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RESUMO

A carnosina (B-alanina-L-histidina) é um dipeptideo encontrado
em abundancia na musculatura esquelética, no musculo cardiaco
e no sistema nervoso central. E um composto utilizado como
terapia  adjuvante para 0 tratamento de  doengas
neurodegenerativas associadas ou ndo ao envelhecimento, devido
ao seu conhecido efeito protetor contra oxidantes gerados na
fisiopatologia dessas doencas. Entretanto, até o momento,
nenhum estudo avaliou o efeito da administracdo isolada de
carnosina sobre parametros de estresse oxidativo em cérebro de
ratos. Com o intuito de elucidar os efeitos antioxidantes da
carnosina, este estudo investigou os efeitos da administragdo
aguda intracerebroventricular (ICV) de carnosina sobre
parametros de estresse oxidativo em cortex cerebral, cerebelo,
hipocampo e estriado de ratos machos com 60 dias de vida. Para
tanto, os animais foram submetidos a uma cirurgia estereotaxica
com implantacdo de canula no ventriculo lateral direito. Trés dias
apos a cirurgia, os animais receberam uma administracdo Unica
ICV de carnosina (6,4 umol) através da cénula guia. Os animais
do grupo controle receberam 6,4 pumol de NaCl em solugdo
aquosa. Uma hora ap6s a administracdo, 0s animais foram
eutanasiados por decapitacdo com guilhotina e as estruturas
cerebrais a serem estudadas foram limpas e dissecadas para
posteriores analises bioquimicas. Para avaliacdo da oxidacdo
lipidica e proteica, foram determinados os niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBA-RS) e o conteudo de
sulfidrilas, respectivamente. Também foram avaliadas as
atividades das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e
superdxido dismutase (SOD) nas mesmas estruturas cerebrais.
Observou-se que os niveis de TBA-RS ndo foram alterados em
nenhuma das estruturas cerebrais avaliadas nos animais que
receberam carnosina em comparagao ao grupo controle. Por outro
lado, o contelido de grupos sulfidrila encontrou-se aumentado em
cerebelo e hipocampo de ratos submetidos a administracdo de
carnosina, sugerindo uma maior protecdo conferida aos
compostos tiélicos presentes nas células. Em relagdo as defesas
antioxidantes, pdde-se observar um aumento da atividade da CAT
em cortex cerebral dos animais que receberam administracéo ICV
de carnosina. Tais resultados corroboram estudos anteriores que



demonstram efeitos antioxidantes para a carnosina. Entretanto, a
administracdo ICV deste dipeptideo ocasionou uma inibicdo da
atividade da SOD em estriado, o que pode ser um efeito toxico da
carnosina. Tomados em conjunto, os resultados do presente
estudo demonstram efeitos ambiguos da carnosina sobre
parametros de estresse oxidativo. Este trabalho corrobora o efeito
antioxidante descrito, mas apresenta uma evidéncia de um
possivel efeito toxico exercido pela carnosina. Estudos
complementares sdo necessarios para avaliar a seguranca do uso
terapéutico desta molécula.

Palavras-chave: carnosina; cérebro; espécies reativas;
antioxidante; rato.



ABSTRACT

Carnosine (B-alanine-L-histidine) is a dipeptide found in
abundance in skeletal muscle, cardiac muscle and central nervous
system. Based on the protective effect of carnosine against
oxidative damage, its use was proposed as an adjuvant therapy
for the treatment of neurodegenerative diseases associated or not
with aging. However, up to date, no study has evaluated the effect
of the isolated administration of carnosine on oxidative stress
parameters in rat brain. In this study the effects of acute
intracerebroventricular administration (ICV) of carnosine on
oxidative stress parameters in cerebral cortex, cerebellum,
hippocampus and striatum of male rats 60 days of age were
investigated. The animals underwent a stereotactic surgery with
implantation of cannula in the right lateral ventricle. Three days
after surgery, animals received a single ICV administration of
carnosine (6.4 umol) through the guide cannula. The control
group received 6.4 umol NaCl in agueous solution. One hour
after administration, the animals were euthanized by decapitation
with guillotine and brain structures to be studied were dissected
and used for subsequent biochemical analyzes. It was observed
that the levels of TBA-RS were not altered in any of the brain
structures studied in animals receiving carnosine, as compared to
the control group. On the other hand, the content of sulfhydryl
groups found increased in cerebellum and hippocampus of rats
after administration of carnosine, suggesting a greater protection
toward thiol compounds present in the cells. It was also observed
an increase in CAT activity in the cerebral cortex of animals
receiving ICV administration of carnosine. These results
corroborate previous studies that demonstrate antioxidant effects
for carnosine. However, carnosine administration caused an
inhibition of SOD activity in the striatum, which can be a toxic
effect of carnosine. Taken together, the results in the present
study demonstrate ambiguous effects for carnosine on oxidative
stress parameters. Additional studies should be undertaken to
assess the safety of the therapeutic use of this molecule.

Keywords: carnosine; brain; reactive species; antioxidant; rat.
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1. INTRODUCAO
1.1. Carnosina

A carnosina (beta-alanina-L-histidina), a anserina (beta-
alanina-1-metil-L-histidina) e a homocarnosina  (gama-
aminobutiril-L-histidina) (Figura 1) sdo os trés dipeptideos
endégenos mais representativos do grupo dos dipeptideos
histidinicos (Peters et al., 2011). A anserina é um componente do
musculo esquelético de aves, porém ausente em tecidos humanos
(Boldyrev & Severin, 1990; De Marchis et al., 2000; Boldyrev,
2012). A homocarnosina é encontrada em grande quantidade no
sistema nervoso central (SNC) de mamiferos. A diferenca das
concentracbes dos dipeptideos pode ser explicada pela
biodisponibilidade de acido gama-aminobutirico (GABA), um
precursor ndo proteinogénico da homocarnosina, que esta
presente exclusivamente em areas cerebrais (Bellia et al., 2011).

N= HN
N=\ m
S NH N
H,N NH NH
I, \/\\“, “:N/\/\ﬂ/l
(9] O
(¢] OH 0 OH
B-alanina-L-histidina v-aminobutiril-L-histidina
Carnosina Homocarnosina
N :\
X N=CH,
H,N \/\n/ NH
0
0 OH
N-p-alanina-(1-metil)-L-histidina
Anserina

Figura 1: Dipeptideos de histidina e B-alanina ligados entre si via
ligagdo amida. (Figura adaptada de Bellia et al., 2011).
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O dipeptideo carnosina foi inicialmente isolado e
purificado de extratos de musculos esqueléticos de vertebrados
(Quinn et al., 1992) em 1900, por Vladimir Gulevistch, que
também elucidou sua estrutura quimica (Boldyrev et al., 2010). A
carnosina é encontrada em tecidos inervados, na musculatura
esquelética, masculo cardiaco, pele, estbmago e tecido nervoso
(em algumas areas especificas como neurdnios e células da glia)
(Quinn et al., 1992; Bauer, 2005; Di Paola et al., 2011), estando
em concentracGes de até 20 mM no musculo esquelético humano
(Abe, 2000).

Estudos analiticos realizados em diferentes espécies de
mamiferos estabeleceram que a carnosina € altamente
concentrada no bulbo olfatério, e menores concentracBes de
carnosina e homocarnosina ocorrem no cérebro e no medula
espinhal (Margolis, 1974; Margolis, 1980; Bonfanti et al., 1999;
De Marchis, 2000).

1.1.1. Metabolismo da Carnosina

A carnosina é sintetizada em diversos tecidos a partir dos
aminoacidos histidina e beta-alanina pela enzima carnosina
sintetase (EC 6.3.2.11). Esta é uma enzima dependente de ATP
com ampla especificidade ao seu substrato. E capaz de sintetizar
homocarnosina e anserina, embora com uma afinidade mais baixa
do que a relatada para carnosina (Horinishi et al., 1978). Essa
enzima contém um dominio C-terminal, que compreende o sitio
catalitico responsavel pela ligacdo de beta-alanina com L-
histidina e aminoacidos relacionados (Drozak et al., 2010).

Esta enzima é encontrada em maiores concentracdes em
tecidos excitaveis (SNC, musculatura esquelética e cardiaca)
(Stuerenburg & Kunze, 1999; Sauerhofer et al., 2007). Estudos
imuno-histoquimicos no SNC demonstraram que a carnosina
aparece inicialmente em oligodendrdcitos maduros e,
posteriormente, nos demais tipos celulares, o que sugere que séo
essas células as responsaveis pela sintese de carnosina e
homocarnosina nesse tecido (De Marchis et al., 2000).

Estudos in vitro com culturas primarias de células
cerebrais demonstraram que a carnosina é sintetizada por células
gliais (Bauer, 2005). Entre os sistemas de células investigados,
astrocitos e oligodendrdcitos estdo envolvidos na localiza¢do da
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carnosina na glia. No entanto, a auséncia de carnosina sintetase
em astrocitos demonstra que a carnosina e outros dipeptideos
histidinicos, nesse tipo celular, séo internalizados por meio de um
transportador (Dieck et al., 1999) denominado PepT2 (Xiang et
al., 2006), que é um transportador saturdvel de alta afinidade e
que apresenta ampla especificidade de substrato para dipeptideos
(Bauer, 2005). O mesmo sistema de transporte é expresso no
pulmdo, no baco e nos rins (Saito et al., 1996). Por outro lado,
este transportador de peptideos ndo & expresso em
oligodendrécitos, em que a liberacdo de carnosina €
especificamente estimulada por glutamato (Bakardjiev & Bauer,
2000). Portanto, a internalizacdo deste dipeptideo em
oligodendrécitos tem sido atribuida a outros mecanismos de
transporte, como a despolarizacdo da membrana e a liberacdo
vesicular dependente de calcio (Bakardjiev & Bauer, 2000).

A presenca de um beta-aminoacido (neste caso, a beta-
alanina) na estrutura quimica da carnosina confere-lhe resisténcia
a degradacao pela maioria das peptidases. Assim, o catabolismo
desses dipeptideos (carnosina e compostos relacionados) é
realizado por uma enzima conhecida como carnosinase (Figura 2)
(Boldyrev et al., 2010). Essa enzima é considerada membro da
familia M20 das metaloproteinases, sendo especifica para
degradacdo de dipeptideos (Balion et al., 2007). Duas isoformas
principais foram caracterizadas em seres humanos: a carnosinase
sérica (CN1, carnosinase sérica; EC 3.4.13.20) (Jackson et al.,
1991), que € sintetizada no cérebro, secretada no liquido
cefalorraquidiano (LCR) e, em seguida, para a circulagio
sisttmica (Lenney et al., 1982; Schoen et al., 2003). A outra
isoforma é tecidual e presente no citosol (CN2; EC 3.4.13.3)
(Lenney et al., 1985; Otani et al., 2005) e esta presente em VAarios
tecidos, incluindo figado, rim e baco, exceto no musculo
esquelético (Jackson et al., 1991).
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B-ALANINA « ANSERINA, OFIDINA * METIL"HISTIDINAS
6 1 6
7 N
5
!
Interagdo com produtos
v CARNOSINA de radicais livres
CARNICINA 4
»
CARNOSINA
SINTETASE CARNOSINASE
Sintese de CoA
3 \ HISTIDINA B-ALANINA — Acidos nucleicos
Estimulagio da sintese de colageno
2
\ ( DESCARBOXILAGAO
\
\
\ ‘v Fun¢éo mediadora
HISTAMINA Participagdo na alergia e na reaglo

inflamatéria

Figura 2: Metabolismo da carnosina em tecidos. (1) Carnosina é
hidrolisada pela enzima carnosinase; (2) Histidina é descarboxilada
formando histamina; (3) Histamina é precursora de carnicina; (4)
Carnosina é sintetizada a partir dos aminoacidos (B-alanina e L-
histidina) através da enzima carnosina sintetase; (5) Em aves, carnosina
é metilada formando anserina; (6) Anserina é hidrolisada em metil-
hitidina e B-alanina; (7) B-alanina é precursora de carnicina em aves.
Adaptada de Boldyrev e Severin (1990).

Essas enzimas ndo diferem apenas na sua distribuicdo e
peso molecular, mas também na sua especificidade. Uma
diferenca importante é que a primeira (CN1) é bastante seletiva
para dipeptideos X-His, principalmente carnosina e
homocarnosina em menor extensao, enquanto a segunda degrada
um ndmero maior de dipeptideos (Teufel et al., 2003), exceto a
homocarnosina (Lenney et al., 1983).

Dois ions metélicos sdo incluidos em ambas as enzimas,
auxiliando o mecanismo catalitico. A carnosinase CN2 requer
pelo menos um cation Mn*? equivalente para a atividade
hidrolitica, enquanto a CN1 comumente age com Zn*? e é ativada
por Cd*%. A CN1 é expressa no SNC dos adultos e em menor
concentracdo no figado (Teufel et al., 2003) e é secretada das
células cerebrais para o plasma através do liquido
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cefalorraquidiano (LCR). As concentragdes dessa enzima sérica
sdo indetectaveis nos recém-natos e aumentam com o avancar da
idade, atingindo niveis préximos a dos adultos por volta de 10 a
12 anos (Fleisher et al., 1980; Hartlage, 1982; Lenney et al.,
1982; Peters, 2011). Mamiferos ndo primatas, como os roedores,
ndo produzem a CN1, ndo apresentando, portanto, essa atividade
plasmatica ou no SNC (Bellia et al., 2009).

Por outro lado, a CN2 é distribuida em vérios tecidos
humanos e no cérebro de roedores. Com base na localizagao
pontual no cérebro dos mamiferos, esta isoforma pode ser usada,
supostamente, como uma fonte de histidina para a sintese de
histamina nos neurénios histaminérgicos (Biffo et al., 1990; Otani
et al., 2005).

1.1.2. Funcdes Bioldgicas da Carnosina

A funcéo e o metabolismo da carnosina ndo foram ainda
totalmente elucidados. Sabe-se que este dipeptideo atua como
sequestrador de radicais hidroxila e possui acdo antioxidante
(Babizhayev et al., 1994; Chan & Decker, 1994; Hipkiss, 2009)
por desempenhar um papel regulador no volume intracelular de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (Boldyrev et al., 1987) e
eliminar produtos de peroxidacdo de lipideos, tais como 0s
aldeidos insaturados (Kyriazis, 2010). Estudos demostram que
ratos pré-tratados com carnosina e que subsequentemente
receberam etanol por via oral foram protegidos contra o aumento
de peroxidacdo lipidica e do aumento sérico de transaminases
hepaticas ocasionados por este alcool (Artun et al., 2010).

Depois de 100 anos de estudo da atividade bioldgica da
carnosina, evidenciou-se que este peptideo é um antioxidante
enddgeno, hidrofilico, que protege os tecidos excitaveis de
animais contra o estresse oxidativo e pode ser usado com sucesso
para impedir o dano oxidativo cerebral (Gallant et al., 2000).
Assim, foi sugerido que a carnosina pode ser Util para o
tratamento de pacientes com doencas neurodegenerativas
(Hipkiss, 2007; Bellia et al, 2011) e prevencdo do
envelhecimento (Boldyrev, 2005).

Além disso, pode ainda regular a glicélise através de seu
efeito ativador de algumas enzimas glicoliticas (Quinn et al.,
1992). Em 1980, lkeda e colaboradores demonstraram que a
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carnosina estimula a atividade de frutose-1,6-bisfosfatase
(EC 3.1.3.11). O mecanismo desta estimulagdo é desconhecido,
mas pode ser devido a sua capacidade de quelar ions metélicos,
tais como 0 Zn*? e Mg*? (Trombley et al., 2000), que regulam as
enzimas glicoliticas. A ativacdo de frutose-1,6-bisfosfatase pode
criar um ciclo fatil de ATP, diminuindo os niveis e a sintese desta
molécula energética, assim como diminuindo o fornecimento de
esqueletos de carbono para a sintese de aminoacidos (Hipkiss et
al., 2013). Esta descoberta pode explicar os efeitos da carnosina
em cultura de células tumorais demonstrado por Gaunitz e
Hipkiss (2012). O dipeptideo histidinico inibiu o crescimento
celular decorrente de um declinio na sintese de ATP pela via
glicolitica, que é a via preferencial de células tumorais por
consumirem muito ATP devido a um acentuado indice mitético
(Gaunitz & Hipkiss, 2012).

A carnosina apresenta acdo de tampdo fisioldgico através
da sua forma acetilada, que ajuda diretamente a suprimir o
aumento da concentracdo de ion hidrogénio, como também ativa
a enzima anidrase carbonica (Temperini et al., 2005), que
aumenta a capacidade do tampdo  bicarbonato. Também
apresenta a propriedade de neutralizar a formacdo excessiva de
acido lactico durante o exercicio anaerdébio de alta intensidade,
evitando assim o decréscimo de pH citosélico (Abe, 2000).

Outros estudos demonstraram a capacidade da carnosina
em inibir a glicosilacdo de proteinas (Hipkiss, 2009) por inativar
especificamente o metilglioxal (MG) (Hipkiss et al., 2013) O MG
¢ um aldeido reativo causador de glicosilacdo (Hipkiss, 2010;
Hipkiss et al., 2013) que pode ser formado através da via
glicolitica (pela decomposicdo espontanea da di-hidroxicetona
fosfato ou sua conversdo a MG pela enzima metilglioxal sintase)
(Rose & Nowick, 2002), por hidroxilacdo da acetona via
citocromo P450 e isoenzimas (Beisswenger et al., 2005), da
oxidacdo aerobica de aminoacetona, catalisada por ions de metais
de transicdo (Dutra et al., 2001) ou ainda por uma aminoxidase
sensivel a semicarbazida (Yu et al., 2003). Quando os niveis
séricos de glicose estdo elevados, o0 MG também eleva suas
concentracdes (Uchiki et al., 2012) e é considerado a principal
fonte de danos a proteinas, uma vez que podem formar adutos,
conhecidos como produtos finais da glicacdo avangada (AGES).
A carnosina, entdo, se liga ao MG formando um aduto (MG-
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carnosina) capaz de ser eliminado mais facilmente pela urina
(Hipkiss et al., 2013). Além disso, a carnosina estimula a sintese
de O&xido nitrico (NO), estimula a protedlise, participa da
desacetilacdo das histonas (Neurhro & Mantsch, 1979), estimula
a sintese de proteinas de estresse e promove a cicatrizagdo
(Hipkiss, 2009).

A acdo anti-inflamatdria da carnosina provém da reducéo
dos niveis de citocinas pro-inflamatdrias, tais como o fator de
transformacéo de crescimento beta (TGF-beta), interleucina (IL) -
1 e fator de necrose tumoral (TNF)-alfa (Di Paola, 2011). Atua
também na contracdo muscular e fosforilagio oxidativa, estimula
0 sistema imune (Quinn et al., 1992), é um agente quelante
especialmente de cobre, zinco (Quinn et al., 1992; Hipkiss, 2009),
célcio e purinas (Neurho & Mantsch, 1979), o que sugere o seu
envolvimento na regulacdo génica e transducgéo de sinal (Hipkiss,
1998).

Estudos em animais mostraram que a carnosina afeta a
funcdo neuroldgica por ser um peptideo sintetizado pelo cérebro e
0s seus transportadores especificos estarem presentes no plexo
cordide (Teuscher et al, 2004), parte da barreira
hematoencefalica. Um possivel papel para carnosina dentro do
SNC é a modulacdo de neurbnios glutamatérgicos sensoriais
(Bonfanti et al., 1999). Tomonaga e colaboradores (2008)
demostraram que a carnosina exerce atividade antidepressiva em
ratos (Tomonaga et al., 2008). Nesse sentido, em aves, a
carnosina induz hiperatividade (Tsuneyoshi et al., 2007),
enguanto que a sua estrutura inversa (L-histidina-beta-alanina)
tem efeitos sedativos e hipnéticos (Tsuneyoshi et al., 2008).

A borda em escova renal também possui um sistema de
transporte de carnosina e ha evidéncias de que o rim apresenta
carnosinase ativa (Sauerhofer et al., 2005). Outras evidéncias
mostram que a carnosina pode influenciar a atividade do sistema
nervoso simpatico no rim (Tanida et al., 2005), bem como nos
tecidos adiposos marrom e branco (Tanida et al., 2007).

1.1.3. Toxicidade da Carnosina
No homem, alteracdes no metabolismo desses

dipeptideos geralmente séo devido a uma diminuigdo da atividade
da carnosinase sérica, levando a um aumento das concentragdes
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plasmaticas, liquoricas e urinarias dos seus substratos
(homocarnosina e carnosina) (Kramarenko et al., 2001). Desta
forma, a carnosinemia ou deficiéncia da carnosinase (OMIM
212200) caracteriza-se como um erro inato do metabolismo com
padrdo de heranca autossdmica recessiva (Kramarenko et al.,
2001). E provocada pela delecdo na porcdo terminal do braco
longo do cromossomo 18, com ponto de interrupcdo em 18g21.3,
gue culmina na deficiéncia ou auséncia da atividade da
carnosinase (Willi et al., 1997).

A deficiéncia de carnosinase sérica € acompanhada de
tremor, convulsGes miocldnicas, hipotonia, atraso psicomotor
profundo e inabilidade de se envolver socialmente (Perry et al.,
1967; Lunde et al., 1982). Uma reducgdo da atividade da enzima
CN1 pode, ainda, ser observada em transtornos neuroldgicos, tais
como a doenca de Parkinson, processos de isquemia, esclerose
multipla e doenca de Alzheimer (Balion et al., 2007). Ha, ainda,
relatos sugerindo diferentes formas de deficiéncia enzimatica.
Alguns pacientes exibem uma atividade enzimética bastante
reduzida associada a uma consequente carnosinemia, enquanto
outros pacientes apresentam essa mesma redugdo, mas sem exibir
a carnosinemia. Neste contexto, em alguns casos ndo foi
evidenciada uma consistente relacdo entre esses achados
bioquimicos e sintomas clinicos, 0 que demonstra que pacientes
bioguimicamente pouco afetados se mostrariam clinicamente
comprometidos (Fleisher et al., 1980).

1.2. Espécies Reativas (ER) e Estresse Oxidativo

A producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de
nitrogénio (ERN), entre outras ER, é parte integrante do
metabolismo humano e é observada em diversas condicdes
fisiolégicas (Vasconcelos et al., 2007). O balango redox em
liquidos bioldgicos, organelas, células ou tecidos é determinado
pela presenca de pares redox responsaveis pelo fluxo de elétrons
(Vasconcelos et al., 2007).

As moléculas organicas e inorganicas e os atomos que
conttm um ou mais elétrons ndo pareados, com existéncia
independente, podem ser classificados como radicais livres
(Halliwell, 1994). Essa configuragdo faz dos radicais livres
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moléculas altamente instveis, com meia-vida curtissima e
guimicamente muito reativas (Ferreira & Matsubara, 1997).

A formacdo de ER constitui um processo continuo e
fisioldgico, sendo a mitocondria a principal fonte geradora de ER
por meio da cadeia transportadora de elétrons. Tais mecanismos
podem ser favorecidos pelos fons Cu*? e Fe* por serem muito
ativos em reacOes de dxido-reducdo (Koury & Donangelo, 2003;
Scheneider & Oliveira, 2004). O ciclo redox desses minerais
promove a reacdo de Fenton, a qual libera um potente radical
hidroxila (OH") a partir do perdxido de hidrogénio (H,O,). O OH’
é capaz de retirar um atomo de hidrogénio dos acidos graxos poli-
insaturados da membrana celular e iniciar a peroxidacéo lipidica.
O resultado é o acumulo de hidroperdxidos que destroem a
estrutura e fungdo da membrana (Welch et al., 2002).

Entre as principais EROs, o anion radical superéxido
(Oy) apresenta uma baixa capacidade de oxidagdo. Por outro
lado, OH™ mostra uma pequena capacidade de difusdo, mas é o
mais reativo na inducdo de lesdes nas moléculas celulares
(Anderson, 1996). O perdxido de hidrogénio (H,O,) ndo é
considerado uma ER verdadeira, mas é capaz de atravessar a
membrana nuclear e induzir danos a molécula de DNA por meio
de reacles enzimaticas (Anderson, 1996). Dentre as ERNS,
destacam-se 0 NO, potente vasodilatador, porém, ao reagir com o
oxigénio, forma o dioxido de nitrogénio (NO,) que é um potente
iniciador de peroxidacdo lipidica em fluidos biol6gicos. O
peroxinitrito (ONOO"), formado pela reacdo de O, com NO' é
instdvel e potente oxidante com propriedades semelhantes ao
radical hidroxila, podendo causar danos a muitas moléculas
biolodgicas, inclusive a grupos tidlicos das proteinas (Vasconcelos
etal., 2007).

As EROs e ERNs, em baixas concentragdes, exercem
importantes funcdes bioldgicas, como na fagocitose, em que essas
espécies sdo produzidas para eliminar o xenobi6tico, resposta
inflamatdria, agentes estimulantes para processos bioquimicos
intracelulares, geracdo de ATP, entre outros (Droge, 2002;
Barbosa et al., 2010; Kunwar & Priyadarsini, 2011). Por outro
lado, quando sua produgdo é exacerbada, o organismo dispde de
um eficiente sistema antioxidante que consegue controlar e
restabelecer o equilibrio. Porém, producles excessivas de ER
podem desencadear danos oxidativos a biomoléculas como DNA,
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proteinas e lipidios, podendo levar a mutagdes genéticas,
disfuncdo e agregacdo de proteinas e comprometimento de
membranas bioldgicas, resultando em doencas crénicas (Ferreira
& Matsuraba, 1997; Halliwell 2006; Halliwell & Gutteridge,
2007).

O estresse oxidativo ocorre quando hd um desequilibrio
entre agentes oxidantes e sistemas de defesas antioxidantes, em
favor da producdo excessiva de ER ou pelo detrimento de
velocidade em remogdo destas moléculas. Durante esse processo,
ocorre a oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de
suas funcdes biologicas e desequilibrio homeostatico, cuja
manifestacdo é o dano oxidativo a células e tecidos (Halliwell &
Whiteman, 2004), além de contribuir para doengas como o
cancer, hipertensdo, diabetes, aterosclerose, envelhecimento
precoce, doencas neurodegenerativas e erros inatos do
metabolismo (Zelco et al., 2002; Ferrari, 2004; Halliwell &
Whiteman, 2004; Halliwell & Gutteridge, 2007; Vasconcelos et
al., 2007).

A intensidade e a patogenicidade deste desequilibrio
depende das concentrages de espécies pro e antioxidantes, das
constantes de velocidade de reacdo com moléculas-alvo e da
compartimentalizacéo celular destes processos, em que fatores de
solubilidade e difusdo sdo determinantes (Grow & Ischiropoulos,
2001).

1.2.1. Sistema de Defesa Antioxidante

A producdo continua de ER durante 0s processos
metabdlicos é compensada mecanismos de defesa antioxidante,
com funcdo de neutralizar e/ou reduzir os danos causados pela
acdo deletéria destas moléculas (Clarkson & Thompson, 2000).
Tais funcBes incluem a inibi¢do da formacdo das ER (sistemas de
prevencdo) e o impedimento da acdo desses (sistemas
varredores), constituidos por glutationa reduzida (GSH),
superdxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1), catalase (CAT) (EC
1.11.1.6), glutationa peroxidase (GPx) (EC 1.11.1.9) e tocoferol.
Podem ainda favorecer o reparo e a reconstituicdo das estruturas
biologicas lesadas (sistemas de reparo), sendo constituida pelo
acido ascorbico, pela glutationa redutase (GR) (EC 1.6.4.2) e pela
GPx, entre outros (Ferreira & Matsuraba, 1997).
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O excesso de ER no organismo é combatido por
antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta. A
deficiéncia dos sistemas antioxidantes pode ser resultado da
diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes ou da
deficiéncia nutricional de antioxidantes e de outros constituintes
dietéticos essenciais (Halliwell & Gutteridge, 2000).

Esses agentes que protegem as células contra os efeitos
das ER podem ser classificados em antioxidantes enzimaticos e
ndo-enzimaticos. Os sistemas antioxidantes nado-enzimaticos
incluem compostos antioxidantes de origem dietética, como
tocoferol (vitamina E), beta-caroteno (pro-vitamina A), selénio,
cobre, zinco, acido ascérbico e GSH (principal e mais abundante
antioxidante ndo-enzimatico do organismo) ndo vem da dieta, é
sintetizado no organismo, que diminuem a acdo toxica das ER
produzidas intra e extracelularmente (Yu, 1994). A avaliagéo do
potencial antioxidante in vivo dos compostos ndo-enzimaticos
dependem de algumas varidveis, como a absor¢do e
biodisponibilidade em condi¢cdes fisiol6gicas, concentragdo
plasmatica ideal, tipos de ER geradas no processo oxidativo, em
gual compartimento celular foram geradas e como foram geradas
(Bianchi & Antunes, 1999; Barbosa et al., 2010).

1.2.2. Sistema de Defesas Antioxidantes Enzimaticas

O principal sistema de defesa antioxidante é constituido
por enzimas antioxidantes, como as SOD (CuZn-SOD - citosélica
e extracelular, Mn-SOD - mitocondrial), CAT (heme-enzima) e
GPx para decomporem, respectivamente, o anion O,, H,0, e
lipoperoéxidos (Yu, 1994). A GR é outra enzima importante nesse
processo. Esta enzima, mesmo ndo agindo diretamente na
remocdo de ER, é responsavel pela regeneracdo da GSH,
utilizada como substrato pela enzima GPx. Essas enzimas agem
por meio de mecanismos de prevencdo, impedindo efou
controlando a formacao de ER (Scheneider & Oliveira, 2004).

A isoformas citosolicas da SOD (CuzZn-SOD) é dimérica
e também pode ser encontrada nos lisossomos, ndcleo e espago
entre as membranas interna e externa da mitocdndria
(tetramérica). A Mn-SOD ¢ localizada na mitocondria (Zelco et
al., 2002; Vasconcelos et al., 2007). A equagdo abaixo demonstra
a reacdo catalisada pelas isoformas da SOD (Figura 3).
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20, + 2H—L 5, H.0,+ O,

Figura 3: Reacdo quimica catalisada pelas isoformas da superdxido
dismutase (SOD). O radical superoxido é dismutado em perdxido de
hidrogénio e em oxigénio molecular. Fonte: Vasconcelos et al., 2007.

Outro importante antioxidante enzimatico é a CAT, que
se encontra na maioria das células humanas. Esta enzima catalisa
a degradacdo do perdxido de hidrogénio a oxigénio molecular e
agua (Figura 4). Seu sitio ativo contém o grupo heme e esta
localizada nos peroxissomos. A CAT é também encontrada nas
mitocOndrias das células do tecido cardiaco (Vasconcelos, 2007).
No entanto, alguns érgdos como coracdo, musculo esquelético e
cérebro contém baixa atividade da CAT, o que os tornam mais
vulnerdveis & a¢do das EROs e ERNs (Halliwell & Gutteridge,
2007).

Catalase

EHQOE —_—™ 02 + 2 HQO

Figura 4: Reagdo quimica catalisada pela enzima catalase. Degradagdo
do perdxido de hidrogénio a oxigénio molecular e &agua. Fonte:
Vasconcelos et al., 2007.

Outra enzima que degrada o peroxido de hidrogénio é a
GPx (Figura 5) (Ferreira & Abreu, 2007). A GPx esta localizada
no citosol e na matriz mitocondrial, atuando sobre perdxidos em
geral, com utilizacdo de GSH como cofator (Vasconcelos et al.,
2007).

2GSH + H.0, —™* § 2H.0 + GSSG

Figura 5: Reago quimica catalisada pela enzima glutationa peroxidase
(GPx). Glutationa reduzida e peroxido de hidrogénio sdo oxidados a
agua e glutationa oxidada. Fonte: VVasconcelos et al., 2007.
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1.2.3. Carnosina e Espécies Reativas

A carnosina demonstrou atividade contra a geracdo de
ER na mucosa do intestino delgado, possivelmente por sua
capacidade em quelar zinco (Omatsu et al., 2010). Acredita-se
gue esta capacidade da carnosina em extinguir ER possa ser a
responsavel por beneficios anti-inflamatorios, como a redu¢édo do
citocromo ¢ e da caspase 3 (Omatsu et al., 2010).

Muitos estudos demonstraram que, tanto a nivel de tecido
como de organelas, a carnosina e dipeptideos relacionados podem
prevenir a lipoperoxidacdo (Dupin et al., 1984). Estes estudos
sugerem que eles representam homologos hidrossollveis de
antioxidantes lipossolaveis (como o tocoferol) capaz de diminuir
a suscetibilidade de danos oxidativos a membranas celulares
(Quinn et al., 1992).

A carnosina também apresenta efeito protetor contra
danos de ER em isquemia cerebral, verificado em um estudo
utilizando dois modelos animais de lesdo cerebral isquémica em
gue a carnosina aumentou o tempo até a perda da excitabilidade e
diminuiu o tempo de recuperagdo (Boldyrev et al., 1997).

Outros possiveis mecanismos antioxidantes da carnosina
ainda estdo sob investigacao.
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Investigar 0S efeitos da administracdo
intracerebroventricular (ICV) aguda de carnosina sobre
pardmetros de estresse oxidativo em estruturas cerebrais.

2.2. Especificos

- Investigar os efeitos da administracdo ICV aguda de
carnosina sobre o dano oxidativo lipidico (niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbitlrico) em cortex cerebral, cerebelo,
hipocampo e estriado de ratos com 60 dias de vida;

- Investigar os efeitos da administracdo ICV aguda de
carnosina sobre o dano proteico (contetdo de grupos sulfidrila)
em cOrtex cerebral, cerebelo, hipocampo e estriado de ratos com
60 dias de vida;

- Investigar os efeitos da administracdo ICV aguda de
carnosina sobre as defesas antioxidantes celulares enzimaticas
(SOD e CAT) em cértex cerebral, cerebelo, hipocampo e estriado
de ratos com 60 dias de vida.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais

Foram utilizados quinze ratos (considerando-se a
mortalidade devido a cirurgia) machos da espécie Rattus
norvegicus, da linhagem Wistar, de 60 dias de vida e
provenientes do biotério da Universidade do Extremo Sul
Catarinense. Os animais foram mantidos em ciclos de claro-
escuro de *12 horas a uma temperatura de 24+1°C e com
exaustdo. Os animais tiveram livre acesso a agua e ao alimento. A
utilizacdo dos animais seguiu o protocolo experimental aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais desta Universidade
(protocolo n° 141/2012), levando em consideracdo a Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos (DBCA), aprovada por meio da Portaria
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) n° 465 (23/05/2013).

Todos os procedimentos foram realizados por pessoas
treinadas e qualificadas em local especifico para manipulacdo
animal.

3.1.1. Administracao de Carnosina

Para a administragdo ICV de carnosina, foi realizada uma
cirurgia estereotaxica e implantacdo de uma céanula no ventriculo
lateral direito por trepanacdo. Durante o processo cirdrgico, a
temperatura foi mantida adequada (aproximadamente 21°C) para
o conforto dos animais. Os animais foram inicialmente
anestesiados com cloridrato de cetamina (DCB n° 01936) (75
mg/kg, intramuscular) e cloridrato de xilazina (DCB n° 09208)
(75 mg/kg, intramuscular) para a realizagdo da cirurgia
estereotaxica e implantacdo da cénula. Ap6s a anestesia, 0S
animais foram colocados em um aparelho estereotaxico
(Insight®, Brasil) sobre um pano limpo, para evitar o contato
direto com o material metalico frio do equipamento, presos nas
barras auriculares, de forma a permitir a leitura adequada das
coordenadas. A seguir, realizou-se uma incisdo longitudinal na
pele e no tecido subcutaneo, expondo a calota craniana.
Utilizaram-se algumas gotas de peroxido de hidrogénio
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(Dindmica®) a fim de retirar a camada restante do tecido
subcutaneo e permitir a melhor visualizagdo das suturas; o
excesso foi retirado com auxilio de uma tesoura cirdrgica. A torre
do aparelho estereotaxico foi colocada em posicdo vertical
(angulo zero), com o intuito de se verificar as coordenadas para a
correta implantagdo da canula no ventriculo lateral direito. A
localizagdo obtida, levando-se em consideracdo as coordenadas
anteroposterior 0,9 mm e mesolateral 1,5 mm a partir do bregma,
indicou onde seria implantada a canula. Para tanto, foi realizado
um pequeno orificio no local determinado utilizando-se a caneta
de alta rotagdo de um aparelho de brocar utilizado por
odonto6logos (Marathon®) e uma canula de 9 mm foi introduzida
com o auxilio do aparelho estereotaxico, seguindo a coordenada
dorsoventral -2,6 mm. Esta foi fixada na calota craniana com
acrilico odontolégico, formando um “capacete”. Os animais
foram, entdo, devolvidos as suas gaiolas e mantidos no biotério
da instituicdo. Durante as 72 horas seguintes a cirurgia, 0S
animais permaneceram em recuperacdo pos-cirdrgica. Nenhum
farmaco analgésico foi utilizado, pois seu uso poderia interferir
nos parametros bioquimicos a serem avaliados.

Os animais que permaneceram com a canula intacta
foram divididos em 2 grupos experimentais: grupo controle e
grupo carnosina, com no minimo 5 animais por grupo. No dia da
administragdo, foi preparada uma solugdo 1,6 M de carnosina
(sem DCB/DCI) dissolvida em solucdo salina e seu pH foi
ajustado para 7,4. Da mesma forma, uma solu¢cdo NaCl (DCB
02421) 1,6 M foi preparada no dia da administracéo e seu pH foi
ajustado para 7,4.

Em seguida, os animais receberam carnosina (6,4 pmol;
4 uL de uma solucéo de carnosina 1,6 M) por via ICV inserindo-
se uma agulha na cénula implantada. Os animais do grupo
controle receberam 4 L da solucdo de NaCl 1,6 M, para que a
mesma osmolaridade fosse mantida tanto no grupo carnosina
quanto no grupo controle.

Uma hora apds a administracdo, foram dissecados o
cortex cerebral, cerebelo, hipocampo e estriado para a
determinacdo dos pardmetros de estresse oxidativo.
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3.2. Eutanasia e Preparacdo das Amostras

A eutanasia dos animais seguiu as Diretrizes para Pratica
de Eutanasia (portaria 596 do CONCEA, publicada em
26/06/2013).

Uma hora ap6s a administracdo dos farmacos, os animais
foram mortos por decapitagdo com guilhotina e sem anestesia, a
caixa craniana foi aberta por craniotomia e as estruturas cerebrais
foram expostas. O bulbo olfatério e o tronco cerebral foram
desprezados. Subsequentemente, foram dissecados e limpos o
cortex cerebral, o cerebelo, o hipocampo e o estriado, sendo
retirado 0 excesso de sangue dos vasos externos e a substancia
branca das vias descendentes.

Os tecidos foram homogeneizados em tampao fosfato de
potassio 40 mM contendo KCI 120 mM, pH 7,4 e centrifugados a
750 x g a 4°C por 10 minutos, para descartar o nicleo e os
detritos celulares (Evelson et al., 2001). Apos a centrifugacéo, o
sobrenadante foi coletado e o sedimento, descartado. O
sobrenadante foi utilizado para posteriores analises bioquimicas.

3.3. Parametros de Dano Oxidativo

3.3.1. Niveis de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitarico
(TBA-RS)

Os niveis de TBA-RS foram determinados de acordo
com o método de Esterbauer e Cheeseman (1990). Acido
tricloroacético 10% foi adicionado ao sobrenadante. Apoés
centrifugacédo, o sobrenadante foi tratado com &cido tiobarbitirico
0,67 % na proporcao de 1:1. A mistura foi levada a um banho
fervente durante 25 min e, apos, resfriada em agua a temperatura
ambiente. A absorvancia obtida através da coloracdo rdsea
resultante foi medida em espectrofotbmetro a 532 nm.
Concomitantemente, foi feita uma curva de calibragdo com
1,1,3,3-tetrametoxipropano, na qual todos os pontos foram
tratados da mesma forma que as amostras. Os resultados foram
expressos como hmol TBA-RS.mg de proteina™.
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3.3.2. Medida de Sulfidrilas Totais

Este parametro foi realizado de acordo com o método de
Aksenov e Markesbery (2001). A oxidagdo dos tidis livres da
amostra leva a formagdo de pontes dissulfeto. O 4&cido
ditionitrobenzoéico (DTNB), reagente de cor, é reduzido pelos
tidis ndo oxidados, gerando um derivado amarelo acido
tionitrobenzoico (TNB), lido espectofotometricamente a 412 nm.
Com isso 0 método determina os tidis totais da amostra. Os
resultados estdo expressos em nmol de TNB.mg de proteina™.

3.4. Medida das Atividades de Enzimas Antioxidantes
3.4.1. SOD

A atividade da SOD foi analisada por medicdo da
inibicdo da auto-oxidagdo da adrenalina, lido a 505 nm como
descrito previamente por Bannister e Calabrese (1987). Os
resultados da atividade da SOD estdo expressos em Ul.mg de
proteina™.

3.4.2. CAT

Foi determinada a atividade desta enzima segundo Aebi
(1984). Ao sobrenadante foi adicionado Triton X 100 0,1%
seguido de agitacdo e esta mistura foi conservada em gelo durante
15 minutos. Em tampéo fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0 foi
adicionado H,0, 30% (v/v). Este meio foi transferido para uma
cubeta de quartzo e o aparelho estabilizado contra um branco
corrido separadamente de tampdo fosfato. Apds a adicdo da
amostra, foi realizada a leitura da queda da absorvancia do
H,0, em espectrofotdmetro a 240 nm, a temperatura ambiente
(22 °C + 2), durante 100 segundos. Para o calculo da CAT,
utilizou-se o coeficiente de extincdo do H,0, de 43,6 mM™ cm™.
Os resultados da atividade da CAT estdo expressos em Ul.mg de
proteina™.
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3.5. Determinacdo de Proteinas

A determinacdo das concentragdes de proteinas totais foi
feita segundo o método de Lowry (1951), utilizando-se albumina
sérica bovina como padréo.

3.6. Analise Estatistica

Considerando-se dois grupos experimentais e a
distribuicdo normal dos dados, a analise estatistica utilizada foi o
teste t de Student para amostras independentes. As analises
estatisticas foram feitas utilizando-se o programa Statistica
versdo 7.0. Foram consideradas diferengas significativas quando
o valor de p <0,05.
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4. RESULTADOS

Inicialmente, avaliou-se o efeito da administracdo ICV
de carnosina sobre os niveis de TBA-RS em cdrtex cerebral,
cerebelo, hipocampo e estriado de ratos de 60 dias de vida
(Figura 6). Ndo foi observada nenhuma diferenca significativa
entre 0s grupos controle e carnosina em nenhuma das estruturas
avaliadas.
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Figura 6. Efeito da administragdo intracerebroventricular de carnosina
sobre os niveis das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBA-
RS) em cortex cerebral (A), cerebelo (B), hipocampo (C) e estriado (D)
de ratos de 60 dias de vida. Os resultados estdo expressos como nmol
TBA-RS.mg de proteina™ e os dados representam média + erro padréo
da média para 5 experimentos independentes realizados em ftriplicata.
N&o foi observada nenhuma diferenca significativa entre os grupos (teste
t de Student para amostras independentes).

A seguir, investigou-se os efeitos in vivo da carnosina
sobre o dano proteico através da medida do contelido de grupos
sulfidrila em estruturas cerebrais em ratos submetidos a
administracdo ICV de carnosina em cortex cerebral, cerebelo,
hipocampo e estriado de ratos de 60 dias de vida (Figura 7).
Observou-se um aumento estatisticamente significativo no
contelido de grupos sulfidrila em cerebelo e hipocampo de
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animais que receberam carnosina. Nas demais estruturas, néo
houve diferencga significativa entre 0s grupos.
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Figura 7. Efeito da administragdo intracerebroventricular de carnosina
sobre o conteddo de grupos sulfidrila (SH) em cortex cerebral (A),
cerebelo (B), hipocampo (C) e estriado (D) de ratos de 60 dias de vida.
Os resultados estdo expressos como nmol TNB.mg de proteina™ e os
dados representam média * erro padrdo da média para 5 experimentos
independentes realizados em triplicata. *p<0,05; **p<0,01 em
comparagdo ao grupo controle (teste t de Student para amostras
independentes).

O préximo passo foi avaliar a atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT em cortex cerebral, cerebelo,
hipocampo e estriado de ratos de 60 dias submetidos a
administracdo ICV de carnosina. A Figura 8 demonstra uma
inibicdo estatisticamente significativa da atividade desta enzima
nos animas do grupo que receberam carnosina, em comparacao
aos animais do grupo controle. Nas demais estruturas cerebrais
ndo foram observadas nenhuma diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos.
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Figura 8. Efeito da administragdo intracerebroventricular de carnosina
sobre a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) em cortex
cerebral (A), cerebelo (B), hipocampo (C) e estriado (D) de ratos de 60
dias de vida. A atividade esta expressa em Ul.mg de proteina™ e os
dados representam média + erro padrdo da média para 5 experimentos
independentes realizados em triplicata. **p<0,01 em comparagdo ao
grupo controle (teste t de Student para amostras independentes).

Finalmente, foi avaliada a atividade da enzima CAT em
cortex cerebral, cerebelo, hipocampo e estriado de ratos de 60
dias de vida que receberam administracdo ICV de carnosina. Na
Figura 9, pode-se observar um aumento da atividade desta enzima
em cdrtex cerebral dos animais que receberam carnosina, quando
comparado ao grupo controle.
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Figura 9. Efeito da administragdo intracerebroventricular de carnosina
sobre a atividade da enzima catalase (CAT) em cortex cerebral (A),
cerebelo (B), hipocampo (C) e estriado (D) de ratos de 60 dias de vida.
A atividade est4 expressa em Ul.mg de proteina™ e os dados representam
média + erro padrdo da média para 5 experimentos independentes
realizados em triplicata. *p<0,05 em comparacdo ao grupo controle
(teste t de Student para amostras independentes).
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, a carnosina foi administrada ICV
isoladamente em animais sem prévia manipulagdo, com o intuito
de se investigar os efeitos deste composto em um organismo
saudavel. Observou-se que esta administracdo provocou efeitos
diversos nas diferentes estruturas cerebrais. A administracéo de
carnosina ndao aumentou o dano lipidico basal (controle) em
nenhuma das estruturas cerebrais avaliadas, como observado pela
guantificacdo dos niveis de TBA-RS. Considerando-se que a
literatura descreve atividade antioxidante para este composto, este
seria um resultado esperado.

Da mesma forma, a administracdo ICV de carnosina ndo
alterou o contetdo de grupos sulfidrila em cértex cerebral e
estriado dos animais. Entretanto, nos mesmos animais, este
dipeptideo protegeu os grupos sulfidrila de oxidacdo em cerebelo
e hipocampo, corroborando o efeito antioxidante da carnosina
observado. Compostos tidlicos (contendo grupo sulfidrila)
possuem como centro reacional ao menos um grupo sulfidrila. O
estado redox das sulfidrilas nas células estd envolvido em
diversos processos de sinalizacdo, de transcricdo e também nas
vias mediadas pelas EROs (Dalle-Donne et al., 2008).

O efeito protetor contra a oxidac&o de sulfidrilas pode ser
em funcdo de dois fatores principais. Primeiramente, proteinas
gue contém aminoacidos com grupos tidlicos (como cisteina e
metionina) sdo facilmente oxidaveis, levando & geracao de pontes
dissulfeto (Stadtman & Levine, 2003) ou suscetiveis a formacgao
de adutos com metais pesados (Halliwell & Gutteridge, 2007).
Muitas dessas proteinas sdo enzimas cujo sitio ativo possui
residuos com sulfidrilas essenciais para a catalise. E importante
salientar que aproximadamente 85% dos grupos sulfidrila
guantificados pelo método utilizado no presente trabalho
correspondem a proteinas (Aksenov & Markesbery, 2001), o que
pode sugerir uma protecdo contra o dano oxidativo proteico basal
(controle) e, assim, aumentando o conteido de grupos sulfidrila.
Para confirmar essa protecdo contra o dano oxidativo a proteinas,
dever-se-ia avaliar o conteido de grupos carbonila (especifico de
proteinas).

O segundo fator que pode explicar esse aumento da
integridade de grupos tidis é um possivel aumento nas
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concentracBes teciduais de GSH. A GSH ¢ o principal composto
celular ndo proteico rico em grupos sulfidrila, os quais séo
essenciais para sua atividade antioxidante, tanto direta
(protegendo moléculas de oxidagcdo em detrimento dos seus
grupos tidis) quanto indireta (como substrato para enzimas
antioxidantes) (Ferreira & Matsuraba, 1997). Esta molécula é o
mais abundante e importante antioxidante ndo-enzimatico do
organismo e atua na manutencdo do estado redox celular e
defendendo o organismo contra Xxenobidticos (Meister, 1995;
Rossi et al., 1995; Griffith, 1999; Vasconcelos et al., 2007). Caso
a carnosina estimule a atividade de enzimas regeneradoras de
GSH (como a GR) ou inibindo enzimas que utilizam GSH como
substrato (como a GPx), tal fato poderia levar a uma preservagao
de GSH e, consequentemente, aumentando o conteldo total de
grupos sulfidrila (Griffith, 1999). Entretanto, mais estudos séo
necessarios no sentido de se investigar os mecanismos pelos
guais a carnosina atua protegendo grupos tidis.

Outro mecanismo pelo qual a carnosina pode atuar como
antioxidante é através da alteracdo das atividades de enzimas
antioxidantes. Neste sentido, no presente trabalho, foi observado
gue a administracdo ICV do dipeptideo levou a um aumento da
atividade da enzima CAT em cortex cerebral, em comparagéo ao
grupo que recebeu solucdo salina. Tal fato pode representar um
mecanismo protetor, aumentando a degradacdo do peroxido de
hidrogénio a agua e, assim, impedindo o efeito deste oxidante e
inibindo a formagdo do radical hidroxila, a ER mais toxica
(Vasconcelos et al., 2007).

Por outro lado, um aumento da atividade da CAT poderia
ocorrer em resposta a um aumento de peroxido de hidrogénio,
substrato da enzima. Neste caso, a carnosina induziria um
aumento na producdo de ER e, como mecanismo de
compensacdo, levaria indiretamente ao aumento da atividade da
enzima (Ferreira & Matsuraba, 1997). Entretanto, esta Gltima
hip6tese parece ndo ser apropriada, visto que um aumento na
producdo de ER provavelmente induziria dano oxidativo a
biomoléculas (Halliwell & Gutteridge, 2007), o que ndo foi
observado neste trabalho. Estes dados estdo em consonancia com
um estudo anterior de Crema (2013), em que animais que
receberam administragdo aguda intraperitoneal de carnosina
apresentaram uma maior atividade da CAT em cortex cerebral.
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Macedo (2013) verificou que animais submetidos a
administragdo aguda intraperitoneal de carnosina apresentaram
um aumento da atividade dos complexos I-111 e 1I-11l da cadeia
transportadora de elétrons, bem como da enzima succinato
desidrogenase em cértex cerebral. Estes achados estdo de acordo
com os efeitos antioxidantes aqui apresentados, visto que um
aumento da atividade mitocondrial, especialmente da
transferéncia de elétrons, favorece uma menor producdo de ER
(Koury & Donangelo, 2003). Os resultados descritos por Macedo
sugerem um mecanismo adicional para a atividade antioxidante
da carnosina.

Observou-se uma inibicdo da atividade da SOD, enzima
responsavel pela dismutacdo do &nion superoxido, produzido pela
redugdo incompleta do oxigénio molecular (Anderson, 1996), em
estriado de animais que receberam carnosina. Este efeito pode ser
em decorréncia a um aumento de outros antioxidantes como da
GSH e da CAT, assim diminuindo os niveis de ER e
consequentemente pode haver uma diminui¢do da SOD pela ndo
necessidade da mesma em estar na sua maxima atividade. Além
disso, Guerreiro e colaboradores (2010) constataram que a
relacdo SOD/CAT diminuida é favoravel para a sobrevida de
pacientes com sepse e que 0 aumento da atividade da SOD esta
significativamente relacionada a ndo sobreviventes. Este pode
ser, portanto, mais um mecanismo antioxidante da carnosina.

No entanto, este pode ser um efeito téxico da carnosina,
visto que uma inibicdo da SOD induz um aumento das
concentracBes de anion superdxido, ocasionando dano oxidativo a
biomoléculas. Tal efeito seria prejudicial a homeostase do estado
redox celular (Halliwell & Gutteridge, 2007). Diferentemente dos
achados deste trabalho, Crema (2013) observou um aumento da
atividade da SOD em animais que receberam administracdo
intraperitoneal repetida de carnosina. Tal fato poderia ocorrer em
decorréncia de uma inibi¢do inicial (aguda), mas que a
sustentacdo de niveis altos de carnosina levaria a uma
compensacdo. Também deve-se levar em consideracdo a provavel
diferenca de concentracdo de carnosina atingida nos diferentes
tratamentos, visto que a administracdo ICV garante maiores
concentracBes cerebrais do dipeptideo em comparacdo a
administracdo intraperitoneal da mesma substancia.
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Torna-se importante salientar que o estriado, estrutura
em que houve inibicdo da SOD pela administracdo de carnosina,
€ a estrutura cerebral mais suscetivel ao dano oxidativo,
considerando-se o baixo conteGdo de enzimas antioxidantes
(especialmente a CAT) e seu alto contetdo de ferro (Halliwell &
Gutteridge, 2007). Portanto, uma inibigdo da atividade da SOD
nesta estrutura poderia trazer consequéncias catastroficas.
Entretanto, ndo se observou aumento de dano oxidativo a
biomoléculas neste trabalho, o que seria esperado em
consequéncia da inibigdo da SOD.

Gemelli e colaboradores (2013) avaliaram a atividade das
enzimas CAT e SOD em cértex cerebral de ratos ap6s a
administragdo subcutanea de B-alanina (aminoacido constituinte
da carnosina) e constataram também um aumento da atividade da
enzima CAT e uma inibicdo da enzima SOD. Estes autores
relacionaram este efeito ao aumento do conteido de ER, o que
levaria a um desequilibrio entre antioxidantes e pré-oxidantes,
gerando assim o estresse oxidativo. Seria plausivel sugerir que a
estrutura quimica da B-alanina na carnosina seria responsavel por
tais efeitos. Por outro lado, deve-se considerar que a B-alanina é
um B-aminodcido liberado pela hidrélise da carnosina (Boldyrev
et al., 2010), e o aumento nas atividades das enzimas
antioxidantes CAT e inibicdo da SOD tenha ocorrido como
resposta a uma elevacao de ER secundario a um possivel aumento
dos niveis teciduais de p-alanina.

Uma hipotese para os efeitos ambiguos da carnosina
demonstrados no presente trabalho poderia ser um aumento da
atividade CAT em compensacdo a um aumento de H,0,, podendo
este atuar em duas reacdes quimicas (Halliwell, 20086).
Primeiramente, o H,O, pode reagir com Fe*? na reago de Fenton,
formadora de hidroxilas. Este OH" pode inibir a SOD e, assim,
prejudicar o sistema de dismutacdo da O, em H,0,, acumulando
O,". A segunda reacdo envolve altas concentracbes de O,’, que
reage com o H,O, acumulado, produzindo OH™ na reacdo de
Haber-Weiss (Anderson, 1996). Este OH™ pode reagir com pontes
dissulfeto de proteinas, aumentando o conteildo de SH (Halliwell,
2006; Valko et al., 2007). Tal efeito resultaria em uma mudanca
na atividade de enzimas que contém grupos tidis, como muitas
cinases envolvidas na fosforilagdo em cascatas de transducéo de
sinais (Gemelli et al., 2013). Esta hipotese indica um possivel
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efeito toxico da carnosina quando em concentracBes acima das
fisiolégicas, como é verificado na carnosinemia, doenga cujos
pacientes apresentam um comprometimento cerebral consideravel
(Perry etal., 1967; Lunde et al., 1982; Balion et al., 2007).

A carnosina tem sido utilizada como tratamento
adjuvante de diversas doencas neurodegenerativas provocadas
por agentes externos e/ou doencas relacionadas ao
envelhecimento (Kohen et al., 1988; Hipkiss et al., 2013). De
acordo com Stvolinsky e colaboradores (1996), a carnosina
também pode atuar como neuroprotetor, preservando as células
nervosas contra danos que podem levar a morte celular durante a
isquemia cerebral. Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos
toxicos desse dipeptideo histidinico.

O presente trabalho demonstra pela primeira vez o efeito
direto e isolado da carnosina sobre parametros de estresse
oxidativo.

6. CONCLUSAO

Tomados em conjunto, 0s resultados apresentados nesta
dissertacdo demonstraram efeitos ambiguos do dipeptideo
histidinico carnosina, podendo ser interpretados de forma positiva
ou negativa. Isto indica a importdncia de se rever o
risco/beneficio do uso de compostos como este na terapia de
doencas que acometem o SNC. S8o necessarios mais estudos para
esclarecer os mecanismos pelos quais a carnosina atua e, assim,
avaliar os efeitos tdxicos e/ou neuroprotetores deste peptideo e a
seguranca de seu uso terapéutico.

7. PERSPECTIVAS

Para melhor esclarecer a protegdo contra o dano
oxidativo a proteinas, € interessante avaliar o contelido de grupos
carbonila (especifico de proteina) e de demais sistemas
antioxidantes, como niveis de GSH e atividade da GPx, apds
administracdo ICV aguda em ratos com 60 dias de vida
submetidos ao mesmo protocolo experimental.
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