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RESUMO 

 

Introdução: Ativos naturais têm sido estudados por suas ações antioxidantes, anti-inflamamatórias e 

antiglicação, que podem ser interessantes para prevenir/atenuar as complicações 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 ações benéficas contra os sintomas e 

desordens da obesidade e do DM, e combatem as consequências deletérias relacionadas ao estresse 

glicoxidativo. Objetivo: Investigar, em camundongos submetidos ao modelo experimental de 

obesidade/resistência à insulina, os efeitos dos tratamentos com trigonelina e/ou curcumina em 

iogurte, avaliando alterações em parâmetros fisiológicos e bioquímicos, sinalização insulínica (AKT), 

programa termogênico e status energético [sirtuína 1 (SIRT 1), proteína quinase ativada por adenosina 

monofosfato (AMPK), peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC-

1α), proteína desacopladora mitocondrial 1(UCP 1)], níveis de marcadores de estresse glicoxidativo 

[substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), produtos finais de glicação avançada (AGEs), 

receptor de AGEs (RAGE)], marcadores da inflamação [fator nuclear kappa B (NF-кB), interleucinas 

(IL)-6 (IL-6) e 10 (IL-10), fator de necrose tumoral (TNF-α)], potencial antioxidante [atividades de 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px), nuclear factor 

(erythroid-derived 2)-like-2 factor (NRF 2)], maquinaria de detoxificação de AGEs [glioxalase 1 

(GLO 1), receptor 1 de AGEs (AGE-R1)]. Metodologia: Camundongos C57BL/6 machos foram 

alimentados durante 9 semanas com dieta padrão (P; 3,85 kcal/g; 4% de lipídeos) ou hiperlipídica (H; 

5,40 kcal/g; 35% de lipídeos) e tratados por via oral com iogurte enriquecido com trigonelina ou 

curcumina, isoladas ou combinadas. Na 7ª semana, foi realizado o teste tolerância à glicose oral 

(TTGO), e na 8ª semana o teste de tolerância à insulina (ITT). Na 9ª semana, os animais foram 

eutanasiados e amostras de plasma, tecidos adiposos brancos e marrom, músculo esquelético 

gastrocnemius, fígado e rim foram utilizados para a determinação dos níveis de biomarcadores de 

estresse glicoxidativo, inflamação, programa termogênico e status energético. Resultados: Os 

tratamentos com trigonelina ou curcumina em iogurte, de forma isolada, exerceram ações 

antihiperglicêmicas e antihiperlipidêmicas, melhoraram a tolerância à glicose e a sensibilidade à 

insulina. O tratamento com trigonelina desempenhou efeito importante na redução da ingestão 

alimentar e calórica, prevenção do ganho de massa corporal, atenuação da hipertrofia adipocítica; 

potencial anti-inflamatório no tecido adiposo epididimal (via redução nos níveis de NF-кB, IL-6, TNF-

α e aumento de IL-10), o que pode ter contribuído para o aumento nos níveis de fosforiliação de AKT 

e maior sensibilidade à insulina. O tratamento com trigonelina também se destacou na prevenção do 

estresse glicoxidativo no rim (redução de TBARS, AGEs e RAGE), promoveu aumento de marcadores 

do status energético (SIRT 1, AMPK, PGC-1α), e apresentou potencial antioxidante (aumento de NRF 

2, SOD, CAT e GSH-Px) e anti-inflamatório (redução de NF-кB, IL-6, TNF-α e aumento de IL-10). O 
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tratamento com curcumina destacou-se na promoção de aumento nos níveis de fosforilação de AKT 

em músculo gastrocnemius, aumento nos níveis de expressão de marcadores do status energético e 

programa termogênico no fígado e tecido adiposo marrom (SIRT 1, AMPK, PGC-1α, NRF 2 e UCP 

1), protegeu o fígado de danos glicoxidativos (redução de TBARS, AGEs, RAGE), apresentou 

potencial anti-inflamatório (redução de NF-кB, IL-6 e TNF-α e aumento de IL-10) e antioxidante 

(aumento de NRF 2, SOD, CAT e GSH-Px). A combinação de trigonelina e curcumina em iogurte 

prejudicou os efeitos benéficos dos ativos naturais quando administrados isoladamente em animais 

obesos, aumentando a intolerância a glicose e resistência à insulina e diminuindo os níveis de 

fosforilação de AKT em tecido adiposo e músculo esquelético. A combinação dos ativos naturais 

também contribuiu para o aumento da inflamação (NF-кB, IL-6 e TNF-α) no fígado e rim. Conclusão: 

Trigonelina e curcumina administradas isoladamente em iogurte promoveram melhorias nos distúrbios 

metabólicos causados pela dieta hiperlipídica. Os tratamentos com estes ativos naturais em iogurte, de 

forma isolada, podem contribuir para a prevenção ou atenuação das complicações observadas na 

obesidade. 

 

Palavras-chave: obesidade, trigonelina, curcumina, iogurte, estresse glicoxidativo, inflamação 
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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-1α), mitochondrial 

uncoupling protein 1 (UCP 1), advanced glycation end products (AGEs), receptor for AGEs (RAGE)], 

markers of inflammation [nuclear factor kappa B (NF-кB), interleukins (IL) IL-6 and IL-10, tumor 

necrosis factor (TNF-α)], 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
th
 week, the oral glucose tolerance test (TTGO) was performed, and in the 8

th
 

week the insulin tolerance test (ITT). At the 9
th
 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-κB, IL-6, TNF-α 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-1α), and had antioxidant (SOD, CAT and GSH-Px) and anti-

inflammatory (reduction of NF-κB, IL-6, TNF-α, and increase of IL-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-1α, NRF-2 and UCP 1), protected the liver against glycoxidative 

damage (reduction of TBARS, AGEs, RAGE), and showed anti-inflammatory (reduction of NF-κB, 
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IL-6 and TNF-α 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-κB, 

IL-6 and TNF-α) 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. INTRODUÇÃO 

1.1 Justificativa 

Obesidade e sobrepeso estão entre os mais importantes fatores de risco para o 

desenvolvimento de diversas doenças crônicas, incluindo o diabetes mellitus (DM) tipo 

2 (HENRY et al., 2013). A disponibilidade de produtos alimentares caracterizados por 

baixo custo, boa palatabilidade e alto conteúdo de lipídeos e carboidratos têm 

aumentado nas últimas décadas, justificando seu crescente consumo (CRINO et al., 

2015). Assim, o aumento nos níveis circulantes de glicose e triacilgliceróis (promovido 

pelo excesso de nutrientes) e de ácidos graxos (advindos da lipólise de tecidos adiposos, 

especialmente dos estoques de gordura abdominal), está intimamente associado ao 

estabelecimento e manutenção da resistência insulínica. Portanto, a relação entre a 

ingestão de dietas hipercalóricas/hiperlipídicas por longos períodos, desenvolvimento de 

sobrepeso/obesidade e o surgimento de resistência à insulina, DM tipo 2 e outros 

distúrbios metabólicos envolve a participação concomitante de diversos mecanismos 

(STINKENS et al., 2015). 

Mudanças no padrão nutricional são extremamente importantes e auxiliares no 

tratamento de doenças crônicas e na prevenção de suas complicações em longo prazo. 

Além disso, nos últimos anos houve aumento no interesse pelo uso de preparações e/ou 

compostos de origem natural, e este uso tem sido associado à promoção de diversos 

benefícios à saúde humana. Estes compostos bioativos possuem ações em nível celular e 

molecular, atuando como antioxidantes e/ou apresentando a capacidade de modularem 

as atividades de diversos componentes celulares, incluindo enzimas-chave de processos 

metabólicos (ELLWOOD et al., 2014; GUNAWARDENA et al., 2015). Além disso, 

vários estudos têm sido realizados com preparações e/ou compostos de origem natural 

com o intuito de esclarecer seu potencial antiobesogênico e antihiperglicêmico, 

permitindo assim que seu uso tenha papel importante na redução/prevenção da 

obesidade e do DM, bem como de suas complicações (KARTHIKESAN et al., 2010; 

GUTIERRES et al, 2019; ARCARO et al., 2014; ASSIS et al., 2017). 

O iogurte é um dos alimentos lácteos fermentados mais consumidos em todo o 

mundo, e contribui para uma melhor qualidade na dieta fornecendo quantidades 

substanciais de macronutrientes e micronutrientes essenciais (cálcio, potássio, zinco, 

fósforo, magnésio, riboflavina, vitamina A, vitamina B5, vitamina B12). A 

palatabilidade e acessibilidade são fatores importantes a serem considerados para 
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otimizar o consumo do iogurte em diferentes países (WANG et al., 2013). O consumo 

de iogurte tem sido associado à diminuição na absorção intestinal e nos níveis 

circulantes de colesterol, redução 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 benefícios, o enriquecimento/fortificação do 

iogurte tem sido considerado uma opção prática como veículo de compostos bioativos 

obtidos a partir de outros alimentos funcionais ou plantas medicinais (GAHRUIE et al., 

2015).  

 A relação entre a ingestão de alimentos e o ganho de peso corporal com base na 

dieta é muito importante em estudos de intervenção nutricional e/ou farmacológica. 

Uma vez que o modelo experimental de obesidade e resistência à insulina promove 

alterações metabólicas associadas ao DM tipo 2 e estas possuem as mais diversas 

etiologias, seu estudo permite ampliar o campo de investigações relacionadas aos 

múltiplos benefícios que podem ser alcançados com o uso de compostos bioativos que 

tenham diversos mecanismos de ação. 

 

1.2 REVISÃO DE LITERATURA 

1.2.1 Obesidade 

A ocorrência de doenças crônico-degenerativas não transmissíveis na população 

mundial vem crescendo a cada ano, incluindo as complicações da obesidade, e estas têm 

relação direta com o aumento no consumo de dietas hipercalóricas e/ou hiperlipídicas, 

em associação ao sedentarismo e inadequado estilo de vida (LORDAN et al., 2018).  

A obesidade está diretamente relacionada com os aumentos nos gastos em saúde 

pública em todo o mundo. Em 2016, mais de 1,9 bilhão de adultos com 18 anos ou mais 

apresentavam excesso de peso; destes, mais de 650 milhões eram obesos. Além disso, 

mais de 340 milhões de crianças 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 desequilíbrio entre a ingestão calórica e o gasto energético, culminando no aumento 

da deposição de gorduras nos tecidos adiposos, e geralmente é acompanhada por um 

quadro de inflamação sistêmica crônica de baixo grau (MONTANARI et al., 2017). 

Também está associada ao aumento no índice de massa corporal (IMC), onde IMC 

acima de 25 kg/m
2
 é um importante fator de risco para o desenvolvimento de DM tipo 2 
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e doenças cardiovasculares (SHARMA, 2015; IGEL et al., 2018). Estudos mostram que, 

quanto maior o grau de obesidade, maiores serão os gastos diretos com esta condição 

metabólica e suas complicações, incluindo diagnósticos e tratamentos. Estima-se que os 

custos com os cuidados com a saúde de indivíduos com excesso de peso sejam 

aproximadamente 10% maiores quando comparados aos custos de um indivíduo adulto 

com peso normal, e cerca de 23%, 45% e 81% maiores em indivíduos com obesidade 

grau I (30 – 34,9 kg/m
2
), grau II (35 – 39,9 kg/m2) e grau III (≥ 40 kg/m

2
), 

respectivamente. As despesas com saúde podem ser de 65% a 113% maiores em 

indivíduos com obesidade mórbida (LEHNERT et al., 2013).  

Embora os mecanismos fisiopatológicos envolvidos no desenvolvimento do DM 

tipo 2 devido à obesidade sejam complexos e não completamente compreendidos, os 

níveis de ácidos graxos livres (AGL) elevados, decorrentes do aumento da lipólise, bem 

como um estado inflamatório de baixo grau e o aumento do estresse glicoxidativo são 

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

 

1.2.2 Tecido adiposo branco e inflamação crônica de baixo grau 

A obesidade é um distúrbio metabólico caracterizado por um desequilíbrio entre a 

ingestão de energia e o gasto energético, culminando em acúmulo 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 manifestações clínicas, 

tais como resistência à insulina, DM tipo 2 (XU et al., 2017), doença hepática não 

alcoólica (CUSI, 2012), doenças cardiovasculares (OKTAY, 2017) e certos tipos de 

câncer (SUN; KARIN, 2012).  

Os adipócitos são células altamente especializadas no armazenamento de energia na 

forma de triacilgliceróis. Também são órgãos endócrinos que produzem e secretam uma 

ampla variedade de moléculas, tais como as adipocinas (GALIC et al., 2010). 

Evidências apoiam o conceito de que o tecido adiposo atue como um órgão 

imunomodulador (GRANT; DIXIT, 2015). A medida que o peso corporal aumenta, o 

tecido adiposo branco (TAB) expande devido ao aumento no tamanho (hipertrofia) e 

número de adipócitos (hiperplasia) (KIM et al., 2015). 

Mudanças no status inflamatório também têm relação com o desenvolvimento de 

doenças metabólicas crônicas. Atualmente sabe-se que a obesidade é uma condição de 

inflamação sistêmica crônica de baixo grau, sendo o TAB o principal responsável por 
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este panorama. Na obesidade, a hipertrofia adipocítica leva à alteração na atividade de 

macrófagos infiltrados no TAB, que aumentam a produção e secreção de diversas 

adipocinas pró-inflamatórias, dentre elas interleucinas (IL) IL-1β, IL-6, IL-8, fator de 

necrose tumoral- (TNF-), proteína quimioatrativa de monócitos-1 (MCP-1/CCL2), 

inibidor de ativação de plasminogênio-1 (PAI-1), entre outras. Níveis elevados de IL-6 e 

TNF-α inibem componentes da cascata de sinalização da insulina em tecidos alvo 

(tecido adiposo e musculatura esquelética) por ativação de proteínas quinases (IKKβ e 

JNK) capazes de fosforilarem o substrato do receptor da insulina 1 (IRS-1) em resíduo 

de serina (fosforilação inibitória) (MATSUDA; SHIMOMURA, 2013; JUNG; CHOI, 

2014).  

Os macrófagos presentes em associação ao tecido adiposo foram às primeiras 

células imunes associadas com a resistência à insulina; no entanto, em termos de 

infiltração no TAB, eles são precedidos por outras células imunes, incluindo as células 

T. As células T regulatórias (Treg) normalmente constituem de 5-20% da população de 

células T CD4
+
 e desempenham um papel crucial na manutenção da imunidade. As 

células Treg secretam citocinas anti-inflamatórias, inibindo a migração de macrófagos e 

promovendo um fenótipo de macrófagos do tipo M2. Os macrófagos do tecido adiposo 

podem ser classificados com base na sua expressão de marcadores de superfície e/ou 

com base no seu perfil de secreção de quimiocinas e citocinas (MCARDLE et al., 

2013). No estado obeso, há maiores proporções de macrófagos do tipo 1 (M1), 

classicamente ativados, e menos macrófagos M2. Os macrófagos M1 secretam citocinas 

as pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-6, enquanto que os macrófagos M2 

alternativamente ativados secretam citocinas anti-inflamatórias, incluindo IL-10 e 

antagonista do receptor IL-1 (RA). O grau de infiltração de macrófagos está associado à 

progressão da resistência à insulina (Figura 1). Uma alça de retroalimentação de 

citocinas pró-inflamatórias exacerba este estado patológico, impulsionando ainda mais a 

infiltração de células imunes e a secreção de citocinas, interrompendo a cascata de 

sinalização de insulina (KWON; PESSIN, 2013). 
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Figura 1. Principais características dos adipócitos hipertróficos. Na obesidade, a 

expansão adiposa hipertrófica ocorre via aumento do tamanho dos adipócitos e está 

associada a algumas consequências, incluindo liberação aumentada de ácidos graxos, 

citocinas pró-inflamatórias, recrutamento de células imunes, hipóxia, fibrose, 

diminuição de adiponectina e prejuízos na sensibilidade à insulina. Fonte: CHOE et al. 

(2016), modificado. 

 

O desenvolvimento do estado de inflamação crônica de baixo grau também 

contribui para a formação de células espumosas e espécies reativas de oxigênio (ERO), 

via aumento na oxidação da lipoproteína de baixa densidade (LDL-oxidada) (KAPLAN, 

1999). A geração de ERO induz uma maior infiltração de macrófagos, exacerbando o 

estado inflamatório e resistência à insulina (AYALA et al., 2014).  

O aumento nos níveis circulantes de lipídeos, tanto na forma de triacilgliceróis nas 

lipoproteínas quilomícron e VLDL, como também de AGL advindos da lipólise de 

TAB, especialmente dos estoques de gordura intra-abdominais, iniciam o processo de 

lipotoxicidade em diversos órgãos, incluindo fígado, coração, musculatura esquelética, 

pâncreas e rins (SCHAFFER, 2003; BOBULESCU, 2010; TRAUNER et al., 2010; 

PRADA; SAAD, 2011). O aumento excessivo nos níveis intracelulares de AGL nestes 

tecidos leva ao acúmulo de metabólitos de AGL potencialmente tóxicos, tais como acil-

CoA graxo, diacilglicerol e ceramidas (GARG, 2015). A disfunção celular lipotóxica 

ocorre por vários mecanismos, incluindo geração de ERO, ativação de quinases 
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(incluindo certas isoformas de PKC) que inibem componentes da sinalização da 

insulina, liberação de fatores pró-inflamatórios e pró-fibróticos, e apoptose induzida por 

lipídeos (lipoapoptose) (CHAVEZ; SUMMERS, 2010; SAVARY et al., 2012; MITTAL 

et al., 2014).  

 

1.2.3 Tecido adiposo marrom e regulação do metabolismo energético na 

obesidade  

Estudos têm indicado a importância de estratégias capazes de induzir a termogênese 

em tecidos adiposos como uma ferramenta promotora de redução no peso corporal e de 

prevenção dos distúrbios metabólicos 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 adipócitos marrons, 

existe exclusivamente em mamíferos e apresenta função termogênica, isto é, promove 

dissipação da energia na forma de calor para manter a homeostase térmica corporal. O 

gasto energético total pode ser dividido em: (i) gasto energético obrigatório ou taxa 

metabólica de repouso, medido em condições de repouso e necessário para o 

funcionamento basal das células; (ii) gasto energético decorrente de atividade física 

(variável); (iii) gasto energético atribuído à capacidade adaptativa termogênica 

(variável, regulada pelo cérebro), definida como produção de calor sem tremores em 

resposta à temperatura ambiente ou dieta (BRONDANI et al., 2012).  

Além da função termogênica, o TAM age como um regulador crucial do 

metabolismo energético devido a sua elevada capacidade oxidativa (CYPESS; KAHN, 

2010). Recentemente, descobriu-se que os adipócitos brancos podem assumir fenótipo 

de adipócitos marrons, sendo estas células conhecidas como ―brite‖ (marrom em 

branco) ou adipócitos beges (GIRALT; VILLARROYA 2013; POHER et al., 2015). 

Diferente do TAB, adipócitos marrons e beges possuem significativas quantidades de 

mitocôndrias que expressam a proteína desacopladora 1 (UCP 1). Esta proteína converte 

energia química em calor através do desacoplamento entre a fosforilação oxidativa e a 

síntese de adenosina trifosfato (ATP), e sua ativação ocorre via controle hipotalâmico, 

com estímulo à liberação de noradrenalina (NE) pelo sistema nervoso simpático (SNS), 

que se liga ao receptor β3-adrenérgico e estimula a produção de adenosina 3',5'-

monofosfato cíclico (AMPc). Ocorre ativação da proteína quinase dependente de AMPc 

(PKA), e esta fosforila e ativa a lipase hormônio sensível (HSL), que promove a 
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hidrólise dos trigacilgliceróis (TAG) armazenados na forma de gotículas lipídicas nos 

adipócitos do TAM, culminando em aumento nas concentrações de AGL. A ativação da 

via de sinalização AMPc/PKA também estimula a jusante MAPK p38, na qual fosforila 

PGC-1α (peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) e sua 

translocação para o núcleo estimula a expressão de UCP 1 (Figura 2; CIOFFI et al., 

2018). A combinação entre uma maior velocidade de oxidação de AG e geração de 

gradiente de prótons na mitocôndria, e a ativação de UCP 1 mitocondrial, o resultado 

final é o estimulo à termogênese (TOWNSEND; TSENG, 2012).  

 

 

Figura 2. Representação esquemática de processos ativados pela noradrenalina 

em adipócito marrom, estimulando a termogênese, biogênese mitocondrial e 

oxidação de ácidos graxos no tecido adiposo marrom. A via de sinalização 

dependente de PKA, CREB e p38 MAPK estimula a expressão gênica de PGC-1α e 

UCP 1. A PKA fosforila HSL, promovendo à hidrólise dos triacilgliceróis. Os ácidos 

graxos livres liberados são utilizados como substrato energético mitocondrial e como 

ativador de UCP 1. Fonte: CIOFFI et al. (2018) 
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Além da ativação da PKA, o frio e os aumentos nos níveis de noradrenalina também 

aumentam a atividade da proteína quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK), 

altamente expressa no TAM. Curiosamente, a ativação de AMPK por agonistas β-

adrenérgicos e pelo frio é dependente da indução de lipólise, mas não requer UCP 1. A 

AMPK é ativada por alterações na relação AMP/ATP, que desempenha um papel 

importante na manutenção do balanço energético intracelular. A AMPK regula a 

captação da glicose, o metabolismo dos ácidos graxos e a função mitocondrial. Também 

pode desempenhar um papel potencialmente importante na estimulação do programa 

termogênico, permitindo aos adipócitos marrons e beges captarem mais glicose e 

aumentarem as taxas de oxidação de lipídeos e glicose (KANG et al., 2018). As 

proteínas da cadeia transportadora de elétrons da membrana interna mitocondrial geram 

um gradiente eletroquímico de prótons entre a matriz mitocondrial e o espaço 

intermembranas, mas a presença de UCP 1 desacopla a cadeia transportadora de 

elétrons e a síntese de ATP via dissipação da energia como calor, e consequentemente, 

reduz a razão ADP/ATP (JIA et al., 2010).  

Ao contrário dos adipócitos brancos, os adipócitos encontrados no TAM são 

derivados da linhagem Myf5 (fator miogênico 5) e, portanto, compartilham um 

precursor comum com o músculo esquelético (SHAN et al., 2013). O PRDM16 (PR 

domain containing 16) é um fator de transcrição determinante para o controle do 

desenvolvimento do TAM, e a superexpressão desta proteína resulta em “browning” 

(desenvolvimento de adipócitos marrom ou bege em tecido adiposo branco) de pré-

adipócitos viscerais primários. O PRDM16 promove estímulo à expressão genica no 

TAM via PGC-1α e β (SEALE et al., 2008; HARMS et al., 2014).  O principal 

regulador da biogênese mitocondrial, o PGC-1α, é essencial na adipogênese marrom, 

pois estimula a expressão da UCP 1. A termogênese do TAM requer o consumo de 

reservas energéticas, inicialmente aquelas presentes nas gotículas lipídicas e, com a 

ativação da termogênese no TAM, aquelas derivadas do catabolismo do TAB, fornecem 

AGL para ativar a UCP 1 e servir como substratos para a oxidação no TAM (GILL; 

MERRILL, 2017). 

A sirtuína 1 (SIRT 1) é outro importante regulador da termogênese no TAM e uma 

de suas principais ações é promover a desacetilação de PPARγ (peroxisome 

proliferator-activated receptor γ). A desacetilação de PPARγ é necessária para recrutar 

PRDM16, promovendo assim indução da expressão de genes no TAM (PGC-1α e UCP 

1) e repressão da transcrição de genes no TAB (C/EBPα e CtBP 1/2). A associação 
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entre estes importantes componentes leva ao desenvolvimento e regulação da função do 

TAM. Existem sete isoformas de SIRT, e todas são expressas em tecidos adiposos 

(FAVERO et al., 2018). A SIRT 1 uma desacetilase proteica nuclear dependente de 

NAD
+
 (nicotinamida adenina dinucleotídeo) e ortóloga à proteína Sir 2 (reguladora de 

informação silenciosa). As sirtuínas têm sido cada vez mais reconhecidas como 

reguladores cruciais de uma variedade de processos celulares, incluindo regulação de 

processos metabólicos, resposta ao estresse, tumorigênese e envelhecimento. O 

NAD 
+
 participa de reações 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 diminuição nos níveis de NAD
+
 celular, incluindo ingestão de dietas 

com alto teor de gordura e respostas inflamatórias agudas, culminando em redução na 

atividade da SIRT 1 (RAHMAN; ISLAM, 2011). A redução na atividade de SIRT 1 nos 

tecidos adiposos leva ao aumento da adiposidade e resistência à insulina. A SIRT 1 é 

um regulador essencial da homeostase energética sistêmica e a modulação 

farmacológica da SIRT 1 pode ser de interesse para o controle de doenças associadas à 

obesidade (JOKINEN et al, 2017). 

Situações de esgotamento de energia ativam AMPK e SIRT 1, culminando em 

aumento na transcrição gênica dependente de PGC-1α. Em condições de ingestão de 

dietas ricas em calorias ou quando a oferta de energia não é limitada, a atividade da 

AMPK é interrompida pelos altos níveis de ATP intracelular. Da mesma forma, dietas 

ricas em gordura aumentam o SRC-3 (steroid receptor coactivator-3), que regula 

positivamente os níveis da histona acetil-transferase (GCN5) que, por sua vez, 

desempenha o papel oposto da ação da SIRT 1 na acetilação de PGC-1α, diminuindo 

assim a atividade transcricional da PGC-1α. Perturbações nesta rede metabólica que 

controla a atividade da PGC-1α podem contribuir de forma importante para o 

estabelecimento das complicações metabólicas observadas na obesidade (CANTÓ; 

AUWERX, 2013). 

PGC-1α foi inicialmente caracterizado como um coativador induzido pelo frio por 

PPARγ (PUIGSERVER et al., 1998). O PPARγ é um regulador chave da biogênese 

mitocondrial e termogênese adaptativa (ALCALÁ et al., 2019). O PGC-1α também 

aumenta a expressão de muitos fatores de transcrição e pode se ligar a membros da 

família de receptores nucleares, incluindo o NRF 2 (nuclear erythroid 2-related factor 

2). A ativação de PGC-1α aumenta a expressão de NRF 2, e esta regula a expressão de 
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proteínas da cadeia transportadora de elétrons, incluindo a proteína citocromo c oxidase 

do complexo IV. O PGC-1α desempenha papel crítico na manutenção da função 

mitocondrial e metabolismo energético celular, e sua indução regula o metabolismo 

oxidativo mitocondrial, bem como a biogênese mitocondrial e o recrutamento de 

enzimas modificadoras da cromatina (DOMINY; PUIGSERVER, 2013). A importância 

de PGC-1α no tecido adiposo foi estabelecida em camundongos knockout para PGC-1α 

especificamente nos adipócitos, e estes animais desenvolveram resistência à insulina e 

apresentaram níveis aumentados de lipídeos circulantes quando alimentados com dieta 

hiperlipídica (KLEINER et al., 2012). Assim, o papel de PGC-1α na regulação 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 Resistência à insulina  

A obesidade encontra-se frequentemente relacionada com níveis anormalmente 

elevados de glicose e lipídeos no sangue, com aumento nos níveis de colesterol (em 

especial a lipoproteína de baixa densidade, LDL) e triacilgliceróis, bem como 

diminuição do colesterol de lipoproteínas de baixa densidade (HDL). A 

hiperinsulinemia compensatória, por sua vez, estimula a síntese de triacilgliceróis e de 

lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL), contribuindo ainda mais para a 

hipertrigliceridemia (VAN GAAL et al., 2006). 

A resistência à insulina é principalmente caracterizada por uma resposta diminuída 

da insulina nos tecidos-alvo, normalmente associada à redução na capacidade de ativar 

IRS-1 via fosforilação em resíduos de tirosina, culminando em diminuição na atividade 

de fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e de eventos subsequentes, incluindo menor 

ativação da proteína quinase AKT, efetora das ações intracelulares da insulina 

(PRADA; SAAD, 2011). A resistência à insulina na obesidade tem relação com as altas 

concentrações de AGL, contribuindo para um aumento na síntese de metabólitos tóxicos 

no músculo esquelético, como por exemplo o diacilglicerol. O diacilglicerol ativa a 

proteína quinase C-θ (PKC-θ), que promove fosforilação de IRS-1 em resíduos de 

serina (inibitória) e redução na fosforilação em resíduos de tirosina (estimulatória), e 

assim ocorre inibição na captação de glicose dependente do transportador de glicose 4 

(GLUT 4) (HOLLAND et al., 2007). A ativação destas isoformas da PKC também é 



26 
 

responsável pela ativação do fator nuclear kappa B (NF-κB); ativação de NF-κB causa 

superprodução de TNF- e IL-6 nos adipócitos. Ceramida é outro metabólito lipídico 

que tem relação com inibição na atividade de AKT (SCHMITZ-PEIFFER, 2000; 

SCHRAUWEN-HINDERLING et al., 2006; CHOW et al., 2010; RITTER et al., 2015). 

A subsequente hiperglicemia impactará tecidos onde a captação de glicose ocorre de 

forma independente da insulina, tais como pâncreas, endotélio vascular, retina, rins e 

fígado, culminando em aumento nas concentrações intracelulares de glicose, 

culminando no estresse glicoxidativo (BROWNLEE, 2005; JUNG; CHOI, 2014).  

 

 1.2.5 Estresse oxidativo 

O desequilíbrio no metabolismo de lipídeos e carboidratos na obesidade contribui 

para a suscetibilidade do organismo às lesões oxidativas. Na obesidade, ocorre aumento 

na geração de espécies reativas de oxigênio (ERO), e estas são capazes de promover 

danos a diversas biomoléculas e perda de funcionalidade, culminando em injúrias 

celulares e teciduais (DALLE-DONNE et al., 2006; FERNÁNDEZ-SÁNCHEZ et al., 

2011). É inevitável a formação de ERO como um subproduto do metabolismo 

oxidativo, principalmente na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial 

(BROWNLEE, 2005).  

Ânion radical superóxido (O2•-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e óxido nítrico 

(NO•) são considerados as principais ERO ―primárias‖, no entanto outras espécies 

também se encontram aumentadas em condições de estresse oxidativo, como por 

exemplo o radical hidroxil (•OH) e oxigênio singlete (1O2) (SINDHU et al., 2004). 

Além disso, elevados níveis de IL-1β, IL-6 e TNF-α na obesidade aumentam a produção 

de NO

; o aumento de NO


 estabelece prejuízos no metabolismo mitocondrial e 

contribui para o aumento dos processos de lipoperoxidação (GOVINDARAJ; PILLAI, 

2015).  

As atividades diminuídas de enzimas antioxidantes, tais como superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH-Px), bem como uma redução nos 

níveis de glutationa reduzida (GSH), têm sido também relacionadas ao estabelecimento 

do estresse oxidativo. Além disso, um dos principais mecanismos de defesa celular 

contra o estresse oxidativo é a ativação do fator NRF 2 (nuclear erythroid 2-related 

factor 2), um fator de transcrição que regula a expressão de enzimas detoxificantes de 

fase II, 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 

várias lesões via seus efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes. Assim, a ativação de 

NRF 2 influencia a expressão de genes cujos produtos estão envolvidos na 

detoxificação e eliminação de oxidantes reativos e agentes eletrofílicos, aumentando 

assim a capacidade antioxidante celular (AHMED et al., 2017). Sob condições basais, o 

NRF 2 em seu estado inativo é mantido no citoplasma ligado à Keap1 (Kelch-like ECH-

associated protein 1), com uma meia-vida de apenas 20 minutos, o NRF 2 é 

constantemente alvo de ubiquitinação pelo Keap1 com conseqüente degradação via 

proteassomal. Em condições de estresse oxidativo os resíduos de cisteína do sítio ativo 

de Keap1, impedem que interaja com NRF 2. Com o acúmulo de NRF 2 no citoplasma 

é translocado para o núcleo onde se liga ao elemento de resposta antioxidante (ARE). A 

ativação de ARE aumenta a transcrição de várias enzimas e proteínas antioxidantes, 

reduzindo assim citotoxicidade das ERO (Figura3; LIU et al., 2015). 

 

Figura 3. A ativação de NRF 2 aumenta a expressão de enzimas antioxidantes e 

protege a célula contra as agressões associadas ao estresse oxidativo. A dissociação 

entre Keap1 e NRF 2 promove a translocação de NRF 2 para o núcleo, onde se liga a 

ARE. Com a ativação da ARE, ocorre a ativação transcricional das enzimas 

antioxidantes heme oxigenase-1 (HO-1), NADPH desidrogenase (NQO1), superóxido 

dismutase 2 (SOD2), catalase, tioredoxina 1 (Trx1) e glutaredoxina 1 (Grx1). A HO-1 

converte o heme em monóxido de carbono, ferro (II) e biliverdina, estes indiretamente 
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removem ERO. NQO1 converte enzimas e outras proteínas (R) a sua forma reduzida 

(RH) via utilização de poder redutor de NADPH. O O2
-
 é convertido em H2O2 por 

SOD2 e em seguida convertida em H2O pela catalase. Em geral, a ativação de NRF 2 

promove a sobrevivência das células durante o estresse oxidativo. Fonte: LIU et al. 

(2015), modificado. 

Outro mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo ocorre via ação da enzima 

antioxidante paraoxonase 1 (PON 1), uma esterase dependente de cálcio conhecida por 

catalisar a hidrólise de compostos organofosforados (paraoxon e diazoxon). 

Amplamente distribuída nos tecidos (fígado, rim, intestino e também no plasma 

sanguíneo), a PON 1 é sintetizada no fígado, e no soro encontra-se associada à 

lipoproteína HDL. Alterações no tamanho e na forma da HDL afetam a afinidade e a 

estabilidade da interação PON 1, resultando em redução na capacidade antioxidante. 

PON 1 inibe a oxidação da LDL, resultando em proteção contra os estágios iniciais e 

tardios da aterogênese. A superexpressão de PON 1 também inibe a formação de 

hidroperóxidos lipídicos em HDL, protegendo sua integridade e função, estimulando 

também o efluxo celular de colesterol e aumenta a capacidade do transporte reverso do 

colesterol (LI et al., 2003; MARTINELLI et al., 2013; RUPÉREZ et al., 2014).  

Níveis elevados de marcadores de estresse oxidativo são observados na obesidade e 

no DM, como por exemplo o malondialdeído (marcador de lipoperoxidação) e grupos 

carbonil em proteínas (TELCI et al., 2000; ARCARO et al., 2014; ASSIS et al., 2017; 

KIM et al., 2018). Por fim, o aumento de ERO participa no estabelecimento de diversas 

complicações observadas no DM (MADONNA; DE CATERINA, 2011), tais como 

retinopatias, nefropatias e neuropatias autonômicas e periféricas, as quais estão 

correlacionadas com índices elevados de morbidade e mortalidade observadas no DM 

(NICKERSON; DUTTA, 2012).  

 

1.2.6 Produtos finais de glicação avançada (AGEs) 

A manutenção da hiperglicemia por longos períodos também é responsável pelo 

aumento na formação de produtos final de glicação avançada, os AGEs (advanced 

glycation end products), que também estão envolvidos na patogênese do DM tipo 2 e 

suas complicações. A produção de AGEs ocorre principalmente com o processo de 

glicação de proteínas, via reação de Maillard, quando grupos carbonil de 

monossacarídeos reagem com grupos amino de proteínas, gerando bases de Schiff, que 
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se rearranjam em produtos de Amadori. Além dos estágios que levam à formação de 

produtos de Amadori, intermediários ou subprodutos de auto-oxidação da glicose, 

lipoperoxidação ou da via dos polióis também levam à geração de dicarbonilas 

altamente reativas (NOWOTNY et al., 2015; BIERHAUS et al., 1998). 

A formação de AGEs resulta em alterações nas estruturas das proteínas devido à 

formação de ligações cruzadas (cross-linking). Os AGEs são frequentemente 

encontrados na matriz extracelular, e também podem estar associados à promoção de 

morte celular ou redução da adesão e migração celular. Os AGEs formados na matriz 

extracelular resultam em diminuição da elasticidade da parede vascular e suprimem a 

produção de óxido nítrico, causando prejuízos na vasodilação dependente do endotélio, 

um passo inicial para a aterosclerose (YAMAGISHI et al., 2008). O colágeno é uma das 

proteínas extracelulares mais prejudicadas pelos efeitos diretos de AGEs, contribuindo 

assim nos processos de envelhecimento. Proteínas intracelulares também são alvos de 

modificações por AGEs, prejudicando suas funções. A formação de AGEs é 

predominantemente endógena, mas esses produtos podem ser introduzidos no 

organismo por fontes exógenas, incluindo a dieta (OTT et al., 2014). 

Intermediários glicolíticos produzidos em reações do tipo Maillard ou em processos 

de auto-oxidação da glicose também contribuem para a produção exacerbada de AGEs; 

dentre estes intermediários, destacam-se os compostos dicarbonílicos (glioxal, 

metilglioxal, 3-desoxiglucosona), considerados potentes indutores da formação de 

AGEs. Os compostos dicarbonílicos levam à produção de AGEs específicos. Glioxal 

leva a formação de Nε-(carboximetil) lisina (CML), dímero de lisina derivado de 

glioxal (GOLD), Nω-(carboximetil) arginina (CMA) e S-carboximetilcisteína. 

Metilglioxal gera os produtos Nε-(carboxietil) lisina (CEL), dímero de lisina derivado 

de metilglioxal (MLOD), arg-pirimidina e hidroimizalona MG-H1. Já 3-deoxiglicosona 

leva à formação de pirralina, pentosidina, imidazolona e também CML. Quando 

metilglioxal reage com resíduos de lisina de proteínas, pode ser produzido um 

homólogo de CML-AGE, conhecido como Nε-(carboxietil) lisina. (NOWOTNY et al., 

2015; Figura 4).  
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Figura 4. Formação dos produtos finais de glicação avançada (AGEs). A 

formação de AGEs ocorre via diversos mecanismos, incluindo glicação proteica (reação 

de Maillard) com formação de produtos de Amadori, via produtos da auto-oxidação da 

glicose e da peroxidação lipídica, via intermediários da glicólise e da via dos polióis. 

Todos estes processos geram compostos dicarbonpilicos altamente reativos, que 

culminam na formação de AGEs. Fonte: NOWOTNY et al. (2015). 

 

Assim como os intermediários da glicoxidação, produtos da lipoperoxidação de 

ácidos graxos poli-insaturados também conduzem à formação de compostos de 

lipoxidação (ALEs, advanced lipoxidation end products), resultante da formação de 

compostos carbonílicos e produtos mais estáveis como cetonas. Os compostos 

carbonílicos reativos formados neste processo são aldeídos e dicarbonilas, incluindo 

hidroxialcenal, acroleína, malondialdeído, glioxal e metilglioxal, que reagem com 

proteínas formando adutos (ALEs), que induzem disfunções proteicas e alteram as 

respostas celulares. A carboximetilisina (CML) é um dos produtos avançados 

comumente encontrado em eventos de glicoxidação e lipoxidação. O envelhecimento e 

a insuficiência renal, na ausência de outros fatores de risco, incluindo o diabetes 

mellitus, também estão associados ao aumento na formação, menor eliminação renal e 

acúmulo 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 

degradação de moléculas modificadas por AGEs e aqueles que participam de processos 

de transdução de sinal celular quando ligados aos AGEs. Ambos são expressos em 

vários tipos de células. Os receptores que medeiam a endocitose e a degradação de 

moléculas modificadas por AGEs incluem o CD36 (cluster of differentiation 36), os 

receptores scavenger de macrófagos I e II e os receptores específicos para AGEs dos 

tipos 1, 2 e 3 (AGER 1, AGER 2 e AGER 3). Já o receptor de AGEs (RAGE) é um 

membro da superfamília de imunoglobulinas, e também atua como um receptor 

sinalizador para peptídeo beta-amilóide (β), fibrilas de folha β, fosfatidilserina, ácido 

lisofosfatídico (LPA), membros da família S100/calgranulina e grupo de alta 

mobilidade 1 (HMGB1), e encontra-se envolvido na promoção de inflamação e estresse 

oxidativo (PASUPULATI et al. 2016). 

A alimentação com alto teor de lipídeos desencadeia a produção e acumulação de 

ligantes (como CML, S100/calgranulina e HMGB1) de RAGE que ativam a sinalização 

inflamatória levando à obesidade e à resistência à insulina e, portanto, um fator de risco 

para o desenvolvimento de DM2 e complicações da obesidade, como a esteatose 

hepática não alcoólica, doença coronariana, câncer hepatocelular e doença renal crônica 

(SONG et al., 2014; LÓPEZ- DÍEZ et al., 2016). 

Além do potencial lesivo direto dos AGEs, estes também promovem prejuízos 

dependentes da ativação dos receptores RAGE. A interação AGE/RAGE ativa a 

NADPH oxidase, a qual leva ao aumento na geração de ERO. O aumento na geração de 

ERO ativa NF-κB, que induz a transcrição de genes inflamatórios da parede vascular 

(BASTA et al., 2004). A proteína quinase C (PKC) também pode ativar a NADPH 

oxidase, favorecendo assim a exacerbação do estresse oxidativo (RAINS; JAIN, 2011). 

A ativação de RAGE também induz a apoptose celular por aumento na expressão de 

p53-Bax e promovendo a ativação da cascata de caspases dependente de cálcio. O 

estresse oxidativo induzido pela obesidade e a hiperglicemia tem participação no 

estabelecimento de diversas complicações, especialmente aterosclerose e danos 

microvasculares em retina, rim e nervos (TANGVARASITTICHAI, 2015).  

Os RAGE podem contribuir para a patogênese da obesidade e resistência à insulina 

induzida por uma dieta rica em gordura. Amplamente distribuído em muitos tecidos e 

tipos de células, os RAGE são expressos em baixos níveis na maioria das células 

saudáveis. O RAGE é um receptor multiligante de superfície celular pertencente à 
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família das imunoglobulinas, e reconhece, além dos AGEs, alguns sinais inflamatórios e 

de estresse oxidativo, grupo de alta mobilidade grupo 1 (HMGB1), S100/calgranulinas, 

peptídeos β-amilóides, entre outros (KOYAMA; YAMAMOTO, 2012). A interação 

entre ligante e RAGE induz vários tipos de cascatas de sinalização, dependendo do tipo 

de célula e da condição fisiopatológica; dentre os componentes que participam da 

cascata de transdução de sinal dos RAGE podem ser citados os membros das seguintes 

famílias: proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK), janus quinase/transdutor de 

sinal e ativador de transcrição (JAK/STAT), NF-κB, quinase regulada por sinal 

extracelular (ERK), proteína quinase C (PKC) e proteína de resposta de crescimento 

inicial 1 (Egr-1). Estas vias de sinalização associadas ao receptor RAGE culminam em 

estímulos para a transcrição de genes pró-inflamatórios e causam alterações fenotípicas 

celulares, incluindo estímulo à migração, invasão, proliferação e apoptose (OTT et al., 

2014). A ativação de RAGE também estimula a cascata PI3K/PKB/IKK e a 

translocação de NF-κB para o núcleo. O NF-κB também pode se associar à região 

promotora de RAGE, aumentando sua expressão (XIE et al., 2013). 

Várias isoformas de RAGE já foram descritas, incluindo a sua forma solúvel 

(sRAGE). A isoforma sRAGE se origina do processamento alternativo do mRNA 

RAGE e/ou de sua clivagem proteolítica. 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 solúveis de RAGE (cRAGE e 

esRAGE) têm função de ligação de AGEs e outros ligantes, impedindo a interação com 

o receptor RAGE de membranas. O aumento nas concentrações de sRAGE facilita a 

degradação de AGEs e previne a ativação de cascatas de sinalização pró-inflamatórias 

mediadas por RAGE. Como as concentrações séricas de sRAGE se correlacionam 

inversamente com patologias induzidas por AGEs, a neutralização 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 sinalização ativadas pela interação de AGEs com receptor 

RAGE. A ativação de RAGE aumenta o estresse oxidativo e aumenta a transcrição de 

genes relacionados a processos inflamatórios 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 endógenos para a 

detoxificação dos AGEs e assim minimização de seus efeitos deletérios.  

Existem vários receptores de AGEs, como a família de receptores de produtos 

finais de glicação avançada (AGER) e a família de receptores de eliminação (SC), que 

medeiam a endocitose, levando à captação e degradação intracelular de AGEs por sua 

fusão com lisossomas (CHEN et al., 2018). O receptor AGE-R1 consiste de uma 

proteína com único domínio transmembrana, um grande domínio glicosiltransferase N-

terminal e uma cauda C-terminal curta. O domínio N-terminal do AGE-R1 está 

localizado no lúmen do retículo endoplasmático, uma vez que a enzima faz parte do 

complexo oligossacariltransferase, e também existe na membrana plasmática com o seu 

domínio N-terminal voltado para o espaço extracelular. O receptor AGE-R1 (também 

conhecido como DDOST ou OST-48) se opõe ou intercepta os efeitos pró-inflamatórios 

dos receptores RAGE. O AGE-R1 inibe a atividade da NADPH oxidase e enfraquece 

geração de estresse oxidativo, bem como a sinalização mediada por ERO. Tem sido 
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sugerido que AGE-R1 facilita a captação de AGEs e impede a ativação da sinalização 

pró-inflamatória do eixo AGE-RAGE. Os receptores AGE-R1, AGE-R2 e AGE-R3 são 

expressos em muitos tipos diferentes de células, incluindo células renais, células 

musculares lisas, células neuronais, linfócitos T, macrófagos e células endoteliais 

(ABATE et al., 2015).  

O mecanismo proposto para AGE-R1 na inibição da sinalização da inflamação e 

estresse oxidativo, se deve ao exercer suas funções através de SIRT 1, na qual inibe NF-

κB por desacetilação, resultando em menor inflamação e estresse oxidativo. A 

transcrição de genes relacionados ao estresse oxidativo e à inflamação é inibida por 

AGE-R1 e SIRT 1. O suprimento prolongado de AGEs externos, regulam 

negativamente a expressão de AGE-R1 e SIRT 1 reduzindo os efeitos inibitórios na 

sinalização de RAGE (Figura 5; POULSEN et al, 2013). Os AGEs agindo via ERO, são 

potentes supressores de NAD 
+
, parcialmente reduzindo os níveis de SIRT 1. A 

diminuição dos níveis de SIRT 1 promove acetilação de NF-κB p65 aumentando a 

transcrição de genes inflamatórios. 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 aderência a AGE, que interfere competitivamente com as 

interações AGE-RAGE. Esta propriedade pode constituir a essência do sinergismo 

positivo entre AGE-R1 e SIRT 1 (Figura 6; VLASSARA; STRIKER, 2011). 
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Figura 6. Interações de AGEs com RAGE e AGE-R1 sob condições de 

diferentes níveis de AGEs. (a) baixos níveis de AGEs e (b) sobrecarga de AGEs. 

Fonte: CHEN et al. (2018). 

 

A captação de AGEs por seus receptores e receptores scavenger promovem a 

endocitose e dentro dos endossomas recém-formados, os AGEs são dissociados do 

receptor, devido ao maior pH no interior dos endossomas. Após a separação, o receptor 

pode ser reciclado e transferido de volta para a superfície 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 peptídeos modificados por AGEs são liberados das 

células, por mecanismos desconhecidos, e em seguida transportados para filtração pelos 

rins; prejuízos na função renal resultam em acúmulos de AGEs (OTT et al., 2014).   

Estes mecanismos de detoxificação dependentes de receptores de AGEs encontram-

se prejudicados no DM, em especial com redução na atividade de AGE-R1, o que 

contribui para o acúmulo de AGEs e portanto, lesão tecidual (PINKAS; ASCHNER, 

2016). 

O sistema da glioxalase consiste de duas enzimas, GLO 1 e GLO 2, que catalisam 

reações sucessivas e dependentes de glutationa reduzida (GSH). Estas enzimas 

catalisam a conversão de compostos carbonílicos, como o metilglioxal, em ácido 

láctico. A GLO 1 catalisa a isomerização do hemitioacetal (formado não 

enzimaticamente a partir do metilglioxal e GSH) para S-D-lactoilglutationa, e a GLO 2 

catalisa a hidrólise de S-D-lactoilglutationa em D lactato, regenerando GSH utilizada na 

reação catalisada por GLO 1 (Figura 7; RABBANI et al., 2017).  

Figura 7. Detoxificação do metilglioxal pelo sistema da glioxalase. Fonte: 

RABBANI et al. (2017). 

 

Baixos níveis de GLO 1 na obesidade culminam em níveis aumentados de 

metilgloxal e em estresse dicarbonílico, o qual contribui para a resistência à insulina e 

inflamação (RABBANI et al., 2018). Em resposta aos níveis elevados de dicarbonilas a 

regulação positiva da GLO 1 ocorre por meio do fator de transcrição NRF 2 (XUE et al., 

2014). A expressão elevada de glioxalase reduz a formação intracelular de AGEs, que 

por sua vez reduz o estresse oxidativo e apoptose celular. A indução de mecanimos de 
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detoxificação de AGEs, incluindo o sistema da glioxalase e o receptor AGE-R1, 

conferem proteção contra a glicação, impedindo o acúmulo de intermediários altamente 

reativos (HOLLENBACH, 2017)  

 

1.2.8 Efeitos de sensores metabólicos celular na obesidade  

A proteína SIRT 1 é conhecida como uma histona desacetilase dependente 

de nicotinamida-adenina-dinucleido (NAD
+
) e atua como um fator de transcrição e um 

cofator, além de ser um alvo para as proteínas histonas e não histonas. Estados de baixa 

energia aumentam os níveis de NAD
+
, incluindo o jejum, a restrição calórica e o 

exercício físico, e portanto estimulam a atividade de SIRT 1. Por outro lado, estados de 

alta energia que diminuem os níveis de NAD
+
, incluindo a ingestão de dietas com alto 

teor de lipídeos e respostas inflamatórias 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 lipídeos e promove a estabilidade do DNA por meio 

da ligação e desacetilação de vários substratos (LI, 2013). A SIRT 1 também exerce 

efeitos anti-inflamatórios via inibição de NF-κB. Foi demonstrado que a duração da 

ação nuclear do NF-κB é altamente regulada por acetilação, e SIRT 1 inibe a via de 

sinalização do NF-κB através da desacetilação de p65 (YANG et al., 2010).  

A SIRT 1 regula vários processos, incluindo autofagia, homeostase energética, 

biogênese mitocondrial e apoptose (ZHONG et al., 2018). Evidências sugerem que 

SIRT 1 desempenha um papel importante em várias doenças renais, fornecendo 

proteção contra condição de estresse celular associado à lesão renal (HASEGAWA et 

al., 2010; HUANG et al., 2015). Já no fígado, a SIRT 1 regula positivamente PPARα. A 

deleção específica de SIRT 1 em hepatócitos prejudica a sinalização de PPARα e 

diminui a β-oxidação de ácidos graxos. A SIRT 1 regula a expressão da proteína 

desacopladora 2 (UCP 2) em células beta pancreáticas; tal regulação encontra-se 

prejudicada pelo excesso de ácidos graxos, contribuindo para as complicações da 

obesidade e do DM no fígado. A SIRT 1 também regula positivamente as proteínas do 

receptor de fígado X (LXR) e do receptor farnesóide X (FXR), receptores nucleares que 

funcionam como sensores de colesterol e ácidos 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 transcrição regulado por 

CREB, um fator de transcrição dependente da sinalização do AMPc envolvido na 

ativação de genes da gliconeogênese, culminando em redução da gliconeogênese. No 
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entanto, o jejum prolongado, há aumento na desacetilação mediada por SIRT 1 e 

ativação de PGC-1α, um co-ativador essencial para vários fatores de transcrição, 

resultando no aumento da oxidação de ácidos graxos (LI, 2013). 

No músculo esquelético, SIRT 1 estimula a expressão de genes de componentes que 

participam da oxidação dos ácidos graxos através do PGC-1α, promovendo assim 

sensibilização à insulina (WILLIAMS; GURD, 2012). Além disso, a SIRT 1 pode 

melhorar a sensibilidade à insulina através da interação com AMPK, por aumento da 

fosforilação e atividade desta quinase. O resultado combinado é o aumento da biogênese 

mitocondrial e da oxidação de ácidos graxos (BANERJEE et al., 2016). Por outro lado, 

evidências sugerem que a ativação da AMPK leva ao aumento dos níveis de NAD
+
 

celular por aumento da nicotinamida fosforibosiltransferase (NAMPT), que 

subsequentemente modula a sinalização de SIRT 1 e a desacetilação dos seus alvos, tais 

como PGC-1α (CHAU et al., 2010; KIM et al, 2013), FOXO1 (CANTO et al., 2009), 

FXR (GARCIA-RODRIGUEZ et al., 2014) e PPARα (KANG et al., 2016).  

A SIRT 1 promove a biogênese mitocondrial através da desacetilação e ativação de 

PGC-1α. O PGC-1α coativa a transcrição do NRF 2, que, por sua vez, regula o fator de 

transcrição mitocondrial A (TFAM). O TFAM pertence ao grupo de proteínas de alta 

mobilidade e transloca para a matriz mitocondrial, onde estimula a replicação do DNA e 

a expressão gênica mitocondrial. Um grande número de substratos de desacetilação de 

SIRT 1 tem sido identificado, e vários deles estão relacionados à manutenção da 

homeostase redox mitocondrial, incluindo p53, MnSOD e glutationa peroxidase 1 

(TANG, 2016).  

O PGC-1α sofre várias modificações pós-transducionais, incluindo acetilação e 

fosforilação. A acetilação de PGC-1α ocorre em resíduos de lisina e é catalisada pela 

histona acetil transferase GCN5 (DOMINY et al., 2010). A acetilação altera a 

localização celular de PGC-1α e inibe sua atividade transcricional. Por outro lado, a 

desacetilação de PGC-1α dependente de SIRT 1 aumenta sua atividade transcricional. A 

PGC-1α é fosforilada tanto pela proteína quinase p38 ativada por mitógeno quanto pela 

AMPK, aumentando sua atividade. Por outro lado, a fosforilação da PGC-1α pela AKT 

diminui a sua atividade transcricional (PRICE et al., 2012; TANG, 2016).  

A obesidade está associada à redução da ativação da AMPK, concomitante com 

alterações na glicólise, sensibilidade à insulina, metabolismo lipídico hepático e 

inflamação. Como um sensor de energia celular, a AMPK é ativada em resposta a 

uma variedade de condições de baixos níveis de energia celular, e que levar ao 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Williams%20CB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23776383
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gurd%20BJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23776383
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2017.00260/full#B5
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2017.00260/full#B15
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2017.00260/full#B2
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2017.00260/full#B9
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aumento na razão AMP/ADP, tal como a privação de nutrientes (especialmente 

glicose), hipóxia e exposição a toxinas que inibem a cadeia respiratória mitocondrial. 

Além disso, a AMPK pode ser ativada em resposta a vários agentes farmacológicos. A 

AMPK é um complexo de proteína serina/treonina-quinase, uma enzima trimérica 

composta por subunidades α catalítica e não catalíticas β e γ. O AMP encontra-se ligado 

às subunidades γ; três resíduos de arginina são o local de ligação para o AMP. 

Isoformas de AMPK variam entre os tecidos, sendo uma consequência de diversas 

combinações de subunidades em diferentes tipos de células (MIHAYLOVA; SHAW, 

2011).  

A AMPK tem um papel fundamental na manutenção do equilíbrio entre os 

programas anabólicos e catabólicos para a homeostase celular. A ativação fisiológica 

da AMPK envolve a fosforilação do resíduo de Thr-172 na região N-terminal na 

subunidade catalítica α. A AMPK torna-se totalmente ativada através do seguinte 

mecanismo: a ligação de AMP ou ADP a subunidade γ induz uma alteração 

conformacional que favorece a fosforilação de Thr-172, e ao mesmo tempo protege 

contra a defosforilação por fosfatases (KIM et al., 2016). Duas quinases são 

responsáveis pela fosforilação de Thr-172 em AMPK, a LKB1 (liver-kinase-B1) e a 

CaMKKβ (proteína quinase dependente de Ca
2+

/calmodulina β). A ligação do AMP, 

mas não do ADP, resulta em ativação alostérica da AMPK de até 10 vezes (GOWANS 

et al., 2013). A AMPK pode ser inativada por PKA, em especial durante situações de 

ativação de gliconeogênese, e também pode ser inibida pela insulina via AKT, que 

fosforila a AMPK em Ser-491 na subunidade α2 (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 síntese de ácidos graxos e de esteróis, respectivamente. Em tecidos 

como músculo esquelético e tecido adiposo, a AMPK regula a captação de glicose, por 

meio de estimulo à translocação de GLUT 4. A AMPK também estimula HSL (lipase 

hormônio sensível) e ATGL (adipose triglyceride lipase). Além disso, a AMPK 

fosforila e inibe fatores de transcrição que ativam programas transcricionais glicolíticos 

e lipogênicos, mais notadamente SREBP1 (proteína reguladora do elemento esterol 1, 

regulador da transcrição de genes que codificam para proteínas lipogênicas), HNF-4α 

(fator nuclear hepatócito-4α) e ChREBP (proteína de ligação a elemento responsivo a 

carboidratos). Assim, a ativação aguda de AMPK favorece a captação de glicose para 

promover a restauração dos níveis de ATP, enquanto que a ativação sustentada de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5553560/#R20
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5553560/#R20
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AMPK reprograma as células para redução na velocidade de síntese de glicose e 

lipídeos e favorecer a oxidação de ácidos graxos como fonte de energia. A AMPK é 

considerada um dos principais alvos terapêuticos para o tratamento de doenças 

metabólicas, incluindo DM tipo 2 e obesidade (GARCIA; SHAW, 2017). Portanto, a 

ativação farmacológica dos sensores metabólicos SIRT 1/AMPK podem ser importantes 

para a prevenção de doenças metabólicas associadas à obesidade. 

 

 1.2.9 Trigonelina e Curcumina 

Diversos ativos naturais têm chamado à atenção por seus efeitos antioxidantes e 

anti-inflamatórios na prevenção/atenuação de complicações relacionadas à obesidade e 

DM. A trigonelina é um alcaloide (ácido N-metilnicotínico, C7H7NO2, 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 contêm 

trigonelina, incluindo o melão, milho, cebola, ervilha, soja e café (ZHOU et al., 2012; 

ILAVENIL et al., 2014).  

 

Figura 8. Estrutura química da trigonelina. Fonte: ZHOU et al. (2012). 

  

A trigonelina possui também atividades anticarcinogênica (LIAO et al., 2015), 

antioxidante e antimicrobiana (KADAIKUNNAN et al., 2015); promove proteção 

hepática e renal (HAMDEN et al., 2014); causa inibição da adipogênese (ILAVENIL et 

al., 2014); possui propriedades antitrombóticas (KALASKA et al., 2014). A trigonelina 

também apresenta propriedades benéficas ao sistema nervoso central, melhorando 

alterações associadas à doença de Alzheimer, demência (ZAMEER et al., 2017) entre 

outros. Recentemente, um estudo realizado Chowdhury et al. (2018) atribuiu o papel 

neuroprotetor da trigonelina às propriedades antioxidantes, antiglicativas e 

anticolinesterásicas; o tratamento impediu a formação precoce e tardia de AGEs 
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promovendo a reversão de danos oxidativos e melhorando o desempenho cognitivo de 

camundongos com amnésia.  

Estudos em modelo experimental de DM demonstraram que o tratamento com 

trigonelina reduz a hiperglicemia e os níveis circulantes de triacilglicerol e colesterol, 

protege as células β pancreáticas contra o estresse oxidativo e aumenta a sensibilidade 

periférica à insulina (ZHOU et al., 2013; ADALKINAH et al., 2017). Os efeitos 

benéficos da trigonelina é muito estudado nas alterações metabólicas do DM, porém 

ainda faltam estudos sobre seu mecanismo de ação e seus efeitos na obesidade.  

A curcumina (C21H20O6, Figura 9) é um pigmento extraído dos rizomas da planta 

Curcuma longa, pertencente à família Zingiberaceae, sendo encontrado em temperos 

como o açafrão (AGGARWAL et al., 2003); tem sido usada há anos como pigmento 

dietético em condimentos e medicina tradicional. Um grande número de estudos 

demonstra que a curcumina tem ações pleiotrópicas, ou seja, tem uma vasta gama de 

atividades biológicas (GUPTA et al., 2013; GHOSH et al., 2015). A curcumina é um 

polifenol (diferuloilmetano) muito estudado pelas suas propriedades anti-inflamatórias, 

antiobesogênicas, anti-hiperglicemiante, antioxidante, entre outras (GUPTA et al., 

2011).  

 

 

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

 

Os efeitos da curcumina no peso corporal, metabolismo lipídico e função de células 

β do pâncreas têm despertado o interesse como um potencial tratamento para a 

obesidade e o DM. Tem sido demonstrado que a curcumina previne a obesidade via 

inibição da diferenciação de pré-adipócitos, supressão da lipogênese, regulação da 

termogênese, promoção da oxidação de ácidos graxos e redução da resposta 

inflamatória no tecido adiposo (ZHAO et al., 2011; XIE et al., 2012; SONG et al., 

2018). A atividade antidiabética da curcumina tem sido atribuída às suas diversas ações 

em distúrbios observados no metabolismo de carboidratos, lipídeos 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 às diversas complicações relacionadas ao DM, tais como 

disfunção hepática (ARCARO et al., 2014; JIMÉNEZ-FLORES et al., 2014), neuropatia 

(ATTIA et al., 2012), nefropatia (PAN et al., 2014), disfunção das células β 

pancreáticas (ZHANG et al., 2013), entre outras. 

Alguns estudos têm sugerido a associação de curcumina com outros bioativos para o 

tratamento da obesidade e DM, no entanto a principal motivação destes estudos está 

centrada no potencial antioxidante, e portanto, na eficácia da prevenção das 

complicações da doença relacionada ao estresse oxidativo (CHOUGALA et al., 2012; 

MEHTA et al., 2012).  

Recentemente, estudos realizados em nosso laboratório mostraram que os efeitos 

combinados da curcumina com carotenoides ou agentes antidiabéticos (metformina ou 

insulina) potencializam os efeitos antioxidantes e contribuem significativamente para a 

redução das agressões oxidativas em ratos diabéticos (ASSIS et al, 2017; GUTIERRES 

et al., 2019; ROXO et al., 2019). Assis et al. (2017) mostraram que a combinação de 

carotenoides (bixina ou licopeno) com curcumina em iogurte, além de prevenir a 

oxidação da LDL em ratos diabéticos, também apresentou efeitos benéficos no aumento 

dos níveis de HDL e atividade de PON 1, destacando o potencial antiaterogênico dessa 

combinação, podendo prevenir complicações cardiovasculares no DM. Gutierres et al. 

(2019) também mostraram efeitos benéficos da administração da curcumina em iogurte 

(administração via oral) e baixa dose de insulina (administrada via subcutânea) na 

tentativa de melhorar o status antioxidante de animais diabéticos, bem como controlar 

os níveis glicêmicos durante 35 dias de tratamento. Vários benefícios foram obtidos 

com o uso dessa terapia combinada, incluindo aumento do peso corporal e massa 

muscular esquelética; controle dos níveis glicêmicos, redução da dislipidemia, 

marcadores de dano tecidual hepático (ALT, AST e ALP), níveis de TBARS 

plasmático; e aumento nas atividades de enzimas antioxidantes hepática (SOD, CAT e 

GSH-Px). Portanto, este estudo fornece uma opção terapêutica interessante no 

tratamento de DM e redução de efeitos indesejáveis da insulinização crônica através da 

combinação 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 benefícios alcançados por essa combinação foram a diminuição da 

dislipidemia e do estresse glicoxidativo; observando redução dos níveis de glicosúria e 
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AGEs plasmáticos, aumento na atividade de PON 1; e efeitos aditivos na redução dos 

níveis de triacilgliceróis, colesterol e TBARS plasmático.  

Muitos avanços ocorreram na identificação de alvos moleculares da curcumina no 

DM e obesidade, enquanto que para a trigonelina existem poucos estudos. Por esta 

razão, além de avançar nos mecanismos de ação da curcumina e trigonelina isoladas 

enfatizando os efeitos desses fitoquímicos nas atividades antioxidantes e antiglicantes, 

este estudo também explorou os efeitos da terapia combinada de curcumina com 

trigonelina, ainda não estudada, na tentativa de abordar uma nova estratégia terapêutica 

na atenuação de vários distúrbios 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 resistência à insulina com trigonelina e curcumina em 

iogurte, isoladas e combinadas, sobre alterações em parâmetros fisio-metabólicos e 

biomarcadores da inflamação e do estresse glicoxidativo. 

2.2 Objetivos Específicos 

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

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

obesidade e resistência insulínica (indução via oferta de dieta hiperlipídica), 

monitorando: 

 Parâmetros fisiológicos: massa corporal, ingestão alimentar, ingestão calórica, 

massas de tecidos adiposos brancos (epididimal e retroperitoneal) e marrom 

(interescapular), músculos esqueléticos gastrocnemius, fígado e rim; 

 Análise histológica do tecido adiposo branco epididimal para avaliação da 

hipertrofia adipocítica via determinação dos parâmetros área e diâmetro de 

adipócitos; 

 Parâmetros bioquímicos plasmáticos: glicose (glicemia de jejum e curvas 

glicêmicas via TTGO e ITT), triacilgliceróis, colesterol total, colesterol-HDL, 

creatinina, ueia, ALT (alanina aminotransferase), TBARS (substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico), AGEs (advanced glycation end products) e atividade de 

PON 1 (paraoxonase 1); 

 Biomarcadores de inflamação nos seguintes tecidos: tecido adiposo branco 

epididimal, fígado e rim, sendo monitorados NF-κB (fator nuclear kappa B), IL-

6 e IL-10 (interleucinas 6 e 10), TNF-α (fator de necrose tumoral α); 

 Biomarcadores da sinalização insulínica no tecido adiposo branco epididimal e 

músculos gastrocnemius: níveis proteicos totais e de fosforilação da proteína 

quinase AKT (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1). 

 Biomarcadores do programa termogênico no tecido adiposo marrom e ao status 

energético nos tecidos fígado e rim: SIRT 1 (sirtuína 1), AMPK (proteína 

quinase ativada por adenosina monofosfato), PGC-1α (coativador do receptor γ 
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ativado por proliferador de peroxissoma 1α), NRF 2 (nuclear factor erythroid 2-

related factor 2) e UCP 1 (proteína desacopladora mitocondrial 1); 

 Biomarcadores de estresse glicoxidativo em fígado 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 

detoxificação de AGEs no fígado e rim: atividades das enzimas antioxidantes 

SOD (superóxido dismutase), CAT (catalase), GSH-Px (glutationa peroxidase), 

e níveis proteicos de GLO 1 (glioxalase 1) e AGE-R1 (advanced glycation end 

products receptor 1). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS   

3.1. Reagentes 

Curcumina obtida a partir dos rizomas de Curcuma longa (cúrcuma), pó com grau 

de pureza de 76% (código do produto C1386; número do lote, SLBH2403V) foi 

adquirida da Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). Trigonelina (padrão analítico) 

com pureza de 100,4% (código do produto, T5509; número do lote, BCBP6003V) foi 

adquirida da Sigma Aldrich-Fluka (St. Louis, Missouri, EUA). As dietas padrão e 

hiperlipídica foram obtidas da PragSoluções Comércio e Serviços Ltda (Jaú/SP, Brasil). 

Os demais reagentes foram de grau analítico.   

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 padrão sanitário do tipo ―SPF‖ (Specific Pathogen Free) fornecidos 

pelo Serviço de Biotério da USP-RP (Universidade de São Paulo, Câmpus de Ribeirão 

Preto), foram mantidos sob condições de ciclo luz-escuro de 12 horas, temperatura de 

23
o
C, recebendo dieta e água ad libitum. Após período de adaptação (2 semanas), os 

animais foram alimentados durante 9 semanas com dietas preparadas: dieta padrão (P; 

3,85 kcal/g; 4% de lipídeos) (REEVES et al., 1993) ou dieta hiperlipídica (H; 5,40 

kcal/g; 35% de lipídeos) (Tabela 1). 

Todos os procedimentos experimentais adotados neste estudo foram aprovados pelo 

Comitê de Ética em pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas, UNESP, 

Câmpus de Araraquara, Protocolo CEUA/FCF/CAr nº 03/2016 (ANEXO 1). 
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Tabela 1. Composição das dietas padrão (P) e hiperlipídica (H). 

Ingredientes 
Dieta Padrão (P) 

(g / 100 g) 

Dieta Hiperlipídica (H) 

(g / 100 g) 

Amido 42,75 14,95 

Caseína 20 20 

Dextrina 13,2 10 

Sacarose 10 10 

Óleo 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: cálcio, fósforo, potássio, magnésio, ferro, manganês, 

selênio, zinco, cromo, níquel, lítio, enxofre, cobre, iodo, molibdênio, silício, cloreto, 

fluoreto, boro, vanádio. ***Mix de vitaminas: ácido nicotínico, pantotenato de cálcio, 

piridoxina, tiamina, riboflavina, ácido fólico, vitamina K, D-biotina, vitamina B12, 

vitamina A, vitamina D3, vitamina E, colina. 

 

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

animais/grupo): 

- Grupo P: animais alimentados com dieta padrão e que receberam água por gavagem; 

- Grupo H: animais alimentados com dieta hiperlipídica e que receberam água 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. 

 



48 
 

Foi realizado um experimento piloto para definição 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 prevenção/atenuação dos distúrbios 

metabólicos relacionados à ingestão da dieta H pelos camundongos. Após a realização 

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 atenuação dos distúrbios metabólicos promovidos pela 

ingestão de dieta H, com destaque para a redução dos níveis de TBARS e AGEs.  

No experimento definitivo, os animais alimentados com dieta hiperlipídica 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 (25ºC), 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 o mesmo período de 

oferta das dietas P ou H aos animais. 

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

Após 7 semanas de tratamento, os animais foram jejuados por 12 horas (com início 

às 23:00 horas) e submetidos ao teste tolerância à glicose oral (TTGO; 1 g/kg glicose, 

via oral) tal como descrito por Xu et al. (2009), com modificações. Uma gota de sangue 

caudal foi utilizada para a determinação da glicemia com auxílio de glicosímetro 

(Abbott Diabetes Care Ltd, Brasil) antes (0 min) e depois (15, 30, 60, 90, 120 min) da 

sobrecarga de glicose. 

Após 8 semanas de tratamento, os animais foram jejuados por 6 horas (com início 

às 7:00 horas) e submetidos ao teste de tolerância à insulina (ITT) de acordo com 

Protzek et al. (2010), com adaptações. Uma gota de sangue caudal foi utilizada para a 

determinação da glicemia com auxílio de glicosímetro. A glicemia foi determinada 

antes (0 min) e após (5, 10, 15, 20, 30 e 60 min) a administração de insulina (insulina 

regular; 0,65 UI/kg de peso corporal), por via intraperitoneal. 

Após 9 semanas de tratamento, os animais foram mantidos em jejum por 6 horas 

(com início às 6:00 horas), anestesiados (16 mg/kg de xilazina; 90 mg/kg de 

quetamina). Em seguida administrou-se 3,8 UI/kg de insulina (8 animais/grupo) ou 
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solução salina (6 animais/grupo), para o estudo das alterações na ativação de 

componentes da sinalização da insulina (fosforilação de AKT, basal ou estimulada por 

insulina). Após 10 minutos da administração da insulina ou salina, os animais foram 

eutanasiados por exsanguinação via punção cardíaca, onde foram obtidas amostras de 

sangue. O sangue foi coletado em tubos heparinizados e imediatamente centrifugados à 

2500 rpm por 10 minutos a 25°C para obtenção do plasma. Também foram removidos 

os tecidos músculos gastrocnemius, tecidos adiposos brancos epididimal e 

retroperitoneal, tecido adiposo marrom interescapular, fígado e rins. O tecido adiposo 

branco epididimal foi rapidamente pesado e em seguida amostras deste tecido (lado 

esquerdo) foram destinadas para as análises histológicas. Os músculos foram 

removidos, pesados e congelados em nitrogênio até posterior armazenamento à -80
o
C 

para as análises das alterações na ativação de componentes da sinalização da insulina. 

Os demais tecidos também foram retirados, pesados e armazenados (-80
o
C) para as 

análises posteriores.  

 

3.3 Análise histológica 

As análises histológicas de tecido adiposo branco epididimal foram realizadas em 

colaboração com o Prof. Dr. Luis Carlos Spolidorio, do Laboratório de Patologia da 

Faculdade de Odontologia, Câmpus de Araraquara, UNESP. 

O tecido adiposo branco epididimal foi fixado por imersão em formaldeído a 10% 

por 24 horas. No dia seguinte, os tecidos foram lavados com tampão fosfato salina 

(PBS), desidratados com álcool e xilol e embebidos em parafina. As secções embebidas 

com 5 µm de espessura foram montadas em lâminas e coradas com hematoxilina e 

eosina (H&E). As células adiposas foram observadas em microscópio óptico (Olympus 

BX51 – Olympus Optical, Tokyo Japan) acoplado a câmera CCD-Iris (Tokyo Japan – 

Olympus). A determinação da área e diâmetro dos adipócitos das imagens obtidas das 

células adiposas foram analisadas no software Imaje J. Foram avaliadas 500 células 

adiposas/grupo (n=5). 

3.4 Determinações analíticas 

3.4.1 Biomarcadores relacionados ao metabolismo de lipídeos, 

função renal e integridade hepática  
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As concentrações plasmáticas dos biomarcadores foram realizadas utilizando kits 

comerciais da Labtest Diagnóstica S.A. 

 Colesterol total: método enzimático de ação sequencial de colesterol esterase e 

colesterol oxidase (MROZ, 2003); 

 Colesterol-HDL: método indireto por inibição seletiva com polioxietileno laurel éter 

(RIFAI; WARNICK, 2006);  

 Triacilgliceróis: método enzimático de ação sequencial de lipase e gliceroquinase 

(RIFAI; WARNICK, 2006); 

 Creatinina: método enzimático de ação das enzimas creatininase, creatinase, 

sarcosina oxidase e peroxidase (JUNGE et al., 2004);  

 Ureia: hidrólise da ureia pela urease produzindo amônia e dióxido de carbono 

(BERGMEYER; GAWEHN, 1974); 

 ALT: método cinético, acoplado a lactato desidrogenase (WRÓBLENSKI; LADUE, 

1956). 

 

3.4.2 Biomarcadores de estresse glicoxidativo e atividades 

antioxidantes 

Preparo das amostras: amostras de fígado e rim foram homogeneizadas em tampão 

fosfato 0,1 M (pH 7,4) na proporção de 100 mg de tecido para 1 mL de tampão e 

centrifugadas à 10000 g durante 20 minutos à 4
o
C. Sobrenadantes foram utilizados para 

as determinações dos níveis 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 determinação da 

atividade de PON 1 e níveis de AGEs fluorescentes.   

Atividade de paraoxonase (PON 1): foi determinada no plasma, de acordo com 

Costa et al. (1990) e modificações segundo Assis et al. (2017). A atividade da PON 1 

foi determinada via hidrólise de paraoxon e liberação de p-nitrofenol. A mistura de 

ensaio consistia de 10 μL de plasma em tampão Tris-HCl 15 mM (pH 8,5) contendo 

0,15 mM de CaCl2, 0,3 M de NaCl e 1,2 mM de paraoxon. O paraoxon foi preparado 

em acetona e mantido em gelo; antes da utilização, a solução-mãe (120 mM) foi diluída 

1:40 em água e sua concentração foi monitorada a 274 nm, usando o coeficiente de 

extinção molar de paraoxon (8900 M
-1

·cm
-1

). O ensaio foi realizado a 37°C e iniciado 

pela adição de paraoxon. A atividade foi monitorada medindo a absorbância a 405 nm 
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por 5 min. Os resultados foram calculados assumindo o coeficiente de extinção molar 

de p-nitrofenol (18.000 M
-1

·cm
-1

) (Smith e Adams, 2011). A atividade da PON 1 foi 

expressa em unidades/litro (unidade = μmoL paraoxon hidrolisado/min). 

Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS): amostras de plasma e de 

sobrenadantes de fígado e rim foram submetidas à desproteinização (PILZ et al., 2000) 

e utilizadas na análise de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (KOHN; 

LIVERSEDGE, 1944), com formação de complexo monitorado 

espectrofotometricamente a 535 nm (fígado, rim) ou fluorimetricamente nos 

comprimentos de onda de excitação e emissão de 510 e 553 nm, respectivamente 

(plasma). Foi realizada uma curva de calibração com 1,1’3,3’-tetrametoxipropano 

(Figura 10) para a quantificação de TBARS nas amostras. Os resultados foram 

expressos em µmol de TBARS/L (plasma) ou μmol de TBARS/g de tecido (fígado). 

Figura 10. Curvas de calibração, 1,1’3,3’-tetrametoxipropano, espectofotômetro (A) e 

fluorímetro (B). 

 

 

Atividade da superóxido dismutase (SOD): A oxidação da xantina gera o ânion 

superóxido em reação catalisada pela xantina oxidase, o qual reduz o nitro blue 

tetrazolium (NBT) a uma formazana. Na presença de SOD ocorre inibição na redução 

do NBT, monitorada em 550 nm (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971). Os resultados 

foram expressos em U de SOD/mg de proteína. Uma unidade de SOD é definida como a 

quantidade de enzima necessária para inibir a redução do NBT em 50%. 
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Atividade da catalase (CAT): foi determinada através do monitoramento do 

desaparecimento do H2O2 a 230 nm (BEERS; SIZER, 1952) e os resultados serão 

expressos em mmol de H2O2 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 oxidação de GSH na presença de 

H2O2. Na presença de glutationa redutase, a glutationa oxidada é reduzida à GSH com 

oxidação concomitante do NADPH à NADP
+
. A oxidação do NADPH é monitorada 

pela diminuição da absorbância em 340 nm. Os resultados foram expressos em mmol de 

NADPH consumido/min/mg de proteína (fígado). 

Estimativa dos produtos finais de glicação avançada (AGEs): Amostras de plasma 

e fígado foram tratadas com clorofórmio, ácido tricloroacético e NaOH, segundo Zilin 

et al. (2001). As concentrações finais dos reagentes utilizados foram 0,12 M de TCA; 

1,2 M de clorofórmio para plasma, sendo que para o fígado a concentração de 

clorofórmio foi de 2,42 M; e 0,1 M de NaOH. Em sobrenadantes de rim, adicionou-se 

0,1 M de NaOH seguido de homogeneização e centrifugação à 10.000 g por 10 minutos 

à 10°C. Nas amostras de plasma, fígado e rim, os AGEs fluorescentes foram estimados 

pela medida da fluorescência com comprimentos de onda de excitação de 370 nm e 

emissão de 440 nm. Os resultados foram expressos em unidades arbitrárias de 

fluorescência (PENNACCHI et al., 2015).  

3.4.3 Proteínas totais 

A concentração de proteínas no plasma e sobrenadantes de fígado e rim foram 

determinadas segundo Lowry et al. (1951). Os resultados foram expressos utilizando 

uma curva de calibração com albumina bovina sérica (Figura 11).  

Figura 11. Curva de calibração de solução de albumina bovina sérica. 

y = 0,001x 
R² = 0,9968 

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3

0,35

0 100 200 300 400

A
b

so
rb

ân
ci

a 
(6

6
0

 n
m

) 

Albumina (µg/mL) 



53 
 

3.4.4 Western Blot 

Tecidos adiposos branco epididimal e marrom interescapular, músculos 

esqueléticos gastrocnemius, fígado e rim foram homogeneizados (Polytron Omni TH01, 

Kennesaw, GA) em tampão gelado contendo 50 mM de Tris-HCl (pH 7,4), 150 mM de 

NaCl, 1 mM de EDTA, 1% de Triton X-100, 24,1 mM de deoxicolato de sódio, 0,01% 

de SDS, 10 mM de pirofosfato de sódio, 100 mM de fluoreto de sódio, 10,3 mM de 

ortovanadato de sódio, 1,5 µM de aprotinina, 1 mM de fluoreto de fenilmetanossulfonil 

(PMSF) e 2,1 µM de leupeptina. Os homogenatos foram centrifugados a 11.900 g a 4°C 

durante 30 min, e os sobrenadantes foram utilizados para a determinação dos níveis de 

proteína (LOWRY et al., 1951). Tampão de amostra (62,5 mM de Tris-HCl, 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 µg de proteína foram submetidas à 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 separação, 120V em  

temperatura ambiente). Em seguida, as proteínas foram eletrotransferidas do gel para 

membranas de nitrocelulose (tempo de transferência de 3 horas, 0,35mA a 4°C). As 

membranas foram incubadas overnight a 4°C com anticorpos primários específicos 

descritos na Tabela 2. A ligação dos anticorpos primários foi detectada por anticorpos 

secundários conjugados com HRP peroxidase (1:1000; Cell Signaling) e visualizada 

com substrato quimiluminescente (1,1 mM de sal sódico de luminol, 1,98 mM de ácido 

4-iodofenilborónico e 5,3 mM de peróxido de hidrogénio, 0,1 M Tris-HCl, 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 primários e secundários, diluições e condições de 

armazenamento. 

Anticorpos primários Empresa Código Diluição 
Condições de 

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-B p65 Abcam ab16502 1:500 -20°C 

NRF 2 Abcam ab31163 1:500 -20°C 

PGC-1α 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-β-actina (controle 

interno) 
Cell Signaling #5057 1:1000 -20°C 

Anticorpos secundários  

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 Análises de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatória 

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

análise de Western Blot) foram usadas para a análise de citocinas. Os níveis das 

citocinas pró-inflamatórias IL-6 e TNF-α e da citocina anti-inflamatória IL-10 foram 

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

3.5 Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média. A análise de 

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

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

estatisticamente diferentes com p<0,05. As análises estatísticas foram realizadas 

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

Califórnia, EUA). 
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4.  RESULTADOS  

 

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

parâmetros fisiológicos de animais obesos  

Animais do grupo H, a partir da 2ª semana, apresentaram maiores valores de massa 

corporal em relação aos animais do grupo P (Figura 12A); este aumento no ganho de 

massa corporal foi mantido até o final do experimento, evidenciando a instalação da 

obesidade. Todos os animais alimentados com dieta H apresentaram redução na 

ingestão alimentar (g/dia) quando comparados aos animais do grupo P (Figura 12B), no 

entanto houve uma maior ingestão calórica (kcal) pelos animais H (Figura 12C), 

favorecendo o ganho de massa corporal.  

Animais em dieta H que receberam iogurte (HI) apresentaram uma redução 

significativa na massa corporal (Figura 12A) a partir da segunda semana de tratamento, 

bem como uma redução na ingestão alimentar (Figura 12B) e calórica (Figura 12C), em 

relação 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 redução na ingestão 

alimentar (Figura 12B) e calórica (Figura 12C), em relação aos animais H. Os animais 

HI, HC e HTC apresentaram evolução de massa corporal semelhante aos animais P 

(Figura 12A).  

Destaca-se que os melhores resultados observados nos parâmetros de massa 

corporal, ingestão calórica e ingestão alimentar foram alcançados no tratamento com 50 

mg/kg trigonelina em iogurte. Animais em dieta H e tratados com trigonelina em 

iogurte (HT), a partir da 4ª semana de tratamento, apresentaram menor ganho de massa 

corporal (Figura 12A), menor ingestão alimentar (Figura 12B) e calórica (Figura 12C), 

quando comparados aos animais dos grupos P, H, HI, HC e HTC. Destaca-se que o 

perfil de ingestão alimentar e calórica 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 o 

aumento de ganho de massa corporal devido à ingestão de dieta H, sugerindo então 

serem eficazes no combate à obesidade.  
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Figura 12. Massa corporal (A), ingestão alimentar (B) e ingestão calórica (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. 

 

 Os valores representam média ± erro padrão. As diferenças entre os grupos foram 

consideradas em p<0,05.  
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A ingestão 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 análise histológica; foram observados aumentos de 2,4 vezes na área 

(Figura 13B) e 1,6 vezes no diâmetro (Figura 13C) de adipócitos do TAB epididimal, 

em relação aos mesmos parâmetros em adipócitos de TAB de animais alimentados com 

dieta P.  

O tratamento de animais em dieta H com iogurte preveniu o aumento na massa de 

TAB epididimal, bem como levou a uma menor hipertrofia adipocítica, observada com 

redução na área (76%) e diâmetro (29%) de adipócitos brancos, corroborando o menor 

ganho de massa corporal em animais HI, em relação aos animais do grupo H (Figura 

13).  

Os grupos HC e HTC também apresentaram redução na área e no diâmetro das 

células adiposas, indicando menor hipertrofia adipocítica, corroborando a redução das 

massas de TAB epididimal (147 e 124%, respectivamente) em relação ao grupo H 

(Figura 13).  

Vale destacar que o tratamento com trigonelina em iogurte desempenhou os 

melhores efeitos na redução das massas de TAB epididimal (Figura 13A), bem como 

redução na área e diâmetro de adipócitos brancos deste tecido (Figura 4), em relação aos 

mesmos parâmetros monitorados nos grupos H e HI, explicando em parte o menor 

ganho de massa corporal de animais HT (Figura 12A). 
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Figura 13. Massas de tecido adiposo branco epididimal (A), áreas (B) e diâmetros (C) 

de adipócitos 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) 

em iogurte. 

 

Os valores representam média ± erro padrão. Médias seguidas de letras iguais não 

diferem entre si estatisticamente. As diferenças 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 relação aos animais do grupo P (Tabela 3), o 

qual 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 fígado e rim de camundongos, em comparação aos 

animais do grupo P (Tabela 3). O aumento nas massas de fígado e rim de animais em 
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dieta H pode estar relacionado à excessiva ingestão de energia, acentuando a oferta e 

acúmulo ectópico de ácidos 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 HI, 

HT, HC e HTC também apresentaram menores massas de fígado 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 redução das massas 

de TAB retroperitoneal, em relação aos grupos H, HI, HC e HTC (Tabela 3), também 

corroborando o menor ganho de massa corporal de animais HT (Figura 12A).  

Assim como os resultados de peso corporal, ingestão calórica e massas de tecidos 

adiposos, a trigonelina administrada em iogurte e de forma isolada (não combinada com 

curcumina) foi o tratamento que mais se destacou na atenuação da instalação do modelo 

de obesidade, provavelmente devido a uma redução na ingestão de dieta H, 

consequentemente houve redução significativa nas massas de tecidos adiposos e no 

tamanho de adipócitos brancos. 

Tabela 3. Massas de tecidos adiposos branco retroperitoneal (TAB) e marrom 

interescapular (TAM), fígado 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. 

Tecidos 

Massas (g) 

P H HI HT HC HTC 

TAB retroperitoneal 0,103 ± 0,006
a
 0,509 ± 0,035

b 
0,301 ± 0,045

c 
0,187 ± 0,020

a 
0,256 ± 0,030

c 
0,283 ± 0,032

c 

TAM interescapular 0,075 ± 0,005
a
 0,100 ± 0,007

b
 0,067 ± 0,004

a
 0,068 ± 0,003

a
 0,06 ± 0,003

a
 0,072 ± 0,005

a
 

Fígado 1,066 ± 0,030
a
 1,225 ± 0,023

b 
0,996 ± 0,032

a,c 
0,899 ± 0,035

d 
0,977 ± 0,037

a,c 
1,017 ± 0,044

a,c 

Rim 0,143 ± 0,007
a
 0,183 ± 0,006

b 
0,144 ± 0,006

a 
0,146 ± 0,006

a 
0,155 ± 0,007

a 
0,152 ± 0,004

a 

Os valores representam média ± erro padrão. Médias seguidas de letras iguais não 

diferem entre si estatisticamente. As diferenças 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 

parâmetros bioquímicos plasmáticos de animais obesos  

A dieta H promoveu aumento nos níveis plasmáticos de glicose de jejum (30%), 

triacilgliceróis (21%), colesterol (46%) e HDL-colesterol (44%), em relação aos valores 

em animais P (Tabela 4). O aumento dos níveis de HDL de camundongos em dieta H, 

em parte pode ser explicado pelas diferenças intrínsecas em relação ao metabolismo de 

lipoproteínas em camundongos e humanos. Ao contrário dos seres humanos, cujo 

transporte sanguíneo de colesterol ocorre preferencialmente na lipoproteína LDL (65-

85%), no camundongo o transporte sanguíneo de colesterol ocorre de forma preferencial 

(85%) na lipoproteína HDL (FAZIO e LINTON, 2001; PODRINI et al., 2013).  

Não foram observadas diferenças nos níveis plasmáticos dos marcadores 

relacionados à função renal (creatinina e ureia) (Tabela 4).  

Animais do grupo H apresentaram aumento de 33% nos níveis plasmáticos de ALT 

(marcador de integridade de hepatócitos), quando comparados aos animais do grupo P 

(Tabela 4), o que pode indicar lesão tecidual hepática 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 triacilgliceróis, colesterol e níveis plasmáticos 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 níveis de glicose, em relação aos animais do grupo H, os quais ficaram 

semelhantes aos valores em animais P (Tabela 4). Diferente dos tratamentos com os 

fitoquímicos isolados, o tratamento de animais H com a combinação de trigonelina e 

curcumina em iogurte não promoveu melhorias na glicemia (Tabela 4).  

Os animais dos grupos HI, HT, HC e HTC apresentaram redução nos níveis de 

ALT, e não apresentaram diferenças em relação aos níveis de creatinina e ureia em 

relação ao grupo H, sugerindo manutenção da função/integridade hepática e renal 

(Tabela 4).  
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Tabela 4. Parâmetros bioquímicos plasmáticos 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.  

Parâmetros plasmáticos P H HI HT HC HTC 

Glicose (mg/dL) 94 ± 5,8
a
 122 ± 4,9

b
 100 ± 3,9

a
 104 ± 3,7

a
 101 ± 5,2

a
 114 ± 7,5

b
 

Triacilgliceróis (mg/dL) 47 ± 2,9
a
 57 ± 2,5

b
 49 ± 3,7

a
 46 ± 2,3

a
 45 ± 5,9

a
 47 ± 5,1

a
 

Colesterol (mg/dL) 90 ± 1,5
a
 132 ± 7,8

b
 106 ± 6,6

c
 116 ± 4,6

c
 113 ± 4,0

c
 115 ± 3,1

c
 

HDL-colesterol (mg/dL) 82 ± 1,0
a
 118 ± 5,1

b
 98 ± 5,8

c
 95 ± 5,2

c
 105 ± 2,2

c
 104 ± 1,2

c
 

ALT (U/L) 70 ± 6,4
a
 93 ± 14,2

b
 72 ± 2,2

a
 66 ± 4,0

a
 71 ± 3,9

a
 68 ± 2,5

a
 

Creatinina (mg/dL) 0,09 ± 0,01
a
 0,08 ± 0,01

a
 0,09 ± 0,05

a
 0,08 ± 0,05

a
 0,09 ± 0,01

a
 0,1 ± 0,06

a
 

Ureia (mg/dL) 48 ± 1,7
a
 49 ± 0,9

a
 47 ± 2,2

a
 49 ± 1,5

a
 51 ± 1,9

a
 48 ± 2,1

a
 

Os valores representam média ± erro padrão. Médias seguidas de letras iguais não 

diferem entre si estatisticamente. As diferenças entre os grupos foram consideradas em 

p<0,05. 

 

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

tolerância à glicose e sensibilidade à insulina de animais obesos 

Foram realizados os testes funcionais para verificar a resposta dos animais frente a 

desafios que permitem o monitoramento temporal dos níveis glicêmicos e assim a 

responsividade à insulina e sua capacidade de regular os níveis de glicose, o teste de 

tolerância oral à glicose (TTGO) e o tesde de tolerância à insulina (ITT), bem como a 

glicemia de jejum (12 horas de jejum), a fim de estudar as ações dos ativos naturais na 

capacidade de regular a homeostase da glicose e a sensibilidade à insulina (Figura 14). 

Também foram estudadas as alterações nos níveis de fosforilação de AKT, tanto os 

níveis basais quanto os níveis estimulados por insulina, em tecido adiposo branco 

epididimal (Figura 15) e músculos gastrocnemius (Figura 16), os quais indicam 

alterações na sensibilidade tecidual à insulina. 
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Foi observada a instalação de um quadro de intolerância à glicose em camundongos 

alimentados com dieta H: após 15 minutos da sobrecarga de glicose, o pico glicêmico 

em animais H foi 34% maior em relação ao pico glicêmico observado nos animais P 

(Figura 14A), e valores elevados de glicemia foram observados em animais H durante 

os demais tempos pós-sobrecarga de glicose (Figura 14A). Após 120 minutos da 

sobrecarga de glicose, os animais H não apresentaram a mesma eficiência na redução da 

glicemia, tal como os animais do grupo P (Figura 14A). Consequentemente, podemos 

observar que a tolerância oral à glicose foi significativamente prejudicada em animais H 

quando comparados aos animais P (Figura 14B). Animais em dieta H também 

apresentaram maiores níveis glicêmicos durante o teste de tolerância à insulina, quando 

comparados aos animais em dieta P, desde a glicemia de jejum até o tempo de 60 

minutos após a administração de insulina, sugerindo que animais H tenham uma 

diminuição da sensibilidade à insulina (Figuras 14C e D).  

Após 30 minutos da sobrecarga de glicose, animais HI apresentaram menores 

valores de glicemia em relação aos valores em animais H (Figura 14A). Animais HI 

também apresentaram redução na glicemia no ITT, com valores de glicemia de jejum 

menores e maiores quedas na glicemia após a administração de insulina, em relação ao 

perfil do grupo H (Figuras 14C e D), sugerindo que o tratamento com iogurte foi capaz 

de promover um aumento da sensibilidade à insulina e melhorar a tolerância à glicose.  

Após 30 minutos da sobrecarga com glicose, animais tratados com trigonelina em 

iogurte apresentaram redução de 17% nos níveis glicêmicos, em relação aos animais H, 

e após 120 minutos, a glicemia do grupo HT continuou menor em relação aos valores 

no grupo H (Figura 14A). Como resultado, houve uma redução de 20% na AUC do 

TTGO em animais HT em relação aos animais H (Figura 14B). O tratamento com 

trigonelina também reduziu em 28% a AUC da glicemia no ITT, em relação aos animais 

H (Figura 14D).  

Após 15 minutos da sobrecarga com glicose, animais tratados com curcumina em 

iogurte apresentaram redução de 20% nos valores de glicemia, em relação aos animais 

H (Figura 14A). No entanto, após 120 minutos, os valores de glicemia de animais HC 

não foram diferentes dos valores em animais H (Figuras 14A e B). Como resultado, 

houve uma redução de 20% na AUC do TTGO em animais HC em relação aos animais 

H (Figura 14B). O tratamento com curcumina também reduziu em 26% os níveis 

glicêmicos na AUC do ITT em relação aos animais H (Figura 14D).  
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Animais em dieta H e tratados com curcumina e trigonelina em iogurte 

apresentaram redução de 13% na glicemia após 30 minutos da sobrecarga de glicose, 

em relação aos animais do grupo H (Figura 14A). No entanto, 90 minutos após a 

sobrecarga de glicose, os valores de glicemia de animais HTC não foram diferentes 

daqueles em animais H (Figura 14A). A combinação dos ativos naturais em iogurte 

também não melhorou a sensibilidade à insulina, tal como observado no ITT, desde a 

glicemia de jejum e após a administração de insulina (Figura 14C), sugerindo, portanto, 

que a combinação curcumina+trigonelina seja menos efetiva na redução da glicemia em 

comparação 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 tolerância à glicose e na 

sensibilidade à insulina. Já a combinação destes dois antioxidantes naturais em iogurte 

parece prejudicar os efeitos observados com os tratamentos isolados, uma vez que não 

foram observados os aumentos na tolerância à glicose ou na sensibilidade à insulina em 

animais HTC, em comparação aos perfis observados em animais HI, HT ou HC.  
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Figura 14. Tolerância oral à glicose (A), AUC do TTGO (B), tolerância à 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.  

 

 

Os valores representam média ± erro padrão. Médias seguidas de letras iguais não 

diferem entre si estatisticamente. As diferenças entre os grupos foram consideradas em 

p<0,05. *diferenças de H vs P e HC. 

A instalação de resistência à insulina foi comprovada no TAB epididimal. Houve 

redução nos níveis de fosforilação de AKT (Figura 15) no TAB epididimal de animais 

H, em relação aos valores em animais P, tanto em relação à fosforilação basal (55%) 

quanto em relação à fosforilação estimulada por insulina (66%). Tal redução nos níveis 

de fosforilação de AKT pode explicar, pelo menos em parte, os quadros de resistência à 

insulina (Figuras 15C e D) e de intolerância à glicose (Figuras 14A e B) em animais H, 

bem como pode explicar os maiores valores de glicemia de jejum (Tabela 4) em animais 

H.  

A B 

C D 
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O tratamento de animais em diets H com iogurte foi não capaz de promover 

alterações nos níveis de fosforilação de AKT no TAB epididimal, tanto os níveis basais 

quanto os níveis estimulados por insulina, em relação aos animais H (Figura 15).  

Os melhores resultados relacionados à capacidade de preservar a sinalização da 

insulina em TAB epididimal de animais mantidos em dieta obesogênica foram 

encontrados nos tratamentos com trigonelina em iogurte, sozinha. O tratamento com 

trigonelina foi o único que melhorou tanto a fosforilação basal quanto a fosforilação 

estimulada por insulina de AKT, no TAB epididimal de animais em dieta H, em relação 

aos animais do grupo H, bem como em relação 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 não promoveu benefícios na fosforilação 

de AKT (basal ou após a administração de insulina) no TAB epididimal (Figura 15), 

quando comparados aos animais H. 

O tratamento de animais em dieta H com a combinação de trigonelina e curcumina 

em iogurte promoveu prejuízos adicionais na fosforilação de AKT (Figura 15), em 

relação aos próprios impactos promovidos pela dieta H, com redução drástica na 

capacidade de fosforilar e assim ativar a AKT; tal achado corrobora os resultados de 

TTGO e ITT (Figura 14), que evidenciou redução da tolerância à glicose e sensibilidade 

à insulina quando comparado aos tratamentos com trigonelina e curcumina em iogurte, 

de forma isolada. 
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Figura 15. Níveis de fosforilação 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. 

Os valores representam média ± erro padrão. Médias seguidas de letras iguais não 

diferem entre si estatisticamente. As diferenças entre os grupos foram consideradas em 

p<0,05. 

 

A instalação de resistência à insulina também foi verificada em músculos 

gastrocnemius de animais H, uma vez que a fosforilação de AKT estimulada por 

insulina foi 6 vezes menor do que aquela observada em músculos 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 

níveis basais quanto nos níveis estimulados por insulina de fosforilação de AKT, em 

relação aos valores no grupo H (Figura 16).  

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

aumento na fosforilação de AKT estimulada por insulina em músculos gastrocnemius, 
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tanto em relação ao tratamento com iogurte quanto ao tratamento com trigonelina em 

iogurte, sugerindo um aumento na sensibilidade à insulina em músculos esqueléticos de 

animais em dieta H.  

Assim como observado nos resultados de TTGO e ITT (Figura 14) e da 

fosforilação de AKT no TAB epididimal (Figura 15), a combinação de trigonelina e 

curcumina em iogurte mais uma vez prejudicou os efeitos dos compostos quando 

administrados isoladamente, agora com anulação de respostas em músculos 

gastrocnemius, onde foram observadas níveis de fosforilação de AKT semelhante aos 

animais do grupo H (Figura 16). 

 

Figura 16. Níveis de fosforilação de AKT em músculo 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.  

 

Os valores representam média ± erro padrão. Médias seguidas de letras iguais não 

diferem entre si estatisticamente. As diferenças 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 à inflamação de animais obesos 

Observou-se um aumento de 2,5 vezes nos níveis de NF-κB (Figura 17A) no TAB 

epididimal de animais H em relação aos animais P. Também foram observados 

aumentos nos níveis das adipocinas pró-inflamatórias, IL-6 (3 vezes; Figura 17B) e 

TNF-α (3,5 vezes; Figura 17C) e redução de 1,5 vezes nos níveis da adipocina anti-

inflamatória IL-10 (Figura 17D) em TAB epididimal de animais obesos, caracterizando 

a instalação de um quadro de inflamação no tecido adiposo branco visceral. O aumento 

nos níveis de TNF-α é indicado como um dos principais eventos que participam do 

desenvolvimento da resistência à insulina na obesidade (KANG et al., 2016), o que 

pode corroborar os resultados encontrados na fosforilação de AKT (Figura 15) e no ITT 

(Figuras 14C e D) de animais H.  

Todos os tratamentos isolados promoveram benefícios em relação ao quadro de 

inflamação observado no TAB epididimal. Animais em dieta H e tratados com iogurte 

apresentaram menores níveis de NF-κB (60%) e de adipocinas pró-inflamatórias (IL-6, 

37%; TNF-α, 44%), bem como aumento de 50% nos níveis de IL-10 (Figura 17).  

O tratamento de animais em dieta H com trigonelina em iogurte reduziu os níveis 

de NF-κB (53%) e os níveis das adipocinas pró-inflamatórias IL-6 (60%) e TNF-α 

(66%), bem como promoveu aumento de 62% nos níveis da adipocina anti-inflamatória 

IL-10 (Figura 17). 

O tratamento de animais em dieta H com curcumina em iogurte reduziu os níveis de 

NF-κB (33%) e das adipocinas pró-inflamatórias IL-6 (43%) e TNF-α (44%), bem 

como aumento de 27% nos níveis de IL-10 (Figura 17).  

Interessantemente, o tratamento de animais em dieta H com a combinação de 

trigonelina e curcumina em iogurte não reduziu os níveis proteicos de NF-κB (Figura 

17A) bem como os níveis de IL-6 (Figura 17B). Também foi observada redução nos 

níveis da citocina anti-inflamatória IL-10 (Figura 17D). Apesar destes efeitos 

indesejados, observou-se que animais HTC apresentaram redução de 40% nos níveis de 

TNF-α (Figura 17C) em relação ao grupo H.  
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Figura 17. Níveis proteicos de NF-κB (A), adipocinas pró-inflamatórias IL-6 (B) e 

TNF-α (C) e anti-inflamatória 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.  

 

Os valores representam média ± erro padrão. Médias seguidas de letras iguais não 

diferem entre si estatisticamente. As diferenças entre os grupos foram consideradas em 

p<0,05. 
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4.5 Efeitos dos tratamentos com iogurte, trigonelina e/ou curcumina nos 

marcadores relacionados ao programa termogênico no tecido adiposo marrom 

interescapular de animais obesos 

Foram analisados os níveis proteicos de SIRT 1, PGC-1α, NRF 2 e UCP 1 e os 

níveis de fosforilação de AMPK no TAM interescapular de camundongos alimentados 

com dieta P e H durante 9 semanas e submetidos aos diferentes tratamentos (Figura 18). 

Não foram observadas diferenças nos conteúdos proteicos de SIRT 1, PGC-1α e NRF 2 

em TAM de animais H ou P. Entretanto animais obesos (grupo H) apresentaram 

redução de 2 vezes na fosforilação de AMPK (Figura 18B) e aumento de 2,3 vezes nos 

níveis proteicos de UCP 1 (Figura 18E), em relação aos animais do grupo P.  

O tratamento de animais alimentados com dieta H com iogurte não promoveu 

mudanças nos níveis proteicos de PGC-1α e NRF 2 em TAM (Figuras 18C e D), no 

entanto foi capaz de promover uma redução de 28% no conteúdo de SIRT 1 (Figura 

18A) e um aumento de 24% na fosforilação de AMPK (Figura 18B), em relação aos 

valores observados em TAM de animais do grupo H. Animais HI também não 

apresentaram mudanças nos níveis de UCP 1 quando comparado ao grupo H (Figura 

18E). 

Animais HT apresentaram um aumento de 33% nos níveis proteicos de SIRT 1 

(Figura 18A), aumento de 80% na fosforilação de AMPK (Figura 18B) e aumento de 

41% no conteúdo de NRF 2 no TAM (Figura 18D), em relação ao grupo H. O 

tratamento com trigonelina não promoveu mudanças nos níveis de PGC-1α em relação 

ao grupo H (Figura 18C). Interessantemente, o tratamento com trigonelina reduziu em 

78% os níveis de UCP 1 em relação aos valores em TAM de animais H (Figura 18E). 

Os melhores efeitos relacionados à estimulação do programa termogênico no 

TAM interescapular foram alcançados nos tratamentos de animais em dieta H com 

iogurte enriquecido com curcumina. O tratamento com curcumina em iogurte promoveu 

aumento de 96% os níveis proteicos de SIRT 1 (Figura 18A), aumento de 79% na 

fosforilação de AMPK (Figura 18B), aumento de 53% no conteúdo de PGC-1α (Figura 

18C) e aumento de 81% no conteúdo de NRF 2 (Figura 18D), em relação aos resultados 

observados no grupo H. O grupo HC apresentou níveis proteicos de UCP 1 semelhantes 

aos observados em TAM de animais do grupo H (Figura 18E). 

A combinação de trigonelina e curcumina em iogurte não melhorou os níveis de 

SIRT 1 (Figura 18A) ou a fosforilação de AMPK (Figura 18B) no TAM, em relação ao 
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grupo H. No entanto, o grupo HTC apresentou aumento de 1,5 vezes nos níveis 

proteicos de PGC-1α aumento de 2 vezes nos níveis de NRF 2, em relação ao grupo H 

(Figuras 18C e D). Animais HTC também apresentaram níveis proteicos de UCP 1 

semelhantes  ao grupo H (Figura 18E). 

Figura 18. Níveis proteicos de SIRT 1 (A), níveis de fosforilação de AMPK (B), níveis 

proteicos de PGC-1α (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.  

 

Os valores representam média ± erro padrão. Médias seguidas de letras iguais não 

diferem entre si estatisticamente. As diferenças 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 

Após 9 semanas de ingestão de dieta H, observou-se um aumento nos níveis 

plasmáticos 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 reduções nos níveis de TBARS e de AGEs fluorescentes, em relação aos 

valores em animais H (Figura 19).  

O tratamento de animais em dieta H com a combinação de curcumina e trigonelina 

e iogurte promoveu redução nos níveis de TBARS (Figura 19A), porém não melhorou 

os níveis de AGEs fluorescentes no plasma em relação aos animais do grupo H, 

novamente sugerindo anulação nos efeitos benéficos observados com os tratamentos 

isolados (Figura 19B).  

É 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).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 



73 
 

Figura 19. Níveis 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.  

Os valores representam média ± erro padrão. Médias seguidas de letras iguais não 

diferem entre si estatisticamente. As diferenças 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 inflamação no fígado de animais 

obesos 

A caracterização do estresse glicoxidativo em fígado de animais H foi observada 

pelos os níveis elevados de TBARS (89%, Figura 20A), AGEs fluorescentes (51%, 

Figura 20B), níveis proteicos de RAGE (144%, Figura 20C) e Bax (82%, Figura 20D), 

em relação ao grupo P. Marcadores da inflamação também encontram-se alterados em 

fígado de animais H. Houve aumento de 96% nos níveis proteicos de NF-κB (Figura 

20E), aumento nos níveis de citocinas pró-inflamatórias IL-6 (2,4 vezes, Figura 20F) e 

TNF-α (1,5 vezes, Figura 20G) e redução nos níveis da citocina anti-inflamatória IL-10 

(2,4 vezes, Figura 20H), em relação aos valores em fígado de animais P.  

O tratamento de animais em dieta H com iogurte não promoveu redução nos níveis 

de TBARS (Figura 20A) no fígado. Entretanto, animais HI apresentaram redução de 

32% nos níveis de AGEs fluorescentes (Figura 20B) e redução de 102% nos níveis de 

RAGE (Figura 20C) no fígado. Animais HI também apresentaram redução de 54% no 

conteúdo de Bax (Figura 20D) e redução de 66% nos níveis de NF-κB (Figura 20E), em 

relação aos valores observados nos animais H. Em fígado de animais HI, também foram 

A B C 
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observados menores níveis de IL-6 (2,3 vezes; Figura 20F), tendência de redução nos 

níveis de TNF-α (Figura 20G) e aumento (2 vezes) nos níveis de IL-10 (Figura 20H), 

em relação ao grupo H.  

O tratamento de animais em dieta H com trigonelina em iogurte atenuou o estresse 

glicoxidativo no fígado, uma vez que foram observadas reduções nos níveis de TBARS 

(3 vezes, Figura 20A), AGEs fluorescentes (1,4 vezes, Figura 20B), níveis proteicos de 

RAGE (2 vezes, Figura 20C) e de Bax (2 vezes, Figura 20D). O tratamento com 

trigonelina também atenuou a inflamação no fígado de animais alimentados com dieta 

H. Animais HT apresentaram redução nos níveis de NF-κB (4 vezes; Figura 20E), 

redução nos níveis das citocinas pró-inflamatórias IL-6 (2 vezes; Figura 20F) e TNF-α 

(2 vezes; Figura 20G) e aumento nos níveis de IL-10 (2,5 vezes; Figura 20G) em 

comparação aos valores observados no grupo H.  

O tratamento de animais em dieta H com curcumina em iogurte também reduziu o 

estresse glicoxidativo no fígado, uma vez que foram observados menores níveis de 

TBARS (3 vezes; Figura 20A), AGEs fluorescentes (2 vezes; Figura 20B), redução nos 

níveis proteicos de RAGE (2 vezes; Figura 20C). É interessante notar que o tratamento 

com curcumina não reduziu os níveis proteicos de Bax (Figura 20D). Houve redução da 

inflamação no fígado de animais tratados com curcumina, uma vez que foi observada 

redução nos níveis proteicos de NF-κB (47%; Figura 20E), redução nos níveis das 

citocinas pró-inflamatórias IL-6 (46%; Figura 20F) e TNF-α (33%; Figura 20G), e 

aumento nos níveis da citocina anti-inflamatória IL-10 (88%; Figura 20H), quando 

comparados aos valores no grupo H.  

O tratamento de animais em dieta H com a combinação de trigonelina e curcumina 

em iogurte reduziu os níveis de TBARS (3 vezes; Figura 20A), AGEs fluorescentes (1,4 

vezes; Figura 20B) e os níveis das citocinas IL-6 (1,3 vezes; Figura 20F) e TNF-α (1,3 

vezes; Figura 20G) no fígado, em comparação aos valores observados em  animais do 

grupo H. No entanto, diferente dos tratamentos com trigonelina e curcumina 

isoladamente, a combinação destes ativos naturais não foi capaz de reduzir os níveis de 

RAGE (Figura 20C), Bax (Figura 20D), NF-κB (Figura 20E), também não foi capaz de 

aumentar os níveis da citocina anti-inflamatória IL-10 (Figura 20H), os quais foram 

semelhantes aos valores encontrados no grupo H, novamente mostrando a perda das 

respostas benéficas dos tratamentos isolados com os fitoquímicos, quando 

administrados em combinação.  
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Figura 20. Níveis de TBARS (A) e AGEs fluorescentes (B), níveis proteicos de RAGE 

(C), Bax (D) e NF-kB (E), níveis de citocinas inflamatórias IL-6 (F), TNF-α (G) e 

citocina anti-inflamatória IL-10 (H) no fígado 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.  

 

Os valores representam média ± erro padrão. Médias seguidas de letras iguais não 

diferem entre si estatisticamente. As diferenças entre os grupos foram consideradas em 

p<0,05. 
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 4.8 Efeitos dos tratamentos com iogurte, trigonelina e/ou curcumina em 

biomarcadores relacionados ao status energético, potencial antioxidante e 

detoxificação de AGEs no fígado de animais obesos 

 Camundongos alimentados com dieta H durante 9 semanas apresentaram 

mudanças nos biomarcadores relacionados ao status energético, potencial antioxidante e 

componentes envolvidos na detoxificação de AGEs no fígado (Figura 21). Animais H 

apresentaram redução nos níveis proteicos de SIRT 1 (60%), níveis de fosforilação de 

AMPK (47%), e níveis proteicos de PGC-1α (61%) e de NRF 2 (44%). Em fígado de 

animais H também houve redução nas atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT 

e GSH-Px (Figuras 21E, F e G), em relação aos valores observados em animais P. 

Animais do grupo H não apresentaram alterações nos níveis hepáticos de GLO 1 

(Figura 21H) e de AGE-R1 (Figura 21I) em relação aos valores em fígado de animais 

do grupo P. 

 O tratamento de animais em dieta H com iogurte não promoveu alterações no 

conteúdo de SIRT 1 no fígado, no entanto, promoveu aumento de 2 vezes nos níveis de 

fosforilação de AMPK (Figura 21B) e nos níveis proteicos de PGC-1α (Figura 21C), em 

relação aos valores em animais H. Animais do grupo HI não apresentaram aumentos 

nos níveis de NRF 2 ou nas atividades das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GSH-

Px), bem como nos níveis de GLO 1 e AGE-R1, em relação aos valores observados em 

fígado de animais do grupo H (Figura 21).  

O tratamento de animais em dieta H com trigonelina em iogurte não promoveu 

alterações nos níveis de fosforilação de AMPK (Figura 21B) ou nos níveis proteicos de 

PGC-1α (Figura 21C) no fígado, em relação aos valores observados no grupo H. Por 

outro lado, animais HT apresentaram aumento de 2,3 vezes nos níveis proteicos de 

SIRT 1 (Figura 21A) e aumento de 1,4 vezes nos níveis de NRF 2 no fígado, em 

comparação 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 níveis de GLO 1 

(58%; Figura 21H) no fígado, em relação aos valores do grupo H. Além disso, o 

tratamento com trigonelina apresentou efeito benéfico potencial no estimulo ao 

componente AGE-R1, cujos níveis proteicos aumentaram 3 vezes em relação aos 

valores observados em animais H (Figura 21I). Os aumentos significativos de GLO 1 e 

AGE-R1 observados em fígado de animais HT certamente contribuíram para um menor 
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estresse glicativo, evidenciado pela redução significativa nos níveis de AGEs, em 

combinação com os níveis 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 hepático, em relação aos tratamentos com iogurte, 

trigonelina ou combinação de trigonelina+curcumina em iogurte (Figura 21). Animais 

HC apresentaram aumentos de 100% nos níveis de SIRT 1 (Figura 21A), de 50% na 

fosforilação de AMPK (Figura 21B), de 40% nos níveis de PGC-1α e 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 relação ao grupo H. Embora o tratamento com 

curcumina não tenha promovido mudanças nos níveis proteicos de AGE-R1 (Figura 

21H), o tratamento promoveu aumento significativo nos níveis de GLO 1 no fígado (2 

vezes; Figura 21I), o qual pode explicar a redução observada nos níveis de AGEs no 

fígado de animais HC (Figura 21B). 

 O tratamento de animais em dieta H com a combinação de trigonelina e 

curcumina em iogurte aumentou em 48% os níveis de fosforilação de AMPK (Figura 

21B) no fígado, em relação aos valores observados no grupo H. Diferente dos 

tratamentos isolados, o tratamento combinado de trigonelina + curcumina não aumentou 

os níveis proteicos de SIRT 1 ou de PGC-1α (Figura 21A e C). Apesar de serem 

observados alguns pontos negativos na terapia combinada, esta promoveu aumento nos 

níveis de NRF 2 (Figura 21D) e nas atividades das enzimas antioxidantes CAT (Figura 

21F) e GSH-Px (Figura 21G) no fígado. Também foram observados aumentos nos 

níveis proteicos de GLO 1 (80%; Figura 21H) em fígado de animais HTC, o qual pode 

ter contribuído para a redução nos níveis de AGEs (Figura 20B). 
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Figura 21. Níveis proteicos de SIRT 1 (A), níveis de fosforilação de AMPK (B), níveis 

proteicos de PGC-1α (C) e NRF 2 (D), atividades de enzimas antioxidantes SOD (E), 

CAT (F) e GSH-Px (G), níveis proteicos de GLO 1 (H) e AGE-R1 (I) no fígado 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.  

 

Os valores representam média ± erro padrão. Médias seguidas de letras iguais não 

diferem entre si estatisticamente. As diferenças entre os grupos foram consideradas em 

p<0,05. 
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4.9 Efeitos dos tratamentos com iogurte, trigonelina e/ou curcumina em 

biomarcadores do estresse glicoxidativo e da inflamação no rim de animais obesos 

 Os níveis de TBARS no rim de animais H foram aumentados (34%) em relação 

aos valores encontrados em rim de animais P (Figura 22A). Animais do grupo H 

também apresentaram maiores níveis de AGEs fluorescentes (60%; figura 22B), níveis 

proteicos de RAGE (60%; Figura 22C) e Bax (82%; Figura 22D), caracterizando em 

conjunto o estabelecimento de estresse glicoxidativo neste tecido devido à oferta de 

dieta H. Também foram observados aumentos no conteúdo de NF-κB (3 vezes; Figura 

22E), níveis de citocinas pró-inflamatórias IL-6 (2 vezes; Figura 22F) e TNF-α (1,3 

vezes; Figura 22G) e redução (50%) nos níveis de IL-10, em relação 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 peroxidação lipídica, estresse glicativo, apoptose e inflamação. 

 O tratamento de animais em dieta H com iogurte não melhorou o estresse 

oxidativo no rim, uma vez que os níveis 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 níveis de AGEs fluorescentes (Figura 22B), níveis proteicos de 

RAGE (66%, figura 22C) e de Bax (3 vezes; Figura 22D), em relação aos valores 

encontrados em animais do grupo H. O tratamento com iogurte não atenuou os níveis de 

NF-κB (Figura 22E). No entanto, animais HI apresentaram aumento de 86% nos níveis 

da citocina anti-inflamatória IL-10 (Figura 22H), redução de 59% nos níveis de IL-6 

(Figura 22F) e redução de 21% nos níveis de TNF-α (Figura 22G), em relação aos 

valores em animais do grupo H. 

 O tratamento de animais em dieta H com trigonelina promoveu redução de 35% 

os níveis de TBARS (Figura 22A), redução de 55% os níveis de AGEs fluorescentes 

(Figura 22B), redução de 50% nos níveis proteicos de RAGE (Figura 22C) e redução de 

4 vezes nos níveis de Bax (Figura 22D) no rim. O tratamento com trigonelina também 

reduziu os níveis renais de NF-kB (1,4 vezes; Figura 22E), IL-6 (Figura 22F) e TNF-α 

(Figura 22G), e aumentou em 2 vezes nos níveis de IL-10 (Figura 22H), em comparação 

aos valores encontrados em rins de animais H. Podemos sugerir que a trigonelina 

preveniu os efeitos deletérios promovidos pela ingestão de dieta H no rim, devido às 

suas ações antioxidante, antiglicação e anti-inflamatória. 

 O tratamento de animais em dieta H com curcumina em iogurte reduziu em 40% 

os níveis de TBARS (Figura 22A) e em 26% os AGEs fluorescentes (Figura 22B). 
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Animais HC também apresentaram redução nos níveis de RAGE (Figura 22C) no rim, 

em relação ao grupo H, porém não apresentaram alterações nos níveis proteicos de Bax 

(Figura 22D). O tratamento com curcumina também reduziu o conteúdo renal de NF-κB 

(1,3 vezes; Figura 22E), bem como os níveis de IL-6 (2,3 vezes; Figura 22F) e de TNF-

α (1,3 vezes; Figura 22G), e aumentou os níveis de IL-10 (2 vezes; Figura 22H), em 

relação aos valores encontrados em rins de animais do grupo H. 

 O tratamento de animais em dieta H com a combinação de trigonelina e 

curcumina em iogurte não promoveu melhorias nos níveis renais de TBARS (Figura 

22A), em comparação ao grupo H. Por sua vez, animais HTC apresentaram redução nos 

níveis de AGEs fluorescentes (Figura 22B) e nos níveis proteicos de RAGE (Figura 

22C) e de Bax (Figura 22D). Contudo, o tratamento com a combinação dos ativos 

naturais não reduziu os níveis de NF-κB (Figura 22E), pelo contrário, o aumento 

observado nos níveis deste marcador de inflamação foi até mesmo maior que aquele 

observado em animais H. Também houve aumento das citocinas IL-6 (Figura 22F) e 

TNF-α (Figura 22G) e redução nos níveis de IL-10 (Figura 18H) em rim de animais 

tratados com trigonelina + curcumina em iogurte. Corroborando os resultados obtidos 

nos tecidos adiposos branco epididimal, fígado e rim, a combinação dos ativos naturais 

anulou os efeitos benéficos isolados da trigonelina e curcumina. 
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Figura 22. Níveis de TBARS (A) e AGEs fluorescentes (B), níveis proteicos de RAGE 

(C), Bax (D) e NF-kB (E), níveis de citocinas inflamatórias IL-6 (F), TNF-α (G) e 

citocina anti-inflamatória 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.  

 

Os valores representam média ± erro padrão. Médias seguidas de letras iguais não 

diferem entre si estatisticamente. As diferenças entre os grupos foram consideradas em 

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 

detoxificação de AGEs no rim de animais obesos 

Animais em dieta H apresentaram alterações em biomarcadores relacionados ao 

status energético, potencial antioxidante e componentes que participam da detoxificação 

de AGEs no rim (Figura 23). Animais H apresentaram redução significativa nos níveis 

proteicos de SIRT 1 (63%; Figura 23A), níveis de fosforilação de AMPK (52%; Figura 

23B) e níveis proteicos de PGC-1α (24%; Figura 23C) no rim, em relação aos valores 

encontrados em rins de animais do grupo P. Reduções nos níveis 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 relação aos animais alimentados com dieta P. 

Animais H também apresentaram redução de 46% no conteúdo renal de GLO 1 (Figura 

23H) no rim quando comparados aos animais P, o que pode ter contribuído para os 

maiores níveis de AGEs fluorescentes neste tecido (Figura 23B). Assim como no 

fígado, não foram observadas diferenças nos níveis de AGE-R1 em rim de animais H 

em relação ao grupo P (Figura 23I). 

O tratamento de animais em dieta H com iogurte não promoveu mudanças no 

conteúdo de SIRT 1 (Figura 23A), na fosforilação de AMPK (Figura 23B), nos níveis 

de PGC-1α (Figura 23C) e de NRF 2 (Figura 23D) no rim, quando comparado ao grupo 

H. Animais HI também não apresentaram melhorias nas atividades das enzimas 

antioxidantes SOD (Figura 23E), CAT (Figura 23F) e GSH-Px (Figura 23G), bem como 

não apresentaram mudanças nos níveis de GLO 1 (Figura 23H) ou de AGE-R1 (Figura 

23I), em comparação aos valores encontrados no grupo H. 

O tratamento de animais em dieta H com trigonelina em iogurte melhorou os 

níveis dos marcadores relacionados ao status energético no rim: foi observado um 

aumento significativo na fosforilação de AMPK (95%, figura 23B), bem como 

aumentos nos níveis de SIRT 1 (89%; figura 23A), PGC-1α (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 níveis renais de GLO 1 (35%) e de 

AGE-R1 (164%), em relação ao grupo H (Figura 23H e I). 
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 O tratamento de animais em dieta H com curcumina em iogurte aumentou os 

níveis de fosforilação de AMPK (70%, figura 23B) e os níveis proteicos de SIRT 1 

(59%, figura 23A) no rim, quando comparado aos valores no grupo H. Animais HC não 

apresentaram alterações nos níveis proteicos de PGC-1α (Figura 23C) em relação ao 

grupo H. Observou-se um aumento de 42% no conteúdo de NRF 2 (Figura 23D) no rim 

de animais HC, em relação ao grupo H. O tratamento com curcumina em iogurte não 

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 não apresentaram alterações nos níveis renais de GLO 1 e 

de AGE-R1 (Figuras 23H e I), em comparação aos valores observados em animais H.  

 O tratamento de animais em dieta H com a combinação de trigonelina e 

curcumina em iogurte aumentou os níveis de fosforilação de AMPK (66%, Figura 23B), 

os níveis proteicos de SIRT 1 (115%, figura 23A) e de PGC-1α (40%, figura 23C) no 

rim, em relação ao grupo H. O tratamento com a combinação de ativos naturais em 

iogurte novamente anulou os efeitos dos tratamentos isolados com trigonelina ou 

curcumina, uma vez que foram observados no rim baixos níveis 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 níveis de GLO 1 no rim 

(25%; figura 23H), em relação aos animais H. O tratamento com a combinação de 

trigonelina e curcumina não foi capaz de alterar os níveis de AGE-R1 no rim (Figura 

23I) em comparação aos valores observados no grupo H, anulando o benefício 

promovido pela trigonelina isoladamente. 
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Figura 23. Níveis proteicos de SIRT 1 (A), níveis de fosforilação de AMPK (B), níveis 

proteicos de PGC-1α (C) e NRF 2 (D), atividades de enzimas antioxidantes SOD (E), 

CAT (F) e GSH-Px (G), níveis proteicos de GLO 1 (H) e AGE-R1 (I) 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.  

 

 

Os valores representam média ± erro padrão. Médias seguidas de letras iguais não 

diferem entre si estatisticamente. As diferenças entre os grupos foram consideradas em 

p<0,05. 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1 Caracterização do modelo experimental de obesidade e resistência à 

insulina 

O modelo experimental de obesidade induzida pela ingestão de dieta hiperlipídica é 

caracterizado pelo aumento da ingestão energética, culminando em aumento no ganho 

de peso corporal e massas de tecidos adiposos (WINZELL; AHRÉN, 2004; WANG e 

LIAO, 2013). No presente estudo, camundongos C57BL/6 foram alimentados com uma 

dieta padrão, normocalórica (P) ou com uma dieta hiperlipídica (H). Tal como esperado, 

camundongos alimentados com uma dieta rica em lipídeos (H) durante 9 semanas 

desenvolveram alterações metabólicas associadas à obesidade. A ingestão de dieta H 

por 9 semanas promoveu um aumento nos níveis plasmáticos de triacilgliceróis, 

colesterol e HDL-colesterol. A oferta de dieta H também causou redução na 

sensibilidade à insulina e consequentemente intolerância à glicose. Como um indicador 

de lesão hepática, foi observada alteração nos níveis plasmáticos de marcador de 

integridade de hepatócitos (ALT).  

Os animais mantidos em dieta H apresentaram aumento da ingestão calórica, bem 

como aumento nas massas de tecidos adiposos e hipertrofia das células adiposas, o que 

contribuiu, pelo menos em parte, para o maior ganho de massa corporal. A hipertrofia 

adinpocítica certamente explica o quadro de inflamação observada no tecido adiposo 

branco epididimal. A inflamação no tecido adiposo branco epididimal foi observada em 

animais do grupo H via aumento nos níveis proteicos de NF-κB e nos níveis de 

adipocinas pró-inflamatórias, tais como IL-6 e TNF-α, o que pode ter contribuído para o 

aumento da resistência à insulina neste tecido, observado via redução na fosforilação de 

AKT. Uma menor fosforilação de AKT em animais do grupo H também foi observada 

em músculos gastrocnemius. A redução na fosforilação da AKT em tecidos adiposos 

brancos e no músculo esquelético pode explicar a resistência à insulina, intolerância à 

glicose e o aumento na glicemia de jejum nos animais do grupo H. Observou-se também 

redução nos níveis da adipocina anti-inflamatória IL-10 em tecido adiposo branco de 

animais H, corroborando o aumento de adipocinas pró-inflamatórias e a resistência à 

insulina. A IL-10 é uma potente citocina imunossupressora que controla a progressão de 

quadros inflamatórios. Desta maneira, a redução de IL-10 pode prejudicar seus efeitos 

imunosupressores na inibição da síntese e atividade de adipocinas pró-inflamatórias (IL-
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6 e TNF-α), o que por sua vez favorece a resistência à insulina na obesidade (LUMENG 

et al., 2007; HONG et al., 2009; KWON e PESSIN, 2013). 

Sabe-se que o tecido adiposo é um órgão endócrino ativo que secreta adipocinas, 

tais como leptina, adiponectina, TNF-α, IL-6 e proteína ligadora de retinol-4 (RBP-4). 

Estas adipocinas podem atuar em outros tecidos, incluindo cérebro, fígado e músculo, 

participando da regulação da ingestão de alimentos, balanço energético e sensibilidade à 

insulina (CYPESS; KAHN, 2013). Além da secreção de adipocinas, o tecido adiposo 

também libera AGL. Os AGL liberados em excesso pelo tecido adiposo podem ativar a 

sinalização de vias inflamatórias, ao se ligarem ao receptor TRL-4 (toll-like receptor 4), 

induzindo a ativação de IkK. Após ser ativada, a IkK pode fosforilar IRS-1 em resíduos 

de serina, inibindo assim a sinalização da insulina. A ativação de IkK também culmina 

em fosforilação de IκB, estimulando sua degradação proteassomal. IκB atua como um 

inibidor de NF-κB. Com a degradação de IκB, ocorre subsequente liberação de NF-κB 

que, no núcleo, se liga ao DNA e estimula a transcrição gênica de mediadores 

inflamatórios, incluindo TNF-α e IL-6 (BAKER et al., 2012). A ativação de vias pró-

inflamatórias, incluindo o estimulo à produção de TNF-α, inibe a conversão de pré-

adipócitos em adipócitos maduros, promovendo a expansão do tecido adiposo, 

culminando em resistência à insulina, especialmente via inibição de IRS-1 

(LAUTERBACH; WUNDERLICH, 2017). Além disso, a influência do TNF-α na 

resposta imune resulta principalmente em aumento na produção de outras citocinas, tal 

como a IL-6 (MAKKI, et al.,2013). A IL-6 está fortemente relacionada aos estados 

inflamatórios crônicos, incluindo inflamação de baixo grau associada à obesidade e ao 

DM tipo 2. O aumento nos níveis sistêmicos de IL-6 está associado à elevada massa 

corporal, não 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 à termogênese e balanço energético. A ablação 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 regulação, desenvolvimento e na 

manutenção da função mitocondrial do tecido adiposo marrom (DESJARDINS; 

STEINBERG, 2018). A ativação da AMPK em tecido adiposo marrom suprime PPARγ 

e inibe a adipogênese, o que consequentemente reduz o acúmulo de gorduras (LI et al., 

2018). A fosforilação da AMPK inibe a síntese de lipídeos via redução na expressão 

gênica de acetil-CoA carboxilase (ACC) (RUDERMAN; PRENTKI, 2004). Nossos 
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resultados mostram que animais obesos apresentam uma redução na fosforilação de 

AMPK em associação ao aumento da massa do tecido adiposo marrom em animais do 

grupo H.  

A fim de avaliar as alterações em marcadores da termogênese em tecido adiposo 

marrom de animais H, foram avaliados os conteúdos de UCP 1. O aumento nos níveis 

proteicos de UCP 1 e a redução na fosforilação de AMPK sugerem que uma resposta 

termogênica adaptativa foi induzida pela ingestão da dieta hiperlipídica (FINK et al., 

2007; SO et al. 2009; FROMME; KLINGENS, 2010; GARCÍA-RUIZ et al., 2015). 

Para a atividade termogênica, o tecido adiposo marrom utiliza os lipídeos armazenados, 

bem como os triglicerídeos e glicose da circulação sistêmica como substratos para a 

termogênese (WU et al., 2012; BERANGER et al., 2013). Como resultado, embora 

animais H tenham níveis aumentados de UCP 1 no tecido adiposo marrom, tal 

resposta parece não ter sido suficiente para atenuar os níveis circulantes de glicose e 

triacilgliceróis, contribuindo para os aumentos observados nas massas de tecidos 

adiposos brancos, marrom e massa corporal.  

A obesidade possui dois principais componentes participantes da instalação e 

manutenção da resistência a insulina: a lipotoxicidade e a inflamação crônica de baixo 

grau, em fígado, músculo esquelético e tecido adiposo (GUILHERME et al., 2008; 

GLASS; OLEFSKY, 2012). Em relação à lipotoxicidade, quando a ingestão de energia 

excede a capacidade de armazenamento dos tecidos adiposos brancos, o acúmulo de 

lipídeos em outros tecidos é favorecido. O principal determinante da lipotoxicidade 

parece ser o aumento nos níveis de AG, culminando em acúmulo de metabólitos 

potencialmente tóxicos em tecidos não-adiposos (GLASS; OLEFSKY, 2012). O 

aumento no peso do fígado observado em animais H pode estar relacionado à deposição 

ectópica de AG e/ou acúmulo de triacilgliceróis nos hepatócitos, que por sua vez podem 

contribuir para o desenvolvimento de doença hepática não-alcoólica (DHNA), e em sua 

forma mais grave, esteatose hepática não alcoólica (EHNA), podendo progredir para 

fibrose e cirrose (ZÁMBÓ et al., 2013). Já no rim, o acúmulo de lipídeos nas células 

glomerulares e túbulos intersticiais aumentam a expressão da proteína de ligação ao 

elemento regulador de esteróis (SREBP-1), um fator de transcrição que desempenha 

papel fundamental na expressão de genes relacionados à lipogênese (acetil-CoA 

carboxilase e ácido graxo sintase) (DECLÈVES et al., 2013; MARTINS; MÁS, 2015). 

Aumento na deposição de triacilgliceróis nos rins devido à ingestão de dietas 

hiperlipídicas pode explicar, pelo menos em parte, o aumento observado na massa deste 
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tecido, em animais H. Portanto, faz-se necessária a realização da análise do conteúdo de 

triacilgliceróis em fígado e rim de camundongos mantidos em dieta H por 9 semanas.  

Os resultados de nosso estudo sugerem que o aumento dos níveis circulantes de 

glicose e triacilgliceróis, bem como o possível aumento no armazenamento de AG 

promovido pelo excesso de nutrientes, podem estar associados ao estabelecimento da 

resistência insulínica. Essas alterações também criam uma condição favorável para o 

aumento excessivo na geração de ERO, estes participantes do estresse oxidativo 

(FURUKAWA et al., 2017).  

Um equilíbrio entre os níveis de compostos oxidantes e antioxidantes é essencial 

para o funcionamento adequado do organismo. Porém, um aumento na produção de 

ERO é uma das várias respostas celulares frente ao excesso no fornecimento de 

nutrientes, condição 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 geração de ânion superóxido via aumento na 

atividade de NADPH oxidase, aumento no fluxo de substratos pela cadeia 

transportadora de elétrons mitocondrial, aumento na auto-oxidação da glicose, ativação 

de proteína quinase C (PKC), e aumento no fluxo de substrato pelas vias do poliol e 

hexosamina. Assim, na obesidade, especificamente em relação ao metabolismo 

oxidativo mitocondrial, o excesso de AG e glicose e sua oxidação culminam em 

aumento na oferta de elétrons (transportados por NADH e FADH2 para a cadeia 

transportadora de elétrons), e tal condição favorece que elétrons encontrem o oxigênio, 

gerando ERRO, tal como ânion superóxido, peróxido de hidrogênio, radical hidroxila, 

entre outros (SERRA et al., 2013; DE MELLO et al., 2018).  

Os principais antioxidantes enzimáticos incluem as enzimas superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH-Px), que atuam por meio de 

mecanismos de prevenção e/ou controle da formação de ERO. A enzima antioxidante 

paraoxonase 1 (PON 1), ligada à HDL, protege a LDL e células circulantes contra danos 

oxidativos, prevenindo respostas inflamatórias nas células endoteliais de parede arterial. 

Assim, o estresse oxidativo tem origem no desequilíbrio entre a produção de ERO e 

as defesas antioxidantes, em favor da produção excessiva de ERO ou em detrimento da 

velocidade de sua remoção pelos antioxidantes. O estresse oxidativo pode levar à 

oxidação de biomoléculas como lipídeos, proteínas e DNA, com consequente perda de 

suas funções biológicas e/ou desequilíbrio homeostático, cuja manifestação 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 inflamatória (SAVINI et al., 2013).  

No presente estudo, o estresse oxidativo foi evidenciado em animais obesos H via 

aumento da lipoperoxidação, com níveis elevados de TBARS (plasma, fígado e rim), 

redução na atividade da PON 1 (plasma) e nas atividades das enzimas antioxidantes 

SOD, CAT e GSH-Px (fígado e rim). Observou-se também redução na expressão de 

NRF 2 no fígado e rim de animais H. Considerando que NRF 2 é um importante fator 

de transcrição reconhecido na modulação da resposta antioxidante (LIN et al, 2016), a 

redução nos níveis de NRF 2 corroboram a redução observada na atividade das enzimas 

antioxidantes em animais obesos H, o que pode contribuir para a ocorrência de acúmulo 

de ERO, dando origem a um quadro de estresse oxidativo (BIRBEN et al., 2012). 

Além da geração de ERO nas mitocôndrias, aumentos nos níveis de AGEs também 

exacerbam a formação de ERO. AGEs são formados sob condições hiperglicêmicas; 

muitos AGEs são gerados por uma combinação entre processos de glicação e oxidação, 

assim podem desencadear ou exacerbar o estresse oxidativo. A formação de AGEs 

ocorre lentamente, sob condições fisiológicas, porém sob condições de resistência à 

insulina, hiperglicemia e peroxidação lipídica, a velocidade de geração de AGEs 

aumenta consideravelmente, contribuindo para o desenvolvimento das complicações 

da obesidade, DM, aterosclerose, insuficiência renal, esteatose e cirrose hepáticas. 

Além das mudanças diretas nas estruturas e funções das proteínas, a lesão mediada por 

AGEs também ocorre via ligação dos AGEs aos receptores RAGE (SANTOS et al., 

2013; NOWOTNY et al., 2015). A sinalização dependente de AGE-RAGE ativa 

NADPH oxidase, aumentando a formação de ERO (CHEN et al., 2018). Os produtos 

finais de lipoxidação avançada (ALEs), incluindo 4-hidroxinonenal (HNE) e 

hidroxialcenal α,β-insaturado, são formados por mecanismos envolvendo a peroxidação 

lipídica; essas espécies reativas podem formar adutos com proteínas, muitas vezes 

resultando em disfunção proteica (CANNIZZARO et al., 2017). Desta forma, de acordo 

com os achados do presente estudo, o aumento na intolerância à glicose, resistência à 

insulina e estresse oxidativo induzido por dieta hiperlipídica em camundongos 

promoveu um aumento nos níveis de AGEs fluorescentes no plasma, fígado e rim. 

Animais obesos também apresentaram aumento nos níveis proteicos de RAGE no 

fígado e rim, o que pode ter contribuído para ativação de apoptose nestes tecidos; a 

indução de apoptose em fígado e rim de animais H foi evidenciada pelos aumentos nos 

níveis da proteína pró-apoptótica Bax.  
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A interação entre AGEs e RAGE também favorece a inflamação. A ativação de 

RAGE desencadeia vias de sinalização intracelulares dependentes de fosfatidilinositol-

3-quinase e proteínas quinases ativadas por mitógeno ERK1 e ERK2. Essas vias 

culminam na ativação de NF-κB e subsequente indução de expressão gênica pró-

inflamatória dirigida este fator (OLIVEIRA et al., 2013; BONGARZONE et al., 2017). 

A ativação do NF-κB-p65, após a ligação do RAGE, prolonga as respostas pró-

inflamatórias e promove assim subsequente disfunção celular (POP-BUSUI; 

PIETROPAOLO, 2011). Como o próprio RAGE é regulado pelo NF-κB, estes eventos 

podem aumentar, amplificar e sustentar a disfunção celular. Com o estabelecimento da 

inflamação, o estresse oxidativo é amplificado por aumento na produção de ERO, bem 

como via redução na atividade de SOD. Por fim, a sinalização de RAGE também 

promove a apoptose aumentando a expressão de proteínas pró-apoptóticas (Bax, 

citocromo C, caspase-9, caspase-3) e diminuindo a expressão de Bcl-2 (proteína 

antiapoptótica) (PALANISSAMI; PAUL, 2018). De acordo com nossos achados, a 

ativação de RAGE em animais obesos H pode ter contribuído para o aumento da 

inflamação no fígado e rim, via aumento nos níveis proteicos de NF-κB, bem como das 

citocinas pró-inflamatórias IL-6 e TNF-α, e redução nos níveis da citocina anti-

inflamatória IL-10. O aumento da inflamação por meio da ativação de NF-κB, por sua 

vez, também pode ter contribuído para os maiores níveis proteicos de RAGE no fígado 

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 interação com outros tipos de receptores específicos presentes em superfícies 

celulares. A família do complexo AGE-R, incluindo AGE-R1, detoxifica AGEs e 

contribui para a contra-regulação de potentes sinais pró-inflamatórios desencadeados 

pelas vias dependentes de AGE-RAGE (LU et al., 2004).  Os AGEs aumentados 

induzem, como contrapartida, uma expressão aumentada de AGE-R1, cuja ativação 

suprime RAGE, e pode assim atenuar o estresse glicoxidativo celular (OTT et al., 

2014).  

Além dos AGE-r, outro sistema de detoxificação dos AGEs é o sistema da 

glioxalase. O sistema da glioxalase é composto pelas enzimas GLO 1 e GLO2; este 

sistema suprime a formação e o acúmulo de AGEs via eliminação de compostos 

precursosres de AGEs, em especial o metilglioxal. Assim, em resposta ao estresse 

dicarbonílico (acúmulo de metilglioxal), o NRF 2 aumenta a regulação de GLO 1. Em 

modelo de obesidade em camundongos mutantes de leptina (ob/ob), a proteína GLO 1 
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encontra-se reduzida em fígado (SANCHES et al., 2002). Tem sido descrito um 

aumento no ganho de peso em camundongos alimentados com dieta hiperlipídica e 

com deficiência de GLO 1, por outro lado há diminuição no ganho de peso em 

camundongos superexpressando GLO 1 (MAESSEN et al., 2014; RABANNI et al., 

2016), sugerindo um papel funcional da GLO 1 não somente no estresse glicativo, 

mas também no ganho ponderal. Nossos resultados mostram que, apesar de serem 

observados níveis elevados de AGEs e RAGE no fígado e rim de animais obesos, os 

mecanismos de detoxificação dos AGEs, incluindo GLO 1 e AGE-R1, não foram 

alterados nestes animais que receberam dieta hiperlipídica, somente os níveis de GLO 1, 

que se encontram diminuídos em rim de animais H. 

Defeitos na função oxidativa mitocondrial e a subsequente diminuição do gasto 

energético podem contribuir para as disfunções metabólicas observadas na obesidade, 

via redução de sensores energéticos metabólicos (BOURNAT e BROWN, 2016). Os 

efetores intracelulares AMPK e SIRT 1 são importantes sensores de nutrientes, e podem 

atuar como reguladores inflamatórios. Quando ativados, AMPK e SIRT 1 inibem a 

produção hepática de glicose, síntese de colesterol e de triacilgliceróis, e estimulam a 

oxidação dos ácidos graxos. A AMPK inibe indiretamente a sinalização de NF-κB 

através dos mediadores SIRT 1 e PGC-1α, controlando a expressão de fatores 

inflamatórios (ZHANG et al., 2017). Por outro lado, AMPK também pode ser inibida 

em resposta à inflamação crônica de baixo grau por TNF-α e IL-6 (STEINBERG et al., 

2006). A redução nos níveis de SIRT 1 também pode induzir a inflamação, via aumento 

na expressão de genes inflamatórios (ZHAO et al., 2017). O alto consumo calórico inibe 

a atividade da AMPK devido aos altos níveis de ATP intracelular. Isso reduz os níveis 

NAD 
+
 e assim a atividade de SIRT 1. Como consequência, os reguladores 

transcricionais que estão sujeitos à desacetilação de SIRT 1 são inibidos, incluindo 

PGC-1α. Consequentemente, pode ocorrer inibição na atividade de NRF 2 que, tal como 

dito anteriormente, tem importante papel na modulação da atividade mitocondrial e na 

expressão de enzimas antioxidantes (OLMOS et al., 2013; GAO et al., 2014; DI 

EMIDIO et al., 2019). Desta forma, o aumento de marcadores inflamatórios em no 

fígado e rim de animais H, em associação ao elevado consumo energético, podem ter 

contribuído para a redução observada nos níveis proteicos de SIRT 1, AMPK, PGC-1α e 

NRF 2, a atividade prejudicada destes componentes pode ter sustentado a inflamação e 

o estresse glicoxidativo em fígado e rim de animais obesos do grupo H.   



92 
 

Sendo assim, a ingestão de dieta hiperlipídica promoveu diversas alterações 

metabólicas conduzindo à inflamação, estresse glicoxidativo, apoptose e mudanças 

significativas no status energético em fígado e rim. Com isso, torna-se importante o 

estudo de ativos naturais na prevenção/atenuação das complicações associadas à 

obesidade.  

 

5.2 Tratamento com iogurte na atenuação dos distúrbios metabólicos em 

modelo animal de obesidade e resistência à insulina 

O tratamento de animais H com iogurte promoveu melhorias importantes em 

diversos parâmetros alterados em camundongos devido à ingestão da dieta hiperlipídica, 

em relação aos animais obesos não tratados. O tratamento com iogurte preveniu o 

aumento da ingestão calórica e do ganho de peso corporal, promoveu redução nas 

massas de tecidos adiposos e tamanho de adipócitos, reduziu os níveis de glicemia de 

jejum, triacilgliceróis e colesterol, melhorou a tolerância à glicose e a sensibilidade à 

insulina, e aumentou os níveis de fosforilação de AKT em tecido muscular. O 

tratamento com iogurte não melhorou a fosforilação de AKT no tecido adiposo branco 

epididimal, mas preveniu a inflamação neste tecido devido à redução nos níveis de NF-

κB e adipocinas pró-inflamatórias (IL-6 e TNF-α) e aumento nos níveis de IL-10.  

Os efeitos do iogurte na redução da massa corporal podem estar relacionados aos 

mecanismos mediados por bactérias probióticas (BORGERAAS et al. 2018). Estudos 

mostram um aumento nas bactérias dos filos de Firmicutes e uma diminuição nos filos 

de Bacteroidetes na obesidade, e acredita-se que tal alteração esteja associada ao 

aumento na absorção de energia dos alimentos, bem como ao aumento na inflamação de 

baixo grau (JOHNSON et al., 2017; LECOMTE et al., 2015). O consumo de probióticos 

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 redução nas massas de tecidos adiposos e tamanho de adipócitos, e 

possivelmente a redução das massas de fígado e rim após o tratamento de animais em 

dieta H com iogurte, em conjunto podem tem relação com um aumento na oxidação de 

ácidos graxos. Park et al. (2013) observaram um aumento na expressão de genes do 

metabolismo energético em animais obesos suplementados com Lactobacillus curvatus 

e Lactobacillus plantarum, incluindo PGC-1α, CPT 1, CPT 2 e ACOX 1, estes estão 

relacionados ao aumento na oxidação de ácidos graxos no fígado. Em nosso estudo, 

observamos um aumento significativo na fosforilação de AMPK no tecido adiposo 
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marrom e fígado de animais em dieta H e tratados com iogurte, o que pode estar 

relacionado ao menor ganho de massa nestes tecidos, uma vez que a fosforilação de 

AMPK estimula a oxidação de ácidos graxos (PULINILKUNNIL et al., 2011; 

MOTTILLO et al., 2016)  

Efeitos de probióticos nos níveis de colesterol têm sido atribuídos a um conjunto de 

mecanismos: (i) inibição da síntese de colesterol pelos produtos de fermentação de 

bactérias lácticas, principalmente ácidos graxos de cadeia curta; (ii) facilitam a 

eliminação do colesterol pelas fezes; (iii) inibição da absorção de colesterol no intestino; 

(iv) interferem na reabsorção de sais biliares, facilitando sua eliminação e mobilização 

para produzir sais biliares, resultando em uma queda nos níveis 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 níveis de colesterol no plasma. Bactérias probióticas podem reduzir a 

reabsorção de ácidos biliares via mecanismos que envolvem a circulação entero-

hepática (OOI; LIONG, 2010).  

O consumo de probióticos é capaz de modular o perfil da microbiota intestinal, seus 

produtos e metabólitos (LPS e AGCC); consequentemente, os níveis circulantes de LPS 

e o estado inflamatório são reduzidos em tecidos sensíveis à insulina, assim como 

reduzem a S-nitrosilação de macromoléculas em músculos e a infiltração de macrófagos 

no fígado e tecido adiposo, promovendo assim aumento da sensibilidade à insulina e 

redução do estresse oxidativo (CARVALHO; SAAD, 2013).  

Nossos resultados sugerem que o tratamento de animais em dieta H com iogurte 

reduziu a inflamação via aumento da IL-10 (tecido adiposo epididimal e fígado), 

redução nos níveis de NF- κB, IL-6 e TNF-α no tecido adiposo epididimal e fígado. O 

aumento da fosforilação de AMPK e nos níveis de PGC1-α no fígado de animais 

tratados com iogurte também pode ter contribuído para uma menor expressão de NF-κB 

(SALMINEN et al., 2011), prevenindo o desenvolvimento de processos inflamatórios 

nesse tecido. Embora no rim o iogurte não tenha alterado os níveis de NF-κB, seu 

potencial efeito anti-inflamatório neste tecido parece estar relacionado ao aumento de 

IL-10 e redução nos níveis de IL-6 e TNF-α.  

Os probióticos podem produzir vários metabólitos benéficos, com atividade 

antioxidante, tais como glutationa, butirato e folato. O efeito de probióticos no estresse 

oxidativo também está associado à diminuição nos níveis de TBARS, quelação de íons 

metálicos, prevenção da produção de óxido nítrico, aumento nas atividades das enzimas 
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antioxidantes SOD e CAT, aumento de NRF 2 e diminuição na atividade de NOX 

(HAMER et al., 2009; LEBLANC et al., 2011; SPYROPOULOS et al., 2011; AL-

SHERAJI 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 redução dos níveis de TBARS no plasma. Entretanto, o 

tratamento com iogurte não preveniu o estresse oxidativo no fígado e rim em animais H, 

uma vez que os níveis de TBARS e atividade de enzimas antioxidantes (SOD, CAT e 

GSH-Px) ficaram semelhantes entre animais HI e H.  

O aumento na tolerância à glicose e sensibilidade à insulina em animais tratados 

com iogurte pode ter contribuído para a atenuação do estresse glicativo, uma vez que 

houve redução nos níveis de AGEs no plasma, fígado e rim, bem como redução nos 

níveis proteicos de RAGE (fígado e rim). A inibição na cascata de sinalização RAGE 

resulta em redução da inflamação 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 os menores níveis 

da proteína pró-apoptótica Bax no fígado e rim de animais tratados com iogurte pode se 

dar via inibição de RAGE.  

Em resumo, o tratamento com iogurte promoveu diversos benefícios em animais 

alimentados com dieta hiperlipídica, tais como: redução da ingestão alimentar, do ganho 

de massa corporal, da hipertrofia adipocítica, bem como o aumento da sensibilidade a 

insulina e da tolerância à glicose. Também se encontrou associado a efeitos anti-

inflamatórios (tecido adiposo epididimal, fígado e rim). Com base nesses resultados, 

torna-se interessante o estudo da adição de ativos naturais em iogurte na tentativa de 

potencializar seus efeitos, em especial agregar potencial antioxidante e anti-AGE, e 

assim prevenir os distúrbios associados à obesidade. 

 

5.3 Tratamento com trigonelina em iogurte na atenuação dos distúrbios 

metabólicos em modelo animal de obesidade e resistência à insulina 

O tratamento de animais mantidos em dieta H com trigonelina em iogurte 

praticamente preveniu todas as alterações avaliadas neste modelo experimetnal de 

obesidade. Observou-se que a trigonelina agregou valor adicional aos benefícios já 

observados somente com o iogurte, quando animais alimentados com dieta H foram 

tratados com iogurte enriquecido com trigonelina.  
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Houve redução significativa da ingestão calórica, seguida de menor ganho de peso 

corporal, bem como redução nas massas de tecidos adiposos e tamanho de adipócitos; 

ocorreu redução da glicemia de jejum, dos níveis circulantes de triacilgliceróis e 

colesterol, e aumento da tolerância à glicose e da sensibilidade à insulina em animais 

HT. Estudos têm demonstrado que a trigonelina é capaz de inibir a adipogênese via 

redução na expressão de PPARγ, bem como é capaz de reduzir o acúmulo de lipídeos 

em adipócitos (ILAVENIL et al., 2014). Ramulu et al. (2011) relataram que as sementes 

de feno-grego (Trigonella-foenum-graecum L.) diminuem os níveis de colesterol via 

redução 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 tolerância à glicose, glicemia de jejum e os níveis de insulina sérica via 

aumento na razão glicoquinase/glicose-6-P no fígado, e redução nos níveis de TNF-α 

em animais KK-A
y
 (modelo experimental de DM tipo 2).  

O potencial anti-inflamatório 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 níveis de IL-10, bem como redução nos 

níveis de NF-kB, IL-6 e TNF-α, o que pode ter contribuído para o aumento na 

fosforilação de AKT estimulada pela insulina, neste tecido. Assim, podemos sugerir que 

o potencial anti-inflamatório da trigonelina contribuiu para o aumento da sensibilidade à 

insulina em tecido adiposo branco visceral, o que corrobora, pelo menos em parte, os 

benefícios deste tratamento na tolerância à glicose.  

No tecido adiposo marrom, o tratamento com trigonelina promoveu aumento 

significativo de SIRT 1 e na fosforilação de AMPK. Curiosamente, não aumentou os 

níveis de PGC-1α e UCP 1, mas aumentou o conteúdo de NRF 2. A ativação de SIRT 

1/AMPK desempenha um papel central na regulação do metabolismo dos ácidos graxos 

(SCHUG; LI, 2011). Tanto NRF 2 quanto SIRT 1 são conhecidos por proteger as 

células de distúrbios relacionados ao estresse oxidativo (TANG, 2016; DAVID et al., 

2017); assim, o aumento da via SIRT 1/AMPK/NRF 2 está envolvido na inibição do 

estresse oxidativo e inflamação. No entanto, mais investigações são necessárias para 

interpretar a importância da ativação de SIRT 1/AMPK/NRF 2 por trigonelina no tecido 

adiposo marrom de animais alimentados com dieta H. Sabendo-se que a ativação de 

SIRT 1 e AMPK inibe a síntese (via ACC) e aumenta a oxidação (via CPT 1) de ácidos 

graxos, culminando assim em redução no acúmulo ectópico de lipídeos (PINKY 

GAIDHU; CEDDIA, 2017), tais ações podem ter contribuído para a manutenção da 
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massa de tecido adiposo marrom de animais em dieta H e tratados com trigonelina após 

9 semanas. 

A trigonelina mostrou potente efeito protetor contra o estresse oxidativo e glicativo, 

no plasma, uma vez que houve redução nos níveis de TBARS e AGEs. Animais HT 

também apresentaram aumento na atividade da enzima antioxidante PON 1, o que por 

sua vez pode ter contribuído para a redução do estresse glicoxidativo no plasma. A 

atividade de PON 1 pode ser inibida por processos de oxidação de glicação (BANSAL 

et al., 2013; YAMAMOTO, 2018). O aumento na atividade de PON 1, via hidrólise de 

peróxidos lipídicos, pode contribuir para a atenuação do estresse oxidativo associado a 

doenças cardiovasculares na obesidade e no diabetes mellitus (KOTUR-

STEVULJEVIC et al., 2008).  

Corroborando os efeitos antiglicativos plasmáticos da trigonelina em animais 

alimentados com dieta hiperlipídica, um estudo realizado por Chowdhury et al. (2017) 

demonstrou potente efeito anti-glicação in vitro da trigonelina. Aldakinah et al. (2017) 

também relataram que a ação da trigonelina na redução da glicemia culmina em redução 

de proteínas glicadas e produtos relacionados à glicação, tais como frutosamina e AGEs.  

Outro papel importante da trigonelina está na sua capacidade em reduzir e prevenir 

danos hepáticos e renais. Tem sido sugerido que a trigonelina pode auxiliar no 

tratamento de doenças hepáticas não alcoólicas (AFIFI et al., 2016). A trigonelina é 

capaz de reduzir a apoptose nos hepatócitos via aumento na expressão da proteína Bcl-2 

e diminuir os níveis da proteína Bax (ZHANG et al., 2015). Alterações degenerativas no 

rim, incluindo fibrose no tecido renal em ratos diabéticos, foram também reduzidas após 

o tratamento com trigonelina (GHULE et al., 2012).  

Nossos resultados indicam que a trigonelina promoveu proteção hepática e renal via 

redução nos níveis de TBARS, AGEs e níveis proteicos de RAGE no fígado e rim. A 

redução do estresse glicoxidativo após o tratamento com trigonelina em iogurte 

contribuiu também para redução nos níveis de Bax, em relação ao grupo H e também 

aos demais grupos (P, HI, HC e HTC), prevenindo assim a apoptose no fígado e rim. O 

tratamento com trigonelina também apresentou importante efeito anti-inflamatório no 

fígado e rim de animais em dieta hiperlipídica, observado via aumento da citocina anti-

inflamatória IL-10, redução nos níveis proteicos de NF-κB e redução das citocinas pró-

inflamatórias IL-6 e TNF-α. A redução nos níveis de NF-κB após o tratamento com 

trigonelina pode ter participação na redução dos níveis proteicos de RAGE, e vice-

versa. 
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O fígado é um dos órgãos onde a SIRT 1 desempenha papel crucial na regulação do 

metabolismo lipídico e da inflamação, modificando o status de acetilação de várias 

moléculas-alvo, incluindo histonas, reguladores transcricionais e seus co-

reguladores (YOU et al., 2015). Acreditamos que parte do efeito protetor da trigonelina 

no fígado, promovendo redução do estresse oxidativo, inflamação e apoptose de animais 

em dieta H pode estar associado ao aumento nos níveis de SIRT 1. Estudos têm 

demonstrado que SIRT 1 reduz o nível de estresse oxidativo e a extensão da inflamação 

no coração 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 hepática em camundongos obesos. Estudos recentes têm relacionado SIRT 1 

com a translocação nuclear de NRF 2, contribuindo para a proteção 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 inibição de distúrbios neurodegenerativos induzidos por LPS em ratos tratados com 

melatonina. O aumento nos níveis de NRF 2 no fígado de animais tratados com 

trigonelina pode ter relação com os aumentos observados em SIRT 1, 

consequentemente contribuindo para os aumentos nas atividades das enzimas 

antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px, protegendo o tecido contra os danos oxidativos 

promovidos pela dieta hiperlipídica. 

Um potencial efeito benéfico do tratamento com trigonelina foi observado no rim de 

animais mantidos em dieta hiperlipídica. A trigonelina parece ter aumentado os níveis 

de componentes do eixo SIRT 1/AMPK/PGC-1α, protegendo o rim contra os danos 

promovidos pela dieta hiperlipídica. A fosforilação mediada por AMPK e a 

desacetilação mediada por SIRT 1 aumentam a atividade de PGC-1α (CANTÓ et al., 

2009). A ativação de PGC-1α oferece possibilidades interessantes para a atenuação de 

doenças renais. Sabe-se que a redução de PGC-1α leva a uma maior suscetibilidade à 

fibrose na doença renal crônica (EMMA et al., 2016). Como descrito na caracterização 

do modelo de obesidade, SIRT 1, AMPK e PGC-1α estão fortemente interligadas na 

modulação da homeostase energética. Assim, a trigonelina pode ser um importante ativo 

natural na prevenção de complicações renais, via aumento na expressão dessas 

proteínas.  

Como um co-ativador de fatores de transcrição, o PGC-1α pode se ligar a membros 

da família de receptores nucleares, incluindo o NRF 2 (SINGH et al., 2016). No rim, 

tanto SIRT 1 quanto PGC-1α podem ter contribuído para os maiores níveis de NRF 2 
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em animais tratados com trigonelina. NRF 2 controla a expressão de genes cujos 

produtos aumentam a capacidade antioxidante celular. NRF 2 aumenta a expressão de 

componentes dos sistemas de defesa antioxidantes, incluindo SOD, CAT e GSH-Px 

(NGUYEN et al., 2009; MA, 2013). Nossos resultados sugerem que a ativação do eixo 

SIRT 1/AMPK/ PGC-1α/NRF 2 pelo tratamento de animais em dieta H com trigonelina 

pode ter contribuído 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 

administração 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 níveis de 

hemoglobina glicada. O tratamento de ratos diabéticos com trigonelina foi capaz de 

promover, em pâncreas, redução de óxido nítrico e malondialdeído, e aumento nas 

atividades de SOD e CAT e nos níveis 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 fígado e rim (GENET et al., 2002; MOHAMAD et al., 2004), e 

reduziu a lipoperoxidação (XUE et al., 2011) em fígado e rim.   

Os AGEs são metabólitos tóxicos produzidos em excesso em condições de 

hiperglicemia (WAUTIER., 2017). A produção dos AGEs pode ser atenuada pela ação 

do sistema da glioxalase. Neste sistema, a enzima GLO 1 catalisa a conversão de 

metilglioxal em SD-lactilglutationa, em reação dependente de GSH, a qual é 

posteriormente metabolizada em D-lactato por ação da GLO 2. GLO 2 e NRF 2 estão 

envolvidos na reciclagem de GSH, fornecendo o co-fator essencial para a atividade 

enzimática de GLO 1 (HOLLENBACH, 2017). Ativadores de NRF 2 induzem aumento 

na expressão gênica e na atividade de GLO 1 (XUE et al., 2012). O aumento na 

expressão de GLO 1 diminui as concentrações de adutos proteicos derivados de 

metilglioxal. No entanto, em condições que culminam em níveis elevados de AGEs, e 

que são frequentemente acompanhadas de aumento no estresse oxidativo, ambos a 

saturação do sistema da glioxalase e a exaustão da ativação de NRF 2 podem ocorrer 

(XUE et al., 2012; MASTROCOLA, 2017). Podemos sugerir que o aumento nos níveis 

de NRF 2 em animais tratados com trigonelina pode ter contribuído para os aumentos 

observados nos níveis de GLO 1 em fígado e rim, o que pode contribuir para explicar a 

redução dos níveis de AGEs nestes tecidos. 

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

no fígado e rim de animais alimentados com a dieta H, o que pode ter contribuído para 
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seus efeitos anti-glicação, em associação aos menores níveis de AGEs e de RAGE. Ao 

sequestrar e degradar proteínas modificadas por AGEs, o AGE-R1 impede o acúmulo 

dessas moléculas no citoplasma e no meio extracelular, o que pode contribuir para o não 

estimulo à produção de ERO ou de novos AGEs, suprimindo a lesão 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 redução da ingestão alimentar, bem como massa corporal, culminando em menor 

hipertrofia adipocítica, o que pode ter contribuído para a redução da inflamação e para o 

aumento da sensibilidade à insulina e tolerância à glicose. Efeitos importantes deste 

tratamento também foram observados em rim, o qual antenuou o estresse glicativo, 

oxidativo e a inflamação, bem como promoveu aumento importante em sensores do 

status energético, contribuindo para a manutenção/proteção do tecido renal de animais 

em dieta hiperlipídica. 

 

5.4 Tratamento com curcumina em iogurte na atenuação dos distúrbios 

metabólicos em modelo animal de obesidade e resistência à insulina 

Embora com menor intensidade em comparação aos efeitos da trigonelina, a 

curcumina em iogurte atenuou algumas alterações relacionadas à obesidade nos animais 

alimentados com dieta hiperlipídica. O tratamento com curcumina promoveu redução da 

ingestão calórica e assim menor ganho de peso corporal, quando comparado aos animais 

do grupo H. A atenuação no ganho de peso corporal foi corroborada pela redução nas 

massas de tecidos adiposos marrom e brancos epipidimal e retroperitoneal, bem como 

foi observada uma redução da hipertrofia adipocítica em tecido adiposo branco 

epipidimal.  

A redução da hipertrofia no tecido adiposo branco epididimal em animais tratados 

com curcumina pode ter participação na atenuação da inflamação, observada pelos 

menores níveis de NF-κB e de adipocinas pró-inflamatórias IL-6 e TNF-α. A curcumina 

não apresentou ação em IL-10 no tecido adiposo branco. O tratamento com curcumina 

não promoveu recuperação na capacidade de fosforilar a AKT, mesmo reduzindo a 

inflamação no tecido adiposo branco epididimal. Entretanto, aumentou 

significativamente a fosforilação de AKT no músculo gastrocnemius, o que pode ter 

participação na melhoria da sensibilidade à insulina e tolerância à glicose. 

Estudos apontam que a ação da curcumina na atenuação da obesidade se deve a 

diversas ações, incluindo potencial anti-inflamatório, capacidade de inibição da 
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diferenciação de pré-adipócitos 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 hiperlipídica suprimiu o estresse do retículo endoplasmático, bem como reduziu o 

acúmulo de macrófagos e os níveis de NF-κB no tecido adiposo epididimal, reduziu a 

expressão de leptina, e estimulou a lipólise no tecido adiposo branco epididimal, 

contribuindo para a redução da hipertrofia adipocítica. Em contrapartida, um estudo 

recente realizado por Silva et al. (2019) mostrou que a suplementação de curcumina a 

animais alimentados com dieta hiperlipídica não melhorou o peso corporal, a 

adiposidade, glicemia, dislipidemia e a intolerância à glicose, em relação aos animais 

mantidos em dieta hiperlipídica e não tratados.  

Em determinadas condições, adipócitos tipo ―marrom‖ ou adipócitos beges podem 

se desenvolver dentro do tecido adiposo branco, com características semelhantes aos 

adipócitos marrons, utilizando ácidos graxos para produzir calor (MULYA; KIRWAN, 

2016). Em estudo realizado por Wang et al. (2015), a curcumina reduziu a massa 

corporal via estímulo ao aumento no número de adipócitos beges (―browning‖) e pelo 

subsequente aumento da termogênese e biogênese mitocondrial em tecido adiposo 

branco inguinal. Nosso estudo mostra que o tratamento com curcumina provavelmente 

estimulou o programa termogênico no tecido adiposo marrom, via ativação de SIRT 

1/AMPK/PGC-1α/NRF 2 e UCP 1, contribuindo para a melhoria na regulação do 

balanço energético de animais HC, sugerindo uma possível participação desta via na 

redução da massa de tecidos adiposos, bem como no aumento da sensibilidade à 

insulina. Song et al. (2018) observaram que o tratamento de animais em dieta 

hiperlipídica com curcumina reduziu o tamanho de adipócitos marrons em associação 

ao aumento na expressão gênica de UCP 1, via ativação de PPARα/PPARγ. 

O tratamento de animais em dieta H com curcumina promoveu aumento 

significativo da sensibilidade à insulina e tolerância à glicose, aumentou a atividade de 

PON 1 e reduziu os níveis de TBARS e AGEs no plasma. Corroborando nossos 

resulados, estudos também observaram os efeitos da curcumina na promoção do 

aumento na atividade de PON 1, contribuindo para atenuação 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 fígado também contribuíram 

significativamente para a atenuação do estresse glicoxidativo, via redução de TBARS, 

AGEs e RAGE. O tratamento com curcumina também reduziu a inflamação no fígado, 
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uma vez que foram observadas reduções nos níveis de NF-κB, citocinas pró-

inflamatórias IL-6 e TNF-α e aumento da citocina anti-inflamatória IL-10. 

Corroborando nossos achados, Weisberg et al. (2008) observaram que em fígado de 

animais em dieta hiperlipidica e suplementados com curcumina reduziu a expressão de 

de NF-κB e os níveis de vários marcadores inflamatórios, incluindo SOCS 3, TNF-α e 

MCP 1.  

Os efeitos da curcumina têm sido associados à regulação de múltiplos alvos 

celulares que participam do controle do metabolismo lipídico. Trabalhos demonstram 

que a estimulação de AMPK por curcumina promove inibição da enzima acetil-CoA 

carboxilase (ACC), aumento na expressão de carnitina palmitoil transferase 1 (CPT-1) e 

redução da expressão de PPARγ (EJAZ et al., 2009; BRADFORD, 2013), 

consequentemente ocorre redução da hiperlipidemia, uma vez que os alvos regulados 

pela curcumina culminam em redução na biossíntese de ácidos graxos e colesterol, bem 

como em aumento na velocidade de oxidação de ácidos graxos, no fígado e rim (JANG 

et al., 2008; MARTÍNEZ-MORÚA et al., 2013; SOTO-URQUIETA et al., 2014). A 

curcumina também é capaz de reduzir a lipogênese e o acúmulo de lipídeos no fígado de 

animais resistentes à insulina, e esses efeitos estão associados à inibição da transcrição 

de genes envolvidos na lipogênese hepática, tais como a proteína de ligação ao elemento 

regulatório do esterol 1c (SREBP1c) e a proteína de ligação ao elemento de resposta a 

carboidratos (ChREBP). Estudos também sugerem que a curcumina pode melhorar a 

glicemia via ativação da glicólise e inibição da gliconeogênese hepática (SEO et al., 

2008; SHAO et al., 2012). Com isso, os efeitos do tratamento com curcumina em 

iogurte no fígado de animais em dieta hiperlipídica podem ter contribuído para a 

regulação do status energético via aumento na expressão de SIRT 1/AMPK/PGC-1α, 

atenuando o estresse oxidativo, glicativo e inflamação. 

Sabendo-se que um dos principais efeitos de PGC-1α é a promoção de biogênese 

mitocondrial, principalmente devido a estimulação de NRF 1 e NRF 2 (SCARPULLA, 

2008), nossos resultados mostram que a curcumina pode contribuir para atenuação da 

disfunção mitocondrial via aumento dos níveis proteicos de PGC-1α e NRF 2 no fígado 

de animais em dieta hiperlipídica. O aumento nos níveis de NRF 2 em fígado de 

animais tratados com curcumina também pode ter contribuído para os aumentos 

observados nas atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px, justificando 

seu potencial antioxidante em animais alimentados com dieta hiperlipídica. 

Consequentemente, também observamos redução de TBARS em fígado de animais HC. 
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Diversos outros estudos utilizando modelos animais de DM experimental já 

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 redução da peroxidação lipídica (SEO et al., 2008; ARCARO et al., 

2014; ASSIS et al., 2017; GUTIERRES et al., 2019). 

Tal como já discutido anteriormente, NRF 2 também aumenta a expressão de GLO 

1, promovendo assim a detoxificação do metilglioxal, o que pode explicar a redução do 

estresse glicativo em fígado de animais mantidos em dieta H e tratados com curcumina 

em iogurte. Não observamos efeitos da curcumina na expressão de AGE-R1. Em 

contrapartida, Tang e Chen (2014) relataram que a redução dos efeitos deletérios de 

AGEs após o tratamento com curcumina se deve ao aumento da detoxificação de AGEs 

por AGE-R1, bem como supressão de RAGE em células hepáticas. 

Além dos benefícios observados no fígado, a curcumina reduziu o estresse 

glicoxidativo no rim, via diminuição nos níveis de TBARS, AGEs e RAGE. Também 

reduziu marcadores da inflamação neste tecido, promovendo diminuição nos níveis de 

NF-κB e de citocinas pró-inflamatórias IL-6 e TNF-α. A curcumina também contribuiu 

para a promoção de aumentos nos níveis de SIRT 1 e AMPK, bem como nos níveis de 

NRF 2, o que pode ter contribuído para o aumento na atividade de CAT, e assim 

reduzindo os prejuízos renais provocados pela dieta hiperlipídica.  

A curcumina vem sendo estudada em modelo experimetnal de doença renal crônica, 

e mostrou grande eficácia na redução do estresse oxidativo, inflamação, fibrose e 

apoptose, via aumento na expressão do fator de transcrição NRF 2 (ALI et al., 2018). 

Em estudo realizado por Wu et al. (2017), também foi avaliado o papel da curcumina na 

atenuação de lesão renal aguda de ratos, onde foi observado o efeito protetor deste ativo 

natural na redução do estresse oxidativo e na ativação de vias de sinalização 

dependentes de AMPK e NRF 2/HO-1. 

Nossos resultados mostram que o tratamento de animais em dieta hiperlipídica com 

curcumina em iogurte contribuiu para o aumento da sensibilidade à insulina e tolerância 

à glicose. O tratamento com curcumina também estimulou o programa termogênico no 

tecido adiposo marrom e no fígado aumentou o status energético, atenuou o estresse 

glicativo, oxidativo e inflamatório, assim contribuindo para manutenção/proteção 

hepática de animais em dieta hiperlipídica.   
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5.5 Tratamento com a combinação de trigonelina e curcumina em iogurte na 

atenuação dos distúrbios metabólicos em modelo animal de obesidade e resistência 

à insulina 

Sabendo-se dos efeitos isolados dos ativos naturais trigonelina e curcumina em 

iogurte na prevenção das alterações relacionadas à obesidade, e com a intenção de obter 

efeitos aditivos ou até mesmo sinérgicos, animais em dieta H foram tratados com a 

combinação de trigonelina e curcumina em iogurte.  

Interessantemente, a combinação de trigonelina e curcumina em iogurte não 

melhorou alguns efeitos prejudiciais promovidos pela dieta H apresentando semelhança 

com o grupo de animais obesos não tratados e anulação dos efeitos benéficos dos 

compostos isolados (trigonelina ou curcumina em iogurte) contribuindo para: (i) 

intolerância à glicose e  resistência à insulina, (ii) níveis elevados de AGEs plasmáticos, 

(iii) prejuízos na fosforilação de AKT no tecido adiposo branco epididimal e no 

músculo gastrocnemius, (iv) inflamação do tecido adiposo branco epididimal, com 

níveis elevados de IL-6 e redução nos níveis da adipocina anti-inflamatória IL-10, (v) 

inflamação no fígado e no rim, via elevados níveis proteicos de NF-κB e de citocinas 

pró-inflamatórias (TNF-α e IL-6) e redução de IL-10, (vi), aumento nos níveis proteicos 

de RAGE. 

Por outro lado, efeitos benéficos também foram observados no tratamento de 

animais H com a combinação de trigonelina e curcumina. As reduções observadas na 

massa corporal, ingestão alimentar, adiposidade, tamanho de adipócitos, glicemia de 

jejum, níveis de colesterol, TBARS no plasma e AGEs no fígado e rim, podem estar 

associadas aos efeitos isolados do iogurte, devido à semelhança nos resultados obtidos 

com animais HI em relação aos animais HTC. Os aumentos nos níveis de PGC-1α, NRF 

2 e UCP 1 no tecido adiposo marrom, aumento da fosforilação de AMPK no fígado e no 

rim, e aumento na atividade das enzimas antioxidantes (CAT e GSH-Px) no fígado de 

animais HTC também podem ser atribuídos aos efeitos da curcumina em iogurte. Já 

redução nos níveis de TBARS e os aumentos de SOD e GLO 1 no fígado, bem como a a 

redução de Bax e o aumento de SIRT 1 e PGC-1α no rim de animais HTC podem ser 

atribuídos aos efeitos da trigonelina em iogurte. Já os prejuízos da combinação de 

trigonelina e curcumina em iogurte em animais mantidos em dieta H podem ser 

atribuídos à alteração na biodisponibilidade destes ativos naturais, ou ao alcance de 

níveis tóxicos 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 combinação. A 

piperina sabidamente atua como um bioenhancer, isto é, aumenta a biodisponibilidade 

de vários fármacos, e também da curcumina. A piperina promove inibição de enzimas 

que participam de processos de biotransformação no intestino e fígado, incluindo 

citocromo P 450 (CYP3A4), bem como inibe o transportador glicoproteína-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 alterações 

associadas ao estresse oxidativo em ratos diabéticos, melhorando a glicemia, 

aumentando as atividades de enzimas antioxidantes e reduzindo os níveis de 

biomarcadores de estresse oxidativo. A dose de 20 mg/kg de piperina em iogurte 

também se mostrou efetiva quanto às atividades antidiabética e antioxidante. Entretanto, 

os 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 combinação mostrou-se inclusive 

tóxica, uma vez que animais diabéticos tratados com curcumina + piperina 

apresentaram níveis plasmáticos de ALT maiores em relação aos animais diabéticos 

tratados curcumina ou piperina sozinhos, ou ate mesmo em relação aos animais 

diabéticos tratados somente com o veículo, iogurte. Portanto, a administração 

concomitante de curcumina + piperina não trouxe vantagem alguma para a atividade 

antidiabética e antioxidante da curcumina, o que pode estar relacionado à inibição de 

sua biotransformação quando administrada com piperina, sugerindo assim que a 

atividade antidiabética da curcumina esteja associada a algum metabólito. 

Ahmmed et al. (2015), utilizando microssomas hepáticos de ratos, observaram que a 

trigonelina foi capaz de inibir a atividade de CYP3A4, entretanto tal inibição 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 biotransformação da curcumina, nos animais que foram 

tratados com a combinação trigonelina + curcumina, não havendo a geração de níveis 

suficientemente necessários do(s) metabólito(s) da curcumina responsável(is) pelas 

ações benéficas deste ativo natural. Deve-se lembrar que nossos tratamentos foram 

realizados durante 9 semanas, o que poderia estar favorecendo o efeito inibitório in vivo 

da trigonelina sobre CYP3A4, causando impactos significativos sobre a 

biotransformação da curcumina.  
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Porém, além da anulação de diversos efeitos benéficos da curcumina, o tratamento 

combinado também anulou diversas das ações benéficas da trigonelina. Não há indícios 

de que a trigonelina seja biotransformada em animais. Podemos sugerir que a 

combinação de antioxidantes tenha permitido o alcance de níveis tóxicos devido à 

administração excessiva de antioxidantes. Dosagem e natureza química de antioxidantes 

exógenos podem ser fatores determinantes que impactam no equilíbrio entre os efeitos 

benéficos e os efeitos deletérios destes ativos naturais. Altas doses de compostos 

antioxidantes exógenos podem ser tóxicas, devido aos efeitos pró-oxidativos destes 

quando em altas concentrações ou quando na presença de íons metálicos, tal como os 

ácidos fenólicos derivados de ácidos benzóico e cinâmico (BOUAYED; BOHN 2010; 

YORDI et al., 2012).  

O antioxidante dietético EGCG (epigallocatechin-3-gallate), existente no chá verde 

e encontrado também em outras preparações, em doses farmacológicas (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 suplementação de curcumina não 

melhorou vários parâmetros alterados em camundongos alimentados com dieta 

hiperlipídica, e também notaram que a curcumina causou acúmulo de lipídeos no 

pâncreas, de animais alimentados com dieta hiperlipídica ou padrão. Tal acúmulo de 

lipídeos no pâncreas foi considerado, pleos autores, como uma evidência de dano 

tecidual e, portanto, interpretado como toxicidade da curcumina. Esta toxicidade pode 

ser uma conseqüência da quantidade administrada; os autores descreveram que os 

animais receberam 8 mg de curcumina/animal/dia. Em nosso estudo, embora 

camundongos em dieta hiperlipídica tenham recebido uma quantidade menor (2,0-2,5 

mg de curcumina/animal/dia), em combinação com a trigonelina e administrados por 9 

semanas, esta terapia combinada pode ter favorecido o alcance de níveis tóxicos destes 

antioxidantes. 

Além disso, a biotransformação de fármacos pode ser influenciada durante doenças 

infecciosas e inflamatórias, principalmente devido à regulação negativa das enzimas 

metabolizadoras, em nível transcricional e pós-transcricional (MALLICK et al., 2018); 

alterações associadas à obesidade podem culminar em alterações na biotransformação 

de fármacos. Em geral, a obesidade está associada a uma diminuição na atividade de 

CYP (TOMANKOVA et al., 2015). Na obesidade, várias citocinas também se 
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encontram envolvidas na alteração da expressão e atividade de CYPs (MALLICK et al., 

2017). Aumento de IL-6 reduz a atividade de citocromo P450, podendo levar à alteração 

na biodisponibilidade de drogas metabolizadas por CYP; a redução nos níveis desta 

citocina pode recuperar a função dessas enzimas (MAO et al., 2012). Um estudo 

realizado por Klein et al. (2015) confirmou que a indução da inflamação por IL-6 em 

cultura de células hepáticas reduziu significativamente a expressão da maioria das 

enzimas P450, destancado-se CYP3A4, após 24 horas.  

A sinalização de citocinas pode afetar a regulação de CYP3A4 mediada por 

receptores nucleares via PXR (receptor pregnano x) ou CAR (constitutive androstane 

receptor, NR1i3), ou afetando a ação de RXRα (receptor de ácido X retinóico alfa) e 

HNF4α (fator nuclear de hepatócito 4α). A produção de citocinas também ativa a 

enzima óxido nítrico sintase 2, formando óxido nítrico (NO), e este inibe as atividades 

de P450 (MORGAN et al., 2011).  

Aumentos nos níveis da citocina anti-inflamatória IL‐10 estão sendo considerados 

interessantes nos tratamentos de doenças inflamatórias crônicas, incluindo artrite 

reumatoide (HERNÁNDEZ-BELLO et al., 2017), doença inflamatória intestinal 

(ENGELHARDT; GRIMBACHER, 2014) e inflamação atrial causada pela obesidade 

(KONDO et al., 2018). IL-10 diminui a liberação de citocinas pró-inflamatórias, 

contribuindo para o aumento na atividade do CYP3A (GORSKI et al., 2000).  Sabendo-

se dos efeitos da IL-6 na inibição de CYP450 e do aumento na atividade desta enzima 

por IL-10, também podemos sugerir que o aumento de IL-6 e a redução de IL-10 no 

fígado de animais em dieta H e tratados com trigonelina + curcumina pode ter 

contribuído para alterações na biotransformação da curcumina, causando assim a 

anulação dos diversos efeitos benéficos da curcumina administrada isoladamente. 

Dagdeviren et al. (2016) mostraram que camundongos com superexpressão 

muscular específica de IL-10 (M
IL10

) são protegidos da resistência à insulina induzida 

por dieta hiperlipídica no músculo esquelético. IL-10 tem mostrado importância na 

atenuação da inflamação e resistência à insulina na obesidade e no DM; tem sido 

sugerido que IL-10 exerce ações benéficas em células beta pancreáticas. Em 

camundongos tratados com baixa dose de streptozotocina, a administração de IL-10 

promoveu aumento na função das células beta pancreáticas, reduziu significativamente 

a insulite e evitou a hiperglicemia e progressão do diabetes (YANG et al., 2002; XU et 

al., 2015; SHEHATA et al., 2015). Além disso, em condições hiperglicêmicas, o 

aumento de AGEs e a ativação de RAGE contribuem para a inflamação, e também 
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suprimem os níveis de IL-10 (POP-BOSUI; PIETROPAOLO, 2011). Assim, podemos 

sugerir que parte dos efeitos anulados pela combinação trigonelina + curcumina, isto é, 

intolerância à glicose, resistência à insulina, aumento nos níveis de AGEs plasmáticos e 

de RAGE no fígado, sejam consequência da redução significativa nos níveis de IL-10 

no tecido adiposo branco epididimal, fígado e rim, contribuindo assim para o estresse 

glicativo em animais mantidos na dieta H e tratados com esta combinação de 

fitoquímicos.  

Torna-se importante o estudo de combinações de ativos naturais, pois não é sempre 

que tais combinações promovem melhorias à saúde via efeitos benéficos combinados. 

Ativos naturais, além de promoverem suas respostas farmacodinâmicas, também podem 

atuar em processos que alterem a biodisponibilidade de outros componentes ou mesmo 

apresentar efeito tóxico quando combinados ou em altas doses.  

 

6. CONCLUSÃO 

Os tratamentos de animais em dieta hiperlipídica com trigonelina ou com curcumina 

em iogurte, de maneira isolada, exercem ações antihiperglicêmicas e 

antihiperlipidêmicas, melhoram a tolerância à glicose e a sensibilidade à insulina. O 

tratamento com curcumina em iogurte contribuiu para o aumento da sensibilidade à 

insulina no músculo gastrocnemius e apresentou efeitos importantes na prevenção das 

alterações metabólicas promovidas pela oferta de dieta hiperlipidica, via estímulo ao 

programa termogênico no tecido adiposo marrom, e levou à proteção hepática contra o 

estresse glicoxidativo. Em animais alimentados com dieta hiperlipídica, o tratamento 

com trigonelina em iogurte desempenhou os melhores efeitos na redução da ingestão 

alimentar, prevenção do ganho de massa corporal, atenuação da hipertrofia adipocítica e 

potencial anti-inflamatório no tecido adiposo branco epididimal, ações estas que podem 

ter participação na promoção do aumento da sensibilidade à insulina e tolerância à 

glicose. A trigonelina também apresentou potencial anti-inflamatório, antioxidante e 

anti-glicação, sendo um ativo natural promissor na redução dos danos relacionados ao 

estresse glicoxidativo no fígado e rim de animais obesos. A trigonelina também 

contribuiu para regulação do metabolismo energético no rim. O tratamento de animais 

obesos com a combinação de trigonelina e curcumina em iogurte aumentou a resistência 

à insulina, uma vez que foram observadas diminuições nos níveis de fosforilação da 

AKT em músculo esquelético e principalmente em tecido adiposo branco. A 
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combinação dos ativos naturais anulou os efeitos isolados da trigonelina e da 

curcumina, contribuindo para inflamação no tecido adiposo epididimal, fígado e rim. 

A adição no iogurte dos ativos naturais trigonelina ou curcumina, de forma isolada, 

podem ser uma suplementação benéfica na prevenção ou atenuação das alterações 

metabólicas observadas em camundongos que desenvolvem obesidade e resistência à 

insulina via ingestão de dieta hiperlipídica.  
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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.
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1. Introduction

Obesity is a leading public health issue that has reached global
pandemic proportions. It represents a risk factor for comorbidities
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and noncommunicable diseases, including diabetes mellitus, heart
and vascular disorders and several cancer types, among others [1].
Emerging concepts implicate various pathogenic events in the
development and progression of obesity complications, including
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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-α), 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 κB (NF-κB) 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-κB induces RAGE expression
and the activation of this receptor perpetuates NF-κB 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)andAGE-R3 (galectin-3).
AGE-R1 is active when bound to proteinsmodified by AGEs, promoting
their endocytic uptake and degradation [8]. The glyoxalase system
participates inmethylglyoxal detoxification; it comprises twoenzymes:
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 diabetesmellitus [15,16]. Trigonelline (N-methylnicotinic
acid; C7H7NO2) 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; C21H20O6) 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 21±0.10 g) were obtained from the
Animal Facilities of Ribeirão Preto Medical School, University of São Paulo (USP),
Ribeirão Preto, Brazil. During the experimental period, animals were maintained in the
Animal Facility of the Department of Clinical Analysis, School of Pharmaceutical
Sciences, São Paulo StateUniversity (Unesp), Araraquara, Brazil.Micewere housed (two
animals per cage) in a controlled environment of temperature (23±1°C) and humidity
(55±5%)with 12 h light/dark cycle andwith food andwater ad libitum. After 2weeks of
acclimation and normal chow diet (Presence Nutrição Animal, Paulínia, São 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)
(Pragsoluções Biociências Serviços e Comércio Ltda, Jaú, São Paulo, Brazil). HFD enabled
the development of obesity.

2.2. Experimental design and treatments

Curcumin from Curcuma longa (turmeric), powder (76% purity, product number
C1386, 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)
weremixedwith 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
treatedwith curcumin (90mg/kg bodyweight)mixed into yoghurt (HC); and fed aHFD
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 0.15mL/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 animalswere fastedbefore theOGTTand ITT, food intakemonitoringwas
performeduntilweek6.At the endof the treatments (week9), animalswere fasted for 6h,
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 700×g 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-frozen in liquidnitrogen 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 OGTTwas 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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Atweek 8,micewere fasted for 6 h, and the ITTwas performed at 01:00 p.m. after an
intraperitoneal insulin injection (0.65 UI/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 10,000×g for 10min 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
(H2O2). GSH-Px activity was determined by the oxidation of glutathione (GSH) in the
presence of H2O2; 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
TH01, Kennesaw, GA) in ice-cold buffer containing 50 mM Tris–HCl (pH 7.4), 150 mM
NaCl, 1mMEDTA, 1% Triton X-100, 24mM sodium deoxycholate, 0.01% sodium dodecyl
sulfate (SDS), 10 mM sodium pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM sodium
orthovanadate, 1.5 μMaprotinin, 1mMphenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) and 2.1
μM leupeptin, obtaining whole cell lysates. The homogenates were centrifuged at
11,900×g 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 μg protein were subjected to SDS-PAGE electrophoresis on 8–12%
acrylamide gels andwere then electroblotted onto nitrocellulosemembranes. 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-κB, cytosolic or nuclear fractions were
Fig. 1. Bodyweight and food and energy intake of mice fed a high-fat diet (HFD) and treated for
Body weight (A), food intake (B) and energy intake (C). Values are expressed as mean±S.E.M
yoghurt; HT:mice fedHFDand treatedwith 50mg/kg trigonelline in yoghurt; HC:mice fedHFD
50 mg/kg trigonelline+90 mg/kg curcumin in yoghurt. Differences between groups were con
Student–Newman–Keuls test. #: H vs. C, HY, HT, HC, HTC; *: HT vs. C, H, HY, HC, HTC; $: C vs.
prepared according to Seubwai et al. [30] with modifications. Liver and kidney samples
were homogenized in a glass Dounce homogenizer in hypotonic buffer (10mMHEPES-
KOH, pH7.9, 1.5mMMgCl2, 10mMKCl, 1mMEDTA, 1%NP-40, 0.5mMDTT, 1mMPMSF
and 10 μg/mL aprotinin). After centrifugation at 2600×g 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 MgCl2, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 1 mM PMSF and 10
μg/mL aprotinin) and incubated on ice for 30 min. The nuclear fraction was obtained by
centrifugation at 20,800×g for 10 min at 4°C. Samples of the nuclear and cytosolic
fractions containing 50 μg protein were used for analyses of NF-κB and NRF 2 levels.

Results were expressed as mean ± 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 β-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-α and interleukin-10 (IL-10) level measurements

Samples of eWAT, liver and kidney (supernatants fromwestern blot analysis) were
used for cytokine measurements. IL-6, TNF-α and IL-10 levels were determined by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) according to themanufacturer'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 × magnification (10 ocular×40 objective lens), and
images were acquired with a digital camera (DP-71, Olympus, Tokyo, Japan). The area
and diameter of white adipocytes from5 animals/group (500 adipose cells/group)were
analyzed in the Image J software. Resultswere expressed asmean±S.E.M. for adipocyte
area and diameter.

For eWAT stereometric analysis, a 2250 μm2 standard grid containing 9×9 squares
of 50 μm 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 ± S.E.M.) of cell structure (cell
membrane and cytoplasm) occurrence frommeasurements 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 Pb.05. Statistical analyses were performed using
the program GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, San Diego, California, USA).
9weeks with yoghurt enrichedwith trigonelline and curcumin alone or in combination.
., n=14. C: mice fed control diet; H: mice fed HFD; HY: mice fed HFD and treated with
and treatedwith 90mg/kg curcumin in yoghurt; HTC:HT:mice fedHFD and treatedwith
sidered significant at Pb.05 and were analyzed using one-way ANOVA followed by the
H, HY, HC, HT, HTC.



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±0.026a 1.417±0.114b 0.785±0.086c 0.626±0.051a,c 0.769±0.075c 0.869±0.077c

Retroperitoneal WAT (g) 0.103±0.006a 0.509±0.035b 0.301±0.045c 0.187±0.020a 0.256±0.030c 0.283±0.032c

Interscapular BAT (g) 0.075±0.005a 0.100±0.007b 0.067±0.004a 0.068±0.003a 0.060±0.003a 0.072±0.005a

Liver (g) 1.066±0.030a 1.225±0.023b 0.996±0.032a,c 0.899±0.035d 0.977±0.037a,c 1.017±0.044a

Kidney (g) 0.143±0.007a 0.183±0.006b 0.144±0.006a 0.146±0.006a 0.155±0.007a 0.152±0.004a

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 groupswere considered significant at Pb.05 andwere 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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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
tomice fed aHFDdecreased tissueweight (Table 1) and eWATadiposity
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 (9.8±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 bodyweight values after
Fig. 2. Histology of epididymal white adipose tissue (eWAT) of mice fed a high-fat diet (HFD) an
combination. Representative microphotographs (400 × magnification) of eWAT stained sectio
and diameter (C) of eWAT adipocytes and frequency of cytoplasm (D) and plasma cell membran
mice fedHFD;HY:mice fedHFDand treatedwith yoghurt; HT:mice fedHFD and treatedwith 50
yoghurt; HTC: HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline+90 mg/kg curcumin
analyzed using one-way ANOVA followed by the Student–Newman–Keuls test. Means not sha
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 themarked 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 trigonellinewere 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%)
d treated for 9 weeks with yoghurt enriched with trigonelline and curcumin alone or in
ns frommice of different experimental groups. (A), quantifications of the mean area (B)
es (E) in eWAT. Values are expressed asmean±S.E.M., n=5. C:mice fed control diet; H:
mg/kg trigonelline in yoghurt; HC:mice fedHFD and treatedwith 90mg/kg curcumin in
in yoghurt. Differences between groups were considered significant at Pb.05 and were
ring a common letter indicate significant differences.



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) 94±5.8a 122±4.9b 100±3.9a 104±3.7a 101±5.2a 114±7.5b

Triglycerides (mg/dL) 47±2.9a 57±2.5b 49±3.7a 46±2.3a 45±5.9a 47±5.1a

Cholesterol (mg/dL) 90± 1.5a 132±7.8b,c 106±6.6a,b 116±4.6a,b 113±4.0c 115±3.1a,b

HDL-cholesterol (mg/dL) 82±1.0a 118±5.1b 98±5.8c 95±5.2c 105±2.2c,b 105±1.7c,b

ALT (U/L) 70±6.4a 93±14.2b 72±2.2a 66±4.0a 71±3.9a 68±2.5a

Creatinine (mg/dL) 0.09±0.008a 0.08±0.003a 0.09±0.012a 0.08±0.005a 0.09±0.008a 0.10±0.004a

Urea (mg/dL) 48±1.7a 49±0.9a 47±2.2a 49±1.5a 51±1.9a 48±2.1a

Fluorescent AGEs (UA/mg protein) 70±2.4a 100±11.1b 71±8.3a 73±12.9a 82±6.8a 132±6.5b

TBARS (μmol/L) 17±0.9a 23±1.1b 19±1.3a 14±1.5a 14±1.2a 17±1.8a

PON 1 (U/mg HDL) 1.220±0.075a 0.865±0.052b 1.231±0.078a 1.725±0.185c 1.546±0.160c 1.475±0.069c

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 groupswere considered significant at Pb.05 andwere 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.
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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 HFDmice 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 variousplasma-
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 HFDmice

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
Fig. 3. Glucose tolerance and insulin sensitivity of mice fed a high-fat diet (HFD) and treated for
Oral glucose tolerance test (OGTT) (A), AUC of OGTT (B), insulin tolerance test (ITT) (C) and A
mice fedHFD;HY:mice fedHFDand treatedwith yoghurt; HT:mice fedHFD and treatedwith 50
yoghurt; HTC: HT: mice fed HFD and treated with 50 mg/kg trigonelline+90 mg/kg curcumi
significant at Pb.05 and were analyzed using one-way ANOVA followed by the Student–Newm
differences. @: H vs. C, HT, HC; #: H vs. C, HY, HT, HC, HTC; &: H vs. C, HY, HT, HC.
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-α
(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-α (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
9weeks with yoghurt enrichedwith trigonelline and curcumin alone or in combination.
UC of ITT (D). Values are expressed as mean±S.E.M., n=14. C: mice fed control diet; H:
mg/kg trigonelline in yoghurt; HC:mice fedHFD and treatedwith 90mg/kg curcumin in

n in yoghurt. AUC: area under the curve. Differences between groups were considered
an–Keuls test. In the AUC data, means not sharing a common letter indicate significant



Fig. 4. AKT phosphorylation levels and cytokines levels in epididymal white adipose tissue (eWAT) ofmice fed a high-fat diet (HFD) and treated for 9weeks with yoghurt enrichedwith
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-α (C), IL-6 (D) and IL-10 (E). Values are expressed asmean±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 Pb.05 andwere 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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(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 associatedX protein (Bax), a pro-apoptotic factor
(Fig. 6C and E), and the proinflammatory cytokines TNF-α (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-κB levels were
increased in liver (Fig. 6G andH) and kidney (Fig. 6I and J) of Hmice 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 ofHFDmice. Lowfluorescent AGEs (Fig. 5A and
C) and RAGE (Fig. 6B and D) levels were observed, followed by
decrease in TNF-α 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. Themost 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-κB nuclear levels in liver
(Fig. 6G) and kidney (Fig. 6I), whereas slight decreases in the cytosolic
levels of this transcription factor were observed (Fig. 6H and J).

Many beneficial responseswere observed in the liver and kidney of
mice treatedwith trigonelline-enriched yoghurt. Themost prominent
trigonelline effects were found on decreasing fluorescent AGEs (Fig.
5A andC), TBARS (Fig. 5B andD), RAGE (Fig. 6B andD), Bax (Fig. 6C and
E), TNF-α (Table 3) and IL-6 (Table 3), whose levels in these tissues
were similar those observed in the C group. NF-κB levels were
differentially regulated in liver and kidney of mice treated with
trigonelline. In the liver of HT mice, a significant decrease of NF-κB
nuclear levels was observed (Fig. 6G), whereas its cytosolic levels
remained increased (Fig. 6H), suggesting that trigonelline inhibits NF-
κB nuclear translocation. In the kidney of HT mice, both nuclear (Fig.
6I) and cytosolic NF-κB levels (Fig. 6J) were decreased, implying an
inhibition of NF-κB expression. Furthermore, nuclear NF-κB was
practically undetectable in the kidney of HT mice. In both tissues, the
strongest NF-κB 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-α (Table 3) and IL-6 (Table 3)
levels were decreased in liver and kidney of HC mice. NF-κB levels
were also differentially regulated in liver and kidney of curcumin-
treated mice. In the liver of HC mice, NF-κB levels were decreased in
both the nucleus (Fig. 6G) and cytoplasm (Fig. 6H), implying inhibited
NF-κB expression. In the kidney of HC mice, a significant decrease of
NF-κB nuclear levels was observed (Fig. 6I), paralleled by increased
cytosolic levels (Fig. 6J), indicating that NF-κB 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-α (Table 3) and IL-6 (Table 3). In
the kidney of HTCmice, 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-α (Table 3) levels in
kidney, as well as RAGE (Fig. 6D) and Bax (Fig. 6E) levels in liver were



Fig. 5. Changes in glycoxidative stress biomarkers (fluorescent AGEs and TBARS) in liver and kidney ofmice fed a high-fat diet (HFD) and treated for 9weekswith yoghurt enrichedwith
trigonelline and curcumin alone or in combination. Levels offluorescent AGEs (A) and TBARS (B) in liver and levels offluorescent AGEs (C) and TBARS (D) in kidney. Values are expressed
as the mean±S.E.M., n=14. C: mice fed control diet; H: mice fed HFD; HY:mice fed HFD and treatedwith yoghurt; HT: mice fed HFD and treatedwith 50mg/kg trigonelline in yoghurt; HC:
mice fedHFD and treatedwith 90mg/kg curcumin in yoghurt; HTC: HT:mice fedHFD and treatedwith 50mg/kg trigonelline+90mg/kg curcumin in yoghurt. Differences between groupswere
considered significant at Pb.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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increased. IL-10 expression was decreased (Table 3), reaching values
similar to those of the H group. Although NF-κB cytosolic levels were
lower in the liver of HTCmice than in the Hmice (Fig. 6H), nuclear NF-
κB 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-κB levels were
lower than the ones observed in H mice (Fig. 6I) 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 2were increased (Fig. 8G),whereas its cytosolic levelswere
in parallel decreased (Fig. 8H) in liver of Hmice, implicating its nuclear
translocation as a compensatorymechanism for establishing oxidative
stress (low antioxidant enzymes and increased lipid peroxidation). In
kidney, nuclear NRF 2 levels were higher in H mice (Fig. 8I) than in C
mice, whereas cytosolic levels did not differ between the groups
(Fig. 8J). 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
AGEdetoxification, only a slight increasewas 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
findingsmay explain the low nuclear NRF 2 levels in liver (Fig. 8G) and
kidney (Fig. 8I) of HT mice. In parallel, the cytosolic NRF 2 levels were
increased in liver (Fig. 8H) and kidney (Fig. 8J) 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, includingGLO1,was significantly increased in liver and
kidney of HTmice (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



Fig. 6. Changes in RAGE signaling-related biomarkers (RAGE receptor, Bax andNF-κB) in liver and kidney ofmice fed a high-fat diet (HFD) and treated for 9weekswith 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) andBax (C) in liver and RAGE (D) andBax (E) in kidney, representative lanes of protein levels as detected bywestern blot analysis for NF-κB (F), nuclear
and cytosolic NF-κB levels in liver (G) and nuclear and cytosolic NF-κB levels in kidney (H). Values are expressed as themean±S.E.M., n=5. C:mice fed control diet; H:mice fedHFD;HY:
mice fedHFD and treatedwith yoghurt; HT:mice fedHFD and treatedwith 50mg/kg trigonelline in yoghurt; HC:mice fedHFD and treatedwith 90mg/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 Pb.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-α Liver 8.13±0.59a 12.40±1.55b 9.49±1.21a,b 7.22±0.89a 8.34±0.55a 9.47±1.03a,b

Kidney 9.78±0.49a 12.32±0.26b 9.78±0.41a 9.95±0.39a 9.54±0.14a 12.38±0.72b

IL-6 Liver 3.73±0.33a 8.81±1.33b 3.86±0.65a 3.91±0.66a 4.79±0.67a,c 6.56±0.91b,c

Kidney 3.60±0.28a 8.96±0.48b 3.71±0.44a 4.31±0.66a 3.91±1.04a 8.68±0.99b

IL-10 Liver 15.61±1.15a 6.58±1.60b 12.14±1.52a 13.61±1.80a 12.37±1.40a 7.69±1.63b

Kidney 18.99±0.95a 9.48±1.34b 17.66±2.37a,c 15.93±1.95a,c 14.94±1.19a,c 11.97±0.89b,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 groupswere considered significant at Pb.05 andwere 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) andGSH-Px (C) in liver and SOD (D), CAT (E) andGSH-Px (F) in kidney.Values are expressed asmean
±S.E.M., n=14. C: mice fed a control diet; H: mice fed HFD; HY: mice fed HFD and treatedwith yoghurt; HT: mice fed HFD and treated with 50mg/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 Pb.05 andwere analyzed using one-way ANOVA followed by the Student–Newman–Keuls test. Means not sharing a common letter indicate significant differences.

9M.C. Costa et al. / Journal of Nutritional Biochemistry 76 (2020) 108303
(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. 8I) of HC mice,
without significant changes in cytosolic levels (Fig. 8H and J). 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 enzymeactivitieswere 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 levelswere decreased (Fig. 8H), suggesting that NRF
2 nuclear translocationwas stimulated. In kidney of HTCmice, 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 onHFDmice; themain focuswas 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, HFDmice 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-κB
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 HFDmice. Second, the beneficial effects
of curcumin administered into yoghurt are apparently related to its
anti-inflammatory (reducing the nuclear NF-κB 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 curcuminwere 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



Fig. 8. Changes in AGE detoxification biomarkers (GLO 1 andAGE-R1) and nuclear/cytosolic NRF 2 levels in liver and kidney ofmice fed a high-fat diet (HFD) and treated for 9weekswith
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 themean±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 treatedwith 50mg/kg trigonelline+90mg/kg curcumin in yoghurt. Differences between groupswere considered significant at
Pb.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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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
micewith yoghurt alone caused reduction in obesitymarkers, including
adipocyte size, eWATweight 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 andenergy intake. Glycemia anddyslipidemiawere subtly
less pronounced in HYmice. Furthermore, PON 1 activitywas increased
after treatmentwith 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 PON1 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 HYmice.
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. Ilavenil 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 ofmice. Themaintenance of the insulin
sensitivity in eWAT of HT mice was accompanied by low levels of the
proinflammatory cytokines TNF-α and IL-6. In addition, IL-10 has been
shown toprotect adipocytes against TNF-α-induced insulin resistance [37].
Therefore, the increased IL-10 levels in eWATofHTmicemay 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 associatedwith
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-κB 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-α, IL-6 and the pro-apoptotic
factor Bax. In addition, the nuclear NF-κB levels were significantly
lower in liver and kidney of HFDmice treatedwith trigonelline, which
may be due to distinct mechanisms. Whereas in liver trigonelline
apparently inhibits NF-κB nuclear translocation of (since NF-κB
cytosolic levels were increased in parallel with the increased nuclear
levels), in kidney trigonelline apparently decreases NF-κB expression
(since both the nuclear and cytosolic NF-κB levels were downregu-
lated). Moreover, considering that NF-κB activation induces RAGE
expression [11], the low RAGE levels found in the liver and kidney of
mice treatedwith trigonellinemay be related to the decreased nuclear
NF-κB 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 diabetesmellitus [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-α 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 HFDmice.
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-α 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 themain effects of
curcumin-enriched yoghurt in HFDmice 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 andGSH-Px activities in liver and kidney. As it can
be observed, antioxidant defenseswere improved in HFDmice 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 amaster 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]. Curcuminhas 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-κB nuclear levels
and proinflammatory cytokines in liver and kidney of HFDmice. NF-κB
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-stimulatedAKTphosphorylation,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-κB
levels were increased and reached values similar or even higher than
those of untreated HFDmice; and (v) in kidney, TBARS, nuclear NF-κB,
TNF-α 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 HTCmice, 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-κB 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 cytochromeP5403A4
(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-κB expression;
interestingly, the biological effects of these metabolites were more
pronounced than that of curcumin. Using rat livermicrosomes, Ahmmed
et al. [58] observed a concentration-dependent inhibitory effect of
trigonelline on CYP3A4; however, this inhibition was very discrete when
comparedwith the effect of thepositive 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,
manybeneficial effects of trigonellinewere also abolished in thepresence
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 inHFDmice, and caused fat accumulation in pancreas
ofmice fedHFDor evena chowdiet,whichwas consideredanevidenceof
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 andGSH-Px) and in components involvedwithAGEdetoxification
(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 curcuminhave 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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