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Resumo

Martins CEC. Papel da carnosina na progressao do diabetes: um estudo com ratos knockout
Carnsl”. [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2023.

O dipeptideo carnosina (beta-alanyl-L-histidina) apresenta algumas fungdes fisioldgicas
relevantes como tamponante intramuscular, acdo antioxidante, capacidade de eliminacdo de
produtos toéxicos da peroxidagdo lipidica, protecdo contra glicagdo proteica, regulagao do
manejo e dos transientes de Ca?* nos musculos estriados. Estudos em animais e em humanos,
mostram efeitos positivos da suplementagdo de L-carnosina no diabetes mellitus, sugerindo
uma promissora estratégia ndo farmacoldgica com propriedades antidiabéticas. Ainda assim,
existe a premente necessidade de investigar se a auséncia de carnosina enddgena impacta as
alteracdes metabolicas e tecidos em modelo animal de diabetes mellitus. Diante disso, esta tese
apresenta um modelo com dele¢do do gene carnosina sintase 1 e animais induzidos por
estreptozotocina (65 mg/kg). Quatro grupos compuseram o experimento: WT-Controle (n=8),
KO-Controle (n=8), WT-diabético (n=7), e KO-diabético (n=7). Apds oito semanas de
experimentacdo, os animais foram avaliados em relagdo a glicemia e insulina de jejum, peso
corporal, consumo de racdo e ingestdo de dgua, tolerancia oral a glicose e a insulina, fung¢ao
cardiaca, funcdo contratil muscular e respiragdo mitocondrial nos cardiomiécitos. Os dados
obtidos foram analisados estatisticamente por unpaired t test e ANOVA two-way e one-way,
seguido de teste de comparacao multipla de Tukey. Os animais diabéticos, independentes do
fator genotipo, comparados aos animais do grupo controle, apresentaram hiperglicemia
sustentada, intolerancia a glicose, prejuizo no ganho de peso, aumento no consumo de ragdo e
ingestdo de dagua, hipoinsulinemia, menor for¢a de contragdo muscular tetanica e
comprometimento da funcdo sistélica ventricular, porém sem alteragdo da respira¢ao
mitocondrial cardiaca. Animais ausentes de carnosina, independentes do fator diabetes mellitus,
tiveram baixa resisténcia a fadiga comparados aos animais selvagens. Notavelmente, os animais
diabéticos ausentes de carnosina apresentaram piora na redu¢do glicémica comparados aos
animais diabéticos selvagens em resposta a dose exogena de insulina. Portanto, existe um efeito
sinérgico da carnosina endogena com a dose externa de insulina, embora, a nivel estrutural e
funcional da musculatura estriada, a auséncia de carnosina em animais diabéticos ndo
demonstrou efeito adverso.

Palavras-chave: Carnosina; musculo esquelético; musculo cardiaco; diabetes mellitus;
hiperglicemia; experimentacdo animal.



Abstract

Martins CEC. Role of carnosine in diabetes progression: a study with CarnsI1”~ knockout rats.
2023. [thesis]. Sdo Paulo. “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2023.

The carnosine dipeptide (beta-alanyl-L-histidine) presents relevant physiological roles,
including intramuscular buffering, antioxidant action, ability to eliminate toxic products of lipid
peroxidation, protection against protein glycation, and regulation Ca*" transients in striated
muscles. Animal and human studies have shown positive effects of L-carnosine
supplementation against diabetes mellitus, suggesting a promising non-pharmacological
strategy with antidiabetic properties. Nevertheless, there is a demand in understanding whether
the absence of endogenous carnosine impacts the metabolic changes and the tissue of animal
models of diabetes mellitus. Therefore, this work presents a model with deletion of the
carnosine synthase 1 gene and diabetes induction by streptozotocin (65 mg/kg). Four groups
comprise the experiment: WT-Control (n=8), KO-Control (n=8), WT-Diabetic (n=7), and KO-
Diabetic (n=7). After eight weeks of experiment, the animals were evaluated in terms of fasting
glycemia and insulin, body weight, food and water intake, oral glucose and insulin tolerance,
heart function, muscle contractile function, and mitochondrial respiration in cardiomyocytes.
The outcome data were statistically analyzed by unpaired t-test, by two-way and one-way
ANOVA, and by multiple comparison Tukey test. Diabetic animals, regardless of the genotype,
compared to animals of the control group, showed constant hyperglycemia, glucose intolerance,
impaired weight gain, increased food and water intake, hypoinsulinemia, lower tetanic muscle
contraction strength, and impaired ventricular systolic function with no change of the
mitochondrial cardiac respiration. Animals lacking carnosine, regardless of the diabetes
mellitus factor, showed lower resistance to fatigue compared to wild animals. Noticeably,
diabetic animals lacking carnosine showed worse glycemic reduction compared to wild-type
diabetic animals in response to the exogenous dose of insulin. Therefore, there is a synergistic
effect of endogenous carnosine with the external dose of insulin, although, at the structural and
functional level of the striated muscle, the absence of carnosine in diabetic animals did not
demonstrate an adverse effect.

Keywords: Carnosine; skeletal muscle; cardiac muscle; diabetes mellitus; hyperglycemia;
animal experimentation.
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1 INTRODUCAO

A Carnosina (beta-alanyl-L-histidina) ¢ um dipeptideo multifuncional que desempenha
uma variedade de fungdes fisiologicas essenciais. Junto com seus andlogos metilados, anserina
e ofidina/balenina, a carnosina pertence a classe dos dipeptideos que contém histidina (HCDs).
Sua sintese se da por intermédio da enzima carnosina sintase (Carnsl) a partir da beta-alanina
e L-histidina através da conversdo de adenosina trifosfato (ATP) em adenosina monofosfato
(AMP) e pirofosfato inorganico pela proteina 1 contendo dominio ATP-grasp (ATPGDI)
(Drozak et al., 2010).

A carnosina pode ser adquirida de forma ex6gena por meio da suplementagdo ou por
alimentos de origem animal como carne, frango, porco, peru e peixe; sendo ausente em plantas
(Sale et al., 2013). Sua sintese pode ser influenciada por varios fatores, incluindo idade, sexo,
tipo de fibra muscular, atividade muscular e dieta (Harris et al., 2012). Encontrada em
concentragdes significativas nos musculos esqueléticos, musculos cardiacos ¢ em algumas
regides do sistema nervoso, a carnosina desempenha um papel vital em uma série de fungdes
bioldgicas, com concentragdes variando de 10—40 mmol/kg de tecido seco em humanos e 5-20
mmol/kg em ratos (Boldyrev, Aldini & Derave, 2013). Além disso, pequenas quantidades (~0,1
mmol) podem ser encontradas em outros tecidos como rins (Kamal et al., 2009), figado (Mong,
Chao & Yin, 2011), retina (Pfister et al., 2011) e baco (Kamal et al., 2009).

As fungdes fisioldgicas da carnosina sdo vastas e incluem sua atuacdo como tamponante
intramuscular durante exercicios de alta intensidade (Artioli, Sale & Jones, 2010). Além disso,
outras propriedades terapéuticas da carnosina ja foram descritas na literatura, em destaque para
sua acao antioxidante (Boldyrev, 2012), sua capacidade de eliminag¢ao de produtos toxicos da
peroxidacdo lipidica (da Silva Bispo, Di Mascio & Medeiros, 2014; Bispo et al., 2016; Carvalho
et al., 2018), seu efeito protetor contra glicagdo proteica (Ghodsi & Kheirouri, 2018), ¢ a
regulacdo do manejo e dos transientes de Ca?* no musculo esquelético (Lamont & Miller, 1992;
Dutka & Lamb, 2004; Batrukova & Rubtsov, 1997) e cardiaco (Zaloga, Roberts & Nelson,
1996; Lamont & Miller, 1992).

Acredita-se que a carnosina possa desempenhar um papel importante em situagdes na
qual ha exacerbac¢do da produgdo de espécies reativas, por exemplo, o diabetes mellitus (DM)
(Cesak et al., 2023). Essa doenga ¢ caracterizada por hiperglicemia cronica que se associa com
a formagao de produto final de glicacdao avangada (AGE), produto final de lipoxidacdo avangada

(ALE), inflamagdo e geracdo de espécies reativas, culminando em um quadro de estresse
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oxidativo, dano, disfun¢do e falha de diferentes 6rgaos; comprometendo principalmente, os
sistemas cardiovascular, nervoso ¢ renal (Fowler, 2008), culminando também em desordens
endocrinas (Krysiak, Rudzki & Okopien, 2012; Martins et al., 2018) e musculares (D'Souza,
Al-Sajee & Hawke, 2013; Martins et al., 2017).

Recentemente, a administragdo exdgena de carnosina (em forma de suplementagdo) tem
sido sugerida como uma promissora estratégia ndo farmacologica com propriedades
antidiabéticas em diferentes modelos experimentais (Sauerhofer et al., 2007; Albrecht et al.,
2017; Peters, Zschocke & Schmitt, 2018; Artioli, Painelli & Gualano, 2019), devido,
principalmente, ao seu papel antioxidante demonstrado em estudos utilizando modelo animal
em quadros de estresse oxidativo (Ozel Turkzu et al., 2010; Kalaz et al., 2014; Xie et al., 2017).
Com isso, cresce o interesse nas multiplas fungdes biologicas da carnosina enddgena criando
modelos transgénicos de reducdo da concentracdo de carnosina (Sauerhofer et al., 2007;
Everaert et al., 2020; Qiu et al., 2020), redugdo da sintese de beta-alanina (Mahootchi et al.,
2020) e de auséncia de carnosina (Wang-Eckhardt et al., 2020; Gongalves et al., 2021; Wang-
Eckhardt et al., 2022).

Estudo realizado pelo nosso grupo mostra que em ratos knockout do gene Carnsl
apresenta prejuizo da fungdo cardiaca causado pela reducdo da liberagdo de Ca*" e lentificagdo
de recaptagio de Ca*", sem aumento do estresse oxidativo no musculo cardiaco (Gongalves et
al., 2021). Paralelamente, knockout de carnosina em camundongos envelhecidos nio acarreta
prejuizo na contragdo muscular esquelética, nem no aumento do estresse oxidativo em tecidos
conhecidos por elevadas concentragdes de carnosina (i.e., musculo esquelético, coragdo e
cérebro) (Wang-Eckahrdt et al., 2020; Wang-Eckhardt et al., 2022). Em camundongos knockout
do gene Gadll (glutamato descaboxilase semelhante 1; enzima responsavel pela sintese de beta-
alanina e posteriormente carnosina através do aspartato), mostram aumento do estresse
oxidativo no cérebro através do aumento da glutationa redutase (Mahootchi et al., 2020). Em
camundongos caracterizados por uma muta¢do do gene para nefropatia diabética progressiva
(BTBR Ob/0Ob), a reducdo de carnosina endogena induzida (superexpressdo de carnosinase
sérica [CN1]) agrava o desenvolvimento de lesdo glomerular avangada e consequentemente
piora o quadro de nefropatia diabética (Everaert et al., 2020; Qiu et al., 2020). Camundongos
com mutagdo de gene para DM tipo 2 (db/db), a reducdo de carnosina induzida (via
superexpressdo de CN1) eleva a glicemia, a hemoglobina glicada (HbAlc) e causa perda de
peso ap6s 10 semanas de vida, sem afetar a doenca renal diabética (Sauerhofer et al., 2007).

Portanto, torna-se imperativo aprofundar nossa compreensao sobre o papel da carnosina

nas complexas interagdes que regem a patogénese do DM. Nesse contexto, este estudo surge
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como uma extensdo essencial de uma promissora linha de pesquisa, oferecendo uma
oportunidade Unica para investigar a influéncia direta da carnosina nas alteragdes metabodlicas
e na funcdo da musculatura esquelética e cardiaca em condi¢cdes de DM.

A singularidade deste estudo reside na utilizagdo de uma linhagem de ratos
geneticamente modificados, caracterizada pela auséncia constitutiva de carnosina devido a
dele¢do do gene Carnsl. Essa abordagem experimental permite uma avaliagdo precisa e
fisiologicamente relevante dos efeitos da carnosina em um cendrio de DM. Acreditamos
firmemente que este modelo constitui a plataforma ideal para testar a hipotese de que a auséncia
de carnosina agrava as manifestagdes metabolicas e funcionais nos musculos esqueléticos e
cardiacos em presenca do DM.

Ao conduzir esta pesquisa, preenchemos uma lacuna critica no entendimento da
carnosina enddgena e seu potencial terapéutico, gerando achados sobre sua relevancia no
contexto do DM. Além disso, a pesquisa oferece informagdes valiosas para aprofundar nossa
compreensdo mais aprofundada das alteragdes metabolicas e da funcionalidade dos tecidos da
musculatura estriada relacionadas ao DM. Portanto, a execugdo deste estudo representa um
avanco significativo na busca por terapias inovadoras e na expansao do conhecimento cientifico

no campo da carnosina e suas implicagdes na satide metabolica e muscular.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Descoberta, sintese e metabolismo da carnosina

Em 1900, o bioquimico Vladimir Gulewitsch identificou carnosina no musculo
esquelético de gado como um composto nitrogenado abundante, que ndo fazia parte das
proteinas convencionais. Em homenagem a sua origem animal, ele a nomeou de "carnosina",
derivando da palavra latina "carnis" que significa carne (Gulewitsch & Amiradzibi, 1900). Em
1918, foi caracterizada como um dipeptideo composto por B-alanina e L-histidina, encontrado
naturalmente em musculo esquelético, cérebro e coracdo. A carnosina € notavel por possuir trés
grupos ionizaveis: o grupo carboxilico (pKa 2,77), o grupo amino da B-alanina (pKa 9,66) e o
anel imidazol da histidina (pKa 6,83), com um pKa global da molécula de 8,25 (Tanokura,
Tasumi & Miyazawa, 1976). A Figura 1 ilustra a sintese da carnosina a partir dos aminoacidos

B-alanina e L-histidina.

N=
0 " 3 NH
N 0]
/\)J\ + </ I OH Carnosina Sintase HoN /\)J\N OH
H2N OH HN NH, ATP + Mg?* H 0
-Alanina L-Histidina Carnosina

Figura 1 — Representag@o esquematica da sintese de carnosina a partir dos aminoacidos precursores [3-
alanina e L-histidina. Adaptado de Creighton et al. (2022).

Em relacdo ao teor total de carnosina no organismo, concentragdes mais elevadas desse
dipeptideo sdo encontradas no musculo esquelético, cardiaco e no bulbo olfatério do cérebro.
Em ratos, a concentracdo varia de 5 a 20 mmol/kg de musculo seco, enquanto em humanos que
ndo fazem uso de suplementos de carnosina ou beta-alanina, observam-se médias de
aproximadamente 17,5 mmol/kg em mulheres e 21,3 mmol/kg em homens (Drozak et al., 2010;
Boldyrev et al., 2013). Isso implica que, por exemplo, uma mulher com 60 kg de peso e um
homem com 70 kg podem armazenar cerca de 32 g e 45 g de carnosina, respectivamente. Isso
sugere uma sintese média diaria de aproximadamente 427 mg e 606 mg de carnosina para as
mulheres e homens, respectivamente (Mannion et al., 1992; Spelnikov & Harris, 2019). A
homeostase da carnosina no musculo esquelético ¢ influenciada pela dieta, exercicios de alta

intensidade e estimulos hormonais (Everaert et al., 2013a). Em casos especificos, fisiculturistas



18

podem apresentar concentragdes ainda mais elevadas, chegando a 51 mmol/kg de peso seco,
uma vez que a carnosina ¢ mais prevalente em fibras musculares do tipo II, que sdo conhecidas
por sua capacidade de contracdo rapida e desempenham um papel fundamental no contexto do
fisiculturismo, esportes que enfatizam o desenvolvimento muscular através do treinamento de
forca. (Hill et al., 2007).

Durante muitos anos, a carnosina era amplamente associada apenas aos tecidos
musculares esqueléticos, cerebrais e cardiacos (Aldini et al., 2004). No entanto, pesquisas mais
recentes tém revelado a presenga da carnosina em outros 6rgaos, como rins (Kamal et al., 2009),
figado (Mong, Chao & Yin, 2011), retina (Pfister et al., 2011) e bago (Kamal et al., 2009),
embora em concentracdes consideravelmente mais baixas em comparagdo com os tecidos
anteriormente mencionados, aproximadamente na ordem de ~0,1 mmol.

A administragdo de doses elevadas de carnosina ndo representa risco significativo para
os seres humanos, uma vez que nao se acumula no organismo durante o uso prolongado, sendo
prontamente degradada pela enzima carnosinase e excretada (Prokopieva et al., 2016). No
entanto, ¢ importante mencionar casos raros de hipercarnosinemia, um distirbio metabdlico
autossOmico recessivo, resultante de uma deficiéncia de carnosinase. Isso leva ao acimulo
excessivo de carnosina na urina, sangue e tecido nervoso, frequentemente associado a sérios
distirbios mentais e convulsdes, como evidenciado em um estudo de caso envolvendo duas
criangas (Perry et al., 1967).

Ap0s a ingestdo, a carnosina ¢ submetida a hidrdlise por duas enzimas diferentes, a
carnosinase dipeptidase 1 (CN1), codificada pelo gene carnosina dipeptidase 1 (CNDP1)
(Lenney, 1990), e a carnosinase dipeptidase 2 (CN2) presente em tecidos, codificada pelo gene
carnosina dipeptidase 2 (CNDP2) (Lenney, 1985). Essa hidrolise converte a carnosina em seus
aminoacidos constituintes, beta-alanina e L-histidina (Perry, Hansen & Love, 1968). No
entanto, ¢ importante observar que mesmo apods esse processo, pequenas quantidades de
carnosina ainda permanecem intactas e sdo liberadas na corrente sanguinea por meio de um
transportador de peptideo basolateral. Enquanto isso, a beta-alanina resultante da hidrélise entra
na corrente sanguinea através de um transportador de aminodcidos basolateral, e qualquer
carnosina remanescente ¢ prontamente hidrolisada (Perry, Hansen & Love, 1968).

O sistema carnosina em humanos e roedores ¢ amplamente semelhante, com uma
excecdo notavel: nos roedores, a enzima carnosinase estd presente nos rins, enquanto nos
humanos, ela é encontrada na circulagdo sanguinea (Teufel et al., 2003). Consequentemente,
em humanos, a suplementacdo de carnosina ¢ prontamente degradada pela carnosinase no

plasma, resultando em uma meia-vida sérica de carnosina inferior a 5 minutos (Boldyrev, Aldini
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& Derave, 2013). Diante desse desafio, pesquisadores tém explorado compostos derivados
resistentes a agdo da CN1 como uma alternativa promissora. Uma abordagem em estudo
envolve o uso de cisteina com uma interagao alostérica que regula a posi¢ao Cis 102, tornando
o dipeptideo mais resistente a agdo da CN1 (Peters et al., 2017; Peters et al., 2018).

No que se refere ao transporte da carnosina, varias proteinas desempenham um papel
fundamental na facilitacdo desse transporte através das membranas celulares. Essas proteinas
pertencem a uma familia de transportadores de oligopeptideos acoplados a protons, que inclui
membros como PEPT1, PEPT2, PHT1 e PHT2 (Daniel & Kottra, 2004). Uma distin¢ao
importante entre os PEPTs e os PHTs ¢ a capacidade dos ultimos de transportar ndo apenas
carnosina, mas também L-histidina e outros peptideos (Daniel & Kottra, 2004). A Figura 2

lustra o metabolismo da carnosina.

ENTEROCITO MUSCULO ESQUELETICO

BARREIRA

HEMATOENCEFALICA
CORRENTE SANGUINEA

Figura 2 — Representagdo esquematica do metabolismo da carnosina. Retirada de Gongalves (2019).
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2.2 Propriedades fisiologicas da carnosina

Em um estudo pioneiro na década de 1950, que utilizou preparagdes de musculos
isolados de sapos em estado de fadiga profunda, foi demonstrado que a adigdo de carnosina ¢
capaz de promover um aumento rapido e eficaz na forga de contragdo muscular e na quantidade
de trabalho muscular realizada (Severin, Kirzon & Kaftanova, 1953). Essa descoberta inicial
levou muitos estudos a considerar o aumento da forga e de trabalho muscular como o papel
fisiologico primordial da carnosina no contexto musculoesquelético (Severin et al., 1953;
Boldyrev & Petukhov, 1978; Stvolinskii et al., 1992; Kramarenko et al., 2001).

De fato, a carnosina demonstrou ser um tampao intracelular eficaz na prevengdo da
acidificacdo muscular (Stvolinskii et al., 1992). Além disso, ela regula o metabolismo
energético muscular (Rubtsov, 2001) e tem mostrado melhorar significativamente a
performance e a aptidao fisica (de Andrade Kratz et al., 2017). Esses achados evidenciam a
importancia da carnosina no contexto da fungdo muscular e do desempenho fisico.

A estratégia mais eficaz para aumentar os niveis de carnosina em seres humanos ¢
através da suplementagdo com beta-alanina. Estudo conduzido por Culbertson et al. (2010),
demonstra que doses diarias de 2 a 6 g desse composto podem resultar em aumentos
significativos nas concentragdes de carnosina no musculo esquelético, com incrementos que
variam de 20% a 80%, dependendo da dose administrada. Mais especificamente, doses
habituais de 3,2 e 6,4 g de beta-alanina por dia, ao longo de quatro semanas, t€ém o potencial de
elevar as concentragdes intramusculares de carnosina em 42% e 64%, respectivamente. Esses
resultados ressaltam a eficacia da suplementacdo de beta-alanina como um meio confiavel de
aumentar os niveis de carnosina no musculo esquelético.

E importante ressaltar que a beta-alanina é um aminoacido nio essencial fundamental
da Carnosina, representando cerca de 39,4% de sua composicdo. Portanto, para alcangar um
aumento aproximado de 66% nas concentragdes de carnosina intramuscular, seria necessario
consumir cerca de 16,2 gramas de L-carnosina, uma quantidade isomolar a ingestdo de 6,4 g de
beta-alanina, como indicado por Harris et al. (2006).

No estudo conduzido por Hobson et al. (2012), a suplementagdo de beta-alanina com o
objetivo de elevar as concentragdes de carnosina intramuscular demonstrou melhorar o
desempenho esportivo em atividades de curta duragdo, entre 1 e 4 minutos, em que a acidose ¢
um fator limitante para a manutencdo do desempenho. Vale destacar que, de acordo com Dolan
et al. (2019), a suplementacao com doses Unicas de 4 a 6 g/dia de beta-alanina ndo apresentou

efeitos adversos significativos na saide humana, sendo observada apenas a ocorréncia de
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parestesia, bem como um leve aumento na atividade da alanina aminotransferase. O
fracionamento da dose se revela uma estratégia eficaz para evitar esse desconforto.

E relevante notar que a beta-alanina também pode ser adquirida por meio da
alimentagdo, sendo encontrada em fontes como carne bovina, frango e peixes, conforme
mencionado por Trexler et al. (2015).

Além disso, a carnosina demonstra melhorar o transiente de Ca>" no musculo estriado,
aprimorando a disponibilidade de Ca?* durante o exercicio fisico. Experimentos realizados em
ratos e seres humanos (Dutka & Lamb, 2004; Dutka et al., 2012) revelam que, para uma
concentra¢do dada de Ca®* no sarcoplasma, a for¢a contratil ¢ maior na presenga de carnosina.
Isso aponta para um aumento na sensibilidade ao Ca?* no aparato contratil, destacando o papel
da carnosina na otimiza¢do do desempenho muscular durante a contragao.

Embora a carnosina possa desempenhar fungdes em ambos os tecidos (esquelético e
cardiaco), parece haver uma maior relevancia para a homeostase do musculo cardiaco em
condi¢des normais, conforme evidenciado no estudo publicado por Gongalves et al. (2021).
Este estudo revela que a auséncia de carnosina resulta em prejuizo da funcdo sistolica, sem
afetar as caracteristicas morfoldgicas do musculo cardiaco, o peso do 6rgdo ou a forga contratil
do musculo esquelético. Além disso, a andlise das mitocondrias cardiacas ndo mostrou
diferenga estatisticamente significante na producdo de espécies reativas em comparacdo com
os animais selvagens que apresentavam condi¢des fisiologicas normais. Além disso, a auséncia
de carnosina nos animais nao teve impacto em medidas clinicas, como os niveis de glicemia e
o peso (Gongalves et al., 2021).

Adicionalmente, estudos recentes com animais transgénicos reforcam a hipotese de que
a carnosina pode desempenhar outros papéis em tecidos-alvo como evidenciado por Zhao et al.
(2020). Neste estudo, o aumento das concentragdes de carnosina no miocardio de camundongos
resulta na redugdo de adutos de proteina, proporcionando protecdo contra lesdes de isquemia-
reperfusdo. Em contrapartida, ratos com deficiéncia de beta-alanina apresentam diminui¢@o nas
concentragdes de carnosina no bulbo olfatério e no musculo esquelético, o que resulta em um
aumento nos marcadores de estresse oxidativo, conforme demonstrado por Mahootchi et al.
(2020). Mais recentemente, Hu et al. (2023) relatam que a suplementagdo de L-carnosina
diminui o estresse oxidativo apds a oclusdo transitoria da artéria cerebral média em
camundongos. Esses estudos contribuem para um entendimento mais abrangente das fungdes
da carnosina em diferentes contextos fisioldgicos.

No que diz respeito as multiplas fun¢des da carnosina, estudos demonstram que a mesma

¢ capaz de atenuar parte da producdo exacerbada de radicais livres e desempenhar o papel de



22

um antioxidante natural como relatado por Chasovnikova et al. (1990) e Hipkiss (2009). A
carnosina também possui propriedades anti-inflamatorias, oferece protecdo neuroprotetora e
exibe atividade quelante de metais pesados (Severin, Boldyrev & Dupin, 1984; Vistoli, Carini
& Aldini, 2012), reduz a produgdo exacerbada de AGE e ALE (Reddy et al., 2005; Boldyrev et
al., 2013), possui efeitos quimioprotetores contra a genotoxicidade induzida em células da
medula 6ssea de camundongos (Naghshvar et al., 2012). Essa diversidade de fun¢des destaca a
relevancia da carnosina em vdrias areas da pesquisa biologica e médica.

Estudos conduzidos pelo grupo do Aldini et al. (2005) sobre os mecanismos moleculares
de protecdo sugerem que a carnosina desempenha um papel fundamental na protecao
biomolecular contra o estresse oxidativo ¢ a carbonilacao (Aldini et al., 2005; Vistoli et al.,
2009). O estresse oxidativo ¢ um processo intrincado ligado ao desequilibrio na homeostase e
nos processos redox, afetando componentes essenciais, como proteinas, lipidios, carboidratos
e acidos nucleicos (Prokopieva et al., 2016).

A peroxidag¢ao lipidica € um processo que envolve a acdo de oxidantes como radicais
livres, sobre os lipidios, resultando na producdo de aldeidos reativos, incluindo o 4-hidroxi-2-
nonenal (HNE), o 4-hidroxi-2-hexenal (HHE), a acroleina (ACR) e o malondialdeido (MDA).
Esses aldeidos tém a capacidade de reagir com proteinas e acido desoxirribonucleico (DNA),
causando lesdes estruturais e danos as biomoléculas. Esses aldeidos sdo frequentemente
considerados marcadores de estudos relacionados a doengas associadas ao estresse oxidativo,
como o DM (Bispo et al., 2016).

Para combater os efeitos citotoxicos desses aldeidos, o organismo possui principais vias
endogenas de detoxificacdo, incluindo a via da glutationa (GSH) e reag¢des de reducdo ou
oxidagao catalisadas por enzimas como a alcool desidrogenase, aldo-ceto redutase e aldeido
desidrogenase (Baba et al., 2013). Além disso, a carnosina desempenha um papel significativo
na eliminacdo desses compostos, uma vez que pode reagir com aldeidos-a, B-insaturados,
incluindo HNE e ACR, formando adutos de aldeidos e, assim, contribuindo para a remog¢ao
eficaz dessas substancias do organismo (Boldyrev, Aldini & Derave, 2013).

Em experimentos com camundongos sujeitos a condi¢des de envelhecimento celular
acelerado, a inclusdo de carnosina em suas dietas ndo resultou em um aumento significativo do
tempo de vida maximo, mas aumentou para 70% a taxa de sobrevivéncia que era de 50%. Isso
se deve ao fato de que a carnosina protege contra a glicagao de proteinas em fibroblastos de
cultura de células animais, permitindo que um maior numero de animais alcance idades mais

avancadas (Yuneva et al., 1990).
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Além disso, em culturas de células humanas, a adi¢do de carnosina demonstrou
aumentar a longevidade das células. Isso foi observado pela reducdo no comprimento dos
telomeros de cromossomos, que normalmente diminuem durante a duplicacdo celular, bem
como pela diminui¢do na metilagdo do DNA. Essas descobertas sugerem que a carnosina pode
ser uma ferramenta valiosa para melhorar a satide geral de individuos expostos a condi¢des de
elevado estresse oxidativo (Artioli et al., 2019).

Também foi documentado que a carnosina tem a capacidade de atenuar os efeitos
adversos das substancias toxicas associadas a hiper-homocisteinemia em estudos realizados
com ratos. A homocisteina ¢ reconhecida como um potente iniciador de estresse oxidativo em
diversos tecidos. No entanto, o mecanismo molecular subjacente a essa prote¢ao ainda nao esta
completamente esclarecido. Uma teoria especula que a carnosina pode modular a afinidade dos
receptores de glutamato para a homocisteina, impedindo assim o acumulo de espécies reativas
ao oxigénio (ERO) no processo (Boldyrev, 2009). Essa descoberta ressalta ainda mais o papel
multifuncional e versatil da carnosina na protecdo contra os danos induzidos pelo estresse

oxidativo em diferentes contextos.

2.3 Carnosina na condigdo diabetogénica

O DM ¢ o termo coletivo para disturbios metabolicos heterogéneos cujo principal
achado ¢ a hiperglicemia cronica, que tem como causa a deficiéncia na secrecdo de insulina,
sua a¢dao ou ambos (American Diabetes Association, 2020). A persisténcia da hiperglicemia a
longo prazo esta fortemente associada a danos, disfuncao e falha de diversos 6rgaos, resultando
em complicagdes que incluem problemas macrovasculares, como doenga arterial coronariana,
doenga arterial periférica e acidente vascular cerebral, bem como complicagdes
microvasculares, como nefropatia, neuropatia e retinopatia (Fowler, 2008). O DM também esta
relacionado a disturbios enddcrinos (Krysiak, Rudzki & Okopien, 2012) e musculares (Martins
etal., 2017).

E alarmante observar que o niimero de individuos afetados pelo DM tem crescido
significativamente ao longo das ultimas décadas. De 1980 a 2014, houve um aumento de 108
milhdes para 422 milhdes de pessoas vivendo com DM. Esta condi¢do representa uma das
principais causas de deficiéncia visual, insuficiéncia renal, infarto do miocardio, acidente
vascular cerebral e amputacdo de membros inferiores. Entre 2000 e 2019, a taxa de mortalidade
relacionada ao DM aumentou em 3%. Em 2014, aproximadamente 8,5% dos adultos com 18

anos ou mais tinham DM (World Health Organization, 2023). Estima-se que quase meio bilhao
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de pessoas em todo o mundo estejam convivendo com o DM, e esse numero tende a aumentar
em 25% até 2030 e 51% até 2045 (Saeedi et al., 2019).

A patogénese de muitas doencas, incluindo o DM, envolve o excesso da produgdo de
radicais livres e distirbio na funcionalidade do sistema antioxidante. Isso resulta em um
acréscimo nas EROs ¢ na instauragdo do estresse oxidativo. No contexto do DM, a
hiperglicemia ¢ diretamente associada a produ¢do de EROs, que, por sua vez, desencadeiam
um processo conhecido como glicacdo de proteinas, também referido como a reacao de Maillard
(Baynes & Thorpe, 1999). Esta rea¢ao ocorre quando agucares redutores se ligam a porgao
amino-terminal dos aminodcidos, formando uma base de Schiff instavel que, em seguida, pode
sofrer rearranjos, resultando na formac¢ao de um produto de Amadori mais estavel (Arsov et al.,
2013). Caso esse composto seja oxidado pelas EROs, pode evoluir irreversivelmente para a
formagao de AGEs (Halliwell & Gutteridge, 2003).

Os AGEs podem ser originados tanto endogenamente quanto exogenamente (a partir da
dieta), contribuindo para o acumulo de AGEs circulantes (Glomb & Monnier, 1995). Além de
sua capacidade de alterar a estrutura e fun¢ao de proteinas, os AGEs podem interagir com os
receptores de membrana e ativar vias de sinalizagao intracelular. Essas vias levam a geracao de
EROs e a producao de agentes pro-inflamatdrios, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) e a interleucina 6 (IL-6). Estes agentes pro-inflamatorios, por sua vez, aumentam a expressao
do receptor para AGE (RAGE), o que inicia um ciclo vicioso de inflamagao celular e tecidual
(Xie et al., 2013; Tébon-Velasco, Cuevas & Torres-Ramos, 2014; Vlassara & Strike, 2011).
Além disso, os AGEs estdo diretamente associados ao desenvolvimento de doencas
macrovasculares aterosclerdticas, especialmente em situagdes de hiperglicemia como no DM
(Nishizawa, Koyama & Inaba, 2012).

A ativacdo do sistema angiotensina também pode ser desencadeada pelo aumento da
produgdo de AGEs (Steckelings et al., 2009), resultando em um aumento da pressdo arterial
sistémica (Bierhaus et al., 1997). Vale ressaltar que a glicagdo proteica pode levar a inativagdo
de enzimas, incluindo enzimas do sistema antioxidante (Rellier et al., 1999), causando um
desequilibrio adicional no estado redox, o que resulta em dano celular e tecidual.

A Figura 3 ilustra mecanismos antioxidantes diretos e indiretos da carnosina, destacando
seu potencial para interferir positivamente nesse cenario complexo de estresse oxidativo e
glicagdo proteica, com implicacdes importantes para o tratamento do DM e condigdes

relacionadas.
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Figura 3 — Representacdo esquematica do mecanismo antioxidante da carnosina. Adaptado de Aldini

et al. (2021) e Solana-Manrique et al. (2022).

No que diz respeito as alteragdes metabolicas desencadeadas pela hiperglicemia, estudos
in vivo demonstram que a carnosina exibe propriedades hipoglicemiantes (Soliman, Mohamed
& Metwally, 2007). Isso ocorre através da restaura¢dao da via da insulina e da supressdao do
glucagon (Lee et al., 2005). Além disso, estudos apontam que a carnosina pode regular os
nervos autondmicos via receptor H3, contribuindo para essa restauracdo da homeostase
glicémica (Nagai et al., 2003). Em um estudo-piloto, com suplementagdo de 12 semanas de L-
carnosina resultou em um aumento nos niveis de carnosina na urina, melhora na sensibilidade
a insulina, secrecdo de insulina e normalizacdo dos niveis de glicose, comparado a individuos
com intolerancia a glicose que receberam placebo (de Courten et al., 2016).

As melhorias no controle glicémico, a redug@o dos niveis de cortisol e a diminui¢ao do
estresse oxidativo podem desempenhar um papel mediador nas melhorias do metabolismo
lipidico como sugerido em estudos anteriores (Jarvi et al., 1999; Soliman, Mohamed &
Metwally, 2007). A relagdo entre carnosina, controle glicémico e metabolismo lipidico ja foi
investigada em estudos que analisaram os efeitos da suplementa¢do de L-carnosina sobre o

perfil lipidico (Baye et al., 2017).
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Além disso, evidéncias recentes indicam que a carnosina pode contribuir para um
melhor controle da homeostase da glicose sanguinea através da sinaliza¢dao nas células beta
(Vahdatpour et al., 2019). Em estudos com animais, observou-se que a superexpressao do gene
CNDPI pode estar relacionada ao inicio precoce do DM (Riedl et al., 2007). Essas evidéncias
sugerem uma interconexao complexa entre o controle glicémico, o metabolismo lipidico e a
carnosina, que justifica uma investigagdo mais aprofundada em pesquisas futuras.

Em seres humanos, estudos sugerem que a expressdo aumentada de CN1 pode agravar
a progressao do DM. Alguns pacientes podem apresentar um polimorfismo no gene CNDP],
associado a uma piora na nefropatia diabética. Assim, o aumento das concentracdes de CN1
parece resultar em uma menor quantidade de carnosina disponivel no organismo para
desempenhar suas fungdes antiglicante e antioxidante. Em contrapartida, individuos que
carregam outra variante do mesmo gene CNDPI (ou seja, a forma encurtada do gene em vez
de sua forma mais longa) apresentam uma redu¢ao na atividade da CN1 e, por conseguinte, um
menor risco de desenvolver nefropatia diabética (Janssen et al., 2005; Freedman et al., 2007).
Além disso, alguns dos efeitos benéficos da carnosina podem ocorrer diretamente nos rins e
podem ser independentes de sua acdo no controle glicémico, tanto no DM tipo 1 quanto no DM
tipo 2 (Matthews et al., 2021).

Estudos com roedores diabéticos revelam uma reducdo nas concentragdes de carnosina
no plasma em comparagdo com roedores saudaveis (Nagai et al., 2003). O mesmo se aplica ao
musculo cardiaco (Liu et al., 2016), retina, figado e rins (Sauerhdfer et al., 2007). Essa
diminui¢do pode ser explicada pelo estudo de Riedl et al. (2007), que postulou que o estado
hiperglicémico leva a um aumento no conteido e na atividade da enzima CN1 (Riedl et al.,
2007).

De acordo com a teoria de limpeza (scavenging theory), acredita-se que as
concentragdes de carnosina nos tecidos de individuos diabéticos estdo diminuidas,
possivelmente devido ao consumo de carnosina por AGEs e espécies reativas, cuja produgdo ¢
exacerbada no DM (Samjoo et al., 2013). Isso sugere um papel antioxidante importante da
carnosina. No entanto, a literatura apresenta divergéncias quanto as concentragdes de carnosina
em pacientes diabéticos no musculo esquelético. Estudo com ratos diabéticos mostra uma
reducdo nas concentracdes de carnosina no musculo diafragma (Buse et al., 1980). Em um
estudo conduzido por nosso grupo, foi observada uma diminui¢do no conteudo muscular de
carnosina em individuos com DM tipo 2 com cerca de 60 anos de idade (Gualano et al., 2012).
No entanto, outro estudo indica que o contetido de carnosina muscular aumenta com o avangar

da obesidade e intolerancia a glicose em homens de aproximadamente 45 anos (Stegen et al.,
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2015) e também em individuos com DM tipo 2 de 35 a 55 anos de idade (Srikanthan et al.,
2012).

Existem evidéncias que sugerem que pessoas com DM podem desenvolver
cardiomiopatia, um tipo de doenca cardiaca ndo relacionada a doenca arterial coronariana ou
hipertensao arterial sist€émica. Vdarias hipoteses sobre a patogénese da cardiomiopatia diabética
foram propostas, incluindo disfun¢do autondmica, distirbios metabdlicos, anormalidades na
homeostase i0nica, alteragdes nas proteinas estruturais e fibrose intersticial (Spector, 1998;
Tziakas, Chalikias & Kaski, 2005). A hiperglicemia persistente também pode aumentar a
glicagdo de proteinas intersticiais, resultando em rigidez miocardica e comprometimento da
funcdo contratil (Avendano et al., 1999; Berg et al., 1999). Os mecanismos envolvidos na
diminuig¢do da contratilidade miocardica no diabetes incluem homeostase do Ca** prejudicada,
regulagdo positiva do sistema renina-angiotensina, aumento do estresse oxidativo, bem como
alteracdes no metabolismo do substrato e disfun¢do mitocondrial (Boudina & Abel, 2007).

O diabetes causa alteragdoes funcionais e estruturais nas mitocondrias, levando a
prejuizos em sua fungdo. Isso foi inicialmente relatado por Kuo et al. (1983), que mostrou uma
reducdo no estado 3 da respiragdo mitocondrial (respiracdo ativada por adenosina difosfato
[ADP]), um achado que posteriormente foi confirmado em outros estudos (Pierce & Dhalla,
1985; Tanaka, Konno & Kako, 1992). Em camundongos com DM tipo 1 por um periodo
prolongado (18 semanas de DM), as mitocondrias cardiacas demonstram reducao no estado 3
e diminui¢dao nos niveis de GSH, indicando fun¢do mitocondrial prejudicada e aumento do
estresse oxidativo (Shen et al., 2004). Em camundongos geneticamente modificados para DM
tipo 2, foram observados defeitos na fun¢do mitocondrial associados a redu¢do na capacidade
oxidativa, aumento do desacoplamento mitocondrial e reducdo na producdo de ATP, o que
contribui para a disfun¢do cardiaca (Boudina & Abel, 2007).

A disfun¢do mitocondrial cardiaca no DM também pode desempenhar um papel no
desenvolvimento da cardiomiopatia diabética. Esses defeitos incluem a diminuig¢do na captagao
mitocondrial de Ca®" (Tanaka, Konno & Kako, 1992), atribuida em parte a uma maior
susceptibilidade a transicdo de permeabilidade calcio-dependente (Oliveira et al., 2003).
Corroborando com esses achados, a auséncia de carnosina endégena também causa disfungao
cardiaca, particularmente no ventriculo esquerdo, devido a reducdo da liberagdo de Ca’** ¢ a
redu¢io da recaptacdo de Ca®*, sem aumento na produ¢io de espécies reativas (Goncalves et
al., 2021).

Em relagdo as doencas relacionadas ao musculo esquelético, a etiologia no DM ¢

também multifatorial e pode resultar da hiperglicemia, acidose metabolica, disfun¢dao das



28

células satélites, inflamagdo, aumento na produgdo de espécies reativas e falha na ag¢do da
insulina, um importante ativador do sistema ubiquitina proteassoma, levando a atrofia muscular
esquelética (Wang et al., 2006; Khalil, 2018).

Nesse contexto, a importancia da carnosina ¢ atribuida ao seu papel fundamental na
funcdo contratil muscular (Abe, 2000). Por exemplo, em ratos jovens adultos, a concentragao
de carnosina, aumentada pela suplementacdo com beta-alanina, resultou em uma maior forga
de contragdo sustentada e em uma diminuicdo na perda de for¢a durante teste de fadiga
(Kaczmarek et al., 2016). Embora estudos com ratos knockout de carnosina ndo tenham
demonstrado alteracdes na funcdo muscular esquelética (Goncalves et al., 2021; Wang-
Eckhardt et al., 2020), ainda € necessario investigar se a auséncia de carnosina pode afetar o

controle da miopatia diabética.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos da auséncia de carnosina nas condigdes metabolicas e na funcao

muscular e cardiaca de ratos com diabetes mellitus.

3.2 Objetivos especificos

b)

d)

Avaliar o impacto da auséncia de carnosina em paradmetros clinicos em modelo
experimental de diabetes, avaliado pelas seguintes variaveis:

Peso corporal, consumo de ragdo, ingestao de dgua.

Avaliar o impacto da auséncia de carnosina no metabolismo de glicose em modelo
experimental de diabetes, avaliado pelas seguintes variaveis:
Glicose de jejum, teste de tolerancia oral a glicose (OGTT), teste de tolerancia a

insulina (ITT) e insulina de jejum.

Avaliar o impacto da auséncia de carnosina na funcdo cardiaca em modelo
experimental de diabetes, avaliado pela seguinte variavel:

Ecocardiografia.

Avaliar o impacto da auséncia de carnosina na fun¢d@o musculo esquelético em
modelo experimental de diabetes, avaliado pela seguinte varidvel:

Contratilidade muscular esquelética.

Avaliar o impacto da auséncia de carnosina na fun¢do mitocondrial cardiaca em
modelo experimental de diabetes, avaliado pela seguinte variavel:

Fung¢ao mitocondrial cardiaca.
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4 METODOS

4.1 Delineamento experimental

O propdsito deste estudo consistiu em investigar o impacto da auséncia de carnosina na
progressdo do diabetes durante um periodo de 8 semanas, com um enfoque direcionado para os
tecidos do musculo esquelético e cardiaco. Além disso, avaliou-se marcadores sanguineos
associados ao controle glicémico como indicadores do diabetes mellitus. No tocante aos tecidos,
o estudo teve o proposito de examinar a fungdo do musculo esquelético e cardiaco no contexto
do desenvolvimento da condigdo diabética.

Foram empregados 30 ratos na pesquisa, dos quais 16 eram do grupo selvagem (WT)
(Carns1™*) e 14 pertenciam ao grupo knockout (KO) (Carns1”-). Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em 4 grupos, ap6s a confirmacao de sua condi¢do diabética e de acordo com seu
genotipo: ratos selvagens ndo diabéticos (WT-Controle), ratos knockout nao diabéticos (KO-
Controle), ratos selvagens diabéticos (WT-Diabético) e ratos knockout diabéticos (KO-
Diabético). A distribuicdo dos grupos foi realizada de maneira cega e aleatdria por um individuo

ndo envolvido na condugdo do experimento.

4.2 Animais

Foram selecionados ratos machos da linhagem Wistar Hannover, com peso corporal
médio de aproximadamente 300 g e idade de 2 meses. Os ratos do grupo KO (knockout) foram
obtidos a partir de uma colonia desenvolvida em um projeto Jovem Pesquisador financiado pela
Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) (2014/11948-8) e mantida
no Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FM-USP).

A caracterizagdo dos ratos do grupo KO envolve uma delecao de aproximadamente 80
pares de bases no gene Carnsl, responsavel pela sintese enddgena de carnosina. Essa mutacao
foi induzida por meio da técnica CRISPR-Cas9 (repeti¢cdes palindromicas curtas agrupadas e
regularmente interespagadas). O fenotipo resultante € a completa auséncia de carnosina e seu
analogo metilado, a anserina, nos tecidos musculares esqueléticos e cardiacos, conforme

ilustrado na Figura 4.
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Figura 4 — Desenvolvimento da linhagem de ratos Wistar Carns1”~ em que ndo ha sintese endogena de
carnosina e anserina. A genotipagem por PCR (reagdo em cadeia da polimerase) confirmou os tamanhos
do amplicon (imagens de gel superiores foram realizadas na Transposagen Inc.). A genotipagem interna
de ratos criados para homozigose confirmou a transmissao de alelos mutados e ao lado direito da imagem
a quantificag@o de carnosina e seu analogo anserina via cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
em amostras de musculo esquelético e cardiaco de ratos WT e Carns1™". Os sinais abaixo dos limites de
detecgdo foram considerados zero (adaptado de Gongalves et al., 2021).

Os animais foram devidamente distribuidos em seus grupos de forma aleatoria,
devidamente identificados e alojados em gaiolas de polipropileno forradas com maravalha
esterilizada, que foram trocadas diariamente para os animais diabéticos e 3 vezes por semana
para os animais nao diabéticos, mantendo-se a configura¢ao de 2 animais por gaiola.

Os ratos tiveram acesso a uma dieta padrdo e agua ad libitum e foram mantidos em um
ambiente controlado, com um sistema de ventilacdo adequado, temperatura constante de 23 °C
+ 2 °C, umidade relativa do ar em torno de 55 £ 10%, e um ciclo de ilumina¢do automatico
invertido claro/escuro de 12/12 horas, com o periodo escuro iniciando as 06h00.

E importante ressaltar que o projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Uso de Animais (CEUA) de acordo com as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal. A aprovagdo foi obtida tanto na Faculdade de Medicina (n° 1207/2019) quanto na
Escola de Educacao Fisica e Esporte (n® 2014/04), ambas da Universidade de Sao Paulo (USP).
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4.3 Inducdo do diabetes mellitus

O Diabetes Mellitus tipo 1 foi induzido nos ratos de acordo com o protocolo estabelecido
por Furman (2015), através de uma unica injecdo intraperitoneal de STZ (65 mg/kg de peso
corporal) (Sigma), apés um periodo de jejum de 6 horas, a qual foi diluida em tampao citrato
de sédio 10 mM com pH 4,5. Previamente a administracdo da substancia, os animais foram
anestesiados por inalagdo de isoflurano a 4%, por meio de nebulizagdo. O grupo controle
recebeu apenas a injecdo do tampdo citrato, mantendo todos os outros procedimentos
inalterados, a fim de controlar de maneira mais eficaz o estresse em todos os grupos. Apds a
administracao das substancias, os animais foram reintegrados nas suas respectivas gaiolas, onde
foram acompanhados ao longo de um periodo de 8 semanas, conforme ilustrado na Figura 5.

A inclusd@o dos animais nos grupos diabéticos foi determinada somente para aqueles que
apresentaram glicemia de jejum superior a 150 mg/dl ap6s 1 semana da indugdo, conforme
descrito por Wu & Huan (2008). A analise laboratorial foi realizada mediante a avaliagdo da
glicemia a partir de amostras de sangue capilar, sendo coletadas 20 puL de sangue da ponta da
cauda dos animais através de tubos capilares ndo heparinizados. Posteriormente, as amostras
foram dispensadas em microtubos contendo um volume equivalente de solugdo NaF 2%
(fluoreto de so6dio). As amostras foram entdo centrifugadas para a separagdo do plasma, seguida
pela determinacdo da concentragdo plasmatica de glicose utilizando o kit GLICOSE Liquiform
da Labtest. Importante destacar que a andlise da glicemia por meio de um sistema enzimatico
de fotometria (espectrofotometro) apresenta um desempenho analitico superior e maior
estabilidade em comparagdo com, por exemplo, o uso de glicosimetros. Esse procedimento foi

aplicado em todas as analises de glicemia.
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Figura 5 — Delineamento experimental. A partir da injecdo de STZ ou tampao Citrato (veiculo) até a
eutanasia.

4.4 Avaliacado clinica e laboratorial

A coleta de dados, incluindo o peso corporal, consumo de ragdo, ingestao hidrica e
glicemia de jejum, foi conduzida em todos os animais antes da indu¢do de STZ, na quarta

semana e na oitava semana do experimento.

4.5 Teste oral de tolerancia a glicose (OGTT)

O teste de tolerancia a glicose (OGTT) foi conduzido na quinta semana do experimento.
Para determinar a curva glicémica ap6s uma sobrecarga oral de glicose, os animais foram
submetidos a um jejum de 6 horas e receberam uma dose de glicose de 2 g/kg do peso corporal,
na forma de uma solu¢do de 25%, administrada por gavagem. A glicemia capilar caudal foi
medida por espectrofotometria em diferentes momentos: 0 (baseline), 5, 15, 30, 60, 90 ¢ 120
minutos apos a administragdo da glicose.

O OGTT fornece uma visdo abrangente da resposta fisioldgica a mudangas na tolerancia
a glicose, embora ndo identifique os mecanismos subjacentes. Os resultados do OGTT podem
ser expressos por meio de uma representagdo temporal das medi¢des absolutas de glicose no

sangue, bem como a area sob a curva (AUC), conforme descrito por Bowe et al. (2014).
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4.6 Teste de tolerancia a insulina (ITT)

O teste de tolerancia a insulina (ITT) foi conduzido na sexta semana do experimento,
respeitando um periodo minimo de 48 horas apés o OGTT, com o objetivo de avaliar a
sensibilidade a insulina. A sensibilidade a insulina foi determinada utilizando a constante de
decaimento da glicose (kITT) em resposta ao estimulo com insulina, calculada por meio de uma
regressao linear do logaritmo neperiano das concentragdes de glicose obtidas ao longo do tempo
e multiplicada por 100.

OITT foi o primeiro método desenvolvido para avaliar a sensibilidade a insulina in vivo,
conforme originalmente proposto por Norgaard & Thaysen (1929). Apds um periodo de jejum
de 6 horas, os animais receberam uma dose de insulina (0,75 U/kg do peso corporal) via inje¢ao
intraperitoneal. A glicemia capilar caudal foi medida por espectrofotometria nos seguintes
intervalos de tempo: 0 (baseline), 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos ap6s a administracdo de

insulina, conforme descrito por Bowe et al. (2014).

4.7 Avaliag¢do da fun¢do cardiaca por ecocardiografia

A avaliagdo da fun¢do cardiaca foi conduzida na sétima semana do experimento
utilizando um sistema de ultrassom Vevo 2100 (Visual Sonics, Canada), com a assisténcia de
um especialista na area. A mensuragdo para avaliar o desempenho cardiaco envolveu a andlise
de diversos parametros, como geometria, contratilidade, capacidade, fragdo de ejecdo, entre
outros. Durante todo o procedimento, os animais permaneceram anestesiados com isoflurano
(2%).

Os parametros estruturais do coragdo foram determinados por meio de imagens obtidas
nos modos M e bidimensional (modo B). A espessura da parede e o didmetro da camara do
ventriculo esquerdo foram calculados a partir de medidas lineares, enquanto a fragdo de ejecao
(EF%) foi calculada utilizando o método de Teicholz, conforme descrito por Gao et al. (2011).
Além disso, o Doppler tecidual foi utilizado para medir as velocidades sistdlica e diastélica do
miocérdio no anel da valva mitral, com a aquisicdo de imagens das quatro camaras cardiacas

(Gao et al., 2011).
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4.8 Determinagdo da fung¢do do musculo esquelético in situ por estimulagdo elétrica

As propriedades contrateis do musculo esquelético foram avaliadas no musculo tibial
anterior da pata direita, uma escolha devido a predominancia de fibras do tipo II e ao elevado
teor de carnosina. Para realizar essa avaliacdo, os animais foram anestesiados com
tribromoetanol (20 mg/100g do peso corporal) por meio de uma injecao intraperitoneal.

A cirurgia consistiu na exposicao do nervo ciatico através de uma incisao lateral na coxa,
ao qual um eletrodo foi conectado. Posteriormente, o tenddo do musculo tibial anterior foi
exposto e amarrado com sutura de algoddo cirurgica. Apds a cirurgia, os ratos foram
posicionados em uma plataforma acrilica, onde membros inferiores e superiores foram
firmemente imobilizados. Uma sutura de algoddo foi conectada a um transdutor de forca
previamente calibrado, acoplado a um computador, para coletar e analisar os dados de forga
gerados durante a contragdo muscular. Os musculos foram estimulados através de um
estimulador de pulso quadrado S48 (Grass®) e os dados foram registrados por um sistema de
aquisi¢do de dados especifico (Biopac Systems, EUA). A analise da for¢ca muscular foi
conduzida com o software AcqKnowledge, versao 4.4 (Biopac Systems, EUA), e a tensao
produzida foi expressa em milinewtons (mN).

No inicio do experimento, todos os musculos foram ajustados ao seu comprimento
6timo. Para garantir o recrutamento maximo das unidades motoras, foi empregado um protocolo
de minima voltagem, previamente determinado em estudos anteriores realizados em nosso
laboratério, capaz de provocar a maxima tensdo muscular.

O protocolo de estimulag@o consistiu em trés etapas sucessivas separadas por intervalos

de 60 s:

1) Single twitch: 5 pulsos a4 V, 1 PPS de stim rate com 200 ms de duragao.

2) Maximum tetanic force: 1 pulso a 4 V, 150 PPS de stim rate, 0,04 ms de delay com 0,1ms
de duragao.

3) Teste de fadiga: 1 pulso 4 V, 20 PPS de stim rate,40 ms de delay com 10 ms de duracio por

3 minutos.

Ap6s a conclusdo do protocolo de estimulacdo muscular, os animais foram submetidos
a eutanasia, e seus orgdos foram imediatamente removidos, pesados, lavados com solugao

fisioldgica e devidamente armazenados. No caso do coracdo, apds sua retirada, o o6rgdo foi
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preparado para o ensaio de fun¢do mitocondrial, conforme serd detalhado na sec¢do 4.10 a

seguir.

4.9 Eutanasia dos animais e coleta de sangue e tecidos

A eutandsia dos animais ocorreu ap6s um periodo de 4 horas de privagdo alimentar,
enquanto estavam profundamente anestesiados, foi coletada uma amostra de aproximadamente
5 ml de sangue, a qual foi armazenada em um tubo contendo anticoagulante acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para separacdo do plasma. O plasma foi obtido por meio
de centrifugacdo a 1000 g, a uma temperatura de 4° C, por um periodo de 15 minutos, com o
intuito de permitir andlises subsequentes da insulina.

Para minimizar as varia¢des no periodo de jejum entre os animais, a ordem de eutanésia
dos animais foi rotativa, com um animal de cada grupo sendo eutanasiado sequencialmente.
Apos a excisdo dos 6rgdos, nomeadamente o musculo tibial anterior, o musculo séleo, o rim, o
figado e o coragdo, os tecidos foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados a uma
temperatura de -80 °C. Os musculos esqueléticos tibial anterior e séleo foram selecionados
devido a distingdo em relagdo ao tipo de fibra muscular.

O peso dos tecidos foi apresentado em sua forma absoluta, € o peso relativo dos 6rgaos
foi calculado em percentagem (por grama a cada 100g do peso corporal do animal), uma vez

que € observado que os ratos diabéticos tendem a pesar menos.

4.10 Determinagdo da fun¢do mitocondrial em extratos do coragdo

Ap0s a eutanasia dos animais, os coragdes foram removidos e os cardiomidcitos foram
isolados seguindo o procedimento descrito por Cancherini, Queliconi & Kowaltowski (2007).
Posteriormente, o consumo de oxigénio (O.) foi avaliado, conforme descrito por Ferreira et al.
(2019).

O tecido cardiaco foi colocado em um tampao de isolamento contendo sacarose (300
mM), HEPES (10 mM), EGTA (2 mM), pH 7,2 e triturado na presenga de 0,1 mg/mL de
protease do tipo I (pancreas bovino), a fim de liberar as mitocondrias das fibras cardiacas. Apos
esse processo, a suspensao foi lavada no mesmo tampao, com adi¢do de 0,1 mg/ml de albumina

de soro bovino (BSA), e homogeneizada em um moedor de tecido (potter) de 40 ml. O
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sobrenadante resultante foi centrifugado a 9500 g por 5 minutos a uma temperatura de 4 °C e,
em seguida, a 10.000 g por 10 minutos a 4 °C, repetido duas vezes.

Cada amostra de mitocondria cardiaca foi posteriormente diluida em um tampao de KCl
contendo sacarose (125 mM), KCl (65 mM), Hepes (10 mM), fosfato inorganico (2 mM),
MgCl12 (2 mM), EGTA (100 mM) e BSA (0,01%), pH 7,2. Substratos exogenos que
desempenham fung¢des respiratorias fisioldgicas no tecido cardiaco, como succinato, malato e
glutamato (2 mM de cada), foram adicionados a amostra com agitagdo continua a 37 °C.

O consumo de O2 foi monitorado utilizando um eletrodo tipo Clark em conjunto com
uma interface de computador (OROBOROS, Oxygraph-2k). A avaliagdo do consumo de O>
incluiu a respiragdo mitocondrial no Estado 2 (na presenga de substratos exdgenos), a respiragao
maxima no Estado 3 (sob estimulagdo com ADP), o Estado 4 (sob estimulagdo de oligomicina)

e a avaliacdo das mitocondrias desacopladas (sob presenca de FCCP).

4.11 Determinagdo dos pardmetros séricos e teciduais

4.11.1 Concentragoes séricas de glicose e insulina

A glicemia em jejum, apos um periodo de 4 horas de privacdo alimentar, foi avaliada
por meio da coleta de amostras de sangue. Para coletar as amostras, foram utilizados tubos
capilares ndo heparinizados, dos quais foram retirados 20 pl de sangue da ponta da cauda dos
animais. Estas amostras foram entdo imediatamente transferidas para microtubos contendo o
mesmo volume de solugdo de NaF 2%. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas para
separar o plasma, o qual foi analisado por espectrofotometria para determinar a concentragdo
plasmatica de glicose. Esse procedimento foi conduzido utilizando o kit GLICOSE Liquiform
da Labtest.

A concentragdo plasmatica de insulina foi determinada através de um microensaio que
utilizou um método enzimatico-colorimétrico. Para esta analise, foi empregado o kit Rat INS

(Insulin) ELISA Kit da FineTest.
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4.11.2 Confirmagdo do genotipo

Usando a técnica de salting-out, o DNA gendmico foi isolado dos clipes de orelha dos
animais e submetido a PCR (tampao 5x, 25 mM MgClz, 10 uM dNTPmix, 10 uM Primer (direto
e reverso), DNA 0,5 puL, Go Tag DNA Polimerase (5u/pL) e 4gua ultrapura. Os seguintes
parametros de ciclagem térmica foram usados: 95 °C por 2 min, 35 ciclos de 95 °C por 30 s,
seguidos de 59 °C por 45 se 72 °C por 1 min e 5 °C por 2 min. Os produtos de PCR foram
separados em eletroforese em gel de agarose 2% e visualizados em transiluminador UV

(Gongalves et al., 2021).

4.12 Analise estatistica

Os dados foram apresentados na forma de média e desvio padrdo (DP) e submetidos ao
teste de normalidade da amostra (Shapiro-Wilk). Uma vez confirmada a normalidade dos dados,
para avaliar diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, foram utilizados o
unpaired t test, bem como a analise de varidncia (ANOVA) de um fator (one-way) e de dois
fatores (two-way). Posteriormente, foi aplicado o teste post-hoc de Tukey para comparagdes
multiplas, especificamente entre os grupos WT-Controle x KO-Controle, WT-Controle x WT-
Diabético, KO-Controle x KO-Diabético e WT-Diabético x KO-Diabético.

Para as variaveis que foram avaliadas em multiplos momentos no tempo, foi empregada
a analise de modelos mistos (mixed-effects). O nivel de significancia estatistica adotado foi de

P<0,05. O software utilizado para analise estatistica foi o Prisma 8.0, versdao Windows.
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5 RESULTADOS

Inicialmente foram 32 animais para compor os 4 grupos; um dos animais nao
desenvolveu hiperglicemia e outro veio a ¢bito durante a primeira semana da inducao de STZ.
Essas exclusdes resultaram na continuidade do experimento com um total de 30 animais, que
foram acompanhados ao longo de 8 semanas apds a indugdo. Conforme a literatura de referéncia
de Wang-Fischer & Garyantes (2018), sugere que a mortalidade esperada de um animal
diabético seja de 3%, podendo chegar a 82,8% com tratamentos mais prolongados, por
exemplo, apos 12 semanas de indugao.

Os 30 ratos remanescentes foram distribuidos em quatro grupos da seguinte maneira: 8
ratos no grupo WT-Controle, 8 no grupo KO-Controle, 7 no grupo WT-Diabético e 7 no grupo
KO-Diabético. Para confirmar a auséncia do gene Carns nos animais dos grupos knockout, foi
realizado um teste de genotipagem através de amostras de tecido obtidas das orelhas dos
animais como detalhadamente descrito na secdo 4.11.2 dos métodos. Os resultados
confirmaram a auséncia de carnosina nos animais knockout (Carns1”), permitindo assim a
continuidade das analises de dados.

Na Figura 6 ¢ possivel ver a confirmagdo do estado hiperglicémico dos animais DM
comparado aos animais do grupo controle. A glicemia ap6s 1 semana de inducdo e com 4 horas
de privacdo alimentar mostrou-se 263,58% maior nos animais diabéticos (266,9 mg/dl + 48,23)
comparado a glicemia dos animais controle (73,41 mg/dl + 16,35) (P<0,0001; ES=0,89; F[13,
15]=8,70; diferenca de 193,5 mg/dl com IC 95% de 167,3 a 219,7) (Figura 6).



40

w

(=]

o
|

Glicemia (mg/dl)
s o
o o
| |
(]
L]

Figura 6 — Glicemia ap6s 1 semana de indugdo da estreptozotocina. Os valores expressos como média
+ DP comparados por Unpaired ¢t test. Os pontos representam valores individuais. Grupo Diabético
(n=14) vs. grupo Controle (n=16). * P<0,0001.

Antes da administragdo de STZ, ndo havia diferenga nas glicemias dos animais (Figura
7). Apods a confirmacgdo da hiperglicemia, a andlise de modelos mistos confirmou um efeito
significante de tratamento nas glicemias dos animais diabéticos (efeito principal de tratamento
P<0,0001; F [1, 26]=510,9), mostrando glicemia elevada e persistente ao longo do tempo
(interacdo tempo*tratamento (P<0,0001; F [3, 77]=126,4). Nao houve efeito de genotipo
(P=0,802; F [1, 26]=0,06), nem interacdo tempo x genotipo (interacdo tempo*genotipo
P=0,832; F [3,77]=0,29) (Figura 7).

A glicemia final do grupo WT-Diabético foi de 300,5 £+ 37,86 mg/dl, ou seja, 311,64%
maior que a glicemia final dos animais do grupo WT-Controle, 73,0 = 12,29 mg/dl (P<0,0001;
diferenga de 227,5 mg/dl com IC 95% de 155,5 a 299,7) (Figura 7).
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Figura 7 — Perfil glicEémico dos ratos apos 4h de privagdo alimentar. Os valores expressos como média
+ DP (n = 7-8) comparados por Mixed-effects com post-hoc de Tukey: $: diferente do grupo controle

do mesmo genétipo € no mesmo ponto de tempo; %: diferente do tempo anterior do mesmo grupo
(P<0,05).

O peso corporal entre os grupos de ratos era similar antes da inducdo experimental de
DM (Figura 8). A analise de modelos mistos mostrou menor ganho de peso nos animais
diabéticos e knockout com relagdo as semanas (interagao tempo*tratamento*genotipo P=0,046;
F [2, 52]=3,25) (Figura 8). O ganho de peso foi menor nos animais diabéticos (efeito principal
de tratamento P=0,001; F [1, 26]=13) e com interagdo tempo x tratamento (intera¢ao
tempo*tratamento (P<0,0001; F [2, 52]=98,8) (Figura 8).

Apos o teste estatistico post-hoc, somente o grupo WT-Controle continuou a ganhar
peso, comparado com tempo anterior, significativamente no curso do experimento. Ao final do
experimento, o grupo KO-Controle apresentou o peso de 397,0 + 44,47 g, 34,43% maior que o
grupo KO-Diabético, 295,3 + 35,2 g (P=0,0094; diferenca de 101,7 g com IC 95% de 20,8 a
182,4) (Figura 8).
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Figura 8 — Dados do peso corporal em ratos no curso do experimento. Barras representam média = DP
(n = 7-8 por grupo) comparados por Mixed-effects com post-hoc de Tukey: $: diferente do grupo
controle do mesmo genotipo e no mesmo ponto de tempo; %: diferente do tempo anterior do mesmo
grupo (P<0,05).

O consumo de racao entre os grupos de ratos era similar antes da inducdo experimental
de DM (Figura 9). Houve um maior consumo de ragcao nos animais diabéticos (efeito principal
de tratamento P<0,0001; F [1, 26]=61,9), efeito também com relagdo as semanas (intera¢ao
tempo*tratamento P<0,0001; F [2, 50]=35,6), e nos animais knockout, porém menos
significativo [interagdo tempo*gendtipo (P=0,012; F [2, 50]=4,75) (Figura 9).

Apesar da hiperfagia observada nos animais diabéticos, este efeito ndo resultou no
ganho de peso corporal como mostra o grafico anterior (Figura 8). De acordo com teste
estatistico post-hoc, no final do experimento, o grupo KO-Diabético teve um consumo de 51,3
+ 7,97 g/dia, 14,50% maior que o consumo do grupo WT-Diabético, 44,8 + 7,4 g/dia, porém
ndo estatisticamente significante (P=0,89; diferenga de 6,47 g com IC 95% de -9,93 a 22,8)
(Figura 9).
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Figura 9 — Consumo de ragdo entre os ratos no curso do experimento. O consumo de ragdo foi
considerado pela divisdo de consumo em 24h em cada gaiola contendo de dois a quatro ratos de um
mesmo grupo. Barras representam média +£ DP (n = 7-8 por grupo) comparados por Mixed-effects com

post-hoc de Tukey: $: diferente do grupo controle do mesmo gendtipo € no mesmo ponto de tempo; %:
diferente do tempo anterior do mesmo grupo (P<0,05).

A ingestdo de agua entre os grupos de ratos era similar antes da inducdo experimental
de DM (Figura 10). De acordo com a analise de modelos mistos, os animais diabéticos e
knockout apresentaram elevada ingestao de 4gua (interacao tratamento*gendtipo P=0,020; F [1,
78]=5,59). Houve maior ingestdo de dgua em animais diabéticos com relagdo as semanas
(interacdo tempo*tratamento P<0,0001; F [2, 78]=0,925) e efeito principal de tratamento
(P<0,0001; F [1, 78]=1367) (Figura 10).

Houve também maior ingestdo de 4dgua em animais knockout (efeito principal de
genotipo P=0,035; F [1, 78)]=4,57), mas ndo associada a varidvel tempo (intera¢do
tempo*gendtipo P=0,40; F [2, 78]=0,92) (Figura 10).

De acordo com teste estatistico post-hoc, no final do experimento, o grupo KO-
Diabético teve ingestdo de agua de 192,2 + 22,18 ml/dia, 11,93% maior que a ingestao do grupo
WT-Diabético de 171,7 £ 21,99 ml/dia, porém ndo estatisticamente significante (P=0,820;
diferenga de 20,5 ml com IC 95% de -26,3 a 67,4) (Figura 10).
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Figura 10 — Ingestao de agua entre os ratos no curso do experimento. A ingestdo de agua foi considerada
pela divisdo de consumo em 24h em gaiola contendo de dois a quatro ratos de um mesmo grupo. Barras
representam média = DP (n = 7-8) comparados por Mixed-effects com post-hoc de Tukey: $: diferente
do grupo controle do mesmo genotipo € no mesmo ponto de tempo; %: diferente do tempo anterior do
mesmo grupo (P<0,05).

A Tabela 1 representa os valores médios dos pesos dos tecidos tibial anterior direito,
soleo direito, coracdo, figado e rim direito. Através da andlise por ANOVA two-way,
comparado com 0s animais controle, os animais diabéticos apresentaram peso absoluto 31,06%
menor (efeito principal de tratamento P<0,0001; F [1, 26]=46,13) e peso relativo 9,04% menor
(efeito principal de tratamento P=0,016; F [1,26]=6,53) do musculo tibial anterior direito. O
peso absoluto do sdleo dos animais diabéticos foi 23,03% menor (efeito principal de tratamento
P=0,001; F [1,26]=12,58), sem diferenga estatistica quando relativizado pelo peso corporal
(P=0,723; F [1, 26]=0,128) (Tabela 1).

Ainda na Tabela 1, o peso relativo do coracdo foi 12,5% maior nos animais diabéticos
(efeito principal de tratamento P<0,026; F [1, 25]=5,57). O peso relativo do figado foi 36,06%
maior nos animais diabéticos (efeito principal de tratamento P<0,0001; F [1, 26]=101,4). O
peso absoluto (efeito principal de tratamento P=0,001; F [1, 26]=13,16) e relativo (efeito
principal de tratamento P<0,0001; F [1, 26]=114,3) do rim foi 17,78% e 55,09% maior nos
animais diabéticos, respectivamente. Em suma, o tratamento (diabetes), unicamente, foi
danoso, com relagdo ao peso de todos os tecidos analisados (Tabela 1). Andlises do teste

estatistico post-hoc, enfatizando o efeito de tratamento, sdo demonstrados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Resultados obtidos dos pesos dos tecidos dos animais.

WT- KO- WT- KO-

Controle Controle Diabético Diabético
Tibial anterior (g) 0,82+0,13 0,82+0,09 0,59+0,09% 0,54+0,09%
Tibial anterior (g/100g)  0,21+0,02 0,20+0,01 0,19+0,02 0,18+0,01
Séleo (g) 0,17+0,03 0,20+0,04 0,14+0,01 0,15+0,03%
Soleo (g/100g) 0,04+0,007  0,05+0,009  0,04+0,008 0,05+0,005
Coragao (g) 1,22+0,12 1,27+0,11 1,07+0,13 1,08+0,13%
Coragao (g/100g) 0,33+0,06 0,32+0,02 0,35+0,05 0,38+0,03
Figado (g) 11,2£1,75 11,3+1,68 11,7+0,68 11,4+1,62
Figado (g/100g) 2,9+0,35 2,8+0,17 3,8+0,259% 3,9+0,30%
Rim (g) 1,45+0,14 1,53+0,14 1,76+0,24$ 1,76+0,25
Rim (g/100g) 0,37+0,04 0,38+0,02 0,58+0,09% 0,60+0,03%

Valores expressos como média = DP (n=7-8 por grupo) comparados por ANOVA two-way com post-
hoc de Tukey: $: diferente do grupo controle do mesmo genoétipo (P<0,05).

A Figura 11 mostra a relagdo do teste de tolerancia oral a glicose (OGTT). Os animais
diabéticos mostraram pior habilidade do corpo em metabolizar glicose (efeito principal de
tratamento P<0,0001 F [1, 26]=383,1). A glicemia aumentou ao longo do tempo de todos os
grupos (efeito principal de tempo P<0,0001; F [2,82, 73,42]=49,43), no entanto, os animais
diabéticos foram os mais afetados estatisticamente ao longo do tempo (interagdo
tempo*tratamento P<0,0001; F [6, 156]=29.89), sem diferenca estatistica com relacdo ao
gen6tipo ao longo do tempo (interagdo tempo*gendtipo P=0,728; F [6, 156]=0,60) ou
independente do tempo (efeito principal de gendtipo P=0,849; F [1, 26]=0,03) (Figura 11).

Quando analisado a area sob a curva (AUC), pode-se ver claramente uma diferenga
estatistica significante com relagdo ao tratamento, no qual o grupo WT-Diabético teve, 315%
maior concentracao de glicose/min comparado ao grupo WT-Controle (P<0,0001; diferenca de

33695 mg/dl/min com IC 95% de 31254 a 36136) (Figura 11).
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Figura 11 — Teste oral de tolerancia a glicose (OGTT). Uma carga de glicose (2g/kg de peso corporal)
foi injetada através de gavagem oral. O grafico mostra a curva glicémica e a inser¢ao ao lado, a area sob
a curva (AUC). Os valores sao expressos em média £ DP, (n = 6—8 por grupo) comparados por mixed-
effects quando houve tempo e one-way para AUC com post-hoc de Tukey: $: diferente do grupo controle
do mesmo genodtipo € no mesmo ponto de tempo; %: diferente do tempo anterior do mesmo grupo
(P<0,05). Médias com letras diferentes sao significativamente diferentes (P<0.0001).

A resposta a insulina exogena foi avaliada pelo teste de tolerancia a insulina (ITT)
(Figura 12), que demostrou maior redug¢do na glicemia x tempo nos animais diabéticos
selvagens (interagdo tempo*tratamento*gendtipo P=0,0001; F [6, 156]=4.97). O maior declinio
da glicemia ao longo do tempo foi nos animais diabéticos (interacdo tempo*tratamento
P<0,0001; F [6, 156]=21,99) e, com efeito principal de tratamento (P<0,0001; F [1, 26]=69,33)
(Figura 12).

Os animais selvagens também apresentaram declinio com relagdo ao tempo (interacao
tempo*gendtipo P=0,0003; F [6, 156]=4,45), sem efeito principal de gendtipo (P=0,822; F [1,
261]=0,051) (Figura 12).

Quando avaliados pela taxa de decaimento de glicose (kITT) pelo teste estatistico post-
hoc, a taxa do grupo WT-Diabético foi de 51,6% maior comparado ao grupo KO-Diabético
(P=0,018; diferenga de 0,34%/min com IC 95% de 0,04 a 0,65), isto €, os ratos diabéticos
ausentes de carnosina (KO-Diabético) apresentaram piora na reducdo glicémica que os animais
diabéticos selvagens (WT-Diabético). A saber, esses dados sugerem que a carnosina endéogena
(presente nos ratos do grupo WT-Diabético) pode ter aumentado a sensibilidade a ag¢do da

insulina (Figura 12).
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Figura 12 — Teste de tolerancia a insulina (ITT). Uma dose de insulina (0,75U/kg de peso corporal) foi
injetado por via intraperitoneal. O grafico mostra a curva glicémica e a insercao ao lado, a taxa de
decaimento de glicose (KITT). Os valores sdo expressos em média £ DP, (n = 6-8 por grupo)
comparados por mixed-effects quando houve tempo e one-way para KITT com post-hoc de Tukey: $:
diferente do grupo controle do mesmo genoétipo € no mesmo ponto de tempo; %: diferente do tempo
anterior do mesmo grupo (P<0,05). Médias com letras diferentes sdo significativamente diferentes
(P<0,05).

Em relacdo ao contetido de insulina no plasma, mostrado na Figura 13, os animais
diabéticos apresentaram concentracdes de insulina discretamente menores, 15,85% menor
quando comparado aos animais controle (efeito principal de tratamento P=0,039; F [1,
241=4,76), caracterizando o modelo de DM tipo 1. Sem diferenca estatistica quando analisado

os grupos pelo teste estatistico post-hoc.
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Figura 13 — Teste de insulina de jejum. Os valores sdo expressos em média + DP, (n = 6—8 por grupo)
comparados por ANOVA two-way com post-hoc de Tukey: médias com letras diferentes sdo
significativamente diferentes (P<0,05).
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A Figura 14 mostra a analise da fun¢do mitocondrial cardiaca com objetivo de melhor
quantificar os parametros funcionais da organela através do consumo de O:. A principio, a
funcionalidade da organela tendeu a se mostrar alterada nos animais diabéticos, embora nao
estatisticamente significante e, como pode-se observar, claramente a carnosina ndo mostrou
alteracdo na funcionalidade mitocondrial cardiaca.

No estado 2 (Figura 14A), os animais diabéticos apresentaram 13,44% menor respiragdo
mitocondrial na presenca de substratos exodgenos (efeito principal de tratamento P=0,10; F [1,
19]=2,92). No estado 3 (Figura 14B), os animais diabéticos apresentaram 19,49% menor
respiragdo na presenca de ADP (efeito principal de tratamento P=0,074; F [1, 26]=3,46). O
estado 4 (Figura 14C) mostra, que os animais diabéticos tiveram 22,20% menor respiracao na
presenga de oligomicina (P=0,083; F [1, 26]=3,25). E nas mitocondrias desacopladas (Figura
14D) dos animais diabéticos, tiveram 20,68% menor respira¢ao na presenca de FCCP (P=0,089;

F[1,26]=3,12). Sem diferenga estatistica quando analisado os grupos pelo teste estatistico post-

hoc.
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Figura 14 — Funcdo mitocondrial cardiaca. (A): respiragdo mitocondrial no Estado 2; (B): respiragdo
maxima no Estado 3 (na presenga de ADP); (C): respiragdo maxima no Estado 4 (na presenca de
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oligomicina); (D): respiragdo nas mitocondrias desacopladas (na presenga de FCCP). Os valores so
expressos em média = DP, (n = 6-8 por grupo) comparados por ANOVA two-way com post-hoc de
Tukey: médias com letras diferentes sdo significativamente diferentes (P<0,05).

A Figura 15 mostra o teste de eletroestimulag@o que avalia a funcionalidade do musculo
esquelético por meio da andlise de forca (Figura 15A e C), do tempo até o pico de forca (Figura
15B e D), do % tempo de relaxamento em contragdo (Figura 15E e F) e do teste de fadiga
(Figura 15G).

Os dados de contracdo isolada (pico de for¢a isolada — single twitch) mostraram que
os ratos diabéticos tendem a apresentar, embora ndo estatisticamente significante, 19,3% menor
pico de forga (efeito principal de tratamento P=0,11; F [1, 26]=2,64) e os animais do grupo
knockout 24,8% menor pico de forca (efeito principal de gendtipo P=0,10; F [1, 26]=2,81)
(Figura 15A); sem diferenca do tempo até o pico (Figura 15B).

A contracdo tetanica (pico de forca sustentada — tetanic) mostrou que os animais
diabéticos resultaram em 28% menor pico de forga (efeito principal de tratamento P=0,029; F
[1,26]=5,31) e 12% menor pico de for¢a para os animais knockout, embora ndo estatisticamente
significante (efeito principal de genotipo P=0,37; F [1, 26]=0,82) (Figura 15C); e
interessantemente, os animais knockout atingiram o pico em um tempo de 111% maior (efeito
principal de gendtipo P=0,022; F [1, 24]=5,93) (Figura 15D). Os dados de 2 tempo de
relaxamento, tanto para contra¢do unica como para contracao tetanica, ndo mostraram diferenga
estatistica significante (Figura 15E e F). Nenhuma diferenca estatistica, pelo teste estatistico
post-hoc, € vista como mostra a Figura 15A ao 15F.

A Figura 15 G mostra a analise de modelos mistos para o teste de fadiga, que revelou
reducdo de forca no avangar dos segundos para todos os grupos (efeito principal de tempo
P<0,0001; F [1,27, 31,44]= 42,57), com os animais knockout apresentando baixa resisténcia a
fadiga (efeito principal de genotipo P=0,021; F [1, 25]=5,99); e a medida que os animais iam
perdendo forca ao longo dos minutos, os animais knockout, independente da condicdo diabética
(efeito principal de tratamento P=0,6; F [1, 25]=0,24), apresentavam baixa resisténcia a fadiga
(interacao tempo*gendtipo P=0,030; F [5, 123]=2,56).

Quando analisado a area sob a curva (AUC), visualiza-se diferenga estatistica
significante com relagdo ao gendtipo, no qual o grupo KO-Diabético teve 41,2% menor
produgdo de for¢a (mN)/seg comparado ao grupo WT-Diabético (P<0,0001; diferenca de 11912
mN/seg com IC 95% de 5946 a 17878), demonstrando que os animais ausentes de carnosina

endogena realizaram menos trabalho muscular. (Figura 15G).
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Figura 15 — Fungfo do musculo esquelético por estimulacdo elétrica. (A): Pico de for¢a na contragdo
unica; (B): Tempo até o pico de for¢a na contragdo unica; (C) Pico de forca na contragdo tetanica; (D):
Tempo até o pico de forca na contragdo tetanica; (E): %2 tempo de relaxamento na contracao tnica; (F):
% meio tempo de relaxamento na contragdo tetanica; (G): Forga estimulada para protocolo de fadiga de
3 minutos ¢ a inser¢do ao lado, a area sob a curva (AUC). Os valores sdo expressos em média + DP, (n
= 68 por grupo) comparados por one e two-way € mixed-effects quando houve tempo com post-hoc de
Tukey: médias com letras diferentes sdo significativamente diferentes (P<0,05)

O teste de ecocardiografia na Figura 16, mostrou que os ratos diabéticos tiveram
alteracdes estaticamente significantes na fungdo sistdlica ventricular e, embora nao
estatisticamente significante, os ratos knockout também tenderam a essas alteragdes. No
entanto, a descritiva foi considerada ao efeito de tratamento (diabetes) comparado aos animais
controle como demonstrado a seguir.

As Figuras 16A e B mostram 45,79% e 29,99% de maior tempo de contragdo (IVCT) e
relaxamento (IVRT) (efeito principal de tratamento P=0,005; F [1, 26]=9,19 e P=0,0007; F [1,
26]=14,7; respectivamente), 24,16% maior no tempo de ejecdo (MV ET; Figura 16C) (efeito
principal de tratamento P=0,0001; F [1, 26]=20,3), bem como 11,41% menor na porcentagem
de fracao de ejecao (EF%; Figura 16D) (efeito principal de tratamento P=0,006; F [1, 26]=8,85),
13,95% menor na porcentagem de fracao de encurtamento (FS%; Figura 16E) (efeito principal
de tratamento P=0,007; F [1,26]=8,48) ¢ 9,00% maior no didmetro do ventriculo esquerdo (VE)
[LVID;s; Figura 16F) (efeito principal de tratamento P=0,002; F [1, 26]=11,41).

Esses achados demonstram um comprometimento da funcdo sistolica ventricular nos
animais diabéticos, que se traduz em maior dificuldade do VE em bombear o sangue para fora
do coragdo, aumentando assim o volume ventricular esquerdo sistélico como demonstra o valor
significativo (22,13% maior) na Figura 16G (LV Vol;s; efeito principal de tratamento P=0,002;
F[1,26]=11,76).

Apesar da reducdo da funcdo sistdlica do ventriculo esquerdo, ndo houve diferenca
estatisticamente significante dos batimentos cardiacos por minuto em repouso (BPM), nem para
o débito cardiaco em repouso (‘Q’), nem para o indice de desempenho cardiaco (TEI) (todos na
Tabela 2). Mais dados complementares (sem diferenca estatisticamente significante) da
ecocardiografia se encontram na Tabela 2. Andlises pelo teste estatistico post-hoc sao

demonstrados na Figura 16.



A IVCT (ms) 1 Controle
Hl Diabético
C MV ET (ms) 1 Controle
- Hm Diabético
100 ab b
718
80~ 65,0
54,5 957
604 - T
40
20
0 1 1
e e
E a bFS (%) 3 Controle
40+ 343 434 ab EE Diabético
l l 304 578
30
20+
10
0 1 1
RN R
G LV Vol;s (ul)
b
250 ab 1920
4 a a 168,2
200 143,3 151,6
150

100

50

IVRT (ms)

EF (%)
- a
%0 61,2 ab ab
' 60,0
: 556 51,7
601
40
20
0 1 1
e e
LVID;s (mm)
8 b
a a ::1 6,15
6] 541 555
4
2_
0_
& e & e
[ Controle
Hl Diabético

52

3 Controle
Hm Diabético

3 Controle
Hl Diabético

[ Controle
Hm Diabético



53

Figura 16 — Ecocardiografia. (A): Tempo de contracdo isovolumétrico (IVCT); (B): Tempo de
relaxamento isovolumétrico (IVRT); (C): Tempo de ejegdo (MV ET); (D): Fracdo de ejegao (EF); (E):
Fracdo de encurtamento (FS); (F): Diametro interno do ventriculo esquerdo na sistole (LVID;s); (G):
Volume do ventriculo esquerdo durante a sistole (LV Vol;s). Os valores sdo expressos em média = DP,
(n = 6-8 por grupo) comparados por ANOVA two-way com post-hoc de Tukey: médias com letras
diferentes sdo significativamente diferentes (P<0,05).

Tabela 2 — Resultados complementares obtidos da ecocardiografia.

WT- KO- WT- KO-
Controle Controle Diabético Diabético

Massa do VE

532,4+94 4 553,3£104,6  498,4+45,4 527,1+63,6
(mg)
Massa do VE

425,9+75,5 442,6+83,7 398,7+£36,3 421,7+50,8
corrigida (mg)
LV Vol;d (ul) 370+£29,9 381,3+50,3 379,6+20,8 400+46,8
IVS;d (mm) 0,961+0,17 0,988+0,20 0,883+0,11 0,912+0,13
IVS;s (mm) 1,86+0,31 1,82+0,24 1,64+0,18 1,58+0,26
LVID;d (mm) 8,25+0,30 8,35+0,49 8,35+0,20 8,54+0,46
LVPW;d (mm) 0,99+0,12 1,00+0,16 0,94+0,07 0,94+0,16
LVPW:;s (mm) 1,83+0,36 1,83+0,33 1,52+0,03 1,57+0,18
BPM 370,7+52,80 364,6+43,02  341,4+36,32  332,6+50,47
A’ (mm/s) 57,88+7,54 61,49+14,04  57,73£15,93  48,63+9,30
E' (mm/s) 71,40£12,60 57,80+£20,03  61,65+17,14  53,99+17,56
MV A (mm/s) 495,9+64,2 511,9+84,7 552,8495,6  624,9+150,8
MV Decel (ms) 16,73+3,25 22,08+9,80 18,62+4,53 20,55+7,12
MV E (mm/s) 658,3+468,1 732,01£275,2  957,7£134,1 891,08+227,4
MV IVS E
(mms) 53,06+6,40 51,74+5,83 44,91+4,79 45,29+7,84
A'/E 0,82+0,24 1,21+0,65 0,97+0,32 0,97+0,37
E/A" 1,27+0,28 1,16+0,58 1,10+0,28 1,12+0,33
MV E/A 2,10+0,30 1,70+0,39 1,78+0,47 1,50+0,56
MV E/E 14,74+2,39 15,65+5,81 16,42+4,05 18,03+7,07
‘Q’ (ml/min) 52,98+11,3 55,72+11,4 57,58+11,0 63,0+10,3
TEI 0,70+0,13 0,69+0,20 0,83+0,33 0,73+0,10
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Valores expressos como média + DP (n=7-8 por grupo) comparados por ANOVA two-way com post-
hoc de Tukey: $: diferente do grupo controle do mesmo genoétipo (P<0,05).

LV Vol;d: volume do ventriculo esquerdo na diastole; IVS;d: espessura do septo interventricular na
diastole; IVS;s: espessura do septo interventricular na sistole; LVID;d: didmetro interno do ventriculo
esquerdo na diastole; LVPW;d: espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo na diastole;
LVPW;s: espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo na sistole; BPM: batimentos por minuto;
A’: onda obtida ao nivel do anel mitral pelo Doppler tecidual durante a contragao atrial; E': onda obtida
pelo Doppler tecidual ao nivel do anel valvar mitral no inicio da diastole; MV A: onda A; MV Decel:
desaceleracdo da onda E; MV E: onda E; MV IVS E': onda S*; ‘Q’: débito cardiaco; TEI: indice de
desempenho cardiaco.
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6 DISCUSSAO

Nas ultimas trés décadas, houve uma extensa pesquisa que explorou o potencial
terapéutico da carnosina no tratamento de diversas condi¢des patologicas, incluindo diabetes,
doengas neurodegenerativas e o processo de envelhecimento (Creighton et al., 2022; Cesak et
al., 2023). Além disso, seu papel tem sido objeto de estudo crescente no contexto de doencas
cronicas (Feehan et al., 2022). Diversos estudos tém demonstrado efeitos benéficos da
suplementagdo com L-carnosina no DM, tanto em modelos experimentais (Nagai et al., 2003;
Soliman, Mohamed & Metwally, 2007; Sauerhofer et al., 2007) quanto em ensaios clinicos
envolvendo seres humanos (Karkabounas et al., 2018; Houjeghani et al., 2018; Peng et al.,
2020).

E relevante destacar que essas pesquisas ressaltam o papel crucial desempenhado pela
carnosina como um agente antioxidante que atua na reduc¢do da producao excessiva de espécies
reativas, que desempenham um papel fundamental na patogénese do DM (Giacco & Brownlee,
2010; Cripps et al., 2017). A condicao hiperglicémica inerente ao DM, por si s0, contribui para
0 aumento na geragao de espécies reativas e o subsequente estresse oxidativo, o que representa
uma via significativa para a degradacao celular (Li, Chong & Maiese, 2006; Maiese, Morhan
& Chong, 2007). Portanto, o estudo da carnosina oferece perspectivas promissoras no
desenvolvimento de estratégias terapéuticas que visam mitigar as consequéncias debilitantes
dessas condicdes patoldgicas.

Nao ¢ claro se os efeitos benéficos da suplementagdo com L-carnosina no DM refletem
a fungdo fisiologica do dipeptideo sintetizado endogenamente. Portanto, neste trabalho, pdde-
se explorar os efeitos fisiologicos da carnosina endogena nas alteragdes metabdlicas e em
tecidos com maior concentragao natural do dipeptideo (i.e., musculo esquelético e cardiaco) em
modelo animal de DM tipo 1.

Prosseguindo com os resultados deste estudo, observamos uma reducdo e
estatisticamente significativa nos niveis de insulina plasmatica em animais diabéticos. No
entanto, essa redu¢do ndo foi observada nos animais knockout. Além disso, identificou-se uma
relacdo entre a concentragdo de insulina plasmatica em animais diabéticos ¢ a dose de STZ
administrada. Estudos anteriores com doses semelhantes de STZ como os conduzidos por
Kaikini et al. (2020) e Belkacemi et al. (2012), que utilizaram 65 mg/kg, corroboram nossas
descobertas em relagdo a insulinemia. No entanto, protocolos que empregaram doses

substancialmente maiores, superiores a 100 mg/kg de STZ, resultam em concentracdes de
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insulina extremamente baixas, praticamente indetectdveis como evidenciado nos estudos de
Zhang et al. (2018), que utilizaram 150 mg/kg de STZ, e Ribeiro et al. (2018), que
administraram 120 mg/kg de STZ.

Em um modelo experimental de estresse metabdlico com concentragcdes enddgenas
reduzidas ou ausentes de carnosina, observa-se que a insulinemia permanece inalterada, de
acordo com os estudos de Qiu et al. (2020) e Wang-Eckhardt et al. (2022). Esses achados estao
em consonancia com os resultados obtidos neste estudo. No entanto, o estudo de Sauerhéfer et
al. (2007) demonstrou que a reducdo das concentragdes séricas de carnosina se correlaciona
com a diminui¢ao da insulinemia em camundongos transgénicos que servem como modelo de
DM tipo 2. Dados adicionais desse estudo sugerem que a secre¢do de insulina é preservada
devido ao aumento da massa das células beta como resultado do aumento dos niveis séricos de
carnosina, conforme evidenciado no grupo suplementado com L-carnosina (Sauerhofer et al.,
2007). Além disso, a suplementacdo com L-carnosina foi mostrada como um fator que aumenta
a secrecao de insulina, como evidenciado no estudo de Albrecht et al. (2017), que utilizou um
modelo mais robusto de camundongos transgénicos com nefropatia diabética.

A fim de relacionar os niveis de insulinemia com a eficacia da agdo da insulina,
realizamos o ITT. Os resultados deste teste revelaram que os ratos diabéticos ausentes de
carnosina (grupo KO-Diabético) exibiram uma menor responsividade a a¢do da insulina
exogena em comparagcdo com os ratos diabéticos selvagens (WT-Diabético). Embora nao
tenhamos observado uma diferenga estatisticamente significativa nos niveis de insulina
plasmatica entre esses dois grupos, podemos especular sobre um possivel efeito sinérgico entre
a carnosina endogena e a insulina exdégena no que diz respeito a captacao periférica de glicose.

Esse efeito sinérgico provavelmente ¢ mediado pela cascata de sinalizagdo da insulina,
via fosfatidilinositol 3-quinase/proteina quinase B (PI3K/Akt), bem como pela atuagdo da Nrf2
na reducdo da produgdo de espécies reativas. Os estudos de Zhao et al. (2019) e Cripps et al.
(2017) fornecem evidéncias acerca do impacto da carnosina na sinalizagdo da via da insulina e
na reducdo do estresse oxidativo, contribuindo para o aprimoramento das condi¢des glicémicas
frente ao DM.

Em suma, esses resultados revelaram uma correlacao direta entre as concentragdes de
carnosina endogena e a sensibilidade a insulina exdgena em ratos diabéticos, enquanto os niveis
do hormdnio no plasma permaneceram inalterados. Essas descobertas destacam a complexa
interagdo entre a carnosina ¢ a homeostase da insulina, lancando luz sobre possiveis alvos

terapéuticos no tratamento do diabetes e de condicdes metabolicas relacionadas. A
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compreensdo mais profunda dessa relagdo pode abrir caminho para intervengdes terapéuticas
mais eficazes no manejo de disturbios metabdlicos e endodcrinos.

Para caracterizar o DM nos ratos dos grupos WT-Diabético e KO-Diabético, induzidos
pela administragdo de STZ, observou-se um quadro tipico de DM tipo 1, conforme descrito por
Bond, Failla & Unger (1983). O DM tipo 1 ¢ conhecido por ser caracterizado pela hiperglicemia
cronica, hipoinsulinemia, ganho de peso reduzido, sinais de polifagia, polidipsia e, embora nao
tenhamos avaliado, sintomas de poliuria (Wu & Huan, 2008; Belotto et al., 2010). Os animais
deste estudo apresentaram todos esses sintomas, o que confirma a adequacdo do modelo de
inducao de DM com STZ para estudos experimentais relacionados ao DM tipo 1, especialmente
em relacdo a hiperglicemia cronica (Wu & Huan, 2007).

Apobs a inducdo com STZ, observou-se que os niveis glicémicos permaneceram
constantemente elevados, em linha com o estudo de Peters et al. (2014). Essa elevacao na
glicose sanguinea se assemelha ao quadro de DM tipo 1 ndo controlado em humanos, uma vez
que o STZ possui uma a¢ao beta-citotoxica (Tancrede, Rousseau-Migneron & Nadeau, 1983).
A dose de 65 mg/kg de STZ utilizada neste estudo manteve a glicemia dos animais diabéticos
em niveis elevados e constantes.

No que se refere a influéncia da carnosina sobre a glicemia, a literatura apresenta
resultados conflitantes. Alguns estudos indicam que a suplementagdo com L-carnosina nao
atenua a glicemia em animais diabéticos (Pfister et al., 2011; Riedl et al., 2011), enquanto outros
sugerem melhorias significativas (Soliman, Mohamed & Metwally, 2007; Lee et al., 2005). Em
estudos com seres humanos, a meta-analise conduzida por Peng et al. (2020) ndo forneceu
conclusdes definitivas sobre os efeitos da suplementacdo com L-carnosina na glicemia.

Entretanto, meta-analises mais recentes oferecem percepcdes interessantes. Uma delas
sugere que a suplementa¢do com L-carnosina ou beta-alanina reduz a glicemia de jejum em
roedores e humanos (Matthews et al., 2021). Outra meta-analise de estudos randomizados
confirma efeitos positivos da suplementagdo com L-carnosina em relagdo a glicemia de jejum
e a HbAlc (Sureshkumar et al., 2023). E relevante mencionar que o mesmo grupo de
pesquisadores identificou possiveis vieses que podem dificultar a conclusdo dos resultados
dessas pesquisas (Matthews et al., 2023).

Em células musculares primarias de pacientes com DM tipo 2, a carnosina demonstrou
aumentar a captacao de glicose estimulada pela insulina, possivelmente devido a sua capacidade
de atenuar o aumento na produgdo de metilglioxal, uma espécie reativa envolvida na patogénese
do DM, que interfere na sinalizagdo da insulina e na captagdo periférica de glicose, além de ser

um precursor de AGE (Riboulet-Chavey et al., 2006).
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No presente estudo, a auséncia de carnosina ndo agravou a hiperglicemia em
compara¢cdo com os ratos diabéticos selvagens, sugerindo que a carnosina endogena nao
desempenha um papel significativo no controle glicémico. No entanto, ¢ importante destacar
que mais estudos sdo necessarios para uma compreensdo abrangente dos mecanismos
subjacentes aos efeitos benéficos da suplementacdo com L-carnosina na cascata de sinalizagdo
da insulina. Isso pode ser alcangado por meio da avaliagdo da expressdo génica e da fosforilagao
de proteinas envolvidas no transporte de glicose € na eliminagdo de espécies reativas em tecidos
especificos como o musculo esquelético.

Além disso, a curva glicémica, particularmente observada no teste de OGTT, revelou
que os animais do grupo controle apresentaram menor elevacdo da glicemia e uma resposta
mais rapida na supressao da glicose no sangue. Por outro lado, os ratos diabéticos demonstraram
elevagdo seguida de uma falta de redugao glicémica, o que ¢ indicativo de intolerancia a glicose.
A AUC do OGTT, calculada a partir das concentragdes de glicose no sangue usando a regra
trapezoidal, foi significativamente maior nos ratos diabéticos em compara¢do com os ratos do
grupo controle, um resultado consistente com estudos anteriores envolvendo animais diabéticos
(Rafiq et al., 2009; Elberry et al., 2015; Morakinyo, Awobajo & Adegoke, 2013). Esse resultado
corrobora ainda mais a caracteriza¢do do modelo de DM tipo 1 estabelecido neste estudo.

Os animais diabéticos apresentaram uma menor taxa de ganho de peso corporal em
compara¢do com o grupo controle, o que esta de acordo com achados em estudos anteriores que
também utilizaram doses semelhantes de STZ (Kullmann et al., 2014; Shi et al., 2009; Najafi
et al., 2017; Pinna, Morazzoni & Sala, 2017). Mousavi et al. (2017) e Ahshin-Majd et al. (2016)
demonstraram que ratos diabéticos submetidos a testes de aprendizado e memoria, com doses
semelhantes de STZ, apresentaram perda de peso corporal, a qual foi revertida pela
suplementagdo com L-carnosina. No entanto, neste presente estudo, a auséncia de carnosina
endogena ndo exacerbou a perda de peso corporal em animais diabéticos.

Os animais diabéticos também demonstraram um aumento significativo no consumo de
racdo e ingestdo de 4gua em comparagdo com o grupo controle. Essas alteracdes metabolicas
sdo caracterizadas pela polifagia e polidipsia, sintomas frequentemente associados ao diabetes,
e estdo em consonancia com os achados de Belkacemi et al. (2012), Shi et al. (2009), e Wang-
Fischer & Garyantes (2018), que também utilizaram doses semelhantes de STZ em ratos.

Além das mudangas no peso corporal e nos habitos alimentares e de hidratacdo, o
diabetes provoca uma série de alteragdes bioquimicas e estruturais que afetam negativamente a
musculatura esquelética. A hiperglicemia e a hipoinsulinemia sdo fatores cruciais nesse

contexto. Nesse estudo, observou-se que os pesos dos musculos esqueléticos como o tibial
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anterior e o sdleo, foram menores nos animais diabéticos. Essa redu¢do pode ser atribuida a
uma diminui¢ao no conteudo de glicogénio, alteragdes no fluxo sanguineo, redugdo nos niveis
de 6xido nitrico e perda de sarcomeros contrateis devido a atrofia ou fibrose muscular como
discutido por Russel et al. (2009). Além disso, a administracdo de STZ ¢ capaz de estimular
processos proteoliticos, o que pode explicar a diminui¢cdo do peso da musculatura esquelética
observada um dia apds a sua indugdo, mencionado por Pepato et al. (1996).

No que diz respeito ao coracdo, observou-se que os ratos diabéticos apresentaram um
aumento no peso cardiaco. Essa hipertrofia cardiaca pode ser interpretada como uma resposta
compensatodria a disfungdo do ventriculo esquerdo, a qual foi identificada posteriormente por
meio da ecocardiografia. De acordo com Chatterjee (2005), essa resposta compensatoria a longo
prazo pode contribuir para uma disfuncdo ventricular e, por conseguinte, aumentar o consumo
de oxigénio pelo miocardio.

O aumento de peso observado nos rins e no figado dos animais diabéticos ¢ uma
manifestagdo comum da hiperglicemia crénica, que resulta em problemas morfologicos e
funcionais permanentes nesses 6rgaos (Dabro$, Kajda & Kordowiak, 2002; Mifsud et al., 2001;
Obineche et al., 2001).

Em relacdo ao figado, um estudo realizado por Kume et al. (1994) em camundongos
diabéticos demonstrou progressivas alteragdes morfologicas agudas. Essas alteragdes incluiram
hipertrofia dos hepatdcitos, hiperplasia do ducto biliar e aumento do numero de pastilhas
acidofilas intracitoplasmaticas. Essas mudangas iniciais evoluem ao longo do tempo,
culminando na degeneracdo gordurosa microvesicular focal com vacuolizacdo das células
hepaticas. Em fases mais avangadas da doenga, como na 14 semana, essas lesdes iniciais se
estendem progressivamente para o restante do parénquima hepatico, resultando em uma
degeneracdo gordurosa macrovesicular difusa. Essa condi¢do pode ser complementada por
infiltrados inflamatérios mononucleares intersticiais, 0 que caracteriza a esteato-hepatite nao
alcodlica, além de indicios de fibrose periportal (Bilal et al., 2016).

No que diz respeito ao rim, o aumento de peso proporcional ao peso corporal dos
animais diabéticos estd associado a hipertrofia glomerular, conforme indicado pelo indice de
hipertrofia renal (Kanchan et al., 2016). A hipertrofia glomerular ¢ uma caracteristica precoce
na progressdo da doenca renal causada pelo DM (Malatiali, Francis & Barac-Nieto, 2008).
Embora o mecanismo exato subjacente a hipertrofia renal ndo seja totalmente compreendido,
as evidéncias sugerem que alteragdes locais na producdo de fatores de crescimento e/ou em seus
receptores desempenham um papel crucial nesse processo. Sharma & Ziyadeh (1995)

propuseram que a superexpressao do fator de crescimento transformante (TGF) — beta 1 esta
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associada ao desenvolvimento da hipertrofia renal no DM tipo 1. Por outro lado, Flyvbjerg et
al. (1995) relatam que a hipertrofia renal ¢ resultado da acdo do hormoénio de crescimento (GH)
e fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF).

Por outro lado, no presente estudo, observou-se que a auséncia de carnosina nao
influenciou significativamente o peso dos tecidos nos ratos diabéticos, incluindo o tibial
anterior direito, soleo direito, coracdo, figado e rim direito.

Quanto a fungao sistélica do VE, notou-se um acentuado comprometimento nos animais
diabéticos, embora os ratos knockout também tenham apresentado uma tendéncia em direcao a
diferenga estatisticamente significativa. E importante observar que a auséncia de carnosina
contribuiu para uma leve piora nos parametros que caracterizam a disfuncao sistolica do VE
nos ratos diabéticos, conforme evidenciado pelo grupo KO-Diabético. No entanto, ¢ possivel
que a auséncia de significancia estatistica seja devido a alta variabilidade das amostras em
relacdo a média e a um poder estatistico ligeiramente subdimensionado para essa analise
especifica (Suresh & Chandrashekara, 2012).

A falta de reprodutibilidade do resultado estatisticamente significativo obtido por
Gongalves et al. (2021), que utilizaram a mesma linhagem de ratos knockout, pode ser atribuida,
em parte, a variabilidade natural que ¢ inerente a estudos bioldgicos. A variagdo aleatdria por
si s6 pode levar a grandes disparidades nos valores de P e nos intervalos de confianga. Por
exemplo, mesmo que os pesquisadores conduzam dois estudos de replicagdo perfeita de um
efeito genuino, cada um com 80% de poder (chance) de atingir P <0,05, ndo seria surpreendente
que um deles resultasse em P < 0,01 e o outro em P > 0,30 (Amrhein, Greenland & McShane,
2019).

Essas discrepancias ressaltam a complexidade da pesquisa cientifica e a importancia de
considerar uma variedade de fatores que podem influenciar os resultados, incluindo a
variabilidade natural, o tamanho da amostra e o poder estatistico. Além disso, enfatizam a
necessidade de replicagdo de estudos em diferentes contextos para obter conclusdes robustas
sobre os efeitos de intervengdes ou condigdes experimentais em modelos biologicos.

No contexto das doengas cardiovasculares associadas ao DM, as disfungoes cardiacas
sdo uma caracteristica tanto do DM tipo 1 quanto do tipo 2 em modelos animais (Mansor et al.,
2013; Trost et al., 2002; Kajstura et al., 2001; Marsh, Dell'italia & Chatham, 2009). Varias
hipoteses foram propostas para explicar a disfungdo cardiaca no DM, incluindo o aumento da
oxidacao de acidos graxos devido a deficiéncia na utilizagao da glicose sanguinea, expansao do

tecido conjuntivo, estresse oxidativo, mau uso do Ca?" intracelular e redugio na expressdo do
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reticulo sarco/endoplasmatico Ca** — ATPase (SERCA) (Boudina & Abel, 2010; Trost et al.,
2002).

A extensa pesquisa sobre as anormalidades funcionais e/ou morfologicas do VE em
animais diabéticos sugere que o DM, por si s6, induz a disfungao sistdlica do VE (Hoit et al.,
1999; Takeda et al., 1988). Manifestagdes que incluem a diminui¢do da fracdo de ejecdo e das
dimensdes na sistole do VE podem ser detectadas apds 5 semanas de indugdo com STZ,
enquanto alteragdes na didstole surgem apds 12 semanas de indugdo (Akula et al., 2003; Mihm
et al., 2001), o que estd de acordo com os resultados deste estudo.

E amplamente reconhecido que a cardiomiopatia diabética é fortemente influenciada
pelo estresse oxidativo. A ativagdo do estresse oxidativo, devido ao aumento na producao de
espécies reativas na mitocondria e a subsequente apoptose mitocondrial, causada pela
hiperglicemia, sdo consideradas as principais causas da cardiomiopatia associada ao DM
(Giacco & Brownlee, 2010; Watanabe et al., 2010).

Por outro lado, em relacdo a carnosina, Gongalves et al. (2021) apontou que as alteragdes
na fungdo cardiaca estdo relacionadas aos efeitos da carnosina nos transientes de Ca?*
intracelular como também documentado por Zaloga et al. (1997), que mostrou que as mudancas
no Ca*" intracelular contribuem significativamente para a patologia do miocardio. No entanto,
o mecanismo fisiolodgico exato ainda ¢ pouco compreendido, e o papel de varios metabolitos
estd sendo investigado, uma vez que a carnosina endogena nao parece ser essencial para o
estresse oxidativo em células cardiacas de animais saudaveis como evidenciado pela auséncia
de alteragdes na respiracdo mitocondrial e na producdo de perdxido de hidrogénio (H20.),
conforme demonstrado por Gongalves et al. (2021). Em seres humanos, os efeitos positivos da
suplementagdo com L-carnosina no sistema cardiovascular ndo foram confirmados
(Sureshkumar et al., 2023).

Os resultados deste estudo indicaram que o consumo de oxigénio mitocondrial nos
cardiomidcitos de animais diabéticos tendeu a ser menor, embora ndo tenha atingido
significancia estatistica. Curiosamente, um estudo realizado por Marciniak et al. (2014)
procurou investigar se a respira¢do mitocondrial cardiaca est4 relacionada a disfun¢do cardiaca
em diferentes modelos de indu¢do de DM. Os resultados revelaram que apenas os animais que
tiveram a indugdo de DM associada a dieta rica em lipidios como no modelo de DM tipo 2,
apresentaram correlacdo entre cardiomiopatia e piora na respiragdo mitocondrial
estatisticamente significante. Interessantemente, o mesmo estudo ndo encontrou correlagao

entre a somente indugdo de STZ (DM tipo 1) e defeitos na respiragdo mitocondrial, apesar da



62

evidente disfuncao cardiaca, sugerindo que os defeitos na respiracao mitocondrial cardiaca nao
sdo a causa primaria (Marciniak et al., 2014).

Além disso, a resisténcia a insulina presente no DM tipo 2 est4 diretamente associada a
disfungdo mitocondrial (Boudina et al., 2009; Belke et al., 2002). Essa constatagdo foi
corroborada por estudos semelhantes conduzidos por Moreira et al. (2006) e Lashin & Romani
(2004) em ratos com DM tipo 1, induzidos com doses semelhantes de STZ, que também
avaliaram a respiragcdo mitocondrial. No entanto, ¢ importante notar que varia¢des individuais
na absorcdo, depuragdo e metabolismo da STZ podem ocorrer entre os animais, afetando a
avaliagdo da respiracdo mitocondrial cardiaca (Lashin & Romani, 2004). Animais que
experimentam um maior dano devido a indu¢do de STZ estdo mais propensos a condi¢do de
cetoacidose diabética, o que, por sua vez, pode levar a alteragdes na respiracdo mitocondrial
cardiaca (Lashin & Romani, 2004). Adicionalmente, concentragdes mais baixas de insulina
plasmatica estdo associadas a animais em estado de cetoacidose diabética (Sivitz & Yorek,
2010), e os animais deste presente estudo apresentaram uma diminui¢@o discreta nos niveis de
insulina em comparacdo com animais que recebem doses mais robustas de STZ. Portanto, esses
resultados sugerem que o modelo de inducao de diabetes, a intensidade da condi¢do diabética
e a concentragdo de insulina podem desempenhar papéis importantes na interpretagdo dos
achados relacionados a respiragdo mitocondrial cardiaca.

A presente pesquisa também se dedicou a avaliagdo da fungdo motora, com foco na
contratilidade muscular esquelética. Observou-se uma tendéncia em ambos os animais
diabéticos e knockout, com uma notdvel diminui¢do no pico de for¢a muscular isolada.

Porém, ¢ importante notar que, ao analisar a for¢a sustentada, os animais diabéticos
demonstraram um pico de forca ainda menor, o que nos leva a estabelecer uma interessante
conexdao com estudos anteriores como o de Spaas et al. (2021), que relatam observagdes
semelhantes em modelos de ratos com esclerose multipla.

Um ponto de destaque ¢ a analise de forca sustentada, que, de acordo com Cameron,
Cotter & Robertson (1990), é considerada o método mais robusto na avaliagdo da representagao
da forga, devido ao tempo prolongado de contra¢do sob alto potencial de tensdo. Este ¢ um
aspecto crucial a ser considerado ao interpretar os resultados do presente estudo, uma vez que
a for¢a sustentada pode ser mais representativa da capacidade real do musculo em situagdes do
cotidiano, no qual a manuten¢ao prolongada da forca ¢ necessaria.

A presenca de baixo poder estatistico ou a falta de diferenga estatistica em nossos
resultados de contratilidade pode ser atribuida a diversas causas. Uma hipotese relevante

envolve a escolha do tipo de fibra muscular analisada, ja que o reticulo sarcoplasmatico, por
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exemplo, ¢ mais proeminente em fibras musculares de contracdo rapida, como o extensor longo
dos dedos (EDL) e o tibial anterior. Em virtude dessa especificidade, o reticulo sarcoplasmatico
pode ndo estar suficientemente comprometido para afetar a forga muscular e o tempo de
relaxamento de maneira significativa, o que pode explicar a auséncia de diferenga
estatisticamente significante em nossos resultados.

A especificidade do tipo de fibra muscular se torna um aspecto crucial em nossa analise,
uma vez que a composicao das fibras musculares influencia significativamente o desempenho
e a resposta a diferentes condi¢gdes. De acordo com estudos anteriores, o tibial anterior de ratos
¢ composto predominantemente por fibras de contragdo rapida (tipo IIA, 1IB e IIX),
representando cerca de 95,7% dessas fibras (Tasi¢ et al., 2011). Em contraste, o musculo s6leo
¢ composto principalmente por fibras de contracao lenta (tipo I), totalizando cerca de 84,9% de
sua composicao (Staron et al., 1999).

Um ponto notavel ¢ que, em ratos diabéticos, o musculo esquelético com fibras de
contracdo rapida ndo parece apresentar reducgdes significativas no conteudo de ATP,
fosfocreatina, citrato sintase e citocromo oxidase (Fewell & Moerland, 1995). Isso pode sugerir
que as alteracdes metabdlicas relacionadas ao DM podem afetar de maneira diferenciada os
musculos com diferentes composi¢des de fibras. Tal distingdo ¢ fundamental para compreender
as complexas respostas do sistema muscular em contextos de doengas metabdlicas como o DM.

Além disso, a auséncia de uma maior fadiga muscular em animais diabéticos com fibras
de contracdo rapida, neste experimento, destaca ainda mais a importancia de examinar essas
diferengas entre tipos de fibras. Isso contrasta com descobertas em relacdo a fadiga em fibras
musculares de contragdo lenta em animais diabéticos como demonstrado no estudo de Copray
et al. (2000). Essa disparidade pode indicar que as fibras de contragdo rapida possuem
adaptacdes metabolicas ou estruturais que as tornam menos suscetiveis a fadiga em contextos
diabéticos, mas essa hipdtese requer investigagdes adicionais.

Vale destacar que, em um estudo anterior conduzido em camundongos (Everaert et al.,
2013b), a suplementacdo com beta-alanina demonstrou reduzir a fadiga no musculo sdleo
durante contragdes musculares prolongadas de 8 minutos. Essa constata¢ao suscita a hipotese
de que o aprimoramento do desempenho muscular em contextos diabéticos pode ser
influenciado pelo tipo de fibra muscular, exigindo uma avaliag¢do especifica e direcionada.

Intimeros trabalhos tém demonstrado achados diferentes no teste de contratilidade de
animais diabéticos, tais como, diminui¢do na for¢a (Fahim, el-Sabban & Davidson, 1998;
Lesniewski, Miller & Armstrong, 2003), aumento na for¢ca (McGuire et al., 2001; Krause et al.,
2009) e similaridade ao grupo controle (Cotter et al., 1989; Stephenson, O'Callaghan &
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Stephenson, 1994). Esta variabilidade de resultado envolve a duracio do diabetes, ampla gama
de protocolos de testes de contratilidade empregados, tipo de fibra muscular utilizado, vias de
administracdo e dose da droga de indugdo do diabetes. Outra influéncia na variabilidade ¢ a
temperatura do musculo a ser contraido, podendo reduzir até 60% da for¢a muscular a medida
que a temperatura muscular diminui (Cullingham, Lind & Morton, 1960, Bennett, 1984).
Portanto, ¢ visto uma grande probabilidade de alto indice de dispersdo das amostras em relagao
a média devido a variabilidade natural dos animais, constatado pelos valores do desvio padrao
das médias.

Wang-Eckhardt et al. (2020) n3o demonstrou diferenca na contragdo muscular
esquelética e nem alteracdo no tamponamento de pH em camundongos envelhecidos knockout
de carnosina. No entanto, Wu, Egusa & Nishimura (2022), sugerem que a auséncia de carnosina
em ratos knockout compromete 20 — 50% a forca muscular através do teste de forga de preensao
(grip strength meter), porem os dados nao foram publicados.

Com relagdo a auséncia de carnosina, os animais knockout atingiram o pico de forga
sustentada em maior tempo e tiveram menor resisténcia a fadiga, especulado pelo fato de que a
carnosina endogena ¢ liberada durante o exercicio fisico (Horii et al., 2015). Dessa forma,
afetando o fluxo sanguineo por meio de uma mudanca na atividade nervosa simpatica muscular
e isso pode ter auxiliado na contracdo muscular dos ratos selvagens. Como ja descrito
anteriormente que a suplementacdo com L-carnosina apresenta funcao antifadiga (Boldyrev &
Severin, 1990) e atualmente um estudo com camundongos ausentes de carnosina (Carns17),
reportou que a capacidade de exercicio dos animais knockout foi significantemente inferior
comparado com animais controle (dados nao publicados) (Sakano et al., 2022).

A explicagdo provavel que suporta o beneficio da carnosina na resisténcia a fadiga ¢
através do tamponamento do pH intramiocelular e pelo aumento a sensibilidade do Ca?*
miofibrilar, particularmente em fibras de contragdo rapida (Derave et al., 2007; Hobson et al.,
2012). Os primeiros estudos realizados com cé¢lulas de musculo esquelético, mostram que a
carnosina aumenta a sensibilidade dos canais de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico (Batrukova
& Rubtsov, 1997; Lamont & Miller, 1992), posteriormente sugeridos por Dutka et al. (2012) e
Blancquaert, Everaert & Derave (2015). Outra explicagdo ¢ pela alteracdo na cinética do ciclo
das pontes cruzadas (miosina-actina), no qual a ligagdo do Ca?* a troponina aumenta o poder
de contragdo muscular (Ochala et al., 2011). Outras possiveis altera¢des intracelulares podem
estar por tras da perda da capacidade de geragdo de forca, por exemplo, o aumento na acidose,
no acumulo de fosfato e na exacerbagdo na produgdo de espécies reativas (Allen, Lamb &

Westerblad, 2008).
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Em modelo de camundongos knockout de carnosina, verificou-se que apos o exercicio
de natagdo, os ratos ausentes de carnosina apresentaram menor 3-metil histidina (3-MH), um
aminodcido livre, presente na actina e miosina, considerado um marcador de protedlise
muscular. Apresentaram também menor peso do musculo gastrocnémio (10% menor), sem
alteracao no musculo s6leo. O mesmo estudo mostrou também supressao do IGF-1 e catepsina
B (CTSB), ambas proteinas relacionadas a sintese e degradacao, respectivamente. Concluindo
que a auséncia de carnosina prejudica um correto metabolismo muscular esquelético (Wu,
Egusa & Nishimura, 2022).

Em suma, é necessario investigar a nivel celular o papel da carnosina endégena no
sistema antioxidante enfraquecido pelo estado diabético, sendo um passo crucial para
compreender os mecanismos subjacentes a essas complexas interagdes. Como sugerido, €
sabido que as concentracdes de carnosina estdo elevadas no musculo esquelético de jovens
diabéticos, e essa elevagdo pode ser vista como um mecanismo compensatorio para lidar com
o estresse oxidativo. No entanto, a hipdtese de que, a longo prazo, esse mecanismo
compensatdrio seja exaurido, resultando na diminui¢do da carnosina e na perda de sua fungao,
¢ uma questdo importante que merece investigacao detalhada.

Além disso, como mencionado, o uso de doses maiores de STZ em modelos de animais
diabéticos pode ser benéfico para entender o DM a longo prazo. O acompanhamento a longo
prazo ¢ crucial para captar as mudangas que ocorrem ao longo do tempo, bem como para avaliar
os efeitos cronicos do DM ndo apenas em parametros metabolicos, mas também em termos de
funcdo muscular, incluindo musculos esqueléticos e cardiacos.

Essa abordagem mais abrangente, que envolve estudos longitudinais e experimentos em
nivel celular, ajudariam a esclarecer ndo apenas o papel da carnosina, mas também outras
adaptacdes que ocorrem em resposta ao DM e suas implicagdes em condi¢des de longo prazo.
O entendimento mais profundo desses mecanismos ¢ fundamental para desenvolver estratégias
de prevencao e tratamento mais eficazes para distirbios relacionados ao DM, bem como para
identificar possiveis alvos terapéuticos para restaurar a fungdo muscular e metabdlica em
pacientes diabéticos.

Portanto, ¢ imperativo que futuros trabalhos de pesquisa explorem essas areas em
detalhes, explorando as principais técnicas e abordagens para obter uma compreensdo mais
completa das complexas interagdes envolvidas nas alteragdes metabdlicas e musculares

associadas ao DM e ao papel da carnosina nesse contexto.
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7 CONCLUSAO

Do ponto de vista estrutural e funcional da musculatura estriada, a auséncia de carnosina
no modelo experimental de diabetes tipo 1, induzido pela administragdo de 65 mg/kg de
estreptozotocina, ndo apresentou impactos adversos evidentes. Em condi¢des de auséncia de
carnosina, observou-se que a hiperglicemia em ratos diabéticos nao foi atenuada em resposta a
administracdo de insulina exodgena. Isso sugere a existéncia de uma interagdo sinérgica entre a
carnosina endogena e a insulina administrada externamente, resultando em uma maior eficacia
na reducdo dos niveis de glicose. Essas descobertas proporcionam uma nova perspectiva sobre
o papel potencialmente benéfico da carnosina no contexto do diabetes mellitus tipo 1,
destacando sua contribuicdo para a regulacdo glicémica, que merece uma investigacdo mais

aprofundada em estudos futuros.
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