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Resumo

Fundamentos: A L-carnitina (LC) tem muitos efeitos benéficos em animais diabéticos e humanos, mas seu efeito
regulatério sobre a quemerina como uma citocina inflamatéria e seu receptor no estado diabético sao desconhecidos.

Objetivos: O presente estudo teve como objetivo investigar o efeito regulatério da LC na expressao do receptor
semelhante ao de quimiocina 1 e quemerina (CMKLRI) em tecidos adiposo e cardiaco de camundongos diabéticos.

Métodos: Sessenta camundongos NMARI foram divididos em quatro grupos, incluindo controle, diabético, diabético +
suplementacao com LC e controle + suplementacao com LC. O diabetes foi induzido pela alimentacao dos animais com
dieta hipercalérica por 5 semanas e injecao de estreptozotocina. Os animais foram tratados com 300 mg/kg de LC por
28 dias. Nos dias 7, 14 e 28 ap6s o tratamento, os niveis de mRNA e proteina da quemerina e CMKLRI nos tecidos
cardiacos e adiposos de animais foram determinados utilizando analise por qPCR e ELISA. Os indices de resisténcia a
insulina também foram medidos em todos os grupos experimentais. A diferenca com p<0,05 foi considerada significativa.

Resultados: A expressao de quemerina e CMKLRI aumentou nos tecidos cardiaco e adiposo de camundongos diabéticos nos
dias 14 e 28 ap6s a inducao do diabetes, concomitantemente com a incidéncia de resisténcia a insulina e niveis aumentados
de quemerina circulante (p<0,05). O tratamento com LC causou uma diminuicao significativa na expressao de ambos
os genes nos tecidos estudados e reducao dos sintomas de resisténcia a insulina e dos niveis séricos de quemerina (p<0,05).

Conclusao: Os resultados sugerem que o tratamento com LC pode diminuir a expressao de quemerina e CKLR1 em
tecidos cardiacos e adiposos de animais experimentais obesos e diabéticos.
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Abstract

Background: [-carnitine (LC) has many beneficial effects on diabetic animals and humans, but its regulatory effect on chemerin as an
inflammatory cytokine, and its receptor in diabetes status is unknown.

Objectives: The present study aimed to investigate the regulatory effect of LC on the expression of chemerin and chemokine-like receptor |
(CMKLRY) in adipose and cardiac tissues of diabetic mice.

Methods: Sixty NMARI mice were divided into four groups including control, diabetic, diabetic + LC supplementation and control + LC
supplementation. Diabetes was induced by feeding the animals a high-calorie diet for 5 weeks and injection of Streptozotocin. The animals were
treated with 300 mg/kg LC for 28 days. On days 7, 14, and 28 after treatment, the mRNA and protein levels of chemerin and CMKLRI in the
cardiac and adipose tissues of the animals were determined using gPCR analysis and ELISA. Insulin resistance indices were also measured in all
experimental groups. Differences with p <0.05 were considered significant.

Results: Chemerin and CMKLRI expression levels were increased in cardiac and adipose tissues of diabetic mice on days 14 and 28 after diabetes induction,
concurrent with the incidence of insulin resistance and increased levels of circulating chemerin (p<0.05). The treatment with LC caused a significant
decrease in the expression of both genes in studlied tissues and the reduction of insulin resistance symptoms and serum chemerin levels (p<0.05).

Conclusion: The results suggest that LC treatment were able to downregulate the expression of chemerin and CKLRT in cardiac and adipose
tissues of obese, diabetic experimental animals.
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Introducao

Um ndmero crescente de evidéncias tem mostrado a
existéncia de uma relagdo bioquimica e molecular complexa
e multifacetada entre diabetes mellitus (DM), obesidade e
doencas cardiovasculares (DCV)." Um possivel mecanismo que
liga DM e obesidade com DCV subsequentes é a inflamagao
de baixo grau em tecido adiposo.? O tecido adiposo de
animais ou humanos com DM e resisténcia a insulina secreta
uma variedade de citocinas ou adipocinas. A secregao anormal
dessas adipocinas contribui para o aumento da inflamagao
e do actimulo de lipides e pode levar ao desenvolvimento
de disfuncao endotelial e miocérdica e cardiomiopatias.?*
As alteracoes de expressdo ou secrecdo de adipocinas
pré-inflamatérias e anti-inflamatérias em cardiomidcitos
e tecido adiposo tém sido implicadas na patogénese da
sindrome metabélica e DCV em animais ou humanos obesos.?

A quemerina é uma adipocina recentemente identificada
que atua como uma proteina quimioatrativa e medeia seus
efeitos através de um receptor acoplado a proteina G, o receptor
semelhante ao de quimiocina 1 (CMKLRI, do inglés chemokine
like receptor 1), também conhecido como ChemR23.47
Estudos anteriores demonstraram que a quemerina tinha
um papel em vadrias patologias cardiovasculares, incluindo
o desenvolvimento de hipertensao, progressao de lesoes
ateroscleréticas e funcao cardiaca prejudicada em pacientes
com cardiomiopatia dilatada.® A quemerina pode causar
inflamagao endotelial e induzir apoptose em cardiomidcitos
murinos, demonstrando o seu papel potencial nas disfungoes
dos cardiomiécitos.”

Recentemente, nutrientes que tém como alvo as
mitocondrias, como o acido lipdico, a L-carnitina (LC),
a nicotinamida e a biotina, receberam maior atencao na
melhora das complicagdes cardiovasculares e inflamatérias
relacionadas ao diabetes.” ' A L-carnitina (LC) é
condicionalmente um nutriente essencial que facilita o
transporte do acido graxo para os locais de oxidagdo na
mitocondria.’ "

Ha evidéncias crescentes de que a suplementagdo de LC
pode ser benéfica no tratamento da resisténcia a insulina
e distarbios metabdlicos relacionados a obesidade em
pacientes diabéticos." Varios estudos tém demonstrado
que a LC tem efeitos benéficos na prevencao e melhora de
doencas cardiovasculares, incluindo insuficiéncia cardiaca
cronica, infarto agudo do miocardio anterior, doenga arterial
coronariana, remodelacao miocdrdica e fibrilagao atrial.'?'
Varios mecanismos tém sido relatados sobre o papel protetor da
LC nas células cardiacas sob condicao hiperglicémica, incluindo
melhora da homeostase da energia cardiaca, atenuagao
do estresse oxidativo e dano celular hipéxico e reducao da
apoptose.'>'® Evidéncias limitadas também mostraram que a LC
pode afetar a concentragdo sérica de quemerina em criangas
obesas.!” Com base em nosso conhecimento, poucos estudos
focaram no papel da suplementagao de LC na regulagdo da
expressao de quemerina, em particular nos tecidos cardiacos e
adiposos de animais diabéticos. O objetivo do presente estudo
foi investigar os efeitos da suplementagdo de LC na expressao
de quemerina e CMKLRI em tecido adiposo e tecido cardiaco
de um modelo experimental de obesidade e diabetes induzidos
por dieta hipercal6rica em camundongos.
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Materiais e métodos

Animais

Sessenta camundongos NMARI machos (25 = 2 g)
foram selecionados do centro de animais de laboratério
da faculdade de medicina veterindria da Shahid Chamran
University de Ahvaz, Ira. Todos os camundongos foram
mantidos em condicdes ambientais controladas, com
temperatura média de 23 = 1°C, ciclo de luz e escuridao
de 12:12 horas, com livre acesso a agua e dieta especial
de camundongos preparada em pellets (Pars, Teera, Ira).
Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo
comité de ética para pesquisa em animais e humanos da
Shahid Chamran University de Ahvaz (EE/98.24.3.26209/
SCU.AC.IR). O trabalho com os camundongos foi realizado
com base nas diretrizes para o cuidado e uso de animais
de laboratério (publicagao NIH n? 86-23). Eles foram
aclimatados por 7 dias antes do inicio do experimento.

Desenho experimental

Os animais (n = 60) foram divididos de forma aleatéria
em quatro grupos igualmente. A randomizacao foi realizada
por meio da alocacdo de animais do mesmo sexo, idade e
peso em diferentes grupos experimentais através de tabelas
de ndmeros aleatérios. Dois grupos foram alimentados
com dieta rica em energia, preparada com adicao de 20%
de sacarose (p/p) e 10% de banha (p/p) nas dietas por
5 semanas e descritas como tendo alto teor de gordura/
hipercaléricas (HF/HC) (n = 30), enquanto os demais
continuaram a consumir dietas normais pelo mesmo perfodo,
servindo como grupo controle (n = 30). Ap6s 5 semanas
de alimentacao com dietas HF/HC, os grupos diabéticos
foram tratados com uma dnica injegdo intraperitoneal de
estreptozotocina (STZ, Sigma, Alemanha) (30 mg/kg de peso
corporal) preparada em solugdo tampao de citrato.'®"

A glicose foi medida cinco dias apés o tratamento com
STZ utilizando um glicosimetro portatil (Medisign, China),
e a incidéncia de diabetes foi confirmada se a glicose sérica
estivesse acima de 6,5 mmol/L e o indice HOMA-IR estivesse
aumentado em comparagao com o grupo de controle.? O dia
seguinte apds a confirmagao do diabetes foi considerado o
dia 0 do tratamento com LC. Um grupo diabético foi tratado
com LC na dose de 300 mg/kg (n = 15) em &gua potavel
concomitante com a dieta HF/HC por 28 dias, enquanto outro
grupo diabético (n = 15) (controle diabético) foi alimentado
apenas com a dieta HF/HC pelo mesmo periodo.'®"
Também foram considerados um grupo controle (n = 15) que
recebeu dieta normal e outro grupo controle (n = 15) (controle
tratado com LC) que consumiu LC na dose de 300 mg/kg em
agua potavel por 28 dias.

Amostragem

A eutandsia dos animais foi realizada com uma combinagao
de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), respectivamente,
nos dias 0, 14 e 28 ap6s o tratamento com LC. Amostras de
sangue foram coletadas e os soros separados e armazenados
a-20°C para utilizagdo. O coragao e o tecido adiposo visceral
foram separados e mantidos a —70°C até a sua utilizagao.
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Medidas de parametros bioquimicos

Os niveis séricos de insulina e quemerina foram determinados
com os kits ELISA especificos para a espécie (EastBiopharm,
China). A glicose sérica foi medida com kits comerciais
(PishtazTeb, Ira) de acordo com a recomendacao do fabricante.
As concentragoes séricas de IL1-{3 e TNF-o foram determinadas
utilizando kits ELISA especificos para a espécie, conforme
recomendado pelo fabricante (Biovision Inc. EUA)

Estimativa de HOMA - IR

O indice HOMA-IR foi calculado utilizando a seguinte
féormula:

indice HOMA = Insulina em jejum (uU/ml) X Glicose
em jejum (mmol/L)/22,5. Valores crescentes e decrescentes
de HOMA-IR em relagdo ao controle, animais saudaveis
indicam aumento e diminuigao na sensibilidade a insulina,
respectivamente.?

Isolamento de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido de 100 mg de coragao e tecidos
adiposos utilizando o reagente de isolamento RNX® de
acordo com o procedimento do fabricante (SinaClon, Teera,
Ird). As amostras foram tratadas com a enzima DNase | para
evitar contaminagao do DNA. A pureza do RNA na razao
260/280 OD e a integridade do RNA foram avaliadas com
uma célula de medicao de microvolume em Eppendorf
uCuvette G1.0 (Eppendorf BioPhotometer D30, Eppendorf,
Alemanha). A transcricao reversa foi realizada com o kit de
sintese de cDNA YTA (Yekta tajhiz, Ird) e Eppendorf Thermal
Cycler (Alemanha) utilizando 1 ug de RNA e hexamero
aleatério, conforme recomendado pelo fabricante.

PCR quantitativa em tempo real (RT-PCR)

A reagao em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase
Chain Reaction) em tempo real foi realizada utilizando o sistema
de deteccao Roche Light-Cycler (Basel, Suica) pelo qPCR® Green
Master Kit para SYBR Green |® (Yektatajhiz, Ira). O nivel de expressao
relativa dos transcritos de quemerina e CMKLRI foram comparados
com os de camundongos GAPDH como gene housekeeping.
Os conjuntos especificos de primers (Pishgam BioTech, Co,
Teera, Ira) projetados para este estudo foram: quemerina
(GenBank:NC-007299): 5’- TCTTCACCTACGACCAGTATCAG
-3’ e 5’- ACATTATCTGCATAGACCCCATTG -3" e CMKLRI
(CenBank:NM-008153.3): 5'- GTACGACGCTTACAACGACT
-3’ e 5’- GCACACCAAGCTGTAGATCA -3’, CAPDH
(GenBank:NM-001034055): 5’- CTCATCTACCTCTCCATCGTCTG
-3’ e 5- CCTCCTCTTGTCTGCCCGTGCTTG -3". O protocolo
de PCR utilizado consistiu em uma desnaturagdo de 5 min a
94°C, seguida por 45 ciclos de 94°C por 15 s, 60°C por 30 s.
Duas reagoes separadas sem cDNA ou com RNA foram realizadas
em paralelo como controles. A quantificagao relativa foi realizada
de acordo com o método comparativo 224 utilizando o software
Lightcycler 96°. A validagao do ensaio para verificar se os primers
para quemerina e CMKLRI e GAPDH apresentavam eficiéncias
de amplificagdo semelhantes foi realizada conforme descrito
anteriormente. Todas as andlises por qPCR foram realizadas de
acordo com a diretriz The Minimum Information for Publication
of Quantitative Real-Time PCR Experiments (MIQE).*"

Determinacgao da proteina quemerina tecidual

Os tecidos cardiacos e adiposos foram homogeneizados
em 500 uL de tampao de lise RIPA (NaCl; 150 mM, SDS
0,1%, Tris; 25 mM, pH 7,4, NaF; 1T mM, fluoreto de
fenilmetilsulfonila T mM) com um homogeneizador (Heidolph,
Schwabach, Alemanha). O homogenato foi centrifugado
a 10.000 x RPM por 15 min a 4°C (Centrifuga 5415 R;
Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante foi
recolhido e armazenado a -70°C para analise subsequente.
A concentragdo de proteina do sobrenadante foi estimada
com o método de Bradford. A concentragao de quemerina
foi determinada utilizando os kits ELISA especificos para a
espécie (EastBiopharm, China) e expressa como ng/mg de
proteina tecidual.

Analises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada com o software SPSS
22 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Todos os dados foram
apresentados como média + desvio padrao (DP). Os testes
de Shapiro-Wilk ou Levene foram utilizados para determinar
a normalidade dos dados ou igualdade das variancias dos
erros. Todos os parametros foram analisados estatisticamente
por analise de variancia (ANOVA) de trés vias com tempos de
amostragem, tratamento com LC e condicao diabética como
fatores. Quando a interagao e/ou os efeitos principais eram
significativos, as médias eram comparadas entre os diferentes
grupos experimentais em diferentes momentos utilizando o
teste post hoc de comparagao miltipla de Tukey. Os gréficos
foram desenhados utilizando o software Graphpad Prism 8
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Nao utilizamos
métodos estatisticos para predeterminar o tamanho da
amostra. Os tamanhos das amostras foram estimados com
base na disponibilidade da amostra, questdes éticas sobre a
realizagao de objetivos experimentais sem desperdicar muitos
animais e estudos experimentais anteriores.”'® Um valor de
p < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.

Resultados

Nossos resultados mostraram que o consumo por
5 semanas de uma dieta hipercalérica concomitante a
injecdo de baixa dose de STZ induziu um fenétipo de
DM2 caracterizado por hiperinsulinemia e hiperglicemia.
O efeito dos fatores principais (condigao diabética; 2 niveis,
tratamento com LC; 2 niveis e tempo de amostragem; 3 niveis)
e sua interacdo em cada varidvel sdo mostrados na tabela 1.
Uma andlise ANOVA de trés vias indicou um efeito principal
do tempo de amostragem (p = 0,0031), tratamento com LC
(p = 0,0001), condicao diabética (p = 0,0001) e interacdo
do tempo de amostragem X tratamento LC X condigao
diabética (p = 0,0018) no nivel de insulina em diferentes
grupos experimentais (Tabela 1). As alteragoes nos niveis de
insulina no soro em camundongos diabéticos tratados com
LC sdo mostradas na Figura TA. O nivel sérico de insulina
aumentou significativamente no dia 7 apéds a indugdao do
diabetes (dia 0 do tratamento com LC) em relagao aos animais
controle saudaveis e permaneceu elevado até o dia 28 do
experimento (p<0,05). O nivel sérico de insulina diminuiu de
forma significante em camundongos diabéticos ap6s duas e
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quatro semanas de tratamento com LC em comparagao com
camundongos diabéticos ndo tratados (p <0,05) (Figura TA).
O tratamento de camundongos diabéticos com LC por mais
tempo, entre 14 e 28 dias de tratamento, ndo foi mais eficaz
na redugao do nivel de insulina (p>0,05) (Figura 1A).

Uma andlise ANOVA de trés vias indicou um efeito
principal do tempo de amostragem (p = 0,0002), tratamento
com LC (p = 0,0005), condicao diabética (p = 0,0002) e
interagdo do tempo de amostragem x tratamento com LC
x condigao diabética (p = 0,0002) na concentragao de
glicose sérica em diferentes grupos experimentais. O nivel de
glicose sérica foi significativamente maior em camundongos
diabéticos nos dias 14 e 28 apés a indugao do diabetes em
comparagao com animais saudaveis (p<0,05), enquanto a
administragdo de dieta suplementada com HF/HC e injecao
de STZ ndo apresentou efeito significativo no nivel de glicose
sérica durante a primeira semana de indugao experimental do
diabetes (p>0,05) (Figura 1B). Observou-se que o tratamento
de camundongos diabéticos com LC resultou em redugao
significativa do aclcar no sangue, conforme observado nos
dias 14 e 28, em comparagao com camundongos diabéticos
nao tratados (p <0,05) (Figura 1B). A ingestao de LC nao teve
um efeito evidente no nivel de glicose sérica em camundongos
saudaveis (p>0,05) (Figura 1B).

Uma andlise ANOVA de trés vias indicou um efeito
principal do tempo de amostragem (p = 0,0019), tratamento
com LC (p = 0,0017), condigao diabética (p = 0,0005)
e interagao do tempo de amostragem X tratamento LC
x condicao diabética (p = 0,0015) no indice HOMA-IR
em diferentes grupos experimentais. O indice HOMA-IR
em animais diabéticos aumentou significativamente
no 142 e 282 dias do periodo experimental em relacao
aos camundongos saudaveis (p<0,05), enquanto nao

apresentou alteragao significativa na primeira semana apds
a indugao experimental do diabetes (p >0,05) (Figura 1C).
A administracao oral de LC teve efeito de redugao
significativa no indice HOMA-IR nos dias 14 e 28 do
periodo experimental em camundongos diabéticos (p <0,05)
(Figura 1C). Como mostrado na Figura 2, foi observado
maior peso corporal em camundongos que receberam
dieta suplementada com HF/HC em todos os momentos do
experimento em comparagao com camundongos sauddveis
(p<0,05). Durante as quatro semanas de observacao dos
camundongos diabéticos tratados com LC, houve uma perda
de peso, em relagdo ao dia 0, ou seja, antes do inicio do
tratamento (p <0,05) (Figura 2).

Em relagdo a concentragao de quemerina sérica, uma
ANOVA de trés vias mostrou um efeito principal do tempo de
amostragem (p = 0,0003), tratamento com LC (p = 0,0005),
condicao diabética (p = 0,0003) e interagao do tempo
de amostragem x tratamento LC X condigdo diabética
(p = 0,0003). Nossos resultados mostraram que os niveis
séricos de quemerina foram significativamente maiores no
grupo diabético do que no grupo controle em todos os
momentos de amostragem, com o nivel mais alto no dia 28
do experimento (p<0,05). Duas semanas apds o tratamento
com LC, o nivel de quemerina sérica de camundongos
diabéticos nao mostrou diferenga significante com o de
camundongos diabéticos nao tratados (p>0,05), enquanto um
efeito de reducao significante no nivel de quemerina sérica
foi observado quando camundongos diabéticos consumiram
LC por 28 dias (p< 0,05) (Figura 3).

Em relagdo aos niveis de quemerina do masculo cardiaco
e de mRNA do CMKLR1, uma ANOVA de trés vias mostrou
um efeito principal do tempo de amostragem (quemerina
p = 0,0001, CMKLRT p = 0,0003), tratamento com LC

Tabela 1 - Resultados da analise de ANOVA de trés vias para determinacao dos efeitos da condigao diabética (D), tempo de
amostragem (TA) e tratamento com LC (LC) e suas interagdes (D % TA x LC) em cada variavel

Fatores principais

Interagdes dos fatores

principais

Varivel Condicao diabética (D) Tratamento com LC Tempos d(z-s\r;lostragem DxLCxTA

p value F (1,48) p value F (1,48) p value F (2,48) p value F (2,48)
Insulina p =0,0001 305,92 p =0,0001 17,41 p=0,0031 4,89 p=0,0018 3,73
Glicose p =0,0002 6182,2 p =0,0005 1248,2 p =0,0002 634,6 p =0,0002 67,59
HOMA-IR p =0,0005 447,02 p=0,0017 12,95 p=0,0019 8,12 p=0,0015 8,91
MRNA da quemerina adiposa p =0,0003 1761,2 p =0,0003 1040,3 p =0,0008 125,45 p =0,0007 319,21
MRNA da quemerina cardiaca p = 0,0002 5546,3 p =0,0001 187,6 p = 0,0002 73,36 p = 0,0002 67,9
Proteina quemerina adiposa p =0,0002 2267,2 p =0,0002 762,21 p =0,0002 70,23 p =0,0003 64,22
Proteina quemerina cardiaca p =0,0003 1651,4 p =0,0002 641,22 p =0,0003 62,27 p =0,0004 64,12
MRNA do CMKLR1 adiposo p =0,0001 8376,2 p =0,0001 306,99 p =0,0001 96,51 p =0,0001 65,73
MRNA do CMKLR1 cardiaco p =0,0001 2172,3 p =0,0002 65,04 p =0,0003 75,59 p =0,0002 7,37
Quemerina sérica p =0,0003 3759,4 p = 0,0005 183,59 p = 0,0003 4232 p = 0,0003 91,87
IL1-B p =0,0005 2042,1 p =0,0002 53,12 p = 0,0004 375,6 p = 0,0008 68,46
TNF-a p =0,0001 4644,3 p =0,0002 475,6 p =0,0002 2516,2 p =0,0002 439,17
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Figura 1 - Niveis séricos de insulina (A), glicose (B) e indice HOMA-IR em diferentes grupos experimentais nos dias 0, 14 e 28 apds o tratamento com
LC. Os dados sdo médias = DP. O nivel de significancia entre os grupos em cada momento de amostragem foi estabelecido em *p<0,05, **p<0,01,

***p<0,001, ****p<0,0001.
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601 —xxxx Ll
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dia0 dia14
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[ Diabético
& Diabético+LC
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dia28

Dia ap6s tratamento com LC

Figura 2 - Mudangas no peso corporal em diferentes grupos experimentais nos dias 0, 14 e 28 apds o tratamento com LC. Os dados sdo médias + DP.
0 nivel de significancia entre os grupos em cada momento de amostragem foi estabelecido em *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001, ****p <0,0001.

(quemerina, p = 0,0002; CMKLR1, p = 0,0002), condigao
diabética (quemerina, p = 0,0002; CMKLRT, p = 0,0001) e
interagdo entre trés fatores (quemerina, p<0,0001; CMKLR1,
p = 0,0002). Os niveis de mRNA e proteina da quemerina
e CMKLRI no tecido cardiaco de camundongos diabéticos
foram maiores do que os dos animais saudaveis em todos
os momentos de amostragem apés a indugao do diabetes
(p <0,05) (Figura 4 e Tabela 2). O consumo oral de LC por
duas semanas nao teve efeito significativo na redugao da

expressao da quemerina ou CMKLRI no tecido cardiaco de
camundongos diabéticos (p>0,05), enquanto 28 dias apds
o tratamento com LC a expressao dos genes estudados foi
reduzida no tecido cardiaco de camundongos diabéticos em
comparagao com os animais diabéticos nao tratados (p<0,05)
(Figura 4, Tabela 2).

Em relagdo a quemerina adiposa e niveis de mRNA e
proteina de CMKLR1, uma ANOVA de trés vias mostrou
um efeito principal do tempo de amostragem (quemerina,
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Figura 3 - Niveis séricos de quemerina em diferentes grupos experimentais nos dias 0, 14 e 28 ap6s o tratamento com LC. Os dados sdo médias + DP.
0 nivel de significdncia entre os grupos em cada momento de amostragem foi estabelecido em *p<0,05, **p<0,01, ***p <0,001, ****p <0,0001.
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Figura 4 - Niveis de expressao génica de quemerina (A) e CMKLRI (B) no tecido adiposo de diferentes grupos experimentais nos dias 0, 14 e 28 apés o
tratamento com LC. O método qRT-PCR foi utilizado para andlise da expresséo relativa dos genes estudados. GAPDH foi utilizado como gene de housekeeping.
0 nivel de significancia entre os grupos em cada momento de amostragem foi estabelecido em *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

Tabela 2 - Nivel de quemerina no tecido cardiaco dos grupos experimentais. Os dados sao apresentados como média £ DP. Letras minusculas
diferentes (a, b) demonstram diferencas significativas entre os grupos em cada dia do experimento (p<0,05). Letras maitisculas diferentes
(A, B) demonstram diferencas significativas entre os tempos de tratamento em cada grupo (p <0,05)

Nivel de quemerina no tecido cardiaco (ng/mg proteina)

Dia apés o tratamento com LC

0 14 28
Controle 2,47 £ 0,42% 2,56 + 0,27 2,27 £ 0,22%
Diabético 3,01£0,31% 4,97 + 0,48 5,51+ 0,41%
Diabético + LC 2,81+£0,16* 4,42 + 0,38 3,13 £ 0,29
Controle + LC 2,32 £0,38" 2,67 £0,33% 2,37 +£0,28*

LC: L-carnitina.
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p = 0,0008; CMKLR1 p = 0,0001), tratamento com LC
(quemerina, p = 0,0003; CMKLR1, p = 0,0001), condicao
diabética (quemerina, p = 0,0003; CMKLR1 p = 0,0001)
e interacdo entre os trés fatores (quemerina, p = 0,0007;
CMKLRT, p = 0,0001). Observou-se que os animais que
receberam dieta suplementada com HF/HC apresentaram
niveis maiores de proteina e de mRNA de quemerina e
CMKLRI no tecido adiposo no 72, 142 e 282 dias apés a
alimentacdo final em comparagdo com os animais que
receberam dieta normal (p <0,05) (Figura 5 A-B, Tabela 3).
O tratamento de camundongos diabéticos com LC por 14 ou
28 dias resultou em uma reducao significativa dos niveis de
proteina quemerina e mRNA no tecido adiposo de animais
diabéticos quando comparados com camundongos diabéticos
ndo tratados (p<0,05) (Figura 5A, Tabela 2). Os animais
que receberam LC por 14 dias ndo apresentaram alteragao
significativa na expressao de CMKLRI (p >0,05), enquanto
aqueles que foram tratados com LC por 28 dias apresentaram
menor expressao de CMKLRI quando comparados com
camundongos diabéticos nao tratados (p<0,05) (Figura 5B).

Em relagdo a concentragao sérica de IL1-B e TNF-a, uma
ANOVA de trés vias mostrou um efeito principal do tempo
de amostragem (IL1-B, p = 0,0004 e TNF-o, p = 0,0002),
tratamento (ILT1-B, p = 0,0002 e TNF-a, p = 0,0002),
condigao diabética (IL1-B; p = 0,0005, TNF-a. p = 0,0001)
e interagdo entre trés fatores (IL1-B, p = 0,0008; TNF-a,
p = 0,0002). Os niveis séricos de IL1-B e TNF-o. aumentaram
significativamente no grupo diabético em comparagao com o
grupo controle nos dias 14 e 28 apéds a inducao do diabetes
(p<0,05) (Tabelas 4 e 5). O tratamento de camundongos

diabéticos com LC por 14 dias ndo teve efeitos significativos
nos niveis séricos de IL-1B e TNF-a. em comparagdo com
camundongos diabéticos ndo tratados (p>0,05). No
entanto, quatro semanas apés o tratamento com LC, as
concentracoes séricas de ambos os fatores inflamatérios
foram significativamente reduzidas em comparagao com
camundongos diabéticos ndo tratados.

Discussao

No presente estudo, foi estudado o efeito da
suplementacdo de LC na expressao de quemerina e seu
receptor nos tecidos adiposo e cardiaco de ratos obesos
e resistentes a insulina experimentalmente induzidos.
De acordo com estudos anteriores em modelo de roedor
de diabetes tipo 2, nossos resultados mostraram que o
consumo de cinco semanas de dieta suplementada com
HF/HC, juntamente com a injecdo de uma Gnica dose
baixa de STZ em camundongos, resultou em resisténcia
a insulina e obesidade, caracterizada por hiperglicemia,
hiperinsulinemia e aumento do indice HOMA-IR e peso
corporal.'®'®19 Foi observado que a suplementacao
da dieta com HF/HC por cinco semanas resultou em
hiperinsulinemia sem alteragdo ébvia da glicose sanguinea,
enquanto ap6s duas semanas de alimentagdo com dieta
hipercaldrica, os animais mostraram sintomas séricos
de resisténcia a insulina, incluindo hiperinsulinemia e
hiperglicemia. Esses achados sugerem que as alteragdes
metabdlicas séricas induzidas por esse tratamento foram
mais semelhantes as do diabetes tipo 2 do que as do
diabetes tipo 1.
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Figura 5 — Niveis de expressdo génica de quemerina (A) e CMKLRI (B) no tecido cardiaco de diferentes grupos experimentais nos dias 0, 14 e 28
apos o tratamento com LC. O método qRT-PCR foi utilizado para andlise da expressdo relativa dos genes estudados. GAPDH foi utilizado como gene
de housekeeping. Os dados sdo médias = DP. O nivel de significancia entre os grupos em cada momento de amostragem foi estabelecido em *p<0,05,

**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.
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Tabela 3 - Nivel de quemerina no tecido adiposo de diferentes grupos experimentais. Os dados sao apresentados como média * DP.
Letras minusculas diferentes (a, b) demonstram diferencas significativas entre os grupos em cada dia do experimento (p<0,05).
Letras maiusculas diferentes (A, B) demonstram diferencas significativas entre os tempos de tratamento em cada grupo (p <0,05)

Nivel de quemerina no tecido adiposo (ng/mg proteina)

Dia apos o tratamento com LC

0 14 28
Controle 7,62 £ 2,58% 8,11+ 1,32 6,49 £ 1,07
Diabético 13,22 £ 3,61 14,78 + 2,59 16,72 + 97°®
Diabético + LC 12,64 + 2,09 10,36 + 1,78 10,97 + 3,12%
Controle + LC 6,82 + 1,94 7,09 £ 2,06 7,44 £ 1,19

LC: I-carnitina.

Tabela 4 - Nivel sérico de IL1-B em diferentes grupos experimentais. Os dados sdo apresentados como média £ DP. Letras minisculas
diferentes (a, b) demonstram diferencas significativas entre os grupos em cada dia do experimento (p<0,05). Letras maiusculas
diferentes (A, B) demonstram diferencas significativas entre os tempos de tratamento em cada grupo (p<0,05). LC: I-carnitina

Nivel sérico de TNF-a (pmol/L)

Dia apos o tratamento com LC

0 14 28
Controle 0,71+0,19* 0,65+0,10" 0,75+ 0,09
Diabético 0,65+ 0,11 3,92 +£(,38% 7,10 £0,68°C
Diabético + LC 1,33+ 0,16 3,34 £ 0,500 3,94 £ 0,43%
Controle + LC 0,78 £0,18* 0,98 + 0,16 0,57 £0,11%

LC: I-carnitina.

Tabela 5 - Nivel sérico de TNF-a em diferentes grupos experimentais nos dias 0, 14 e 28 apos o tratamento com LC. Os dados sao
apresentados como média * DP. Letras mintsculas diferentes (a, b) demonstram diferengas significativas entre os grupos em cada dia
do experimento (p<0,05). Letras maiilisculas diferentes (A, B) demonstram diferencas significativas entre os tempos de tratamento em

cada grupo (p<0,05)

Nivel sérico de IL1-B (pmol/L)

Dia apés o tratamento com LC

0 14 28
Controle 0,93 0,11 1,02 £0,14% 0,89 £ 0,31
Diabético 1,23 £ 0,33 2,96 = 0,12°% 5,78 £0,21%
Diabético + LC 1,33 £0,26* 2,23 £0,27"® 3,46 0,12«
Controle + LC 1,07 £ 0,24 0,98 £0,19* 0,82 £0,41%

LC: I-carnitina.

Nossos resultados mostraram que a expressdo de
quemerina e seu receptor CMKLRI nos tecidos adiposo e
cardiaco de camundongos diabéticos, aumentou apds a
indugdo do diabetes experimental. Também foi observado
que animais diabéticos apresentaram maior concentragao
sérica de quemerina em comparagao com animais saudaveis.
Esse achado sugere que mudancas simultdneas na quantidade
de quemerina e seu receptor no estado diabético exacerba
a fungdo desse hormdnio nos tecidos-alvo e isso pode
desempenhar um papel importante no desenvolvimento

Arq Bras Cardiol. 2021; 117(4):715-725

de distarbios funcionais dos tecidos adiposo e cardiaco no
estado diabético. A maior parte dos dados humanos e de
animais suporta uma ligagdo entre quemerina, obesidade e
sindrome metabdlica, um grupo de distirbios metabdlicos que
aumentam o risco de DCV. De acordo com nossos resultados,
estudos em humanos e animais relataram os achados paralelos
de que animais obesos e diabéticos tém niveis circulantes
elevados de quemerina em comparacdao com individuos
ou animais sauddveis ou magros.?>?* Vdrios mecanismos
possiveis podem ser aceitos sobre os efeitos do aumento da
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expressao de quemerina e CMKLRI no inicio e progressao da
resisténcia a insulina em animais diabéticos. Sabe-se agora que
ainflamagao tem um papel importante na resisténcia a insulina
do tecido adiposo e na disfungdo do musculo cardiaco.?
A obesidade esté correlacionada a um aumento significativo
na produgdo de citocinas pré-inflamatérias, como IL-1B e
TNF-a, que podem induzir resisténcia a insulina e morte
celular no mdsculo cardiaco.?** Nossos achados mostraram
niveis séricos aumentados de ILT-f e TNF-a apés a indugao
do diabetes. Os niveis séricos de quemerina se correlacionam
com os niveis de citocinas pré-inflamatérias, tais como TNF-a,
ILT-B e IL-6.57% A quemerina também tem efeitos adversos
sobre os cardiomidcitos através da indugao da caspase 9 e
apoptose celular mediada por AKT."® Tomados em conjunto,
esses dados permitem a conclusao de que a superexpressao
observada de quemerina e seu receptor em tecidos adiposos
e cardiacos de camundongos diabéticos pode ter um papel
importante na progressao da resisténcia a insulina e disfungoes
cardfacas no estado diabético.

Nossos resultados mostraram que a administragao de LC
por 4 semanas pode atenuar a expressao da quemerina e de
seu receptor nos tecidos adiposo e cardiaco de camundongos
diabéticos. Essas alteracoes foram associadas a melhora dos
sintomas de resisténcia a insulina e a reducao dos niveis
séricos de quemerina e de alguns fatores inflamatérios.
Em concordancia com os resultados do presente estudo,
estudos anteriores mostraram que o uso de LC leva ao
aumento da sensibilidade geral a insulina e da captagao de
glicose mediada pela insulina no corpo inteiro em animais ou
humanos com diabetes tipo 2.'°2° Evidéncias consideraveis
apoiam que o suprimento excessivo de acidos graxos e a
obesidade levam ao actimulo ectépico de varios metabdlitos
lipidicos no musculo cardiaco e possivelmente em outros
tecidos que sao prejudiciais a sinalizagao da insulina, levando
a resisténcia insulinica.?” As células do musculo cardiaco
nao podem sintetizar LC de novo e devem obter a LC de
forma exégena através da carnitina/transportador de cations
organicos 2.%® Com base nesses achados, sugerimos que a
suplementacao de LC na dieta pode restaurar o pool de
LC e reduzir os metabdlitos lipidicos e a lipotoxicidade nos
tecidos cardiaco e adiposo.

Com base em nosso conhecimento, os efeitos da LC
no nivel sistémico de quemerina ou sua expressao no
tecido cardiaco de animais ou humanos com diabetes nao
foram investigados até o momento. Nossos resultados, pela
primeira vez, mostraram que os niveis de proteina e mRNA
da quemerina e seu receptor eram reduzidos no tecido
cardiaco de camundongos diabéticos, concomitantemente ao
aumento da sensibilidade a insulina em todo o corpo. Achados
anteriores mostraram que os niveis de mRNA e proteina da
quemerina estavam elevados no tecido adiposo epicardico
de pacientes com doenga arterial coronariana.? O nivel
sérico de quemerina também esta elevado em pacientes com
doenca arterial coronariana e correlacionado com a gravidade
e extensdo da estenose coronariana e varios parametros
cardiometabdlicos.*® Foi observado que a quemerina aumenta
a apoptose e a atividade da caspase 9 em cardiomidcitos

murinos e melhora os parametros cardioprotetores no
coragao de rato perfundido isolado.’®*" O tratamento com
quemerina também altera o destino das células mioblasticas,
da miogénese para a adipogénese, que é caracterizada pelo
aumento dos niveis de ERO e do contetido de TG das células
tratadas.** Tomados em conjunto, concluiu-se que a redugao
da expressao da quemerina e de seu receptor no tecido
cardiaco de camundongos diabéticos apds o tratamento
com LC pode atenuar o efeito adverso da quemerina nos
cardiomiécitos em animais diabéticos. Mais estudos sao
necessarios para confirmar esta opinido.

Embora os resultados do presente estudo tenham mostrado
que o tratamento com LC pode atenuar o aumento da
expressao da quemerina nos tecidos-alvo, os mecanismos
moleculares que regulam sua expressao permanecem
pouco compreendidos. Nossos resultados mostraram que o
tratamento com LC pode reduzir os niveis séricos de TNF-a
e IL1-B em ratos obesos diabéticos. Foi observado que essas
citocinas pré-inflamatérias induzem a expressao e secregao
de mRNA da quemerina pelos adipdcitos 3T3-L1.33 O nivel
sérico de quemerina também estd associado ao nivel sérico
de TNF-a em pacientes obesos.** Com base nesses achados,
a redugao da expressao de quemerina em camundongos
diabéticos pode ser devido a uma diminuicao na secregao
de mediadores inflamatérios. A melhora da hiperinsulinemia
também pode ser outro mecanismo da LC na redugdo da
expressdo da quemerina. Nossos resultados mostraram
que a LC pode atenuar o aumento do nivel de insulina em
camundongos obesos e diabéticos. Como a insulina pode
aumentar a secrecao de quemerina do tecido adiposo in
vitro e em explantes de tecido,* sugerimos que a redugao
da insulina em animais tratados com LC pode ter um papel
regulador na expressao da quemerina nos tecidos adiposo e
cardiaco de camundongos diabéticos.

Esse estudo tem algumas limitagdes. Em nosso estudo,
a expressao génica foi medida no tecido cardiaco total em
animais experimentais. Tendo em vista que vdrios tipos
de células cardiacas, como cardiomidcitos e fibroblastos
cardiacos, podem ter diferentes agdes na patogénese da
doenca cardiaca, nossos dados nao permitiram distinguir perfis
de expressao entre os varios tipos de células. Além disso, foram
confirmadas diferengas nos perfis de expressao génica entre
os tecidos cardfacos dos ventriculos direito e esquerdo e nos
atrios, além das diferencas entre os tipos de células cardiacas.
Assim, nao diferenciamos a expressao génica entre diferentes
partes do tecido cardiaco nos animais experimentais.
Outra limitagao esta relacionada ao fato de que medimos
todos os fatores em animais adultos jovens e em um modelo
experimental de diabetes de curto prazo. A este respeito,
é interessante notar que o envelhecimento e o diabetes de
longa duragao sao, de longe, o fator de risco dominante para o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares, e a prevaléncia
de doencas cardiovasculares aumenta dramaticamente com o
aumento da idade. Nao determinamos se o tratamento com
LC em ratos idosos ou diabetes de longa duragao leva a uma
downregulagao semelhante a expressao de quemerina e seu
receptor no tecido cardiaco de ratos diabéticos.
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Conclusao

Em resumo, nossos dados mostraram que o consumo de
uma dieta hipercaldrica resultou em obesidade, resisténcia a
insulina e upregulacao da quemerina e seu receptor, CMKLRI,
nos tecidos adiposo e cardiaco de camundongos. O tratamento
de camundongos diabéticos com LC pode atenuar os sintomas de
resisténcia a insulina e suprimir a superexpressao de quemerina
em animais diabéticos. Os resultados do presente experimento
ajudam a compreender o novo efeito regulatério da LC na
expressao do gene cardiaco em condigoes de obesidade e
diabetes. Mais estudos sdo necessarios para fornecer mais
evidéncias sobre a terapia nutricional com LC para o manejo nao
farmacolégico de pacientes com diabetes e DCV com base na
regulagao dos componentes da quemerina no musculo cardiaco.
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