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INTRODUCAO

A doenca do xarope do bordo (DXB) é um disturbio neurometabolico causado pela deficiencia do complexo da
desidrogenase dos o-cetoacidos de cadeia ramificada. Os pacientes afetados apresentam sintomas neurologicos severos, tais
como coma e convulsoes, bem como edema e atrofia cerebral e acumulo predominante de leucina (Leu) e dos acidos a-
cetoisocaproico (CIC) e a-hidroxiisovalérico (HIV) nos tecidos e liquidos biologicos. Embora a DXB seja predominantemente
caracterizada por sintomas neurologicos, 0S mecanismos neurotoxicos do dano cerebral nao estao completamente estabelecidos.
Portanto, no presente estudo, investigamos o efeito /n vitro do CIC, HIV e Leu sobre diferentes parametros da funcao mitocondrial

em cérebro de ratos jovens.

METODOS

As preparacoes mitocondriais foram obtidas de ratos Wistar de 30 dias de vida [1]. Os parametros mitocondriais
determinados foram os estados 3 € 4 da respiracao mitocondrial, as razoes de controle respiratorio (RCR; state 3/state 4) e
ADP/O, os niveis de NAD(P)H e o potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) /2/. Os experimentos foram realizados na presenca
de 1 e 5 mM de CIC, HIV ou Leu. Glutamato/malato, succinato ou a-cetoglutarato foi utilizado como substrato respiratorio.

RESULTADOS

A figura 1 mostra que o CIC aumentou o estado 4 e diminuiu o RCR com todos os substratos utilizados. Observamaos também
que, o CIC e a Leu diminuiram o estado 3 quando foi utilizado a-cetoglutarato como substrato (Figuras 1 e 2). Além disso, o CIC
provocou uma reducao na razao ADP/O (Figura 1) e uma diminuicao nos niveis de NAD(P)H mitocondrial (Figura 4) utilizando
glutamato/malato ou a-cetoglutarato comowsubstratos. Finalmente, o CIC e a Leu causaram reducao no AWm quando a-
cetoglutarato foi o substrato (Figura 3),"€énquanto o HIV nao alterou nenhum parametro testado (resultados nao mostrados).
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Figura 1. Efeitos /in vitro do acido a-cetoisocaproico (CIC) sobre o
consumo de oxigénio em mitocondrias nao-estimuladas por ADP
(estado 4) (A) e estimuladas por ADP (estado 3) (B), sobre as razoes
de controle respiratorio (RCR) (C) e ADP/O (D), utilizando
glutamato/malato, succinato ou a-cetoglutarato como substrato.
Apos a adicao da fracao mitocondrial (0,75 mg . mL! quando
glutamato/malato ou a-cetoglutarato foi o substrato e 0,5 mg . mL™!
quando succinato foi o substrato), diferentes concentracoes de CIC
(1,0 - 5,0 mM) foram adicionadas ao meio de incubacao. Os valores
representam média + desvio padrao (N = 4 -5) e os estados 3 e 4 da
respiracao mitocondrial foram expressos como nmol O,. mini. mg
proteinal. A diferenca entre as médias foi calculada por analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan
(*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001, comparados ao controle).

Figura 2. Efeitos in vitro da leucina (Leu) sobre o consumo de
oxigénio em mitocondrias nao-estimuladas por ADP.(estado 4) (A) e
estimuladas por ADP (estado 3) (B), sobre as razoes de controle
respiratorio (RCR) (C) e ADP/O (D), utilizando glutamato/malato,
succinato ou a-cetoglutarato como substrato. Apos a adicao da
fracao mitocondrial (0.75 mg . mL! quando glutamato/malato ou a-
cetoglutarato foi o substrato e 0.5 mg . mL* quando succinato foi o
substrato), diferentes concentracoes de Leu (1.0 - 5.0 mM) foram
adicionadas ao meio de incubacao. Os valores representam média +
desvio padrao (N = 4 -5) e os estados 3 e 4 da respiracao
mitocondrial sdo expressas como nmol O,. min-1. mg proteinai. A
diferenca entre as médias foi calculada por analise de variancia de
uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan (*P<0,05;
comparados ao controle).

CONCLUSOES

O presente estudo indica que o CIC age como um desacoplador da
fosforilacao oxidativa € como um inibidor metabolico, enquanto que a Leu se
comporta como um inibidor metabolico. Portanto, nossos achados sugerem que
um comprometimento da homeostase mitocondrial causado pelos principais
metabolitos acumulados na DXB pode estar envolvido na neuropatologia dessa

doenca.
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Figure 3. Efeitos /n vitro do acido a-cetoisocaproéico (CIC) e leucina (Leu) sobre o
potencial de meémbrana mitocondrial utilizando glutamato/malato (A), succinato (B)
ou a-cetoglutarato (C) como substrato respiratdorio. Apds a adicao da fracao
mitocondrial (0,5 mg . mL!), o CIC, HIV ou Leu foi adicionado na concentracao de 5,0
mM. CCCP (1 pM) foi adicionado no final das medigoes. Os tracos sao representativos
de quatro experimentos independentes e foram expressos como unidades arbitrarias
de fluorescéncia (UAF).
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Figura 4. Efeito in vitro do acido a-cetoisocaproico (CIC) sobre o conteudo de
NAD(P)H utilizando glutamato/malato (A) ou a-cetoglutarato (B) como substrato
respiratorio. Apos a adicao da fracao mitocondrial (0,5 mg . mL1), o CIC foi
adicionado na concentracao de 5,0 mM. Rotenona (ROT, 4 uM) foi adicionada no
final das medicoes. Os tracos sao representativos de quatro experimentos
independentes e foram expressos como unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF).
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