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RESUMO

Acumulo tecidual e alta excrecdo urinéria do &cido etilmaldénico (EMA) sdo caracteristicas
bioquimicas da encefalopatia etilmaldnica (EE) e da deficiéncia da desidrogenase das acilas-CoA
de cadeia curta (SCADD). Embora essas doencas hereditarias sejam clinicamente caracterizadas
por anormalidades neuroldgicas, os mecanismos responsaveis pelo dano cerebral sdo pouco
conhecidos. Considerando que a disfuncdo mitocondrial e o metabolismo do Ca?* tém sido
relacionados com a patogénese de doencas neurodegenerativas, o objetivo do presente estudo foi
investigar o efeito do EMA sobre varios parametros de bioenergética em preparacdes
mitocondriais de cérebro de ratos jovens na presenca de Ca**, tais como o potencial de
membrana, o contetido de NAD(P)H, o inchamento e a producdo de H,O,. Verificamos que o
EMA foi capaz de diminuir o potencial de membrana e o conteddo de NAD(P)H, além de induzir
0 inchamento em preparagdes mitocondriais na presenca de Ca?*, utilizando sucinato como
substrato. No entanto, ndo foram detectadas alteracdes na producdo de peroxido de hidrogénio
nas mesmas condicdes experimentais. Observamos também que os inibidores da abertura do poro
de transicdo de permeabilidade (PTP) mitocondrial, ADP e ciclosporina, assim como o agente
redutor DTT e o inibidor da captacdo mitocondrial de Ca®* RR, foram capazes de prevenir ou
atenuar esses efeitos. Analisando os resultados em conjunto, concluimos que o EMA € capaz de
induzir a abertura do PTP na presenca de Ca?*, levando a fortes alteracdes na bioenergética
mitocondrial. Presumimos, portanto, que tais efeitos deletérios podem comprometer o
funcionamento do sistema nervoso central e contribuir, a0 menos em parte, para explicar as
alteracdes neuroldgicas apresentadas pelos pacientes acometidos por doencas em que o EMA se

acumula.



LISTA DE ABREVIATURAS

ADP — adenina difosfato

ATP — adenosina trifosfato

BSA — albumina bovina

CoA - coenzima A

CsA — ciclosporina A

Cyp D — ciclofilina D

DTT - Ditiotreitol

EE — encefalopatia etilmalonica

EIM — erros inatos do metabolismo

EMA — &cido etilmal6nico

GSH — glutationa

MCU - sistema uniporte de Ca**

H,0,— perdxido de hidrogénio

PTP — poro mitocondrial de transi¢do de permeabilidade
mNCX — trocador Na*/Ca**

mHCX — trocador H*/Ca**

NADH — nicotidamina dinucleotideo reduzido

NADPH — nicotidamina dinucleotideo reduzido fosfato
RR — Ruthenium Red

SCADD - deficiéncia da desidrogenase das acilas-CoA de cadeia curta

VDAC - canais idnicos dependentes de voltagem



1. INTRODUCAO

1.1. Erros Inatos do Metabolismo

Em 1908, Sir Archibald E. Garrod usou o termo erros inatos do metabolismo (EIM) para
designar doencas como a alcaptondria, em que os individuos afetados excretam grandes
quantidades de &cido homogentisico na urina. Garrod observou uma maior frequéncia desta
doenca em individuos de uma mesma familia e maior consanguinidade entre os pais dos
pacientes. Baseando-se nas leis de Mendel e no fato de que os pais dos individuos afetados ndo
apresentavam a doenca, Garrod prop6s um modelo de heranga autossdmica recessiva para este
disturbio. Através da observacgédo de que o &cido homogentisico presente em excesso na urina dos
pacientes era um metabdlito normal da degradacdo proteica, ele relacionou este acimulo a um
bloqueio na rota de catabolismo da tirosina. Com o surgimento de novos distirbios relacionados a
alteracdes genéticas e que envolviam o acumulo de outras substancias nos liquidos biologicos dos
pacientes, postulou-se que estas doencas resultavam da sintese qualitativa ou quantitativamente
anormal de uma proteina, enzimatica ou nao, pertencente ao metabolismo (Scriver, 2001).
Presumiu-se, entdo, que em consequéncia deste bloqueio metabdlico pode ocorrer o acumulo de
precursores da reacdo catalisada pela enzima envolvida, com a formacdo de rotas metabolicas
alternativas e a deficiéncia de produtos essenciais ao organismo (Bickel, 1987).

Até o momento foram descritos mais de 500 EIM, a maioria deles envolvendo processos
de sintese, degradacdo, transporte e armazenamento de moléculas no organismo (Scriver, 2001).
Embora individualmente raras, essas doencgas em seu conjunto afetam aproximadamente 1 a cada

500 a 2.000 recém nascidos vivos (Baric et al, 2001).

1.2. Deficiéncia da Desidrogenase das Acilas-CoA de Cadeia Curta (SCADD) e
Encefalopatia Etilmalénica (EE)

O é&cido etilmalénico (EMA) se acumula nas doencas autossémicas recessivas deficiéncia
da desidrogenase das acilas-CoA de cadeia curta (SCADD) e encefalopatia etilmalénica (EE).
Além do EMA, acido metilsuccinico, butirilcarnitina e butirilglicina também se acumulam nos
tecidos dos pacientes acometidos pela SCADD (Amendt et al., 1987; Corydon et al., 1996). A
deficiéncia da desidrogenase das acilas-CoA de cadeia curta (SCADD) é um defeito no primeiro

passo da oxidacao dos &cidos graxos de cadeia curta, de heranga autossémica recessiva, com uma
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prevaléncia estimada em alguns paises de 1:50.000 nascidos vivos (van Maldegem et al., 2006),
podendo acometer desde criancas de menos de um ano de idade até adultos (Bhala et al., 1995;
Corydon et al.,, 2001). O acumulo de EMA na SCADD ocorre principalmente através do
metabolismo alternativo do butiril-CoA, que se transforma primeiramente em etilmalonil-CoA
numa reacao catalisada pela propionil-CoA carboxilase e posteriormente em EMA pela acao acil-
CoA hidrolase (Jethva et al., 2008). A SCADD pode ser classificada em duas formas: a SCADD
primaria, causada por alteracbes no gene que codificada a enzima, e a SCADD secundaria,
ocasionada por um defeito na flavoproteina-ubiquinona oxirredutase transferidora de elétrons ou
por deficiéncia de dinucleotideo de flavina e adenina (Gregersen et al., 1998; Nagan et al., 2003).
As manifestacOes clinicas sdo bastante variadas, incluindo atraso no desenvolvimento, alteragdes
comportamentais, convulsfes, coma e sintomas neuromusculares, tais como miopatia e hipotonia
(Jethva et al., 2008). O diagnostico é realizado em neonatos através da identificacdo dos
metabolitos acumulados na urina por espectrometria de massa ou no sangue por espectrometria
de massa em tandem (Wilcken et al., 2003, Waisbren et al., 2008).

A EE é clinicamente caracterizada por atraso psicomotor e hipotonia generalizada,
evoluindo para tetraparesia espastica, distonia e dano neuroldgico global devido a severa
neurodegeneracdo (Burlina et al., 1991). A evolucéo do quadro é progressiva e geralmente leva a
morte dentro da primeira década de vida (Garcia-Silva et al., 1997). Além disso, durante crises
encefalopéticas agudas, pacientes com EE acumulam e excretam grandes quantidades de &cido
latico, sugerindo disfuncdo mitocondrial (Zafeiriou et al., 2007; Tiranti et al., 2004; Tiranti et al.,
2006; Drousiotou et al., 2011). Os pacientes afetados pela EE apresentam uma mutacao no gene
ETHEL (Tiranti et al., 2004; Tiranti et al., 2006), o qual codifica uma dioxigenase mitocondrial
envolvida na detoxificacdo de enxofre. A deficiéncia dessa enzima leva ao acumulo de sulfidreto
(H2S) que em elevadas concentragdes inibe a SCAD, resultando na formacdo de EMA (Pedersen
et al., 2003). Os mecanismos da disfuncdo neuroldgica nessas doencas ndo estdo bem
esclarecidos, podendo ser atribuidos principalmente ao acimulo de EMA. Neste sentido, estudos
in vitro publicados na literatura mostram que o EMA inibe a atividade da creatina quinase em
cortex cerebral de ratos (Schuck et al., 2002; Leipnitz et al., 2003) e as atividades enzimaticas da
creatina quinase e de complexos da cadeia transportadora de elétrons em musculo esquelético de
humanos (Barschak et al., 2006), assim como induz dano oxidativo lipidico e proteico em cortex

cerebral de ratos (Schuck et al., 2010a) e em fibroblastos de pacientes com SCADD (Pedersen et
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al., 2010; Zolkipli et al., 2011). Além disso, foi observado um déficit na meméria espacial na
tarefa do labirinto aquético de Morris em ratos injetados cronicamente com EMA (Schuck et al.,
2009). Finalmente, num estudo recente, nosso grupo demonstrou que o EMA diminui 0 consumo
de oxigénio e o potencial de membrana em preparacdes mitocondriais de cérebro de ratos a partir
de sucinato e malato provavelmente por competir com o transporte desses substratos pelo
translocador mitocondrial de dicarboxilatos (Amaral et al., 2012). Embora esses resultados
indiquem que 0 EMA, o qual se acumula nas doengas SCADD e EE, possua efeitos neurotdxicos,
a relacdo dos mesmos com a fisiopatologia dessas doencas ainda precisa ser melhor esclarecida.

1.3. Homeostase mitocondrial: fosforilacdo oxidativa e cadeia transportadora de elétrons

A fosforilacdo oxidativa é o processo pelo qual o O; é reduzido a H,O, por elétrons
doados pelo NADH e FADH,, que fluem por varios pares de reducdo-oxidacdo (cadeia
respiratoria), ocorrendo concomitantemente a producdo de ATP a partir de ADP e Pi (Nelson e
Cox, 2000). Em eucariotos, a fosforilagdo oxidativa ocorre nas mitocéndrias, mais precisamente
na cadeia respiratoria, e é responsavel pela maior parte da energia liberada pela célula. As
mitocéndrias sdo corpusculos envoltos por uma membrana externa, facilmente permeavel a
pequenas moléculas e ions, e por uma membrana interna, impermeavel a maioria das moléculas e
fons, incluindo prétons (Nelson e Cox, 2000). A membrana interna contém transportadores
especificos para a passagem de substancias como o piruvato, glicerolfosfato, malato, acidos
graxos e outras moléculas essenciais as funcdes mitocondriais (Abeles et al., 1992). O fluxo de
elétrons a partir de NADH e FADH, até o O, (aceptor final de elétrons) se da através de
complexos enzimaticos ancorados na membrana mitocondrial interna com centros redox com
afinidade crescente por elétrons. Essa transferéncia de elétrons é impulsionada por um crescente
potencial redox existente entre os equivalentes reduzidos (NADH e o FADH,), os complexos
enzimaticos da cadeia transportadora de elétrons e 0o O,, que é o aceptor final dessa cadeia de
reacdes de oxidacéo.

O fluxo de elétrons através dos complexos da cadeia respiratoria € acompanhado pelo
bombeamento de prétons da matriz mitocondrial para o espago intermembranas, através dos
complexos I, Il e IV, gerando um potencial de membrana. Assim, cria-se um gradiente

eletroquimico transmembrana que pode ser utilizado por um quinto complexo proteico, a ATP
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sintase, para a sintese de ATP. Dessa forma, a oxidacdo de substratos energéticos estd acoplada
ao processo de fosforilagdo do ADP, ou seja, quando o potencial de membrana é dissipado pelo
fluxo de prétons a favor do gradiente eletroquimico, a energia liberada é utilizada pela ATP
sintase, que atua como uma bomba de prétons ATP-dependente (Nelson e Cox, 2000).

Além da regeneracdo do ATP, que é a sua principal funcdo, a mitocdndria desempenha
outras funcBes importantes. Esta organela é a principal fonte de espécies reativas de oxigénio e de
defesas antioxidantes nas células (Cadenas & Davies, 2000), gerando anions superéxido (02°%)
no espaco intermembrana pelo vazamento de elétrons que se combinam com o oxigénio
molecular em um processo que é dependente do potencial de membrana mitocondrial (Han et al.,
2001). Além disso, a mitocondria participa ativamente da homeostase celular de Ca** (Nicholls e
Akerman, 1982) e esta envolvida em diversos processos que levam a morte celular, incluindo
liberagdo de citocromo ¢ (Liu et al., 1996). E possivel medir experimentalmente a respiragio
mitocondrial, o potencial de membrana, o inchamento, a producédo de perdxido de hidrogénio
(H,0,), a capacidade de retencdo de Ca®* e o contetido de NAD(P)H mitocondrial. Acredita-se
que todos esses processos estejam interligados e que um desequilibrio nessas fungcdes possa estar
envolvido na fisiopatologia de diversas doencas neurodegenerativas, incluindo as doencas de
Alzheimer, Parkinson, Huntington, esclerose lateral amiotréfica (Beal, 2007; Sasaki et al., 2007;
Gil & Rego, 2008; Reddy & Beal, 2008; Vila et al., 2008), e também em varios erros inatos do
metabolismo (Schuck et al., 2002; Reis de Assis et al., 2004; Latini et al., 2005; Zugno et al.,
2006; Ferreira et al., 2007; Mirandola et al., 2008; Moshal et al., 2008; Ribeiro et al., 2008;
Takamura et al., 2008; Viegas et al., 2008).

1.4. Papel da Mitocondria na Homeostase Celular do Ca**

Disfuncéo mitocondrial em neurdnios causa um aumento nos niveis intracelulares de Ca**
por prejudicar diretamente o sistema de remocdo de Ca®* ou devido & ativacdo dos receptores
NMDA (Albin and Greenamyre 1992; Fiskum et al. 1999; Nicholls and Budd 2000). Durante
uma sobrecarga citosélica de Ca’*, enzimas liticas como fosfolipase A2, proteases e
endonucleases sdo ativadas, resultando em degradacdo celular (Orrenius et al. 2003). Sob essas
condicBes, a mitocondria é a principal organela responsavel pelo sequestro de Ca®*, um passo
requerido na neurotoxicidade induzida por NMDA (Budd and Nicholls 1996; Castilho et al.

1998; Stout et al. 1998). Na matriz mitocondrial, 0 Ca®* é capaz de formar precipitados inativos
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com o fosfato, o que faz com que essa organela seja capaz de acumular grandes concentragdes de
Ca®*, podendo chegar a 300 uM dependendo do tecido (Starkov, 2010). A excessiva captacio
mitocondrial de Ca*" e o estresse oxidativo podem levar a permeabilizacdo mitocondrial nio-
seletiva, conhecida como transicdo de permeabilidade, resultado da abertura de um poro na
membrana mitocondrial interna (Adam-Vizi e Starkov, 2010; Starkov, 2010; Zoratti and Szabo
1995; Kowaltowski et al. 2001). O poro de transicdo de permeabilidade (PTP) mitocondrial €
formado por proteinas presentes na matriz mitocondrial ou na membrana mitocondrial interna e
possui 2-3 nm de didmetro (Starkov, 2010). As proteinas que formam o PTP ainda ndo sdo
conhecidas, mas devem apresentar trés caracteristicas principais: capacidade de se ligar a
membrana interna, abrir um canal de 2-3 nm de didmetro e ser completamente reversivel
(transitorio) (Starkov, 2010). Por outro lado, evidéncias apontam que a ciclofilina D (Cyp D) é
um componente chave para a abertura do poro (Bernardi e von Stockum, 2012; Rizzuto et al.,
2012; Starkov, 2010) (Figura 1).

O Ca*" necessita de transportadores para ser captado e liberado pela mitocondria, num
processo gque consome energia. Para acessar 0 espaco intermembrana ou ser liberado de volta no
citosol, o Ca®* utiliza os canais idnicos dependentes de voltagem (VDAC) localizados na
membrana mitocondrial externa. Uma vez no espaco intermembrana, o Ca*" é captado pela
mitocdndria por um sistema uniporte de Ca®* (MCU), o qual é inibido pelo reagente ruthenium
red (RR), e liberado da matriz pelos trocadores Na*/Ca** (mMNCX) e H*/Ca** (mHCX) (Bernardi
e von Stockum, 2012; Rizzuto et al., 2012) (Figura 1).
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Figura 1. Modelo padrdo da homeostase mitocondrial de Ca®*. As mitocondrias acumulam Ca**
exdgeno por meio do transportador eletrogénico (uniporte de Ca?*, U) que facilita o transporte de
Ca®* através da membrana mitocondrial interna para a matriz. O transporte é acoplado ao
acimulo simultaneo de fosfato inorganico (ndo mostrado). Dentro da matriz, o Ca** e o fosfato
acumulados sdo estocados na forma de precipitados inativos osmoticamente, e eventualmente
liberados de volta no citosol através do trocador Ca®*/Na* (ndo mostrado) e/ou Ca**/2H*, que
também estdo localizados na membrana mitocondrial interna. O processo de captacio de Ca* é
direcionado pelo potencial de membrana mitocondrial; o processo de liberacio de Ca®* é
direcionado pelo gradiente de pH, no caso do trocador Ca?*/2H*. Elevadas concentragdes de Ca*
intramitocondrial podem estimular as atividades das enzimas do ciclo do acido citrico (CAC),
desse modo impulsionando a producdo de energia na mitocondria. Quando o acimulo de Ca**
ultrapassa um certo limiar, desencadeia-se a abertura do PTP, a qual também é modulada pela
proteina localizada na matriz ciclofilina D (Cyp D). T: trocador; CR: cadeia respiratoria; MMI:
Membrana Mitocondrial Interna; (Adaptado de Starkov, 2010).

A permanente abertura do PTP resulta na liberacdo de Ca®* para o citosol, inchamento
mitocondrial, liberacdo de fatores apoptogénicos intramitocondriais como o citocromo ¢ (Liu et
al. 1996), perda do potencial de membrana mitocondrial, perda de NADH, NADPH e GSH,
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comprometimento da sintese de ATP e morte celular (apoptose e necrose) (Kim et al., 2003;
Rasola e Bernardi, 2011; Bernardi e von Stockum, 2012; Rizzuto et al., 2012; Starkov, 2010).

O ataque oxidativo por espécies reativas de oxigénio (ERO) tem sido bastante relacionado
como um mecanismo potencializador da abertura do PTP (Adam-Vizi e Starkov, 2010;
Kowaltowski et al, 2001). Neste contexto, esta descrito que altas concentracbes de NADH
previnem a abertura do PTP, por promover a reducdo do NADP™ catalisada pela transidrogenase
mitocondrial e consequentemente melhorar a capacidade redox da mitocondria (Lehninger et al.
1978; Hoek and Rydstrom 1988; Zago et al. 2000; Kowaltowski et al. 2001).

O PTP é inibido por ciclosporina A (CsA), um composto que se liga e inibe a proteina
Cyp D, onde ja foi demonstrado um efeito protetor da CsA em modelos de isquemia (Nieminen et
al. 1996; Schinder et al. 1996; Uchino et al. 1998; Petersen et al. 2000), sugerindo a importancia
do PTP na patogénese do dano isquémico. No contexto de doengas neurodegenerativas, uma
grande quantidade de trabalhos indica o envolvimento de disfuncdo mitocondrial, estresse
oxidativo e o metabolismo do Ca®" na patogénese dessas doencas, incluindo a doenca de
Alzheimer, Parkinson, Huntington, esclerose lateral amiotrofica e doencas desmielinizantes,
podendo a associacdo desses fatores levar a abertura do PTP e as suas consequéncias (Cali et al.,
2012; Lee e Wei, 2000; Chang et al., 2006; Forte et al., 2007; Weihofen et al., 2009; Mattson et
al., 2008; Rintoul e Reynolds et al., 2010).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito do EMA na presenca de Ca** sobre
importantes parametros da bioenergética em preparagdes mitocondriais de cérebro de ratos
jovens, visando uma melhor compreensdo da fisiopatologia das doencas em que o EMA se

acumula.

2.2. Objetivos Especificos
e Avaliar o efeito in vitro do EMA (5 mM) sobre o potencial de membrana em preparagdes

mitocondriais de cérebro de ratos em presenca de Ca**;
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e Avaliar o efeito in vitro do EMA (5 mM) sobre o inchamento em preparacdes
mitocondriais de cérebro de ratos em presenca de Ca*";

e Avaliar o efeito in vitro do EMA (5 mM) sobre o conteitdo de NADH e NADPH
(equivalentes reduzidos) em prepara¢6es mitocondriais de cérebro de ratos em presenca
de Ca?*;

e Auvaliar o efeito in vitro do EMA (5 mM) sobre a producdo de peréxido de hidrogénio

(H20,) em preparacdes mitocondriais de cérebro de ratos em presenca de Ca*";

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais e Reagentes

Foram utilizados ratos Wistar com 30 dias de vida criados e mantidos em padréo sanitario
convencional controlado no biotério do Departamento de Bioquimica da UFRGS com ciclos de
12 h claro/escuro (07:00/19:00h) e temperatura controlada (21 °C). Os animais foram mantidos
em gaiolas com dimensfes 41 x 34 x 16 cm (maximo 5 animais/caixa) devidamente identificadas,
em cama de maravalha de pinus selecionada e autoclavada e alimentados com racdo balanceada
padrdo para roedores (Nuvilab CR-1® - Nuvital) e &gua ad libitum.

Todos os reagentes utilizados no presente trabalho foram adquiridos do SIGMA (St.
Louis, MO, USA). O EMA foi preparado no dia do experimento no tamp&o da técnica, tendo seu

pH ajustado para 7,4.

3.2. Isolamento da Fracdo Mitocondrial
O isolamento da fracdo mitocondrial foi realizado de acordo com Rosenthal e
colaboradores (1987). Os animais foram sacrificados por decapitacdo com guilhotina e sem
anestesia, tiveram sua caixa craniana aberta e 0 seu conteudo retirado que, a partir de entdo, foi
mantido sobre uma placa de vidro colocada sobre gelo. O bulbo olfatério e o tronco cerebral
foram desprezados. O cérebro foi limpo, sendo retirado 0 excesso de sangue dos vasos externos e
a substancia branca das vias descendentes, e homogeneizado em um tampdo contendo manitol
225 mM, sacarose 75 mM, EGTA 1 mM, albumina bovina 0,1%, HEPES 10 mM, pH 7,2. O
homogeneizado foi centrifugado a 2000 x g por 3 minutos a 4° C. Apds essa centrifugagdo, o
13



sobrenadante foi novamente centrifugado a 12000 x g por 8 minutos a 4° C. O sedimento foi
ressuspenso em 12 mL de tampédo de isolamento contendo 20 pL de digitonina 10% e
centrifugado a 12000 x g por 10 minutos a 4° C. O sedimento desta centrifugacao foi ressuspenso
em tampédo de isolamento sem EGTA e centrifugado a 12000 x g por 10 minutos a 4° C. O
sedimento contendo mitocondrias purificadas foi ressuspenso em tampdo de isolamento sem

EGTA em uma concentracéo proteica final de aproximadamente 20 mg . mL™.

3.3. Medida do Potencial de Membrana Mitocondrial

A medida do potencial de membrana mitocondrial foi realizada de acordo com o método
de Akerman e Wikstrom (1976). A medida da fluorescéncia do corante cationico safranina O 5
MM foi realizada em espectrofluorimetro operado em comprimentos de onda de excitacdo e
emisséo de 495 nm e 586 nm, respectivamente, em um meio de incubagdo contendo 150 mM
KCI, 5 mM MgCl,, 0,03 mM EGTA, 5mM HEPES, 5 mM KH2PO4, 0,01 % BSA e 1 pg . mL™
oligomicina A, pH 7,2 e utilizando-se como substratos sucinato (5 mM) na presenca de rotenona
(4 uM). O EMA (5 mM) foi adicionado no inicio do ensaio e apds 50 s adicionou-se 20 uM de
Ca®*. A concentrago proteica no meio foi ajustada para 0,5 mg . mL™. Em alguns ensaios foram
utilizados RR (inibidor do transporte uniporte do Ca®*), DTT (agente redutor), além de ADP e
CsA (inibidores do PTP).

3.4. Medida do Conteudo de NAD(P)H Mitocondrial

O contetdo de NAD(P)H na matriz mitocondrial foi  determinado
espectrofluorimetricamente em comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 366 e 450 nm,
respectivamente (Schuck et al., 2010b). O meio de incubacéo era constituido de 150 mM KCI, 5
mM MgCl,, 0,015 mM EGTA, 5mM HEPES, 5 mM KH,PO,4 0,01 % BSA ¢ 1 pg . mL™
oligomicina A, pH 7,2, e sucinato (5 mM) foi utilizado como substrato. O EMA (5 mM) foi
adicionado no inicio do ensaio e ap6s 50 s adicionou-se 20 uM de Ca®*. A concentrago proteica
no meio foi ajustada para 0,5 mg . mL™. Em alguns ensaios foram utilizados RR (inibidor do
transporte uniporte do Ca?*), DTT (agente redutor), além de ADP e CsA (inibidores do PTP).
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3.5. Medida do Inchamento Mitocondrial

O inchamento mitocondrial foi avaliado acompanhando-se o espalhamento de luz em um
espectrofluorimetro, utilizando-se comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 540 nm
(Schuck et al., 2010b). O meio de incubacdo era constituido de 150 mM KCI, 5 mM MgCl,,
0,015 mM EGTA, 5mM HEPES, 5 mM KH2PO,, 0,01 % BSA e 1 pg . mL™ oligomicina A, pH
7,2 e utilizou-se como substrato sucinato (5 mM). O EMA (5 mM) foi adicionado no inicio do
ensaio e ap6s 50 s adicionou-se 40 pM de Ca®*. A concentragdo de proteica no meio era 0,5 mg .
mL™. Em alguns ensaios foram utilizados RR (inibidor do transporte uniporte do Ca®*), DTT
(agente redutor), além de ADP e CsA (inibidores do PTP).

3.6. Medida da Producéo de Peroxido de Hidrogénio (H,O;) Mitocondrial

A producéo de H,O; foi avaliada de acordo com o método de Mohanty e colaboradores
(1997), através da medida da oxidacdo de Ampliflu Red 50 pM, na presenca de 1.0 units. mL™ de
peroxidase. O meio de incubacdo continha 150 mM KCI, 5 mM MgCl;, 0,030 mM EGTA, 5mM
HEPES, 5 mM KH,PO,, 0,01 % BSA ¢ 1 pg . mL™ oligomicina A, pH 7,2 e utilizou-se como
substrato sucinato (5 mM). O EMA (5 mM) foi adicionado no inicio do ensaio e apos 50 s
adicionou-se 20 pM de Ca**. A concentracdo de proteina no meio foi ajustada para 0.5 mg.mL™.
A oxidacao do ampliflu red foi acompanhada espectrofluorimetricamente, em comprimentos de

onda de excitacdo e emissdo de 563 e 587 nm, respectivamente.

3.7. Determinacdo da Concentracéo Proteica
As proteinas foram determinadas pelo método de Lowry (1951) utilizando-se albumina

bovina como padrao.

4. RESULTADOS

4.1. Efeito in vitro do &cido etilmalénico (EMA) sobre o potencial de membrana em
preparacdes mitocondriais de cérebro de ratos em presenca de Ca?*
A figura 2 demonstra o efeito do EMA (5 mM) sobre o potencial de membrana em

preparacbes mitocondriais utilizando sucinato mais rotenona como substrato respiratorio.
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Observamos que a adicdo de 20 pM de Ca?* induziu uma forte reducdo no potencial de
membrana em preparagfes mitocondriais incubadas com EMA. Verificamos também que esse
efeito foi prevenido por RR e ADP, além de atenuado CsA e DTT.

Sucinato
FCCP
P
© — Controle
'g — EMA
g — EMA + ADP
o EMA + RR
;; EMA + DTT
E — EMA + CsA
s
Q
o —
60s

Figura 2. Efeito in vitro do acido etilmalénico (EMA) sobre o potencial de membrana
mitocondrial utilizando sucinato mais rotenona como substrato respiratorio. Apos cinquenta
segundos o Ca®* foi adicionado na concentragdo de 20 pM ao meio de reagdo contendo a
preparacdo mitocondrial (0,5 mg proteina . mL™) e 0 EMA na concentracdo de 5 mM. FCCP (1
uM) foi adicionado no final das medicdes. Alguns experimentos foram conduzidos na presenca
de RR (1uM) (inibidor do transporte uniporte do Ca®*), DTT (3 mM) (agente redutor), além de
ADP (300 uM) e CsA (1 uM) (inibidores do PTP), como indicado na figura. Os tracos séo
representativos de quatro experimentos independentes e expressos como unidades arbitrarias de
fluorescéncia (U.A.F.).

4.2. Efeito in vitro do &cido etilmalénico (EMA) sobre o inchamento em preparacdes
mitocondriais de cérebro de ratos em presenca de Ca?*

A figura 3 mostra o efeito do EMA (5 mM) sobre o inchamento em preparacdes
mitocondriais utilizando sucinato como substrato respiratorio. Verificamos que a adicdo de 40
UM de Ca?* induziu o inchamento em preparacdes mitocondriais incubadas com EMA. Esse

efeito foi prevenido por RR, ADP e CsA.
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Figura 3. Efeito in vitro do acido etilmalénico (EMA) sobre o inchamento mitocondrial
utilizando sucinato como substrato respiratério. Apés cinquenta segundos o Ca®* foi adicionado
na concentracdo de 40 pM ao meio de reagdo contendo a preparagdo mitocondrial (0,5 mg
proteina . mL™) e o EMA na concentracido de 5 mM. Alameticina (Alam; 20 pg/mL) foi
adicionada no final das medigdes. Alguns experimentos foram conduzidos na presenca de RR (1
uM) (inibidor do transporte uniporte do Ca®*), DTT (3 mM) (agente redutor), além de ADP (300
uM) e CsA (1 uM) (inibidores do PTP), como indicado na figura. Os tracos séo representativos
de quatro experimentos independentes e expressos como unidades arbitrarias de fluorescéncia
(U.AF).

4.3. Efeito in vitro do acido etilmalénico (EMA) sobre o conteido de NAD(P)H em
preparacdes mitocondriais de cérebro de ratos em presenca de Ca’*

Pode ser observado na figura 4 o efeito do EMA (5 mM) sobre o contetdo de NAD(P)H
em preparacGes mitocondriais utilizando sucinato como substrato respiratorio. Verificamos que a
adicdo de 20 pM de Ca** diminuiu o contedo de NAD(P)H em preparagBes mitocondriais
incubadas com EMA. Esse efeito foi prevenido por RR, ADP, CsAe DTT.
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Sucinato
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Fluorescéncia do NAD(P)H

Figura 4. Efeito in vitro do acido etilmalonico (EMA) sobre o contetdo de NAD(P)H em
preparacdes mitocondriais utilizando sucinato como substrato respiratorio. ApoOs cinguenta
segundos o Ca?* foi adicionado na concentragdo de 20 pM ao meio de reagdo contendo a
preparacdo mitocondrial (0,5 mg proteina . mL™) e 0 EMA na concentracdo de 5 mM. FCCP (1
uM) foi adicionado no final das medicdes. Alguns experimentos foram conduzidos na presenca
de RR (1 uM) (inibidor do transporte uniporte do Ca**), DTT (3 mM) (agente redutor), além de
ADP (300 uM) e CsA (1 uM) (inibidores do PTP), como indicado na figura. Os tracos séo
representativos de quatro experimentos independentes e foram expressos como unidades
arbitrarias de fluorescéncia (U.A.F.).

4.4, Efeito in vitro do &cido etilmalénico (EMA) sobre a producdo de peroxido de
hidrogénio (H,0,) em preparacdes mitocondriais de cérebro de ratos em presenca de Ca**
Finalmente, testamos o efeito do EMA (5 mM) sobre a producéo de H,O, em preparacdes
mitocondriais utilizando sucinato mais rotenona como substrato respiratorio (figura 5). Nao
foram observadas importantes alteraces nesse parametro apés a adicdo de Ca?*, comparando as

preparacdes mitocondriais incubadas ou ndo com EMA.
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Figura 5. Efeito in vitro do acido etilmalénico (EMA) sobre a producdo de perdxido de
hidrogénio (H,0,) em preparagdes mitocondriais utilizando sucinato como substrato respiratorio.
Ap6s cinquenta segundos 0 Ca?* foi adicionado na concentragio de 20 pM ao meio de reagio
contendo a preparagdo mitocondrial (0,5 mg proteina . mL™) e 0 EMA na concentragdo de 5 mM.
Antimicina A (AA; 1 uM) foi adicionado no final das medicdes. Os tracos sdo representativos de

quatro experimentos independentes e foram expressos como unidades arbitrarias de fluorescéncia
(U.AF).

5. DISCUSSAO

O EMA acumula-se em vérias doencas metabdlicas, mas com maior frequéncia na EE e
SCADD. Apesar dos sintomas neurologicos serem severos nesses distdrbios, a patogénese do
dano cerebral é pouco conhecida (Tein et al 2008; Corydon et al, 1998; Bok et al, 2003;
Zafeiriou, 2007; Waisbren, 2008).

Considerando que ja foi demonstrado que o EMA compromete a homeostase energética
mitocondrial por diminuir o consumo de oxigénio e o potencial de membrana provavelmente por
competir com o transporte de sucinato e malato pelo translocador mitocondrial de dicarboxilatos
(Amaral et al, 2012), podendo assim prejudicar o metabolismo mitocondrial do Ca®,
desencadeando um aumento nos niveis intracelulares desse cation e induzindo a abertura do PTP
(Albin and Greenamyre 1992; Fiskum et al. 1999; Nicholls e Budd 2000). Assim, avaliamos no

presente estudo o efeito deste 4cido sobre a bioenergética mitocondrial na presenca de Ca*".
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Inicialmente, verificamos que o EMA foi capaz de diminuir o potencial de membrana e
provocar inchamento em mitocondrias na presenca de Ca?*. Além disso, foi observado que esses
efeitos foram total ou parcialmente prevenidos por ADP e CsA, indicando o envolvimento da
abertura do PTP nos mesmos. A CsA é um conhecido peptideo inibidor do PTP por inativar a
Cyp D, uma proteina da matriz mitocondrial envolvida na formacéao e abertura do PTP (Starkov,
2010), enquanto que o ADP atua na interacdo com o translocador de nucleotideos (ANT), uma
proteina também relacionada com a formacéo do PTP (Saito e Castilho, 2010; Rasola e Bernardi,
2011). Identificamos também que a adicdo de RR, um inibidor da captacdo de Ca®* pela
mitocdndria através do transportador uniporte (MCU), preveniu totalmente esses efeitos,
indicando que os mesmos s&o dependentes da entrada de Ca®* nessa organela, evento diretamente
relacionado com a abertura do PTP. Esses resultados estdo de acordo com achados anteriores que
demonstraram que inibidores da oxidagéo do sucinato, como os &cidos metilmalonico, maldnico e
3-nitropropionico, sdo capazes de induzir a abertura do PTP na presenca de Ca®* (Maciel et al.,
2004; Ronchi et al., 2011). A despolarizacdo e o inchamento mitocondrial causados pela indugéo
do PTP pelo EMA podem levar ao aumento do volume na matriz, transporte de metabdlitos pela
membrana interna (por exemplo, Ca®*, Mg®*, glutationa e NADPH), comprometimento da
fosforilacdo oxidativa, sintese reduzida de ATP e geracdo de espécies reativas, prejudicando
desta forma a homeostase celular (Zoratti and Szabo, 1995; Bernardi et al., 1998; Norenberg e
Rao, 2007).

Com relacdo ao mecanismo indutor da abertura do PTP, o ataque oxidativo por espécies
reativas de oxigénio (ERO) tem sido proposto (Adam-Vizi e Starkov, 2010; Kowaltowski et al,
2001). Neste contexto, avaliamos a producio de H,O, mitocondrial na presenca de EMA e Ca*".
Nossos resultados ndo evidenciaram um aumento de H,O, embora o agente redutor DTT atenuou
a diminuicdo do potencial de membrana e a indu¢do do inchamento mitocondrial provocados
pelo EMA na presenca do Ca**. No entanto, considerando que resultados anteriores in vitro
demonstram que o EMA provoca dano oxidativo lipidico e proteico e diminui as defesas
antioxidantes em homogeneizado de cortex cerebral de ratos (Schuck et al., 2010a), ndo podemos
descartar a participacdo de outras espécies reativas, que ndo o H,0O,, envolvidas nos efeitos
provocados pelo EMA.

Outros resultados do presente estudo reforcam a hipotese de que o EMA induz a abertura

do PTP na presenca de Ca®* uma vez que este acido provocou diminuicdo do contetdo de
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NAD(P)H e que esse efeito foi prevenido pela adicdo de ADP, CsA, RR ou DTT. Neste
particular, a indugdo do PTP leva & diminuicdo dos equivalentes reduzidos por aumentar sua
oxidacdo e perda através do PTP, tendo como consequéncia a reducdo da capacidade redox
mitocondrial (Le-Quoc and Le-Quoc 1989; Kehrer and Lund 1994). Além disso, esté descrito que
altas concentracdes de NADH previnem a abertura do PTP, promovendo a reducdo do NADP*
catalisada pela transidrogenase mitocondrial e consequentemente melhorando a capacidade redox
da mitocondria (Lehninger et al. 1978; Hoek and Rydstrom 1988; Zago et al. 2000; Kowaltowski
et al. 2001).

E dificil determinar a relevancia fisiopatoldgica dos nossos resultados, uma vez que para o
nosso conhecimento as concentracbes de EMA no cérebro de pacientes afetados por EE e
SCADD ainda ndo estédo estabelecidas. No entanto, considerando o importante papel fisiolégico
da mitocdndria na homeostase celular do Ca®* (Budd and Nicholls 1996; Castilho et al. 1998;
Stout et al. 1998), é possivel que o comprometimento do metabolismo energético cerebral
induzido por altas concentracGes de EMA (Schuck et al., 2002; Leipnitz et al., 2003; Barschak et
al., 2006; Amaral et al., 2012) esteja relacionado com um prejuizo no metabolismo mitocondrial
do Ca*", levando a abertura do PTP e, potencialmente, a um dano neurolégico. Neste particular,
a inducdo do PTP tem sido relacionada a morte celular por apoptose e necrose (Rasola e
Bernardi, 2011), assim como com diversas doencas neurodegenerativas, tais como as doencas de
Alzheimer, Parkinson, Huntington e esclerose lateral amiotréfica (Cali et al., 2012; Lee e Wei,
2000; Chang et al., 2006; Forte et al., 2007; Weihofen et al., 2009; Mattson et al., 2008; Rintoul e
Reynolds et al., 2010).

Concluindo, nossos presentes resultados demonstram pela primeira vez que o EMA na
presenca do Ca?* é capaz de induzir a abertura do PTP em preparacdes mitocondriais de cérebro
utilizando sucinato como substrato. Considerando que esse processo compromete drasticamente
funcbes mitocondriais como a sintese de ATP (Rasola e Bernardi, 2011), os efeitos provocados
pelo EMA poderiam causar efeitos deletérios para a funcéo neural, e explicar ao menos em parte
as alteracOes neuroldgicas apresentadas pelos pacientes acometidos por doengas em que o0 EMA

se acumula.
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6. PERSPECTIVAS

e Verificar o efeito dose resposta do EMA sobre os mesmos parametros em preparacoes
mitocondriais de cérebro de rato na presenca de Ca*";

e Verificar o efeito do EMA sobre a capacidade de retencdo de Ca** em preparacdes

mitocondriais de cérebro de rato;

e Verificar o efeito do EMA sobre a producdo ATP em preparacdes mitocondriais de
cérebro de rato na presenca de Ca*";

7. FONTE DE FINANCIAMENTO
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