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RESUMO

Carnosina (B-alanil-L-histidina) € um dipeptideo composto pelos aminoacidos B-
alanina e L-histidina, amplamente distribuido em musculo esquelético de mamiferos.
O dipeptideo € sintetizado por uma ligase, a carnosina sintetase; e é hidrolisado a
seus precursores pelas metaloproteases carnosinase sérica e carnosinase citosélica.
Niveis séricos elevados de carnosina e dipeptideos analogos sdo encontrados em
individuos com disfuncé@o neuroldgica e alteracbes neuromusculares, associadas a
deficiéncia hereditaria de carnosinase sérica. No presente trabalho, objetivou-se
investigar os efeitos da administracdo aguda e crénica de carnosina sobre
parametros do metabolismo energético em musculo esquelético de Wistar machos
de 30 dias de vida. Para o experimento agudo, 0os animais receberam uma dose
Unica do dipeptideo (100 mg/kg i.p.) e, decorridas 24 horas, foram mortos por
decapitacdo. Ja no tratamento crbénico, 0os animais receberam uma dose diaria de
carnosina (100 mg/kg i.p.) durante 5 dias, e posteriormente foram mortos por
decapitacdo 1 hora apds a ultima injecdo intraperitoneal. O muasculo esquelético
(soleus) foi dissecado e homogeneizado para posterior avaliagdo da atividade dos
complexos I-lll, Il e 1I-lll da cadeia respiratéria e das enzimas sucinato
desidrogenase, malato desidrogenase e creatina quinase. Neste estudo,
demonstrou-se que, em comparagdo com O grupo controle, os animais que
receberam carnosina agudamente apresentaram uma reducdo estatisticamente
significante da atividade dos complexos I-lll e Il da cadeia respiratéria. Verificou-se
também uma tendéncia de reducdo, porém nado estatisticamente significativa, da
atividade do complexo II-lll, da malato desidrogenase e da creatina quinase de ratos
do grupo carnosina. Por outro lado, em animais administrados cronicamente com o
dipeptideo, observou-se apenas uma tendéncia de diminuicdo, embora néo
estatisticamente significativa, da atividade do complexo I-lll do grupo carnosina em
comparacao com o grupo. Concluindo, a administracdo aguda de carnosina é capaz
de inibir enzimas-chave do metabolismo energético de ratos. E provavel que uma
disfuncéo energética secundaria ao acumulo de carnosina possa ajudar a explicar os
sintomas neuromusculares observados em pacientes com deficiéncia de
carnosinase sérica, bem como desvendar mecanismos envolvidos na fisiopatologia
dessa rara doenca.

Palavras-chave: L-carnosina; cadeia respiratéria mitocondrial; ciclo de Krebs;
creatina quinase; metabolismo energético.



ABSTRACT

Carnosine (B-alanil-L-histidine) is dipeptde widely found in mammal skeletal muscle.
The compound is synthesized by a ligase and hydrolyzed to its precursors by the
enzyme serum carnosinase and cytosolic carnosinase. High serum levels of
carnosine and its analogue dipeptides are found in individuals with neurological
dysfunction and neuromuscular alterations associated to the hereditary deficiency of
serum carnosinase. In the present work we investigated the effects of acute and
chronic carnosine administration on parameters of energy metabolism in skeletal
muscle of 30-day-old Wistar rats. For the acute experiments, animals received a
single dose of carnosine (100 mg/kg; i.p.) and were euthanized by decapitation 24
hour later. For the chronic experiments, animals received a single injection of
carnosine (100 mg/kg; i.p.) during 5 days and euthanized by decapitation 1 hour
later. Skeletal muscle (soleus) of the animals was dissected and homogenized for the
evaluation of the respiratory chain complex I-lll, 1I and II-lll, succinate
dehydrogenase, malate dehydrogenase and creatine kinase enzyme activities. It was
demonstrated that animals receiving carnosine acutely showed a decrease of
complex I-Ill and Il enzyme activity, as compared to controls. It was also verified a
trend of decrease of complex II-lll, malate dehydrogenase and creatine kinase
activities, although non-significantly. On the other hand, animals receiving carnosine
chronically did not show any significant alteration on the tested enzyme activities,
only a trend of reduction of complex I-lll activity. Concluding, acute carnosine
administration impairs important enzymes of energy metabolism of rat skeletal
muscle. It is presumed that energy dysfunction secondary to carnosine accumulation
may play a role on the pathophysiology of neuromuscular symptoms observed in
carnosinase-deficient patients.

Keywords: L-carnosine; mitochondrial respiratory chain; Krebs cycle; creatine
kinase; energy metabolism.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Via metabodlica da CarNOSING .........ccovvuviiiiieiiiiis e 16
Figura 2: Atividade enzimética do complexo I-l1ll em musculo esquelético de ratos
tratados agudamente com carnosina (100 Mg/KQ). ....coevvrrrmmmmmmmiiiinieeeeeee e 31

Figura 3: Atividade enzimatica do complexo Il em musculo esquelético de ratos

tratados agudamente com carnosina (100 Mg/KQ). .....ccovvvvieieeiiiiiiiiee e 32
Figura 4: Atividade enzimatica do complexo Il-Ill em musculo esquelético de ratos
tratados agudamente com carnosina (100 Mg/KQg). ...coovveermmmimmmmiiiiniiee e 32

Figura 5: Atividade enzimatica da creatina quinase (CK) em musculo esquelético de
ratos tratados agudamente com carnosina (100 mg/Kg). .....coovvveviiiiiiiiieiiiineeeiiieeeens 33
Figura 6: Atividade enzimatica da sucinato desidrogenase em musculo esquelético
(oL o (01 = =T [0SR 34

Figura 7: Atividade enzimatica da malato desidrogenase em musculo esquelético de

ratos tratados agudamente com carnosina (100 mg/Kg). ......ovvvveviiieiiiiieiiiiieeeiieeeens 34
Figura 8: Atividade enzimatica do complexo I-lll em musculo esquelético de ratos
tratados cronicamente com carnosina (100 Mg/KQ@). .....ceevuvvurimiiiiiniiieeeeeeeeeeeeiiiiiiiens 35

Figura 9: Atividade enzimatica do complexo Il em musculo esquelético de ratos

tratados cronicamente com carnosina (100 Mg/KQg). ...coovvveieiiiiieeiiiiiecce e, 36
Figura 10: Atividade enzimatica do complexo II-lll em muasculo esquelético de ratos
tratados cronicamente com carnosina (100 mg/Kg). ....cccouveerieiieiiiiiieeeeiee e 36

Figura 11: Atividade enzimatica da creatina quinase em mausculo esquelético de
ratos tratados cronicamente com carnosina (100 mg/Kg). ....ccceoevieiiiiiiiiiiieieiiineeeee, 37
Figura 12:Atividade enzimatica da sucinato desidrogenase em musculo esquelético
de ratos tratados cronicamente com carnosina (100 mg/Kg).......ccccceevveereeiiiieeennnnnns 38
Figura 13: Atividade enzimatica da malato desidrogenase em musculo esquelético
de ratos tratados cronicamente com carnosina (100 mg/Kg)........cccooeeeeeiiiiiieiiiinnnnnns 38



LISTA DE ABREVIATURAS

Acetil CoA — acetil-coenzima A

ADP — difosfato de adenosina (do inglés adenosine diphosphate)

ATP — trifosfato de adenosina (do inglés adenosine triphosphate)

ATPase — adenosina trifosfatase (do ingles adenosine triphosphatase)

CK — creatina cinase (do ingles creatine kinase)

CK-BB - creatina quinase cérebro cérebro (do inglés creatine kinase brain brain)

CK-MB - creatina quinase musculo cérebro(do inglés creatine kinase muscle brain)

CK-MM - creatina quinase musculo musculo(do inglés creatine kinase muscle

muscle)

CoQ - coenzima Q

DOPA — dopamina

DCIP — dicloroindofenol

EDTA — acido etilenodiaminotetra-acético(do inglés ethylenediamini tetraacetic acid)

EIM — erro inato do metabolismo

ERO — espécies reativas de oxigénio

FADH, — dinucleotideo de flavina adenina (forma reduzida)(do inglés flavin adenine
dinucleotide)

GTP - trifosfato de guanosina(do inglés guanosine triphosphate)

HCT - hidrocarbonetos totais

NAD" - dinucleotideo de nicotinamida e adenina (forma oxidada)(do inglés
nicotinamide adenine dinucleotide)

NADH — dinucleotideo de nicotinamida e adenina (forma reduzida)(do inglés
nicotinamide adenine dinucleotide)

SNC - sistema nervoso central



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ..ottt ettt ettt et e e ee st esaeeeaens 13
1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO ......uiiiiiiie e 13
1.2 DEFICIENCIA DE CARNOSINASE .....cooeiveiteeeecte et 15
1.2.1 Efeitos bioldgicos da carnNOSINa .......cccuviiiiiiiiiiiii e 19
1.3 METABOLISMO ENERGETICO ......ccoiiiiieeeieeeeceeee e ee ettt sn e 20
1.3.1 CicClo de KIeDS ... et 20
1.3.2 Cadeia de Transporte de Elétrons e Fosforilagdo Oxidativa .................... 20
1.3.3 Crealina QUINASE ... ciiii ettt e e e e e e et e e et e e e et e aaees 22
1.3.4 Disfuncao do Metabolismo Energético em EIM ..., 22
2 OBJIETIVOS ... 25
2.1 GERAL .. 25
2.2 ESPECIFICOS ...ttt ettt etn et eae e e 25
3 MATERIAL E METODOS .....c.oiiiiieieiieieeieteie ettt ne e 26
Bl MATERIAL oo e e 26
T I Y o 11 4 =V S PP PPPPPPPPRRRRN 26
3.2 METODOS ...ttt ettt ettt e e st e e e et e st et e e et e e e s e e et e ne e eneere e 26
3.2.1 Preparagdo da amostra e incubagdo ...........ccccvviiiiiiiiiiiiiis 26
3.2.2 Determinacédo das atividades do complexo da cadeia respiratoria.......... 27

3.2.2.1 Determinagéo da atividade do Complexo | + COQ + lll (NADH: citocromo ¢
(00 [T o 101 v TS PP PPPPPPPPRRRR 27
3.2.2.2 Determinacao da atividade do Complexo Il (succinato:DCIP oxirredutase ): 27
3.2.2.3 Determinacao da atividade do Complexo [I+CoQ+lII (succinato: citocromo ¢

(00 (=T 0 [0 7= TS PO PPPPPPPPRRRR 28



3.2.3 Determinacéo da atividade da enzima creatina quinase...........cccccvuvuveens 28

3.2.4 Determinacéo das atividades das enzimas do ciclo de Krebs.................. 29
3.2.5 Dosagem de ProteiNas.......coooiiiiiiiiiiii e e e e e e e e e e e e e 30
3.2.6 ANAlISE ESIAtISTICA . ..iiiiiiiiie e 30
4 RESULTADOS ..o e e e e e et e e e e e aa e anns 31
5 DISCUSSAD ...ttt ettt ee e s e s e eeeee 39
REFERENCIAS ..ottt ettt sttt se et ene st et st ene s e nenens 46

ANEXOS .. 61



13

1 INTRODUCAO

1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

O termo “erro inato do metabolismo” (EIM) foi utilizado pela primeira vez por
Garrod, em 1908, baseado em seus estudos realizados em pacientes com
alcaptonuria, doenca que apresenta aumento da excrecdo de acido homogentisico
na urina. Em seus estudos, este autor observou que, na maioria das vezes, um ou
mais individuos da mesma familia eram afetados sem que seus pais apresentassem
a doenca. Baseado também na observacdo da maior incidéncia de consanguinidade
entre os pais dos pacientes, Garrod propdés um modelo de herangca autossémica
recessiva para este disturbio. Através da determinacdo do acido homogentisico na
urina de pacientes com alcaptonuria e da observacao de que esta substancia era um
metabolito normal da degradacdo de tirosina, ele relacionou este acumulo a um
bloqueio na conversdao do éacido homogenistico até fumarato e acetoacetato.
Atualmente, mais de 450 EIM foram descritos na literatura, a maioria deles
envolvendo processos de sintese, degradacao, transporte e armazenamento de
biomoléculas no organismo (Scriver et al., 2001).

Os EIM sédo alteracdes genéticas que correspondem geralmente a um
defeito enzimatico capaz de acarretar a interrupcdo de uma via metabdlica (Bickel,
1987; Sainz, 2002; Araujo, 2004). Sob uma perspectiva fisiopatolégica, os EIM
podem ser divididos em trés diferentes grupos (Saudubray et al., 2012):

1- Disturbios levam a intoxicacdo: este grupo inclui EIM intermediario, que
levam a uma intoxicacdo aguda ou progressiva pelo acumulo de compostos téxicos

proximos a etapa em que ocorre o0 bloqueio metabdlico;
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2- Doencgas que envolvem o metabolismo energético: estes sdo constituidos
de EIM com sintomas consequentes, pelo menos em parte, a uma deficiéncia na
producédo ou utilizagdo de ATP em células do figado, miocéardio, cérebro e musculo
esquelético, entre outros tecidos. Este grupo pode ser dividido em doencas com
déficit energético mitocondrial ou citoplasmatico. Defeitos mitocondriais sdo mais
graves e geralmente sem tratamento. Defeitos citoplasmaticos sdo geralmente
menos pronunciados;

3- Disturbios envolvendo moléculas complexas: este grupo envolve organelas
celulares e inclui doengas que perturbam a sintese ou o catabolismo de moléculas
complexas.

Pacientes com algum tipo de EIM apresentam sintomatologia variada e
inespecifica, mesmo em pacientes acometidos pela mesma doenca. Essa variedade
de fendtipos se deve a diferentes graus da deficiéncia enzimética, tecidos afetados e
vias metabdlicas envolvidas, podendo variar de episédios de vomitos e diarreia, até
acometimentos do SNC, retardo neuropsicomotor, neurodegeneracdo progressiva e
morte (Burton,1987). As criancas portadoras de muitos dos EIM, especialmente os
de manifestacdo aguda, apresentam-se perfeitamente normais ao nascimento e o
aparecimento dos sintomas ocorre quando ha alteracéo, por fatores exégenos, do
equilibrio bioquimico do individuo (Jardim & Ashton-Prolla, 1996).

O diagnostico dos EIM é essencialmente laboratorial (Blau, 1966; Hommes,
1991). O atraso no diagnéstico pode ser fatal para os casos mais graves, e, por isso,
uma parte consideravel dos pacientes afetados por EIM morre sem diagndstico
(Ogier et al., 1990).

Apesar da incidéncia isolada de cada uma das doencas metabdlicas ser

relativamente pequena (aproximadamente 1:500 a 1:1000 nascidos vivos), até o
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presente momento ja foram descritos mais de 450 doencas metabdlicas hereditarias
com etiologia definida (Martins, 1999; Sanseverino et al., 2000; Scriver et al., 2001,
Martins, 2003; Araujo, 2004). Deve-se ressaltar que uma parte consideravel destes
disturbios pode apresentar tratamento efetivo, desde que detectados precocemente

(Vargas, 2001).

1.2 DEFICIENCIA DE CARNOSINASE

Deficiéncia de carnosinase, também referida por deficiéncia de carnosinase
sérica, € uma doenca hereditaria do metabolismo de heranca autossémica recessiva
da via catabdlica do dipeptideo carnosina (beta-alanina-L-histidina) (Figura 1), cuja
prevaléncia € desconhecida, embora ja tenham sido relatados aproximadamente 30
casos até hoje. A localizacdo cromossdémica precisa do gene codificante para a
carnosinase sérica ainda permanece obscura (Jaeken, 2004), apesar de haver forte
suspeita de que seja a regido terminal 21.3 do bragco longo do cromossomo 18
(18921.3). E provavel que uma delec&o envolvendo essa regido cromossomica seja
a etiologia dessa doenca (Willi et al., 1997)

A via de biossintese da carnosina, a partir de seus aminoacidos constituintes,
ocorre pela atividade de uma enzima ligase especifica, a carnosina sintetase (EC
6.3.2.11) (Pegova et al., 1999), proteina expressa em células musculares e gliais
(Bauer et al., 1982; Bakardjiev & Bauer, 1994; Hoffmann et al., 1996) e em
oligodendrocitos (Hoffmann et al., 1996; Bonfanti et al., 1999). Sua hidrdlise, assim
como a da homocarnosina (y-aminobutiril-L-histidina) (Willi et al., 1997; Pegova et
al., 2000; Schoen et al., 2003) e anserina (B-alanil-1-metil-L-histidina) (Jackson et
al., 1991), é realizada pela enzima hidrolase carnosinase sérica (EC 3.4.13.20)

(Teufel et al., 2003; Otani et al., 2008), que €& expressa no figado e em células
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nervosas (Teufel et al., 2003). Entretanto, outras enzimas séo capazes de hidrolisar
carnosina nos tecidos bioldgicos, tais como a carnosinase citosélica (Lenney et al.,
1985), proteina expressa em varios tecidos, tais como rins, figado, cérebro, baco,
gbnadas, pulmdes e péancreas (Teufel et al., 2003). Os produtos da hidrdlise desse
dipeptideo (B-alanina e L-histidina) s&o metabolizados e excretados na urina
(Boldyrev & Severin, 1990). As concentracfes dessa enzima sérica Sao
indetectaveis nos recém-natos e aumentam com o avancar da idade (Peters, 2011).
Mamiferos ndo primatas, como os roedores, ndo produzem a carnosinase serica,
sendo assim ndo apresentam essa atividade plasmatica ou a nivel do sistema

nervoso central (Bellia et al., 2009).

B-ALANINA «— ANSERINA, OFIDINA ——— > METIL-HISTIDINAS

METILAGAD
Interagédo com produtos
v CARNOSINA de radicais livres
CARNICINA i

ENZIMA CARNOSINASE
/ \ Sintese de CoA,;

HISTIDINA B-ALANINA— Acidos nucleicos;

Estimulagio da sintese de colageno.
DESCARBOXILAGAD

HISTAMINA

Fungéo mediadora;
Participa¢éo na alergia e na reagéo
inflamatéria.

Figura 1: Via metabdlica da carnosina. Fonte: do autor
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A deficiéncia de carnosinase é caracterizada pelo acimulo de carnosina no
Soro e na urina, possivelmente em virtude da baixa atividade da carnosinase do
plasma (Perry et al., 1968) ou da sua deficiéncia no figado (Gordon et al., 1977). As
manifestacdes clinicas atribuidas a essa doenca sao inespecificas, incluindo retardo
mental, retardo psicomotor severo, ataques mioclénicos e de grande mal, retardo de
crescimento, bradicinesia, neurodegeneracdo progressiva (Murphey et al., 1973).
Também podem ser observados nos pacientes acometidos pela doenca:
guadriparesia espastica atetoide severa, atrofia O6ptica, neuropatia sensorial
periférica, sinais suprabulbares (Fleisher et al., 1980). Por outro lado, ja foram
descritos portadores de deficiéncia de carnosinase sérica saudaveis ou
assintomaticos (Jaeken, 2004).

A excre¢do de carnosina por humanos com dieta balanceada é insignificante
(Tocci & Bessman, 1967; Pearl et al., 2007); a excrecdo aumenta apds dietas ricas
em dipeptideos imidazdlicos, tais como dietas a base de carnes. Dessa forma,
dipeptiddria persistente durante uma dieta livre de carne € um achado que sugere
deficiéncia de carnosinase (Pearl et al., 2007). Individuos saudaveis excretam 1-
metil-L-histidina apds ingerir anserina (B3-alanil-1-metil-L-histidina) (Perry et al., 1967;
Pearl et al., 2007); ja os individuos com deficiéncia de carnosinase excretam pouca
ou nenhuma quantidade desse metabdlito (Perry et al., 1967; Van Heeswijk et al,
1969; Murphey et al., 1973; Pearl et al., 2007). Pessoas saudaveis, em jejum, ndo
apresentam carnosina em seu plasma (Perry et al., 1967; Pearl et al., 2007),
engquanto que individuos com deficiéncia de carnosinase sérica acumulam grandes
guantidades (Perry et al., 1967; Murphey et al., 1973; Leininger et al., 1980; Pearl et
al., 2007). Além disso, individuos com deficiéncia de carnosinase sérica podem ter

niveis normais (Scriver & Davies, 1965; Perry et al., 1967; Cohen et al., 1985; Pearl
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et al., 2007) ou aumentados (Lenney et al., 1983) de homocarnosina no fluido
cerebrospinhal.

A homocarnosinase, doenga que tem sido alvo de muitos relatos (Gjessing et
al., 1974; Sjaastad et al., 1976; Perry et al., 1979; Lenney et al., 1983; Gjessing et
al., 1990; Pearl et al., 2007), trata-se provavelmente de uma deficiéncia severa de
carnosinase sérica. Em uma familia afetada pela doenca, uma mulher norueguesa
de 72 anos era saudavel, e seus trés filhos, os quais tinham niveis elevados de
homocarnosina no fluido cerebrospinhal, tinham paraplegia espastica, deterioracéo
mental progressiva, e pigmentagdo retinal. Talvez o principal motivo para se
considerar a homocarnosinose como uma manifestacdo severa da deficiéncia de
carnosinase sérica € o fato de o soro de pacientes com homocarnosinose conter
uma proteina imunorreativa que € indistinguivel da banda vista para a carnosinase
do soro normal, sugerindo a producdo de uma forma inativa de carnosinase sérica
por esses pacientes (Jackson & Lenney, 1992; Pearl et al., 2007).

O diagnostico da deficiéncia de carnosinase segue cerca de trés etapas: 1)
teste de triagem, no qual se realiza a analise de aminoacidos na urina e/ou no soro,
por particdo ou cromatografia em coluna, apds uma dieta livre de carne (Scriver &
Gibson, 1995; Pearl et al., 2007) 2) se a dipeptiddria persistir apés essa dieta,
procede-se a ingestdo de anserina; 3) se a ingestdo de anserina nao produzir seu
metabdlito urinario, 1-metil-L-histidina, a atividade da carnosinase sérica podera ser
medida com o método apropriado (Lenney et al., 1982; Pearl et al., 2007). O efeito
da idade deve ser considerado na interpretacédo do resultado (Pearl et al., 2007). Se
a deficiéncia de carnosinase nao for, casualmente, associada a doenc¢a neurologica
(Gjessing et al., 1990), o tratamento ndo é indicado (Pearl et al., 2007). Todavia,

nenhum tratamento eficiente para essa doenca hereditaria do metabolismo é
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atualmente disponivel (Jaeken, 2004), e estudos tém demonstrado apenas uma
modesta melhora no quadro clinico de pacientes afetados e em tratamento dietético

(Van Heeswijk et al., 1969; Pearl et al., 2007)

1.2.1 Efeitos biolégicos da carnosina

Um vasto numero de propriedades bioquimicas e efeitos fisioldgicos foram
atribuidos a carnosina por pesquisadores, desde o tempo de sua descoberta, em
extratos de musculo esquelético de frango (Gulevitch & Amiradzibi, 1900). O
dipeptideo demonstra propriedades que incluem atividade antioxidante (Yen et al.,
2002), quelante de fons Fe?* e outros céatios divalentes (Kang, 2010), radioprotetora
(Tanaka et al., 2005), tamponante do pH intracelular (Caruso et al.,, 2012) e
antiglicosilante (Aldini et al., 2005). Estudos tém demonstrado que a carnosina €
capaz de diminuir significativamente os danos induzidos por isquemia / reperfusao
(Kurata et al., 2006); prevenir a formacdo e agregacdo de peptideo B-amiloide, e
atenuar o déficit cognitivo na doenca de Alzheimer (Corona et al., 2011), além de
potencializar a terapia com DOPA, contribuindo para aliviar os sintomas neuroldgicos
de pacientes com doenca de Parkinson (Boldyrev et al., 2008). Esses, e muitos
outros efeitos que nao foram enunciados, podem ser justificados pelas propriedades
bioquimicas desse dipeptideo, embora 0s mecanismos fisioldgicos envolvidos

requeiram mais estudos para sua efetiva elucidacao.
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1.3 METABOLISMO ENERGETICO

1.3.1 Ciclo de Krebs

Também chamado de ciclo do &cido citrico ou dos acidos tricarboxilicos, &
uma via catabolica central em que compostos derivados da quebra de carboidratos,
gorduras e proteinas sdo oxidados até CO,, com a conservacdo da energia de
oxidacdo armazenada na forma dos equivalentes reduzidos FADH, e NADH. A
primeira etapa é a condensacdo do acetil CoA com o oxaloacetato, pela acdo da
enzima citrato sintase, formando citrato. Nas reacfes subsequentes, que incluem
duas descarboxilacbes (com a liberacdo de duas moléculas de CO,), ocorre a
regeneracdo do oxaloacetato (Kaplan, 1985). Para cada molécula de acetil CoA
completamente oxidado pelo ciclo de Krebs, ocorre a formacéo de trés moléculas de
NADH, uma de FADH, e uma de GTP. Além disso, por se tratar de uma via
metabdlica aberta, qualquer composto que der origem a um intermediario do ciclo de
Krebs, por exemplo, os produtos da quebra de muitos aminoacidos, podem ser
oxidados por esta via metabdlica. Por outro lado, o ciclo de Krebs é considerado
anfibdlico, isto é, serve tanto para o catabolismo como para o anabolismo, uma vez
gue intermediarios podem ser desviados para outras vias e empregados como
blocos construtores para varios produtos biossintéticos (Eastmond et al., 2001,
Marks et al., 2008). O fluxo através desta via é regulado pela demanda energética,

pelas concentracdes dos substratos e dos produtos finais da via.

1.3.2 Cadeia de Transporte de Elétrons e Fosforilagdo Oxidativa

A cadeia respiratoria € composta por 5 complexos proteicos e dois

transportadores moéveis de elétrons, a coenzima Q (ou ubiquinona) e o citocromo c.



21

Nas mitocondrias, os ions hidreto removidos durante a oxidacdo dos substratos
energéticos, por desidrogenases que operam com o NAD+, doam elétrons para o
complexo | da cadeia respiratéria e estes sdo subsequentemente transferidos pelos
outros complexos da cadeia respiratéria até o oxigénio molecular, que é o aceptor
final de elétrons nesta via. Neste processo, 0s elétrons sao transferidos do complexo
| para a ubiquinona, através de uma série de centros de Fe-S. A ubiguinona
transfere os elétrons para o citocromo bc; (complexo Ill), que transporta os elétrons,
um de cada vez, através do citicromo c para a citocromo ¢ oxidase (complexo V).
Essa enzima, que contém cobre e também os citocromos a e as, transfere os
elétrons para o O,, reduzindo-o para formar H,O (Nicholls et al., 2002). Por outro
lado, os elétrons provenientes da oxidacdo do sucinato sao transportados
diretamente pela succinato desidrogenase (complexo 1), uma flavoproteina que
apresenta centros de Fe-S, para a ubiquinona, enquanto os da oxidacao dos acidos
graxos sdo transferidos para a coenzima Q através de uma flavoproteina
transferidora de elétrons (Weber et al., 1997).

A teoria quimiosmatica postula que a energia liberada pelo fluxo de elétrons
através da cadeia respiratoria € conservada pelo bombeamento concomitante de
prétons para 0 espac¢o intermembranas, levando a formacdo de um gradiente
eletroquimico. De acordo com esta teoria, a energia liberada pela dissipacdo deste
gradiente através da ATP sintase (complexo V), a forca préton-motriz, € utilizada
para a condensacdo de ADP+Pi formando ATP, acoplando o fluxo de protons a

fosforilagdo do ADP (Mitchell, 1961; Hansford, 1980).
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1.3.3 Creatina Cinase

A creatina cinase (CK) € uma enzima que possui um papel fundamental na
homeostase energética, atuando como um efetivo sistema de tamponamento dos
niveis de ATP intracelular (Pilla et al., 2003.). Esta enzima catalisa a transferéncia
reversivel do grupamento y-fosfato do ATP para o grupamento guanidino de
creatina, formando fosfocreatinina e ADP. A CK estd presente em grandes
guantidades de tecidos que requerem altas e flutuantes demandas de energia, como
musculo esquelético, o musculo cardiaco e o cérebro (Wyss & Kaddurak-Daouk,
2000).

A CK consiste de um dimero composto de duas subunidades (B e M) que sdo
agrupadas originando trés formas moleculares distintas: a CK-BB, encontrada
predominantemente no cérebro, CK-MB, predominante no miocardio e CK-MM,
predominante no musculo esquelético (Lang et al., 1982; Fredercks et al., 2002). O
musculo esquelético contém quase exclusivamente CK-MM, com pequenas
guantidades de CK-MB. A guantidade de ATP nos musculos estriados s6 fornece
energia para 1-2 segundos de atividade muscular intensa. Uma reserva adicional é
constituida por fosfocreatinina, que se encontra em concentragbes 3-5 vezes
maiores que as de ATP, produzida por fosforilagdo da creatina a custa de ATP. Esta
reacdo é prontamente reversivel, e processa-se no sentido de regeneracao de ATP,

o doador imediato de energia para a contragao muscular (Apple et al., 1988).

1.3.4 Disfuncéo do Metabolismo Energético em EIM

Nos ultimos anos, diversas evidéncias foram descritas indicando que a

disfuncdo mitocondrial est4 direta ou indiretamente envolvida na fisiopatologia de
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varios EIM (Leonard & Schapira, 2000a, b; Schapira 2006, 2008). A disfungéo
mitocondrial em algumas destas doencas €, em geral, devido a mutacdes em genes
nucleares das enzimas do ciclo do &cido tricarboxilico ou na fosforilacdo oxidativa,
enguanto em outros, parece resultar de influéncias toxicas de compostos enddégenos
para a mitocondria (Wajner & Goodman, 2011).

Deficiéncia de enzimas da cadeia respiratéria vistas em tecidos de pacientes
com algumas acidemias organicas sugerem a ocorréncia de dano mitocondrial
secundério, enquanto que os defeitos do metabolismo intermediario (piruvato
desidrogenase, do ciclo do &cido tricarboxilico e cadeia respiratéria) sé&o
considerados as causas priméarias da disfun¢cdo mitocondrial (Wajner & Goodman,
2011). Além disso, uma vez que os derivados de acil-CoA muitas vezes reagem com
L-carnitina, defeitos de beta-oxidacdo mitocondrial também apresentam a
capacidade de afetar a fungcdo mitocondrial (Schuck et al., 2009; Tonin et al., 2010).
Neste sentido, diversos estudos demonstram a toxicidade de compostos acumulados
em diferentes EIM, incluindo acidemia metilmalénica (Chandler et al., 2009),
acidemia propionica (Schwab et al., 2006), aciddria 2-metil-3-hidroxibutirica (Rosa et
al., 2005), aciduria glutarica Tipo | (Wajner et al., 2004b; Fereira et al., 2005),
aciduria D-2 hidroxiglutérica D-2-OHGA (da Silva et al., 2002).

Ressalte-se que i) a enzima que degrada a carnosina altera seu padrao de
expressdo ao longo do desenvolvimento, aumentando sua quantidade e, em
decorréncia disso, resultando em uma baixa capacidade de individuos jovens em
lidar com altos niveis desta substancia; ii) neste estagio do desenvolvimento, 0s
pacientes acometidos pela deficiéncia da carnosinase apresentam altos niveis
plasméaticos e teciduais de carnosina; e iii) na deficiéncia de carnosinase, 0

aparecimento dos sintomas nos pacientes acometidos por esta doenca ocorre
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durante o periodo neonatal. Portanto, o presente trabalho investigara os efeitos da
carnosina sobre parametros do metabolismo energético em muasculo esquelético de

ratos jovens de 30 dias de vida.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Investigar os efeitos in vivo da carnosina sobre varios parametros importantes

de bioenergética no masculo esquelético de ratos de 30 dias de idade.

2.2 ESPECIFICOS

o Investigar o efeito in vivo da administracdo aguda de carnosina sobre as
atividades dos complexos I-1ll, 1l e II-lll da cadeia respiratéria em musculo
esquelético de ratos jovens;

o Investigar o efeito in vivo da administracdo aguda de carnosina sobre as
atividades das enzimas do ciclo de Krebs, sucinato desidrogenase e malato
desidrogenase, em musculo esquelético de ratos jovens;

o Investigar o efeito in vivo da administracdo aguda de carnosina sobre a
atividade da enzima creatina quinase em musculo esquelético de ratos jovens;

o Investigar o efeito in vivo da administracdo cronica de carnosina sobre as
atividades dos complexos I-1ll, 1l e II-lll da cadeia respiratéria em muasculo
esquelético de ratos jovens;

o Investigar o efeito in vivo da administragdo cronica de carnosina sobre as
atividades das enzimas do ciclo de Krebs, sucinato desidrogenase e malato
desidrogenase, em musculo esquelético de ratos jovens;

o Investigar o efeito in vivo da administracdo crbnica de carnosina sobre a

atividade da enzima creatina quinase em musculo esquelético de ratos jovens.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 30 dias de idade. Os ratos foram
mantidos em ciclos de claro-escuro de +12 horas a uma temperatura de 24+1°C. Os
animais tiveram livre acesso a 4gua e ao alimento. A utilizacdo dos animais seguiu 0
protocolo experimental aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(Protocolo n°. 67/2012) e os Principios de Cuidados de Animais de Laboratorio
(Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saude dos Estados

Unidos da América, NIH, publicacdo n° 85-23, revisada em 1996).

3.2 METODOS

3.2.1 Preparacéo da amostra e incubacéao

Ratos Wistar machos de 30 dias de idade foram utilizados para todas as
técnicas. Para o tratamento agudo, os animais foram tratados com uma dose Unica
de 100mg/kg de carnosina, administrada por via intraperitoneal (i.p.) e eutanasiados
24 horas apoés a administragdo. Para o tratamento cronico foi administrada uma dose
diaria de 100mg/kg de carnosina durante 05 (cinco) dias, via de administracao i.p, e
os animais foram eutanasiados 1 hora apos a Ultima administracdo, os animais do

grupo controle receberam solugdo salina nos mesmos volumes. No dia dos
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experimentos, 0os animais foram eutanasiados por decapitagdo com guilhotina e sem
anestesia, e o musculo esquelético foi retirado para as subsegientes andlises

bioguimicas.

3.2.2 Determinacédo das atividades do complexo da cadeia respiratéria

3.2.2.1 Determinacao da atividade do Complexo | + COQ + Il (NADH: citocromo ¢

oxirredutase):

O tampao de reacdo contendo 20 mM de fosfato de potassio pH 8,0, 2 mM de
KCN, 10 uM de EDTA, 50 uM de citocromo c¢ e 40-80 pg de proteinas do
homogeneizado foi mantido a 30 °C por 1 minuto. A reacdo se iniciou pela adicdo de
25 uM de NADH, as absorbancias foram registradas por 3 minutos, apos os quais
foram adicionados 10 uM de rotenona. As absorbancias continuaram sendo
registradas por mais 3 minutos. A atividade do complexo 1+CoQ+lll foi medida pelo
aumento na absorbancia causada pela reducdo do citocromo ¢ a 550 nm. A
atividade do complexo [+CoQ+lll correspondeu a atividade da NADH: citocromo ¢
redutase sensivel a rotenona (Schapira et al., 1990). Os resultados estdo expressos

em nmol . min™ . mg de proteina™.

3.2.2.2 Determinacao da atividade do Complexo Il (succinato:DCIP oxirredutase ):

O meio de incubacao foi constituido de fosfato de potassio (40 mM, pH 7,4),
succinato de sddio (16 mM) e DCIP (8 uM). Inicialmente pré-incubou-se com 40-80

ug de proteinas do homogeneizado a 30°C por 20 minutos. Depois, foram
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adicionados ao meio 4 mM de azida sédica e 7 uM de rotenona e a reagao iniciou-se
com adi¢cédo de 40 uM de DCIP. As absorbancias foram registradas por 5 minutos a
600 nm. A atividade do complexo Il foi medida pela diminuicdo da absorbancia
causada pela redugcédo do 2,6-dicloroindofenol (DCIP) (Fischer et al., 1985). Os

resultados est&o expressos em nmol . min™ . mg de proteina™

3.2.2.3 Determinacao da atividade do Complexo [I+CoQ+lII (succinato: citocromo ¢

oxirredutase):

O meio de reacgdo, constituido de fosfato de potassio (40 mM, pH 7,4),
contendo succinato de sodio (16 mM), foi pré-incubado com 40-80 ug de proteinas
do homogeneizado a 30 °C por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 4 mM de
azida sédica e 7 uM de rotenona e a reacédo se iniciou pela adicdo de 0,6 ug/mL de
citocromo ¢ e as absorbancias foram registradas por 5 minutos a 550 nm. A
atividade do complexo II+CoQ+lIl foi medida pelo aumento da absorbancia causado
pela reducéo do citocromo c (Fischer et al.,1985). Os resultados estdo expressos em

nmol . min™ . mg de proteina™.

3.2.3 Determinacédo da atividade da enzima creatina cinase

Apds um periodo de 15 minutos de pré-incubacéo, a reacéo foi iniciada com a
adicdo de ADP a uma concentracao final de 3,2 mM em 100 uL de meio contendo
7,08 mM de fosfocreatina e de 0,8 a 1 ug de proteinas (homogeneizado). Apos um
periodo de 10 minutos de incubacéo, a reacao foi interrompida com 20 uL de acido

p-hidroximercuribenzéico (pHMB) 50 mM e a coloracao résea foi obtida pela adicéao
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de 100 puL de a-naftol 20%, 680 uL de agua MilliQ e 100 uL de diacetil 20%. A leitura
foi feita por espectrofotometria a 540 nm segundo o método de Hughes (1962). Para
calcular a atividade da CK nas amostras, foi executada uma curva de calibracdo com
creatina nas concentracdes de 4 nmol/mL (60 uL de fosfocreatina, 10 uL de creatina-
padrao e 10 uL de agua MilliQ) e 8 nmol/mL (60 uL de fosfocreatina e 20 uL de
creatina-padréo). Dai obteve-se o fator de calibracdo médio necessario para 0s
célculos de atividade da enzima. Os resultados estdo expressos em umol de

creatina . min™ . mg de proteina™.

3.2.4 Determinagéo das atividades das enzimas do ciclo de Krebs

3.2.4.1 Determinacao da atividade da enzima succinato desidrogenase:

Para a medida da atividade da enzima succinato desidrogenase, ao meio de
incubacdo contendo tampéo fosfato de potassio 62,5 mM pH 7,4, Triton X-100 0,1
%, succinato de sédio 1 mM e dicloroindofenol (DCIP) 9 uM, foi adicionada amostra
contendo cerca de 80 a 140 ug de proteina. Os sistemas foram pré-incubados por 30
minutos a 30°C em banho-maria e, apés, foram adicionados azida sédica 4,3 mM,
rotenona 7 uM, metassulfato de fenazina 1 mM e DCIP 42 uM. A reducéo do DCIP é
determinada em 600 nm durante 5 minutos a 25°C (Fischer et al., 1985). A atividade

esta expressa em nmol . (min . mg de proteina)™.

3.2.4.2 Determinacgao da atividade da enzima malato desidrogenase:
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A atividade da malato desidrogenase foi medida em um tampéao fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,4, contendo Triton X-100 0,1 %, rotenona 10 uM, NADH 0,14
mM e &cido oxalacético 0,30 mM e a atividade foi determinada pela oxidacdo do
NADH em espectrofluorimetro em comprimentos de onda de excitacdo e emisséo de
340 e 466 nm, respectivamente (Kitto, 1969). A atividade foi expressa em puM . (min.

mg de proteina)™.

3.2.5 Dosagem de proteinas

Foi feita através do método de Lowry (1951), usando-se a albumina sérica

bovina como padréo.

3.2.6 Analise estatistica

Assumindo que os dados possuem comparacdo entre duas médias, foi
utilizado o teste t de Student para amostras independentes. As analises estatisticas
foram feitas pelo programa Statistic versdo 7.0. Foram consideradas diferengas

significativas quando o P < 0.05.
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4 RESULTADOS

Inicialmente investigou-se o efeito do tratamento agudo de carnosina na
atividade dos complexos I-lll, I, II-l1ll da cadeia respiratéria em musculo esquelético
de ratos Wistar de 30 dias de vida. Observou-se uma diminuicdo na atividade do
complexo I-1lI (figura 2) e complexo Il (figura 3), em relacdo aos animais do grupo
controle que receberam com salina. No complexo II-1ll, verificou-se uma tendéncia a
diminuicdo da atividade, no entanto esta alteracdo ndo foi estatisticamente

significativa (P > 0,05).

Atividade do Complexo I-lll
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Figura 2: Atividade enzimatica do complexo I-lll em muasculo esquelético de ratos tratados

agudamente com carnosina (100 mg/Kg). A atividade esta expressa em nmol . min™. mg proteina™ e
os dados representam média + erro/desvio padrao da média para 6 experimentos independentes
realizados em duplicata. *P < 0,05(Teste t de Student para amostras independentes)
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Figura 3: Atividade enzimatica do complexo Il em musculo esquelético de ratos tratados agudamente
com carnosina (100 mg/Kg). A atividade esta expressa em nmol . min™. mg proteina™ e os dados
representam média + erro/desvio padrdo da média para 6 experimentos independentes realizados em
duplicata. *P < 0,05.(Teste t de Student para amostras independentes)
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Figura 4. Atividade enzimatica do complexo Il-lll em mulsculo esquelético de ratos tratados

agudamente com carnosina (100 mg/Kg). A atividade esta expressa em nmol . min™. mg proteina™ e
os dados representam média + erro/desvio padrdo da média para 6 experimentos independentes
realizados em duplicata. N&o foi observada alteracao significativa entre os grupos. (Teste t de Student
para amostras independentes)

A seguir, avaliou-se a atividade da enzima CK (figura 5), e apesar de uma
tendéncia de diminuicado, a atividade desta enzima néo foi alterada pela presenca do

dipeptideo.
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Atividade da Enzima
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Figura 5: Atividade enzimatica da creatina cinase (CK) em muisculo esquelético de ratos tratados
agudamente com carnosina (100 mg/Kg). A atividade esta expressa em pmol de creatina . min™, mg
proteina™ e os dados representam média + erro/desvio padrdo da média para 6 experimentos
independentes realizados em duplicata. N&o foi observada alteracdo significativa entre 0s grupos.
(Teste t de Student para amostras independentes)

Em seguida, investigou-se o efeito do tratamento agudo de carnosina na
atividade de importantes enzimas do ciclo do acido citrico, succinato desidrogenase
e malato desidrogenase, em musculo esquelético de ratos Wistar de 30 dias de vida.
Observou-se que a enzima succinato desidrogenase nao apresentou diferenca de
atividade quando comparado ao grupo controle (figura 6), enquanto que na malato
desidrogenase houve uma leve tendéncia a diminuicédo da atividade, mas que néo se

apresentou estatisticamente significativa (figura 7).



34

Atividade da Enzima
Succinato Desidrogenase

= 301
H
z
e
o= 20
=
[ =]
E
c
E 107
s
E
=
0- n
Controle Carnosina
100 mag/Kg

Figura 6: Atividade enzimatica da succinato desidrogenase em musculo esquelético de ratos
tratados.A atividade esta expressa em nmol. (min . mg de proteina)™ e os dados representam média +
erro/desvio padrao da média para 6 experimentos independentes realizados em duplicata. Nao foi

observada alteragao significativa entre os grupos. (Teste t de Student para amostras independentes)

Atividade da Enzima Malato
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Figura 7: Atividade enzimatica da malato desidrogenase em musculo esquelético de ratos tratados
agudamente com carnosina (100 mg/Kg). A atividade esta expressa em uM. (min. mg de proteina)™ e
os dados representam média + erro/desvio padrao da média para 6 experimentos independentes
realizados em duplicata. N&o foi observada alteracao significativa entre os grupos. (Teste t de Student
para amostras independentes)
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Nosso préximo passo foi investigar o efeito da administragcdo cronica de
carnosina (5 dias) sobre a atividade dos complexos da cadeia respiratéria em
musculo esquelético de ratos jovens. N&ao foi detectada uma diferenca
estatisticamente significativa (P > 0,05) na atividade dos complexos I-Ill, 1l e lI-1ll da
cadeia respiratéria (figuras 8, 9 e 10). No entanto, o complexo I-lll apresentou uma

sutil tendéncia a diminuicdo da atividade.

Atividade do Complexo I-lll
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Figura 8: Atividade enzimatica do complexo I-lll em muasculo esquelético de ratos tratados

cronicamente com carnosina (100 mg/Kg). ]A atividade esta expressa em nmol.min™. mg de proteina’
! e os dados representam média + erro/desvio padrdo da média para 6 experimentos independentes
realizados em duplicata. N&o foi observada alteracdo significativa entre os grupos. (Teste t de Student
para amostras independentes)
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Atividade do Complexo Il
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Figura 9: Atividade enzimatica do complexo Il em musculo esquelético de ratos tratados cronicamente
com carnosina (100 mg/Kg). A atividade esta expressa em nmol.min™. mg de proteina™ e os dados
representam média + erro/desvio padrdo da média para 6 experimentos independentes realizados em
duplicata. Ndo foi observada alteracdo significativa entre os grupos. (Teste t de Student para

amostras independentes)

Atividade do Complexo II-Ill
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Figura 10: Atividade enzimatica do complexo IlI-lll em muasculo esquelético de ratos tratados

cronicamente com carnosina (100 mg/Kg). A atividade esta expressa em nmol.min™*. mg de proteina™
e os dados representam média + erro/desvio padrdo da média para 6 experimentos independentes
realizados em duplicata. N&o foi observada alteracao significativa entre os grupos. (Teste t de Student
para amostras independentes)
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A segquir, foi avaliada a atividade da enzima CK (figura 11) em mdusculo
esquelético de ratos jovens e verificou-se que esta enzima nao foi alterada pela
administracdo do dipeptideo. N&o foi observada alteracdo significativa entre os

grupos.
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Figura 11: Atividade enzimatica da creatina cinase em musculo esquelético de ratos tratados
cronicamente com carnosina (100 mg/Kg).A atividade esta expressa em ['mol de creatina. min™. mg
de proteina™ e os dados representam média + erro/desvio padrdo da média para 6 experimentos
independentes realizados em duplicata. N&o foi observada alteracdo significativa entre os grupos.
(Teste t de Student para amostras independentes)

Finalmente, foi investigado o efeito do tratamento cronico de carnosina na
atividade das enzimas sucinato desidrogenase e malato desidrogenase em musculo
esquelético de ratos Wistar de 30 dias de vida. As atividades destas enzimas nao
apresentaram diferenca estatisticamente significativa nos animais que receberam a

carnosina, quando comparado ao grupo controle (figuras 12 e 13, respectivamente).
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Figura 12:Atividade enzimatica da succinato desidrogenase em musculo esquelético de ratos tratados
cronicamente com carnosina (100 mg/Kg). A atividade esta expressa em nmol.(min™*. mg de proteina)
! e os dados representam meédia + erro/desvio padrdo da média para 6 experimentos independentes
realizados em duplicata. N&o foi observada alteracao significativa entre os grupos. (Teste t de Student

para amostras independentes)
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Figura 13: Atividade enzimatica da malato desidrogenase em musculo esquelético de ratos tratados
cronicamente com carnosina (100 mg/Kg). A atividade estd expressa em uM.(min. mg de protel'na)'l e
os dados representam média + erro/desvio padrao da média para 6 experimentos independentes
realizados em duplicata. N&o foi observada alteracéo significativa entre os grupos. (Teste t de Student
para amostras independentes)
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5 DISCUSSAO

No musculo esquelético humano, carnosina e homocarnosina (y-aminobutiril-
L-histidina) sdo sintetizadas por uma enzima ligase dependente da ATP , purificada
e caracterizada recentemente, conhecida como carnosina sintetase (EC 6.3.2.11)
(Drozak et al., 2010). Nesse tecido, estudos demonstraram que a concentracédo de
carnosina é elevada pela suplementagdo dietética com [(-alanina, o precursor
limitante da via biossintética desse dipeptideo (Derave et al., 2007; Baguet et al.,
2009). Os niveis de carnosina no musculo esquelético geralmente se situam entre 30
e 50 mmol / kg de peso seco (Boldyrev & Severin, 1990), e variam também conforme
a dieta, o sexo e a idade de um individuo (Everaert et al., 2011). O papel biolégico
da carnosina e de outros dipeptideos imidazélicos no musculo de vertebrados em
geral ainda é controverso, mas ha forte evidéncia de que esses compostos atuem
como agentes tamponantes (Abe, 2000).

Existe um numero crescente de evidéncias a respeito dos efeitos da
carnosina sobre a maquinaria metabdlica. Além de sua atividade antioxidante (Quinn
et al., 1992), esse dipeptideo, bem como seu isdmero D-carnosina, possui uma
notavel propriedade ligante de carbonilas de certos compostos, tais como 0s
aldeidos (Aldini et al., 2011). Muitos desses compostos carbonilicos sdo produtos
toxicos do metabolismo e, na maior parte dos tecidos, sdo desintoxicados por
oxidorredutases. Essas enzimas catalisam a oxidacdo ou a reducdo de aldeidos, ou
sua conjugagdo com aminas e tidis de baixo peso molecular, tais como glutationa
reduzida e dipeptideos imidazdlicos (Xie et al., 2013).

Acredita-se que a elevacdo do fluxo através da via glicolitica provoque

aumento da geracdo de trioses-fosfato e deplecdo de NAD*. Consequentemente, o
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excesso de trioses-fosfato que ndo é metabolizado pode ser convertido por uma via
alternativa, que resulta em metilglioxal. O metilglioxal € um dos aldeidos téxicos do
metabolismo, 0s quais se ligam a proteinas e polipeptideos, gerando
macromoléculas aberrantes. Essas moléculas alteradas podem se acumular,
acarretando reducdo da atividade proteolitica do sistema ubiquitina-proteossoma,
disfuncdo mitocondrial, bem como indugcdo da formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO). Nesse cenario, a carnosina € capaz de reagir com o metilglioxal e
outros intermediérios reativos do metabolismo, bem como de inibir mecanismos
envolvidos na isquemia e no envelhecimento (Hipkiss, 2010).

De fato, a carnosina pode exercer um efeito modulatério sobre a glicélise. Os
mecanismos envolvidos sao obscuros, mas ja se sabe que o dipeptideo pode inibir o
complexo regulatorio da respiracdo celular, conhecido como mTOR, alvo da
rapamicina (Hipkiss, 2011). Outro mecanismo possivel consiste da ativacdo de uma
enzima da gliconeogénese, a frutose 1,6-bifosfatase, com consequente reducao da
atividade glicolitica, resultando na morte de células velhas e tumorais, que
necessitam de glicélise intensa para suprir as suas necessidades energéticas
(Hipkiss et al., 2013).

Korobov e colaboradores (1993) demonstraram que a adicdo de carnosina a
mitocondrias isoladas de figado de ratos em adaptacéo a hipoxia hipobarica elevou
a taxa da respiragao celular estimulada por ADP com a-cetoglutarato. Além disso,
esses pesquisadores descobriram que a carnosina pode aumentar a intensidade
(+100%) e a eficiéncia (+30%) da fosforilacdo oxidativa em mitocondria de ratos
adaptados a hipoxia.

lovine e colaboradores (2012) relataram que a carnosina inibe a proliferacéo

de células de cancer de célon humano da linhagem HCT116. Nessas células, a
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ativacdo do oncogene KRAS (Sarcoma-2 Viral do Oncogene Homologo em ratos
Kirsten) induz a geragcdo de ERO mitocondriais as quais, por sua vez, estimulam a
proliferagcéo celular. A expressao do oncogene KRAS resulta em ativacao de fatores
de transcricdo que induzem a producdo de ATP a partir da glicélise anaerdbia. A
adicdo de 50-100 mM de carnosina em um meio com células HCT116 reduziu a
concentracédo de ATP e de ERO e interrompeu o ciclo celular na fase G1, efeito que
€ provavelmente secundario a sua atividade inibitoria sobre a glicolise (Hipkiss et al.,
2013), bem como propriedades antioxidantes (Quinn et al., 1992).

No presente estudo, demonstrou-se que, em comparagdo com O grupo
controle, a carnosina provocou uma reducdo estatisticamente significativa da
atividade do complexo I-Ill e do complexo Il da cadeia respiratoria em ratos tratados
agudamente com o dipeptideo. No tratamento agudo, verificou-se uma tendéncia de
reducdo, porém ndo significante, da atividade do complexo IlI-1ll, da malato
desidrogenase e da creatina quinase de ratos do grupo carnosina em relacdo ao
grupo controle. Em animais administrados cronicamente com o dipeptideo,
observou-se apenas uma tendéncia de diminuicdo, embora nao significante, da
atividade do complexo I-lll do grupo carnosina em comparagdo com O grupo
controle. Tanto no tratamento agudo quanto no tratamento crbénico, ndo se observou
diferenca estatisticamente significativa da atividade da succinato desidrogenase
entre ambos os grupos.

A atividade da malato desidrogenase dos ratos do grupo carnosina
apresentou-se ligeiramente diminuida (administracdo aguda) ou normal
(administracdo cronica), em relacdo aos ratos do grupo controle. Esse achado
parece corroborar, em parte, algumas evidéncias da literatura. Neste sentido,

Murphey e colaboradores (1973) realizaram biopsias de figado, rim e baco de um
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paciente com deficiéncia de carnosinase sérica, no intuito de avaliar a atividade da
malato desidrogenase e da lactato desidrogenase. Sabe-se que pacientes com essa
doenca apresentam niveis muito elevados de carnosina no plasma. Esses
pesquisadores descobriram que a atividade dessas enzimas estava dentro dos
limites normais em todos os espécimes. Ressalta-se, porém, que nesse estudo nao
foram utilizados extratos de musculo esquelético.

Neste estudo, observou-se também que a atividade da succinato
desidrogenase do grupo carnosina ndo se apresentou estatisticamente diferente a
do grupo controle, independentemente do regime de administracéo utilizado (agudo
ou cronico). Previamente, um estudo demonstrou que ratos intoxicados
cronicamente com etanol apresentaram atividades reduzidas de varias enzimas
hepaticas, incluindo a succinato desidrogenase. A administracdo profilatica de
carnosina 2 semanas antes da intoxicacdo, bem como a administracdo do
dipeptideo durante 2 semanas, ap0s a abstinéncia, preveniram ou reverteram o0
efeito tdxico do etanol sobre esta atividade enzimatica (Soliman et al., 2006).

Uma pesquisa que investigou o possivel efeito da carnosina (10 mg.kg™.dia™)
sobre a toxicidade jejunal e hepatica induzida por gentamicina em ratos, mostrou
gue, quando administrados concomitantemente, o dipeptideo previniu o0 aumento da
atividade da lactato desidrogenase e da succinato desidrogenase em ambos o0s
orgdos, comparando-se aos ratos do grupo gentamicina. Ademais, 0 USO
concomitante da carnosina normalizou a atividade de outras enzimas de ratos
tratados com o antibiotico, incluindo as fosfatases acida e alcalina e a adenosina
trifosfatase (ATPase), em comparacdo com os ratos do grupo gentamicina (Soliman
et al., 2006). Por outro lado, quando foi investigado o efeito da carnosina (10 mg.kg"

! dia™*) sobre a nefrotoxicidade induzida por gentamicina em ratos, observou-se que
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a carnosina preveniu a elevacao da atividade da lactato desidrogenase e inibicdo
das enzimas succinato desidrogenase, fosfatases alcalinas, fosfatases &acidas, e
ATPase, observadas nos animais que receberam a administracdo isolada de
gentamicina (Soliman, 2007).

Também se observou, no presente trabalho, que a atividade da enzima CK
dos ratos do grupo carnosina apresentou-se levemente reduzida (administracao
aguda) ou normal (administracao crénica) em relacdo aos ratos do grupo controle.
Recentemente, realizou-se um estudo para investigar o efeito da carnosina (10
mg.kg™.dia™) sobre o dano cardiaco induzido por adriamicina em ratos. Demonstrou-
se que 0 grupo tratado apenas com adriamicina apresentou niveis plasméaticos
elevados de marcadores de dano cardiaco (CK, lactato desidrogenase, aspartato
aminotransferase e alanina aminotransferase), em comparacdo com o0s ratos do
grupo controle e do grupo que recebeu carnosina. Além disso, no grupo que recebeu
adriamicina e carnosina, houve reducéao significativa dessas alterac6es induzidas por
adriamicina em relag&o aos ratos tratados com adriamicina apenas (Ozdogan et al.,
2011). Ainda que estes resultados possam estar relacionados primariamente a uma
protecdo das células cardiacas, impedindo a translocacao da enzima para o plasma,
nao se pode descartar um efeito direto da carnosina inibindo a atividade da CK,
conforme demonstrado neste estudo. E importante salientar que as conclusdes
deste estudo podem ndo ser extrapolaveis para a condi¢cdo da isoenzima CK do
musculo esquelético.

Bando e colaboradores (1986) demonstraram que, no hipotireoidismo, a
atividade da carnosinase sérica possui correlacao significante com a concentracao
de tiroxina sérica e correlacdo negativa com a atividade da CK sérica. Dessa forma,

pacientes com hipotireoidismo possuem reduzida atividade da carnosinase sérica.
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Ressalta-se que, no tratamento agudo, observou-se reducédo significativa da
atividade dos complexos I-lll e 1l da cadeia respiratoria, bem como uma tendéncia,
embora nao significativa, de redugcdo da atividade do complexo Il-lll no grupo
carnosina, quando comparado ao grupo controle. JA no tratamento crénico, houve
apenas uma tendéncia nédo significativa de reducao da atividade do complexo I-1ll no
grupo carnosina, enquanto que a atividade dos outros complexos da cadeia
respiratoria ndo foi diferente estatisticamente em ambos os grupos. O mesmo
poderia ser dito em relacdo a malato desidrogenase e CK. Tudo isso pode sugerir
gue essas estruturas se adaptaram as elevadas concentracdes de carnosina do
meio circundante no musculo esquelético, favorecendo a retomada da velocidade
original.

Um mecanismo suposto envolvido nessa adaptacdo é o aumento da sintese
de mitocOndrias, ja que a maioria das enzimas investigadas no presente estudo
apresenta localizagdo mitocondrial. E possivel que esse processo seja mediado
primeiramente pela carnosina, ao estimular a sintese de vimentina, uma proteina de
citoesqueleto (lkeda et al., 1999). Nesse sentido, a vimentina é fortemente associada
a movimento e localizagdo mitocondrial (Nekrasova et al., 2011).

Concluindo, a administracéo de carnosina é capaz de inibir enzimas-chave do
metabolismo energético de ratos que receberam agudamente este dipeptideo. Esse
achado nao corrobora algumas evidéncias da literatura, que indicam que a carnosina
aumenta a eficiéncia e a intensidade da fosforilagdo oxidativa mitocondrial de ratos
adaptados a hipoxia hipobarica (Korobov et al., 1993). Em humanos, os niveis de
carnosinase sdo praticamente indetectaveis no plasma de neonatos, aumentando
com o avancar da idade (Lenney et al., 1982). Portanto, presume-se que uma

disfuncéo energética secundaria ao acumulo de carnosina possa ajudar a explicar 0s
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sintomas neuromusculares observados em pacientes jovens com deficiéncia de
carnosinase sérica, especialmente durante as crises catabdlicas agudas, bem como

desvendar mecanismos envolvidos na fisiopatologia dessa rara doencga.
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