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RESUMO

Compostos bioativos dietéticos podem melhorar a homeostase de glicose ao passo que a
ingestdo de ferro pode prejudicar a regulacdo do metabolismo de glicose e resposas
insulinémicas. Este estudo investigou o efeito do consumo de tucum-do-cerrado (Bactris setosa
Mart.) no metabolismo de carboidratos e a resposta redox em ratos suplementados ou ndo com
ferro dietético. Ratos wistar machos foram tratados com uma das seguintes dietas: CT: dieta
controle (AIN-93@G); + Fe: dieta enriquecida com ferro; Tuc: dieta controle + 15% de tucum-
do-cerrado ou Tuc + Fe: dieta enriquecida com ferro + 15% de tucum-do-cerrado. A
suplementa¢do de ferro aumentou a peroxidacao lipidica e os niveis de proteinas carboniladas
no musculo esquelético. Além disso, a suplementagdo do metal provocou aumento na atividade
hepatica de glicoquinase e fosfofrutoquinase. Por outro lado, houve reducdo de glicose-6-
fosfatase ¢ nos niveis de diversos transcritos Scl2a2 (intestino), Slc2a4 (musculo) ¢ Prkaa2 o
(musculo). A ingestdo de tucum-do-cerrado aumentou a expressao hepatica de Slc2ac, Prkaal
a e Prkaa2 o, mas reduziu a atividade de G6pase. No intestino, o fruto diminuiu os niveis de
Slc5al ao passo que causou 0 mesmo efeito nos genes Slc2a4 e Prkaa2 o no musculo esquelético
em relagdo ao controle. A associagdo entre ingestdo de tucum-do-cerrado e suplementacdo de
ferro aumentou a transcrigdo de Prkaal o e Pck1, comparado aos grupos controle e Fe', ao passo
que os niveis de Slc2a2 foram aumentados em relagdo ao grupo com ingestdo aumentada de
ferro. O co-tratamento também reduziu a atividade hepatica de G6pase em relacdo a todos os
grupos. Nao houveram diferencas estatisticas no peso, ingestdo alimentar, eficiéncia energética,
glicemia e insulinemia em jejum. Em conjunto, os resultados sugerem que a ingestao de tucum-
do-cerrado pode induzir modulagdo da expressdo de Prkaal o e Prkaa2 a, podendo inbir assim
enzimas-chave da gliconeogenese como a G6Pase e a PEPCK, além de favorecer a captagdo de
glicose por meio da regulagdo de GLUT 2 no figado. Além disso, a suplementagdo moderada
de ferro parece promever estimulo a enzimas relacionadas a glicdlise, como a GK e a PFK1,

inibindo enzimas gliconeogénicas como a G6Pase e PEPCK.

Palavras-chave: tucum-do-cerrado, fitoquimicos, ferro, gliconedgenese, glicolise, Prkaa



ABSTRACT

Dietary phytochemicals may improve glucose metabolism while iron excess seems to be
associated to impaired glucose homeostasis and insulin responses. This study investigated the
effect of tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.) consumption on the carbohydrate metabolism
and redox response in rats supplemented or not with dietary iron. Male wistar rats were treated
with one of the following diets: CT: control diet (AIN-93G); +Fe: iron-enriched diet; Tuc:
control diet + 15% tucum-do-cerrado or Tuc+Fe: iron-enriched diet + 15% tucum-do-cerrado.
Iron supplementation increased muscle lipid and protein oxidation, hepatic glucokinase (GK)
and phosphofrutokinase 1 (PFK1) activities and decreased hepatic glucose-6-phosphatase
(G6Pase), intestinal Scl2a2 and muscle Slc2a4 and Prkaa2a mRNA levels compared to CT
group. Tucum-do-cerrado consumption (Tuc) increased hepatic Slc2a2, Prkaala, Prkaa2a and
intestinal Slc5al mRNA levels, also decreased hepatic G6Pase activity, muscle Slc2a4 and
Prkaa2a in relation to CT group. The association of tucum-do-cerrado with iron-enriched diet
increased hepatic Prkaal and Pckl compared to the CT and +Fe groups, intestinal Slc2a2
mRNA levels compared to the +Fe group, while decreased hepatic G6Pase activity in relation
to the CT, +Fe and Tuc+Fe groups and muscle Slc2a4 and Prkaa2a compared to CT group.
These results sugest that tucum-do-cerrado consumption might induce Prkaala and Prkaa2a
expression, which may inhibit gluconeogenic rate limiting enzymes, G6Pase and PEPCK and
upregulates GLUT2 hepatic glucose uptake. In addition, moderate iron supplementation
improves intracellular hepatic glucose response, stimulating the glycolytic rate limiting

enzymes GK and PFK1 while inhibiting gluconeogenic enzymes G6Pase and PEPCK.

Keywords: tucum-do-cerrado, phytochemicals, iron, gluconeogenesis, glycolysis, Prkaa
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ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Esta dissertagdo estd estruturada em dois capitulos, sendo o primeiro composto pela
introdugao, revisdo bibliografica, objetivos e materiais e métodos. O segundo capitulo apresenta
os resultados, discussdo e conclusdo da pesquisa no formado de um artigo original, intitulado
“Tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.) may enhance hepatic glucose response by
suppressing gluconeogenesis and upregulating Slc2a2 glucose uptake via AMPK pathway”,

submetido ao periodico “Nutritional Biochemistry”.
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CAPITULO I

INTRODUCAO

A prevaléncia global de diabetes mellitus (DM) em 2014 entre adultos foi de cerca de
9% da populacdo mundial, correspondendo a 425 milhdes de pessoas. De acordo com a
Organiza¢ao Mundial de Saude em cerca de 15 anos, essa doenca sera uma das dez principais
causas de morte no mundo (WHO, 2017). O diabetes mellitus tipo 2 e a resisténcia a insulina
constituem ainda componentes desencadeadores e agravantes da sindrome metabolica
(MANHEIMER, 2015; WONG, 2015), a qual atinge cerca de 35% dos individuos adultos e
50% dos idosos

A etiologia dessas doencas esta associada a obesidade, baixo nivel de atividade fisica,
dietas com baixa ingestdo de fibras e alto consumo de alimentos processados, baixo
desenvolvimento econdmico, condigdes familiares adversas e outros (MA, 2014; WHO, 2016).

Entre os aspectos dietéticos mais associados ao desenvolvimento da sindrome
metabolica, do diabetes mellitus e até mesmo da resisténcia a insulina estdo o consumo
excessivo de carboidratos simples de alto indice glicémico e insulinémico, além de uma
ingestdo inadequada de nutrientes essenciais, como vitaminas antioxidantes e minerais
cofatores de enzimas. (MANHEIMER, 2015; MARTINI, 2010).

O ferro, apesar de ser um nutriente essencial, em excesso parece exercer papel negativo
no metabolismo de carboidratos. A caracteristica de doar e receber elétrons do ferro confere a
esse elemento a capacidade de catalisar reagdes de geracao de radicais livres (FENTON, 1899),
os quais podem promover danos oxidativos a biomoléculas como proteinas, lipideos,
carboidratos e acidos nucléicos (IMAM et al., 2017). A conexao entre ferro e o metabolismo de
carboidratos parece se dar, principalmente, pela promog¢do da disfungdo mitocondrial celular
causada pelo aumento do estresse oxidativo decorrente da maior geracao de radicais livres. Os
radicais livres estdo ligados a prejuizos a biomoléculas e, por conseguinte, ao inicio,
desenvolvimento e progressdo de diversas doengas (ZHUANG, 2014; BERDOUKAS, 2015;
LEE, 2016).

O aumento da concentracdo de ferritina, proteina associada a reserva de ferro, parece
estar relacionado ao aumento no risco de desenvolvimento do DM tipo 2 (MA, 2014). Uma
meta-andlise indicou que individuos nos quintis superiores tém até 70% mais chance de

desenvolver diabetes mellitus tipo 2. Entretanto, neste caso a ferritina pode ser considerada um
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marcador de fase aguda de inflamagdo, ndo estando diretamente ligada ao consumo de ferro
(KUNUTSOR et al., 2013).

Dentre os diversos mecanismos antioxidantes que evitam os danos oxidativos gerados
pelos radicais livres destacam-se os ndo enzimaticos, composto por componentes dietéticos,
tais como as vitaminas A, C, E, carotenoides e os polifendis (MARTINI, 2010). Diversos
estudos tém dado destaque aos polifendis, metabodlitos secundérios das plantas, que apesar do
carater ndo-essencial ao organismo humano possuem potencial antioxidante e anti-inflamatério
(DALVI, 2014; MARGINA, 2015; WANG, 2014).

A adaptacdo das plantas a climas e solos indspitos parece aumentar a producdo de
compostos antioxidantes como forma de defesa do vegetal. Assim sendo, frutas colhidas em um
bioma como o cerrado brasileiro apresentariam uma concentragdo maior desses compostos
(SIQUEIRA, 2013). Estudos prévios do nosso grupo identificaram e caracterizaram o fruto
tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart) como uma excelente fonte de compostos fendlicos em
compara¢do com outros frutos regionais do Centro-Oeste brasileiro e com a maga da variedade
Red Delicious (Malus domestica Borkh.) (SIQUEIRA, 2013), além de um alto potencial
antioxidante in vivo (FUSTINONI-REIS, 2016).

Considerando que o excesso de ferro pode promover a geracdo de radicais livres e
consequente danos oxidativos a biomoléculas, condigdes essas associadas a etiologia de
distarbios do metabolismo de carboidratos e que os polifenois sdo capazes de modular a
resposta redox, o presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito do consumo de tucum-do-
cerrado (Bactris setosa Mart.) no metabolismo de carboidratos em ratos suplementados ou
ndo com ferro. Portanto, a hipotese desse trabalho ¢ que o tucum-do-cerrado, fruto rico em
compostos fitoquimicos, module o metabolismo de carboidratos indiretamente através da
resposta redox e/ou diretamente através da modulagao da expressdo de moléculas envolvidas
na absor¢ao e metabolizagdo de glicose como proposto por diferentes autores (UDANI et al.,

2011; CHOlI et al., 2013; WANG et al., 2014)
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2.1 Metabolismo de carboidratos

O metabolismo de carboidratos ¢ ponto inicial e central no estudo da bioenergética e da
bioquimica em mamiferos. A digestdo de glicidios inicia-se na boca, onde ocorre secreg¢do de
a-amilase salivar, enzima responsdvel pela hidrélise de ligacdes glicosidicas o-1,4 das
moléculas amido. No intestino delgado uma enzima semelhante é secretada pelo pancreas por
meio do ducto pancreatico e responsavel pela mesma fun¢do que exerce na cavidade oral. Uma
vez que o amido, principal forma de carboidrato ingerido pelos humanos, ¢ degradado a di e
trissacarideos a enzima a-glicosidase, ligada na borda em escova do intestino, atua quebrando
as ligacdes entre os sacarideos e liberando glicose no lumen do intestino (AL-ASRI, 2015).

Ap0s a liberagao no limen intestinal, a glicose ¢ absorvida pelos enterocitos ativamente
por meio do co-transportador de sodio e glicose 1 (SGLT-1). Além do SGLT-1, debate-se
acerca da acdo do transportador de glicose 2 (GLUT-2) na captagdo de glicose do lumen do
intestino. Dados mostram que esse transportador pode ser movido da membrana basolateral
para a membrana apical em situagdes de aumento na concentragdo de glicose no intestino, por
outro lado, existe evidéncia mostrando que isso ndo acontece de fato e o GLUT-2 atua apenas
no transporte de glicose do enterdcito para a circulagio (RODER, 2014; STELMANSKA,
2008).

Além da absor¢do mediada por transportadores ¢ possivel que a glicose seja absorvida
de maneira paracelular, isto €, entre as membranas laterais dos enterdcitos. Essa via de absor¢ao
depende de uma grande quantidade de glicidios presentes no limen. Uma concentragdo elevada
de glicose no lumen também pode levar a translocag@o do transportador de glicose 2 (GLUT-
2) até a borda em escova. Por outro lado, a frutose ¢ absorvida de maneira especifica por meio
do transportador de glicose 5 (GLUT-5) (RODER, 2014).

Uma vez dentro do enterdcito a glicose ¢ transportada pelo transportador de glicose 2
(GLUT-2) para a circulacdo portal e torna-se disponivel para absor¢do por outras células.
Acredita-se que o GLUT-2 e o SGLT-1 também exercam fung¢des neuroendocrinas, como a
regulacdo da secrecdo de incretinas como o peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) e o
peptideo insulinotrépico dependente de glicose (GIP). Além das incretinas, o GLUT-2 parece
ter efeito na secre¢@o de insulina. Animais que nao expressam estas proteinas de transporte tem

menores niveis de insulinemia (RODER, 2014).
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As principais agdes das incretinas estdo relacionadas ao metabolismo de glicose.
Aumento na captacdo de glicose hepatica, muscular e adiposa, diminui¢do da gliconeogénese,
aumento na sintese e secre¢do de insulina, proliferacdo de células B-pancredticas, elevagdo da
lipogénese e glicogénese nos musculos, além dos efeitos no sistema nervoso central como
reducdo no apetite, aumento na sensagao de saciedade sdo efeitos mais relevantes das incretinas
(OPINTO, 2013).

O uso de drogas semelhantes a incretinas vem crescendo atualmente. A justificativa para
o uso de tais farmacos ¢ o efeito das incretinas no metabolismo de carboidratos e no controle
do peso. Individuos obesos e diabéticos t€ém menores niveis de incretinas (GLP-1 e GIP)
plasmaticas que individuos saudaveis. Além dos analogos de incretinas, os inibidores da enzima
dipetidil-dipeptidase 4 (DPP-4) sdo amplamente prescritos no ambito do tratamento de
sobrepeso, obesidade e diabetes mellitus tipo 2. A enzima DPP-4 ¢ responsavel pela degradacao
do GLP-1 e do GIP, logo, sua inibi¢do tornaria estas incretinas ativas durante mais tempo,
promovendo assim os beneficios associados as ac¢des das incretinas (OPINTO, 2013).

Uma vez na corrente sanguinea e devido a sua natureza hidrofilica, a glicose se difundira
livremente sem a necessidade de transportadores ou proteinas plasmaticas na corrente
sanguinea. O aumento da glicemia provocara uma maior captacdo de glicose plasmatica por
meio do transportador de glicose 2 (GLUT 2) em células B-pancreaticas. Essa glicose sera
disponibilizada para as vias anabdlicas do metabolismo energético, como a glicolise aerobica,
o ciclo do acido tricarboxilico e a fosforilagdo oxidativa. O saldo de todas essas vias ¢ a
formagdo de moléculas de trifosfato de adenosina ¢ aumento da razdio ATP:ADP intracelular.
Essa razdo ¢ percebida pelo receptor ionotrépico de sulfoniluréias, proteina transmembranar
ligada a um canal de potassio dependente de ATP. Com o aumento da razdo ATP:ADP o
receptor de sulfoniluréias torna-se sensivel, altera sua propria conformacao espacial e inibe o
efluxo de potdssio intracelular, despolarizando assim a membrana plasmatica da célula. A
alteracdo no potencial elétrico de membrana leva a um influxo de cdlcio, que causa a secre¢ao
das vesiculas lipidicas contendo a insulina anteriormente sintetizada pelas células -pancreatica
(ASHCROFT, 2005).

Ao ser secretada na corrente sanguinea a insulina se ligard aos receptores de insulina,
uma proteina transmembranar com atividade de tirosina quinase. A liga¢do entre hormonio e
receptor causa auto-fosforilagdo, ativando-o. Uma vez ativado, o receptor de insulina induzira
fosforilagdo do substrato do receptor de insulina (IRS). Duas principais respostas podem ser

desencadeadas com a fosforilagcdo do IRS: a ativagdo da via da fosfatidilinositol-3-quinase (PI-
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3 quinase), responsavel pelas principais fungcdes metabolicas da insulina, ou a ativagdo da via
quinase regulada por sinal extracelular (ERK), envolvida prioritariamente com crescimento
celular (GUO, 2014).

A sinalizag¢do para tais processos inicia-se com a auto fosforilacdo do receptor, que
induzird uma segunda fosforilacdo do IRS em um residuo de tirosina. Com a segunda adi¢ao
do grupamento fosfato o IRS torna-se ‘alvo’ da ligacdo da PI-3 quinase. Com a ativagdo da
desta enzima ocorre a geragdo de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato, segundo mensageiro
ativador das proteinas quinases 1 e 2 (PDK-1 e PDK-2 — também chamado de mTORC-2).
PDK-1 e PDK-2 mediardo o efeito da insulina por meio da proteina quinase B, também
chamada de Akt (GUAL, 2005; GUO, 2014).

A Akt representa uma das mais importantes vias de sinalizacdo intracelular, mediando
processos metabdlicos e de sobrevivéncia celular. O alvo da rampamicina em mamiferos 2
(mTORC-2), por meio da Akt, regula expressdo de diversos genes da homeostase energética,
como a proteina ligadora do elemento regulatério de esterdis (SREBP-1). Além disso, o
mTORC-2 suprime a sintese do fator de transcricdo “forkhead”, o Foxo-1, responsavel por
promover gliconeogénese, mostrando assim o mecanismo de agdo pelo qual a insulina inibe
gliconeogénese no tecido hepatico. O mTORC-1 também ¢ ativado pelo IRS-1 e tem como
substrato a proteina quinase ribossomal S6 (S6K) e a proteina ligadora do fator de inicia¢ao
eucariotico 4E (4E-BP), ambos responsdveis por promover sintese proteica. Ocorre também
lipogénese, isto €, sintese de lipideos mediada por mTORC-1por meio da fosforilagdo da
proteina fosfatase de acido fosfatidico, a lipina-1(GUO, 2014).

A Akt também ¢ responsavel pela regulacdo da sintese de glicogénio por meio da
desfosforilagdo e ativacdo da glicogénio sintase quinase-3p (GSK-3f) — enzima reguladora da
glicogénio sintase, que de fato faz a construcao da cadeia glicidica dentro do tecido muscular
ou hepatico. A translocacdo e sintese de transportador de glicose 4 (GLUT-4) também ¢
controlada pelo eixo Akt-mTORC (GUO, 2014).

Destaca-se ainda o fator de transcri¢do Foxo-1, substrato da Akt na via de sinalizagdo
da insulina. O Foxo-1 interage com o elemento responsivo a insulina, responsavel pela
regulagdo da expressdo génica de enzimas limitantes na gliconeogénese como a
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e a glicose-6-fosfatase (G-6-Pase) (GUO, 2014).

Em paralelo com o eixo Akt/mTOR o complexo AMPK também regula diversos
parametros energéticos da célula, principalmente a biossintese de aminoacidos e a homeostase

de glicose celular, funcionando como um sensor energético para organismos eucariotos.
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Acredita-se que o mTORC esteja submetido a regulacdo por meio da AMPK. O aumento nos
niveis de glucagon em mamiferos induz ativacdo da AMPK e inibi¢ao da atividade de mTORC,
principalmente em se tratando da atividade de de sintese proteica. Nutrientes e farmacos como
a leucina e a glutamina, que estimulam o mTOR, sdo capazes de inibir a AMPK, ao passo que
agentes estimuladores da quinase ativada por AMP como a oligomicina e o AICAR suprimem
a atividade de mTORC (XU, 2012).

Além do efeito na glicolise, a AMPK pode promover captacdo de glicose plasmatica por
meio da inducdo da translocacdo de GLUT 4 em adip6citos e musculo esquelético. Outro
processo crucial mediado por AMPK ¢ a biogénese mitocondrial. O estimulo da AMPK por
meio de farmacos (AICAR e oligomicina) ou pelo exercicio ¢ capaz de aumentar a expressao
de genes mitocondriais. O efeito mitocondrial causado pela AMPK se deve ao estimulo do
coativador 1- a do proliferador do peroxissomo y (PGC-1a). Dois mecanismos explicam a a
ativacao de PGC-1a por meio da AMPK. O primeiro mecanismo ¢ uma fosforilagdo direta do
PGC-1 o causada por AMPK. O segundo, propde que a ativagdo de PGC-1a ocorre por conta
da desacetilagdo dos genes do proprio fator mediado por sirtuina 1 (HARDIE, 2012; XU, 2012).

O estimulo de PGC-1a pela AMPK ativaria a ‘mitofagia’, isto ¢, a autofagia das
mitocondrias. Isso se mostraria importante no controle de estresse oxidativo por meio da
elimina¢do de mitocondrias com algum tipo de disfun¢do. A reciclagem das mitocondrias
defeituosas aconteceria com o estimulo de AMPK, aumentando a biogénese e melhorando a

capacidade da célula em gerar energia (HARDIE, 2012).
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Figura 01. Cascata regulatéria da insulina e seus pontos de controle (GUO, 2014).

Uma vez que a glicose esteja disponivel no meio intracelular ela ¢ imediatamente
fosforilada a glicose-6-fosfato pela hexoquinase ou pela glicoquinase, dependendo do tecido
onde acontece a reacdo. Na forma fosforilada a glicose tem menor afinidade pelos
transportadores de glicose (GLUTs), ficando indisponivel para o retorno ao meio extracelular,
ou seja, permanecendo “presa” dentro da célula. A partir dai o destino mais comum a esta
hexose dependeria do estado energético da célula (LUNT, 2011).

A glicolise ocorre no citoplasma visando a producdo de esqueletos carbonicos que serdo

utilizados no ciclo do 4cido tricarboxilico. Apesar da baixa eficiéncia na geracdo de ATP por
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mol de glicose em relagdo a fosforilagdo oxidativa, a glicolise tem uma taxa de producao de
ATP mais rapida que a respiracdo celular (LUNT, 2011).

Trés principais enzimas regulam a taxa de atividade da glicolise. O primeiro ponto de
regulacdo ¢ a hexoquinase, inibida pelo seu proprio produto, a glicose-6-fosfato. O aumento na
concentracdo de glicose-6-fosfato indica acumulo de outros substratos energéticos e
desencadearia um feedback negativo evitando que a glicose continuasse sendo fosforilada,
podendo assim voltar ao meio extracelular através do canal transportador de glicose. Outro
ponto de regulacao da glicolise é o complexo piruvato desidrogenase (PDH). O ATP ¢ capaz
de inibir alostericamente o complexo quando a concentragdo de substratos energético dentro da
célula for alta. Além do ponto inicial e do final - a hexoquinase e a PDH, respectivamente, o
principal ponto regulatério da via ¢ a enzima fosfofrutoquinase 1 (PFK-1). Novamente,
parametros energéticos funcionam como preditores da atividade da via: a razdo ATP:ADP
aumentada indica um excesso de moléculas fontes de energia e, portanto, ocorre uma
diminui¢do da atividade da enzima fosfofrutoquinase 1 (PFK-1), inibindo a cadeia de reacdes e
diminuindo a producdo energética. O citrato, intermediario do ciclo do acido tricarboxilico
também ¢ capaz de inibir a enzima PFK-1, uma vez que um aumento na concentracdo de
esqueletos de carbono do ciclo do 4cido tricarboxilico indicaria que nio existe a necessidade da
continuagdo da producdo de energia por meio da glicolise. Destaca-se ainda a ag¢do da insulina
sobre a PFK-1, estimulando-a positivamente em situagdes em que 0 organismo se encontra
alimentado. O aumento da concentragdo de lactato intracelular também serve de estimulo para
inibicdo da via por meio da enzima PFK-1, esse mecanismo serve como autoprote¢do contra
quedas do pH causadas pela glicolise anaerébia (BERG, 2002; LUNT, 2011)

A figura 01 mostra que a principal forma de regulacdo e intermediacdo entre glicolise e
gliconeogénese acontece por meio do sistema PFK-1 e PFK-2. A enzima bi-funcional
fosfofrutoquinase-2, também age como frutose-1,6-bisfosfatase (FBPase-2), ¢ a responsavel
pela formagdo e degradacdo de frutose-2,6-bisfosfato. O influxo de glicose na célula e a
posterior formagdo de frutose-6-fosfato causa a ativacdo de PFK-2, enzima na qual formara
frutose-2,6-bisfosfato, produto que ativara a PFK-1, aumentando a taxa de formagdo de
produtos para o ciclo do acido tricarboxilico, sobrepondo o efeito de inibigdo alostérica do ATP
na enzima PFK-1. Todo esse mecanismo ¢ controlado por meio de uma fosforilagdo na enzima
PFK-2 mediada por AMPK. Uma vez que a glicemia seja reduzida e o pancreas secrete
glucagon ocorrerd ativagdo da cascata do cAMP, alterando covalentemente a PFK-2 e ativando

a FBPase-2 (OKAR, 2001).
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A homeostase de glicose depende também de vias como a gliconeogénese. Ocorrendo
primariamente no figado e em menor quantidade nos rins essa via ¢ iniciada sob a sinalizacao
do glucagon, hormoénio proteico produzido pelas células a-pancreaticas. O glucagon ¢ capaz de
induzir atividade da proteina ligadora do elemento responsivo a cAMP (CREBP), aumentando
a expressdo de enzimas chave na gliconeogénese. Dentre os genes induzidos pelo glucagon
encontram-se o da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), glicose-6-fosfatase, piruvato
carboxilase e da frutose-1,6-bisfosfatase. A enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK)
catalisa a sintese de fosfoenolpiruvato a partir de oxaloacetato. A enzima ¢ um requisito

essencial para iniciacdo da gliconeogénese e controla o fluxo da via (OH, 2013).

Em resumo, a regulacdo energética de uma célula ¢ dependente de diversos fatores e
enzimas, com uma regulagdo bem orquestrada pelos hormoénios, principalmente, insulina e
glucagon. Os efeitos do tratamento com tucum-do-cerrado sobre o metabolismo de carboidratos
serdo investigados ao longo deste trabalho visando estabelecer os mecanismos pelos quais os

polifenois do fruto podem influcenciar na homeostase de glicose.
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2.2 Metabolismo de ferro

O ferro ¢ o metal mais comum na superficie terrestre. Em organismos vivos participa
como elemento trago essencial e faz parte de diferentes estruturas organicas, principalmente de
grupamentos heme e grupos ferro-enxofre. Biologicamente, a capacidade de oxirredugdo do
ferro torna-o vital para reacdes de troca de elétrons. O transporte de oxigénio, a sintese de acido
desoxirribonucleico, a respiracao celular e a produgdo de energia sdo eventos dependentes deste
metal (GOZZELINO, 2016).

Em seres humanos saudéaveis a quantidade de ferro corporal varia entre 4 e 6 gramas.
Os controles de absor¢ao, mobilizagdo e reserva sao feitos de maneira orquestrada por meio de
uma regula¢do complexa. Noventa por cento do ferro necessario ¢ mantido via reciclagem de
hemadcias senescentes, enquanto que o restante ¢ oriundo da dieta (GOZZELINO, 2016).

Como mostra a figura 02, a proteina reguladora de ferro (IRP1) se liga fortemente ao
elemento responsivo ao ferro (IRE) presente na porcdo 5° do mRNA da ferritina e da
ferroportina prevenindo a sua tradugdo, porém ao se ligar ao IRE localizado na por¢do 3’ do
mRNA do receptor de transferrina e do DMT-1, aumenta a estabilidade destas moléculas
impedindo sua degradacdo por nucleases, o que favorece a sintese de receptor de transferrina e
do DMT-1, aumentando a captacao do ferro intracelular e absor¢do intestinal, respectivamente.
Mecanismo contrario ocorre quando a disponibilidade de ferro aumenta, ou seja, a IRP1 ndo se
liga mais ao IRE e entdo a ferritina ¢ traduzida e o mRNA do receptor de transferrina e do

DMT-1 sdo facilmente degradados (GANZ, 2002).
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Figura 02. Regulagdo transcricional de parte do metabolismo de ferro. (IMAM et al.,

2017)
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A regulagdo sistémica do ferro ¢ mediada por um mecanismo hormonal dependente de
hepcidina. A hepcidina ¢ um hormdnio proteico composto por 25 aminoécidos, sintetizado
principalmente pelo figado e que circula livremente no sangue. A hepcidina liga-se a
ferroportina, estimulando sua degradacao e retendo, desta maneira, o ferro dentro da célula. A
expressdo do gene da hepcidina, o Hamp, esta diretamente relacionado com os niveis de ferro
sérico e celular. A elevacdo na concentragdo plasmatica de hepcidina leva a uma regulagao
negativa da ferroportina duodenal, impedindo assim a absorc¢ao desse metal. Além do duodeno,
a hepcidina age também em macrofagos e hepatocitos via inibi¢do da ferroportina, impedindo
que esses tipos celulares tornem o ferro intracelular disponivel para outros sistemas ou células.
(BOGDAN, 2015).

No duodeno trés mecanismos sdo descritos envolvendo a ag¢do da hepcidina: no
primeiro, o acumulo de ferro leva a inativag¢do de proteinas reguladoras de ferro (IRP-1 e IRP-
2), que se ligariam ao RNA dos elementos reguladores de ferro do transportador de metal
divalente 1 (DMT 1), que ¢ desestabilizado e inativado, evitando assim a transcri¢do do
transportador. O segundo mecanismo envolve o fator de transcri¢do induzivel por hipdxia um
alfa, o HIF-la. O ferro estimula a hidroxilacdo e posterior degradagdo do HIF-1a, evitando o
estimulo de sintese do transportador de metal divalente 1. O Ultimo mecanismo se trata da
ubiquitina¢do do transportador de metal divalente 1 mediada por hepcidina - este horménio
hepatico serve como gatilho para que ubiquitina ligases fagam a degradacdo proteossomal do
transportador de ferro, impedindo sua absor¢do (GANZ, 2012).

Tanto o excesso quanto a falta de ferro causam disfung¢des. A hipoferremia leva a uma
limitacdo na sintese de hemoglobina e posteriormente, se agravado, a anemia ferropriva. Em
células ndo hematopoiéticas a deficiéncia deste metal pode causar prejuizo na funcdo de
proteinas dependentes de ferro, como por exemplo a aconitase, enzima catalisadora da reagdo
de citrato em isocitrato, no ciclo do acido tricarboxilico (GANZ, 2012).

Apesar da fina regulagdo do contetido de ferro no organismo humano, uma ingestao
excessiva de ferro seguida de saturagdo das reservas de ferro sem que exista a necessidade do
metal para eritropoiese ou quaisquer outras reagdes tornaria parte do conteudo existente “livre”,
constituindo o pool de ferro l1abil. Acredita-se que a elevacao na quantidade desse pool de ferro
livre pode estar ligada a geracdo exacerbada de espécies reativas de oxigénio e com o estresse

oxidativo (PIETRANGELO, 2016).
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2.3 Radicais livres e estresse oxidativo

A relagdo entre radicais livres e a saude humana vem sendo estudada ha muito tempo.
Desde os anos 1950, com a “Teoria do envelhecimento baseada em radicais livres”, propde-se
que o desenvolvimento de diversas doencas e o processo de senescéncia celular estariam

relacionados com espécies reativas de oxigénio e radicais livres (HARMAN, 1957).

Atualmente, a literatura mostra estreita relagdo entre o estresse oxidativo e as doengas
cronicas, como o diabetes mellitus, o cancer e as doengas cardiovasculares. Além disso, os

declinios cognitivo e fisico naturais relacionados com a idade também tém ligacdo com este

desbalango (INDO, 2015).

Os radicais livres podem ser gerados de forma natural e controlada ou de maneira
desequilibrada dependendo de fatores como a dieta, nivel de atividade fisica, o ambiente, a
exposicao a compostos toxicos, a presenca de doengas e a inflamagdo — seja aguda e localizada

em um tecido especifico ou de baixo grau e sistémica (PINGITORE, 2015; VINCENT, 2015).

Dentre os mecanismos formadores de radicais livres conhecidos, devem ser destacados os
seguintes:

i.  Extravasamento mitocondrial — a grande quantidade de rea¢des de oxi-redugao
presentes na cadeia de transporte de elétrons torna a mitocondria um importante
sitio de geracdo de compostos instaveis, como o radical superéxido. Fendmenos
como a disfun¢@o mitocondrial e a desestabilizacdo da cadeia de transporte de
elétrons causados por doengas podem aumentar ainda mais a geracao de radicais

livres (INDO, 2015);

ii. Reacdes de Fenton e Fenton-like —a valéncia e a organizagao eletronica de certos
metais de transi¢do permitem a troca de elétrons de maneira espontanea com
compostos redutores sem a presenca de mecanismos enzimaticos, causando a
producdo de radicais e espécies reativas de oxigénio. Dentre os metais citados,
destaca-se o ferro, principal formador de radicais hidroxil no organismo humano

(CHOI, 2014);

iii. NADPH oxidases — As enzimas pertencentes a essa familia sdo capazes de
oxidar a forma reduzida do dinucleotideo de adenina e nicotinamida (NADH),

gerando subproduto como os radicais superdxidos. Esse mecanismo acontece,
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principalmente em fagocitos, tendo como objetivo a defesa e eliminagdo de

patogenos (ABRAMOYV, 2015);

iv. Xenobioticos — Poluentes, metais toxicos (Cd, Cr, Me, Al e As) e compostos
estranhos ao organismo humano (benzeno, benzopireno, fenol, nicotina) estdo
ligados a diminui¢do na expressdo de enzimas antioxidantes e ao aumento na
geracdo de radicais livres por mecanismos semelhantes as reacdes de Fenton e
estimulo da inflamagdo e posterior atividade de NADPH oxidase (LUNCH,
2010; SOCHA, 2015).

O radical superoxido (O, ™) se mostra extremamente relevante em se tratando de estresse
oxidativo. O superoxido ¢ considerado o principal precursor de outros radicais livres, além de
mediar cadeias de reacdes oxidativas. Esse radical pode ser gerado dentro das mitocondrias
como primeiro subproduto da reducdo do oxigénio molecular na cadeia de transporte de
elétrons. A produ¢do de radicais superoxido também pode ocorrer por meio da reagdo que
envolve a enzima xantina oxidase, catalisadora da conversdao de hipoxantina a xantina, e
posteriormente de xantina a 4cido urico. Essa reacdo ¢ capaz de produzir, além de radicais

superoxido, peroxido de hidrogénio (BELHADJ, 2014).

O ferro recebe destaque uma vez que facilmente consegue gerar radicais hidroxil,
considerado uma das espécies reativas mais deletérias encontradas no organismo humano. A
reacdo de formacdo desse radical livre mediada por ferro foi descrita em 1899, por Henry
Horstman Fenton. Em conjunto com a Reacdo de Fenton, a reacdo de Haber-Weiss € capaz de
oxidar uma molécula de ferro reduzido, tornando-o disponivel para reagir com o peréxido de
hidrogénio como gerado pela reacdo de Fenton (DALVI, 2014). A cadeia das reagdes
envolvendo ferro, superdxido, perdxido de hidrogénio e o radical hidroxil encontram-se

descritas abaixo (HERMES-LIMA, 2004):

H,0, + Fe™ > Fe™ + OH + 'OH (Reagio de Fenton)
0, + Fe’" > Fe™+ 0, (Reagdo intermediaria)

H,O0,+ O, > O, + OH + "OH (Reag¢ido de Haber-Weiss)

Apesar de ndo ser considerado um radical livre, o peroxido de hidrogénio tem destaque

pela capacidade de oxidar metais como ferro, cromo e cobre em reagdes do tipo Fenton, gerando

30



assim radicais livres (BOKARE, 2014). Levando em conta seu pequeno peso molecular, o
peroxido de hidrogénio tem facilidade de atravessar membranas celulares, permitindo que o
mesmo se desloque do sitio onde foi gerado, causando danos a biomoléculas pertencentes a
outros compartimentos celulares. Por outro lado, a alta reatividade e a breve meia vida do
radical hidroxil o torna extremamente nocivo a sistemas biologicos (BELHADJ, 2014).

Os radicais hidroxil e superdéxido podem exercer efeitos sobre qualquer tipo de
biomolécula - lipideos, proteinas, glicidios ou mesmo bases nitrogenadas (BHAT, 2015).

A peroxidagao lipidica ocorre quando um radical livre reage com um fosfolipidio,
normalmente localizado nas membranas mitocondriais, celulares ou dos reticulos. A reagdo de
peroxidagdo lipidica leva a formag¢do de compostos como o malondialdeido (MDA) e o 4-
hidroxi-2-nonenal (4-HNE). Tais produtos de peroxidagdo lipidica sdo associados a efeitos
carcinogénico em animais e em cultura de células. Além da geragdo desses produtos toxicos,
outro importante fator associado a peroxidag¢ao lipidica ¢ a perda da fluidez de membrana. Em
casos mais graves € possivel que ocorra até mesmo a ruptura da membrana celular, resultando
em extravasamento do conteudo intracelular (BHAT, 2015).

A oxidagao de proteinas ocorre principalmente em residuos dos aminodacidos cisteina e
metionina, envolvendo os grupamentos tiol e outras ligagdes com enxofre. O principal prejuizo
relacionado com a oxidacdo de proteinas € a alteragdo em sua estrutura quaterndria, o que gera
perda ou prejuizo na fungao de receptores, transportadores e enzimas. Ademais, ocorre geracao
de residuos carbonil — marcador de diversas disfungoes celulares (DALVI, 2014; GUEVARA,
2016)

O 4cido desoxirribonucleico (DNA) pode ser alvo de danos oxidativos em suas bases
nitrogenadas ou em suas riboses por diferentes mecanismos. A adi¢do de elétrons ou H' nas
ligagdes duplas entre bases nitrogenadas pode causar problemas a estrutura do DNA. Apesar
dos diversos mecanismos de reparo existentes, 0 DNA danificado por radicais livres pode gerar
instabilidade gendmica, doengcas e at¢é mesmo levar ao processo de carcinogénese
(DIZDAROGLU, 2012).

Tendo em vista a natureza dos disturbios causados pelos radicais livres ressalta-se a
relevancia da mitocondria, uma das organelas mais afetadas por lesdes radicalares. Sabe-se que
a auséncia de histonas no DNA mitocondrial (mtDNA) torna-o mais sensivel e vulneravel a
danos, bem como mais instavel do ponto de vista estrutural. Entretanto, devido a caracteristicas

fisicas da estrutura mitocondrial sugere-se que o DNA ficaria fisicamente afastado dos locais
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onde a cadeia de transporte de elétrons existe, diminuindo assim o risco de interagdo entre
espécies reativas de oxigénio e mtDNA (KAUPPILA, 2015).

Portanto, a geragdo de radicais livres, apesar de fisioldgica e natural, deve ser controlada
e combatida, afim de evitar danos a biomoléculas e posteriores efeitos negativos a saude
(KAUPPILA, 2015). Mais pontos relacionando radicais livres e a satide humana serdo tratados

logo a diante.

protiens
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Figura 04. Representagdo dos danos a biomoléculas mediado por radicais livres

(BHAT et al., 2015).
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2.4 Metabolismo de carboidratos, ferro e estresse oxidativo

O principal disturbio do metabolismo de carboidratos, o diabetes mellitus tipo 2 (DM 2)
compreende cerca de 90% do total de casos de DM. Bem como a arterioesclerose e a sindrome
metabolica, seus principais fatores de risco sdo uma dieta inadequada, falta de atividade fisica
e excesso de peso (WHO, 2016). Em um estudo de coorte prospectivo com mais de dez mil
participantes seguidos por 14 anos, Ligthart ef al, 2015 mostraram que em uma populacio
europeia o risco durante toda a vida (do inglés: lifetime risk) do desenvolvimento de DM 2 ¢ de
31,3%, enquanto que o risco de desenvolvimento de intolerancia a glicose ¢ de quase 50%.
Esses riscos sdo aumentados com o aumento da idade e correlacionados positivamente com
indice de massa corporea e circunferéncia abdominal.

A etiologia multifatorial das doengas metabdlicas como o DM, a sindrome metabolica
e a resisténcia a insulina compreendem desde elementos socioecondomicos até os conhecidos
fatores fisiologicos e bioquimicos. Individuos com uma menor renda, por exemplo, tem quase
cinco vezes mais chance de desenvolver essas doencas. A ocupacdo e o nivel de educagao
também sdo capazes de alterar o risco de desenvolvimento de comorbidades. Juntos, esses
fatores possivelmente se relacionam com o consumo de alimentos de qualidade, bem como ao
acesso a informacdes sobre saude, causas e sintomas das doencas supracitadas (MA, 2014).

Em relacdo a alimentagdo, o aumento do consumo de cereais refinados e agucares foi
positivamente correlacionado com a génese do DM 2 e da sindrome metabolica, enquanto uma
dieta rica em vegetais, frutas e peixes ¢ capaz de diminuir este risco. Dados sugerem que o
consumo de carboidratos de alto indice glicémico pode ser um importante fator para o
desenvolvimento da doenca. A ingestdo de bebidas adogadas com agucar, xarope de milho e
xarope de milho rico em frutose ¢ sabidamente ligado ao aumento no risco do desenvolvimento
de DM 2, arteriosclerose e sindrome metabdlica. A conexdo parece acontecer principalmente
por conta do aumento de concentragdo de glicose sanguinea e das respostas desencadeadas pelo
evento (BARCLAY, 2008; SCHULZE, 2004).

A associacdo entre hiperglicemia constante, desbalancgo oxidativo e a génese de doencgas
j& é amplamente conhecida. Com o aumento na oferta de glicose celular, vias metabdlicas como
glicolise, ciclo do acido tricarboxilico e a cadeia de transporte de elétrons se encontrariam mais
ativadas, gerando um maior extravasamento de radicais superoxido na mitocondria. Além disso,
em uma situacdo de excesso de glicose ocorreria um desvio de rota metabdlica, a fim de

diminuir a concentragdo dessa hexose sem que houvesse producdo de energia, e como
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consequéncia haveria aumento na produgao de polidis, como o sorbitol. A produg¢ao deste poliol
¢ dependente da atividade da enzima aldolase redutase, que consome NADPH como substrato,
diminuindo assim o potencial redutor da célula e favorecendo o ambiente oxidativo. Com a
reducdo na concentracio de NADPH a regeneracdo de glutationa oxidada (GSSG) fica
prejudicada, intensificando o quadro de estresse oxidativo (TANGVARASITTICHAL 2015).

O consumo adequado de alguns micronutrientes que possuem potencial antioxidante tais
como as vitaminas A, C, E e os carotenoides esta associado a uma menor chance de desenvolver
doencas do metabolismo de carboidratos. A ingestdo de minerais Mg e Se, que atuam como
cofatores de algumas enzimas do sistema antioxidante também se mostra importante como

defesa antioxidante (MARTINI, 2010).

A ligagdo entre ferro e o metabolismo de carboidratos parece se dar, principalmente, por
disfun¢des mitocondriais nas células B-pancredticas causada pelo aumento do estresse
oxidativo. Animais modelos de hemocromatose t€ém uma maior prevaléncia de diabetes e
intolerancia a glicose (HUANG, 2011). Hammerstrom et. al. 2008 mostraram associa¢ao
positiva entre niveis de ferritina sérica e resisténcia a insulina em camundongos diabéticos tipo
2 sem sobrecarga de ferro, possivelmente por conta de uma inflamacao sistémica e de baixo
grau. Por outro lado, em trabalho do mesmo grupo, Choi et al, 2013 mostraram que o acimulo
de ferro no plasma, figado e pancreas estaria associado com resisténcia a insulina e disfun¢ao
mitocondrial. Assim sendo, ¢ hipotetizado que alteragcdes no metabolismo de ferro podem gerar
distirbios mitocondriais e consequentemente mudangas negativas no metabolismo energético.

Choi, et al, 2013 mostraram que a suplementacdo de ferro em uma dieta com baixa
quantidade de gorduras administrada em ratos durante sete semanas foi capaz de aumentar
significativamente a ferritina, saturacdo de transferrina e diminuir a concentracdo de
transferrina sérica. A suplementacdo per se foi capaz de elevar os niveis de triglicerideos e
colesterol total nos animais, independentemente da dieta. A glicemia foi maior no grupo
suplementado com ferro, porém, ndo houve diferencas nos niveis de insulinemia e indice de
resisténcia a insulina (HOMA-IR). A dieta rica em ferro promoveu ainda um aumento nas
quantidades de fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e glicose-6-phospatase (G6Pase),
ao passo que reduziu a concentragdo de glicoquinase (GK) no figado dos animais.

Outro importante resultado mostrado ¢ a redug¢do na concentracdo de PPAR-a, o
receptor ativado por proliferador de peroxissomos a. Este fator de transcri¢do ¢ responsavel

pela regulacdo da transcri¢cao de diversos genes relacionados com metabolismo energético, de
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carboidratos e de lipideos. Em conjunto, esses resultados sugerem uma relagcdo importante do
excesso de ferro e disfungdes no metabolismo de carboidratos, gerando alteracdes negativas em
diversos parametros ligados a resisténcia a insulina, ao diabetes e a sindrome metabdlica

(CHOI, 2013).

Lee et al (2015) demonstraram que células de figado humano (SK-HEP-1) quando
tratadas com o complexo Fe-NTA apresentavam um aumento da expressdo de
fosfoenolpiruvato carboxiquinase PEPCK e do coativador 1 alfa do receptor acoplado ao
proliferador de peroxissomos (PGC-la). No entanto a adicdo do quelante desferroxiamina
(DFO) ou do antioxidante N-acetilcisteina (NAC) diminuiu a expressao da PEPCK e do PGC-
la. Esses autores observaram ainda que o acimulo de ferro em hepatdcitos humanos causa
disfunc¢do mitocondrial e diminui¢ao nos niveis de ATP celular em cultura de hepatécitos. Com
bases nesses resultados os autores concluiram que o aumento na gliconeogénese ¢ causado pela
elevagdo da expressdo de PEPCK e PGC-1a induzido pela fosforilacao exacerbada de C/EBP-
a, mediada pela ativa¢do anormal de p38MAPK, gerada pelo estresse oxidativo nas células. Em
resumo, a disfun¢do mitocondrial causada pelo acimulo de ferro ¢ capaz de gerar aumento da

atividade da via da gliconeogénese, compondo, assim, importante fator na patogénese do DM.

Os mesmos autores mostraram que camundongos db/db, modelo classico de diabetes
apresentavam niveis elevados de hepcidina, ferritina, PEPCK e PGC-1a e teriam disfungdes na
cadeia de transporte de elétrons, na atividade de ATP sintetase, alteragdes no potencial de
membrana mitocondrial, producdo de espécies reativas de oxigénio e aumento nos danos
oxidativos. Os niveis elevados de hepcidina levariam a uma degradacdo de ferroportina e
acumulo de ferro intracelular, explicando assim parte das disfun¢des anteriormente citadas.
Esses resultados sugerem uma associagdo entre DM, intolerancia a glicose e expressdo de

hepcidina por meio de mecanismos envolvendo o controle de ferro celular (LEE, 2015).

Vecchi ef al, 2009 mostraram que o gene da proteina hepatica ligadora do elemento
responsivo de cAMP esta envolvido constitutivamente na estrutura do gene da hepcidina e é
rapidamente transcrito quando o reticulo endoplasmatico sofre dano, como ¢ comum em
individuos sob estresse metabolico. O cAMP ¢ o principal segundo mensageiro participante da
cascata de ativacdo da gliconeogénese induzida por glucagon. Logo, a proteina ligadora do
elemento responsivo de cAMP ¢ parte fundamental no aumento da expressdo de enzimas da

gliconeogénese.
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Ainda analisando a relagdo entre metabolismo de ferro e de carboidratos, Vecchi et al,
2014 utilizaram-se de um andlogo de cAMP e do hormoénio glucagon, que agiriam como
sinalizadores para a via da neoglicogénese, para estudar o efeito desta rota bioquimica no
metabolismo de ferro. Nesse mesmo estudo, Vecchi et a/, 2014 mostraram que células hepaticas
apresentaram um aumento da expressdao do gene da hepcidina, Hamp, quando incubadas com
um analogo de cAMP ou com glucagon, sugerindo que a hepcidina age como um sensor da
gliconeogénese. Em animais, o estado de jejum aumentou a transcricdo de fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEPCK) e hepcidina, ao passo que elevou a degradacdo de ferroportina em

comparagdo com animais alimentados.

Ao contrario do observado pelos estudos explorados anteriormente, o grupo de Silva et
al, 2008 mostrou que a administragdo intraperitoneal de ferro durante 16 semanas em animais
diminuiu a quantidade de glicose no soro e os niveis de hemoglobina glicada, entretanto, elevou
os niveis de triacilglicerois séricos. Os autores sugerem que a reducdo na capacidade
mitocondrial e consequente reducdo na producdo de ATP, resultou na reducdo da atividade
gliconeogénica, tornando a glicemia menor, hipotese que vai ao encontro ao esperado e a

proposta de Lee et al, 2015.

Além do efeito na gliconeogénese, a sobrecarga de ferro parece ter relagdo com a
resisténcia a insulina no tecido adiposo. A suplementacdo com ferro foi capaz de aumentar em
40% a glicemia em jejum por meio da resisténcia periférica a insulina. Os animais
suplementados com ferro sofreram hipertrofia e hiperplasia de adipécitos do tecido adiposo
visceral, além de terem uma maior concentragdo de ferro nesse tecido quando comparado ao
grupo controle. Ademais, uma reducdo na sinalizacdo de insulina no tecido adiposo foi
percebida por meio da andlise da fosforilacdo de proteinas mensageiras como a Akt. Ao
contrario do que acontece no figado, a expressdo de PEPCK e G-6-Pase foi menor no tecido
adiposo visceral, esse efeito ocorre principalmente por causa da resisténcia a insulina

desenvolvida pelos adipécitos (DONGIOVANNI, 2013).
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2.5 Defesas antioxidantes e o metabolismo de carboidratos

O estresse oxidativo causado por espécies reativas ¢ combatido por meio de mecanismos

antioxidantes enzimaticos € ndo enzimaticos. Podem ser obtidos de maneira endégena ou

exogena, isto é, pela producdo do proprio organismo ou via dieta e suplementagdo,

respectivamente (YEUM, 2015). Os mecanismos antioxidantes enzimaticos de prote¢ao contra

o estresse oxidativo englobam, principalmente, as seguintes enzimas:

Superdxido dismutase: descrita em 1969 por Fridovich e colegas, a enzima superéxido
dismutase (SOD) catalisa a dismutacao de radicais superéxidos em oxigénio molecular
e agua, sendo considerada como principal agente antioxidante enddgeno. Pode ser
encontrada em sua forma dependente de cobre e zinco no citossol (CuZnSOD) ou de
manganés, presente na mitocondria (MnSOD). Além dessas duas isoformas, a eSOD
estd presente no meio extracelular, mas ¢ menos estudada que as formas intracelulares

(ASLANI, 2016; FINKEL, 2000).

Catalase e glutationa peroxidase: sdo responsaveis pela conversdo de perdxido de
hidrogénio em &gua. A catalase ¢ primariamente localizada em peroxissomos nos
eritrocitos, figado e, em menor quantidade, nos rins. A glutationa peroxidase pode ou
ndo ser dependente de selénio e ¢ encontrada praticamente em todas as células, mas com
uma expressdo mais relevante nos hepatodcitos (ASLANI, 2016; FINKEL, 2000;
KODYDKOVA, 2014).

Glutationa redutase: apesar de ndo agir diretamente como antioxidante, esta enzima ¢é
capaz de reciclar o peptideo de glutationa reduzida (GSH) a partir da glutationa oxidada

(GSSG) e NADPH que, por sua vez, pode atuar como antioxidante (ASLANI, 2016).

Em se tratando de antioxidantes exdgenos ou dietéticos esses podem ser classificados

em essenciais (vitamina C e E, acidos graxos insaturados) e ndo-essenciais (compostos

fitoquimicos) (PAKUWAL, 2014). Dentre os antioxidantes ndo-essenciais os fitoquimicos tém

ganhado grande destaque por conta de seus diversos efeitos na saide humana. Essas substancias

sdo metabolitos secundarios das plantas. Mais de oito mil desses compostos provindos de

vegetais sdo conhecidos atualmente (GULCIN, 2012).
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Figura 05. Representacdo esquematica dos mecanismos pro- e antioxidantes em sistemas

biolégicos de mamiferos (IMAM et al., 2017).

Os compostos fitoquimicos podem ser classificados de acordo com sua estrutura
quimica em alcaloides, terpenos e fendlicos. Dentre os fendlicos estdo as seguintes classes:
acidos fenolicos (hidroxibenzoicos e hidroxicindmico); lignanas; flavonoides (flavononas,
isoflavonas, flavanois, flavonas, flavonois, antocianidinas); estilbenos e taninos. No geral, os
compostos fendlicos ou polifendis possuem estruturas quimicas ricas em grupamentos
hidroxilas, normalmente acopladas a anéis aromaticos, o que lhes confere um alto poder redutor.
Tal poder oxirredutor caracteriza os polifendis como bons compostos antioxidantes (LIU, 2013;
GULCIN, 2012).

Os mecanismos de a¢do antioxidante dos polifendis diferem de acordo com o composto
em questdo, entretanto, enumeram-se os trés principais: o mecanismo quelante de metais, a agao
scavenger de radicais livres e o efeito nutrigendmico na modulagdo da expressdo de enzimas
antioxidantes. Além das propriedades antioxidantes, varios polifenois também tém capacidade
anti-inflamatoria, geralmente com mecanismos nucleares baseados no aumento da expressao
genes que atuam na resolugdo da inflamacao (WANG, 2014).

A alta concentracdo de compostos com potencial antioxidante nas plantas parece estar
relacionada a adaptacdo dessas a climas e solos in6spitos como forma de defesa do vegetal.
Assim sendo, frutas cultivadas em um bioma como o cerrado brasileiro podem apresentar uma
concentragcdo maior desses compostos. (SIQUEIRA, 2013). Além disso, a sazonalidade parece

ser fator preponderante na producdo de polifendis. A variacdo climatica contribui com a
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oscilacdo natural da producdo de compostos bioativos. Ambientes mais indspitos, como o
cerrado brasileiro, podem propiciar uma maior producdo dessas substincias (PIMPA et al.,
2013).

Estudos prévios de nosso grupo identificaram e caracterizaram o fruto do cerrado tucum-
do-cerrado (Bactris setosa Mart) como uma excelente fonte de compostos fendlicos em
comparacdo com outras frutas locais e com a maca da variedade Red Delicious (Malus
domestica Borkh.). Em relagdo a maca, o tucum-do-cerrado tem cerca de 3,5 vezes mais
compostos fenolicos por por¢do. Dentre os compostos fitoquimicos presentes neste fruto
destacam-se as antocianinas ¢ os flavonodides (SIQUEIRA, 2013).

O efeito do consumo do fruto em animais foi testado previamente em nosso laboratério.
A ingestdo de tucum-do-cerrado durante 30 dias por ratos Wistar associado ou ndo a
suplementag¢ao de ferro ndo trouxe mudangas no ganho de peso ou consumo dietético. Por outro
lado, a suplementacdo de ferro (350 mg/kg de dieta) aumentou significativamente a
concentragdo de ferro no figado, bago e intestino dos animais tratados com este metal. O ferro
sérico e a saturagdo de transferrina também estavam elevados no grupo que recebia
suplementa¢do em relagdo ao controle. O consumo de tucum-do-cerrado nao alterou os niveis
de ferro em nenhum dos tecidos testados no estudo, entretanto, reduziu o ferro plasmatico e a
saturagdo de transferrina nos animais suplementados com o metal (FUSTINONI-REIS, 2016).

O consumo de ferro claramente induziu estresse oxidativo nos animais tratados com
ferro. Estes possuiam niveis mais altos de peroxidacdo lipidica no figado em relacdo ao
controle, ao passo que a ingestdo do fruto reduziu significativamente este efeito. No bago, os
animais tratados apenas com tucum-do-cerrado tiveram redug¢do nos niveis de malondialdeido,
mostrando protecao contra peroxidagdo lipidica. A concentragdo de proteinas carboniladas foi
menor nos grupos que ingeriram o fruto, independente da suplementacdo de ferro
(FUSTINONI-REIS, 2016).

O mesmo trabalho mostrou que a ingestdo concomitante de ferro e tucum-do-cerrado
foi capaz de modular a expressao de catalase no rim, diminuindo sua atividade em rela¢do ao
grupo suplementado apenas com ferro. O nivel de RNA no baco da mesma enzima foi reduzido
no grupo que ingeriu tucum-do-cerrado e ferro em excesso em relagdo ao controle. Ainda no
rim, as atividades de glutationa redutase e glutationa S transferase também foram reduzidas nos
animais tratados com o fruto e com o metal, mas ndo com apenas um dos dois. Com relacdo a
glutationa peroxidase houve aumento na atividade intestinal de animais suplementados com

ferro, mas reducdo a niveis normais quando a suplementacdo acontecia em conjunto com a
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ingestao do fruto. A capacidade antioxidante do plasma foi significativamente maior nos grupos
que consumiram tucum-do cerrado.

Com relagdo ao metabolismo de ferro, como esperado, houve aumento no nivel
de transcri¢do do gene da hepcidina no grupo suplementado com o metal. Nos animais tratados
com tucum-do-cerrado a expressdo desse gene foram reduzidos em relagcdo ao controle e ao
grupo suplementado com o metal (FUSTINONI-REIS, 2016).

O consumo de fitoquimicos tem sido associado positivamente a promoc¢ao da satude e
consequente a prevenc¢do de doencgas. Alguns dos beneficios proporcionados pelo consumo de
compostos fitoquimicos envolvem o controle da expressdo de oncogenes, da proliferagdo e
diferenciag¢do celular, regulagdo da morte celular por apoptose, aumento na detoxificacao
hepatica, inibigdo enzimdtica de mecanismos inflamatdrios. Entretanto, a atividade antioxidante

parece ser a mais relevante entre todas as citadas (LIU, 2013).

Em recente revisao sistematica, Rangel-Huerta ef a/ (2015) mostraram que o consumo
de compostos fenolicos leva a diversas alteragdes clinicas e bioquimicas. De forma geral, foram
vistos beneficios na redu¢ao de marcadores inflamatorios como proteina C reativa, interleucina-
1B, fator de necrose tumoral-1a, molécula de adesdo intracelular 1 (ICAM-1). Houve melhora
também na concentragdo de colesterol na lipoproteina de baixa densidade (LDL-c),
apolipoproteina B, concentracdo de colesterol na lipoproteina de alta densidade (HDL-c),
pressdo arterial sistolica, trigliceridemia, além de outros marcadores de saude cardiovascular.
A expressdo e atividades de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase e a catalase
sdo aumentadas apos o consumo de diferentes tipos de polifendis. Em se tratando do
metabolismo de carboidratos, a meta-analise observou a diminui¢ao nos indices de resisténcia

a insulina, glicemia e hemoglobina glicada (RANGEL-HUERTA, 2015).

O tratamento de ratos diabéticos durante 28 dias com extrato metanolico do feijao
Cyamopsis tetragonoloba (L.) Taub. (Fabaceae), matéria prima utilizada para a produgdo de
goma guar, promoveu uma menor glicemia em jejum, maior tolerancia oral a glicose e menor
indice HOMA IR em ratos diabéticos. Além disso, a atividade de glicose-6-fosfatase foi
reduzida aos valores do grupo ndo-diabético e o extrato da planta foi tdo eficaz quanto uma
tiazolildinediona, a pioglitazona. O mesmo resultado se repetiu ao se mensurar a atividade de
frutose-1,6-bisfosfatase, que mostrou redu¢do na atividade dos animais tratado em comparagao
com os diabéticos. O contetido hepatico de glicogénio que se mostrou significativamente
reduzido nos animais doentes voltou aos pardmetros de normalidade com a administragdo do

extrato do feijdo ou com a pioglitazona (PAULRAJ, 2014).
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Em ratos tratados com estreptozotocina, a suplementacdo do extrato de Ziziphus spina-
christi diminuiu a glicemia em jejum, aumentou os niveis de insulina e peptideo C ao passo que
reduziu a concentragdo de hemoglobina glicada. O contetdo de glicogénio hepatico foi
restaurado e uma diminui¢do na atividade de glicose-6-fosfatase hepatica também foi vista,

enquanto a atividade de glicose-6-fosfato desidrogenase foi reduzida (ABDEL-HADY, 2005).

Em se tratando de frutos, as bagas das familias Rosaceae e Arecaceae que popularmente
sd0 conhecidas pelo termo em inglés “berries”, sdo importantes fontes de compostos
fitoquimicos (antocianinas, acido cafeico, catequinas, quercetina, kaempferol e taninos). O
consumo de morangos tem sido associado ao aumento da capacidade antioxidante do plasma,
com consequente reducdo do dano oxidativo causado ao LDL. Marcadores inflamatdrios como
a inteleucina 1 B e o inibidor do agregador plaquetario 1 (PAI-1) foram reduzidos em individuos

que consumiam a fruta junto a uma refei¢do rica em lipideos e carboidratos (SUBASH, 2014).

Além do morango (Fragaria x ananassa), o mirtilo foi capaz de elevar a expressao do
peptideo glutationa (GSH) e reduzir a geracdo de espécies reativas de oxigénio em cultura de
células neuronais. Em animais, a suplementacdo do extrato de mirtilo reverteu com sucesso o
declinio cognitivo e de desempenho motor em um modelo murinico. Ainda em modelo
experimental, o consumo do extrato de framboesa mostrou-se eficaz em diminuir os danos

oxidativos causados por isquemia em cérebro de ratos.

J4 em humanos, existem evidéncias mostrando que o consumo de groselha ¢ capaz de
inibir a formagao de placas f-amiloide e a gerag@o de radicais livres em pacientes com doenca
de Alzheimer. Todos esses resultados sdo, possivelmente, atribuidos a presenca de

antocianidinas (SUBASH, 2014).

O consumo da polpa de agai (Euterpe oleracea Mart), duas vezes ao dia durante um més
por uma populacdo de individuos saudaveis e com sobrepeso causou reducdo na glicemia e
insulinemia em jejum, bem como no colesterol total e LDL-c. Ademais, o consumo frequente
de acal melhorou a resposta glicémica pods-prandial apdés uma refeicdo padronizada em

compara¢do com individuos que ndo consumiam a fruta (UDANI, 2011).

Apesar da composicdo variada, as “berries” parecem ter um perfil de compostos
fitoquimicos semelhantes. A quantidade expressiva de antiocianinas e antocianidinas chama a
atencdo e ¢ caracteristica de frutos com a cores vermelhas e roxas. Flavonois, taninos, e
estilbenos também sdo comuns a varias espécies desta familia de frutos (MANGANARIS,

2014).
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Estudos prévios mostram que o tucum-do-cerrado tem cerca de 36 vezes mais
antocianinas que a maca Red Delicious por por¢ao de 100 g do fruto. O conteudo de flavonoides
chega a ser quase 20 vezes maior no fruto do cerrado em comparagdo com a mesma maca. O
poder antioxidante de redugdo do ferro (FRAP) do extrato alcoolico e aquoso do tucum-do-
cerrado €, respectivamente, 5 e 6 vezes maior que da mac¢a (SIQUEIRA, 2013). Levando em
conta o amplo espectro de compostos fotoquimicos e nutrientes presentes em um fruto como o
tucum-do-cerrado, faz-se necessario o estudo do alimento como um todo, ndo apenas de
moléculas isoladas como tem sido feito largamente na literatura.

Além do efeito antioxidante, diversos compostos fitoquimicos parecem modular a
atividade de enzimas que participam do processo de digestdo e quebra dos carboidratos, como
a o-glicosidase e a a-amilase. Usualmente diversos compostos inibidores destas enzimas sao
utilizados na pratica clinica. Acarbose, miglitol e a voglibose sdo os principais farmacos
empregados com essa fun¢do. Uma meta-analise Cochrane mostrou que o uso de inibidores da
a-glicosidase conseguia reduzir significativamente a concentracdo de hemoglobina glicada,
insulina, glicemia em jejum e indice de massa corpdrea em seres humano. Entretanto, o uso de
dosagens mais elevadas que o padrdo usado na pratica clinica causava uma baixa adesdo ao
tratamento por conta dos efeitos colaterais causados pelos medicamentos (VAN DE LAAR,
2005).

Em recente revisao Joshi et al, 2015 mostraram a relevancia da utilizagao de inibidores
das enzimas responsaveis pela quebra dos carboidratos na saude humana. Novamente, fica claro
o efeito na melhora de parametros associados com o metabolismo de glicidios de forma geral
(hemoglobina glicada, glicemia em jejum e outros). Além disso, esses inibidores mostram
potencial efeito na diminuicao de risco de doenga cardiovascular e progressao do ‘pré-diabetes’.
Por outro lado, ressalta-se novamente a necessidade de tratamentos que gerem menos efeitos
negativos, aumentando assim o engajamento dos pacientes no tratamento (JOSHI, 2015).

Existe evidéncia da eficacia de diversos compostos naturais isolados na inibi¢cdo de
glicosidase e da amilase, entretanto, a utiliza¢do de alimentos ou extratos de plantas parece ser
mais eficiente. Possivelmente, o efeito sinérgico dos compostos presentes na planta como um
todo tem maior eficacia que a utilizagdo de apenas um composto isolado. Assim sendo, tem-se
que o tucum-do-cerrado, fruto rico em polifenois, poderia exercer efeitos sobre a absor¢ao de

carboidratos dos animais tratados com o fruto (ADISAKWATTANA, 2012).
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OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do consumo de tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.) no metabolismo

de carboidratos, em ratos suplementados ou ndo com ferro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar os efeitos do consumo do tucum-do-cerrado na modulagdo das vias celulares
do metabolismo de glicose por meio da avaliacdo da atividade enzimatica da o-
glicosidase, glicoquinase, glicose-6-fosfatase, hexoquinase, fosfofrutoquinase 1 e
fosfoenolpiruvato carboxiquinase no figado e/ou musculo.

Analisar a ac¢do génomica do fruto na variagdo de expressdo de componentes
reguladores do metabolismo energético como Prkaal, Prkaa2, Slc5al, Pckl, Slc2a4 no
figado e musculo.

Avaliar o efeito do consumo de tucum-do-cerrado sobre os niveis séricos de insulina e
glicose em jejum.

Avaliar o efeito do consumo de tucum-do-cerrado sobre a concentragdo de glicogénio
hepatico e muscular dos animais.

Relacionar os efeitos do tucum-do-cerrado com marcadores do estresse oxidativo, como
malondialdeido e proteinas carboniladas no figado e musculos.

Avaliar atividade de enzimas antioxidantes como catalase, GPx, GR, GST ¢ SOD no
musculo esquelético.

Avaliar a eficiéncia metabdlica dos animais.
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METODOS

5.1 Animais

Vinte e quatro ratos Wistar machos (procedentes da Granja GR, Sao Paulo, Brasil) com
25 dias de idade (peso 75 £ 6,6 g) foram alojados em gaiolas individuais, com ciclo de
luz/escuridao de 12/12h e temperatura de 23 + 2 °C. A dieta foi ofertada ad libitum no periodo
entre 16h e 8h, os animais tiveram acesso irrestrito a d4gua durante todo o tempo. Os animais
foram aclimatados por 30 dias antes do tratamento experimental, para que os animais atingissem
peso médio de 200 g.

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal do Instituto de Ciéncias

Biologicas da Universidade de Brasilia (UnBDOC ntimero 20855/2014).

5.2 Tratamento experimental
Apods 30 dias de aclimatacdo com dieta padrdo para roedores (REEVES; NIELSEN;
FAHEY, 1993) os animais foram distribuidos aleatoriamente em um dos quatro grupos

experimentais (n=6), e tratados por 12 semanas conforme descrito abaixo:

— Controle (CT): Dieta AIN-93G, com 35 mg de ferro/ kg de dieta;
— + Ferro (+Fe): Dieta AIN-93G contendo 350 mg de ferro / kg de dieta;

— Tucum-do-cerrado (Tuc): Dieta AIN-93G + 150 g de tucum-do-cerrado / kg de
dieta;

— Tucum-do-cerrado + Ferro (Tuc+Fe): Dieta AIN-93G contendo 350 mg de ferro/
kg dieta + 150 g de tucum-do- cerrado / kg de dieta.

O fruto foi adicionado na condi¢do in natura e a quantidade utilizada foi definida a fim
de ser proporcional ao consumo médio de frutas e hortaligas didrio recomendado a um adulto
saudavel pelo Guia Alimentar para a Populagdo Brasileira (Brasil, 2009). A concentragdo de
ferro na dieta suplementada foi estabelecida como dez vezes maior que o valor de necessidade
didria de ferro para roedores. Esse nivel de suplementacdo foi baseado na dose de

suplementa¢do de ferro utilizada em humanos que ¢ de cerca de 10 vezes o valor de Ingestao

Dietética Recomendada (RDA).

Os ingredientes da dieta foram obtidos na sua forma purificada (Rhoster, Aragoiaba da

Serra, SP, Brasil), e as racOes foram preparadas mensalmente e armazenadas a -20° C apds o
9 9 9
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preparo. A propor¢do dos ingredientes utilizados seguiu as recomendagdes propostas por
REEVES et al., 1993 e estdo descritos nas Tabelas 1, 2 e 3. Os frutos foram colhidos de janeiro
a mar¢o de 2014, periodo de frutificacdo da espécie em uma fazenda localizada em Terezopolis
de Goias, 16°28'15.4"S e 49°03'44.1"W, Goias, Brasil. Para fins de identifica¢do botanica do
fruto, uma amostra da espécie colhida foi depositada no Herbario da Universidade de Brasilia,
com numero de identificacdo 124364. A colheita e utilizagdo foram permitidas pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) / Ministério do
Meio Ambiente (nimero de autorizagao 9/2012, IBAMA/Ministério do Meio Ambiente). Apds
colhidos, os frutos eram lavados com 4gua destilada e estocados em freezer a -80°C até o

momento do preparo da ragao.

Tabela 01. Composi¢des das dietas dos grupos experimentais e controle. Os valores encontram-se

em gramas de ingrediente/kg de dieta.

Ingrediente (g/kg) Controle +Ferro Tucum Tucum + Ferro
Amido 397,5 397,5 369,6 369,6
Carboidrato (tucum-do- 0,0 0,0 27,8 27,8
cerrado)

Proteina (caseina) 200,0 200,0 198,3 198,3
Proteina (tucum-do-cerrado) 0,0 0,0 1,7 1,7
Amido dextrinizado 132,0 132,0 132,0 132,0
Sacarose 100,0 100,0 100,0 100,0
Oleo de soja 70,0 70,0 69,7 69,7
Lipidios (tucum-do-cerrado) 0,0 0,0 0,3 0,3
Fibra (celulose) 50,0 50,0 47,5 47,5
Fibra (tucum-do-cerrado) 0,0 0,0 2,5 2,5
Mix vitaminico 10,0 10,0 10,0 10,0
Mix mineral isento de ferro 35,0 35,0 35,0 35,0
L-cistina 3,0 3,0 3,0 3,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5 2,5
Ferro 0,035 0,350 0,037 0,350

Fonte: (REEVES et al., 1993)
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Tabela 02. Composi¢do do Mix Mineral da dieta padrdo AIN-93G.

Ingrediente mg/kg de racio
Calcio 5000,00
Fosforo 1561,00
Potassio 3600,00
Enxofre 300,00
Sédio 1019,00
Cloreto 1571,00
Magnésio 507,00
Ferro 0,035-0,35
Zinco 30,00
Manganés 10,00
Cobre 6,00
Iodo 0,20
Molibidénio 0,15
Selénio 0,15

Fonte: (REEVES et al., 1993)

Tabela 03. Composi¢do do Mix Vitaminico da dieta padrao AIN-93G

Ingrediente U/kg de racao
Niacina, mg 30
Acido pantoténico, mg 15
Piridoxina, mg 6
Riboflavina 6
Tiamina, mg 5
Acido Félico, mg 2
Vitamina K, pg 750
Biotina, pg 200
Vitamina B12, pg 25
Vitamina A, Ul 4000
Vitamina D3, Ul 1000
Vitamina E, Ul 75

Fonte: (REEVES et al., 1993)
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Ap0s 12 semanas de tratamento dietético os animais foram submetidos a jejum de 12 h
e anestesiados com isofluorano 3% em camara fechada e eutanasiados por meio de pungao
cardiaca. Foram removidos o figado, o intestino e o musculo biceps femural. Os tecidos foram
lavados em solug@o salina fisiologica (NaCl 0,9%) a 4° C, congelados em nitrogénio liquido e
estocados a -80° C. O sangue foi coletado em tubos com ou sem EDTA 7% e centrifugado a

3.000 rpm para obtencao do plasma e soro, respectivamente.

5.3 Avaliacido do consumo dietético e da variacio de peso dos animais

O consumo da dieta foi avaliado diariamente por meio da diferenca entre a gramatura
inicial ofertada e as sobras. Os animais foram pesados semanalmente em uma balanga analitica
(Marte, Sao Paulo, Brasil). A eficiéncia energética foi calculada pela razdo entre o ganho de
peso e a ingestdo alimentar (kJ) durante o periodo experimental (MAHER et al., 1996). A
eficiéncia alimentar foi calculada pela razdo entre ganho de peso (g) e a ingestdo alimentar (g

de ragdo) e foi expressa em percentagem da ingestao total.

5.4 Proteinas carboniladas no musculo

A determinagdo de proteinas carboniladas foi baseada na metodologia proposta por
Richert et al., 2002. Os tecidos foram homogeneizados em tampao tris (hidroximetil)
aminometano 25 mM e ureia 6 M imersos em gelo utilizando homogeneizador elétrico
(TissueRuptor; QIAGEN, Austin, Texas, EUA). Cada amostra dava origem a trés aliquotas,
sendo uma delas o branco. Adicionava-se a cada aliquota acido tricloroacético 20% e
posteriormente os microtubos eram centrifugados a 13.000 rpm e 4° C por cinco minutos. O
sobrenadante era descartado e o precipitado era ressuspendido no tampao de homogeneizagao.
Dinitrofenilhidrazina (DNPH) 0,2% em HCI 2M era adicionada as amostras e ao branco
adicionava-se apenas HCL 2M. Os tubos eram agitados durante 15 min a 4° C e 13.000 rpm.
Posteriormene era adicionado TCA 20 % e os microtubos eram submetidos a uma centrifugagao
por 2 min a 4°C e 13.000 rpm. O sobrenadante era descartado e o precipitado lavado com
solucdo de etanol e acetato de etila na propor¢ao de 1:1 por trés vezes. Apds a terceira lavagem
as amostras eram secas em temperatura ambiente durante 10 min e ressuspendidas em guanidina
6M em fosfato de potassio 500 mmol/L pH 2.5. Os microtubos permaneciam em agitador a 4°
C durante 30 minutos a 1.300 rpm. Uma tltima centrifugacdo era realizada durante cinco
minutos & 8° C e 13000 rpm. As amostras ¢ os brancos eram lidos a 660 nm em um

espectrofotometro (Libra, Biochrom, Cambrige, Inglaterra).
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5.5 Peroxidacao lipidica no musculo

A peroxidagdo lipidica foi avaliada através da determinagdo da concentragdo de
malondialdeido (MDA) no musculo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC,
coluna 25 cm Shim-park C18 CLC-ODS, Shimadzu, Kyoto, Japao).

As amostras foram homogeneizadas em acido sulfurico 1% na proporgao 1:9 (p/v)
utilizando homogeneizador elétrico (TissueRuptor; QIAGEN, Austin, Texas, EUA). O
homogeneizado foi centrifugagéo a 4° C e 13.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi transferido
para outro microtubo e, em seguida adicionado &cido fosférico 440 mmol/L e &cido
tiobarbitarico 42 mmol/L. As amostras foram incubadas a 99°C durante por 60 min.
Posteriormente, 500 pL dessa reagdo foram transferidos para outro microtubo e adicionados de
de hidroxido de sédio 1 mol/L e metanol na proporgdo 9:91 (v/v). Apés centrifugagdo a 4° C e
13.000 rpm por 5 min o sobrenadante foi filtrado em membrana de nylon com poros de 0,22
uM.

A separagdo foi feita em sistema utilizando fases moveis de KH,PO4 50 mmol/L pH 6,8
e metanol P.A. grau HPLC na propor¢ao de60 e 40%, respectivamente, e fluxo isocratico 0,6
mL/min com uma temperatura do forno de 30° C. O tempo de corrida foi de 10 min e os
comprimentos de excitagdo e emissdo foram 532 e 553 nm, respectivamente.

A concentracdo de MDA foi determinada utilizando uma curva-padrdo do padrdo
1,1,3,3-tetractoxipropano 97% (TEP; Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA) em acido sulfurico
1% na faixa de concentragdo de 0,101 a 2,02 nmol/mL. A dosagem de proteinas totais foi
realizada pelo método de HARTREE (1972) e a concentragdo de MDA foi expressa em nmol
de MDA por mg de proteina total.

5.6 Mensuracio da atividade das enzimas antioxidantes
5.6.1 Homogeneizacao do tecido

Para os ensaios de catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX), glutationa redutase
(GR) e glutationa-s-transferase, o musculo era homogeneizado em tampao fosfato de potassio
50 mmol/L, EDTA 0,5 mmol/L pH 7,2 1:9 (p/v) e fenilmetilsulfonilflior (PMSF) 10 mmol/L
1% diluido em etanol P.A. 99%. Para o ensaio de SOD o musculo era homogeneizado em
tampao fosfato de potdssio 50 mmol/L contendo EDTA 0,5 mmol/L, pH 7,8 e
fenilmetilsulfonilflior (PMSF) 10 mmol/L 1% diluido em etanol P.A. 99%. Todo o
procedimento era feito com as amostras imersas em gelo e utilizando homogeneizador elétrico

(TissueRuptor; QIAGEN, Austin, Texas, EUA). O homogeneizado era entdo centrifugado por
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20 min a 13.000 rpm a 4°C e o sobrenadante utilizado para mensuragio da atividade enzimatica.
Todas as leituras foram realizadas com utilizagdo de cubeta de quartzo no espectrofotdmetro

(UV-1800 UV-VIS Spectrophotometer, Shimadzu, Kyoto, Japao).

5.6.2 Catalase (CAT)

Uma curva da cinética do decaimento da concentracdo de perdxido de hidrogénio
indicava a atividade de catalase (JOANISSE; STOREY, 1996). Foi utilizado um sistema
contendo 100 pL. de homogeneizado de muculo, tampao fosfato de potassio 50 mmol/L (pH
7,2), EDTA 0,5 mmol/L ¢ H,O, 10 mmol/L, concentragdes finais, com volume reacional final
de 500 pL. As leituras eram realizadas a 240 nm durante 20 segundos com um intervalo de 2
segundos. O branco era obtido sem a adi¢do de peroxido de hidrogénio. A unidade de catalase
foi estabelecida como a quantidade de enzima capaz de degradar 1 pmol de H,O, por minuto,

tendo em vista um coeficiente de absortividade molar de (€240nm) 0,0394 mM-'cm-1.

5.6.3 Glutationa peroxidase (GPX)

A atividade de GPx foi determinada utilizando H,O, como substrato, medindo-se, neste
caso, apenas a atividade da GPx selénio dependente. A oxidacdo de NADPH pela GR foi
monitorada pela leitura espectrofotométrica a 340 nm por 20s (JOANISSE; STOREY, 1996).
Foi utilizado um sistema reacional com volume final de 500 pL contendo tampao fosfato de
potassio 50 mmol/L (pH 7,2), EDTA 0,5 mmol/L, NaN3 2 mmol/L, GR 1,5 ITU/mL, NADPH
0,15 mmol/L, GSH 5 mmol/L, H,O, 0,2 mmol/L concentragdes finais e 75 pL de
homogeneizado de musculo. A atividade enzimatica foi calculada utilizando o coeficiente de
extingdo molar do NADPH de 6,22 mM 'cm™ a 340 nm (HERMES-LIMA e STOREY, 1996).
Uma unidade (U) de GPx foi definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1

nmol NADPH / min. Os resultados foram expressos como U enzima / mg de proteina.

5.6.4 Glutationa S-transferase (GST)

A atividade de GST foi determinada através da reagdo de conjugagdo da glutationa
reduzida (GSH) com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), e consequente formacdo do
complexo S-2,4-dinitrofenil-glutationa, detectado a 340 nm. Um sistema reacional com volume
final de 500 pL contendo tampao fosfato de potassio 50 mmol/L (pH 7,2), EDTA 0,5 mmol/L,
CDNB 1 mmol/L, GSH 1 mmol/L (valores de concentragdo final) e 75 uL de homogeneizado

de musculo. A leitura de cada amostra era feita durante 20 segundos com medi¢des com
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intervalo de 2 segundos. A atividade enzimatica foi quantificada utilizando o coeficiente de
extingdo molar a 340 nm do complexo S-2,4-dinitrofenil-glutationa de 9,6 mmol/L'cm™. Uma
unidade (U) de GST foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 nmol
de produto/min(HABIG; JAKOBY, 1981). Os resultados foram expressos como U enzima / mg

de proteina.

5.6.5 Glutationa redutase (GR)

A atividade de GR foi determinada pelo monitoramento da oxidagdo de NADPH a
340nm por 30s, de acordo com o proposto por JOANISSE e STOREY (1996). Para tanto foi
utilizado um sistema reacional com volume final de 500 pL. contendo tampao fosfato de
potassio 50 mmol/L (pH 7,2), EDTA 0,5 mmol/L, NADPH 0,2 mmol/L, GSSG 1 mmol/L e 250
uL de homogeneizado de musculo. A atividade enzimatica foi calculada utilizando o coeficiente
de extingdo molar do NADPH a 340 nm de 6,22 mmol/L'cm™. Uma unidade (U) de GR foi
definida como a quantidade de enzima necessdria para oxidar 1 nmol NADPH / min. Os

resultados foram expressos como U enzima / mg de proteina.

5.6.6  Superoxido Dismutase (SOD)

O protocolo utilizado para a determinacdo da atividade de SOD proposto por
MCCORD e FRIDOVICH (1969), SUN et al. (1988) e adaptado por MCCORD (2001). A
reacdo consiste na produg¢do do ion superdxido a partir do substrato hipoxantina, reacao
catalisada pela xantina oxidase. O ion superéxido por sua vez reduz o citocromo c. A cinética
da reagdo de reducdo do citocromo c foi monitorada por meio da leitura da absorbancia a 550
nm. Um sistema reacional com volume final de 500 uL contendo tampao fosfato de potassio 50
mmol/L pH 7,8, EDTA 0,5 mmol/L, citocromo ¢ predominantemente oxidado 0,01 mmol/L,
hipoxantina 0,05 mmol/L, homogeneizado de tecido e xantina oxidase suficiente para gerar uma

taxa de redugdo do citocromo ¢ de 0,025 abs/min.

Para o calculo da atividade enzimatica, foi definida que uma unidade (U) de SOD
correspondia a quantidade de enzima necessaria para diminuir em 50% a reducao do citocromo
¢, o qual contém 1 mg de proteina. Para obtencdo desse dado, o ensaio foi realizado utilizando
diferentes volumes de um mesmo homogeneizado 25,50, 100 e 150 uL para musculo). Uma
fun¢do logaritimica foi gerada ao se plotar os dados das quantidades de homogeneizado

utilizadas e os respectivos percentuais de inibicdo da reducdo do citocromo C. A partir desta
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fung¢ao foi possivel encontrar o valor correspondente a uma unidade (U) de SOD. Os resultados

foram expressos como U enzima / mg de proteina.

5.7 Glicogénio hepatico e muscular

A mensuragdo de glicogénio hepatico e muscular foi realizada por espectrofotometria
de acordo com LO et al., 1970. Os tecidos foram digeridos em KOH 30% saturado com Na;SOy4
¢ submetidos a banho-maria a 98° C dentro de tubos de vidro semiabertos. Apds digestdo da
amostra, adicionou-se etanol 95% e as amostras foram incubadas em gelo por 30 min. O
precipitado obtido apds a centrifugag¢do (840 x g por 30 minutos) foi ressuspendido em H,O
Milli-Q e acrescido rapidamente de uma solucdo de fenol 5% e H,SO4 98%. As amostras foram
submetidas a uma incubacdo de dez min a temperatura ambiente e 20 min em banho-maria a
98°C. A absorbancia foi determinada a 490 nm em espectrofotometro (Libra, Biochrom,
Cambrige, Inglaterra). A concentragdo final de glicogénio foi obtida com base em uma curva-

padrdo com faixa de concentracdo de 0 a 100 mg de glicose por mL de meio reacional.

5.8 Concentracio de insulina sérica e glicose sanguinea em jejum

Os niveis de glicose foram mensurados a partir do sangue obtido na veia caudal dos
animais, através de um glicosimetro comum (Accu-chek, Roche, Indianapolis, USA). A
concentragcdo de insulina plasmatica foi determinada por ensaio imunoenzimatico (ELISA)
(Sigma-Aldrich). Microplacas sensibilizadas com o anticorpo anti-insulina foram lavadas trés
vezes com tampao de lavagem tris (hidroximetil) aminometano 50 mM contendo Tween-20.
Adicionou-se entdo tampao de ensaio contendo 0.05 M solucdo fosfosalina em pH 7.4, 0,025
M EDTA, 0,08% de azida de sodio e 1% de albumina sérica bovina. O soro foi adicionado a
cada poco, seguido da adi¢do de anticorpos de detecgdo e posterior incubacdo de 60 minutos.
A placa foi selada e mantida protegida da luz em agitador a 500 rpm. Apds 120 minutos o selo
foi removido e a placa lavada trés vezes em tampao de lavagem. Uma solu¢do contendo um
conjugado de peroxidase de rabanete e estreptavidina pré-titulado foi acrescida em cada pogo
de acordo com o manual do fabricante. A placa foi novamente selada e incubada nas mesmas
condi¢des ja citadas. Apdés 30 minutos foram feitas seis lavagens e adicionada a solugdo
contendo tetrametilbenzidina. A reagdo foi entdo incubada por 20 minutos em temperatura
ambiente e posteriormente foi adicionado 4cido cloridrico 0,3 M fopara interromper a reacao.

A absorbancia foi lida a 450 e 590 nm em um leitor de microplacas (SurinseTecan, Seestrasse,
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Mainnedorf, Suica). Uma curva padrao com variacdo da concentragdo insulina de zero a dez ng
insulina/mL foi construida para posterior determina¢do da concentragdo de insulina nas

amostras de soro em ng/mL.

5.9 Extraciao de RNA e sintese de DNA complementar (¢cDNA)

A extragdo de RNA do figado, intestino e musculo foi feita segundo protocolo do
fabricante do reagente Invitrogen TRIzol® (Life Technologies Corporation, Carlsbad,
California, EUA). Os tecidos eram homogeneizados na propor¢ao 1:10 (p/v) em reagente trizol.
Todo o procedimento era feito com as amostras imersas em gelo e usando homogeneizador
elétrico (TissueRuptor; QIAGEN, Austin, Texas, EUA). Posteriormente as amostras eram
centrifugadas a 12.000 g, 4° C e por 10 minutos € o sobrenadante obtido era transferido para
outro microtubo e incubado a temperatura ambiente por 5 min. Adicionava-se entdo um quinto
do volume correspondente ao inicial de cloroféormio P.A. > 95% e o microtubo era
cuidadosamente agitado manualmente. Apos incubag¢@o por 2 min a temperatura ambiente, a
amostra era centrifugadae a 12.000 g , 4° C. A fase aquosa era recolhida e eram adicionados
metade do volume inicial de isopropanol P.A. > 95% com posterior incubacgdo por 10 min. A
amostra era novamente centrifugada a 12.000 g ¢ 4° C por 10 min. Por fim, adicionava-se etanol
75 % e as amostras eram centrifugadas a 12.000 g e 4° C por 5 min. O precipitado resultante era
ressuspendido em agua deionizada.

A concentracdo e a pureza do RNA foram avaliadas com base na leitura
espectrofotométrica nos comprimentos de ondas de 230, 260 e 280 nm e um espectrofotdmetro
(UV-1800 UV-VIS Spectrophotometer, Shimadzu, Kyoto, Japao) e suas respectivas razdes. As
amostras foram precipitadas com acetato de sodio anidro 3 mol/L e pH 5,2 (0,1 x volume da
amostra) e etanol (2,5 x volume da amostra), incubadas a 4° C por 30 min e centrifugadas a
10.000 g, 4° C por 30 min. O precipitado obtido foi lavado em etanol 75 % e novamente
centrifugado a 10.000g, 4° C e por 5 min. Ap0s solubilizagdo em agua ultrapura o material foi
estocado a -80° C. A integridade estrutural da fita simples de RNA foi avalaida por eletroforese
em gel de agarose a 1 % (BioAgency, Sao Paulo, SP, Brasil) e tampao de corrida TAE 1x (tris
- Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil; acido boérico - Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil, EDTA -
Sigma, Saint Louis, MO, EUA). O gel foi corado com GelGreenTM (Biotium Inc., Hayward,
CA, EUA). A analise foi feita de forma qualitativa utilizando-se o software do sistema de

fotodocumentacdo L — Pix HE Image (Loccus Biotecnologia, SP, Brasil). Toda a vidraria
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utilizada era deixada tratada por, no minimo, 6 horas com dietil pirocarbonato (DEPC) para
inibicdo de RNAse.

A fita de DNA complementar foi sintetizada usando-se o kit comercial Applied
Biosystems com RNase Inhibitor. As amostras de RNA eram adicionadas do mix proposto pelo
fabricante (dgua deionizada, tampao, primers randomicos, dNTP mix 100 mM, inibidor de
RNAses e Transcriptase reversa (MultiScribeTM Reverse Transcriptase). Posteriormente, a
transcrigao reversa foi realizada em termociclador (Esco, Swift Maxi, Hatboro, PA, EUA) utilizando
os seguintes pardmetros: 10 minutos a 25° C, 120 min a 37° C, cinco minutos a 85° C e
armazenamento a 4° C por até, no maximo, 12 horas. O ¢cDNA sintetizado era armazenado a —
20° C e uma aliquota destas amostras foi submetida a reagdo da polimerase em cadeia em tempo

real (QPCR) para verificar auséncia de contaminagdo por DNA gendmico.

5.10 Determinac¢ao de transcritos relacionados ao metabolismo de carboidratos

As concentragdes de mRNA da proteina quinase dependente de AMP subunidade
catalitica alfa 1 (AMPK — Pkraal), proteina quinase dependente de AMP subunidade catalitica
alfa 2 (AMPK — Pkraa2), transportador de glicose 2 (GLUT?2 - Slc2a2), transportador de glicose
responsivo a insulina (GLUT4 -Slc2a4), co-transportador de sodio e glicose 1 (SGLT1 —
Slc5al), fosfoenolpiruvato carboxiquinase 1 (PEPCK — Pckl), B-actina (Actb) e gliceraldeido-
3-fosfato desifrogenase (GAPDH — Gapdh) foram mensurados utilizando sistema de
amplificacdo por meio da reagdo em cadeia da polimerase em em tempo real (QPCR; StepOne
Plus Real Time PCR System, Applied Biosystems, Cingapura).

Para cada amostra, utilizou-se 2 uL. de cDNA que corresponderia a 0,02 pg de RNA
total e 5 uL de Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA),
além de 0,2 umol/L do primer respectivo a cada gene. A tabela a seguir mostra os respectivos

primers utilizados no trabalho.
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Tabela 04. Sequéncia de primers utilizados com os respectivos niimeros de acesso no
GenBank.

Gene Sequéncias (5’- 3°) Numero de acessso
(GenBank)
Actp GTCGTACCACTGGCATTGTG NM 031144
(Actin B)
CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA
Scl2a2 AAAGCCCCAGATACCTTTACCT NM 012879
(GLUT2)

TGCCCCTTAGTCTTTTCAAGC

Prkaal GAAGTCAAAGCCGACCCAAT NM_019142
(AMPK-al)
AGGGTTCTTCCTTCGCACAC
Prkaa2 ATGATGAGGTGGTGGAGCAG NM_023991
(AMPK-a2)
GTGAATGGTTCTCGGCTGTG
Slcsal GAAGGGTGCATCGGAGAAG NM_013033.2
(SGLT1)
CAATCAGCACGAGGATGAAC
Pckl ATACGGTGGGAACTCACTGC NM_198780
(PEPCK)
AGTTATGCCCAGGATCAGCA
Gapdh TGCCCCCATGTTTGTGATG
APDH
G ) NW 0476961

GCTGACAATCTTGAGGGAGTTGT

Slc2ad CGAGTCACTCGCTGCTGA NM_012751.1
(GLUT4)

TTGCGATGCCTGAGTCTTCTT

A amplificagdo foi baseada em um protocolo de 40 ciclos com as seguintes
caracteristicas: desnaturagio: 95° C por 20 segundos; hibridagio: 95° C por 3 segundos e 60°C
por 30 segundos. Além disso, foi estabelecida uma curva de dissociagdo com os seguintes
tempos e temperaturas: 95°C por 15 segundos, 60°C por 60 segundos, 95°C por 15 segundos e
60°C por 15 segundos. Todas as reagdes foram feitas em triplicata e a especificidade de cada

produto amplificado foi verificada a partir da curva de dissociagdo (Melting curve).
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Para determinagdo da eficiéncia das reagdes, curvas-padrao de cada gene de interesse
foram construidas utilizando o valor do ciclo de amplificacdo (Cr) versus log da concentragao
de cDNA e a eficiéncia foi determinada a partir do valor do coeficiente angular da reta, através

da equag@o mostrada a seguir.
E (%) — (10 -l/il’lClil’laQﬁO _ 1) X 100

Onde, E corresponde a eficiéncia da reac¢do e a inclinacdo corresponde ao valor do
coeficiente angular da reta. A eficiéncia do qPCR foi considerada valida quando entre 90 e

110%.

Outra curva foi construida utilizando-se os valores de ACt (Cr gene de interesse = CT gene
constitutivo) Versus o log das diluicdes de cDNA em unidades arbitrarias, para cada gene de
interesse. Foram consideradas validas as curvas com valor de coeficiente angular da reta menor
ou igual a 0,1. A validagdo foi realizada segundo o tutorial “Guide to Performing Relative
Quantitation of Gene Expression Using Real-Time Quantitative PCR” (Part #: 4371095 Rev B,

Applied Byosistems).

A expressdo génica foi estabelecida de acordo com Livak e Schmittgen, 2001 por meio
do método de 2-AACT. Os valores obtidos foram expressos em relagdo ao gene constitutivo —

a Actb ou a Gapdh.

5.11 Mensuracao da atividade enzimatica — metabolismo de carboidratos

5.11.1 a-glicosidase intestinal

A atividade de a-glicosidase foi mensurada de acordo com o método proposto por Gopal
et al. 2017 com algumas modificagdes. O intestino foi homogeneizado em solugdo salina 0,9%
1:9 (p/v) utilizando homogeneizador vidro-vidro. A atividade enzimatica foi medida em um
meio contendo tampao fosfato de sodio SOmM (pH 6,8) e 4-nitrofenil a-D-glucopiranosideo
3mM e monitorada a 400 nm por 40 min a 37 °C. A atividade de a-glicosidase foi detectada
pela formacdo de p-nitrofenol a partir do substrato adicionado. A atividade enzimatica foi

expressa como nmol p-nitrofenol/min/mg de proteina.
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5.11.2 Glicoquinase hepatica e hexokinase muscular

As atividades de glicoquinase e hexoquinase foram mensuradas de acordo com MOSA
et al.,, 2015, além de alguma modificacdes. O tecido hepatico e muscular congelado era
homogeneizado a 4°C em um tampao (pH 7.5) de 30 mM KF, 4 mM EDTA, 15mM 2-
mercaptoetanol e 250 mM de sacarose em uma propor¢ao 1:5 (p/v). Em seguida, os
homogenatos eram centrifugados a 1000 g, 4°C e 10 minutos. Vinte e cinco microlitros do
sobrenadante eram usados para determinar atividade de GK e HK em um volume final de reacao
de 500 pL, contendo 50 puL tampao fosfato de potassio (100 mM, pH 7.4, 2 mM EDTA), 100
mM MgCl,, 5 or 100 mM glicose, 15 mM ATP, 10 mM NADP", a reacdo era iniciada com a
adi¢do de 5 unidades de glicose-6-fosfato desidrogenase e incubada por 30 segundos em
temperatura ambiente. A reacdo foi monitorada a 340 nm por trés minutos em intervalos de 10
segundos em um espectrofotdometro Shimadzu — TCC 240. A atividade de glicoquinase foi
estimada calculando a diferenga entre formagao de NADPH na presenca de 5 ou 100 mM de
glicose. O contetido de proteina total foi determinado de acordo com HARTREE, 1972. Os

resultados foram expressos em nmol de NADPH/min/mg de proteina.

5.11.3 Glicose-6-Fosfatase

A atividade de glicose-6-fosfatase no figado foi medida espectrofotometricamente a 840
nm pela formacao do complexo molibitado fésforo, como descrito por BAGINSKI et al (1974).
O tecido hepatico foi homogeneizado a 4° C em tampao contendo 50 mM HEPES, 100 mM
KCl, 2,5 mM dithiothreitol, 1 mM EDTA e 5 mM MgCl, utilizando homogeneizador elétrico
em uma propor¢do de lg de tecido para 10 mL de solu¢do tampao. O homogeneizado foi
centrifugado a 11.000g, 4° C por 10 min. O sobrenadante obtido era submetido a uma segunda
centrifugacdo, a 105.000g, 4° C por 60 min. O precipitado era diluido em solugdo de
sacarose/EDTA (0,25 M/ImM) na propor¢ao 2:1 (peso do tecido homogeneizado/ volume
solvente). A solucdo obtida era entdo utilizada para determinar a atividade de G6pase. A fracao
microssomal era diluida cinco vezes e 50 pL dessa dilui¢do eram utilizados juntos a 50 pL
tampao de homogeneizagdo, 50 uL of 100 mM glicose-6-fosfato, 50 L. 0.25M sacarose/ImM
EDTA, para um volume final de 200 pL. O meio reacional era incubado a 37°C por 10 minutos
e 1 mL da solugdo acido ascorbico e acido tricloroacético 2%/10% (p/v) era usado para
interromper a rea¢do. A mistura era centrifugada a 3.000 g por 3 min e adicionava-se entao 50

pL of 1% (p/v) molibidato de amdnia e 100 pL de 2%/2% (p/v) arsenito/citrato em uma placa
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de 96 pocos. A reacdo era entdo incubada a temperatura ambiente durante 15 min e a leitura da
abosrbancia era feita a 840 nm. Uma solug@o padrdo de 1,5 mM de fosfato foi submetida aos
mesmos procedimentos e os resultados foram expressos em nmol de Pi/ min/mg de proteina. O

contetdo total de proteinas do homogenato foi determinado de acordo com Hartree (1972).

5.11.4 Fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK)

A atividade de PEPCK no figado foi realizada de acordo com HAYANGA et al (2016).
O figado foi homogeneizado a 4°C em solucao tampao contendo 50 mM HEPES, 100 mM KCI,
2,5 mM ditiotreitol, 1 mM EDTA e 5 mM MgCl, na propor¢do 1:10 de tecido para solugdo
tamponante (p/v). Apds homogeneizagdo, uma centrifugagdo a 11,000 g, 4°C por 30 minutos
foi realizada e o sobrenadante era transferido para outro tubo e novamente centrifugado
(105,000 g, 4°C e 60 min). 50 uL do sobrenadante eram utilizados para mensuragao da atividade
enzimatica realizada em um volume final de 500 pL, contendo 50 mM HEPES/KOH, 1 mM
MgCl,, 10 mM IDP, 1 mM ditiotreitol, 0,25 mM NADH, 2 mM fosfoenolpiruvato, 50 mM
Na,COj e 10 U/ml of malato desidrogenase. A taxa de oxidagdo de NADH foi calculada usando
o coeficiente de extingdo molar (6.22 mM/cm) em um leitor de placas (SpectraMax M3 Multi-
Mode Microplate Reader, Molecular devices, Sunnyvale, California, USA). Uma unidade de
enzima foi estabelecida como a quantidade de enzima necessdria para oxidar 1 nmol de

NADH/min/mg de proteina.

5.11.5 Fosfofrutoquinase (PFK-1)

A atividade da enzima fosfofrutoquinase foi mensurada de acordo com Coelho et al
2007. O tecido congelado era homogeneizado a 4°C em um tampao (pH 7.5) de 30 mM KF, 4
mM EDTA, 15mM 2-mercaptoetanol e 250 mM de sacarose em uma proporcao 1:5 (p/v). O
homogenato era centrifugado a 1000 g, 4°C e 10 minutos. Seis microlitros do sobrenadante
eram usados para determinar a atividade de PFK-1 em um volume de 300 puL contendo 50 mM
Tris HCI pH 7.4, 5 mM MgCI2, 5 mM (NH4)2S04, 1 mM frutose-6-fosfato, 1 mM ATP, 0,5
mM NADH, 2 U/mL aldolase, 2 U/mL triose fosfato isomerase e 2 U/mL alfa-glicerofosfato
desidrogenase. Apds uma incuba¢do em temperatura ambiente por 25 minutos a absorbancia da
reacdo foi monitorada a 340 nm por 20 minutos em um leitor de placas (SpectraMax M3 Multi-
Mode Microplate Reader, Molecular devices, Sunnyvale, California, USA). O resultado foi

expresso em miligramas de NADH oxidado/min.
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5.12 Proteinas totais nas amostras
A determinagdo do conteudo de proteinas totais nod homogeneizados de tecido foi

realizado segundo método de Lowry modificado por Hartree, 1972.

5.13 Analise estatistica

O teste Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliacdo da normalidade. Para comparacao
entre os grupos utilizadou-se o teste de comparagdes multiplas (ANOVA) com correcdo de
Bonferroni. O software SPSS (versdo 17.0, SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) foi utilizado para
essas andlises. O nivel de significancia estabelecido foi de p < 0,05. Os dados foram expressos

como média + desvio padrao.
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CAPITULO 2

Artigo Original

Tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.) may enhance hepatic glucose response by
suppressing gluconeogenesis and upregulating Slc2a2 glucose uptake via AMPK
pathway
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Running title: Tucum-do-cerrado may enhance hepatic glucose response
ABSTRACT

Dietary phytochemicals may improve glucose metabolism while iron excess seems to be associated to
impaired glucose homeostasis and insulin responses. This study investigated the effect of tucum-do-
cerrado (Bactris setosa Mart.) consumption on the carbohydrate metabolism and redox response in rats
supplemented or not with dietary iron. Male wistar rats were treated with one of the following diets: CT:
control diet (AIN-93@G); +Fe: iron-enriched diet; Tuc: control diet + 15% tucum-do-cerrado or Tuc+Fe:
iron-enriched diet + 15% tucum-do-cerrado. Iron supplementation increased muscle lipid and protein
oxidation, hepatic glucokinase (GK) and phosphofrutokinase 1 (PFK1) activities and decreased hepatic
glucose-6-phosphatase (G6Pase), intestinal Scl2a2 and muscle Slc2a4 and Prkaa2a mRNA levels
compared to CT group. Tucum-do-cerrado consumption (Tuc) increased hepatic Slc2a2, Prkaala,
Prkaa2a and intestinal Slc5al mRNA levels, also decreased hepatic G6Pase activity, muscle Slc2a4 and
Prkaa2a in relation to CT group. The association of tucum-do-cerrado with iron-enriched diet increased
hepatic Prkaal and Pck1 compared to the CT and +Fe groups, intestinal Slc2a2 mRNA levels compared
to the +Fe group, while decreased hepatic G6Pase activity in relation to the CT, +Fe and Tuc+Fe groups
and muscle Slc2a4 and Prkaa2a compared to CT group. These results suggest that tucum-do-cerrado
consumption might induce Prkaala and Prkaa2a expression, which may inhibit gluconeogenic rate
limiting enzyme, G6Pase, and upregulates GLUT2 hepatic glucose uptake. In addition, moderate iron
supplementation improves intracellular hepatic glucose response, stimulating the glycolytic rate limiting
enzymes GK and PFK1 while inhibiting gluconeogenic enzyme G6Pase.

Keywords: tucum-do-cerrado, phytochemicals, iron, gluconeogenesis, glycolysis, Prkaa
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6.1 INTRODUCTION

Type 2 diabetes mellitus (T2D) is characterized by insulin resistance and diminished
insulin secretion, resulting in the dysregulation of glucose homeostasis and, consequently,
higher fasting and postprandial glucose levels. Blood and tissue glucose homeostasis are
maintained by glucose absorption, peripheral tissue glucose uptake and hepatic endogenous
synthesis of glucose [1].

Intestinal glucose absorption is mediated by the sodium-dependent glucose transporter
(SGLT1) and glucose transporter 2 (GLUT2) [2] and influenced by the efficiency of
carbohydrate digestion catalyzed by a-amylase and intestinal a-glucosidase. Muscle and
adipose tissue glucose uptake is increased by insulin, which promotes glucose transporter 4
(GLUT4) expression and subsequent translocation to the plasma membrane, increasing
glycogen synthesis. In the liver, insulin inhibits glucose synthesis (gluconeogenesis) and
glycogen breakdown (glycogenolysis) [1], by inhibiting the transcription of some genes that
encode gluconeogenic enzymes such as phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPCK), glucose-
6-phosphatase  (G6Pase), fructose-1,6-bisphosphatase (FBPase), and increasing the
transcription of the glycolytic enzymes glucokinase (GK) and pyruvate kinase (PK) [1].

Epidemiological studies suggest that high iron levels are associated with a higher risk
of T2D [3-6]. Iron loosely bound to low molecular weight compounds is associated with a
higher production of reactive oxygen species (ROS), which are related to inflammation and
oxidative damage to biomolecules ["*] and, consequently, to chronic disease development.
Tissue iron excess has been shown to increase ROS generation and mitochondrial dysfunction
that results in stimulated gluconeogenesis via upregulation of PEPCK expression [10]. The 5°
AMP-activated protein kinase (AMPK) plays a key role in the maintenance of energy
homeostasis. As an energy sensor, AMPK is activated when the AMP or ADP to ATP ratio
increases, leading to GLUT4 translocation to the plasma membrane and increased glucose
uptake by muscle and adipose tissue [11]. Some studies suggest that iron levels modulate
AMPK activity; a high iron diet stimulated AMP-activated protein kinase activity in liver and
muscle, increasing glucose uptake and inhibiting hepatic gluconeogenesis [12], while Merrill
et al. (2012) [13] showed a significant increase in AMPKal activity and a reduction in
AMPKoa?2 subunit protein with chronic iron deficiency.

Dietary phytochemical compounds may modulate the redox response [14], iron
metabolism [15,16] and carbohydrate metabolism [17,18]. Polyphenols appear to improve

insulin sensitivity and glucose metabolism by decreasing intestinal glucose absorption through
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the inhibition of a-glucosidase activity [19,20] and SLGT1 and GLUT2 glucose transport [18],
while enhancing GLUT4 glucose uptake through the AMPK signaling pathway [21-24].

Tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.), a Brazilian savanna fruit, is a rich source
of different classes of polyphenols, mostly in the peel [25]. Along with its high in vitro and in
vivo antioxidant capacity [25,26], tucum-do-cerrado also inhibits hepatic hepcidin expression
and consequently modulates iron homeostasis [26]. Therefore, we hypothesized that the dietary
consumption of tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.) could enhance the antioxidant
capacity of tissues, modulate iron metabolism in iron supplemented rats and modulate
carbohydrate metabolism ameliorating glucose metabolism.

To investigate this hypothesis, we evaluated the redox response as determined by
antioxidant enzymatic activity and oxidative damage to protein and lipid in muscle. Glucose
homeostasis was evaluated via fasting serum glycemia and insulin; glycogen concentration in
liver and muscle; hepatic glucokinase (GK), phosphofructokinase 1 (PFK1), glucose-6-
phosphatase (G6Pase) and phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) and muscle
hexokinase (HK) and PFKI1 specific activity. Carbohydrate absorption was quantified via
SGLT]1 (Slc5al) and GLUT?2 (Slc2a2) mRNA levels in the intestine; tissue glucose uptake by
GLUT4 (Slc2a4) in the muscle and GLUT2 (Slc2a2) mRNA levels in the liver; and energy
homeostasis by protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha 1 and 2 (Prkaal and

Prkaa2) mRNA levels in the liver and muscle.

6.2 METHODS
6.2.1 Fruit collection

Tucum-do-cerrado fruits (Bactris setosa Mart.) were gathered during the end of the
summer, in the tucum-do-cerrado’s ripening period in Terezopolis de Goias, 16°28'15.4"S and
49°03'44.1"W, Goids, Brazil. A voucher specimen was deposited in the UB Herbarium of the
University of Brasilia, Brazil and identified with the ID number 124364. The collection process
was allowed by the Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) /Ministério do Meio Ambiente (authorization number 9/2012, IBAMA/MMA). The
tucum-do-cerrado fruits were washed with distilled water, the pulp and peel separated from the
seeds, homogenized in a blender and subsequently added to the rat’s diet. The diet preparation

was performed as described in our previous study [27].

6.2.2 Experimental protocol
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Twenty-four male Wistar rats (25 days-old, 75.0 + 6.6 g, Granja GR, Sao Paulo, Brazil)
were housed individually in stainless-steel cages at ambient room temperature (23 = 2 °C) under
a 12 h light cycle. Diets were offered during the dark cycle with free access to water. Rats were
acclimated until they reached adulthood (eight weeks, 248.9 + 18.6 g) and then randomly
allocated into one of the four experimental groups. The control group received a standard AIN-
93G diet containing 35 mg of iron per kg of food [28]; the iron supplemented group (+Fe)
received the AIN-93G diet supplemented with 350 mg of iron per kg of food; the tucum-do-
cerrado group (Tuc) was fed with the standard diet plus 150 g of the fruit’s pulp and peel per
kg of food; and the tucum-do-cerrado plus iron supplementation (Tuc+Fe) group received the
control diet added with 150 g of tucum-do-cerrado peel and pulp/kg of food and 350 mg of
iron/kg of food). The animals were weighed once a week and food intake was recorded daily.
Rats were euthanized after 12 weeks of treatment by cardiac puncture after an isoflurane 3%
anesthesia. Blood was collected into two tubes with and without 7.0% EDTA. The liver,
intestine and biceps femoris muscle were removed by a trained technician, washed in saline and
quickly frozen in liquid nitrogen. Samples were stored at -80°C for further analysis. The
experimental protocol and the animal procedures were approved by The Animal Care and Use

Committee of the University of Brasilia (UnBDoc 20855/2014).

6.2.3 Food and energy efficiency ratios

The energy efficiency ratio was calculated as body weight gain (g) divided by energy
intake (kJ) throughout the feeding period [29]. Food efficiency was determined as the ratio
between body weight gain (g) and food intake (g) and expressed in percentage of total food

intake.

6.2.4 Oxidative damage markers

Carbonylated protein levels were assessed in muscle as described by Richert et al.
(2002) [30]. Carbonyl content was determined spectrophotometrically at 376 nm using a
Shimadzu — TCC 240A spectrophotometer and expressed as nmol carbonyl/mg of total protein
using the molar extinction coefficient of 22,000 mM/cm. Lipid peroxidation in muscle was
determined by high performance liquid chromatography as described by CANDAN and
TUZMEN (2008) [31]. Malondialdehyde concentration was expressed in nmol
malondialdehyde (MDA)/mg total protein.

6.2.5 Antioxidant enzymatic activity in muscle

63



The activities of catalase (CAT, EC 1.11.1.6), glutathione peroxidase (GPx, EC
1.11.1.9), glutathione reductase (GR, EC 1.6.4.2), and glutathione-S-transferase (GST, EC
2.5.1.18) were measured as described previously by our group [32]. Superoxide dismutase
activity (SOD, EC 1.15.1.1) was determined using the protocol of Sun et al. (1988) [33] and
adapted by MCCORD (2001) [34]. All results were expressed in units of the enzyme/mg of

total protein.

6.2.6 Liver and muscle glycogen

Tissue glycogen concentration was determined as described by Lo et al. (1970) [35].
Tissues were digested in a 30% KOH solution saturated with Na,SO4(1:10 w/v) in a water bath
at 98°C for 30 min. After cooling, a 95% ethanol solution (3,5x homogenate volume) was added
and samples were boiled for 5 min and centrifuged at 840 g for 5 min at 4°C). The glycogen
precipitates were resuspendeds in 400 pL of distilled water, 400 puL of 5% phenol solution and
2000 puL of 98% sulfuric acid solution were added to each sample. The samples were then
incubated at 98°C in a water bath during 20 min. The absorbance was measured at 490 nm
(spectrophotometer Libra, Biochrom, Cambrige, England). A standard curve was performed
using standard glucose solutions in a concentration range of 0 - 100 mg/mL and glycogen

concentration was expressed in mg of glycogen/mg of tissue [35].

6.2.7 Glycemia and insulin

Fasting blood glucose concentration was determined from a blood sample obtained from
the caudal vein by colorimetric measurement (Accu-chek, Roche, Indianapolis, USA). Fasting
insulin concentration was determined using a commercially available enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kit, according to the manufacturer’s assay protocol (Millipore

Corporation, Missouri, USA).

6.2.8 mRNA extraction and transcripts levels

TRIzol reagent™ (Invitrogen Inc., Burlington, ON, Canada) was used to perform RNA
extraction as described previously [36]. A high-capacity cDNA reverse transcription kit with
RNase inhibitor (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) was used to synthesize
complementary DNA (cDNA). The transcription levels of glucose transporter 2 (Slc2a2),
sodium-dependent glucose co-transporter 1 (Slc5al), protein kinase AMP-activated catalytic

subunit alpha 1 (Prkaal), protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha 2 (Prkaa2),
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phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 (Pckl), insulin responsive glucose transporter
(Slc2a4/Glut4) were determined using real-time polymerase chain reaction (StepOne Real-
Time PCR System, Applied Biosystems, Singapore). The mRNA levels of Slc2a2 and Slc5al
were determined in the intestine, mRNA levels of Prkaal and Prkaa2 in the liver and muscle,
and mRNA levels of Slc2a2, Slc2a4 and Pckl1 in the liver. A qRT-PCR reaction was assemble
using Fast SYBR Green Master Mix 2x reagent, 2.0 uL of cDNA and 0.2 pmol/L of each primer,
in a final volume of 10 pL. The forward (FP) and reverse primers (RP) used for real time PCR
reactions are shown in table 01. Each amplicom’s specificity was evaluated by its melting
curve’s analysis. The comparative Cr method was used to quantify the abundance of target gene
mRNA, and the results are presented as 2 *““; [37] All samples were assayed in triplicate and
were normalized to the housekeeping gene B-actin (Actb) or glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (Gapdh).

Table 01. Primers sequences used for amplification of Slc2a2, Prkaal, Prkaa2, Slc5al, Pckl and Slc2a4

by real-time PCR assays and the GenBank accession numbers.

GENE Primers sequences (5°- 3") GenBank accession number
Actp GTCGTACCACTGGCATTGTG NM_031144
(Actin f3)
CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA
Scl2a2 AAAGCCCCAGATACCTTTACCT NM_012879
(GLUT2)
TGCCCCTTAGTCTTTTCAAGC
Prkaal GAAGTCAAAGCCGACCCAAT NM_019142
(AMPK-al)
AGGGTTCTTCCTTCGCACAC
Prkaa2 ATGATGAGGTGGTGGAGCAG NM_023991
(AMPK-a2)
GTGAATGGTTCTCGGCTGTG
Slc5al GAAGGGTGCATCGGAGAAG NM_013033.2
(SGLT1)
CAATCAGCACGAGGATGAAC
Pck1 ATACGGTGGGAACTCACTGC NM_198780
(PEPCK)
AGTTATGCCCAGGATCAGCA
Gapdh TGCCCCCATGTTTGTGATG
(GAPDH) GCTGACAATCTTGAGGGAGTTGT NW_0476561
Sic2a4 CGAGTCACTCGCTGCTGA NM_012751.1
(GLUT4)

TTGCGATGCCTGAGTCTTCTT
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6.2.9 Carbohydrate-metabolism related enzymatic activity

Intestinal a-glucosidase (GLY, EC 3.2.1.48) activity was measured as performed by
Gopal et al. (2017) [38] with minor modifications. Intestinal homogenate was prepared freshly
in a 0.9% saline with a glass homogenizer. Enzymatic activity was assayed in a sodium
phosphate buffer (50 mM, pH 6.8). The a-glucosidase activity was measured in a
spectrophotometer (SpectraMax M3 Multi-Mode Microplate Reader, Molecular devices,
Sunnyvale, California, USA) at 400 nm by the formation of p-nitrophenol from 4-nitrophenyl
[-D-glucopyranoside (3 mM) during a 40-min reaction at 37 °C. The results were expressed as
nmol of p-nitrophenol/min/mg of protein.

Glucokinase (GK, EC 2.7.1.2) and hexokinase (HK, EC 2.7.1.1) activity were
determined as described by Mosa et al. (2015) [39], with some modifications. Briefly, frozen
liver and muscle tissues were homogenized at 4°C in a 30 mM KF, 4 mM EDTA, 15mM 2-
mercaptoethanol and 250mM sucrose buffer solution (pH 7.5), in a proportion of 1:5 (w/v).

After, the homogenates were centrifuged at 1,000g at 4°C for 10 min. Twenty-five
microliters of supernatant were used to determine GK and HK activity in a final reaction volume
of 500 pL, containing 50 u L phosphate buffer (100 mM, pH 7.4,2 mM EDTA), 100 mM MgClL,
5 or 100 mM glucose, 15 mM ATP, 10 mM NADP-, the reaction was initiated by addition of 5
units of glucose-6-phosphate dehydrogenase and incubated for 30 s at room temperature. The
reaction was monitored at 340 nm for 3 min at 10 s interval (Spectrophotometer, Shimadzu —
TCC 240A). Hexokinase enzyme activity was taken as the amount of NADPH formed in the
presence of 5 mM of glucose. Glucokinase activity was estimated calculating the difference
between the formation of NADPH in the presence of 100 and 5 mM of glucose. Total protein
content in each homogenate was determined using the HARTREE (1972) method [40]. The
results were expressed as nmol of NADPH/min/mg of protein.

Glucose-6-phosphatase ~ (G6Pase) activity in the liver was measured
spectrophotometrically (SpectraMax M3 Multi-Mode Microplate Reader, Molecular devices,
Sunnyvale, California, USA) at 840 nm by the formation of molybdate — phosphorus complex,
as described by Baginski et al. (1974) [41] with modifications. Liver was homogenized at 4°C
in a 50 mM HEPES, 100 mM KCl, 2.5 mM dithiothreitol, | mM EDTA and 5 mM MgCl, buffer
solution using an electric homogenizer, in a proportion of 1:10 (w/v). After centrifugation at
11,000g at 4°C for 10 min the supernatant was transferred to another tube and centrifuged at

105,000g at 4°C for 60 min. The pellet was dissolved in a solution of sucrose/EDTA (0.25
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M/ImM) in a proportion of 2:1 (weight of homogenized tissue/volume of sucrose/EDTA) and
used to determine G6Pase activity. The microsomal fraction was then diluted 5x and 50 pLL was
used to determine G6Pase activity in a final reaction volume of 200 uL, containing 50 uL
homogenization buffer, 50 yL of 100 mM glucose-6-phosphate, 50 xL 0.25 M sucrose/1 mM
EDTA. The reaction mixture was incubated at 37 °C / 10 min and 1 mL of ascorbic
acid/trichloroacetic acid 2%/10% (w/v) was added to stop the reaction. The mixture was
centrifuged at 3,000g for 3 min and 100 uL of supernatant, 50 uL of 1% (w/v) ammonium
molybdate and 100 uL of 2%/2% (w/v) arsenite/citrate were added to a 96 well plate. The
reaction was incubated at room temperature for 15 min and the absorbance read at 840 nm. A
1.5 mM phosphate standard solution was submitted to the same procedures described above
and a negative control reaction was performed adding the sample after the ascorbic
acid/trichloroacetic solution. Total protein content in each homogenate was determined using
the HARTREE (1972) method [40]. The results were expressed as nmol of Pi/min/mg of
protein.

Hepatic phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) was determined as described by
Hayanga et al. (2016) [42]. Liver was homogenized at 4°C in a 50 mM HEPES, 100 mM KCl,
2,5 mM dithiothreitol, 1 mM EDTA and 5 mM MgCl, buffer solution using an electric
homogenizer, in a proportion of 1:10 (w/v). After centrifugation at 11,000g, at 4°C for 30 min
the supernatant was transferred to another tube and centrifuged at 105,000g, at 4°C for 60 min.
The cytosolic fraction (supernatant) was used to measure the enzyme activity, in a final reaction
volume of 300 uL, containing 50 mM HEPES/KOH, 1 mM MgCl,, 10 mM IDP, 1 mM
dithiothreitol, 0.25 mM NADH, 2 mM phosphoenolpyruvate, 50 mM Na.CO, and 10U/ml of
malate dehydrogenase. The absorbance of the reaction was monitored at 340 nm for 3 min
(SpectraMax M3 Multi-Mode Microplate Reader, Molecular devices, Sunnyvale, California,
USA). The rate of NADH oxidation was calculated using a molar extinction coefficient of 6.22
mM/cm. One unit of NADH oxidized was the amount of enzyme required to oxidize 1 nmol of
NADH/min/mg of protein.

Enzymatic activity of phosphofructokinase-1 (PFK1) activity was quantified as
described by Coelho et al. (2007) [43] with modifications. Briefly, frozen liver and muscle
tissues were homogenized at 4°C in a 30 mM KF,4 mM EDTA, 15mM 2-mercaptoethanol and
250mM sucrosebuffer solution (pH 7.5), in a proportion of 1:5 (w/v). After, the homogenates
were centrifuged at 1,000g at 4°C for 10 min. Thereafter, 6 uL of the supernatant was used to

determine PFK1 activity in a final reaction volume of 300 xL, containing 50 mM Tris HCI pH
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74,5 mM MgCl,, 5 mM (NH.).SO., 1 mM fructose-6-phosphate, 1 mM ATP, 0,5 mM NADH,
2 U/mL aldolase, 2 U/mL triose phosphate isomerase and 2 U/mL alpha-glycerophosphate
dehydrogenase. After the incubation at room temperature for 25 min, the absorbance of the
reaction was monitored at 340 nm for 20 min (SpectraMax M3 Multi-Mode Microplate Reader,
Molecular devices, Sunnyvale, California, USA). The results were expressed as the oxidation

of NADH per milligram of protein / min.

6.2.10 Statistical analysis

Comparisons among Control group (CT) versus iron supplemented (+Fe), tucum-do-
cerrado (Tuc) and tucum-do-cerrado + iron supplemented (Tuc + Fe) groups, and between +Fe
versus Tuc + Fe groups were tested using One-Way ANOV A with Bonferroni correction using
SPSS version 17 software (SPSS Inc., Chicago, USA). The level of statistical significance was

set at p < 0.05. All values are expressed as the mean + standard deviation (SD).

6.3 RESULTS

Final body weight, food intake, daily energy intake, food and energy efficiency ratio
After 12 weeks of treatment, no differences in final body weight, food intake, daily

energy intake, food and energy efficiency ratio were shown between any groups (table 02).

Table 02. Effect of tucum-do-cerrado and iron supplementation in final body weight, food intake, daily

energy intake, food efficiency ratio and energy efficiency ratio after 12-week treatment.

CT +Fe Tuc Tuc+Fe
Final body weight (g) 471.0+41.6 479.1 £40.2 436.3 £39.6 4452 £ 55.1
Body weight gain (g) 218.7+£29.2 2238 £26.8 1953 +314 1972 £39.8
Food intake (g/day) 194+13 204 +£0.5 18.7+09 202+1.8
Daily energy intake (kcal/day) 69.1 £4.6 727+1.9 668 +£3.2 699 +82
Food efficiency ratio (%) 13.7+1.1 13.6x1.2 127+1.6 122+14

Energy efficiency ratio (g/Kcal)  0.039 + 0.003 0.038 £0.003  0.036 +0.004 0.034 + 0.004

CT = Control diet; +Fe = Iron supplemented diet; Tuc = tucum-do-cerrado supplemented diet;
Tuc+Fe = Iron and tucum-do-cerrado supplemented diet. Data correspond to average + standard
deviation (n = 6). * Statistical differences compared to CT group (p < 0.05).

Muscle oxidative damage
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After 12-weeks of treatment, iron-enriched (+Fe) diet increased muscle lipid
peroxidation compared to the control group (p = 0.011), while tucum-do-cerrado and its with
the iron-enriched diet did not alter muscle MDA levels compared to CT, +Fe or Tuc groups
(figure 01). Muscle carbonyl levels were higher in rats treated with iron-enriched diet (+Fe) in
relation to the control diet (p =0.003). The Tuc+Fe group showed higher muscle carbonyl levels
compared with the Tuc group (p = 0.010; figure 01).
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Figure O1: Lipid peroxidation and carbonyl content in the muscle of rats treated with control
diet (CT), iron-enriched diet (+Fe), tucum-do-cerrado diet (Tuc) and the association of tucum-
do-cerrado with iron-enriched diet (Tuc+Fe) for 12 weeks of treatment. Data correspond to
average =+ standard deviation (n = 6). * Statistical difference compared to CT group (p < 0.05).

$ Statistical difference compared to TUC group (p < 0.05). MDA: malondialdehyde. Carbonyl:

Carbonylated proteins.

Antioxidant enzymes specific activities

The activity of antioxidant enzymes in muscle are shown in table 03. Neither tucum-do-
cerrado consumption (Tuc), iron supplementation (+Fe) nor the association of tucum-do-
cerrado with the iron-enriched diet (Tuc+Fe) altered the specific activities of CAT, GPX, GR,
GST and SOD in muscle (all p > 0.05).

Table 03. Effect of tucum-do-cerrado consumption on the specific activity of antioxidant

enzymes in muscle of rats supplemented or not supplemented with iron for 12-weeks.

Enzyme CT +Fe Tuc Tuc+Fe
SOD 252+03 25105 31x1.1 25+0.8
CAT 2.1+0.6 21+0.6 21+0.6 27+0.8
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GST 76+09 6.8+1.7 71+£20 9119
GR 158+32 214+£58 13.8 4.7 213+£6.7
GPx 852 +285 114.6 +28.0 79.0 £19.1 85.6+194

CT = Control diet; +Fe = Iron supplemented diet; Tuc = tucum-do-cerrado supplemented diet;
Tuc+Fe = Iron and tucum-do-cerrado supplemented diet. CAT, catalase; GPx, glutathione
peroxidase; GR, glutathione reductase; GST, glutathione S transferase; SOD, superoxide

dismutase. Data correspond to average + standard deviation (n = 6).

Glycemia and insulin
No differences were shown in the levels of blood glycemia and serum insulin between

treatment groups (all p > 0.05) (Table 04).

Table 04. Effect of tucum-do-cerrado and/or iron supplementation in the glycemia, insulin and HOMA-

IR of rats treated for 12 weeks.

CT +Fe Tuc Tuc+Fe
Glycaemia (mg/dL) 1256 £ 12.2 1222 +£9.76 1138 £13.6 116 8 £ 139
Insulin (ng/mL) 1.09+0.2 236+1.7 123+04 059+00

CT = Control diet; +Fe = Iron supplemented diet; Tuc = tucum-do-cerrado supplemented diet; Tuc+Fe = Iron and

tucum-do-cerrado supplemented diet. Data correspond to average + standard deviation (n = 6).

Glycogen concentration in liver and muscle

Liver and muscle glycogen concentration are shown in figure 02. Although the iron-
enriched diet (+Fe) and tucum-do-cerrado consumption (Tuc) did not change glycogen
concentration in the liver, the association of tucum-do-cerrado with iron-enriched diet (Tuc+Fe)
promoted a marginal decrease in hepatic glycogen concentration in relation to the control group
(p = 0.054) and a significant decrease compared to the Tuc group (p = 0.003). There were no

differences between any treatment in muscle glycogen concentration.
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Figure 02: Muscle and liver glycogen concentration in rats treated with control diet (CT), iron-
enriched diet (+Fe), tucum-do-cerrado diet (Tuc) and the association of tucum-do-cerrado with
iron-enriched diet (Tuc+Fe) for 12 weeks. Data correspond to average + standard deviation (n

= 6). $ Statistical difference compared to Tuc group (p < 0.05).

Carbohydrate-metabolism related markers in the intestine

The iron-enriched diet (+Fe) did not alter intestinal Slc5al mRNA levels, while tucum-
do-cerrrado consumption (Tuc) significantly increased intestinal Slc5al mRNA levels in
relation to CT (p = 0.004). No difference was observed in the Slc5al mRNA levels in the
intestine comparing Tuc+Fe group to the Tuc and +Fe groups. Iron supplementation (+Fe)
promoted a significant decrease in Slc2a2 mRNA levels in the intestine compared to the control
diet (p =0.049). Although tucum-do-cerrado consumption did not alter intestinal Slc2a2 mRNA
levels, the association of tucum-do-cerrado with iron-enriched diet increased Slc2a2 mRNA
levels in the intestine compared with +Fe diet (p = 0.010). No differences were shown in

intestinal a-glucosidase activity between any group (figure 03).

-
o

2,

*
-
o

2.0

1.0

1.5 1.0

1.0

=
o

0.5

Slc5a1 / B-actin mRNA

Slc2a2 / g-actin mRNA

a-Glucosidase Activity
(U/mg of protein)

0.5

0.0

S
°

0.0
CcT +Fe Tuc Tuc+Fe CcT +Fe Tuc Tuc+Fe CcT +Fe Tuc Tuc+Fe

Figure 03: Intestinal mRNA levels of Slc5al (SGLT1) and Slc2a2 (GLUT?2) and a-glucosidase
activity in rats treated with control diet (CT), iron-enriched diet (+Fe), tucum-do-cerrado diet
(Tuc) and association of tucum-do-cerrado with iron-enriched diet (Tuc+Fe), for 12 weeks.
Data correspond to average + standard deviation (n = 6). * Statistical difference compared to

CT group and # statistical difference compared to +Fe group (p < 0.05).

Carbohydrate-metabolism related markers in the liver

In the liver (figure 04), Tuc increased hepatic mRNA levels of Slc2a2 compared to CT
(p = 0.002). Although iron supplementation did not change hepatic mRNA levels of Slc2a2
compared to CT, Tuc+Fe marginally improved hepatic mRNA levels of Slc2a2 in relation to
+Fe diet (p =0.071).

71



2.0+ * 2.0~

<
£ 159 € 15
£ c
‘g 1.04 T .§ 1.0+
y &
N ]
S 0.54 < o0.54
2] [3)
73 o

0.0 0.0-

CT +Fe Tuc Tuc+Fe Tuc Tuc+Fe

2.5+ * 2.0~
3 3 *
Z 20 *#$ [
£ [ 1.5+
= £
5 1.5+ B8
P - T 1.0+
< 101 o
> [
£ o5 8
S -
o o

0.0~ 0.0+

CT +Fe Tuc Tuc+Fe CT +Fe Tuc Tuc+Fe

Figure 04: The mRNA levels of Slc2a2 (GLUT2), Prkaal (AMPK-al), Prkaa2 (AMPK-a2) and
Pck1 (Pepckl) in the liver of rats treated with control diet (CT), iron-enriched diet (+Fe), tucum-
do-cerrado diet (Tuc) and association of tucum-do-cerrado with iron-enriched diet (Tuc+Fe),
for 12 weeks. Data correspond to average + standard deviation (n = 6). * Statistical difference
compared to CT group, # compared to +Fe group and $ compared to Tuc group and (p < 0.05).
Although iron supplementation (+Fe) and tucum-do-cerrado consumption (Tuc) did not alter
mRNA levels of Pckl in the liver in relation to the control group (figure 4), the association of
tucum-do-cerrado with iron-enriched diet (Tuc+Fe) significantly increased hepatic Pckl
mRNA levels compared to control (p = 0.006) and +Fe (p = 0.001), and marginally increased
compared with the Tuc group (p = 0.089).

Regarding mRNA levels of the protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha 1
(Prkaal) and alpha 2 (Prkaa2) in the liver (figure 04), tucum-do-cerrado consumption (Tuc), as
well as its association with iron supplementation (Tuc+Fe), increased the Prkaal mRNA levels
in relation to control group (p < 0.001 and 0.016). The hepatic Prkaal mRNA levels of Tuc+Fe
group were higher than +Fe (p = 0.031) and lower than the Tuc group (p = 0.004). Iron
supplementation (+Fe group) did not alter Prkaal mRNA levels in relation to the control group.

Tucum-do-cerrado consumption (Tuc) increased the hepatic Prkaa2 mRNA levels in

relation to control diet (p = 0.009), while the association of tucum-do-cerrado with iron-
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enriched diet (Tuc+Fe) promoted a decrease in these levels compared to the tucum-do-cerrado
diet (Tuc; p = 0.048), but not with +Fe diet. Iron supplementation (+Fe) did not alter hepatic
Prkaa2 mRNA levels in relation to both control and Tuc+Fe diets (figure 04).

To investigate the modulation of glycolysis and gluconeogenic metabolic pathways by
tucum-do-cerrado and iron supplementation, the specific activity of some rate limiting enzymes
were evaluated (figure 05). Hepatic glucokinase (GK) and phosphofructokinase-1 (PFK1)
activities were significantly increased for +Fe compared to CT (p = 0.014 and 0.026,
respectively), but Tuc and Tuc+Fe did not alter hepatic GK and PFK1 activity compared to CT
(figure 05). GK and PFK1 hepatic activity in the Tuc+Fe was not different from +Fe and Tuc
groups. Iron supplementation (+Fe), tucum-do-cerrado consumption (Tuc) and the association
of both (Tuc+Fe) promoted a decrease in hepatic glucose-6-phosphatase (G6Pase) activity in
relation to CT group (p =0.037; 0.011 and < 0.001, respectively; figure 05). The Tuc+Fe group
also showed lower G6Pase activity in the liver compared to +Fe and Tuc groups (0.008 and
0.024, respectively). No differences were shown in hepatic phosphoenolpyruvate

carboxykinase (PEPCK) activity in any group.
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Figure 05: Glucokinase (GK), phosphofructokinase 1 (PFK1), Glucose-6-phosphatase
(G6Pase) and phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) specific activity in rats liver
treated with control diet (CT), tucum-do-cerrado diet (Tuc), iron-enriched diet (+Fe) and
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association of tucum-do-cerrado with iron-enriched diet (Tuc+Fe), for 12 weeks. Data
correspond to average + standard deviation (n = 6). * Statistical difference compared to CT

group (p < 0.05), # compared to +Fe group and $ compared to Tuc group (p < 0.05).
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Carbohydrate metabolism related markers in muscle

In muscle, all treatments decreased Slc2a4 mRNA levels (GLUT4) compared to CT (all
p < 0.0001; figure 06). No differences were observed in Prkaal mRNA levels. Prkaa2 muscle
mRNA levels were lower in +Fe, Tuc and Tuc+Fe compared to CT (p =0.002,0.024 and 0.001,

respectively).
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Figure 06: The mRNA levels of Slc2a4 (GLUT4), Prkaal (AMPK-al) and Prkaa2 (AMPK-a2)
in the muscle of rats treated with control diet (CT), iron-enriched diet (+Fe), tucum-do-cerrado
diet (Tuc) and association of tucum-do-cerrado with iron-enriched diet (Tuc+Fe), for 12 weeks.
Data correspond to average + standard deviation (n = 6). * Statistical difference compared to

CT group, # compared to +Fe group and $ compared to Tuc group (p < 0.05).

In relation to the glycolytic enzymes activities, no statistical differences were obtained
between groups for muscle hexokinase (HK) and phosphofructokinase (PFK1) activity (figure
07).
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Figure 07: Hexokinase (HK) and phosphofructokinase (PFK1) specific activity in muscle in
muscle of rats treated with control diet (CT), tucum-do-cerrado diet (Tuc), iron-enriched diet
(+Fe) and association of tucum-do-cerrado with iron-enriched diet (Tuc+Fe), for 12 weeks.

Data correspond to average + standard deviation (n = 6).
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6.4 DISCUSSION

Iron-excess is tightly associated to ROS generation, mitochondrial dysfunction and
major disturbance in carbohydrate metabolism [10,12]. As expected the consumption of iron-
enriched diet (+Fe; 350 mg/kg) promoted tissues and serum iron increment (Figure
Supplementary 1 and Table Supplementary 1), which results in an increase in oxidative damage

27D and to muscle

to hepatic proteins (data from other experiments conducted in these rats; :
protein and lipids compared with control.

Contrary to some studies [44,45], in the present study, the consumption of the iron-
enriched diet (350 Fe mg/kg) did not alter glucose homeostasis, since blood glucose, insulin
and muscle and liver glycogen concentration were similar to the control. These contradictory
findings may be attributed to the different levels of iron administrated, as well as the different
routes of administration. Choi et al. (2013) [44] and Dongiovanni et al. (2013) [45] in their
study models administrated 2% and 3% of carbonyl iron, expressively high amounts compared
to the standard diets employed (0.02% and 8 mg/kg, respectively), as well as to the level used
in our study (+Fe = 350 mg/kg, Control = 35 mg/kg). The detrimental effect of iron excess in
glycemic homeostasis seems to be present in models associated to obesity such as in treatments
with high fat diet. Taken together these results suggest that the changes in the
antioxidant/oxidant response promoted by the level of iron supplementation administrated in
the present study is not sufficient to disturb glycemic and insulinemic responses in normal rats.

Several studies indicate that polyphenols as well as fruits rich in polyphenols (apple,
berries, grape) are inversely associated with lower risk of TD2. Polyphenols seem to modulate
glucose metabolism by different mechanisms of action, impairing glucose digestion and
absorption, improving tissue glucose uptake and decreasing glucose release from liver [46]. The
enzymes o-amylase and o-glucosidase and the glucose transporters (SGLT1, GLUT2, and
GLUT4) play essential roles in the absorption and fluxes of glucose in the body [47]. In the
present study, tucum-do-cerrado consumption appeared to improve both glucose absorption and
hepatic glucose uptake, since the mRNA levels of intestinal Slc5al (SGLT1) and hepatic Scl2a2
(GLUT2) in the Tuc group were higher than control. Although GLUT2 transports glucose
through the liver plasma membrane in a bidirectional way [48], in the present study the increase
of hepatic Scl2a2 mRNA levels may indicate an increase in glucose uptake by the liver rather
than exportation, as gluconeogenic enzyme activity of glucose-6-phosphatase (G6Pase) was
significantly inhibited in the liver of Tuc group compared to control, suggesting that

intracellular glucose levels were sufficient. However, unlike observed in G6Pase activity no
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difference was obtained in the hepatic activity of the gluconeogenic enzyme, PEPCK, between
Tuc and Control group. The similar blood glucose level between the Tuc group and control
corroborates this hypothesis. Unexpectedly, glycogen concentration and glucokinase activity
(GK) in the Tuc group remained similar to the control.

Similar to our result, Gezginci-Oktayoglu et al. (2014) [49] observed that the
administration of chard (Beta vulgaris L. var. cicla) extract to hyperglycemic rats significantly
increased GLUT2 synthesis in the hepatocytes, decreasing fasting blood glucose levels and
improving hepatic glycogen content. The treatment of type II diabetic rats with a polyphenolic
extract of Cassia auriculata flowers promoted an increase in the mRNA levels of hepatic
GLUT?2 in relation to T2D control [50].

The effect of iron excess on glucose homeostasis is widely studied in hepatic and muscle
tissues [12,44,45]. As far as we know, no study had associated iron excess with intestinal
expression of glucose transporters SGLT1 and GLUT?2. In the present study, the iron-enriched
diet (+Fe) downregulated Slc2a2 mRNA levels (GLUT2) in the intestine compared to control,
but this response was lost when tucum-do-cerrado was associated with the iron-enriched diet,
since Tuc+Fe group had higher Slc2a2 mRNA levels than +Fe and similar to the control. In rats
with iron-deficiency anemia, there was a significant decrease in the transepithelial transport of
glucose; however, no difference was observed in GLUT2 mRNA levels in all segments of the
small intestine [51]. Considering that GLUT2 mediates the efflux of glucose from the
enterocytes into blood; our results suggest a possible inhibitory effect of iron excess on the
intestinal glucose efflux, though further analyses of GLUT2 protein levels are necessary.

The effect of polyphenols on intestinal glucose transporters SGLT-1 and GLUT-2 is
controversial [52-55]. Chronic treatment of Caco-2 cells with a berry extract rich in
anthocyanins promoted an inhibition of glucose uptake, and decreased the mRNA levels of
GLUT-2 and SGLT-1 and the protein levels of GLUT-2 [54]. On the other hand, Caco-2 cells
treated with bitter-masking flavanone homoeriodictyol, present in Yerba Santa, increased
glucose uptake, while hesperitin, which differs only in the position of the -OH and -OCH3
residues on the B-ring, promoted a decrease of glucose uptake [56]. These contradictory effects
of polyphenols on intestinal glucose fluxes might be related to differences in the structure of
these compounds, as well as their mechanisms of action. Polyphenol glucosides seem to
modulate sodium-depend transport and their aglycones facilitate transport, while the
mechanism of action involves both physical interaction and genomic modulation [54].

Therefore, the phytochemicals of tucum-do-cerrado modulate the expression of intestinal
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Slc5al transporter but not Slc2a2. Considering that after 12 weeks of treatment blood glucose
and glycogen levels in the liver and muscle was not altered, it is possible that tucum-do-cerrado
consumption did not alter the level of protein SGLT-1 in the plasma membrane of enterocytes.

Considering that AMPK is a cellular energy sensor [11], we investigated the effect of
iron supplementation and tucum-do-cerrado consumption on the gene expression of AMPKal
and AMPKa2 subunits in liver and muscle. In agreement with the literature [10,23],
consumption of tucum-do-cerrado promoted an increase in Prkaal and Prkaa2 mRNA levels in
the liver. Kurimoto et al. (2013) [56] showed that the black soybean (Glycine max L.), which
is rich in anthocyanins and procyanidins, reduced blood glucose levels in type 2 diabetic mice,
and significantly activated AMPK by inducing its phosphorylation in the liver and muscle.
Muscle AMPK activation resulted in higher GLUT-4 exposure in the plasma membrane, and
subsequent glucose uptake in an insulin-independent manner, and inhibited hepatic
gluconeogenesis, since mRNA levels of G6Pase were significantly reduced in the liver.
Although we evaluated only Prkaal and Prkaa2 mRNA levels, our results suggest that tucum-
do-cerrado was able to induce the AMPK pathway due to the inhibition of the gluconeogenic
enzyme activity, G6Pase, since AMPK activation inhibits gluconeogenesis [11]. Similar
responses were shown even in the presence of iron supplementation (Tuc+Fe).

Although most studies have shown that iron excess induces gluconeogenic enzymes
(G6Pase and PEPCK) and inhibits glycolytic enzymes (GK and PFK1) in the liver [10,44], we
showed that the consumption of the iron-enriched diet for 12 weeks promoted a significant
decrease in hepatic G6Pase and PEPCK specific activity and an increase in GK and PFK-1
activity. Therefore, contrary to our initial hypothesis, these results suggest that iron
supplementation inhibits gluconeogenesis and stimulates glycolysis in the liver, promoting a
positive metabolic response. Similar to our results, Huang et al. (2013) [12] showed that
treatment of mice with a high iron diet (20 g carbonyl iron/kg diet) for 2 months activates
AMPK by phosphorylation, which suppresses G6Pase mRNA levels in liver. The authors also
demonstrated that AMPK phosphorylation was improved by an increase of AMP/ATP rate in
both liver and muscle. According to the authors, although most of the studies use the same dose
of iron supplementation (20 g/kg diet), these contradictory results might be related to the use of
elemental iron for supplementation instead of iron salts, and to the association of iron excess
treatment with obesity or high fat diets, conditions already associated with insulin resistance.

Contrary to what was shown in the liver, iron supplementation (+Fe) and tucum-do-

cerrado consumption (Tuc), as well as their co-ingestion (Tuc+Fe), promoted a reduction in
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Slc2a4 mRNA levels in the muscle. Although we did not evaluate GLUT4 protein concentration
and its presence in plasma membrane, our results suggest that the level of iron supplemented
and the consumption of tucum-do-cerrado may diminished glucose uptake in muscle, and this
response may be associated with the downregulation of Prkaa2 mRNA levels.

In summary, our results suggest that tucum-do-cerrado consumption might induce
Prkaalo and Prkaa2o expression, which may inhibit gluconeogenic rate limiting enzyme,
Go6Pase and upregulates GLUT2 hepatic glucose uptake. In addition, moderate iron
supplementation improves intracellular hepatic glucose response, stimulating the glycolytic rate

limiting enzymes GK and PFK 1 while inhibiting gluconeogenic enzyme G6Pase.
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