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RESUMO

Diabetes mellitus € uma doenca caracterizada por hiperglicemia crénica, resultando
em desequilibrio metabdlico e estresse oxidativo que promove dano tecidual. O
aparecimento dessa patologia esta altamente relacionado aos habitos de vida e
alimentares da populagédo, sendo de grande interesse a busca por um suplemento
alimentar que possa também atuar evitando ou diminuindo altera¢gBes oxidativas em
individuos diabéticos. Com base na conhecida acdo antioxidante apresentada pela
curcumina, objetivou-se nesse trabalho avaliar, in vitro, a atividade antioxidante de
uma série de analogos sintéticos da curcumina, bem como de novas estruturas
qguimicas heterociclicas tiazolicas, e selecionar a substancia mais promissora para
estudos adicionais in vivo. As analises in vitro foram feitas pelos métodos ABTS,
captura do radical DPPH’ e Reducdo de Ferro (FRAP). A partir dos resultados
obtidos, um heterociclo tiazolico sintético, RI46, foi selecionado para estudos in vivo,
considerando poténcia, facilidade de sintese e baixa citotoxicidade. A curcumina foi
utilizada como controle positivo tanto nos ensaios in vitro quanto in vivo. Nos
estudos in vivo, foram utilizados os extratos hepaticos de ratos Wistar saudaveis e
diabéticos, com analises de determinacdo da atividade enzimatica de SOD, CAT,
GPx e GR, e determinacédo da peroxidacao lipidica pelo teste TBARS; no sangue
desses animais foram analisados o0s parametros bioquimicos: hemoglobina,
colesterol total, colesterol HDL, triglicérides, ALT, AST, fosfatase alcalina, ureia,
proteinas totais, creatinina, magnésio, acido Urico, amilase e albumina. Os
resultados foram submetidos a andlise de varidncia ANOVA e as meédias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey (p = 0,05). Ndo foram
detectadas evidéncias estatisticas de alteracdes causadas nas enzimas hepaticas e
no nivel de peroxidacao lipidica apds tratamento com RI46 ou curcumina, entretanto,
esses parametros também ndo estavam alterados quando comparados 0S grupos
controle sem e com diabetes. Por outro lado, com relacdo aos parametros
bioquimicos, houve diferencas significativas para acido arico, fosfatase alcalina, ALT
e ureia, demonstrando um possivel papel protetor antioxidante dessas substancias
no figado e nos rins dos animais diabéticos que poderia estar agindo por outras vias

gue ndo as comumente relatadas na literatura.



Palavras-chave: estresse oxidativo; diabetes mellitus; antioxidantes naturais;

substancias sintéticas.
ABSTRACT

Diabetes mellitus is a chronic disease characterized by hyperglycemia, metabolic
imbalance, resulting in oxidative stress that promotes tissue damage. The
appearance of this disease is highly related to lifestyle and food of the population,
being of great interest to search for a dietary supplement that can also act by
preventing or reducing oxidative alterations in diabetic individuals. Based on the
known antioxidant action of curcumin, aimed in this work to evaluate the in vitro
antioxidant activity of a series of synthetic analogs of the curcumin as well as new
tiazodlicas heterocyclic chemical structures and select the most promising substance
for further studies in vivo. In vitro analyzes were performed by ABTS, radical DPPH’
capture and FRAP methods. From the results obtained, a synthetic heterocyclic
thiazole, RI46, was selected for in vivo studies, considering potency, ease of
synthesis and low cytotocixity. For comparison purposes, curcumin was used as
positive control both in vitro and in vivo studies. In in vivo experiments, the liver
extracts of healthy and diabetic Wistar rats were used, with analysis to determine the
enzymatic activity of SOD, CAT, GPx and GR, and determination of lipid peroxidation
by TBARS assay; finally, in the blood of these animals, biochemical parameters:
hemoglobin, total cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides, ALT, AST, alkaline
phosphatase, urea, total protein, creatinine, magnesium, uric acid, and albumin
amylase were evaluated. The results were submitted to ANOVA analysis of variance
and the treatment means were compared by Tukey test (0.05). With regard to in vivo
studies, it was not detected statistical evidence of changes caused in liver enzymes
and lipid peroxidation, after treatment with RI46 and curcumin, however, these
parameters also were not changed between control groups with and without
diabetes. On the other hand, concerning on biochemical parameters, it was detected
significant differences in uric acid, alkaline phosphatase, ALT, urea, indicating a
possible antioxidant protective role of such substances in the liver and kidney of
diabetic animals, that could be acting by other means than the commonly reported in

the literature.
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1 INTRODUCAO

O organismo humano, por meio de suas fun¢fes bioquimicas normais, produz
continuamente espécies reativas, contra as quais existe um sistema de defesa
antioxidante. Porém, quando ha um desequilibrio, seja pela producdo aumentada
dessas espécies ou a partir de um decréscimo na rede de defesa, se instala uma
condicdo conhecida por estresse oxidativo. Nessa condi¢cdo, as espécies reativas
geram danos cumulativos a biomoléculas como lipideos, proteinas e DNA, sendo
relacionados a varias doengas cronico-degenerativas como, por exemplo, diabetes
mellitus (AK & GULCIN, 2008; CHOI, 2009; SILVA et al., 2011; CAROCHO &
FERREIRA, 2013; LOPEZ-ALARCON & DENICOLA, 2013; YADAV et al., 2013).

Diabetes mellitus é uma doenca metabolica caracterizada por hiperglicemia
cronica, que afeta o metabolismo associado ao estresse oxidativo, levando a sérios
problemas de saude. O aumento dessa doenca na populacdo mundial, atribuido néo
somente ao crescente numero de idosos, mas principalmente ao estilo de vida atual,
faz com que o diabetes tenha grande impacto nos gastos com a saude. Torna-se
importante, assim, controlar o agravamento dessa doenca para diminuir o sofrimento
dos pacientes e conter custos sociais (HENRIQUES et al., 2010; WHO, 2014a;
WHO, 2014b).

Dessa maneira, tem crescido nos ultimos anos o interesse por substancias
antioxidantes, presentes nos alimentos ou sintetizadas a partir destes que sejam
eficazes na prevencao do surgimento ou agravamento do diabetes, com o minimo
de efeitos colaterais (HUSSEIN & ABU-ZINADAH, 2010; PRABHAKAR et al., 2013;
JEENGER et al. 2014).

Nesse contexto, destaca-se a curcumina, um pigmento amarelo-ouro que € o
principal ativo extraido dos rizomas da curcuma ou acafrdo (Curcuma longa), sendo
esta planta tradicionalmente utilizada na culinaria e na medicina chinesa e indiana
(HATCHER et al., 2008; PIRES et al., 2013). A curcumina € amplamente estudada
por possuir grande poder antioxidante, podendo ser utilizada como suplemento
alimentar para atuar na protecdo as biomoléculas, sendo associada a melhora no
tratamento de varias doencas (ANAND et al., 2008; VOLP et al., 2009; HONORATO

et al., 2013). Apesar de suas importantes propriedades farmacologicas e de seu
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excelente perfil de seguranca, possui problemas quanto a solubilidade e
biodisponibilidade e cor intensa, que impedem seu uso disseminado (ANAND et al.,
2007; PRASAD et al., 2014).

Dessa maneira, a busca por novos analogos da curcumina, que sejam mais
eficazes e contornem esses problemas para o uso como suplemento alimentar
associado a diminuicdo dos danos gerados pelo estresse oxidativo no diabetes, tem
sido alvo de vérios estudos com promissores resultados como mostrados neste
trabalho (ANAND et al., 2007; ANAND et al., 2008; BHULLAR et al., 2013).
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 PROCESSOS OXIDATIVOS

2.1.1 RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO

Reacdes bioquimicas que ocorrem em células e organelas do corpo humano
sdo inerentes a manutencdo da vida. As leis da natureza ditam que um corpo vai
desde a infancia até a idade adulta e, finalmente, entra em um estado fragil que leva
a morte. O consumo de oxigénio envolvido no processo de respiracdo, inerente ao
crescimento celular, além de outros eventos fisiolégicos normais conduzem a
geracdo de moléculas altamente instaveis, conhecidas como espécies reativas
(ERs) (CAROCHO & FERREIRA, 2013).

As ERs incluem espécies radicalares (radicais livres) e ndo radicalares. Os
radicais livres (RLs) sdo atomos, moléculas ou ions com um ou mais elétrons
desemparelhados altamente instaveis e reativos. As principais fontes de RLs séo as
organelas citoplasmaticas que metabolizam o oxigénio e o nitrogénio, gerando
grande quantidade de metabdlitos (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; BARBOSA et
al., 2008; CAROCHO & FERREIRA, 2013).

Uma série de ERs de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) sé&o
continuamente produzidas pelo organismo. Muitos desses processos formam ERs
com efeitos benéficos e importantes, como geracdo de ATP por meio da cadeia
transportadora de elétrons, fertilizacdo de Ovulos, ativacdo de genes e participacdo
em mecanismos de defesa durante processos infecciosos (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997; BARBOSA et al., 2010). Porém, quando a quantidade dessas
espécies esta muito elevada, excede as defesas do organismo e gera uma condi¢cao
conhecida por estresse oxidativo. ERs podem, por exemplo, iniciar facilmente a
peroxidacdo lipidica de membranas celulares e causar danos cruciais a
biomoléculas, tais como acidos nucleicos, lipideos, proteinas e carboidratos,
podendo causar mutacdes, gerar apoptose de células saudaveis, envelhecimento
precoce, alteracao da funcao celular e aparecimento de doencas degenerativas (AK
& GULCIN, 2008; CHOI, 20009).
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Portanto, o estresse oxidativo pode ser caracterizado como um estado de
desequilibrio entre a producdo de ERs e a defesa antioxidante, evidenciando a
incapacidade de antioxidantes endégenos em neutralizar o dano oxidativo em alvos
biolégicos. O excesso de ERs, seja pela producdo aumentada dessas espécies ou a
partir de um decréscimo de antioxidantes, € capaz de gerar danos cumulativos as
biomoléculas e tem sido relacionado com mais de 100 doencas, como doencas do
envelhecimento e varias doencas degenerativas (AK & GULCIN, 2008; CHOI, 2009;
SILVA et al., 2011; LOPEZ-ALARCON& DENICOLA, 2013).

A maioria das espécies reativas presentes no organismo humano s&o
derivadas do oxigénio, formando as EROs que incluem, entre outros, anion
superéxido (O;"), radical hidroperoxila (HO), radical hidroxila ((OH), 6xido nitrico
(NO"), e outras espécies nao radicalares, como o peroxido de hidrogénio (H20),
oxigénio singlete (*0,), acido hipocloroso (HOCI) e peroxinitrito (ONOO’) (BARBOSA
et al., 2008; CAROCHO & FERREIRA, 2013).

O radical superoxido € formado apos a primeira reducéo do oxigénio e pode
causar lesdo mesmo sendo considerado o0 menos reativo. Pela acdo da enzima
superéxido dismutase (SOD), o anion superoxido pode ser transformado em
peroxido de hidrogénio. Este, por sua vez, se nao neutralizado, pode formar o radical
hidroxila, considerado o mais reativo. Isso ocorre via reacdo de Haber-Weiss que
pode ser catalisada pelo cobre (O, + H,0,> O, + 'OH + "OH) ou da reacao de
Fenton, catalisada por metais de transicdo como o ferro (Fe*? + H,0,~> Fe™ + 'OH +
"OH). Por esses mecanismos, o peroxido de hidrogénio é considerado extremamente
deletério, ja que participa de reacdes que produzem ‘OH, tem vida longa, e é capaz
de atravessar as camadas lipidicas de membranas e reagir com proteinas ligadas ao
ferro (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; CAROCHO & FERREIRA, 2013; LOPEZ-
ALARCON & DENICOLA, 2013).

2.1.2 EFEITOS DO ESTRESSE OXIDATIVO NO ORGANISMO
Como mencionado anteriormente, os radicais livres sdo produzidos como uma

parte normal do metabolismo, porém fatores externos também ajudam a promover

sua producédo, como o consumo de alcool, cigarro e fastfoods, poluentes ambientais,
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radiagcdo, medicamentos, pesticidas, solventes industriais e 0zonio (YADAV et al.
2013; CAROCHO & FERREIRA, 2013).

A formacao desses radicais € um processo fisiolégico e continuo que ocorre
no citoplasma, nas membranas celulares e nas mitocondrias (estas séo as principais
geradoras de radicais livres). Em quantidades baixas ou moderadas, apresentam
uma funcdo biolégica importante, porém sdo altamente reativas (NIKI, 2010;
CAROCHO & FERREIRA, 2013). Na Figura 1 podem-se avaliar os principais alvos

das EROS, que incluem proteinas, lipideos, carboidratos, DNA e RNA.

Figura 1 — Alvos dos radicais livres. Adaptado de CAROCHO & FERREIRA, 2013.

Proteinas

* Modificacéo oxidativa de aminoacidos
+ Clivagem de peptideo mediada por radical livre
* Formacéo de ligacio cruzada devido & reacdo com produtos da peroxidacio lipidica

1

. Alvos dos DNA
Lipideos  ¢ummm  radicais mmmmp RNA
L—H+'OH= H,0 + L' livres * Modificacdo de base
* Delecbes
* Producéo de sitios sem base
* Mudanca no quadro de leitura
* Quebras de fita
. * Ligac&o cruzada de DNA e proteinas
Carboidratos « Rearranjos cromossémicos
Fragmentacéo
NAo-enzimatica == Glicoaldeido === NZo ciclizacdo
de carboidratos
HO-Xo | Producéo de radical

Auto-oxidacao ==== g pergxido (0,)
L Reacdo em cadeia levando a
+ g-dicarbonila -
* p-dicarbonila } Mutagénicos

L = lipideo; OH = radical hidroxila; L' = radical lipidico.

Em relacdo as proteinas, existem trés vias distintas pelas quais podem ser
modificadas oxidativamente: modificagcdo de um aminoacido especifico, clivagem de
peptideo mediada por radical livre e formacado de ligacdo cruzada devido a reacdo
com produtos da peroxidacéo lipidica. Tais modificacdes podem levar a degradacéo,
alteracdo da estrutura terciaria e da funcionalidade, com perda da atividade
enzimatica (KOHEN & NYSKA, 2002;CAROCHO & FERREIRA, 2013).
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O padrdo de danos induzidos por radicais livres no DNA pode ser descrito
tanto quimicamente quanto estruturalmente da seguinte forma: modificagdo de base,
delecdes, producdo de sitios sem base, mudanca no quadro de leitura, quebras de
fita, ligacdo cruzada de DNA e proteina, e rearranjos cromossémicos. Uma
importante reagdo envolvida com danos no DNA é a producéo de radical hidroxila
via reacdo de Fenton. Esse radical € conhecido por reagir com todos o0s
componentes da molécula de DNA: as bases purina e pirimidina e o esqueleto
desoxirribose-fosfato (HALLIWELL & CHIRICO, 1993; KOHEN & NYSKA, 2002;
BARBOSA et al., 2008; CAROCHO & FERREIRA, 2013).

Em relacdo aos carboidratos, a formacdo de EROs durante a glicacao
precoce pode contribuir para danos glicoxidativos. Durante os estagios iniciais da
glicosilagéo enzimatica, a fragmentacéo do acucar produz espécies de cadeia curta
como glicoaldeido que né&o ciclizam e, por conseguinte, Sdo propensas a auto-
oxidacdo, formando o radical superoxido. O resultado da reacdo em cadeia
propagada por este radical € a formagéo de a e B-dicarbonilas, que sdo mutagénicos
bem conhecidos (CAROCHO & FERREIRA, 2013).

Quanto aos lipideos, um ataque de um radical, principalmente pelo ‘OH, na
cadeia lateral de um acido graxo de membranas celulares, a fim de abstrair um
atomo de hidrogénio de um carbono metileno, da inicio ao processo conhecido como
peroxidacdo lipidica, detalhado mais adiante (HALLIWELL & CHIRICO, 1993;
KOHEN & NYSKA, 2002; CAROCHO & FERREIRA, 2013).

Dentre todas essas reacdes, a peroxidacao lipidica merece destaque, pois
gera radicais livres que alteram a permeabilidade, fluidez e integridade das
membranas celulares, causando danos celulares, e sua quantificacdo é muito
utilizada em testes in vitro para avaliacdo do nivel de estresse oxidativo
(HALLIWELL & CHIRICO, 1993; BARBOSA et al., 2008, GROTTO et al., 2009).

As reacdes supracitadas levam a producdo de ERS, cujo excesso tem sido
correlacionado com varias doencas graves como diabetes mellitus e suas
complicagBes, cancer, doencas cardiovasculares - incluindo aterosclerose e mal
subito - desordens neuroldgicas, renais e hepaticas, hipertenséo, artrite reumatoide,
sindrome da angustia respiratéria do adulto, doencas autoimunes, inflamacéao,

desordens degenerativas associadas com envelhecimento, catarata, obesidade,



23

autismo, doencas de Alzheimer, Parkinson e Huntington, vasculite, glomerulonefrite,
lUpus eritrematoso, Ulcera gastrica, entre outras (DAl et al.,, 2009; CAROCHO &
FERREIRA, 2013; YADAV et al., 2013).

2.1.2.1 Peroxidacao lipidica

A peroxidacdo lipidica € caracterizada por uma cascata de eventos
bioquimicos resultantes da acdo de radicais livres sobre os lipideos insaturados,
afetando especialmente as membranas biolégicas que sao ricas nesses lipideos.
Esse ataque dos RLs permite a formacao de radicais lipidicos (L) num processo de
iniciacdo da peroxidacao, realizado, principalmente, pelo "OH ou pelo LO’ (radical
alcoxila) (Figura 2). A propagacao ocorre com a reacao dos radicais formados com
oxigénio resultando em LOO’ (radical peroxila), que pode reagir com novos lipideos.
fons ferro podem reagir com hidroperoxidos lipidicos (LOOH), formando radicais (LO’
e LOQO’) que propagam a lipoperoxidagdo. O processo € finalizado com a reagéo
entre esses radicais, dando origem a compostos nao radicalares estaveis
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Quanto mais ligacdes duplas presentes nos
acido graxos, mais facil formar um radical, tornando acidos graxos monoinsaturados
(MUFAS) e saturados (SFAs) mais resistentes a radicais que os acidos graxos poli-
insaturados (PUFA) (HALLIWELL & CHIRICO, 1993; CAROCHO & FERREIRA,
2013).
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Figura 2 — Processo de peroxidagcdo lipidica, representada pelas etapas de

iniciagdo, propagacao e terminagao. Fonte: FERREIRA & MATSUBARA, 1997.

LH + OH (ouLO’) ———> L'+ H,0 (ou LOH) Inicia¢éo

L’ + 0, ———> LOO’ Propagacao
LH + LOO" ———> L'+ LOOH Propagacao
LOO" + L~ —— > LOOL Terminacéo
LOO" + LOO’ ———> LOOL + O, Terminacéo

L = lipideo; OH = radical hidroxila; L' = radical lipidico; LOO" = radical peroxila; LOOH = hidroperoxidos lipidicos.

Frequentemente, o radical hidroxila € reconhecido como a espécie iniciadora
e mais importante da lipoperoxidag&o. Outro radical livre potencialmente importante
€ o didxido de nitrogénio (NO2) que, atuando na ligacdo dupla, induz a peroxidacéo
lipidica formando acidos graxos nitrados e outros produtos contendo nitrogénio
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997; NIKI, 2010).

Tem sido demonstrado que todo esse processo induz distarbios de finas
estruturas celulares, alteracdo da integridade, fluidez e permeabilidade de
membranas, perda funcional de membranas, modificacdes em lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) para formas pro-aterogénicas e pro-inflamatérias, e formacéo de
produtos como o malondialdeido (MDA), fatores estes que podem culminar em morte
celular. Além disso, produtos da lipoperoxidacdo como os compostos carbonilados
tém sido citados como mutagénicos, carcinogénicos e indutores de morte celular
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997; GROTTO et al., 2009).

Recentemente, os niveis desses produtos em fluidos biologicos e tecidos tém
sido estudados extensivamente como potenciais biomarcadores do estresse
oxidativo in vivo (SOETIKNO et al., 2012). Um dos produtos, o MDA, é considerado
um excelente biomarcador da peroxidacao lipidica e consequentemente do estresse
oxidativo (NIKI, 2010; SILVA et al., 2011).
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2.1.3 ESTRESSE OXIDATIVO E DIABETES

Diabetes mellitus (DM) € uma doencga metabdlica cronica ndo transmissivel
gue tem se tornado um problema global devido ao aumento da incidéncia e
prevaléncia dessa patologia que vem associada a sérias consequéncias para a
saude humana (MENG et al, 2013; WHO, 2014b). Atualmente existem
aproximadamente 347 milhdes de pessoas no mundo portadoras de diabetes, e
dados mostram que em 2012 essa doenca foi a causa direta de 1,5 milhdes de
mortes. A OMS (Organizacdo Mundial de Salde) estima que as mortes causadas
por diabetes irdo dobrar entre os anos de 2005 e 2030, e sera a sétima principal
causa de morte em 2030 (WHO, 2014b). O Brasil é o oitavo pais com maior
prevaléncia dessa doenca, que juntamente com a hipertensao, é a enfermidade que
mais mata neste pais. E também a principal causa de internagdes por complicaces,
como doenca cardiovascular, dialise por insuficiéncia renal crénica e amputacdes de
membros inferiores (HENRIQUES et al., 2010; PAHO, 2014).

O crescente aumento dessa doenca é atribuido ao envelhecimento da
populacéo e principalmente ao estilo de vida atual caracterizado pelo sedentarismo e
habitos alimentares que predispdem ao acumulo de gordura corporal (HENRIQUES
et al., 2010). E fato que complicacdes diabéticas sempre resultam no aumento da
morbidade ou mortalidade entre os seres humanos, fazendo com que o diabetes
seja uma das doencas cronicas de maior impacto nos gastos com saude (PEEYUSH
et al., 2009; PAHO, 2014).

O DM é caracterizada por insuficiéncia na secrecdo de insulina, horménio
produzido e secretado pelas células B das ilhotas de Langerhans do pancreas, ou
por sensibilidade reduzida dos tecidos a esse hormoénio (também conhecida como
resisténcia periférica a insulina), ou a combinacgéo dos dois fatores, resultando assim
em hiperglicemia (PRABHAKAR et al., 2013; WHO, 2014b; NAJAFIAN, 2014). Tal
disturbio afeta o metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos, predispondo os
pacientes a sérios problemas de salude, até mesmo a disfuncdo de multiplos 6rgéaos
(PRABHAKAR et al., 2013; MENG, LI & CAO, 2013), afetando células p-
pancreaticas, figado, rim, cérebro, coracdo e outros 6rgaos (REDDY et al., 2009;
AGGARWAL & HARIKUMAR, 2009).
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A curto prazo, o DM gera complicagcbes como a cetoacidose diabética e
sintomas como visao turva, polidria (aumento do volume urinéario), polidipsia (sede
intensa com aumento na ingestdo de liquidos), polifagia (aumento do apetite e
consequentemente da ingestao alimentar), cetonuria (presenca de corpos ceténicos
na urina), poliastenia (perda de peso), glicosuria, proteindria, elevacdo da uréia
urinaria e elevagdo plasmatica nos niveis de determinadas enzimas hepéticas. A
cetoacidose diabética ocorre pela grande mobilizacdo de acidos graxos do tecido
adiposo (lipdlise) seguida da oxidacdo desses acidos graxos, disponibilizando
moléculas de acetil-CoA que sao substratos para a cetogénese hepatica. Eventos de
hipoglicemia sédo considerados um efeito adverso do tratamento de diabetes (WHO,
2014c; CHAMPE et al., 2006).

A longo prazo, o diabetes pode apresentar complicacdes vasculares, como
nefropatia, neuropatia e retinopatia, associadas as altas taxas morbidade e
mortalidade (SOETIKNO et al., 2012; PRABHAKAR et al., 2013; SOETIKNO et al.,
2013; JEENGER et al., 2014). A retinopatia pode levar a cegueira, nefropatia pode
resultar em insuficiéncia renal e neuropatia é associada a Ulceras nos pés e
amputacdes. Pacientes com diabetes também tém incidéncia aumentada de
aterosclerose e doencas cardiovasculares, distarbios endocrinos, alteracdes nas
sensacOes somaticas que envolvem o cortex cerebral, cerebelo e talamo levando ao
déficit cognitivo e mudancas neurofisiolégicas e estruturais (KUMAR et al., 2011;
SILVA et al., 2011; PRABHAKAR et al., 2013; WHO, 2014c).

De acordo com a OMS, os tipos mais comuns de diabetes sdo o tipo 1 e o tipo
2, mas também existem o diabetes gestacional, caracterizado por um estado de
hiperglicemia que se desenvolve durante a gravidez, e outros tipos menos comuns
gerados por fatores como sindromes genéticas, pancreatite, doengcas como fibrose
cistica, exposicao a certos farmacos, virus e causas desconhecidas (WHO, 2014b).

DM tipo 1 € uma doenca geralmente autoimune caracterizada por uma reacao
inflamatoria local dentro e em torno de ilhotas pancreaticas que é seguida por
destruicdo seletiva das células B-secretoras de insulina. Geralmente se desenvolve
na infancia e adolescéncia, e os pacientes necessitam de injec6es de insulina por
toda a vida para a sobrevivéncia (ARORA et al., 2009; WHO, 2014b).
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DM tipo 2 é caracterizada por resisténcia periférica a insulina e secrecéo
deficiente de insulina. Desenvolve-se geralmente na idade adulta e esta relacionada
com a obesidade, falta de atividade fisica e alimentacdo ndo saudavel. Este é o tipo
mais comum de diabetes (que representa 90% dos casos diabéticos em todo o
mundo) e o tratamento pode envolver mudancas de estilo de vida e perda de peso
por si s6, medicacdo oral ou mesmo inje¢des de insulina (ARORA et al., 2009; WHO,
2014b).

Tem sido demonstrado que o estresse oxidativo desempenha um papel critico
nas complicacbes associadas ao DM. Essa forte associacdo entre DM e estresse
oxidativo se deve ao fato da hiperglicemia favorecer a formacdo de EROs, e
algumas propostas para que isso ocorra é por meio da auto-oxidacao da glicose, da
formacédo de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs), da via dos polidis e
também das mudancas no conteudo e atividade no sistema de defesas antioxidantes
no tecido. Todos esses eventos levam, entdo, ao dano oxidativo em membranas,
rompimento de funcdes celulares e agravamento da peroxidacao lipidica (SILVA et
al., 2011; MENG et al., 2013).

A ativacdo pelo estresse oxidativo de varias vias celulares e episodios
inflamatorios resultantes contribuem para o dano endotelial nos capilares
sanguineos dos 6rgaos, tais como a retina, os neurdnios periféricos e rins, levando,
respectivamente, a retinopatia, neuropatia e nefropatia, que sdo complicacbes bem
comuns do DM, ja discutidas anteriormente (JEENGER et al., 2014). In vitro, ja foi
observado que EROs causam danos a via de sinalizacéo da insulina, diminuicdo da
translocacdo dos transportadores de glicose nos adipécitos e reducdo da
internalizacdo da insulina nas células endoteliais (SILVA et al., 2011).

A producdo aumentada de EROs durante a hiperglicemia diminui ainda o
sistema de defesa antioxidante, que ndo consegue agir de maneira suficiente contra
os radicais livres. Ainda, a oxidacdo de lipidios e de proteinas esta associada ao
desenvolvimento das complicacdes do diabetes (HUSSEIN & ABU-ZINADAH, 2010;
SILVA et al., 2011; MENG et al., 2013).

Diante de tais consideracdes, é importante que o0s pacientes diabéticos
estabelecam um rigoroso controle da glicemia, uma vez que ainda nado existe cura

para essa doenca. Assim, a intervencao farmacolégica se faz necessaria, porém o0s
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efeitos colaterais de diversos farmacos hipoglicemiantes ja existentes e o
desconforto do paciente quanto ao tratamento tem levado varios pesquisadores a
buscar, além de novos farmacos e formas de administracdo, suplementos
alimentares que atuem também na prevencao dos danos oxidativos causados pelo
diabetes (DEVCICH et al., 2007; ANAND et al., 2008; PRABHAKAR et al., 2013).
Nesta busca por novos suplementos, muitos estudos em modelos
experimentais foram e estao sendo feitos para comprovacgao do beneficio de plantas,
principios ativos ou seus derivados sintéticos, em complicagbes diabéticas
(MOHAMMADI et al., 2005; ANAND et al., 2008; JEENGER et al. 2014).

2.1.3.1 Modelos experimentais de Diabetes

Modelos animais de DM séo Uteis para a analise de possiveis mecanismos
gue estejam envolvidos na relacéo entre diabetes e estresse oxidativo. O DM pode
alterar a atividade de enzimas antioxidantes em varios tecidos, deprimindo as
defesas naturais e expondo o organismo ao estresso oxidativo (SILVA et al., 2011).
Os resultados da literatura mostram ainda que além de hiperglicemia, ocorre
aumento no plasma de triacilglicerois e colesterol total, e aumento no figado e rins
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico. Nestes tecidos, o peso do 6rgao em
proporcao ao peso corporal também € aumentado (MARITIM et al., 2003; SILVA et
al., 2011).

O diabetes experimental pode ser induzido por farmacos ou manipulacéo
cirargica ou genética em varias espécies de animais. A maioria dos experimentos é
realizada em roedores, pois além das semelhangcas com o diabetes humano, séao
animais de pequeno porte e facil manuseio (DELFINO et al., 2002; SILVA et al.,
2011).

O modelo mais frequentemente utilizado é a inducdo quimica com
estreptozotocina (STZ), um farmaco comumente usado para este fim que pode ser
administrado tanto por via endovenosa (EV) quanto intraperitoneal (IP).Uma dose
média de 50 mg/Kg via IP é suficiente para gerar o quadro de diabetes (DELFINO et
al., 2002; ARORA et al., 2009; PEEYUSH et al.,, 2009; REDDY et al., 2009;
HENRIQUES et al., 2010; HUSSEIN & ABU-ZINADAH, 2010; KUMAR et al., 2011;
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SILVA et al, 2011; GUTTIERRES et al.,, 2012; SOETIKNO et al.,, 2012,
PRABHAKAR et al., 2013; SOETIKNO et al., 2013; NAJAFIAN, 2014; PALMA et al.,
2014; ZHAO et al., 2014).

Inicialmente isolada de colénias da bactéria Streptomyces achromogenes, a
STZ foi caracterizada como um antimicrobiano de largo espectro. Porém, estudos
pré-clinicos revelaram que sua administracdo endovenosa em altas doses produzia
DM em ratos e caes, e que as ilhotas pancreaticas desses animais encontravam-se
rompidas, com diminuicdo ou auséncia dos granulos das células beta (MURATA et
al., 1999; DELFINO et al., 2002).

Quimicamente, a estreptozotocina € uma glicosamina-nitrosureia e sua
estrutura € formada por uma porcao carboidrato, reconhecida pelos transportadores
de glicose GLUT-2 presente nas células B, o que permite sua entrada no interior
dessas células, e por um grupo N-metil-N-nitrosureia, citotoxico para as células [3-
pancreaticas (Figura 3) (MURATA et al., 1999; DELFINO et al., 2002; SILVA et al.,
2011).
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Figura 3 — Estrutura quimica da estreptozotocina. Fonte: GUTTIERRES, 2011.

Tém sido propostos mecanismos relacionados ao grupo N-metil-N-nitrosureia
pelos quais a STZ provoca danos em células B-pancreéticas. Sugere-se que este
grupo inibe a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) gerando o acumulo
do radical superoxido e outras espécies téxicas as células B, o que leva a
degradacéao do DNA nuclear e posterior ativacdo de uma enzima reparadora de DNA
gue utiliza como substrato a forma oxidada de nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD"). Ocorre entdo uma rapida deplecdo de NAD" intracelular, provocando a
inibicdo da respiragdo celular, redugéo no nivel de ATP e da sintese proteica, com
consequente queda na sintese e secrecéo de pro-insulina e perda do balanco iénico
celular, levando como consequéncia a apoptose das células B-pancreaticas
(MURATA et al., 1999; SILVA et al., 2011).

Outras propostas de toxicidade sugerem mecanismos associados a radicais
livres, onde a STZ atua como um potente agente alquilante. Dessa forma, ela
promove a alquilacdo direta do DNA por adi¢cdo de radicais metila via decomposicéo
da STZ, induzindo a apoptose nas células B (Figura 4). Também é sugerido que a
STZ promove a geracdo de espécies reativas do oxigénio e/ou de nitrogénio,
levando ao estresse oxidativo que contribui para a toxicidade na molécula de DNA
(MURATA et al., 1999; DELFINO et al., 2002; AGGARWAL & HARIKUMAR, 2009;
HUSSEIN & ABU-ZINADAH, 2010; SILVA et al., 2011).



31

Figura 4 — Mecanismos propostos para toxicidade provocada pela estreptozotocina.
Fonte: GUTTIERRES, 2011.
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2.2ANTIOXIDANTES

Durante o curso da evolucdo, uma rede de defesa muito eficiente tem se
formado para combater o estresse oxidativo, sendo necessarios diversos
antioxidantes e enzimas com diferentes func¢des para formar o sistema de defesa in
vivo. Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que atrasa,
impede ou elimina os danos oxidativos a uma molécula alvo, gerando compostos
com baixa ou nenhuma toxicidade (MAGALHAES et al., 2008; NIKI, 2010;
CAROCHO & FERREIRA, 2013).

Além de localizados em diferentes lugares, intra e extracelulares, 0s
antioxidantes podem agir de diversas formas: inibindo a formacdo de ERs
(antioxidantes preventivos); removendo rapidamente as ERs antes que ataquem
moléculas biologicamente essenciais (antioxidantes de eliminacdo); reparando
moléculas ja danificadas por radicais livres (antioxidantes de reparacdo); agindo
como redutores que convertem hidroperéxidos em compostos estaveis; como
guelantes de metais que convertem os pré-oxidantes metélicos (derivados de ferro e
cobre) em produtos estaveis; como inibidores de enzimas pro-oxidantes
(lipooxigenases); entre outras formas (NIKI, 2010; CAROCHO & FERREIRA, 2013).
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A capacidade e eficicia das substancias antioxidantes sdo determinadas nédo
somente por sua estrutura quimica, mas também por fatores como a reatividade
guimica com os radicais livres, taxa de eliminacdo de radicais, destino de radical
apos neutralizacdo (devendo este ser estavel), interagcdo com outros antioxidantes
(podendo resultar em antioxidacao sinérgica), concentracdo e mobilidade no meio,
absorcao, distribuicdo, retencdo e metabolismo (ANAND et al., 2008; NIKI, 2010;
CAROCHO & FERREIRA, 2013).

O sistema antioxidante pode ser classificado em enzimatico e ndo-enzimatico.
O primeiro caso esta representado principalmente pelas enzimas antioxidantes
endogenas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx). Quanto ao sistema antioxidante ndo-enzimatico, este se relaciona a um grupo
de antioxidantes que podem ser agrupados em compostos produzidos in vivo
(enddgenos), como glutationa reduzida, ubiquinona e &cido Urico, e em compostos
obtidos diretamente da dieta (exdgenos), como vitaminas E, C, beta-caroteno e
outros (VASCONCELOS et al., 2007; CAROCHO & FERREIRA, 2013).

Apesar da notavel eficiéncia do sistema antioxidante enddégeno, por si so ele
nao é suficiente quando o estresse oxidativo se instala, por isso, tornam-se
necessarios varios tipos de antioxidantes presentes na dieta para manter a
concentracao de radicais livres em baixos niveis (CAROCHO & FERREIRA, 2013).

2.2.1 ENZIMAS ANTIOXIDANTES: A DEFESA ENDOGENA

Como ja mencionado, as enzimas antioxidantes fazem parte do sistema de
protecdo enddgeno contra danos oxidativos. S&o consideradas, em geral,
antioxidantes secundarios porque nao evitam a formacao, e sim eliminam os radicais
livres ja formados antes que reajam e danifiquem os sistemas bioldgicos. As
principais enzimas antioxidantes sdo a SOD, CAT, GPx GR (glutationa redutase)
(VASCONCELOS et al., 2007; MENG et al., 2013). O sistema de defesa antioxidante

dessas enzimas € coordenado como mostrado na Figura 5 e detalhado a seguir.
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Figura 5 — Sistema de defesa enzimatico. Fonte: BARBOSA et al., 2010.
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reduzida; GSSG = Glutationa oxidada.

2.2.1.1 Superdéxido Dismutase (SOD)

A superoxido dismutase € uma metaloenzima encontrada nas mitocondrias e
no citosol sob trés formas distintas de acordo com a presenca do cofator metalico no
sitio ativo. Ligada ao manganés (Mn-SOD) esta presente nas mitocondrias, e ligada
ao cobre e zinco (Cu, Zn-SOD) se encontra no citosol celular e também nas
mitocondrias (PERRY et al., 2010; MILLER, 2012).

A SOD catalisa a conversdo do radical superéxido (O,7) a peroxido de
hidrogénio por meio de sucessivas oxidacdes e reducdes dos ions metalicos
presentes no sitio ativo. O perdoxido de hidrogénio serd, entdo, posteriormente
capturado e degradado por meio da acdo da CAT e da GPx. No estresse oxidativo,
as reacfes de Haber-Weiss e de Fenton estdo propensas a acontecer, gerando o
radical ‘OH altamente reativo, contra o qual ndo existe defesa enzimatica. O radical
superoéxido interfere também na funcédo das enzimas CAT e GPx, desativando-as e,
dessa forma, a SOD contribui, também, protegendo essas enzimas e garantindo sua
atividade (SARKHAIL et al., 2007; BARBOSA et al., 2010; MILLER, 2012).
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2.2.1.2 Catalase (CAT)

A catalase é uma enzima encontrada abundantemente em todos os
organismos Vvivos, porém esta em concentracdo mais elevada no figado e nos rins.
Esté localizada predominantemente no peroxissoma, principal organela responsavel
pela desintoxicagéo celular (VASCONCELOS et al., 2007; GOYAL & BASAK, 2010).

Essa enzima contém um grupo heme em seu sitio ativo e tem como funcao
catalisar a decomposicao do peréxido de hidrogénio a agua e oxigénio, inativando
essa espécie reativa. As enzimas CAT e GPx agem de forma integrada a fim de
impedir o acumulo de peréxido de hidrogénio e evitar a geracdo do radical hidroxila,
contra o0 qual ndo ha sistema enzimético de defesa (VASCONCELOS et al., 2007;
GOYAL & BASAK, 2010).

2.2.1.3 Glutationa Peroxidase (GPx) e Glutationa Redutase (GR)

Peroxidases sao enzimas que usam varios doadores de elétrons para reduzir
0 peroxido de hidrogénio a agua, e a principal em vertebrados é a glutationa
peroxidase (GPx). Nessas enzimas o atomo de enxofre do aminoéacido cisteina &
substituido por selénio, originando a seleno-cisteina, o que justifica o seu grande
potencial antioxidante (VASCONCELOS et al., 2007; SILVA et al., 2011).

A reducdo de peroxido de hidrogénio pela glutationa peroxidase € mediada
pelo seu substrato, a glutationa reduzida (GSH), a qual é oxidada a forma dissulfeto
(GSSG) com consequente reducdo do peréxido. A glutationa redutase exerce entéo
seu papel de recuperacdo do sistema, convertendo GSSG novamente a GSH,
usando NADPH como cofator. Assim, a coordenacdo dessas duas enzimas que
fazem parte do ciclo da glutationa se mostra um importante mecanismo de defesa do
organismo frente as ERs (BARBOSA et al., 2008; SILVA et al., 2011).

Geralmente presentes no citosol e matriz mitocondrial, alguns trabalhos
relatam baixa atividade dessas enzimas em doencas relacionadas ao estresse
oxidativo. Porém, estudos recentes correlacionam positivamente a elevacdo da
atividade dessas enzimas ao uso de planta medicinal (SARKHAIL et al., 2007),
vegetais e frutas (MARTINELLO et al., 2006; ALEZANDRO et al., 2013) com
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potencial antioxidante, mostrando assim uma interface entre os dois tipos de defesa

(enddgena e exdgena) contra os danos oxidativos no organismo.

2.2.2 ANTIOXIDANTES NATURAIS E SINTETICOS: A DEFESA EXOGENA

Muitas substéncias naturais contidas em alimentos, frutas, bebidas,
especiarias e suplementos tém gerado grande interesse entre consumidores e
pesquisadores devido a associacdo de seu frequente uso com a prevencao de
desordens que envolvem o estresse oxidativo, como as doencas cardiovasculares, 0
cancer e o diabetes. Tal fato pode ser parcialmente atribuido a presenca de
antioxidantes, com destaque para os polifendlicos, substancias antioxidantes
hidrofilicas mais abundantes encontradas nos alimentos. Outras classes de
substancias com essa propriedade podem ser citadas, como os carotendides e as
poliaminas. Os antioxidantes presentes na dieta podem estimular as defesas
celulares e ajudar a evitar danos oxidativos (CHOI, 2009; NIKI, 2010; CAROCHO
&FERREIRA, 2013; SHARMA et al., 2013).

Os antioxidantes sintéticos, por sua vez, tém sido amplamente utilizados
como aditivos alimentares para atuar na protecao contra a degradacdo oxidativa de
alimentos, aumentando sua vida de prateleira. Com esse objetivo, 0s antioxidantes
sintéticos mais utilizados s&o butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT) e
terc-butil-hidroquinona (TBHQ) (AK & GULCIN, 2008; CHOI, 2009; CAROCHO &
FERREIRA, 2013). Ainda nesse contexto, a curcumina, um antioxidante de origem
natural, e também seus derivados sintéticos tém sido sugeridos para uso como
suplemento alimentar, atuando como protetores do organismo contra o estresse

oxidativo.

2.3 CURCUMINA E SEUS ANALOGOS SINTETICOS

Considerando os danos provocados pelo estresse oxidativo e a busca por
farmacos a partir de fontes naturais, a curcuma é uma planta largamente estudada
por sua capacidade antioxidante, representada por seu principio ativo mais

estudado: a curcumina.
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A curcumina € um pigmento de tom amarelado a alaranjado extraido dos
rizomas da Curcuma longa, uma espécie herbacea e perene da familia
Zingiberaceae, a mesma do gengibre. O nome do género é originario da palavra
arabe kurkum que significa agafrdo, com mais de 70 espécies ja identificadas.
Originaria do sudeste asiatico, essa planta foi introduzida no mundo ocidental no
século XIV por exploradores europeus, ficando conhecida internacionalmente como
turmeric, além de possuir diversos nomes populares como acafrdo, falso-acafréo,
acafrdo-da-india e gengibre amarelo (SHISHODIA et al., 2007; HATCHER et al.,
2008; VOLP et al., 2009; AGGARWAL et al., 2013; PIRES et al., 2013).

A curcuma € muito cultivada no sul e sudeste asiatico, sendo a india
considerada o principal pais produtor, consumidor e exportador. No Brasil, tal
espécie se adaptou bem, cultivada principalmente nos estados de Goias, Mato
Grosso e Sao Paulo, possuindo desenvolvimento altamente satisfatorio e
produtividade semelhante a de sua regido de origem (FILHO et al., 2000; FILHO et
al., 2004; SHISHODIA et al., 2007).

O rizoma da planta € amplamente utilizado na culinaria como pigmento e
tempero em molhos (curry), produtos de padaria, bolos, tortas, queijo, sorvete,
iogurte, picles, mostarda, bebidas, sopas, cereais e coberturas de doces
(SHISHODIA et al.,, 2007; VOLP e al., 2009). Também usada pela indlstria de
cosméticos, e na forma de capsulas ou tabletes pela industria farmacéutica pela sua
tradicdo na medicina chinesa e indiana relacionado aos efeitos benéficos em varias
doencas. Seu uso popular tem sido relacionado a prevencdo e cura de diversos
problemas de saude como distarbios biliares, anorexia, tosse, queimaduras, acne,
gases, reumatismo, sinusite, infec¢cdes comuns do olho, ictericia, varias doencas de
pele, doencas hepaticas e feridas diabéticas, além da melhoria do bem-estar geral
(FILHO et al., 2000; WEBER et al., 2005; SHISHODIA et al., 2007; HATCHER et al.,
2008; VOLP et al., 2009; PRASAD et al., 2014).

A curcuma possui cerca de 235 compostos cujo principal constituinte € a
curcumina, com concentragcdo no rizoma seco da planta variando de 2 a 5%
(PEREIRA & MOREIRA, 2009; AGGARWAL et al., 2013). Isolada pela primeira vez
em 1815 e obtida na forma cristalina em 1870, a curcumina vem sendo amplamente

estudada e se destaca por possuir grande poder antioxidante, agindo assim na
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protecdo de biomoléculas ao diminuir efeitos oxidativos ou aumentar a acdo de
enzimas antioxidantes. Além disso, também sdo bem estabelecidas suas atividades
anti-inflamatoria, antiparasitaria, antifangica, anticarcinogénica, hepato e nefro-
protetora, supressora de trombose, hipoglicémica e antirreumatica, existindo assim
muitos dados na literatura que reportam grande variedade de atividades
farmacolégicas por meio de diferentes mecanismos (ANAND et al., 2007; ANAND et
al., 2008; VOLP et al., 2009; GUTIERRES et al., 2012).

Quimicamente, a curcumina € o principal representante dos pigmentos
curcumindides, que pertencem a classe diferuloilmetano  (C21H2006).
Estruturalmente, é caracterizada como uma molécula de dibenzoil-metano (1,7-bis-
(hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona), exibindo tautomerismo ceto-endlico
com predominancia da forma ceto em meio neutro e acido e da forma enol em meio
alcalino (Figura 6). Possui trés hidrogénios ionizaveis, sendo o hidrogénio endlico
mais acido do que o hidrogénio fendlico. A curcumina apresenta-se mais estavel na
faixa de pH entre 4 e 7 e em temperaturas de até 100°C. Tal substancia é estavel a
presenca de oxigénio, entretanto pode sofrer degradacao pela acédo da luz. Quanto a
solubilidade, esse pigmento é praticamente insolivel em agua e éter, mas soluvel
em etanol, dimetilsulféxido (DMSO) e acetona (FILHO et al., 2000; WEBER et al.,
2005; ANAND et al., 2007; SHISHODIA et al., 2007; SINGH et al., 2011).

Figura 6 — Estrutura quimica da curcumina, representando o tautomerismo ceto-

enodlico. Fonte;: WEBER et al., 2005.
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O grande potencial antioxidante e anti-inflamatoério da curcumina faz com que
esta seja candidata a estudos para terapia no diabetes por sequestrar ERs em
situacfes de estresse oxidativo e também por impedir a peroxidacao lipidica,
atuando, portanto, na protecdo de biomoléculas (GUTIERRES et al., 2012; PALMA

et al.,, 2014). Acredita-se que as reac0es com ERs sdo iniciadas por ambas
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hidroxilas fendlica e endlica. No organismo, a curcumina possui varios alvos,
ligando-se a metais, albumina e outras moléculas, possibilitando inibicdo da
atividade de enzimas, do crescimento tumoral, da angiogénese, da ativacdo de
fatores de transcricdo que regulam a expressao de genes associados ao surgimento
de tumores, da inflamacdo, da angiogénese, entre outros (SINGH et al.,, 2011;
SOETIKNO et al., 2012; MENG et al., 2013; PRASAD et al., 2014).

Os efeitos potencialmente benéficos dessa substancia foram verificados em
véarios estudos utilizando modelos animais diabéticos. O uso da curcumina como
tratamento ou parte dele, em diferentes formas de administracéo, seja solubilizada
em extratos etandlicos ou suspendida em solu¢Bes de carboximetilcelulose (CMC)
ou mesmo em agua, apresentou melhoria em diversos parametros relacionados ao
DM, como reducéo nos niveis séricos de glicose, hemoglobina glicada, colesterol e
triacilglicerois, protecdo das ilhotas pancreaticas, diminuicdo da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e aumento da de alta densidade (HDL), reducéo da hiperlipidemia,
diminuicdo da atividade sérica das enzimas AST (aspartato aminotransferase) e ALT
(alanina aminotransferase), aumento de peso corporal, melhora nas lesdes renais,
retardo no desenvolvimento de catarata, aumento dos niveis de insulina, reducao
dos niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) no soro, figado e
rins, prevencdo da reducdo nos niveis de enzimas antioxidantes, entre outros
(GUTIERRES et al, 2012; PALMA et al., 2014; MENG et al., 2013
CHUENGSAMARN et al., 2014).

Adicionalmente, a molécula de curcumina possui um excelente perfil de
seguranca em animais e humanos, sem apresentar toxicidade mesmo em altas
doses (superiores a 100 mg/kg/dia), o que juntamente as suas propriedades
farmacologicas a torna uma potencial substancia para o tratamento de uma
variedade de doencas. Por outro lado, apesar de sua eficacia e seguranca, tal
substancia ndo se mostra um bom agente terapéutico. Sua baixa solubilidade
aquosa, baixa biodisponibilidade (baixa absorcédo, rapido metabolismo e rapida
eliminacdo sistémica), e cor intensa foram apontados como 0s principais problemas
gue impedem que suas propriedades funcionais sejam plenamente exploradas
(ANAND et al., 2007; DU et al., 2013; MENG et al., 2013; SHELMA & SHARMA,
2013; PRASAD et al. 2014).
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Devido a esses fatos, véarias estratégias tém sido avaliadas para a obtencdo
de analogos da curcumina apresentando eficacia semelhante ou superior e
propriedades fisico-quimicas mais adequadas. A estrutura quimica da curcumina é
determinante para sua atividade biolégica e modificacbes estruturais vém
demonstrando, in vitro e in vivo, uma possibilidade de modulacdo de sua
biodisponibilidade, com o intuito de elevar seus efeitos biologicos benéficos
(SHISHODIA et al., 2005; ANAND et al., 2007; ANAND et al., 2008).

Nesse contexto, varios andlogos estruturais da curcumina tém sido
sintetizados com intuito de elucidar por¢cées essenciais da molécula para a atividade
biolégica (grupos farmacoféricos), sendo encontrados analogos com maior e menor
atividade biolégica quando comparados a curcumina (VENKATESAN & RAO, 2000;
ROBINSON et al., 2003; RUKKUMANI et al., 2004; YOUSSEF et al., 2004; SELVAM
et al., 2005; WEBER et al. 2005; CHANDRU et al., 2007; TAMVAKOPOQULOS et al.,
2007; TOMREN et al., 2007; PAE et al., 2008; SUBRAMANIAM et al., 2008; DAI et
al., 2009; LEE et al., 2009; ERYANTI et al., 2011; SHANG et al., 2010; SINGH et al.,
2011; BHULLAR et al., 2013; DU et al., 2013; LI et al., 2013). Muitos estudos ja
revelam algumas relacdes estrutura-atividade, por exemplo, a presenca de grupos
fendlicos sendo importante para a atividade biolégica e antioxidante, aumentadas
pela presenca de grupos metoxila (-OCH3) nos anéis aromaticos (VENKATESAN &
RAO, 2000; TOMREN et al., 2007; PAE et al., 2008; SINGH et al., 2011). Eryanti e
colaboradores (2011) demonstraram que, em analogos da curcumina contendo um
anel ciclopentanona, grupamentos hidroxila e amina em ambos anéis resultam em
substancias com maior atividade antioxidante e anti-inflamatoria. Outros estudos
mostraram ainda que o grupo metileno (-CH,-) central da curcumina € importante
para sua atividade antioxidante (WEBER et al., 2005; SHANG et al., 2010).

A avaliacdo da atividade da curcumina e de analogos demonstrou que eles
podem apresentar tanto efeitos antioxidantes como pro-oxidantes. Ahsan e
colaboradores (1999) demostraram que a curcumina e dois derivados curcuminoides
foram capazes de degradar o DNA na presenca de cobre e gerar espécies reativas
de oxigénio, principalmente radical hidroxila. Tal estudo evidenciou efeitos pro-
oxidantes e antioxidantes determinados pelo mesmo padréo estrutural dependente

do sistema de ensaio utilizado, sendo muitas vezes dificil prever o efeito de tais
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substancias na rede in vivo. Portanto, nota-se mais uma vez a necessidade de
estudos in vitro e in vivo para a elucidacdo dos reais efeitos das substancias
anélogas.

Ainda assim, a origem da curcumina a partir de fontes naturais, sua baixa
toxicidade, estrutura relativamente simples e vasta gama de propriedades
farmacéuticas a torna entdo uma candidata promissora para uso medicinal,
representando um protétipo ideal para modificacdes e otimizacbes quimicas na
busca por novos suplementos alimentares (BHULLAR et al., 2013; DU et al., 2013).

2.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante de compostos complexos como a matriz alimentar,
ou de substancias puras tem sido avaliada em diversos estudos, tanto in vitro quanto
in vivo, por diferentes métodos (NIKI, 2010; LOPES-ALARCON & DENICOLA, 2013).

A grande diversidade de métodos sob diferentes condi¢cbes que tem sido
aplicados para a avaliacdo da capacidade e eficacia antioxidante proporciona,
muitas vezes, falta de correlacdo entre as atividades determinadas no mesmo
material por diferentes ensaios e entre as atividades determinadas pelo mesmo
ensaio em diferentes laboratorios. Isso resulta em parametros numeéricos dificeis de
serem comparados, 0 que se mostra claramente um empeciho nesse tipo de estudo
(MARTINEZ-VALVERDE et al., 2000; NIKI, 2010).

Considerando a complexidade do metabolismo no corpo humano, apenas
métodos quimicos in vitro ndo sdo suficientes para avaliar as propriedades
antioxidantes. Ensaios quimicos ndo consideram parametros relevantes envolvidos
em ambientes biolégicos como a biodisponibilidade, fazendo com que os indices de
capacidade antioxidantes obtidos ndo necessariamente reflitam o que aconteceria in
vivo (LOPES-ALARCON & DENICOLA, 2013). Para alguns antioxidantes, uma
capacidade muito diferente pode ser observada in vitro e in vivo (NIKI, 2010),
tornando necessario que ambos testes sejam feitos.

As vantagens e desvantagens de varios métodos tém sido discutidas quanto a
simplicidade, instrumentacdo necessaria, mecanismos, método de quantificacdo,

entre outros. Nao existe um método que pode fornecer resultados claros e, por isso,
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a melhor solugcdo é usar a associacdo de varios métodos e uma abordagem de
muitas dimensfes. Alguns desses procedimentos usam radicais livres ou
antioxidantes sintéticos, alguns sao especificos para a peroxidacao lipidica e tendem
a precisar de células animais ou vegetais, alguns tém escopo mais amplo, alguns
exigem preparacdo e conhecimentos minimos, poucos reagentes e produzem
resultados rapidamente (NENADIS et al.,, 2007; NIKI, 2010; CAROCHO &
FERREIRA, 2013).

2.4.1 METODOS IN VITRO

Diversos procedimentos in vitro para se determinar a atividade antioxidante
das amostras de interesse tém sido utilizados, de forma a gerar um resultado rapido
e identificar substancias promissoras. Entretanto, a atividade antioxidante ndo deve
ser determinada com base em apenas um unico teste como ja discutido (OLIVEIRA
et al.,, 2009; ALAM et al.,, 2013). Assim, enquanto alguns utilizam o retardo na
oxidacdo como parametro da atividade antioxidante, outros analisam a capacidade
de eliminacdo de radical livre e outros,ainda,a reducdo de ion metalico ou radical
cation (ARNAO et al., 1999). Dessa maneira, torna-se dificil definir os testes mais
apropriados, devendo-se optar pelos mais comumente utilizados e aceitos, com
base nas informacdes da literatura (OLIVEIRA et al., 2009).

Considerando esses aspectos, destacam-se 0os meétodos indiretos (reacao de
oxi-reducdo entre o oxidante e o antioxidante) como captura do radical DPPH'(2,2-
difenil-1-picrilhidrazina), captura do radical ABTS™ (2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) e método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power),
gue, com relativa simplicidade, propiciam boa aplicacdo em rotinas de laboratoério
(TIVERON, 2010).

A ampla gama de fundamentos, mecanismos de acdo e maneiras de
expressar resultados traz a tona novamente a dificil comparacéo total de um método
com outro e a comparacao de dados a partir de diferentes trabalhos. Diante de tais
fatos, torna-se preferivel realizar ensaios diferentes e compara-los com antioxidantes
sintéticos bem conhecidos,como o BHT ou trolox (analogo sintético da vitamina E),

sendo este Ultimo bastante usado como composto de referéncia. A capacidade
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antioxidante pode, entdo, ser expressa como equivalente em trolox (NIKI, 2010;
ALAM et al., 2013).

2.4.1.1 Método de captura do radical DPPH

A molécula de 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH") € um radical livre estavel,
disponivel comercialmente, sendo sua estrutura caracterizada pela presenca de um
elétron desemparelhado em um atomo de nitrogénio (HUANG et al., 2005; SHARMA
& BHAT, 2009).

O método DPPH consiste na medi¢cdo da reducdo do DPPH’ por meio da
diminuicdo na absorbancia a 515 — 528 nm por um tempo determinado ou até
permanecer constante. O DPPH" é um radical de cor violeta intensa, que quando
reduzido por substancias antioxidantes vai adquirindo a cor amarela palida (Figura
7), geralmente em meio organico (etanol, metanol) (SHARMA & BHAT, 2009;
GULCIN, 2012). O mecanismo da reacdo € baseado na transferéncia de elétrons,
influenciada pelo solvente e pelo pH do meio (MAGALHAES et al., 2008).

Figura 7 — Reacéo do radical DPPH’ com um antioxidante (AH), formando o DPPH-
H, que causa a descoloracdo do meio. Fonte: GULGIN, 2012.
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Este método, sugerido primeiramente em meados da década de 50, é
atualmente um dos mais realizados para verificacdo da atividade antioxidante.
Geralmente os resultados sao reportados como ECso ou ICsp, que é a quantidade de
antioxidante necessaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial de DPPH'.

Assim, quanto menor o valor da ICsp, maior é o potencial antioxidante (MAGALHAES
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et al., 2008; DAWIDOWICZ et al., 2012). A principal limitacdo dessa maneira de
apresentacdo dos resultados € que a porcentagem de radical eliminado é
dependente da concentracdo inicial de DPPH’, que varia nos trabalhos
(MAGALHAES et al., 2008).

De forma geral, sdo utilizados diferentes protocolos, que variam concentracao
inicial do radical, tempo de reacédo, entre outros, tornando dificil uma comparacédo
valida entre os resultados encontrados por diferentes autores. Além disso, a
estrutura do DPPH’ pode provocar impedimento estérico para a acdo de alguns
antioxidantes, e o fato de ndo ser encontrado nos sistemas biol6gicos também é
criticado. Porém, € um método valido, utilizando um radical estavel, que néo
necessita ser gerado como em outros métodos baseados na neutralizacdo de
radicais, e de facil manuseio para avaliar a atividade antioxidante de substancias
puras ou extratos complexos (HUANG et al., 2005; MAGALHAES et al., 2008).

2.4.1.2 Método de captura do radical ABTS

Primeiramente utilizado por Miller em 1993 para amostras biologicas, o
método ABTS se baseia na geracdo do cation radical estavel 2,2-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS™) de cor esverdeada, com absor¢do maxima
em 414, 645, 734 e 815 nm. A determinacdo a 734 nm é preferida, visto que neste
comprimento de onda a influéncia de interferentes é reduzida (HUANG et al., 2005;
MAGALHAES et al., 2008).

Inicialmente, o radical ABTS™ deve ser gerado por reacdo quimica com
agentes oxidantes como diéxido de manganés e persulfato de potassio, por reacao
enzimatica usando metamioglobina ou peroxidase, ou por geracao eletroquimica
(MAGALHAES et al., 2008). Um dos protocolos mais utilizados envolve a geracédo do
radical pela reacdo com persulfato de potassio. Em sequéncia, o radical formado é
misturado com a substancia ou extrato antioxidante e ocorre a reducdo do ABTS™ a
ABTS (Figura 8), provocando a descoloracdo do meio de reacédo e decréscimo da
absorbancia, com tempos de reacdo encontrados na literatura variando de 1 a 30
minutos (MAGALHAES et al., 2008; PRADO, 2009). Os resultados s&o comumente

expressos em funcéo do trolox submetido as mesmas condi¢cdes de analise, a partir
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da construcdo de uma curva de calibracdo com concentracdes conhecidas de trolox
ou também como porcentagem de inibicdo do radical (MAGALHAES et al., 2008).

Figura 8 — Reducgédo do ABTS™ por um antioxidante e sua formacao pelo persulfato

de potassio. Fonte: PRADO, 2009.
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O método é relativamente simples, apesar da etapa de formacdo do radical,
permitindo que seja aplicado nas analises rotineiras de laboratério. Além disso, o
ABTS apresenta boa solubilidade tanto em agua quanto em solvente organico,
sendo possivel a determinacdo da atividade antioxidante em amostras lipofilicas e
hidrofilicas. Apesar dessas vantagens, este ensaio tem sido criticado devido ao
radical formado n&do ser encontrado em sistema biologicos ou representativo de
biomoléculas (HUANG et al., 2005; MAGALHAES et al., 2008).

2.4.1.3 Método de reducéo do ferro (FRAP)

Inicialmente utilizado para medir atividade antioxidante de plasma humano, o
método FRAP era denominado como Ferric reducing ability of plasma (BENZIE &
STRAIN, 1996). Atualmente, ganhou nova denominacdo de Ferric Reducing
Antioxidant Power com a ampliacdo do teste para estudos em alimentos, bebidas,
extratos de plantas e substancias puras (MAGALHAES et al., 2008).

Esse ensaio mede a habilidade de antioxidantes em reduzirem o complexo
férrico tripiridiltriazina [Fe(lll)-(TPTZ)2]™ de cor amarelada para um complexo ferroso
[Fe(Il)-(TPTZ),]"?apresentando cor azul intensa (Figura 9). A reacdo acontece em
meio acido com absorbancia crescente e maxima em 593 nm, sendo a intensidade

da cor proporcional a capacidade antioxidante da amostra teste. O tempo de reacao
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pode variar de segundos até minutos e o resultado € apresentado com base em
solucbes padrdes de ferro ou antioxidante, como &cido ascorbico ou trolox, por meio
da construcéo de curva padrdo (MAGALHAES et al., 2008; GULCIN, 2012).

Figura 9 — Reacédo de redugdo do complexo férrico para um complexo ferroso. Fonte:

GULCIN, 2012.
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De acordo com Magalhdes (2008), esse método, quando adaptado para
leitura utilizando microplacas de 96 pocos, permite uma melhor reprodutibilidade e
menor quantidade de amostra. O ensaio FRAP é simples, barato, porém apresenta
limitacdes como inducéo de resultados falsamente elevados, tempo de reacédo (em
média 4 minutos) podendo ser insuficiente para determinadas amostras,
interferéncia de outras substancias causando superestimacdo do valor FRAP e a
possibilidade da geracdo de radicais no meio de reacdo, como ‘OH e H,0,, devido
ao conhecido carater pré-oxidante do Fe (1) (MAGALHAES et al., 2008).

2.4.2 METODOS IN VIVO

A avaliacdo da atividade de antioxidantes in vivo € de extrema importancia
pois leva em consideracdo fatores relativos aos complexos sistemas bioquimicos,
como a biodisponibilidade. Apds a ingestdo, os antioxidantes devem ser absorvidos,
transportados, distribuidos e retidos adequadamente nos fluidos bioldgicos, células e
tecidos para que sua acado ocorra de forma satisfatéria (NIKI, 2010).

Os varios métodos espectrofotométricos existentes para a determinacao do
potencial antioxidante in vivo continuam a ser amplamente utilizados em diferentes
estudos por serem de rapida aplicacdo, pouca manipulacdo de material bioldgico e
baixas necessidades instrumentais (BARBOSA et al., 2008; BARBOSA et al., 2010).
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Dentre esses métodos, € comum a avaliacdo da atividade de enzimas
envolvidas nos sistemas de defesa antioxidante, que incluem SOD, CAT, GPx e GR
(SILVA et al.,2011; PALMA et al., 2014).

Outro teste amplamente utilizado, associado com a capacidade antioxidante,
€ a avaliacédo da peroxidacao lipidica por meio da formacdo de substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS). Nesse método ocorre reacdo do MDA e substancias
relacionadas com o acido tiobarbitarico (TBA), formando um complexo colorido que
pode ser lido espectrofotometricamente a um comprimento de onda de 532 nm
(Figura 10). Embora o teste seja inespecifico, uma vez que o &cido tiobarbitarico
nao reage somente com o MDA, sua facilidade de execugé&o e baixo custo o tornam
frequentemente utilizado (BARBOSA et al, 2008; GROTTO et al., 2009;
PAPASTERGIADIS et al., 2012).

Figura 10 — Reacéo entre MDA e TBA, formando um complexo colorido, usado para

avaliagdo da peroxidagéo lipidica. Fonte: GROTTO et al., 2009.
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O efeito das substancias antioxidantes é avaliado em fluidos biologicos e
tecidos, tais como plasma, soro, urina, saliva, lagrima, fluidos cefalorraquidiano e
figado, de humanos e de animais experimentais. Varios biomarcadores de estresse
oxidativo tém sido aplicados para medir o nivel de oxidagéo in vivo, em diferentes
condicBes e matrizes, e por diferentes métodos (BARBOSA et al., 2010; NIKI, 2010).

Tal diversidade resulta em parametros numéricos dificeis de serem
comparados, mas € compreensivel ja que varios mecanismos de reacdo estdo
envolvidos no estresse oxidativo no corpo humano. Portanto, ndo existe um método
simples e universal pelo qual a capacidade antioxidante in vivo possa ser avaliada

com acuréacia (NIKI, 2010).
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Diversos estudos tém avaliado os efeitos de inUmeros antioxidantes sobre os
niveis de biomarcadores de estresse oxidativo em humanos e animais experimentais
sob condi¢cbes normais, de estresse oxidativo e doencgas especificas. Alguns estudos
confirmaram efeitos positivos dos antioxidantes e outros ndo, sugerindo-se que a
ingestdo de antioxidantes ndo reduz tais biomarcadores em individuos saudaveis,
mas sim naqueles com aumento do estresse oxidativo ou com doencgas relacionadas
ao estresse oxidativo (NIKI, 2010). Dessa forma, a utilizacdo de modelos animais em
condicdes de estresse oxidativo, ao invés de modelos de animais saudaveis, se faz
muito Util e representativo para avaliacdo da atividade de substancias com potencial

antioxidante.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Objetivou-se com esse trabalho avaliar potenciais antioxidantes relacionados
a anélogos sintéticos da curcumina, comparando-os com essa substancia com o
intuito de identificar novas moléculas, mais eficazes e apresentando melhores
propriedades fisico-quimicas, para uso posterior como suplemento alimentar

associado ao estresse oxidativo no diabetes mellitus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro da curcumina e de vinte e
nove substancias de origem sintética, por meio dos metodos de
captura do radical ABTS, captura do radical DPPH" e método de
reducao do ferro (FRAP);

e Selecionar a substancia sintética mais promissora considerando:
atividade antioxidante avaliada in vitro, citotoxicidade para células
Vero e facilidade de sintese, para a avaliacdo da atividade
antioxidante in vivo;

e Avaliar a atividade antioxidante in vivo da curcumina e do analogo
sintético selecionado, utilizando extratos hepaticos de ratos Wistar
saudaveis e diabéticos pela determinacdo da atividade das enzimas
superéxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa
redutase, por espectrofotometria;

e Determinar a peroxidacdo lipidica pela producdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), a partir de extratos
hepaticos de ratos Wistar saudaveis e diabéticos;

e Avaliar no soro e/ou plasma de ratos Wistar saudaveis e diabéticos
0s parametros bioquimicos triglicerideos, colesterol total, colesterol
HDL, aspartato aminotransaminase (AST), alanina

aminotransaminase (ALT), fosfatase alcalina (FA), proteinas totais,
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uréia, globulina, albumina, creatinina, acido Urico, magnésio e

hemoglobina, utilizando Kits Bioclin®.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DOS ANALOGOS DA CURCUMINA E SUBSTANCIAS
CORRELACIONADAS

Vinte e nove substancias andlogas a curcumina ou ndo correlacionadas
diretamente a estrutura da curcumina foram sintetizadas no Laboratorio de Quimica
Farmacéutica da Faculdade de Farmacia (FAFAR) da UFMG pelo mestrando
Cleudiomar Inécio Lino, e tiveram sua capacidade antioxidante avaliada in vitro. Para
fins de comparagdo utilizou-se a curcumina (Curcumin, SIGMA Aldrich Inc.),
gentilmente cedida pela Profa. Maria Beatriz de Abreu Gloria do Departamento de
Alimentos da FAFAR-UFMG, como controle positivo.

4.2 ENSAIOS IN VITRO

4.2.1 METODO DE CAPTURA DO RADICAL DPPH’

A capacidade da curcumina e das substancias sintéticas de sequestrar o
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH’) foi determinada utilizando o método
descrito por Lue et al. (2010) com modificacbes de Bhullar et al. (2013), em
microescala e triplicata. Inicialmente, foram preparadas solu¢cdo de DPPH 0,2 mM e
solucdo de trolox, curcumina e substancias sintéticas 0,1 mM, todas em DMSO
(dimetilsulféxido). Para a reacéo, 150 uL da solugdo de DPPH 0,2 mM e 150 L das
diferentes amostras testes a 0,1 mM foram pipetados para uma microplaca de 96
pocos. Controle contendo apenas 300 yL de DMSO e outro contendo 150 uL de
solugdo de DPPH 0,2 mM e 150 pyL de DMSO foram incluidos na placa. A
microplaca foi entdo agitada levemente na vertical sobre a bancada e, apos 30
minutos em temperatura ambiente ao abrigo da luz, a absorbancia foi lida a 515 nm
em espectrofotbmetro com leitor em microplacas automéatico (Molecular Devices,
VersaMaxProgram, Sunnyvale, California, USA). A porcentagem de DPPH que

reagiu foi calculada utilizando a férmula:

% At|V|dade antIOXIdante = ((Acontr0|e' Ateste)/Acontr0|e)*1oo
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Onde A = absorbancia a 515 nm.

ApOs essa etapa, calculou-se a ICso (concentragdo necesséria para inibicao
de 50% de radical DPPH) das substancias que apresentaram porcentagem de
atividade antioxidante igual ou superior a da curcumina, assim como a ICsy da
propria curcumina e do trolox. Para o célculo da ICs, foram feitas, no minimo, cinco
concentragOes igualmente espacadas da substancia teste, com todos os pontos em
triplicata. Um gréfico da porcentagem de atividade antioxidante versus concentracéo
da amostra teste foi feito e, apds confirmadas as premissas de linearidade, calculou-
se a ICsp a partir da equacéao de linearidade fornecida pela reta.

4.2.2 METODO DE CAPTURA DO RADICAL ABTS

A atividade antioxidante pelo método de captura do radical 2,2-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS™) foi determinada segundo o método descrito
por Re et al. (1999) e modificado por Dinkova-Kostova et al. (2007), em microescala
e triplicata. Primeiramente, a formac&o do radical ABTS™ se deu pela reacéo entre
persulfato de potassio 24,5 mM (1 mL) e ABTS 70 mM (1 mL) em agua destilada (8
mL), mantida por 16 horas ao abrigo da luz. Apos esse tempo, a mistura contendo o
ABTS foi diluida em DMSO até absorbancia de 0,7+ 0,02 em 734 nm (diluicio de +
33 vezes).

Para a reacao, 20 yL de cada amostra (curcumina e substancias sintéticas)
em concentracdo de 0,1 mM em DMSO foram adicionados aos poc¢os de uma
microplaca de 96 pocos, acrescentando-se 180 pyL do radical ABTS™ diluido. A
microplaca foi entdo agitada levemente na vertical sobre a bancada e apds cinco
minutos em temperatura ambiente no escuro, leu-se a absorbancia a 734 nm em
espectrofotbmetro com leitor em microplacas automatico (Molecular Devices,
VersaMaxProgram, Sunnyvale, California, USA). A quantidade de radical eliminado
pelas amostras foi calculada utilizando-se a féormula que segue, e o resultado

expresso em porcentagem de atividade antioxidante.

% At|V|dade antIOXIdante = ((Acontr0|e = Ateste)/Acontr0|e)*1oo
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Onde A = absorbancia a 734 nm.

4.2.3 METODO DE REDUCAO DO FERRO (FRAP)

Para avaliacdo da capacidade antioxidante baseada na reducao do ferro foi
utilizada a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996), com modificagbes de
Rupasinghe et al. (2009) e Bhullar et al. (2013) em triplicata. Inicialmente, o reagente
de trabalho pré-aquecido a 37°C foi preparado na proporcédo de 10:1:1 de tampao
acetato 300 mM (pH 3,6), solucdo de tripiridiltriazina (TPTZ) 10 mM em acido
cloridrico 40 mM e cloreto férrico 20 mM, respectivamente.

Para a reacdo, 20 uL de cada amostra (curcumina e substancias sintéticas)
em concentracdo de 0,1 mM em DMSO foram adicionados aos poc¢os de uma
microplaca de 96 pocos, acrescentando-se 180 pyL do reagente de trabalho. Apds
agitacao levemente na vertical sobre a bancada e tempo de reagdo de 30 minutos
em temperatura ambiente ao abrigo da luz, a absorbancia foi lida a 593 nm em
espectrofotometro com leitor em microplacas automatico (Molecular Devices,
VersaMaxProgram, Sunnyvale, Califérnia, USA).

A capacidade antioxidante das substancias foi calculada por meio da curva
padrdo de trolox (concentragdes de 50, 100, 150, 200, 250, 300 e 350 uyM) e o
resultado expresso em equivalente ao trolox ou TE, em uM de trolox por 100 uM de

amostra.

4.2.4 ESCOLHA DA SUBSTANCIA SINTETICA MAIS PROMISSORA

Para o teste da atividade antioxidante in vivo foi selecionada a substancia
sintética mais promissora considerando atividade antioxidante in vitro, citotoxicidade
para células Vero — modelo de células isoladas de rim de macaco (realizado em
parceria com a Profa. Elaine Maria de Souza-Fagundes do Departamento de
Fisiologia e Bioquimica do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) — UFMG) e

facilidade de sintese.

4.3 ENSAIOS IN VIVO
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4.3.1 PROCEDIMENTO COM OS ANIMAIS

O protocolo experimental proposto foi elaborado conforme os Principios
Eticos de Experimentacdo Animal e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFMG) sob o namero 273/2013.

Para avaliagdo da atividade antioxidante da curcumina e da substancia
sintética selecionada utilizou-se 48 ratos machos da raga Wistar com
aproximadamente 30 dias de idade, peso entre 80 e 170 g, provenientes do biotério
da Faculdade de Farmacia, UFMG. Os animais foram alojados individualmente em
gaiolas de plastico com dimensbes 40,5 cm x 30,8 cm x 16,5 cm, limpas uma vez na
semana, com tampa e bebedouro de metal. A temperatura (23,6 £ 1,6 °C) e a
umidade (61,6 + 8,4%) da sala de experimentacdo foram monitoradas e os animais
submetidos a ciclo claro/escuro de 12 horas. Durante todo o0 experimento a ingestao
alimentar e o peso corporal foram verificados a cada trés dias.

Os animais passaram por um periodo de aclimatacdo de 11 dias, recebendo
racdo comercial (pellets) e agua ad libitum. ApoOs este periodo, foi realizada a
inducdo do diabetes em 40 ratos. Para tal, administrou-se nos animais
estreptozotocina (Streptozotocin, SIGMA Aldrich Inc.) diluida em tampao citrato (pH
4,5) na dose de 50mg/kg de peso corporal, via intraperitoneal, apés um periodo de
jejum de 12 horas. Nos 8 animais em que o diabetes nao foi induzido, administrou-se
0 veiculo tampao citrato (pH 4,5), submetendo os animais a0 mesmo estresse da
injecdo no processo de inducdo. Decorridos 30 minutos apés a injecdo, 0s animais
foram alimentados normalmente e receberam uma solucéo de glicose a 10% via oral
como unica fonte hidrica durante 24 horas a fim de evitar hipoglicemia fatal, e agua
sem glicose apoOs este periodo. Ao término detrés dias determinou-se a glicemia
capilar e os animais com glicemia de jejum superior a 200mg/dL foram considerados
diabéticos e selecionados para o experimento.

Iniciou-se a fase experimental e os animais receberam, além de racao
comercial e agua ad libitum, gavagem de acordo com seu grupo e peso corporal,
uma vez ao dia, pela manhd, por um periodo de 31 dias, utilizando-se

carboximetilcelulose (CMC) 0,5% como veiculo.
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Os 48 animais foram divididos em seis grupos com oito animais cada, como
mostrado no Quadro 1, no qual as doses da curcumina e da substancia RI46 foram
escolhidas com base em concentragdes comumente encontradas na literatura por

apresentarem algum efeito benéfico em sua administracdo no DM.

Quadro 1 — Divisao dos animais em grupos estabelecidos para este estudo

Grupos Tratamento

Controle Controle sem diabetes, gavagem com CMC 0,5%.

Controle Diab  Controle diabético, gavagem com CMC 0,5%.
Curc 50 Diabético, gavagem com curcumina 50 mg/Kg.
Curc 100 Diabético, gavagem com curcumina 100 mg/Kg.
RI46 50 Diabético, gavagem com RI46 50 mg/Kg.

RI46 100  Diabético, gavagem com RI46 100 mg/Kg.

Ao término do experimento, 0s animais passaram pelo processo de anestesia
seguido por eutanasia. Apos jejum de 12 horas foram pesados e anestesiados com
injecdo intraperitoneal de mistura cetamina 10% e xilazina 2% na proporcéo 2:1,
respectivamente. O sangue foi entdo coletado em volume aproximado de 6 mL por
puncéao cardiaca para realizacao dos testes bioquimicos e, para garantir o 6bito pos-
exsanguinacao, foi aplicada uma sobre dose de trés vezes a quantidade de
anestésico. Em seguida, foi feita uma incisdo na linha média do abdémen dos
animais com o auxilio de pinca e tesoura, retirando-se o figado. Tal 6rgdo, apos
pesado e acondicionado em papel manteiga coberto por papel aluminio, sofreu
congelamento rapido em nitrogénio liquido, sendo mantido sob congelamento a -70

°C até a realizacao das analises previstas.

4.3.2PREPARO DO HOMOGENATO HEPATICO

Para obtencdo do homogenato hepético foi utilizado o procedimento descrito

por Lima (2008), que consiste ha homogeneiza¢do de uma aliquota de 1 g de figado
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em 3 mL de tampdao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,0), utilizando-se um ultraturrax
(Ultra Turrax T25 basic, IKA Labortechnik, Wilmington, North Carolina, USA). O
homogeneizado foi centrifugado a 1010 xg por 20 minutos a 4° C e o sobrenadante
foi novamente centrifugado a 11200 xg por 20 minutos a 4°C (Heraeus Multifuge
X1R Centrifuge, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Parte do
sobrenadante obtido nesse ultimo processo foi usada para determinacdo do TBARS
e parte submetida a ultracentrifugacéo a 105000 xg por 60 minutos a 4°C (Optima L-
80 XP Ultracentrifuga, Beckman Coulter, Pasadena, Califérnia, USA). O
sobrenadante da ultracentrifugacdo consiste na fracao citosdlica do figado e foi
armazenado a -70°C até as analises de determinacdo do teor de proteina e das

enzimas hepéticas antioxidantes.

4.3.3 AVALIACAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA PELA FORMACAO DE
SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS)

Para avaliacdo da peroxidacao lipidica foi utilizado um método baseado em
Buege e Aust (1978), em microescala e triplicata. Inicialmente, preparou-se o
reagente de trabalho TBARS que consiste na mistura de acido tricloroacético 15%
p/v, acido tiobarbiturico 0,375% p/v e HCI 4N. Foram adicionados 500 pL desse
reagente de trabalho em eppendorf contendo 250 uL de amostra do centrifugado de
figado (ver 4.3.2) e, apds coberto com papel aluminio, o eppendorf foi colocado em
banho-maria a 100°C por 15 minutos e entdo resfriado em banho de gelo. Em
seguida, foram adicionados 750 pL de butanol e a mistura foi agitada em vortex
cuidadosamente. Apés centrifugacao a 6169 xg por 10 min, 200 pL do sobrenadante
foram colocados em microplaca de 96 pocos e a leitura realizada a 530 nm em
espectrofotbmetro com leitor em microplacas automatico (Molecular Devices,
VersaMaxProgram, Sunnyvale, Califérnia, USA). Uma curva padrdo foi preparada
usando-se MDA (concentracfes de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 uM), e pela interpolacdo
das absorbancias das amostras hepaticas na equacdo da reta calculou-se a

dosagem de TBARS, expressa em uM de MDA por grama de figado.
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4.3.4 DETERMINACAO DO TEOR DE PROTEINAS

Todas as unidades de medida dos ensaios enziméticos utilizam como
denominador a quantidade em massa de proteina, sendo esta determinada nas
amostras pelo método de Bradford (1976), adaptado para microescala. A
determinacao foi realizada em microescala e triplicata, colocando-se em cada pogo
da microplaca 5 uL do homogenato hepatico, 95 pL de agua deionizada e 150 pL do
Reagente de Bradford. A placa foi entdo agitada levemente por 5 segundos e
deixada em repouso por 5 minutos antes da leitura a 595 nm em espectrofotdmetro
com leitor em microplacas automatico (Molecular Devices, VersaMaxProgram,
Sunnyvale, Califérnia, USA). Uma curva padrao foi preparada usando-se albumina
bovina sérica (BSA) (concentracbes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 mg/mL), e pela
interpolacéo das absorbancias das amostras hepaticas na equacéo da reta calculou-
se o teor de proteinas totais, expresso em porcentagem (% - grama de proteina por

100 gramas de figado).

4.3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE DE ENZIMAS HEPATICAS

4.3.5.1 Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada com base no método proposto por
Marklund e Marklund (1974), com modificacdes, no qual € medida a inibicdo da auto-
oxidacao do fenol pirogalol. O teste foi realizado em microescala e triplicata, com a
adicdo, em cada poco da microplaca, de 30 yL de amostra de homogenato hepatico,
99 uL de tampéo fosfato 50 mM (pH 7,0), 6 uL de MTT (metilformazan) 1,25 mM e
15 pL de pirogalol 100 uM. Para o padréo, adicionaram-se em cada pog¢o 129 uL do
tampéo, 6 uyL do MTT e 15 pL do pirogalol, e para o branco foram adicionados 144
ML do tampdo e 6 pL do MTT. A microplaca foi, entdo, incubada em estufa por 5
minutos a 37°C e em seguida adicionaram-se em todos 0S poc¢os, inclusive no
branco, 150 uyL de DMSO para parar a reagao. A leitura foi realizada a 570 nm em
espectrofotbmetro com leitor em microplacas automatico (Molecular Devices,

VersaMaxProgram, Sunnyvale, Califérnia, USA). O resultado foi expresso como
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unidade de SOD por miligrama de proteina (U de SOD/mg de proteina), sendo 1U
relacionada com a auto-oxidagao do pirogalol dada pelo padréo.

4.3.5.2 Catalase (CAT)

Para determinar a atividade da catalase (CAT) foi utilizado um método
baseado em Aebi (1984), em triplicata. Previamente, uma aliquota de 60 pL de
peréxido de hidrogénio 35% foi diluida com agua deionizada em volume final de 100
mL. Para o preparo do meio de reagao, foram misturados em um frasco ambar 90
mL da diluicdo anterior, 5 mL de tampéao Tris 1M EDTA 5mM (pH 8,0) e 4 mL de
agua deionizada. O homogenato hepatico foi diluido, pipetando-se 20 uL em 380 pL
de tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,0). Foram pipetados 100 pL do homogenato hepatico
diluido e 2,90 mL de meio de reacdo, transferidos para uma cubeta de quartzo e
realizou-se a leitura imediatamente (tempo zero minuto) e ap6és um minuto a 240 nm
em espectrofotobmetro com leitor em microplacas automatico (Molecular Devices,
VersaMaxProgram, Sunnyvale, California, USA). O espectrofotdmetro foi zerado com
meio de reacdo e a diferenca entre a absorbancia no tempo um minuto e zero
minuto gera o resultado expresso como AE. O resultado final da atividade da

catalase foi expresso em unidades arbitrarias, como AE x min™ x g™ de proteina.

4.3.5.3 Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi avaliada segundo Flohé e Gunzler (1984) com
modificacdes. O teste foi realizado em microescala e triplicata, preparando-se
inicialmente 50 mL de meio de reacdo que consiste em 25 mL de tampao fosfato 0,1
M (pH 7,0), 8,6 mg de NADPH, 10 mL de DTPA 0,005 M, 24 mg de GSH, 3,8 mL de
GR 5U e 15 mL de agua deionizada. Em cada poco da microplaca foram
adicionados 2,5 pL de amostra de homogenato hepatico, 2,5 uL de t-BuOOH e 250
ML do meio de reacdo. Para leitura do branco, a amostra foi substituida por agua
deionizada. ApoOs rapida e leve agitacao da placa foi realizada a leitura no tempo
zero e apds um minuto a 340 nm em espectrofotbmetro com leitor em microplacas

automatico (Molecular Devices, VersaMaxProgram, Sunnyvale, Califérnia, USA). O
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resultado da atividade de GPx foi expresso em unidades arbitrarias, como AE x min™

x g''de proteina.

4.3.5.4 Glutationa Redutase (GR)

Para a avaliagdo da atividade da GR foi utilizado o método descrito por
Carlberg e Mannervick (1975) com modificagdes. O teste foi realizado em
microescala e triplicata. O meio de reagao de volume final 30 mL consistiu em 15 mL
de tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,0), 5,1 mg de NADPH, 19,8 mg de GSSG e 9 mL de
agua deionizada. Em cada pogo da microplaca foram adicionados 10 yL de amostra
de homogenato hepatico e 190 pL de meio de reagao, realizando-se a leitura no
tempo zero e apdés um minuto a 340 nm em espectrofotdbmetro com leitor em
microplacas automatico (Molecular Devices, VersaMaxProgram, Sunnyvale,
Califérnia, USA). O resultado da atividade de GR foi expresso em unidades

arbitrarias, como AE x min™ x mg™ de proteina.

4.3.6 TESTES BIOQUIMICOS

Os testes foram realizados com 0s seis grupos para avaliar o efeito da
administracdo da curcumina e de seu analogo sintético sobre parametros
bioquimicos dos ratos. O sangue coletado, como descrito no item 4.3.1, foi
transferido para tubos com e sem anticoagulante EDTA para separagao do plasma e
do soro, respectivamente, sendo entédo centrifugado a 1542 xg, durante 15 minutos.

Para este fim, utilizaram-se Kits de diagnostico padronizados Bioclin® (Bioclin
— Quibasa Quimica Béasica Ltda) para as avaliacbes espectrofotométricas
(Espectrofotdmetro UV/Vis AJX-1900, Micronal S.A., Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil)
dos seguintes parametros bioquimicos: &cido Udrico, alanina aminotransaminase
(ALT), albumina, amilase, aspartato aminotransaminase (AST), colesterol total,
creatinina, colesterol HDL, fosfatase alcalina (FA), hemoglobina, magnésio,
proteinas totais, triglicérides e ureia. Em tais determina¢fes os Kits foram utilizados

conforme especificagbes do fabricante.
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

ApoOs a retirada de valores outliers pelo teste de Grubbs foi realizada a
comparacao das médias pela andlise de variancia (ANOVA). Nas andlises com
diferenca estatistica significativa entre as médias por ANOVA, seguiu-se a
comparacao das médias pelo teste de diferenca de médias de Tukey, com 95% de

significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ENSAIOS IN VITRO

Para avaliagdo do potencial antioxidante de analogos da curcumina, 10
substancias sintéticas foram selecionadas para os testes iniciais in vitro. A primeira
classe de substancias selecionadas apresenta maior similaridade quimica em

relacd@o a estrutura da curcumina (Figura 11).

Figura 11 — Estrutura quimica dos analogos sintéticos da curcumina.
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Analogos sintéticos da curcumina

Para fins de comparacdo e na busca por novas estruturas quimicas com
atividade antioxidante promissora, foi realizada, também, uma triagem utilizando
dezenove substancias com maior diversidade estrutural, ndo correlacionadas

diretamente a estrutura da curcumina, conforme ilustrado na Figura 12.

Figura 12 - Estruturas quimicas das substancias sintéticas testadas, nao

relacionadas a estrutura da curcumina.
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Nos gréaficos a seguir sdo mostrados os resultados para os ensaios DPPH,
ABTS e FRAP feitos com o antioxidante sintético trolox, a curcumina e as
substancias sintéticas como indicativo do potencial antioxidante in vitro. Em todos os
testes foram usadas substancias na concentracdo de 100 puM, e no teste DPPH
calculou-se ainda, posteriormente, a ICso das substancias com resultado da atividade

antioxidante igual ou superior ao da curcumina.
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Gréafico 1 — Valores obtidos no teste de atividade antioxidante baseado na captura
do radical DPPH.
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Gréafico 2 — Quantidade de antioxidante necesséaria para diminuir em 50% a

concentracdo inicial do radical DPPH (ICxp).
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Gréafico 3 — Valores obtidos no teste de atividade antioxidante baseado na captura
do radical ABTS.
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Gréfico 4 — Valores obtidos no teste de atividade antioxidante baseado na reducéo
do ferro (FRAP).
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Grafico 5 — Valores obtidos nos trés testes de atividade antioxidante in vitro
baseados na captura do radical DPPH, captura do radical ABTS e redugéo do ferro
(FRAP).
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Conforme mostrado no Grafico 1, no teste de avaliagdo da atividade
antioxidante pelo método do DPPH, a curcumina apresentou menor capacidade de
captura desse radical (40,10 + 1,36%) quando comparada ao trolox (47,43 £ 1,48%).
O inverso ocorreu no ensaio ABTS, onde a curcumina (30,18 + 2,01%) apresentou
melhores resultados que o trolox (19,51 £+ 0,98%) (Grafico 3). No teste de reducéo
do ferro, 100 uM de curcumina foram equivalentes a 102,55 uM de trolox,
evidenciando uma capacidade antioxidante levemente superior da curcumina
(Grafico 4).

Em todos os testes € possivel observar que varias substancias sintéticas
apresentaram atividade superior a do protétipo curcumina.

No caso do teste DPPH, seis substancias (RI120, RI46A, RI47, RI73, RI76 e
RI84) apresentaram atividade superior e outras seis (R146, RI51, RI57, RI58, RI77 e
RI83) apresentaram atividade similar a da curcumina (Grafico 1).

Em relacdo aos valores de ICsy calculados, quanto menor for este valor,
menor a quantidade de substancia sera necessaria para consumir metade do radical
DPPH, e, portanto, melhor atividade antioxidante. Dessa forma, dez substancias

apresentaram ICsp menor que a curcumina (ICso = 167,7 uM), sendo, portanto, mais
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ativas (Gréfico 2): RI46A (ICso = 60,3 uM), RI47 (ICso = 95,4 uM), RI20 (ICso = 97,1
UM), RI73 (ICso = 110,6 uM), RI51 (ICso = 118,8 pM), RI77 (ICso = 126,0 uM), RI76
(ICs0 = 126,6 uM), RI46 (ICso = 139,2 puM), RI84 (ICs = 162,1 pM), RI58 (ICso = 166,9
uUM). E interessante observar que somente duas dessas substancias (RI57 e RI58)
apresentam estrutura quimica analoga a curcumina. As demais substancias ativas
tém em comum a presenca de um anel heterociclico do tipo tiazdlico (vide Figuras
11 e 12), demonstrando o potencial antioxidante de uma nova classe de
substancias.

No teste ABTS, quatro substancias sintéticas apresentaram atividade
comparavel a da curcumina (RS11, RI47, RI72 e RI83), sendo a RI83 a mais ativa
(Gréfico 3). A substancia RS11, analoga a curcumina (Figura 11), apresentou
elevada atividade antioxidante (29,38 £ 1,12%) muito similar a curcumina (30,18 +
2,02%), porém, ndo apresentou atividade no ensaio DPPH.

No ensaio FRAP, cinco substancias (R142, RI49, RIS8A, RI72 e RI74) foram
mais potentes que a curcumina (Grafico 4). Nesse ensaio, as substancias RI57 e
RI58 apresentaram atividade proxima a da curcumina, o que esta de acordo com a
semelhanca estrutural que ha entre elas.

N&o houve uma substéancia cuja atividade antioxidante se destacasse nos trés
ensaios (Gréafico 5). Entretanto, a substancia RI83 apresentou atividade significativa
em dois ensaios, DPPH e ABTS, e moderada no ensaio FRAP, sendo considerada,
assim, como uma das mais promissoras. Além da RI83, as substancias RI46, RI46A,
RI47, RI73, RI76 e RI77 também apresentaram atividade boa a moderada em, no
minimo, dois ensaios. Com base na estrutura das sete substancias selecionadas,
pode-se observar que todas elas apresentam uma caracteristica em comum: a

presenca de uma estrutura basica destacada em vermelho na Figura 13.
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Figura 13 — Estrutura quimica das substancias com atividade antioxidante

mais promissora.
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Conforme descrito anteriormente, nenhum dos analogos sintéticos da
curcumina foram selecionados, jA que ndo apresentaram atividade antioxidante téo
significativa nos trés ensaios realizados. A triagem inicial utilizando uma diversidade
estrutural maior foi importante, portanto, para a identificacdo fortuita dessa nova
classe de compostos, cuja atividade antioxidante ainda ndo se encontra descrita ha
literatura.

Essas substancias foram, assim, selecionadas para estudos adicionais
relacionados a citotoxicidade contra células normais (modelo de células isoladas de
rim de macaco — células Vero) e viabilidade sintética em maior escala (1 a 10
gramas).

No ensaio de citotoxicidade, realizado sob a coordenacédo da Profa. Elaine
Maria de Souza-Fagundes do ICB-UFMG, a substancia RI73 foi capaz de inibir em
80% a proliferacdo de células Vero, na concentragcdo de 100 pM. As demais
substancias foram inativas nessa concentracdo, demonstrando, portanto, baixa
toxicidade (0% de inibicdo). A curcumina foi testada para fins de comparacéo e inibiu
19% da proliferacéo celular a 100 uM.

Considerando o custo dos reagentes, tempo e rendimento de reacéo,
associado aos resultados de atividade antioxidante dos trés testes in vitro e baixa
citotoxicidade em células Vero, a molécula sintética escolhida para os testes in vivo
foi a RI46. Esses fatores, considerados em conjunto, tornam essa molécula a melhor

candidata dentre as estudadas para o uso no modelo animal de diabetes mellitus.
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5.2 ENSAIOS IN VIVO

5.2.1 PARAMETROS FISIOLOGICOS DOS ANIMAIS

Para avaliagdo da atividade antioxidante in vivo da molécula sintética
escolhida em comparacéo com a curcumina, foi realizada, inicialmente, a indugcéo do
DM em 40 ratos pela administracdo intraperitoneal de STZ. Apés trés dias, verificou-
se a glicemia capilar dos animais em jejum e resultados acima de 200 mg/dL foram
considerados diabéticos. Apds divisdo dos animais em seis grupos (controle sem
diabetes, controle diabético, diabético e gavagem com curcumina 50 mg/Kg,
diabético e gavagem com curcumina 100 mg/Kg, diabético e gavagem com RI46 50
mg/Kg, diabético e gavagem com RI46 100 mg/Kg), iniciou-se a fase experimental,
guando os animais passaram a receber gavagem de acordo com seu grupo e peso
corporal uma vez ao dia, pela manha, durante 31 dias usando-se CMC 0,5% como
veiculo.

Os valores da glicemia capilar média obtidos no inicio do ensaio animal, apos
a inducdo do DM com STZ e durante todo o periodo de gavagem estédo
apresentados no Grafico 6. Na Tabela 1 é mostrada a andlise estatistica dos niveis
glicémicos na ultima semana do experimento a fim de avaliar o real efeito dos

tratamentos.
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Grafico 6 — Evolugéo da glicemia capilar dos animais ao longo de todo o periodo de
experimento.
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Controle = grupo controle sem diabetes; Controle Diab = grupo controle diabético; Curc 50 = grupo diabético tratado com
curcumina 50 mg/Kg; Curc 100 = grupo diabético tratado com curcuminal00 mg/Kg; RI46 50 = grupo diabético tratado com
R146 50 mg/Kg; R146 100 = grupo diabético tratado com RI46 100 mg/Kg.

Tabela 1 — Glicemia capilar dos animais ao final do experimento (semana 5).

Grupo Glicemia capilar (mg/dL) = D.P.
Controle 106,63 +6,76 ¢
Controle Diab 496,86 + 102,00 =
Curc 50 499 00 +92 39 a
Curc 100 514,86 + 80,90 2
RI46 50 462 17 £73,86 =
RI46 100 543,67 +51,69 2

Médias +desvio padréo seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey, com 95% de confianga.
Controle = grupo controle sem diabetes; Controle Diab = grupo controle diabético; Curc 50 = grupo diabético tratado com
curcumina 50 mg/Kg; Curc 100 = grupo diabético tratado com curcuminalO0 mg/Kg; RI46 50 = grupo diabético tratado com
R146 50 mg/Kg; RI146 100 = grupo diabético tratado com RI46 100 mg/Kg.

Todos 0s grupos experimentais apresentaram valores médios iniciais de
glicemia dentro da faixa de normalidade (em torno de 95 mg/dL), assim como
observado por Kumar e colaboradores (2011), Najafian (2014) e Palma e
colaboradores (2014) cujas glicemias dos grupos de ratos normais foram em torno
de 85, 105 e 86 mg/dL, respectivamente. Apoés trés dias da inducdo do diabetes, o
grupo controle sem diabetes, submetido ao mesmo estresse da injecdo pela

administracdo do veiculo tampéo citrato (pH 4,5) durante o processo de inducéo,
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manteve niveis de glicemia normais, semelhantes aos medidos no periodo pré-
inducdo. Ja os grupos submetidos a administracdo de STZ na dose de 50 mg/Kg,
tiveram aumento significativo da glicemia (em torno de 480 mg/dL), caracterizando-
0os como diabéticos. A hiperglicemia cronica, caracteristica encontrada nos grupos
diabéticos tratados ou ndo, é resultado da falha na producgéo ou no efeito da insulina
qgue leva a anormalidades no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos
(PRABHAKAR et al., 2013).

Ao final do experimento, observou-se que a glicemia do grupo controle sem
diabetes manteve niveis normais, diferentemente dos animais diabéticos tratados ou
ndo. O tratamento com curcumina e RI46 ndo apresentou mudangas no perfil
glicémico alterado de ratos diabéticos. Esse resultado pode ser decorrente, em
parte, das elevadas taxas glicémicas devido ao comprometimento na producdo de
insulina e cujo controle requer inclusdo de insulina no tratamento.

Os resultados encontrados neste trabalho estdo em acordo com os achados
de Zhao e colaboradores (2014), que administraram dose de 200 mg/Kg de
curcumina em ratos diabéticos por 14 dias, e Suryanarayana e colaboradores
(2007), que incorporaram curcumina a 0,01 e 0,002% da dieta de ratos diabéticos
por 8 semanas. Ambos ndo observaram mudanca no perfil glicémico de ratos
tratados com curcumina quando comparados ao grupo diabético sem tratamento.

Por outro lado, Peeyush e colaboradores (2009) (tratamento: curcumina 60
mg/Kg por 14 dias), Hussein e Abu-Zinadah (2010) (tratamento: curcumina 80 mg/Kg
por 7 semanas), Kumar e colaboradores (2011) (tratamento: curcumina 60 mg/Kg
por 14 dias), Soetikno e colaboradores (2012 e 2013) (tratamento: curcumina 100
mg/Kg por 8 semanas), Najafian (2014) (tratamento: curcumina 80 mg/Kg por 30
dias) e Palma e colaboradores (2014) (tratamento: curcumina 60 mg/Kg por 30 dias),
todos estudos com ratos, observaram que o tratamento com curcumina influenciou a
glicemia, com diminuicdo dos valores glicémicos nestes trabalhos variando de 2,4 a
45,2% quando comparado ao grupo diabético sem tratamento, em contraste com o0s
resultados encontrados nesse trabalho.

O consumo médio de racdo de cada grupo e a evolucdo do peso médio dos
animais foram avaliados a cada trés dias durante todo o ensaio e os valores obtidos

estdo apresentados nos Graficos 7 e 8.
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Gréfico 7 — Consumo de racdo pelos animais ao longo de todo periodo

experimental.
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Gréafico 8 — Evolucdo do peso corporal dos animais ao longo de todo periodo

experimental.
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tratado com curcuminal00 mg/Kg; RI46 50 = grupo diabético tratado com RI146 50 mg/Kg; RI146 100 = grupo diabético tratado
com RI146 100 mg/Kg.

Pela andlise do Grafico 7, observa-se que o consumo de racgéo inicial foi
semelhante em todos os grupos, porém no periodo de indugéo o grupo controle sem
diabetes apresentou um consumo superior aos demais grupos recém-diabéticos.
Durante o periodo de gavagem, a quantidade de racdo consumida pelo grupo
controle se manteve praticamente constante, enquanto 0S outros grupos
aumentaram o consumo até o 15° dia de gavagem, com tendéncia a posterior
estabilizacdo. Nota-se assim, um aumento significativo na ingestéo de alimentos em
ratos diabéticos em comparacdo com o grupo controle sem diabetes, porém os
tratamentos com curcumina e RI46 ndo apresentaram qualquer influéncia quanto ao
consumo de ragcao quando comparados aos animais diabéticos sem tratamento.

Quanto ao peso dos ratos (Grafico 8), durante o periodo de aclimatacéo e
inicio do periodo de inducéo, os animais de todos os grupos mantiveram semelhante
ganho de peso corporal. No final do periodo de inducdo, o grupo controle sem
diabetes se destoou dos demais com um maior ganho de peso, que perdurou por
todo o estudo. Ao final do experimento, observou-se um menor ganho de peso
corporal em ratos diabéticos em comparacdo com o0 grupo controle sem diabetes.
Entre os grupos tratados com curcumina e RI46, os animais tratados com RI46 100
mg/Kg tiveram ganho de peso similar ao grupo controle diabético. JA os animais
tratados com curcumina 50 mg/Kg seguido por RI46 50 mg/Kg e curcumina 100
mg/Kg tiveram um maior ganho de peso quando comparados ao grupo controle
diabético, mostrando alguma evidéncia protetora dessas substancias quanto ao
ganho de peso dos animais.

Dessa forma, os tratamentos com curcumina e RI46 n&o tiveram influéncia no
consumo alimentar dos animais, mas preveniram, pelo menos em partes, a perda de
peso corporal quando comparados aos diabéticos ndo tratados. O mesmo foi
observado em relacdo ao peso de ratos por Palma e colaboradores (2014) e
Gutierres e colaboradores (2012), mostrando o efeito protetor da curcumina na
perda de peso corporal. Porém, nesse mesmo estudo observou-se uma influéncia no
consumo alimentar, sendo que no grupo tratado com curcumina houve uma

prevencdo no aumento da ingestdo alimentar em ratos diabéticos, evidéncia essa
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ndo encontrada neste trabalho. Najafian (2014) também observou que o tratamento
com curcumina preveniu o aumento no consumo alimentar de ratos quando
comparado ao grupo diabético sem tratamento, mas néo preveniu a perda de peso
corporal.

Assim como Najafian (2014), e ao contrario de Gutierres e colaboradores
(2012) e do presente trabalho, Zhao e colaboradores (2014) e Soetikno e
colaboradores (2012) ndo observaram efeito da curcumina na evolugdo do peso
corporal de ratos diabéticos. Suryanarayana e colaboradores (2007) ndo observaram
efeito da curcumina em nenhum desses dois parametros em ratos diabéticos.

A perda de peso, sintoma caracteristico do DM descontrolado e que pode ser
observado a partir do modelo de inducao adotado neste trabalho, pode ser explicada
pela auséncia de insulina do DM, que compromete a captacdo de glicose pelas
células do organismo, tornando esse carboidrato indisponivel para a obtencdo de
energia. Dessa forma, o organismo entra em um estado de catabolismo elevado,
ocorrendo a degradacao ou perda de proteinas estruturais responsaveis pela rigidez,
consisténcia e elasticidade dos tecidos, e aumento da lipolise, ambos influenciando
a reducdo do peso corporal no DM associada a desidratacdo por polidria
(SARKAHIL et al., 2007).

Ja o0 aumento da ingestao alimentar que ocorre no DM pode ser atribuido a
disturbios nos processos de regulacdo da fome no hipotalamo. Apos as refeicbes, a
insulina esta presente em altas concentracfes plasmaticas e é transportada atraves
da barreira hematoencefalica, atuando como anorexigeno com acéao
predominantemente no nucleo arqueado do hipotalamo, gerando saciedade. Porém
no DM, com auséncia de insulina, esse sistema central ndo é inibido e, portanto,
sinaliza falta de glicose e fome, estimulando maior ingestdo alimentar (BENTO-
SANTOS et al., 2012; SANDE-LEE & VELLOSO, 2012)

No presente estudo também foi observado que os animais dos grupos
diabéticos apresentaram outros sintomas tipicos de DM descompensado além da
polifagia e poliastenia, como polidria e polidipsia, condizentes com sintomas
encontrados em outros experimentos que utilizaram o modelo de diabetes induzido
por STZ em ratos (GUTIERRES et al., 2012; NAJAFIAN, 2014). Tais sintomas séo

amplamente conhecidos no DM e relacionados ao estado de hiperglicemia, sendo
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esse o0 principal fator responsavel pelo desenvolvimento da poliaria, polifagia e
polidipsia.

O figado dos animais foi retirado e seu peso avaliado, conforme mostrado na
Tabela 2. Os valores estdo apresentados na forma de porcentagem de peso

corporal do animal + desvio padréo, seguido por teste de comparacao de médias.

Tabela 2 — Valores médios do peso do figado dos animais de cada grupo dados em

relacéo ao peso corporal total.

Grupo Figado (% de peso corporal) = D.P.
Controle 365 +015¢®
Controle Diab 4 86 + 0,66 =
Curc 50 483 +0442
Curc 100 479+0.352
RI46 50 494 +£0542
RI46 100 543 +0,69=

Médias tdesvio padrédo seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey, com95% de confianga.
Controle = grupo controle sem diabetes; Controle Diab = grupo controle diabético; Curc 50 = grupo diabético tratado com
curcumina 50 mg/Kg; Curc 100 = grupo diabético tratado com curcuminalO0 mg/Kg; RI46 50 = grupo diabético tratado com
R146 50 mg/Kg; R146 100 = grupo diabético tratado com RI46 100 mg/Kg.

Observa-se que apenas 0 grupo controle se diferenciou estatisticamente dos
demais, possuindo menor média de peso do figado em relacdo ao peso corporal.
Dessa forma, conclui-se que todos os grupos diabéticos, com e sem tratamento,
tiveram aumento da relacdo do peso do figado ao peso corporal em comparagao ao
grupo sem diabetes. Resultado semelhante foi encontrado por Maritim e
colaboradores (2003), que observou um aumento no peso do figado em relacéo ao
peso corporal de ratos, dado em percentagem, no grupo diabético quando
comparado ao grupo normal sem diabetes. Esse fato pode ser explicado pela falta
de producéo da insulina nesse modelo de DM experimental, causando disturbios no
metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos. Nessa patogenia, o tecido
adiposo comeca a liberar gordura estocada para ser usada como energia pelo
organismo e passa antes pelo figado, que comeca a acumular esse excesso de
lipideos disponiveis (SOUSA & NAVARRO, 2013).
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5.2.2 TBARS

Depois de retirado o figado dos animais e avaliado o peso, este érgao foi
congelado em nitrogénio liquido e mantido sob congelamento a -70 °C até a
realizacdo das analises de peroxidacdo lipidica pelo TBARS e de enzimas
antioxidantes.

Na Tabela 3 estdo apresentadas as médias de cada grupo para o TABRS
realizado no figado dos animais em estudo. Os valores estdo apresentados com
base na curva padréo de MDA + desvio padrao, seguido por teste de comparacéo de

médias.

Tabela 3 — Valores obtidos no teste de substancias reativas ao acido tiobarbittrico

(TBARS) nas amostras hepaticas como avaliagcédo da peroxidacao lipidica.

Grupo TBARS (uM de MDA/g de figado)
Controle 3267 £ 8,66 =
Controle Diab 3635 +813 =
Curc 50 4968 + 13,15 =
Curc 100 4404 +814 =
RI46 50 4894 + 18 37 =
RI46 100 52,38 +2381 32

Médias +desvio padrédo seguidas por letrasdistintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey, com95% de confianga.
Controle = grupo controle sem diabetes; Controle Diab = grupo controle diabético; Curc 50 = grupo diabético tratado com
curcumina 50 mg/Kg; Curc 100 = grupo diabético tratado com curcuminalO0 mg/Kg; RI46 50 = grupo diabético tratado com
R146 50 mg/Kg; R146 100 = grupo diabético tratado com RI46 100 mg/Kg.

Com base nos resultados encontrados neste estudo ndo foram observadas
alteracoes dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico entre os grupos
controle e grupos tratados. Em outros estudos observou-se um aumento nos niveis
de TBARS em ratos diabéticos comparados aos animais sem diabetes, bem como
efeito do tratamento com curcumina que preveniu a elevacao da peroxidacéao lipidica
guando comparados aos grupos diabéticos sem tratamento (SURYANARAYANA et
al., 2007; HUSSEIN & ABU-ZINADAH, 2010; SOETIKNO et al., 2012; PALMA 2014).

Sabe-se que a hiperglicemia no DM é responsavel pelo aumento da producao
de ERs causando, assim, estresse oxidativo, que por sua vez leva ao

comprometimento das defesas antioxidantes e maior susceptibilidade a peroxidacéo
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lipidica. Embora os grupos diabéticos tenham apresentado altas taxas glicémicas
neste ensaio, ndo foi observado nesses grupos um aumento da peroxidacao lipidica
avaliado pelo TBARS. Tal fato pode estar relacionado ao estado do sistema
antioxidante, que desempenha um papel importante na eliminacdo das espécies
reativas, que pode estar protegendo o organismo da peroxidacdo lipidica no tempo

de estudo realizado de 31 dias.
5.2.3 PROTEINAS TOTAIS E ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Na Tabela 4 estdo apresentados os teores de proteinas totais encontrados no
figado dos animais em estudo, e os resultados obtidos nos testes da atividade da
SOD, CAT, GPx e GR estéo apresentados na Tabela 5, seguido de * desvio padréo

e teste de comparacao de meédias.

Tabela 4 — Valores obtidos no teste de proteinas totais em amostras hepaticas.

Grupo Proteinas totais do figado (%)
Controle 526 +2 282
Controle Diab 3,596 £1.15 3
Curc 50 40140753k
Curc 100 253+093¢F
RI46 50 434 £0,14 30
RI46 100 288+138°

Médias +desvio padrédo seguidas por letrasdistintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey, com95% de confianga.
Controle = grupo controle sem diabetes; Controle Diab = grupo controle diabético; Curc 50 = grupo diabético tratado com
curcumina 50 mg/Kg; Curc 100 = grupo diabético tratado com curcuminalO0 mg/Kg; RI46 50 = grupo diabético tratado com

R146 50 mg/Kg; RI146 100 = grupo diabético tratado com RI46 100 mg/Kg.

Tabela 5 — Valores obtidos na dosagem das enzimas hepaticas CAT, SOD, GPx e

GR.

Ensaio Controle Controle Diab Curc 50 Curc 100 RH46 50 RI46 100
Smgfﬁfﬁa?mg 253546700 3446687 35481616 5128425660 2020:175% 5417+2438°
N
CATREMINIME™ 45,0490 046£009®  046+0112 06640352 039+002% 074+038°
proteina)
—p—
= E?Et'gég}'mg 066022  063+027®  044+020° 061+0172 106%018° 08250502
im=1 -1
GRIAEMINMI™ 5 psy063e 2550412  305:044® 456+210% 28450220 505+270°

proteina)
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Médias +desvio padrao seguidas por letrasdistintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey, com95% de confianga.
Controle = grupo controle sem diabetes; Controle Diab = grupo controle diabético; Curc 50 = grupo diabético tratado com
curcumina 50 mg/Kg; Curc 100 = grupo diabético tratado com curcuminal00 mg/Kg; RI46 50 = grupo diabético tratado com
R146 50 mg/Kg; R146 100 = grupo diabético tratado com RI46 100 mg/Kg.

Neste estudo, ndo houve diferenca no teor de proteinas totais hepaticas entre
0S grupos controle com e sem diabetes. Os tratamentos com curcumina e RI46 na
concentracdo de 100 mg/Kg apresentaram proteinas totais estatisticamente menores
gue o grupo controle sem diabetes, porém, sem diferir estatisticamente dos grupos
diabéticos tratados ou nado. Tal avaliacdo é realizada como base para o célculo das
enzimas hepéticas.

A avaliacdo da superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e
glutationa redutase no tecido hepatico revelou que a atividade dessas enzimas néo
foi estatisticamente diferente entre os grupos controle com e sem diabetes. Entre os
grupos diabéticos tratados com curcumina e RI46, a administracdo de RI46 na dose
de 100 mg/Kg proporcionou niveis elevados das enzimas SOD, CAT e GR, que nao
diferiram estatisticamente dos outros grupos diabéticos, mas diferiram do controle
sem diabetes. J4 em relacdo aos niveis de GPx, ndo houve diferenca entre os
grupos controle com e sem diabetes e 0s grupos tratados com curcumina e RI46.
Apenas os grupos Curc 50 e RI46 50 foram estatisticamente diferentes entre si, este
apresentando valor mais alto (1,06 + 0,18 AE.min™*.mg™ proteina) que aquele (0,44 +
0,20 AE.min.mg™* proteina). Dessa forma, os niveis enzimaticos no figado nédo se
apresentaram diminuidos no diabetes, e o tratamento com curcumina nao exerceu
efeitos comprovados estatisticamente nas taxas de atividade enzimatica estudadas.

Corroborando com os resultados aqui encontrados, Suryanarayana e
colaboradores (2007) também nédo observaram diferenca estatistica entre o grupo
controle de ratos sem diabetes e o grupo controle diabético quanto aos niveis de
SOD, porém foi observado que o tratamento com curcumina diminuiu os niveis de
SOD abaixo dos valores encontrados no controle sem diabetes e no controle
diabético. Neste mesmo trabalho, ndo foi encontrada diferenca estatistica quanto
aos niveis de CAT entre todos os grupos, com e sem diabetes, tratados ou nao.
Ainda nesse estudo, Suryanarayana e colaboradores encontraram valores de GPx

maiores nos grupos diabéticos que no controle, ndo havendo diferenca estatistica
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entre os grupos diabéticos tratados e ndo tratados, mostrando que a curcumina nao
exerceu efeito nessa enzima.

Em outro estudo, realizado por Soetikno e colaboradores (2012), observou-se
gue o tratamento com curcumina em ratos aumentou significativamente os niveis de
GPx quando comparados ao controle diabético, e Hussein e Abu-Zinadah (2010)
encontraram valores de SOD e CAT aumentados a bem préximos do normal pelo
tratamento de ratos diabéticos com curcumina. Palma e colaboradores (2014)
observaram o contrario em relacdo a enzima CAT em ratos diabéticos tratados com
curcumina, sendo esta capaz de diminuir os niveis de CAT em relacdo aos
diabéticos sem tratamento. Em seu estudo, Palma e colaboradores observaram que
os valores de CAT foram maiores no grupo diabético que no controle sem diabetes,
e o tratamento com insulina abaixou o0s niveis dessa enzima proximos aos normais.
Em relagdo a SOD, Palma e colaboradores encontraram valores diminuidos dessa
enzima no grupo diabético quando comparado ao grupo controle sem diabetes, e 0
tratamento com curcumina foi capaz de aumentar levemente esses niveis,
mostrando grande variacdo nos resultados relativos a esses testes em diferentes
trabalhos.

O efeito do diabetes na atividade enzimatica pode variar de acordo com o
sexo, a espécie de animal, o tempo em que 0s animais permanecem diabéticos ou 0
tecido estudado, podendo essa atividade ser elevada, diminuida ou inalterada
(MARITIM et al., 2003). Embora seja esperado que um agente antioxidante exdégeno
combata o excesso de espécies reativas em um estado de estresse oxidativo,
poupando, assim, o sistema de defesa antioxidante e evitando sua diminuicdo, a
ligacdo entre enzimas antioxidantes alteradas e aumento do estresse oxidativo ndo é
simples ou direta, com aumento ou diminuicdo nas atividades, pois 0s sistemas
antioxidantes sdo complexos e nem sempre sédo unidirecionais (SURYANARAYANA
et al., 2007).

Nota-se que os diversos estudos citados utilizando modelo experimental de
DM induzido por STZ e tratamento com curcumina apresentam resultados
controversos acerca da atividade antioxidante de enzimas hepaticas.

De forma geral, relacionando os tratamentos com curcumina e com RI46

deste trabalho, ndo foram observados diferentes efeitos quando analisadas as
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atividades de enzimas hepéticas apds 31 dias de administracdo das substancias,

apesar de haver uma nitida tendéncia ao aumento na concentracdo dessas enzimas.

5.2.4 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Um total de 14 ensaios bioquimicos foi realizado nas amostras de soro ou
plasma dos animais em estudo, encontrando-se diferenca estatistica nos valores de
acido urico entre os grupos controle e RI46 100, FA entre 0s grupos controle,
controle diabético e Curc 100, ALT e ureia entre o controle e controle diabético. As
médias dos valores encontrados estdo apresentadas na Tabela 6 seguidos de *

desvio padréo e teste de comparacdo de médias.

Tabela 6 — Valores obtidos nos ensaios bioquimicos realizados nas amostras de

sangue dos animais.

Ensaio Controle Controle Diab Curc 50 Curc 100 Ri46 50 Rid6 100
Acido drico 75, 4 458 1,75+ 0,97 1,17 + 0,36 = 1,02+ 0,14 0,84 + 0,18 1,84+ 1,08 2
(mg/dL)
Fosfatase
alcalina 87,52 +583¢ 280,50 +4430 b 236,14 +104,08° 402,82 +31,25% 304,24+2983° 304,87 + 62,18
(UIL)
ALT (UimL) T197+27,21° 147,88 +43,622 111,36 +1547* 9932 +1410* 99,30 +4212 = 131,18 +29,20 *
[HE;?;}_} 35233900  71,30:27.23: 655821862 7170+2042@ 5418546 74,18 + 13,56 2
A'(‘;‘;Q”L']”a 234£009°  204£020°  230£020° 23140202 235:024 2 228£0192
A{J}':f]e 70888 £23795 THM75+2015% 7T0475+317% 69437+2300° 69835+2169:  70131+463:
Colesterol
joral (mg/dl) 1053 £2132°  9347£1615°  10673£1327° 920712173 86179487 10776 +2142°
Colesterol . . . . . .
HDL (mgrdl) (8952033° 7148212517  8846:1268° 7383506 7373 +6,132 B0.60 + 9,67 =
Creatinina
maidl) 03740042 0354013 2 0,41+0,03 = 0.41+0,06 = 03940012 0.42 +0,06 =
Her?;%'f]b'”a 16,38 £ 1,812 1425 +173 2 16,34 £ 1552 16,07 £ 0,76 1548 112 2 15,35 +1.44 2
Mg (mgidl)  245+0,25= 29240982 2130132 217+019 2 213+01232 2710752
Proteinas 5,85+0,34 2 5,68£0,25 2 5,55+ 0,40 = 5,51+0,28 = 5,54+0,13 2 5,57+0,23 =

totais (g/dL)

AST(UimL) 14954 £47.12= 17987 £10382 171.25£19412 15686 +1580= 13313 :4424= 160,65 +27,10 2
T”(gr::;?gf]es 10778+ 6020 = 6354 +£27.05° 9456 +4323° 11294 +4703= 725919332 9845 +48.48 =

Médias +desvio padrdo seguidas por letrasdistintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey, com95% de confianga.
Controle = grupo controle sem diabetes; Controle Diab = grupo controle diabético; Curc 50 = grupo diabético tratado com
curcumina 50 mg/Kg; Curc 100 = grupo diabético tratado com curcuminal00 mg/Kg; RI46 50 = grupo diabético tratado com
R146 50 mg/Kg; R146 100 = grupo diabético tratado com RI46 100 mg/Kg.
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O teor de &cido urico no sangue dos animais em estudo foi menor no grupo
controle, mas este diferiu estatisticamente apenas do grupo RI46 100. Os grupos
controle diabético, tratados com curcumina 50, curcumina 100 e RI46 50 né&o
diferiram estatisticamente do grupo controle e do grupo RI46 100. O &cido urico,
produto final do metabolismo das purinas, é formado no figado e excretado
principalmente pelos rins, e sua elevacdo sanguinea pode ser um indicador de
doenca renal, DM, doenca cardiovascular e inflamacdo. Porém, observa-se que o
nivel deste marcador ndo se encontrou estatisticamente aumentado no grupo
controle diabético em relacdo ao controle sem diabetes.

Os parametros AST, ALT e FA séo considerados marcadores de funcao
hepéatica e a elevagdo sérica dessas enzimas tem sido relatada em animais
diabéticos, sendo reduzidas apd6s o tratamento com insulina (PALMA et al.,
2014).AST estd presente em grande parte no coragcdo, figado, musculos
esqueléticos, e rins; ALT se encontra em certo numero de tecidos diferentes, mas o
local principal é o figado; e as isoformas da FA encontradas no sangue originam-se
em sua maior parte do figado ou do muasculo esquelético. Portanto, lesdes ou
distirbios que ocasionem um dano celular no figado podem resultar na liberacéo
dessas enzimas para a corrente sanguinea, servindo como marcador de injuria
hepatocelular (GUTIERRES et al., 2012; PRABHAKAR et al., 2013). Neste trabalho,
nao foi encontrada diferenca significativa entre 0s grupos quanto aos niveis de AST.
Ja as taxas de ALT e FA foram maiores no controle diabético quando comparadas
ao controle sem diabetes, corroborando com varios estudos que indicam associagcao
do DM com a elevacdo da atividade de enzimas hepaticas (HUSSEIN & ABU-
ZINADAH, 2010; GUTIERRES et al., 2012; PALMA et al.,, 2014). Os grupos
diabéticos tratados com curcumina ou RI46 ndo apresentaram efeito protetor no
figado quanto a enzima FA. Porém, em relacdo a ALT, os tratamentos com
curcumina 50, curcumina 100 e RI46 50 apresentaram niveis estatisticamente
semelhantes ao controle sem diabetes, podendo evidenciar uma acgdo protetora
parcial dessas substancias no figado com base na avaliacdo de tal enzima.

Palma e colaboradores (2014) observaram resultados semelhantes quanto
aos niveis de ALT no sangue de ratos, que foram mais altos nos diabéticos que nos

normais, e o tratamento com curcumina diminuiu essa taxa quando comparado aos
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animais diabéticos sem tratamento. Em relacdo a AST, sem alteracdo no presente
trabalho, obteve taxas mais altas nos diabéticos que no controle, mas a curcumina
aumentou levemente esse parametro em relacdo aos diabéticos sem tratamento.
Hussein e Abu-Zinadah (2010) observaram que o tratamento com curcumina reduziu
a elevacdo de ALT e AST quando comparado ao grupo de ratos diabético sem
tratamento. No estudo feito por Gutierres e colaboradores (2012), o tratamento de
ratos com curcumina evitou o aumento da FA quando comparado ao grupo diabético
sem tratamento, mas n&o diminuiu tanto quanto o tratamento com insulina.

Os parametros ureia e creatinina foram utilizados para avaliacdo da funcao
renal dos animais em estudo. A ureia € um produto residual da digestéo de proteinas
formada no figado, ja a creatinina é um residuo do metabolismo de fosfato de
creatina pelos tecidos do muasculo esquelético, ambas filtradas nos rins
(PRABHAKAR et al., 2013). As taxas de ureia avaliadas foram maiores nos grupos
de animais diabéticos quando comparados com o0 grupo controle sem diabetes,
porém observa-se que os grupos Curc 50 e RI46 50 nao diferiram estatisticamente
do grupo controle sem diabetes, sugerindo uma protecao a funcéo renal nesses dois
grupos. Quanto ao nivel de creatinina, ndo foi observada diferenca significativa entre
0S grupos, estando de acordo com o encontrado por Palma e colaboradores (2014).
Ja Soetikno e colaboradores (2013) concluiram que a curcumina em ratos diabéticos
evitou, em parte, o aumento desses dois parametros sanguineos, porém ndo se
obtendo valores comparaveis aos dos animais sem diabetes.

Visto que em condicBes diabéticas a sintese proteica encontra-se diminuida
em todos os tecidos e a atividade proteolitica muscular aumentada, ocorre um maior
afluxo de aminoacidos para o figado, elevando os niveis séricos de compostos
nitrogenados como ureia e creatina e aumentando o trabalho renal de excrecéo
(PRABHAKAR et al., 2013). Neste estudo, as diferencas estatisticas foram evidentes
nos niveis de ureia, mas ndo de creatinina, fato que pode estar relacionado ao
periodo experimental uma vez que a ureia é mais sensivel nas alteracdes primarias
das condicdes renais (PRATES et al., 2006).

Embora o DM esteja associado frequentemente a dislipidemias, com niveis
elevados de colesterol total, LDL e triacilglicerdis, e niveis reduzidos de HDL, néo

foram encontradas diferencas estatisticas entre 0os grupos quanto aos niveis séricos
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de colesterol total, colesterol HDL e trigliacilgliceréis, e a razdo para isso ndo p6de
ser elucidada. Gutierres e colaboradores (2012) também n&o observaram diferenca
nos niveis de colesterol HDL em animais diabéticos e normais, mas percebeu que o
tratamento com curcumina em ratos diabéticos diminuiu significativamente as taxas
de triacilglicer6is em relacdo ao grupo diabético néo tratado, e ndo influenciou nas
taxas de colesterol total.

Nesse estudo, também n&o foram encontradas diferencas significativas nos
valores de albumina e proteinas totais (0 que pode ser utilizado como indicativo de
alteracdo no metabolismo de proteinas ou disfuncdo renal) (SANTOS et al. 2004),
amilase (utilizado geralmente como indicativo de enfermidade pancreatica ou
disfuncao renal) (MOTTA, 2000), hemoglobina (indicativo de anemia, doenca comum
em pacientes com DM) (HUSSEIN & ABU-ZINADAH, 2010) e magnésio (baixas
taxas associadas ao DM) (LIMA et al., 2005).

ApOs a realizagdo dos ensaios bioquimicos no sangue de ratos sem e com
diabetes e diabéticos tratados com curcumina e RI46 por um periodo de 31 dias,
observou-se, entdo, neste estudo, alteracdo causada por DM nos marcadores de
injaria hepatocelular (ALT e FA) e de funcédo renal (ureia, mais sensivel nas
alteracoes primarias dos rins, e acido urico). Os tratamentos com curcumina 50 e
RI46 50 apresentaram valores estatisticamente semelhantes aos animais sem
diabetes para os parametros ALT e ureia, e sugerem uma acao protetora parcial

dessas substancias no figado e nos rins de animais com diabetes.
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CONCLUSAO

A avaliacdo da atividade antioxidante in vitro das substancias sintéticas
revelou que varias delas apresentaram atividade superior a do protétipo curcumina.
Em especial, as substancias sintéticas ndo diretamente relacionadas a estrutura da
curcumina tiveram resultado bom a moderado em pelo menos dois testes,
identificando e demonstrando, portanto, o potencial antioxidante de uma promissora
nova classe de substancias, cuja atividade antioxidante ainda n&o se encontra
descrita na literatura.

Embora alguns estudos relatem efeito da curcumina na atividade de enzimas
hepaticas antioxidantes, os resultados do presente estudo se assemelham mais a
outros trabalhos encontrados na literatura, que ndo observaram atividade protetora
da curcumina quando estudada a atividade dessas enzimas. De forma geral, neste
trabalho foi observado que os tratamentos realizados com curcumina e RI46 néo
apresentaram efeitos nas enzimas hepaticas analisadas, embora houvesse uma
nitida tendéncia ao aumento da atividade dessas enzimas nos grupos tratados. Da
mesma forma, ndo foram detectadas alteracbes na peroxidacdo lipidica quando
avaliada apds tratamento dos animais com as substancias em estudo. Deve-se,
porém, ressaltar que também ndo foram detectadas alteracdes estatisticamente
relevantes em ambos os parametros quando comparados 0s grupos controle com e
sem diabetes, mostrando que talvez esses sistemas ndo estivessem alterados neste
modelo de estudo.

A avaliacdo de parametros bioquimicos sanguineos, por outro lado, permitiu
observar que os tratamentos com curcumina e RI146, ambos com dose de 50 mg/Kg,
sugerem uma acao protetora parcial dessas substancias no figado e nos rins dos
animais com diabetes experimental, demonstrando também o potencial antioxidante
in vivo dessa nova classe de substancias, da qual a molécula RI46 faz parte. Isso
evidencia sua acao promissora frente as complicacdes relacionadas ao diabetes,
abrindo portas para que novos estudos sejam feitos.

A aparente divergéncia entre a consideravel atividade antioxidante detectada
in vitro para as moléculas em estudo, e a auséncia de alteracdo nas enzimas

hepaticas e teste de peroxidacdo lipidica, usados como indicativo da atividade
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antioxidante in vivo, pode ser devido ao fato de cada organismo responder de um
jeito Unico aos estimulos aos quais é submetido, podendo ocorrer uma grande
variagdo na resposta individual. Enquanto € possivel exercer um controle sobre a
grande maioria das variaveis que envolvem um teste in vitro, 0 mesmo nao ocorre
com o ensaio animal, onde cada individuo representa uma complexa rede de
variaveis dependente das particularidades de cada individuo.

Além disso, o papel protetor in vivo dessas substancias, demonstrado pelos
parametros bioquimicos sanguineos, indica que a sua atividade antioxidante pode
estar relacionada a outras vias que ndo as enzimas hepéticas, evidenciando a

necessidade de outros estudos.
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