Seus Co-
reguladores (YOU et al., 2015). Acreditamos que parte do efeito protetor da trigonelina
no figado, promovendo reducédo do estresse oxidativo, inflamacéo e apoptose de animais
em dieta H pode estar associado ao aumento nos niveis de SIRT 1. Estudos tém
demonstrado que SIRT 1 reduz o nivel de estresse oxidativo e a extensdo da inflamacéo
no coracdo e cérebro de ratos (ALCENDOR et al., 2007; SHAH et al., 2017). Ajmo et
al. (2008) observaram que o tratamento com resveratrol estimulou SIRT 1 e atenuou a
esteatose hepatica em camundongos obesos. Estudos recentes tém relacionado SIRT 1
com a translocacdo nuclear de NRF 2, contribuindo para a protecdo contra o dano
celular causado pelo estresse oxidativo (CHAI et al., 2018; SHI et al., 2019). Shah et al.
(2017) sugerem que estratégias que ativem a via SIRT 1/NRF 2 podem ser interessantes
na inibicdo de distarbios neurodegenerativos induzidos por LPS em ratos tratados com
melatonina. O aumento nos niveis de NRF 2 no figado de animais tratados com
trigonelina pode ter relacio com o0s aumentos observados em SIRT 1,
consequentemente contribuindo para 0s aumentos nas atividades das enzimas
antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px, protegendo o tecido contra os danos oxidativos
promovidos pela dieta hiperlipidica.

Um potencial efeito benéfico do tratamento com trigonelina foi observado no rim de
animais mantidos em dieta hiperlipidica. A trigonelina parece ter aumentado o0s niveis
de componentes do eixo SIRT 1/AMPK/PGC-1a, protegendo 0 rim contra os danos
promovidos pela dieta hiperlipidica. A fosforilagio mediada por AMPK e a
desacetilagdo mediada por SIRT 1 aumentam a atividade de PGC-1a (CANTO et al.,
2009). A ativacdo de PGC-1a oferece possibilidades interessantes para a atenuacdo de
doencas renais. Sabe-se que a reducdo de PGC-1la leva a uma maior suscetibilidade a
fibrose na doenca renal crénica (EMMA et al., 2016). Como descrito na caracterizacéo
do modelo de obesidade, SIRT 1, AMPK e PGC-1a estdo fortemente interligadas na
modulacdo da homeostase energética. Assim, a trigonelina pode ser um importante ativo
natural na prevencdo de complicagOes renais, via aumento na expressdo dessas
proteinas.

Como um co-ativador de fatores de transcrigdo, 0 PGC-1a pode se ligar a membros
da familia de receptores nucleares, incluindo o NRF 2 (SINGH et al., 2016). No rim,

tanto SIRT 1 quanto PGC-1a podem ter contribuido para os maiores niveis de NRF 2
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em animais tratados com trigonelina. NRF 2 controla a expressdo de genes cujos
produtos aumentam a capacidade antioxidante celular. NRF 2 aumenta a expresséo de
componentes dos sistemas de defesa antioxidantes, incluindo SOD, CAT e GSH-Px
(NGUYEN et al., 2009; MA, 2013). Nossos resultados sugerem que a ativacéo do eixo
SIRT 1/AMPK/ PGC-1a/NRF 2 pelo tratamento de animais em dieta H com trigonelina
pode ter contribuido para os aumentos observados nas atividades de SOD, CAT e GSH-
Px no rim, reduzindo o estresse oxidativo. Yoshinari et al. (2013) observaram que a
administracao de trigonelina em ratos GK (Goto Kakizaki; modelo experimental de DM
tipo 2) aumenta as atividades de SOD, CAT e GSH-Px e reduz os niveis de
hemoglobina glicada. O tratamento de ratos diabéticos com trigonelina foi capaz de
promover, em pancreas, reducdo de Oxido nitrico e malondialdeido, e aumento nas
atividades de SOD e CAT e nos niveis de GSH (SUBRAMANIAN; PRASATH, 2014).
O tratamento de ratos diabéticos com sementes de Trigonella-foenum-graecum L.
restaurou as atividades de SOD, CAT, GSH-Px (glutationa peroxidase) e GSH-Rd
(glutationa redutase) no figado e rim (GENET et al., 2002; MOHAMAD et al., 2004), e
reduziu a lipoperoxidacao (XUE et al., 2011) em figado e rim.

Os AGEs sdo metabolitos tdxicos produzidos em excesso em condigcdes de
hiperglicemia (WAUTIER., 2017). A produc¢édo dos AGEs pode ser atenuada pela acao
do sistema da glioxalase. Neste sistema, a enzima GLO 1 catalisa a conversdao de
metilglioxal em SD-lactilglutationa, em reacdo dependente de GSH, a qual é
posteriormente metabolizada em D-lactato por acdo da GLO 2. GLO 2 e NRF 2 estdo
envolvidos na reciclagem de GSH, fornecendo o co-fator essencial para a atividade
enzimatica de GLO 1 (HOLLENBACH, 2017). Ativadores de NRF 2 induzem aumento
na expressdo génica e na atividade de GLO 1 (XUE et al.,, 2012). O aumento na
expressao de GLO 1 diminui as concentracdes de adutos proteicos derivados de
metilglioxal. No entanto, em condi¢fes que culminam em niveis elevados de AGEs, e
que sdo frequentemente acompanhadas de aumento no estresse oxidativo, ambos a
saturacdo do sistema da glioxalase e a exaustdo da ativacdo de NRF 2 podem ocorrer
(XUE et al., 2012; MASTROCOLA, 2017). Podemos sugerir que 0 aumento nos niveis
de NRF 2 em animais tratados com trigonelina pode ter contribuido para os aumentos
observados nos niveis de GLO 1 em figado e rim, o que pode contribuir para explicar a
reducdo dos niveis de AGEs nestes tecidos.

Além do aumento em GLO 1, a trigonelina também aumentou os niveis de AGE-R1

no figado e rim de animais alimentados com a dieta H, o que pode ter contribuido para
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seus efeitos anti-glicacdo, em associacdo aos menores niveis de AGEs e de RAGE. Ao
sequestrar e degradar proteinas modificadas por AGEs, o0 AGE-R1 impede o acimulo
dessas moléculas no citoplasma e no meio extracelular, o que pode contribuir para o ndo
estimulo a producdo de ERO ou de novos AGEs, suprimindo a lesdo tecidual
(VLASSARA et al, 2009; URIBARRI et al., 2011; VLASSARA et al., 2011).

Por fim, o tratamento com trigonelina em iogurte contribuiu significativamente para
a reducdo da ingestdo alimentar, bem como massa corporal, culminando em menor
hipertrofia adipocitica, o que pode ter contribuido para a reducao da inflamacéo e para o
aumento da sensibilidade a insulina e toleréncia a glicose. Efeitos importantes deste
tratamento também foram observados em rim, o qual antenuou o estresse glicativo,
oxidativo e a inflamagdo, bem como promoveu aumento importante em sensores do
status energético, contribuindo para a manutencao/protecdo do tecido renal de animais

em dieta hiperlipidica.

5.4 Tratamento com curcumina em iogurte na atenuacdo dos disturbios
metabolicos em modelo animal de obesidade e resisténcia a insulina

Embora com menor intensidade em comparacdo aos efeitos da trigonelina, a
curcumina em iogurte atenuou algumas alteracdes relacionadas a obesidade nos animais
alimentados com dieta hiperlipidica. O tratamento com curcumina promoveu reducdo da
ingestdo calorica e assim menor ganho de peso corporal, quando comparado aos animais
do grupo H. A atenuacdo no ganho de peso corporal foi corroborada pela reducdo nas
massas de tecidos adiposos marrom e brancos epipidimal e retroperitoneal, bem como
foi observada uma reducdo da hipertrofia adipocitica em tecido adiposo branco
epipidimal.

A reducdo da hipertrofia no tecido adiposo branco epididimal em animais tratados
com curcumina pode ter participacdo na atenuacdo da inflamacdo, observada pelos
menores niveis de NF-«xB e de adipocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF-a. A curcumina
nédo apresentou acdo em IL-10 no tecido adiposo branco. O tratamento com curcumina
ndo promoveu recuperacdo na capacidade de fosforilar a AKT, mesmo reduzindo a
inflamacdo no tecido adiposo branco epididimal. Entretanto, aumentou
significativamente a fosforilacdo de AKT no mdsculo gastrocnemius, o que pode ter
participacdo na melhoria da sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose.

Estudos apontam que a agdo da curcumina na atenuacdo da obesidade se deve a

diversas acdes, incluindo potencial anti-inflamatorio, capacidade de inibigdo da
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diferenciacéo de pré-adipocitos e potencial antioxidante (KIM et al., 2011; LONE et al.,
2017). Segundo Kobori et al. (2018), a oferta de curcumina a animais alimentados com
dieta hiperlipidica suprimiu o estresse do reticulo endoplasmético, bem como reduziu o
acumulo de macrofagos e os niveis de NF-kB no tecido adiposo epididimal, reduziu a
expressao de leptina, e estimulou a lipdlise no tecido adiposo branco epididimal,
contribuindo para a reducdo da hipertrofia adipocitica. Em contrapartida, um estudo
recente realizado por Silva et al. (2019) mostrou que a suplementacdo de curcumina a
animais alimentados com dieta hiperlipidica ndo melhorou o peso corporal, a
adiposidade, glicemia, dislipidemia e a intolerancia a glicose, em relacdo aos animais
mantidos em dieta hiperlipidica e ndo tratados.

Em determinadas condic@es, adipdcitos tipo “marrom” ou adipdcitos beges podem
se desenvolver dentro do tecido adiposo branco, com caracteristicas semelhantes aos
adipdcitos marrons, utilizando &cidos graxos para produzir calor (MULYA; KIRWAN,
2016). Em estudo realizado por Wang et al. (2015), a curcumina reduziu a massa
corporal via estimulo ao aumento no nimero de adipécitos beges (“browning”) e pelo
subsequente aumento da termogénese e biogénese mitocondrial em tecido adiposo
branco inguinal. Nosso estudo mostra que o tratamento com curcumina provavelmente
estimulou o programa termogénico no tecido adiposo marrom, via ativacdo de SIRT
1/AMPK/PGC-1a/NRF 2 e UCP 1, contribuindo para a melhoria na regulagdo do
balanco energético de animais HC, sugerindo uma possivel participacdo desta via na
reducdo da massa de tecidos adiposos, bem como no aumento da sensibilidade a
insulina. Song et al. (2018) observaram que o tratamento de animais em dieta
hiperlipidica com curcumina reduziu o tamanho de adipdcitos marrons em associa¢éo
ao aumento na expressdo génica de UCP 1, via ativagdo de PPARa/PPARY.

O tratamento de animais em dieta H com curcumina promoveu aumento
significativo da sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose, aumentou a atividade de
PON 1 e reduziu os niveis de TBARS e AGEs no plasma. Corroborando nossos
resulados, estudos também observaram os efeitos da curcumina na promog¢do do
aumento na atividade de PON 1, contribuindo para atenuagéo do estresse oxidativo de
ratos diabéticos (JANG et al., 2008; ALAPPAT; AWAD, 2010; ASSIS et al., 2017,
ROXO et al., 2019).

Os efeitos do tratamento com curcumina no figado tambem contribuiram
significativamente para a atenuagdo do estresse glicoxidativo, via reducdo de TBARS,

AGEs e RAGE. O tratamento com curcumina também reduziu a inflamagéo no figado,
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uma vez que foram observadas reducbes nos niveis de NF-xB, citocinas pro-
inflamatérias 1L-6 e TNF-o e aumento da citocina anti-inflamatéria 1L-10.
Corroborando nossos achados, Weisberg et al. (2008) observaram que em figado de
animais em dieta hiperlipidica e suplementados com curcumina reduziu a expressao de
de NF-xB e os niveis de varios marcadores inflamatdrios, incluindo SOCS 3, TNF-a ¢
MCP 1.

Os efeitos da curcumina tém sido associados a regulacdo de multiplos alvos
celulares que participam do controle do metabolismo lipidico. Trabalhos demonstram
que a estimulacdo de AMPK por curcumina promove inibicdo da enzima acetil-CoA
carboxilase (ACC), aumento na expressdo de carnitina palmitoil transferase 1 (CPT-1) e
redu¢do da expressio de PPARy (EJAZ et al., 2009; BRADFORD, 2013),
consequentemente ocorre reducdo da hiperlipidemia, uma vez que os alvos regulados
pela curcumina culminam em reducéo na biossintese de &cidos graxos e colesterol, bem
como em aumento na velocidade de oxidagdo de cidos graxos, no figado e rim (JANG
et al., 2008; MARTINEZ-MORUA et al., 2013; SOTO-URQUIETA et al., 2014). A
curcumina também é capaz de reduzir a lipogénese e o acimulo de lipideos no figado de
animais resistentes a insulina, e esses efeitos estdo associados a inibicdo da transcricdo
de genes envolvidos na lipogénese hepaética, tais como a proteina de ligacdo ao elemento
regulatorio do esterol 1c (SREBPLc) e a proteina de ligacdo ao elemento de resposta a
carboidratos (ChREBP). Estudos também sugerem que a curcumina pode melhorar a
glicemia via ativacdo da glicolise e inibicdo da gliconeogénese hepatica (SEO et al.,
2008; SHAO et al., 2012). Com isso, os efeitos do tratamento com curcumina em
iogurte no figado de animais em dieta hiperlipidica podem ter contribuido para a
regulacdo do status energético via aumento na expressdo de SIRT 1/AMPK/PGC-1a,
atenuando o estresse oxidativo, glicativo e inflamacéo.

Sabendo-se que um dos principais efeitos de PGC-1a € a promocdo de biogénese
mitocondrial, principalmente devido a estimulacdo de NRF 1 e NRF 2 (SCARPULLA,
2008), nossos resultados mostram que a curcumina pode contribuir para atenuacdo da
disfungdo mitocondrial via aumento dos niveis proteicos de PGC-1a e NRF 2 no figado
de animais em dieta hiperlipidica. O aumento nos niveis de NRF 2 em figado de
animais tratados com curcumina também pode ter contribuido para os aumentos
observados nas atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px, justificando
seu potencial antioxidante em animais alimentados com dieta hiperlipidica.

Consequentemente, também observamos reducdo de TBARS em figado de animais HC.
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Diversos outros estudos utilizando modelos animais de DM experimental ja
demonstraram o potencial da curcumina em reduzir o estresse oxidativo via aumento
nas atividades de enzimas antioxidantes, tais como SOD, CAT e GSH-Px, e assim
culminando em reducdo da peroxidacédo lipidica (SEO et al., 2008; ARCARO et al.,
2014; ASSIS etal., 2017; GUTIERRES et al., 2019).

Tal como ja discutido anteriormente, NRF 2 também aumenta a expressdo de GLO
1, promovendo assim a detoxificacdo do metilglioxal, o que pode explicar a reducdo do
estresse glicativo em figado de animais mantidos em dieta H e tratados com curcumina
em iogurte. Ndo observamos efeitos da curcumina na expressao de AGE-R1. Em
contrapartida, Tang e Chen (2014) relataram que a reducdo dos efeitos deletérios de
AGEs ap6s o tratamento com curcumina se deve ao aumento da detoxificacdo de AGEs
por AGE-R1, bem como supressdo de RAGE em células hepaticas.

Além dos beneficios observados no figado, a curcumina reduziu o estresse
glicoxidativo no rim, via diminui¢do nos niveis de TBARS, AGEs e RAGE. Também
reduziu marcadores da inflamacéo neste tecido, promovendo diminui¢do nos niveis de
NF-kB e de citocinas pré-inflamatorias IL-6 € TNF-a. A curcumina também contribuiu
para a promocdo de aumentos nos niveis de SIRT 1 e AMPK, bem como nos niveis de
NRF 2, o que pode ter contribuido para o aumento na atividade de CAT, e assim
reduzindo os prejuizos renais provocados pela dieta hiperlipidica.

A curcumina vem sendo estudada em modelo experimetnal de doenca renal cronica,
e mostrou grande eficacia na reducdo do estresse oxidativo, inflamacdo, fibrose e
apoptose, via aumento na expressao do fator de transcricdo NRF 2 (ALI et al., 2018).
Em estudo realizado por Wu et al. (2017), também foi avaliado o papel da curcumina na
atenuacdo de lesdo renal aguda de ratos, onde foi observado o efeito protetor deste ativo
natural na reducdo do estresse oxidativo e na ativacdo de vias de sinalizacdo
dependentes de AMPK e NRF 2/HO-1.

Nossos resultados mostram que o tratamento de animais em dieta hiperlipidica com
curcumina em iogurte contribuiu para o aumento da sensibilidade a insulina e tolerancia
a glicose. O tratamento com curcumina também estimulou o programa termogénico no
tecido adiposo marrom e no figado aumentou o status energético, atenuou o estresse
glicativo, oxidativo e inflamatdrio, assim contribuindo para manutencdo/protecédo

hepatica de animais em dieta hiperlipidica.
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5.5 Tratamento com a combinacédo de trigonelina e curcumina em iogurte na
atenuacdo dos distarbios metabolicos em modelo animal de obesidade e resisténcia
ainsulina

Sabendo-se dos efeitos isolados dos ativos naturais trigonelina e curcumina em
iogurte na prevencdo das alteracGes relacionadas a obesidade, e com a intencao de obter
efeitos aditivos ou até mesmo sinérgicos, animais em dieta H foram tratados com a
combinacéo de trigonelina e curcumina em iogurte.

Interessantemente, a combinacdo de trigonelina e curcumina em iogurte ndo
melhorou alguns efeitos prejudiciais promovidos pela dieta H apresentando semelhanca
com o grupo de animais obesos ndo tratados e anulacdo dos efeitos benéficos dos
compostos isolados (trigonelina ou curcumina em iogurte) contribuindo para: (i)
intolerdncia a glicose e resisténcia a insulina, (ii) niveis elevados de AGEs plasmaticos,
(iii) prejuizos na fosforilacdo de AKT no tecido adiposo branco epididimal e no
musculo gastrocnemius, (iv) inflamacdo do tecido adiposo branco epididimal, com
niveis elevados de IL-6 e redugdo nos niveis da adipocina anti-inflamatéria IL-10, (v)
inflamacédo no figado e no rim, via elevados niveis proteicos de NF-kB e de citocinas
pré-inflamatorias (TNF-a e IL-6) e reducéo de IL-10, (vi), aumento nos niveis proteicos
de RAGE.

Por outro lado, efeitos benéficos também foram observados no tratamento de
animais H com a combinacdo de trigonelina e curcumina. As reducdes observadas na
massa corporal, ingestdo alimentar, adiposidade, tamanho de adipdcitos, glicemia de
jejum, niveis de colesterol, TBARS no plasma e AGEs no figado e rim, podem estar
associadas aos efeitos isolados do iogurte, devido a semelhanca nos resultados obtidos
com animais HI em relagdo aos animais HTC. Os aumentos nos niveis de PGC-1a, NRF
2 e UCP 1 no tecido adiposo marrom, aumento da fosforilacdo de AMPK no figado e no
rim, e aumento na atividade das enzimas antioxidantes (CAT e GSH-Px) no figado de
animais HTC também podem ser atribuidos aos efeitos da curcumina em iogurte. Ja
reducdo nos niveis de TBARS e 0s aumentos de SOD e GLO 1 no figado, bem como a a
reducéo de Bax e o aumento de SIRT 1 e PGC-1a no rim de animais HTC podem ser
atribuidos aos efeitos da trigonelina em iogurte. J& os prejuizos da combinagdo de
trigonelina e curcumina em iogurte em animais mantidos em dieta H podem ser
atribuidos a alteracdo na biodisponibilidade destes ativos naturais, ou ao alcance de

niveis toxicos destes antioxidantes, quando combinados.
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Arcaro et al. (2014) investigaram as atividades antidiabéticas e antioxidantes in vivo
da curcumina e da piperina, administradas no iogurte sozinhas ou em combinacdo. A
piperina sabidamente atua como um bioenhancer, isto é, aumenta a biodisponibilidade
de varios farmacos, e também da curcumina. A piperina promove inibicdo de enzimas
que participam de processos de biotransformagdo no intestino e figado, incluindo
citocromo P 450 (CYP3A4), bem como inibe o transportador glicoproteina-P, envolvido
no efluxo de drogas. Os autores observaram que o tratamento de ratos diabéticos com
iogurte enriquecido com 90 mg/kg de curcumina atenuou parcialmente as alteracfes
associadas ao estresse oxidativo em ratos diabéticos, melhorando a glicemia,
aumentando as atividades de enzimas antioxidantes e reduzindo os niveis de
biomarcadores de estresse oxidativo. A dose de 20 mg/kg de piperina em iogurte
também se mostrou efetiva quanto as atividades antidiabética e antioxidante. Entretanto,
0s autores observaram que os efeitos benéficos observados com os tratamentos com
curcumina e piperina, isoladamente, foram anulados quando estes ativos naturais foram
administrados de forma combinada. De fato, tal combinagdo mostrou-se inclusive
toxica, uma vez que animais diabéticos tratados com curcumina + piperina
apresentaram niveis plasmaticos de ALT maiores em relacdo aos animais diabéticos
tratados curcumina ou piperina sozinhos, ou ate mesmo em relagdo aos animais
diabéticos tratados somente com o veiculo, iogurte. Portanto, a administracdo
concomitante de curcumina + piperina ndo trouxe vantagem alguma para a atividade
sua biotransformacdo quando administrada com piperina, sugerindo assim que a
atividade antidiabética da curcumina esteja associada a algum metabdlito.

Ahmmed et al. (2015), utilizando microssomas hepaticos de ratos, observaram que a
trigonelina foi capaz de inibir a atividade de CYP3A4, entretanto tal inibicdo foi
discreta quando comparada ao controle positivo, cetoconazol. Assim, podemos sugerir
que, em nosso estudo, a trigonelina também possa estar inibindo as enzimas que
participam dos processos de biotransformacdo da curcumina, nos animais que foram
tratados com a combinag&o trigonelina + curcumina, ndo havendo a geracdo de niveis
suficientemente necessarios do(s) metabdlito(s) da curcumina responsavel(is) pelas
acOes benéficas deste ativo natural. Deve-se lembrar que nossos tratamentos foram
realizados durante 9 semanas, 0 que poderia estar favorecendo o efeito inibitorio in vivo
da trigonelina sobre CYP3A4, causando impactos significativos sobre a

biotransformagao da curcumina.
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Porém, além da anulacdo de diversos efeitos benéficos da curcumina, o tratamento
combinado também anulou diversas das a¢6es benéficas da trigonelina. N&o hé indicios
de que a trigonelina seja biotransformada em animais. Podemos sugerir que a
combinacdo de antioxidantes tenha permitido o alcance de niveis tdxicos devido a
administracdo excessiva de antioxidantes. Dosagem e natureza quimica de antioxidantes
exogenos podem ser fatores determinantes que impactam no equilibrio entre os efeitos
benéficos e os efeitos deletérios destes ativos naturais. Altas doses de compostos
antioxidantes exdgenos podem ser toxicas, devido aos efeitos pro-oxidativos destes
qguando em altas concentragdes ou quando na presenca de ions metalicos, tal como os
acidos fendlicos derivados de &cidos benzédico e cinamico (BOUAYED; BOHN 2010;
YORDI et al., 2012).

O antioxidante dietético EGCG (epigallocatechin-3-gallate), existente no cha verde
e encontrado também em outras preparac6es, em doses farmacoldgicas (30 e 60 mg/kg)
elimina a ansiedade em camundongos, no entanto doses entre 120 a 150 mg/kg causou a
morte de camundongos em menos de 24 horas, presumivelmente devido a sua alta
hepatotoxicidade (GALATI et al., 2006).

Silva et al. (2019) também observaram que a suplementacdo de curcumina nao
melhorou varios pardmetros alterados em camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica, e também notaram que a curcumina causou acumulo de lipideos no
pancreas, de animais alimentados com dieta hiperlipidica ou padrdo. Tal acimulo de
lipideos no pancreas foi considerado, pleos autores, como uma evidéncia de dano
tecidual e, portanto, interpretado como toxicidade da curcumina. Esta toxicidade pode
ser uma conseqliéncia da quantidade administrada; os autores descreveram que 0S
animais receberam 8 mg de curcumina/animal/dia. Em nosso estudo, embora
camundongos em dieta hiperlipidica tenham recebido uma quantidade menor (2,0-2,5
mg de curcumina/animal/dia), em combinacdo com a trigonelina e administrados por 9
semanas, esta terapia combinada pode ter favorecido o alcance de niveis toxicos destes
antioxidantes.

Além disso, a biotransformacéo de farmacos pode ser influenciada durante doencas
infecciosas e inflamatdrias, principalmente devido a regulacdo negativa das enzimas
metabolizadoras, em nivel transcricional e pos-transcricional (MALLICK et al., 2018);
alteracdes associadas a obesidade podem culminar em alteragdes na biotransformacéo
de farmacos. Em geral, a obesidade esta associada a uma diminuicdo na atividade de
CYP (TOMANKOVA et al, 2015). Na obesidade, vérias citocinas também se
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encontram envolvidas na alteracdo da expressao e atividade de CYPs (MALLICK et al.,
2017). Aumento de IL-6 reduz a atividade de citocromo P450, podendo levar a alteracéo
na biodisponibilidade de drogas metabolizadas por CYP; a reducdo nos niveis desta
citocina pode recuperar a funcdo dessas enzimas (MAO et al.,, 2012). Um estudo
realizado por Klein et al. (2015) confirmou que a inducdo da inflamagédo por IL-6 em
cultura de células hepaticas reduziu significativamente a expressdo da maioria das
enzimas P450, destancado-se CYP3A4, apds 24 horas.

A sinalizacdo de citocinas pode afetar a regulacdo de CYP3A4 mediada por
receptores nucleares via PXR (receptor pregnano x) ou CAR (constitutive androstane
receptor, NR1i3), ou afetando a acdo de RXRa (receptor de acido X retindico alfa) e
HNF4a (fator nuclear de hepatdcito 4a). A producdo de citocinas também ativa a
enzima oOxido nitrico sintase 2, formando 6xido nitrico (NO), e este inibe as atividades
de P450 (MORGAN et al., 2011).

Aumentos nos niveis da citocina anti-inflamatoria IL-10 estdo sendo considerados
interessantes nos tratamentos de doencas inflamatorias cronicas, incluindo artrite
reumatoide (HERNANDEZ-BELLO et al., 2017), doenca inflamatoria intestinal
(ENGELHARDT,; GRIMBACHER, 2014) e inflamacao atrial causada pela obesidade
(KONDO et al., 2018). IL-10 diminui a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias,
contribuindo para 0 aumento na atividade do CYP3A (GORSKI et al., 2000). Sabendo-
se dos efeitos da IL-6 na inibicdo de CYP450 e do aumento na atividade desta enzima
por IL-10, também podemos sugerir que o aumento de IL-6 e a reducdo de IL-10 no
figado de animais em dieta H e tratados com trigonelina + curcumina pode ter
contribuido para alteragdes na biotransformacdo da curcumina, causando assim a
anulacédo dos diversos efeitos benéficos da curcumina administrada isoladamente.

Dagdeviren et al. (2016) mostraram que camundongos com Superexpressao
muscular especifica de 1L-10 (M''%) séo protegidos da resisténcia & insulina induzida
por dieta hiperlipidica no masculo esquelético. IL-10 tem mostrado importancia na
atenuacdo da inflamacdo e resisténcia a insulina na obesidade e no DM; tem sido
sugerido que IL-10 exerce acgBes benéficas em ceélulas beta pancreaticas. Em
camundongos tratados com baixa dose de streptozotocina, a administracdo de IL-10
promoveu aumento na funcdo das celulas beta pancreaticas, reduziu significativamente
a insulite e evitou a hiperglicemia e progressdo do diabetes (YANG et al., 2002; XU et
al., 2015; SHEHATA et al., 2015). Além disso, em condigdes hiperglicémicas, o
aumento de AGEs e a ativacdo de RAGE contribuem para a inflamacéo, e também
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suprimem os niveis de 1L-10 (POP-BOSUI; PIETROPAOLO, 2011). Assim, podemos
sugerir que parte dos efeitos anulados pela combinacg&o trigonelina + curcumina, isto &,
intolerancia a glicose, resisténcia a insulina, aumento nos niveis de AGEs plasmaéticos e
de RAGE no figado, sejam consequéncia da reducdo significativa nos niveis de IL-10
no tecido adiposo branco epididimal, figado e rim, contribuindo assim para o estresse
glicativo em animais mantidos na dieta H e tratados com esta combinagdo de
fitoquimicos.

Torna-se importante o estudo de combinagdes de ativos naturais, pois ndo € sempre
que tais combinagdes promovem melhorias a saude via efeitos benéficos combinados.
Ativos naturais, além de promoverem suas respostas farmacodindmicas, também podem
atuar em processos que alterem a biodisponibilidade de outros componentes ou mesmo

apresentar efeito toxico quando combinados ou em altas doses.

6. CONCLUSAO

Os tratamentos de animais em dieta hiperlipidica com trigonelina ou com curcumina
em iogurte, de maneira isolada, exercem acOes antihiperglicémicas e
antihiperlipidémicas, melhoram a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina. O
tratamento com curcumina em iogurte contribuiu para o aumento da sensibilidade a
insulina no muasculo gastrocnemius e apresentou efeitos importantes na prevencdo das
alteracbes metabdlicas promovidas pela oferta de dieta hiperlipidica, via estimulo ao
programa termogénico no tecido adiposo marrom, e levou a protecdo hepética contra o
estresse glicoxidativo. Em animais alimentados com dieta hiperlipidica, o tratamento
com trigonelina em iogurte desempenhou os melhores efeitos na reducdo da ingestdo
alimentar, prevencao do ganho de massa corporal, atenuacdo da hipertrofia adipocitica e
potencial anti-inflamatorio no tecido adiposo branco epididimal, acfes estas que podem
ter participacdo na promocdo do aumento da sensibilidade & insulina e tolerancia a
glicose. A trigonelina também apresentou potencial anti-inflamatdrio, antioxidante e
anti-glicagédo, sendo um ativo natural promissor na reducdo dos danos relacionados ao
estresse glicoxidativo no figado e rim de animais obesos. A trigonelina também
contribuiu para regulagdo do metabolismo energético no rim. O tratamento de animais
obesos com a combinacgéo de trigonelina e curcumina em iogurte aumentou a resisténcia
a insulina, uma vez que foram observadas diminui¢cdes nos niveis de fosforilacdo da

AKT em musculo esquelético e principalmente em tecido adiposo branco. A
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combinacdo dos ativos naturais anulou os efeitos isolados da trigonelina e da
curcumina, contribuindo para inflamacéo no tecido adiposo epididimal, figado e rim.

A adicdo no iogurte dos ativos naturais trigonelina ou curcumina, de forma isolada,
podem ser uma suplementacdo benéfica na prevencdo ou atenuacdo das alteracdes
metabolicas observadas em camundongos que desenvolvem obesidade e resisténcia a

insulina via ingestdo de dieta hiperlipidica.
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Abstract

The development of obesity-associated complications is related to various pathogenic events including chronic inflammation, oxidative stress and generation
of advanced glycation end products (AGEs). Due to their antioxidant, anti-inflammatory and antiglycation properties, trigonelline and curcumin are interesting
candidates to counteract complications of obesity and diabetes mellitus. The current study aimed to investigate the effects of treatment with curcumin or
trigonelline mixed into yoghurt, alone or in combination, on mice fed high-fat diet (HFD); the focus was mainly on the potential of these phytochemicals to
counteract oxidative and glycative stress. Yoghurt alone improved glucose tolerance and reduced proinflammatory cytokine levels in HFD mice; however, it did
not affect the antioxidant status. Trigonelline-enriched yoghurt prevented fat accumulation in adipose tissue, improved both insulin sensitivity and glucose
tolerance and exerted anti-inflammatory and antiglycation activities (reduced AGEs and AGE receptor levels and increased the levels of components related to
AGE detoxification) in liver and kidney of HFD mice. Curcumin-enriched yoghurt exerted anti-inflammatory and potent antioxidant properties (increased
antioxidant enzyme activities and decreased lipid peroxidation) in liver and kidney of HFD mice. However, several beneficial effects were nullified when
trigonelline and curcumin were administered in combination. Trigonelline and curcumin have emerged as promising complementary therapy candidates for
liver and kidney complications associated with obesity. However, the administration of these phytochemicals in combination, at least in HFD mice, was not
effective; inhibition of biotransformation processes and/or the reaching of toxic doses during combined treatment may be prevailing over the individual
pharmacodynamic actions of these phytochemicals.
© 2020 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Obesity; Advanced glycation; Oxidative stress; Inflammation; Trigonelline; Curcumin

1. Introduction and noncommunicable diseases, including diabetes mellitus, heart
and vascular disorders and several cancer types, among others [1].

Obesity is a leading public health issue that has reached global Emerging concepts implicate various pathogenic events in the
pandemic proportions. It represents a risk factor for comorbidities development and progression of obesity complications, including
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protein; C, control diet; CAT, catalase; CYP3A4, cytochrome P540 3A4; eWAT, epididymal white adipose tissue; GLO 1, glyoxalase 1; GSH-Px, glutathione peroxidase;
HDL-cholesterol, high-density lipoprotein-cholesterol; H&E, hematoxylin and eosin; HFD, high-fat diet; iBAT, interscapular brown adipose tissue; IL-6, interleukin-
6; IL-10, interleukin-10; ITT, insulin tolerance test; NADP™, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease; NASH, non-
alcoholic steatohepatitis; NF-xB, nuclear factor kB; NRF 2, nuclear erythroid 2-related factor 2; OGTT, oral glucose tolerance test; PON 1, paraoxonase 1; RAGE,
receptor for AGEs; ROS, reactive oxygen species; rpWAT, retroperitoneal white adipose tissue; SOD, superoxide dismutase; TBARS, thiobarbituric acid reactive
substances; TNF-«, tumor necrosis factor-alpha
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low-grade chronic inflammation, oxidative stress and protein
glycation.

Chronic systemic inflammation in obesity originates from adipocyte
hypertrophy, resulting in adipose tissue local immune responses.
Adipose cells and infiltrating macrophages are the major sources of
proinflammatory cytokines, mainly interleukin-6 (IL-6) and tumor
necrosis factor-alpha (TNF-at), which participate in the onset of insulin
resistance [2,3]. In addition, these adipokines are regarded as potent
inducers of reactive oxygen species (ROS) production [3,4]. Increased
ROS levels may be involved in nuclear factor kB (NF-kB) activation,
which in turn may increase proinflammatory cytokine expression [5].
Moreover, oxidative stress contributes to the glycation process, leading
to increased generation of advanced glycation end products (AGEs) [6].
AGE formation is also widely accelerated under hyperglycemic
conditions via protein glycation and the generation of dicarbonyl
compounds, including glyoxal, methylglyoxal and 3-deoxyglucosone
[7,8]. Many detrimental AGE-induced consequences during the onset of
obesity and diabetes complications are related to the receptor for AGEs
(RAGE); RAGE activation stimulates signaling pathways leading to
insulin resistance development, low-grade inflammation and oxidative
stress exacerbation [9,10]. In addition, NF-«B induces RAGE expression
and the activation of this receptor perpetuates NF-xB induction [11].
Altogether, there is a complex interplay among inflammation, oxidative
stress and glycation processes, which leads to a pathogenic profile
causing various disturbances in the course of obesity.

These recent advances in the understanding of the multistep
metabolic syndrome pathogenesis have provided the basis to explore
new therapeutic possibilities for obesity, diabetes mellitus and
associated complications. In this sense, in addition to the identification
of strategies that dampen low-grade inflammation and oxidative stress,
RAGE inhibition and AGE detoxification induction are apparently
attractive candidates for therapeutic development [12,13]. Among the
AGE detoxification systems, the AGE-receptor (AGE-R) complex family
and the glyoxalase system should be highlighted. The AGE-R complex
consists of AGE-R1 (OST-48), AGE-R2 (80K-H) and AGE-R3 (galectin-3).
AGE-R1 is active when bound to proteins modified by AGEs, promoting
their endocytic uptake and degradation [8]. The glyoxalase system
participates in methylglyoxal detoxification; it comprises two enzymes:
glyoxalase 1 (GLO 1) catalyzing hemithioacetal isomerization (sponta-
neously produced in the reaction between methylglyoxal and reduced
glutathione) to S-D-lactoylglutathione and glyoxalase 2 (GLO 2)
catalyzing the hydrolysis of S-D-lactoylglutathione to D-lactate [14].
Low GLO 1 levels have been found in animal models of obesity and
in obese individuals, leading to increased methylglyoxal levels and
causing dicarbonyl stress, which contributes to insulin resistance and
inflammation [13]. Therefore, the search for interventions stimulating
antioxidant defenses and AGE detoxification systems, as well as
inhibiting inflammation and the AGE/RAGE pathway, is an interesting
direction for further investigation.

Natural bioactive compounds have attracted significant attention
due to their anti-inflammatory, antioxidant and antiglycation activ-
ities against various disturbances and complications observed in
obesity and diabetes mellitus [15,16]. Trigonelline (N-methylnicotinic
acid; C;H;NO,) is an alkaloid first isolated from the seeds of Trigonella
foenum-graecum L. (fenugreek). Trigonelline has exhibited beneficial
effects on various obesity and diabetes symptoms [17-19]; however,
studies focusing on its mechanism of action are still lacking. Curcumin
(diferuloylmethane; C51H,¢0g) is a yellow pigment isolated from the
dried rhizomes of Curcuma longa L. (turmeric). Curcumin exerts
pleiotropic activities against various diseases including obesity and
diabetes mellitus [20,21]. More advances have been made in the
identification of molecular targets for curcumin than for trigonelline;
therefore, curcumin has emerged as an interesting option to be used in
combination with trigonelline. Previous studies from our laboratory
showed interesting results regarding the use of curcumin in

combination with other natural antioxidants [22] or with antidiabetic
agents [23,24] to attenuate various diabetic symptoms. Therefore, in
addition to advancing the understanding of curcumin and trigonelline
mechanisms of action, another objective of this investigation was to
introduce a therapeutic strategy combining curcumin and trigonelline,
attempting to target the multiple disturbances observed in obesity.

The current study aimed to determine whether individual
treatment with curcumin or trigonelline mixed into yoghurt has
beneficial effects on the disturbances observed in fed high-fat diet
(HFD) mice; the main focus was placed on the antioxidant and
antiglycation activities of these phytochemicals and on their mecha-
nism of action. The second goal of this study was to investigate the
effects of combined treatment with trigonelline and curcumin mixed
into yoghurt, introducing a new therapeutic strategy that targets
various complications related to obesity.

2. Materials and methods
2.1. Animals and diets

C57Bl/6 male mice (4-week-old; weight 214+0.10 g) were obtained from the
Animal Facilities of Ribeirdo Preto Medical School, University of Sio Paulo (USP),
Ribeirdo Preto, Brazil. During the experimental period, animals were maintained in the
Animal Facility of the Department of Clinical Analysis, School of Pharmaceutical
Sciences, Sdo Paulo State University (Unesp), Araraquara, Brazil. Mice were housed (two
animals per cage) in a controlled environment of temperature (2341°C) and humidity
(5545%) with 12 h light/dark cycle and with food and water ad libitum. After 2 weeks of
acclimation and normal chow diet (Presence Nutri¢gdo Animal, Paulinia, Sdo Paulo,
Brazil), mice were fed for 9 weeks with control diet (C; 3.85 kcal/g; 4% lipids;
Supplementary Table 1) or HFD (HFD; 5.40 kcal/g; 35% lipids; Supplementary Table 1)
(Pragsolugoes Biociéncias Servios e Comércio Ltda, Jad, Sdo Paulo, Brazil). HFD enabled
the development of obesity.

2.2. Experimental design and treatments

Curcumin from Curcuma longa (turmeric), powder (76% purity, product number
(1386, batch number SLBH2403V, purchased from Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA) and trigonelline (analytical standard, 100.4% purity, product number T5509, batch
number BCBP6003V, purchased from Sigma Aldrich-Fluka, St. Louis, Missouri, USA)
were mixed with commercial plain yoghurt (170 g containing 9.1 g carbohydrates, 6.8 g
protein, 7.0 g total fat, 126 kcal, Nestlé®, Brazil), alone or in combination, using a
homogenizer (27,000 rpm) for 90 s at ambient temperature (25°C).

Mice were randomly separated into six groups (14 animals/group): fed a control
diet (C); fed a HFD (H); fed a HFD and treated with yoghurt (HY); fed a HFD and treated
with trigonelline (50 mg/kg body weight) mixed into yoghurt (HT); fed a HFD and
treated with curcumin (90 mg/kg body weight) mixed into yoghurt (HC); and fed a HFD
and treated with trigonelline (50 mg/kg body weight) + curcumin (90 mg/kg body
weight) mixed into yoghurt (HTC). All treatments were administered using gavage.
Yoghurt (alone or containing trigonelline and/or curcumin) was administered by
gavage to animals in a volume of 0.15 mL/day. The treatments started on the day of HFD
offering to mice and were performed daily, between 08:00-09:00 a.m., for 9 weeks.

Body weight and food intake were assessed weekly. The oral glucose tolerance test
(OGTT) and insulin tolerance test (ITT) were performed at week 7 and 8, respectively.
Considering that animals were fasted before the OGTT and ITT, food intake monitoring was
performed until week 6. At the end of the treatments (week 9), animals were fasted for 6 h,
anesthetized (16 mg/kg xylazine and 90 mg/kg ketamine) and administered 3.8 IU/kg
insulin (8 mice/group) or saline solution (6 mice/group) intraperitoneally to investigate
AKT phosphorylation changes in epididymal white adipose tissues (eWAT); after 10 min
insulin or saline administration, blood samples were collected by cardiac puncture in
heparinized tubes and immediately centrifuged at 700xg for 10 min at 25°C to obtain
plasma. Gastrocnemius skeletal muscles, eWAT, retroperitoneal white adipose tissue
(rpWAT), interscapular brown adipose tissue (iBAT), liver and kidney were carefully
removed, weighed, snap-frozenin liquid nitrogen and stored at —80°C for further analysis.
Furthermore, eWAT samples were embedded into formalin for histological analysis.

All procedures were previously approved by the Committee for Ethics in Animal
Experimentation of the School of Pharmaceutical Sciences, Unesp, Araraquara (CEUA/
FCF/CAr n° 03/2016).

2.3. Glucose homeostasis assays

At week 7, animals were fasted for 12 h, and the OGTT was performed at 11:00 a.m.
after gavage with glucose (1 g/kg). Glycemia were measured before (0 min) and after
(15, 30, 60, 90 and 120 min) the glucose challenge. A drop of blood was obtained from
the mouse tail to determine the glycemia levels measured by glucometer (Abbott
Diabetes Care Ltd., Brazil).
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At week 8, mice were fasted for 6 h, and the ITT was performed at 01:00 p.m. after an
intraperitoneal insulin injection (0.65 Ul/kg). Blood for glycemia determination was
collected before (0 min) and after (15, 30, 45 and 60 min) the insulin injection.

2.4. Biochemical analyses

Glucose, triacylglycerol, cholesterol, high-density lipoprotein-cholesterol (HDL-
cholesterol), alanine aminotransferase (ALT), creatinine and urea levels were
determined using commercial kits (Labtest Diagnostica SA, Lagoa Santa, Brazil).

Fluorescent AGEs in plasma and liver were assessed according to Zilin et al. [25]
with modifications, whereas fluorescent AGEs in kidney were measured according to
Pokupec et al. [26]. Plasma and liver homogenates were treated with 0.12 M
trichloroacetic acid, 0.1 M sodium hydroxide and 1.2 M chloroform (plasma) or 2.4 M
chloroform (liver). Kidney homogenates were supplemented with 0.1 M sodium
hydroxide. The tubes were shaken vigorously, maintained at 10+2°C for 30 min, and
centrifuged at 10,000xg for 10 min at 10°C. Fluorescence intensities relative to the AGEs
in supernatants were measured spectrofluorometrically with excitation and emission
wavelengths of 370 and 440 nm, respectively, using a microplate multi-mode reader
with split set at 16 nm, Synergy H1™, BioTek Instruments Inc. (Winooski, VT, USA). The
results were expressed as arbitrary units of fluorescence per milligram protein.

Lipid peroxidation products, including malondialdehyde, were measured in
deproteinized tissue samples (plasma, liver and kidney) using the thiobarbituric acid
(TBA) reaction; TBA reactive substances (TBARS) were assessed according to Kohn and
Liversedge [27]. The activities of the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px) in liver and kidney were
determined as previously described [22,28]. SOD activity was evaluated by the
oxidation of xanthine in the presence of xanthine oxidase, which generates a
superoxide anion reducing nitroblue tetrazolium chloride (NBT) to a formazan product.
CAT activity was measured by monitoring the disappearance of hydrogen peroxide
(H20). GSH-Px activity was determined by the oxidation of glutathione (GSH) in the
presence of H,0,; in the presence of glutathione reductase, the oxidized glutathione is
reduced to GSH with concomitant oxidation of nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADPH) to NADP™. The activity of paraoxonase 1 (PON 1) in plasma was
measured by the hydrolysis of paraoxon and the release of p-nitrophenol [22].

2.5. Western blot analysis

Samples of eWAT, liver and kidney samples were homogenized (Polytron Omni
THO1, Kennesaw, GA) in ice-cold buffer containing 50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 24 mM sodium deoxycholate, 0.01% sodium dodecyl
sulfate (SDS), 10 mM sodium pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM sodium
orthovanadate, 1.5 uM aprotinin, 1 mM phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) and 2.1
UM leupeptin, obtaining whole cell lysates. The homogenates were centrifuged at
11,900xg at 4°C for 30 min, and the supernatants were used for protein determination
[29]. Sample buffer (62.5 mM Tris-HCl, 10% glycerol, 2% SDS, 33.2 mM dithiothreitol
(DTT) and 0.01% bromophenol blue; pH 6.8) was added to the supernatants. Samples
containing 20-100 pg protein were subjected to SDS-PAGE electrophoresis on 8-12%
acrylamide gels and were then electroblotted onto nitrocellulose membranes. Proteins were
detected by overnight incubation at 4°C with specific primary antibodies (Supplementary
Table 2). Primary antibody binding was detected by peroxidase-conjugated secondary
antibodies (Supplementary Table 2) and visualized utilizing an enhanced chemiluminescent
substrate (1.1 mM luminol sodium salt, 2.0 mM 4-iodophenylboronic acid, 5.3 mM
hydrogen peroxide and 0.1 M Tris-HCl, pH 8.6). Chemiluminescent bands were captured
with a C-Digit Blot Scanner (LI-COR, Lincoln, NE), and band intensities were analyzed
using LI-COR Image Studio 4.0.

To determine the protein levels of the transcription factors nuclear erythroid 2-
related factor 2 (NRF 2) and p65 subunit of NF-KB, cytosolic or nuclear fractions were

prepared according to Seubwai et al. [30] with modifications. Liver and kidney samples
were homogenized in a glass Dounce homogenizer in hypotonic buffer (10 mM HEPES-
KOH, pH 7.9, 1.5 mM MgCl,, 10 mM KCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 0.5 mM DTT, 1 mM PMSF
and 10 pg/mL aprotinin). After centrifugation at 2600xg for 3 min at 4°C, the
supernatant containing the cytosolic fraction was collected. The pellet was used as the
nuclear fraction, lysed with nuclear lysis buffer (20 mM HEPES-KOH, pH 7.9, 10%
glycerol, 420 mM NaCl, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 1 mM PMSF and 10
pg/mL aprotinin) and incubated on ice for 30 min. The nuclear fraction was obtained by
centrifugation at 20,800xg for 10 min at 4°C. Samples of the nuclear and cytosolic
fractions containing 50 pg protein were used for analyses of NF-«B and NRF 2 levels.

Results were expressed as mean 4+ standard error of the mean (S.E.M.) of the
densitometric band analysis obtained from 5 replicates per group; for densitometry,
blots were developed in the linear range. All results were normalized to 3-actin (total
protein extracts), histone (nuclear extracts), or total protein (protein phosphorylation
studies). For each biomarker monitored by western blot, a representative mean value
lane was selected to compose the Figures.

2.6. IL-6, TNF-a and interleukin-10 (IL-10) level measurements

Samples of eWAT, liver and kidney (supernatants from western blot analysis) were
used for cytokine measurements. IL-6, TNF-« and IL-10 levels were determined by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) according to the manufacturer's protocol
(Affymetrix eBioscience, San Diego, CA, USA), and the absorbance was measured at 450
nm. Then, the sample values were read based on the standard curve, and the cytokine
concentrations were calculated.

2.7. Histological analysis

Samples of eWAT were fixed by immersion in 10% formaldehyde, dehydrated with
alcohol and xylol and embedded in paraffin. Five-micrometer-thick adipose tissue
sections were mounted on slides and stained with hematoxylin and eosin (H&E).
Adipose cells were observed under an optical microscope (Olympus BX51, Olympus
Optical, Tokyo, Japan) at 400 x magnification (10 ocularx40 objective lens), and
images were acquired with a digital camera (DP-71, Olympus, Tokyo, Japan). The area
and diameter of white adipocytes from 5 animals/group (500 adipose cells/group) were
analyzed in the Image ] software. Results were expressed as mean + S.E.M. for adipocyte
area and diameter.

For eWAT stereometric analysis, a 2250 um? standard grid containing 9x9 squares
of 50 um was constructed using an image editor (Adobe Photoshop CS5) and
superimposed on the digital images obtained from the histological sections. A single,
previously trained and calibrated examiner performed the stereometric analysis using
the dot counting technique. Adipocyte volumetric densities were determined by
comparing the proportion between cell membrane and cytoplasm. Adipocytes were
identified as univacuolar, optically empty cells, compressed to each other, with limits
constituted by the cell membrane and by its displaced cytoplasm and rounded nucleus.
The results were expressed as percentage (mean 4 S.E.M.) of cell structure (cell
membrane and cytoplasm) occurrence from measurements of each histological section.

2.8. Statistical analysis

Data are expressed as mean + S.E.M. One-way analysis of variance followed by the
Student-Newman-Keuls test was used to compare intergroup differences of physio-
logical and biochemical parameters as well as oxidative stress biomarkers. Data were
considered statistically significant at P<.05. Statistical analyses were performed using
the program GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, San Diego, California, USA).
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Fig. 1. Body weight and food and energy intake of mice fed a high-fat diet (HFD) and treated for 9 weeks with yoghurt enriched with trigonelline and curcumin alone or in combination.
Body weight (A), food intake (B) and energy intake (C). Values are expressed as mean+S.E.M., n=14. C: mice fed control diet; H: mice fed HFD; HY: mice fed HFD and treated with
yoghurt; HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline in yoghurt; HC: mice fed HFD and treated with 90 mg/kg curcumin in yoghurt; HTC: HT: mice fed HFD and treated with
50 mg/kg trigonelline+90 mg/kg curcumin in yoghurt. Differences between groups were considered significant at P<.05 and were analyzed using one-way ANOVA followed by the
Student-Newman-Keuls test. #: H vs. C, HY, HT, HC, HTC; *: HT vs. C, H, HY, HC, HTC; $: C vs. H, HY, HC, HT, HTC.
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Table 1

Weights of tissues of mice fed a high-fat diet (HFD) and treated for 9 weeks with yoghurt enriched with trigonelline and curcumin alone or in combination

Tissues C H HY HT HC HTC
Epididymal WAT (g) 0.440+0.026° 1.417+£0.114° 0.78540.086° 0.626+£0.051*¢ 0.769+0.075¢ 0.869+0.077¢
Retroperitoneal WAT (g) 0.103+0.006" 0.509-+0.035° 0.3014-0.045° 0.187+0.020° 0.256+0.030° 0.283+0.032¢
Interscapular BAT (g) 0.075+0.005° 0.10040.007° 0.067+0.004° 0.068+0.003* 0.060+0.003° 0.072+0.005*
Liver (g) 1.0664-0.030" 1.225+0.023° 0.996+0.032*¢ 0.89940.035¢ 0.977+0.037*¢ 1.01740.044*
Kidney (g) 0.1434-0.007* 0.183£0.006° 0.1444-0.006" 0.146+0.006" 0.155+0.007° 0.152+0.004°

Values are expressed as mean=+S.E.M., n=14. C: mice fed control diet; H: mice fed HFD; HY: mice fed HFD and treated with yoghurt; HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg
trigonelline in yoghurt; HC: mice fed HFD and treated with 90 mg/kg curcumin in yoghurt; HTC: HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline+90 mg/kg curcumin in
yoghurt. Differences between groups were considered significant at P<.05 and were analyzed using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test. Means not sharing a
common letter indicate significant differences in the analysis performed for each parameter, in a same tissue and for intergroup comparisons.

3. Results

3.1. Effects of trigonelline and curcumin on body weight gain, fat depots
and food/energy intake in HFD mice

Throughout the 9 weeks of the experiment, mice fed HFD showed
significant increases in body weight gain (Fig. 1A); fat depot mass
accretion, including eWAT, rpWAT and iBAT (Table 1); and liver and
kidney weight (Table 1). Hypertrophy of eWAT was confirmed in H
mice using histological analysis, since enlargement of the adipocyte
area (Fig. 2A and B) and diameter (Fig. 2A and C) were observed. In
stereometric analysis, increased cytoplasm frequency (Fig. 2D) and
decreased cell membrane frequency (Fig. 2E) indicated enlarged
adipocyte volume. Mice fed HFD exhibited minor food intake (Fig. 1B)
but increased energy intake (Fig. 1C).

Daily oral administration of yoghurt or curcumin-enriched yoghurt
to mice fed a HFD decreased tissue weight (Table 1) and eWAT adiposity
and hypertrophy (Fig. 2A-E); these changes can be explained, at least in
part, by the slight decrease in food (Fig. 1B) and energy intake (Fig. 1C)
observed in the HY and HC groups.

The strongest effects on obesogenic phenotype attenuation in HFD
mice were achieved by treatment with trigonelline-enriched yoghurt.
Since the beginning of treatment, even if receiving HFD, HT animals
gained less body mass (3.0+0.4 g) than both the H group (9.84-0.5 g)
and C group (5.3£0.4 g). As a result, among all studied experimental
conditions, the HT group exhibited the lowest body weight values after
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9 weeks of treatment (Fig. 1A). Furthermore, trigonelline practically
prevented the accretion of tissue weight (Table 1). Besides, the area
(Fig. 2A and B) and diameter (Fig. 2A and C) of eWAT adipocytes were
similar between the HT and C groups. Decreased cytoplasm frequency
(Fig. 2D) and increased cell membrane frequency (Fig. 2E) were also
observed in eWAT stereometric analysis, indicating lower adipocyte
volume. These beneficial effects on obesity prevention were arguably a
consequence of the marked decrease in food (Fig. 1B) and energy intake
(Fig. 1C) caused by the trigonelline treatment.

Interestingly, when trigonelline was administered in combination
with curcumin, the beneficial effects of trigonelline were not observed.
HCT animals had lower body weight gain, (Fig. 1A), tissue weight
(Table 1), food (Fig. 1B) and energy intake (Fig. 1C), eWAT adipocyte
area (Fig. 2A and B) and diameter (Fig. 2A and C) and cytoplasm
frequency (Fig. 2D), as well as increased cell membrane frequency
(Fig. 2E) than the H group. Thus, HCT animals showed a profile similar
to the one of the HC group. However, the effects of trigonelline on
obesogenic phenotype prevention were not maintained when
administered in combination with curcumin.

3.2. Effects of trigonelline and curcumin on glycemia, lipid profile,
hepatic damage and renal function biomarkers and glycoxidative stress

biomarkers in plasma of HFD mice

Mice fed HFD for 9 weeks exhibited higher fasting glucose (30%),
triglyceride (21%), cholesterol (47%) and HDL-cholesterol (44%)
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Fig. 2. Histology of epididymal white adipose tissue (eWAT) of mice fed a high-fat diet (HFD) and treated for 9 weeks with yoghurt enriched with trigonelline and curcumin alone or in
combination. Representative microphotographs (400 x magnification) of eWAT stained sections from mice of different experimental groups. (A), quantifications of the mean area (B)
and diameter (C) of eWAT adipocytes and frequency of cytoplasm (D) and plasma cell membranes (E) in eWAT. Values are expressed as mean+S.E.M., n=>5. C: mice fed control diet; H:
mice fed HFD; HY: mice fed HFD and treated with yoghurt; HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline in yoghurt; HC: mice fed HFD and treated with 90 mg/kg curcumin in
yoghurt; HTC: HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline+90 mg/kg curcumin in yoghurt. Differences between groups were considered significant at P<.05 and were
analyzed using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test. Means not sharing a common letter indicate significant differences.
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Table 2

Plasma biochemical parameters of mice fed a high-fat diet (HFD) and treated for 9 weeks with yoghurt enriched with trigonelline and curcumin alone or in combination

Plasma parameters C H HY HT HC HTC
Glucose (mg/dL) 9445.8° 1224+4.9° 100+3.9% 104+3.7% 101+£5.2% 11447.5°
Triglycerides (mg/dL) 47+£2.9° 57425 49+3.7° 46+2.3° 45+5.9° 474+5.1°
Cholesterol (mg/dL) 90+ 1.5° 13247.8°¢ 10646.6*° 1164+4.6*° 113+4.0° 11543.1*P
HDL-cholesterol (mg/dL) 82+1.0° 118+5.1° 98+5.8° 95+5.2° 10542.2°P 1054+1.7°°
ALT (U/L) 704+6.4 93+14.2 724220 6644.0° 714+3.9° 6842.5%
Creatinine (mg/dL) 0.09+0.008° 0.08+0.003* 0.0940.012° 0.08+0.005* 0.09+0.008* 0.104-0.004*
Urea (mg/dL) 48+1.7° 49+0.9° 474227 49+1.5° 51+1.9% 48+2.1°
Fluorescent AGEs (UA/mg protein) 704+2.4° 100+11.1° 714837 73+£12.9° 82+6.8° 13246.5°
TBARS (umol/L) 174+0.9° 23+1.1° 19+1.3% 144+1.5° 14+1.2° 17+1.8°
PON 1 (U/mg HDL) 1.2204-0.075° 0.8654-0.052" 1.2314+0.078* 1.72540.185° 1.54640.160° 1.47540.069°

Values are expressed as mean+S.E.M., n=14. C: mice fed control diet; H: mice fed HFD; HY: mice fed HFD and treated with yoghurt; HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg
trigonelline in yoghurt; HC: mice fed HFD and treated with 90 mg/kg curcumin in yoghurt; HTC: HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline+90 mg/kg curcumin in
yoghurt. Differences between groups were considered significant at P<.05 and were analyzed using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test. Means not sharing a

common letter indicate significant differences in the analysis performed for each parameter and for intergroup comparisons.

plasma levels than C diet-fed mice (Table 2). No changes were
observed in the plasma levels of kidney function-related markers in
the H group; however, animals from the H group had significantly
increased plasma ALT levels (33%), suggesting hepatic damage (Table
2). Concerning plasma glycoxidative stress biomarkers, H animals
exhibited 43% and 35% increases of fluorescent AGEs (marker of
protein glycation) and TBARS (marker of lipid peroxidation),
respectively. Finally, the activity of PON 1, an antioxidant enzyme,
was decreased by 28% in the H group (Table 2).

Treatment of HFD mice with yoghurt, curcumin-enriched yoghurt,
or trigonelline-enriched yoghurt improved all plasma parameters,
leading to decreases in glycemia, dyslipidemia, hepatic damage and
glycoxidative stress biomarkers, as well as an increase in PON 1
activity (Table 2). HFD mice treated with yoghurt enriched with
curcumin + trigonelline also showed improvement in various plasma-
monitored parameters, except for glycemia and fluorescent AGEs,
whose levels were as high as those of the H group (Table 2). It should
be noted that yoghurt enriched with antioxidants, and especially
trigonelline-enriched yoghurt, caused more pronounced PON 1
activity increase than yoghurt alone (Table 2).

3.3. Effects of trigonelline and curcumin on glucose homeostasis, insulin
sensitivity and inflammatory cytokines in white adipose tissue of HFD mice

In the OGTT, 15 min after the glucose overload, the hyperglycemia
peak developed by the H group was 36% higher than by the C group.
After 120 min, the H group did not correct the glycemia (155.9+6.46
mg/dL) with the same efficiency as the C group (119.2+7.79 mg/dL)
(Fig. 3A). Therefore, glucose tolerance was significantly impaired in H

(A) (B)

100

En

ey 50 OGTT
3 ~ 250
5 300 i 3 & @ ,,,
= 250 g g 200 g
@ — . -
g 200 e 2 150{ Foozfo— 33
= o B- T =
S 150 8 S 100 . $g
o = ™ 5
e § -1 Q
8 g E
o 2

0 15 30 60 90 120
Time (min)
o C-= H-B HY-® HT-* HC-+ HTC

mice in comparison to C mice (Fig. 3B). In the ITT, after insulin
administration, the H group could not reduce the glycemia with the
same efficiency as the C group (Fig. 3C), suggesting a decrease in
insulin sensitivity (Fig. 3D), which may explain the glucose intoler-
ance observed in HFD-fed mice. Corroborating these findings, both
basal and insulin-stimulated AKT phosphorylation in eWAT were
lower in the H group (60% and 34%, respectively) than in the C group
(Fig. 4A and B). In comparison to the C group, the H group
proinflammatory marker levels were increased, including TNF-a
(3.5-fold; Fig. 4C) and IL-6 levels (2.7-fold; Fig. 4D). The expression
of the anti-inflammatory cytokine IL-10 was decreased by 31% in the
adipose tissue of H mice (Fig. 4E).

HFD mice treatment with yoghurt, curcumin-enriched yoghurt, or
trigonelline-enriched yoghurt attenuated glucose intolerance, insulin
resistance (Fig. 3) and inflammatory eWAT profile (Fig. 4) in
comparison to the H group.

The best results were observed in the HT group. Trigonelline was
unique in improving both the basal and insulin-stimulated AKT
phosphorylation in eWAT (Fig. 4A and B). The improvement of insulin
sensitivity in HFD mice treated with trigonelline may be a conse-
quence, at least in part, of preventing adipose tissue inflammation;
TNF-a (Fig. 4C), IL-6 (Fig. 4D) and IL-10 (Fig. 4E) levels were similar
between the C and HT groups.

Once again, the combined trigonelline + curcumin therapy mixed
into yoghurt did not exhibit the beneficial effects of the antioxidants
administered alone. Surprisingly, HTC animals demonstrated a
marked decrease in insulin-stimulated AKT phosphorylation in
adipose tissue, whose levels were lower than those in the H group
(Fig. 4A and B). These findings help understand both insulin resistance
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Fig. 3. Glucose tolerance and insulin sensitivity of mice fed a high-fat diet (HFD) and treated for 9 weeks with yoghurt enriched with trigonelline and curcumin alone or in combination.
Oral glucose tolerance test (OGTT) (A), AUC of OGTT (B), insulin tolerance test (ITT) (C) and AUC of ITT (D). Values are expressed as mean4+S.E.M., n=14. C: mice fed control diet; H:
mice fed HFD; HY: mice fed HFD and treated with yoghurt; HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline in yoghurt; HC: mice fed HFD and treated with 90 mg/kg curcumin in
yoghurt; HTC: HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline+90 mg/kg curcumin in yoghurt. AUC: area under the curve. Differences between groups were considered
significant at P<.05 and were analyzed using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test. In the AUC data, means not sharing a common letter indicate significant
differences. @: H vs. C, HT, HC; #: H vs. C, HY, HT, HC, HTC; &: H vs. C, HY, HT, HC.
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Fig. 4. AKT phosphorylation levels and cytokines levels in epididymal white adipose tissue (eWAT) of mice fed a high-fat diet (HFD) and treated for 9 weeks with yoghurt enriched with
trigonelline and curcumin alone or in combination. Representative lanes of basal and insulin-stimulated AKT phosphorylation levels as detected by western blot analysis (A),
densitometric analysis of western blot results for AKT phosphorylation (B), levels of TNF-a (C), IL-6 (D) and IL-10 (E). Values are expressed as mean+S.E.M., n=14. C: mice fed control
diet; H: mice fed HFD; HY: mice fed HFD and treated with yoghurt; HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline in yoghurt; HC: mice fed HFD and treated with 90 mg/kg
curcumin in yoghurt; HTC: HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline+90 mg/kg curcumin in yoghurt. AUC: area under the curve. Differences between groups were
considered significant at P<.05 and were analyzed using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test. Means not sharing a common letter indicate significant differences.

(Fig. 3D) and glucose intolerance (Fig. 3B) observed in the HTC group.
Furthermore, HFD mice treated with trigonelline + curcumin
demonstrated increased adipose tissue inflammation, since IL-6 levels
were upregulated (Fig. 4D) and IL-10 levels were downregulated
(Fig. 4E), reaching values similar to those of the H group.

3.4. Effects of trigonelline and curcumin on inflammation and
glycoxidative stress biomarkers in the liver and kidney of HFD mice

Increased levels of fluorescent AGEs (Fig. 5A and C), TBARS (Fig. 5B
and D) and RAGE (Fig. 6B and D) were found in the liver and kidney of
H mice, supporting the onset of glycoxidative stress. Higher RAGE
expression in these tissue types was accompanied by upregulated
levels of protein Bcl2 associated X protein (Bax), a pro-apoptotic factor
(Fig. 6C and E), and the proinflammatory cytokines TNF-o (Table 3)
and IL-6 (Table 3). IL-10 expression was decreased in liver and kidney
of H mice (Table 3). Both nuclear and cytosolic NF-xB levels were
increased in liver (Fig. 6G and H) and kidney (Fig. 61 and J) of H mice in
comparison to the ones observed in C mice, suggesting that the
expression of this transcription factor is upregulated in mice fed HFD.

Treatment with yoghurt alone caused some improvement in liver
and kidney parameters of HFD mice. Low fluorescent AGEs (Fig. 5A and
C) and RAGE (Fig. 6B and D) levels were observed, followed by
decrease in TNF-a expression (Table 3). Bax levels were lower in the
liver (Fig. 6C) and kidney (Fig. 6E) of HY mice with the more evident
decrease observed in the kidney. The most prominent effect of yoghurt
was observed on IL-6, whose levels in liver and kidney were similar
those of the C group (Table 3). IL-10 was also upregulated in liver and
kidney of HY mice (Table 3). However, it should be noted that lipid
peroxidation remained high in liver and kidney of HFD mice treated
with yoghurt (Fig. 5B and D). In comparison with H mice, yoghurt
treatment alone caused decreases in the NF-kB nuclear levels in liver
(Fig. 6G) and kidney (Fig. 61), whereas slight decreases in the cytosolic
levels of this transcription factor were observed (Fig. 6H and J).

Many beneficial responses were observed in the liver and kidney of
mice treated with trigonelline-enriched yoghurt. The most prominent

trigonelline effects were found on decreasing fluorescent AGEs (Fig.
5A and C), TBARS (Fig. 5B and D), RAGE (Fig. 6B and D), Bax (Fig. 6C and
E), TNF-a (Table 3) and IL-6 (Table 3), whose levels in these tissues
were similar those observed in the C group. NF-xB levels were
differentially regulated in liver and kidney of mice treated with
trigonelline. In the liver of HT mice, a significant decrease of NF-<B
nuclear levels was observed (Fig. 6G), whereas its cytosolic levels
remained increased (Fig. 6H), suggesting that trigonelline inhibits NF-
KB nuclear translocation. In the kidney of HT mice, both nuclear (Fig.
6I) and cytosolic NF-«B levels (Fig. 6]) were decreased, implying an
inhibition of NF-xB expression. Furthermore, nuclear NF-<B was
practically undetectable in the kidney of HT mice. In both tissues, the
strongest NF-B inhibition among the experimental conditions was
observed in HFD mice treated with trigonelline.

The treatment of HFD mice with curcumin-enriched yoghurt
decreased fluorescent AGEs (Fig. 5A and C) and TBARS (Fig. 5B and D).
Moreover, RAGE (Fig. 6B and D), TNF-« (Table 3) and IL-6 (Table 3)
levels were decreased in liver and kidney of HC mice. NF-kB levels
were also differentially regulated in liver and kidney of curcumin-
treated mice. In the liver of HC mice, NF-«B levels were decreased in
both the nucleus (Fig. 6G) and cytoplasm (Fig. 6H), implying inhibited
NF-kB expression. In the kidney of HC mice, a significant decrease of
NEF-kB nuclear levels was observed (Fig. 61), paralleled by increased
cytosolic levels (Fig. 6]), indicating that NF-kB nuclear translocation
was inhibited. Interestingly, HFD mice treatment with curcumin-
enriched yoghurt did not downregulate Bax levels in the liver and kidney,
which were similar than those of untreated H mice (Fig. 6C and E).

The combination of trigonelline + curcumin in yoghurt promoted
beneficial effects. In the liver, this treatment decreased fluorescent
AGEs (Fig. 5A), TBARS (Fig. 5B), TNF-a (Table 3) and IL-6 (Table 3). In
the kidney of HTC mice, low levels of fluorescent AGEs (Fig. 6C), RAGE
(Fig. 6D) and Bax (Fig. 6E) were observed. However, other parameters
indicated that the combination of trigonelline + curcumin in yoghurt
did not preserve the beneficial effects of the phytochemicals
administered alone. TBARS (Fig. 5D) and TNF-a (Table 3) levels in
kidney, as well as RAGE (Fig. 6D) and Bax (Fig. 6E) levels in liver were
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Fig. 5. Changes in glycoxidative stress biomarkers (fluorescent AGEs and TBARS) in liver and kidney of mice fed a high-fat diet (HFD) and treated for 9 weeks with yoghurt enriched with
trigonelline and curcumin alone or in combination. Levels of fluorescent AGEs (A) and TBARS (B) in liver and levels of fluorescent AGEs (C) and TBARS (D) in kidney. Values are expressed
as the mean4-S.E.M., n=14. C: mice fed control diet; H: mice fed HFD; HY: mice fed HFD and treated with yoghurt; HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline in yoghurt; HC:
mice fed HFD and treated with 90 mg/kg curcumin in yoghurt; HTC: HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline-+90 mg/kg curcumin in yoghurt. Differences between groups were
considered significant at P<.05 and were analyzed using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test. Means not sharing a common letter indicate significant differences.

increased. IL-10 expression was decreased (Table 3), reaching values
similar to those of the H group. Although NF-kB cytosolic levels were
lower in the liver of HTC mice than in the H mice (Fig. 6H), nuclear NF-
KB levels were strongly increased (Fig. 6G), reaching values higher
than those of H mice, in agreement with the observed RAGE
upregulation. In the kidney of HTC mice, nuclear NF-<B levels were
lower than the ones observed in H mice (Fig. 61) but higher than the
ones in HT and HC mice, suggesting that the beneficial effects of the
isolated treatments were lost.

3.5. Effects of trigonelline and curcumin on AGE detoxification
biomarkers, NRF 2 levels and antioxidant defenses in liver and kidney
of HFD mice

Decreased activities of the antioxidant enzymes SOD (Fig. 7A and
D), CAT (Fig. 7B and E) and GSH-Px (Fig. 7C and F) were observed in
liver and kidney of H mice, explaining at least in part the increased
TBARS levels. Furthermore, the nuclear levels of the transcription
factor NRF 2 were increased (Fig. 8G), whereas its cytosolic levels were
in parallel decreased (Fig. 8H) in liver of H mice, implicating its nuclear
translocation as a compensatory mechanism for establishing oxidative
stress (low antioxidant enzymes and increased lipid peroxidation). In
kidney, nuclear NRF 2 levels were higher in H mice (Fig. 81) than in C
mice, whereas cytosolic levels did not differ between the groups
(Fig. 8]). No changes were observed in components related to AGE
detoxification, GLO 1 (Fig. 8B) and AGE-R1 (Fig. 8C) in the liver of

H mice; however, a significant decrease was detected in GLO 1
expression in the kidney of H mice (Fig. 8D).

Treatment of HFD mice with yoghurt alone did not improve the
antioxidant status in liver (Fig. 7A, B, C) or kidney (Fig. 7D, E, F), in
agreement with the increased lipid peroxidation. Nuclear (Fig. 8G)
and cytosolic (Fig. 8H) NRF 2 levels in the liver did not differ between
HY and H mice. In the kidney of HY mice, nuclear NRF 2 levels were
lower than in H mice (Fig. 8I). Regarding the components related to
AGE detoxification, only a slight increase was found in liver and kidney
GLO 1 levels of HY mice (Fig. 8B and D).

Treatment with trigonelline-enriched yoghurt increased SOD
(Fig. 7D), CAT (Fig. 7E) and GSH-Px (Fig. 7F) activities in the kidney
in the most pronounced manner. Activities of antioxidant enzymes
were also increased in the liver of HT mice (Fig. 7A, B, C). These
findings may explain the low nuclear NRF 2 levels in liver (Fig. 8G) and
kidney (Fig. 81) of HT mice. In parallel, the cytosolic NRF 2 levels were
increased in liver (Fig. 8H) and kidney (Fig. 8]) of HT mice. These
findings may indicate that trigonelline acts as an inhibitor of NRF 2
nuclear translocation. The expression of components involved in AGE
detoxification, including GLO 1, was significantly increased in liver and
kidney of HT mice (Fig. 8B and D). Besides, trigonelline treatment was
unique in increasing AGE-R1 expression; AGE-R1 levels were 2.6-fold
higher in liver (Fig. 8C) and 2.5-fold higher in kidney (Fig. 8E) of HT
mice than in H mice.

Whereas trigonelline exerted significant antioxidant effects on the
kidney, treatment with curcumin-enriched yoghurt practically pre-
vented the oxidative stress in the liver, since SOD (Fig. 8A), CAT
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Fig. 6. Changes in RAGE signaling-related biomarkers (RAGE receptor, Bax and NF-kB) in liver and kidney of mice fed a high-fat diet (HFD) and treated for 9 weeks with yoghurt enriched
with trigonelline and curcumin alone or in combination. Representative lanes of protein levels as detected by western blot analysis for RAGE and Bax (A), densitometric analysis of
western blot results for RAGE (B) and Bax (C) in liver and RAGE (D) and Bax (E) in kidney, representative lanes of protein levels as detected by western blot analysis for NF-B (F), nuclear
and cytosolic NF-kB levels in liver (G) and nuclear and cytosolic NF-kB levels in kidney (H). Values are expressed as the mean+S.E.M., n=5. C: mice fed control diet; H: mice fed HFD; HY:
mice fed HFD and treated with yoghurt; HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline in yoghurt; HC: mice fed HFD and treated with 90 mg/kg curcumin in yoghurt; HTC: HT:
mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline+90 mg/kg curcumin in yoghurt. Differences between groups were considered significant at P<.05 and were analyzed using one-
way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test. Means not sharing a common letter indicate significant differences.

Table 3

Cytokines levels in liver and kidney of mice fed a high-fat diet (HFD) and treated for 9 weeks with yoghurt enriched with trigonelline and curcumin alone or in combination

Cytokines Tissues C H HY HT HC HTC

TNF-a Liver 8.13+£0.59° 12.40+1.55" 9.49+1.21%P 7.2240.89° 8.344+0.55" 9.474+1.03°
Kidney 9.784+0.49" 12.3240.26° 9.78+0.41% 9.95+0.39* 9.54+0.14* 12.38+0.72°

IL-6 Liver 3.73+£0.33° 8.81+£1.33° 3.86+0.65% 3.91+0.66% 4.79+0.67*¢ 6.564+0.91°¢
Kidney 3.60+0.28° 8.96+0.48" 3.71+£044° 4.31+0.66% 3.91+£1.04° 8.68+0.99"

IL-10 Liver 15.614+1.15% 6.58+1.60° 12.14+£1.52° 13.61+£1.80° 12.37+£1.40° 7.69+1.63°
Kidney 18.9940.95* 9.48+1.34° 17.6642.37*¢ 15.934+1.95%¢ 14.944+1.19*¢ 11.97+£0.89°¢

Values are expressed as mean+S.E.M., n=14. C: mice fed control diet; H: mice fed HFD; HY: mice fed HFD and treated with yoghurt; HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg
trigonelline in yoghurt; HC: mice fed HFD and treated with 90 mg/kg curcumin in yoghurt; HTC: HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline+90 mg/kg curcumin in
yoghurt. Differences between groups were considered significant at P<.05 and were analyzed using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test. Means not sharing a
common letter indicate significant differences in the analysis performed for each parameter, in a same tissue and for intergroup comparisons.
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Fig. 7. Changes in antioxidant defense biomarkers (SOD, CAT and GSH-Px) in liver and kidney of mice fed a high-fat diet (HFD) and treated for 9 weeks with yoghurt enriched
with trigonelline and curcumin alone or in combination. Activities of SOD (A), CAT (B) and GSH-Px (C) in liver and SOD (D), CAT (E) and GSH-Px (F) in kidney. Values are expressed as mean
+S.E.M,, n=14. C: mice fed a control diet; H: mice fed HFD; HY: mice fed HFD and treated with yoghurt; HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline in yoghurt; HC: mice fed
HFD and treated with 90 mg/kg curcumin in yoghurt; HTC: HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline+90 mg/kg curcumin in yoghurt. Differences between groups were
considered significant at P<.05 and were analyzed using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test. Means not sharing a common letter indicate significant differences.

(Fig. 8C) and GSH-Px (Fig. 8E) activities were similar between the HC
and C groups. Furthermore, HC mice demonstrated increases in the
antioxidant enzyme activities in the kidney (Fig. 8B, D, F). The
increased antioxidant status was followed by significant decreases in
NRF 2 nuclear levels in liver (Fig. 8G) and kidney (Fig. 81) of HC mice,
without significant changes in cytosolic levels (Fig. 8H and ]). Although
curcumin did not induce changes in GLO 1 expression in kidney
(Fig. 8D), the best effect on GLO 1 induction in liver was promoted by
curcumin treatment; GLO 1 levels were 2.3-fold higher in the liver of
HC mice (Fig. 8B) than in the H group. Curcumin did not change AGE-
R1 expression (Fig. 8C and E).

Antioxidant enzyme activities were increased in liver (Fig. 7A, B, C),
but not in kidney (Fig. 7D, E, F), of mice treated with trigonelline +
curcumin. Unlike the results observed with isolated treatments, the
nuclear NRF 2 levels were increased in the liver of HTC mice (Fig. 8G),
whereas cytosolic levels were decreased (Fig. 8H), suggesting that NRF
2 nuclear translocation was stimulated. In kidney of HTC mice, nuclear
NRF 2 levels were similar to those of the HT and HC groups (Fig. 8I).
Treatment with a combination of trigonelline + curcumin also
increased GLO 1 levels in the liver (Fig. 8B) and kidney (Fig. 8D) but
did not change AGE-R1 levels (Fig. 8C and E).

4. Discussion

The present study investigated the molecular mechanisms, by
which trigonelline and curcumin, administered into yoghurt, exert
protective effects on HFD mice; the main focus was liver and kidney, as
well as biomarkers of glycative and oxidative stress and inflammation.
Yoghurt alone exerted modest effects, mainly improving glucose
tolerance and reducing proinflammatory cytokines in eWAT, liver and
kidney; however, the antioxidant status did not change. The

phytochemicals trigonelline and curcumin attenuated metabolic
disturbances observed in animals with obesity and insulin resistance,
presumably through distinct mechanisms. First, trigonelline adminis-
tered into yoghurt had potent anti-obesogenic effects, preventing
eWAT fat accumulation and reducing body weight gain in HFD mice,
probably due to the inhibition of food and energy intake. Consequent-
ly, HFD mice treated with trigonelline exhibited low proinflammatory
cytokine levels and maintained insulin sensitivity (increased levels of
basal and insulin-stimulated AKT phosphorylation) in eWAT, which
can contribute to the improvement in the glucose tolerance. Trigonel-
line also exerted potent anti-inflammatory (reducing nuclear NF-«B
and proinflammatory cytokine levels) and antiglycation (reducing
RAGE and AGEs levels, and increasing the levels of GLO 1 and AGE-R1 )
activities in liver and kidney of HFD mice. Second, the beneficial effects
of curcumin administered into yoghurt are apparently related to its
anti-inflammatory (reducing the nuclear NF-xB and proinflammatory
cytokine levels) and potent antioxidant (increasing SOD, CAT and
GSH-Px activities, and decreasing TBARS levels) properties in liver and
kidney of HFD mice. Finally, due to their isolated beneficial effects
exerted via distinct mechanisms, trigonelline and curcumin emerged
as interesting candidates to be used in a combination therapeutic
approach, aimed to attenuate the complications associated with
obesity and other metabolic dysfunctions. However, when adminis-
tered in combination, many of the individual beneficial effects of
trigonelline and curcumin were nullified, indicating that combinations
of compounds from natural origin are not always effective in
promoting beneficial effects or safe for health.

In previous studies from our laboratory, investigating the thera-
peutic effects of phytochemicals on metabolic disturbances observed
in diabetes mellitus, yoghurt was used for the oral administration of
curcumin, carotenoids and other natural antioxidants [22-24,28]; the
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Fig. 8. Changes in AGE detoxification biomarkers (GLO 1 and AGE-R1) and nuclear/cytosolic NRF 2 levels in liver and kidney of mice fed a high-fat diet (HFD) and treated for 9 weeks with
yoghurt enriched with trigonelline and curcumin alone or in combination. Representative lanes of protein levels as detected by western blot analysis for GLO 1 and AGE-R1 (A),
densitometric analysis of western blot results for GLO 1 (B) and AGE-R1 (C) in liver, GLO 1 (D) and AGE-R1 (E) in kidney, representative lanes of protein levels as detected by western
blot analysis for NRF 2 (F), nuclear and cytosolic NRF-2 levels in liver (G) and nuclear and cytosolic NRF 2 levels in kidney (H). Values are expressed as the mean+S.E.M., n=5. C: mice fed
control diet; H: mice fed HFD; HY: mice fed HFD and treated with yoghurt; HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline in yoghurt; HC: mice fed HFD and treated with 90
mg/kg curcumin in yoghurt; HTC: HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline+90 mg/kg curcumin in yoghurt. Differences between groups were considered significant at
P<.05 and were analyzed using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test. Means not sharing a common letter indicate significant differences.

administration of these antioxidants into yoghurt resolved the
problem of their low solubilities in water. These studies were
performed in streptozotocin-diabetic rats (that mimic symptoms
related to type 1 diabetes mellitus), and treatments with yoghurt
alone did not change the physiological and biochemical parameters
altered in this experimental model of diabetes. Furthermore, the
administration of phytochemicals in yoghurt did not impair their
benefits against diabetic symptoms. For these reasons, yoghurt was
considered a vehicle for phytochemicals in our previous studies.
Conversely, in the present study we reported that treatment of HFD
mice with yoghurt alone caused reduction in obesity markers, including
adipocyte size, eWAT weight and body weight. Reports in the literature
indicate that treatment of HFD mice with probiotics can reduce body
weight gain without changing food consumption [31,32], however, it

cannot be excluded that obesity reduction occurred in HY mice due to
reduced food and energy intake. Glycemia and dyslipidemia were subtly
less pronounced in HY mice. Furthermore, PON 1 activity was increased
after treatment with yoghurt to levels similar to the ones in the C group.
PON 1 activity reduction has been observed in a variety of diseases and
metabolic dysfunctions, including obesity [33]. PON 1 glycation has
been associated with a decrease in its activity [34]; thus, the less
pronounced glycemia and lower circulating AGEs in HY mice may
contribute to the recovery of PON 1 activity. It should be noted that PON
1 activities in mice treated with yoghurt enriched with trigonelline or
curcumin were further increased in comparison with the ones in the
yoghurt group. The present study intended to aggregate benefits to
yoghurt against obesity disturbances, mainly oxidative stress, as will be
explained below.
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Glucose tolerance and insulin sensitivity were also improved in HY
mice, whereas AKT phosphorylation in eWAT was not. Furthermore,
inflammation was also reduced in eWAT, liver and kidney of HY mice.
The beneficial effects of probiotic supplementation against insulin
resistance may be mediated by improved gut integrity and decreased
lipopolysaccharide and proinflammatory marker systemic levels [31].
HY mice exhibited reduced AGEs levels (in plasma, liver and kidney)
and RAGE levels (in liver and kidney), suggesting less pronounced
glycative stress. Further studies should investigate the mechanisms,
by which yoghurt exerts these beneficial effects in HFD mice, mainly
focusing on gut microbiota changes, intestinal permeability and
systemic lipopolysaccharide levels.

However, it should be emphasized that, despite these beneficial
properties, yoghurt did not improve the antioxidant status in liver and
kidney of HFD mice and did not protect these tissues against lipid
peroxidation. In addition to causing RAGE activation, oxidative stress
plays critical roles in the onset of various obesity-associated complica-
tions [4,35]; therefore, it is apparently an important therapeutic target
against these disturbances. This motivated us to continue this line of
investigation, attempting to add benefits to yoghurt via its enrichment
with trigonelline and/or curcumin.

Chronic treatment with trigonelline-enriched yoghurt practically
prevented the obesity in mice fed HFD, which must be a consequence
of the marked reduction in food and energy intake. Adipocyte
hypertrophy (in eWAT) and mass accumulation (in rpWAT, eWAT
and iBAT) were also prevented in HT mice and body gain was less
pronounced than in C mice. To the best of our knowledge, this is the
first evidence of trigonelline capacity to inhibit food ingestion in an
experimental model of obesity, leading to the prevention of fat
accretion in adipose tissues. Illavenil and collaborators [36] found that
trigonelline inhibits adipocyte differentiation and lipid accumulation
in 3 T3-L1 cells. Altogether, the observed anti-adipogenic activity and
inhibition of food/energy intake help explain the potent anti-
obesogenic effect of trigonelline. One main consequence of trigonel-
line anti-obesogenic effect was the maintenance of insulin sensitivity
in visceral eWAT; in our study, trigonelline-enriched yoghurt was the
only treatment that improved both basal and the insulin-stimulated
AKT phosphorylation in eWAT of mice. The maintenance of the insulin
sensitivity in eWAT of HT mice was accompanied by low levels of the
proinflammatory cytokines TNF-a and IL-6. In addition, IL-10 has been
shown to protect adipocytes against TNF-a-induced insulin resistance [37].
Therefore, the increased IL-10 levels in eWAT of HT mice may contribute to
AKT activation. Previous studies have reported that trigonelline decreases
insulin resistance in association with anti-inflammatory responses in
experimental models of obesity and diabetes [17,19].

Obesity-induced inflammation plays a pivotal role in the develop-
ment and progression of liver disease, including non-alcoholic fatty
liver disease (NAFLD), non-alcoholic steatohepatitis (NASH), fibrosis,
cirrhosis and hepatocellular carcinoma [38,39]. The occurrence of
kidney diseases as obesity complications has also been associated with
inflammation, mainly IL-6 upregulation, which has been correlated
with renal arteriosclerosis [40]. Furthermore, these processes are
aggravated by the harmful consequences of dicarbonyl stress and
RAGE signaling. Dicarbonyl stress occurs when methylglyoxal pro-
duction (accelerated during chronic hyperglycemia) exceeds its
detoxification. Methylglyoxal reacts covalently with arginine and
lysine residues in proteins, generating AGEs [7,14]. Many AGEs are
RAGE ligands; persistent AGE/RAGE interaction triggers intracellular
signaling pathways provoking oxidative stress, inflammation and
apoptosis. Furthermore, the activation of both NF-xB and the pro-
apoptotic factor Bax is implicated in the mechanism by which RAGE
promotes liver and kidney injuries; suppression of the activation of
these two components is found after blockade or inhibition of RAGE,
protecting against tissue damage [41-44]. Our study shows promising
findings about the potent anti-inflammatory and antiglycation

activities of trigonelline in liver and kidney of obese animals. The
treatment of HFD mice with trigonelline decreased the levels of
fluorescent AGEs, RAGE receptor, TNF-a, IL-6 and the pro-apoptotic
factor Bax. In addition, the nuclear NF-B levels were significantly
lower in liver and kidney of HFD mice treated with trigonelline, which
may be due to distinct mechanisms. Whereas in liver trigonelline
apparently inhibits NF-kB nuclear translocation of (since NF-kB
cytosolic levels were increased in parallel with the increased nuclear
levels), in kidney trigonelline apparently decreases NF-<B expression
(since both the nuclear and cytosolic NF-kB levels were downregu-
lated). Moreover, considering that NF-xB activation induces RAGE
expression [11], the low RAGE levels found in the liver and kidney of
mice treated with trigonelline may be related to the decreased nuclear
NF-KB levels.

Trigonelline has antiglycation potential, since it reduced the
formation of fluorescent AGEs in an in vitro model-system of protein
glycation in a previous study [45]. Furthermore, in addition to
decrease the RAGE levels, we demonstrated that trigonelline acts as
an inducer of components related to AGE detoxification. In both liver
and kidney, trigonelline caused increases in GLO 1 and AGE-R1 levels.
Bioactive compounds, acting as inducers of components related to AGE
detoxification, mainly GLO 1, have arisen as promising therapies
against injuries related to dicarbonyl stress and advanced glycation
exacerbation, observed in obesity and diabetes mellitus [13,46]. To the
best of our knowledge, this is the first evidence of that trigonelline
induces components of AGE detoxification and causes RAGE down-
regulation in liver and kidney of obese mice.

Furthermore, trigonelline increased the activities of antioxidant
enzymes (SOD, CAT and GSH-Px) and prevented lipid peroxidation
(TBARS levels were similar between the C and HT groups). Our results
imply that a possible trigonelline-induced antioxidant enzyme
upregulation is apparently independent of NRF 2, since the nuclear
translocation of this transcription factor was inhibited in liver and
kidneys of mice treated with trigonelline. In fact, it has been
consistently reported that trigonelline acts as an NRF 2 inhibitor,
interfering in its nuclear translocation [47], which is in agreement
with our findings. Yoshinari et al. [17] reported that mitigation of
diabetic disturbances, including decrease in TNF-a and advanced
glycation products, participates in the ameliorating effects of trigonel-
line on oxidative stress; these data are apparently in line with our
findings related to the benefits promoted by trigonelline in HFD mice.
Altogether, considering the multiple beneficial effects promoted by
trigonelline, this phytochemical has emerged as an interesting
candidate for use in complementary therapies or as a supplement to
prevent or attenuate multiple obesity-associated complications.

Treatment of mice with curcumin-enriched yoghurt also caused
benefits, several of them distinct from those induced by trigonelline.
Although to a lower extent than trigonelline, curcumin decreased the
food and energy intake, eWAT weight, adipocyte hypertrophy of
visceral adipose tissue and body weight gain in comparison with
untreated HFD mice. Furthermore, curcumin improved glucose
tolerance and insulin sensitivity, although these effects were not
accompanied by increase of AKT phosphorylation in eWAT. TNF-a and
IL-6 were decreased in eWAT of HC mice. Most of the benefits
promoted by curcumin-enriched yoghurt in visceral WAT, plasma
biomarkers and insulin sensitivity were similar to the effects
promoted by yoghurt alone, so we cannot affirm that they are directly
related to curcumin. Therefore, we should highlight the main effects of
curcumin-enriched yoghurt in HFD mice that are different from those
of yoghurt: (i) further increase in PON 1 activity in plasma; (ii)
significant decrease in TBARS levels in liver and kidney; and (iii)
increase in SOD, CAT and GSH-Px activities in liver and kidney. As it can
be observed, antioxidant defenses were improved in HFD mice treated
with curcumin-enriched yoghurt in comparison with mice treated
with yoghurt alone. Previous studies have reported that
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supplementation of obese animals with curcumin protects against fat
accretion in adipose tissue, insulin resistance, glucose homeostasis
and tissue inflammation [48,49]. On the contrary, in a recent study by
Silva and collaborators [50], curcumin supplementation did not
improve various parameters altered in HFD mice, including glycemia,
dyslipidemia, adiposity and glucose intolerance, corroborating our
findings about possible absence of curcumin effects on parameters
monitored in plasma and eWAT.

Curcumin caused strong induction of the antioxidant defenses in
liver, since SOD, CAT and GSH-Px activities were significantly
increased, reaching values similar those of C mice. Curcumin also
increased the activities of antioxidant enzymes (CAT and GSH-Px) in
kidney. Corroborating the antioxidant enzyme upregulation, there
was a decrease in TBARS levels in liver and kidney of HC mice, which
reached values similar to those observed in C mice. Altogether,
curcumin treatment may prevent the induction of oxidative stress in
liver and kidney of HFD mice. Consequently, lower nuclear NRF 2
levels were found in liver and kidney of HC mice than in H mice. As a
ubiquitous transcription factor, NRF 2 acts as a master regulator of cell
protection; during oxidative stress and under inflammatory condi-
tions, NRF 2 is activated and upregulates the expression of antioxidant
enzymes and other antistressor proteins, leading to decreases in ROS,
inflammation and cell death [51]. Curcumin has been reported to act as
an NRF 2 activator, increasing the nuclear levels of this transcription
factor, which in turn contributes to curcumin protective effects on
liver and kidney [52,53]. Our findings indicated that this possible
curcumin action has occurred over the experimental period and prior
to the 56th day of treatment, i.e., prior to the day of tissue collection for
analyses. However, it cannot be ruled out the antioxidant properties of
curcumin per se, having the ability to scavenge various reactive
oxygen and nitrogen species [53], so contributing to its protective
effects against lipid peroxidation in liver and kidney of mice fed HFD.

Besides preventing oxidative stress, curcumin contributed to
dampening the harmful impact of AGEs via decreasing RAGE levels
(in liver and kidney) and stimulating GLO 1 expression (in liver). In
kidney, although curcumin did not promote changes in the expression
of components related to AGE detoxification, it improved the
antioxidant status, increasing the activities of CAT and GSH-Px, which
may explain the low TBARS levels, and overall exerted beneficial effects
on the tissue. Furthermore, curcumin decreased NF-xB nuclear levels
and proinflammatory cytokines in liver and kidney of HFD mice. NF-<B
inhibition ameliorates liver and kidney injuries associated with
oxidative stress and inflammation and improves insulin resistance
[54,55]. In this sense, curcumin protective effects in liver [48] and
kidney [56] of obese animals have been reported.

Considering the benefits of treatment with curcumin or trigonel-
line alone in HFD mice, with the two phytochemicals often exhibiting
distinct mechanisms to achieve their protective effects against obesity
complications, we were motivated to combine these natural antiox-
idants in an attempt to obtain a promising complementary therapy for
obesity and its complications. Unfortunately, treatment of mice with
yoghurt enriched with curcumin and trigonelline impaired various
benefits reached with the treatments alone. The main detrimental
consequences of this combined therapy were the following: (i) the
potent anti-obesogenic effect of trigonelline was nullified when
administered in combination with curcumin; (ii) in eWAT, a marked
decrease in insulin-stimulated AKT phosphorylation, with levels lower
than those in untreated HFD mice, was observed, explaining insulin
resistance; (iii) adipose tissue inflammation was maintained, mainly
with increased IL-6 levels; (iv) in liver, RAGE, Bax and nuclear NF-xB
levels were increased and reached values similar or even higher than
those of untreated HFD mice; and (v) in kidney, TBARS, nuclear NF-«B,
TNF-oo and IL-6 levels were increased, whereas the activities of
antioxidant enzymes remained low. Another interesting finding was
the increased NRF 2 nuclear levels in liver of HTC mice, in parallel with

decreased the cytosolic levels, suggesting that its translocation to the
nucleus was stimulated. Although TBARS levels were decreased and
antioxidant enzyme activities were increased in liver of HTC mice,
these animals showed other changes suggestive of disturbances,
notably increases in RAGE, Bax and nuclear NF-kB levels, which may
explain the activation of a cytoprotective mechanism dependent of
NRF 2.

In a previous study from our laboratory, aiming to increase the
bioavailability and the antidiabetic activity of curcumin, this phytochem-
ical was used in combination with piperine, which inhibit the enzymes
involved in biotransformation processes, including cytochrome P540 3A4
(CYP3A4). In this study, Arcaro and collaborators [28] observed that the
antidiabetic activity of curcumin was completely abolished when
administered with piperine; in addition, this combination therapy
apparently exerted liver toxicity, since significant increases in ALT levels
were observed. The authors suggested that the antidiabetic activity of
curcumin may be related to its metabolites. Recently, Zhang and
collaborators [57] observed that both tetrahydrocurcumin and octahy-
drocurcumin, two main curcumin metabolites, exhibit potent in vivo
anti-inflammatory effects via inhibition of the NF-kB expression;
interestingly, the biological effects of these metabolites were more
pronounced than that of curcumin. Using rat liver microsomes, Ahmmed
et al. [58] observed a concentration-dependent inhibitory effect of
trigonelline on CYP3A4; however, this inhibition was very discrete when
compared with the effect of the positive control ketoconazole. Altogether,
and considering that treatments in our study were performed in the
course of 9 weeks, the in vivo inhibitory effect of trigonelline on CYP3A4
could be favored, impacting curcumin biotransformation. In addition,
many beneficial effects of trigonelline were also abolished in the presence
of curcumin. There is no evidence that trigonelline is biotransformed in
animals, so toxic responses due to excessive administration of antioxi-
dants may be occurring. In addition, in the study by Silva and
collaborators [50] curcumin supplementation did not improve various
parameters altered in HFD mice, and caused fat accumulation in pancreas
of mice fed HFD or even a chow diet, which was considered an evidence of
tissue damage and therefore interpreted as curcumin toxicity. This
toxicity may be a consequence of the quantity administered; authors
described that mice received 8 mg curcumin/animal/day. In our study,
although HFD mice received a lower quantity, 2.0-2.5 mg curcumin/
animal/day, in combination with trigonelline and administered for 9
weeks, this combined therapy may be reaching toxic levels. Negative
effects (absence of effects or harmful effects) of exogenous antioxidants
administered at high doses have been reported [59].

Altogether, the present study provided evidence for the significant
potential of trigonelline-enriched yoghurt and curcumin-enriched
yoghurt to attenuate various disturbances observed in obese, HFD
mice, including insulin resistance, glucose intolerance, inflammation
and oxidative stress. Many antistressor components were also
stimulated in liver and kidney of HFD mice treated with trigonelline
or curcumin, with significant increases in antioxidant enzymes (SOD,
CAT and GSH-Px) and in components involved with AGE detoxification
(GLO 1 and AGE-R1), showing the potential mechanisms by which
these phytochemicals can counteract both oxidative and the glycative
stress. Moreover, although this study focused on exploring the
beneficial effects of trigonelline and curcumin mixed into yoghurt,
the effects of yoghurt alone cannot be ignored, especially the
improvement in the glucose tolerance and reduction in inflammatory
markers in HFD mice, highlighting the need for future investigations.
Overall, trigonelline and curcumin have emerged as promising options
to be used as complementary therapies for protection against obesity-
associated complications in liver and kidney. Even with multiple
benefits against obesity-related disorders, combined administration
of trigonelline and curcumin to HFD mice does not appear to be a
promising option. We hypothesize that a possible inhibition of
biotransformation processes and/or the reaching of toxic doses may
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be prevailing over the individual pharmacodynamic actions of these
phytochemicals. Further investigations are necessary to dissect the
mechanisms involved in the abrogation effects of combined treatment
with trigonelline and curcumin, including studies in normal mice and
pharmacokinetics studies, among others. These studies will also allow
to advance the understanding of trigonelline and curcumin individual
mechanisms of action.
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