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RESUMO

A deficiéncia da desidrogenase de acil-CoA de cadeia média (MCADD) é o
mais comum defeito da oxidacdo de &cidos graxos. Esta doenca é
caracterizada bioquimicamente por niveis elevados de acido octanoico (AQ)
em tecidos e fluidos corporais de pacientes acometidos por essa deficiéncia.
Os principais sintomas incluem letargia, vomitos, hipoglicemia e paralisia
cortical, podendo evoluir para coma e morte. Considerando-se que a
fisiopatologia do dano cerebral apresentado por pacientes acometidos pela
MCADD ndo esta bem estabelecida, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a atividade de enzimas mitocondriais em estruturas cerebrais de
ratos submetidos & administragdo intracerebroventricular de AO. Ratos
Wistar machos com 60 dias de vida foram divididos em dois grupos
experimentais: grupo AO, cujos animais receberam uma administracdo
intracerebroventricular de AO (1,66 umol), e grupo controle, cujos animais
receberam administracéo intracerebroventricular de liquido
cefalorraquidiano artificial no mesmo volume. Uma hora ap6s a
administracdo, os animais sofreram eutanésia por decapitacdo e o cortex
cerebral, o hipocampo, o estriado e o cerebelo foram retirados e limpos.
Estas estruturas foram utilizadas para avaliar as atividades dos complexos I-
IV da cadeia respiratdria, bem como das enzimas creatina cinase (CK),
citrato sintase (CS), succinato desidrogenase (SDH) e malato desidrogenase
(MDH). Observou-se uma diminuicéo da atividade do complexo | da cadeia
respiratéria em estriado e hipocampo de ratos que receberam AO. Além
disso, as atividades dos complexos Il e I1I-1ll foram inibidas pela
administracdo de AO em todas as estruturas cerebrais estudadas, enquanto
gue a atividade do complexo IV foi inibida em coértex cerebral, corpo
estriado e cerebelo. Em adicéo, a atividade da SDH foi diminuida em cdrtex
cerebral, estriado e cerebelo de animais do grupo AO. Por outro lado, a
atividade da MDH encountrou-se aumentada apenas em cortex cerebral, ao
passo que a atividade da CS foi aumentada no hipocampo destes animais em
comparacdo ao grupo controle. Adicionalmente, a atividade da CK foi
aumentada no cértex cerebral, mas se encontrou inibida em hipocampo e
cerebelo. Estes resultados sugerem que a administragdo de AO induz
disfuncdo mitocondrial em cérebro de ratos, o que poderia estar implicada
na fisipatologia dos danos cerebrais encontrados em pacientes afetados pela
MCADD.

Palavras-chave: 4acido octanoico; cérebro; disfuncdo mitocondrial;
MCADD; metabolismo energético.






ABSTRACT

Medium chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency (MCADD) is one of the
most common fatty acid oxidation defects. The disease is characterized by
high octanoic acid (OA) levels in tissues and body fluids of patients affected
by this deficiency. The main symptoms include lethargy, vomiting,
hypoglycemia, and cortical palsy, and can progress to coma or even death.
Considering that the pathophysiology of the brain damage in patients
suffering from MCADD is not well established, the aim of this work was to
evaluate the activity of mitochondrial enzymes in brain structures of rats
receiving intracerebroventricular administration of OA. Sixty-day-old male
Wistar rats were divided into two groups: OA group, which received one
intracerebroventricular administration of OA (1.66 umol), and control
group, that received artificial cerebrospinal fluid in the same volume. One
hour after the administration, the animals were euthanized and cerebral
cortex, hippocampus, striatum, and cerebellum were dissected and
homogenized in specific buffers. The structures were used to assess the
activities of the respiratory chain complexes I-1V, as well as creatine kinase
(CK), citrate synthase (CS), succinate dehydrogenase (SDH), and malate
dehydrogenase (MDH) activities. It was observed a decrease of complex |
activity in striatum and hippocampus of rats receiving OA. Furthermore,
complexes Il and II-111 activities were inhibited by OA administration in all
brain structures studied, while complex 1V activity was inhibited in cerebral
cortex, striatum, and cerebellum. Moreover, SDH activity was diminished
in cerebral cortex, striatum, and cerebellum of animals receiving OA. On
the other hand, MDH activity was increased only in cerebral cortex, while
CS activity was activated in hippocampus of these animals in comparison to
control group. In addition, CK activity was increased in cerebral cortex,
while it was inhibited in hippocampus and cerebellum. These results
suggest that OA administration elicits mitochondrial dysfunction in brain of
rats, which could be implicated in the pathophysiology of brain damage
found in MCADD patients.

Keywords: brain; energy metabolism; MCADD; mitochondrial dysfunction;
octanoic acid.
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1 INTRODUCAO
1.1 OXIDACAO MITOCONDRIAL DE ACIDOS GRAXOS

A oxidacdo mitocondrial de &cidos graxos constitui uma via
importante para a disponibilizacdo de energia para a sintese de trifosfato
de adenosina (ATP), principalmente durante periodos de jejum ou
catabolismo exacerbado (Lunt e Vander Heiden, 2011; Nelson e Cox,
2014). A maior parte da reserva de &cidos graxos do organismo
encontra-se armazenada sob a forma de triacilglicerdis no tecido
adiposo. Estes podem ser hidrolisados por enzimas chamadas lipases em
glicerol e &cidos graxos livres. Os 4cidos graxos, entdo, sdo direcionados
para os diferentes tecidos que os utilizam como substrato energético, tais
como musculo esquelético, musculo cardiaco e figado (Saudubray et al.,
1999; Bennett et al., 2000).

A via metabolica pela qual os &cidos graxos sdo convertidos a
acetil-CoA para a entrada deste no ciclo do acido citrico é chamada de
B-oxidacdo, via que ocorre na matriz mitocondrial. Esse processo
remove sequencialmente uma molécula de 2 carbonos (acetil-CoA) pela
oxidacdo do carbono na posicdo B (C2) da molécula de acil-CoA (Figura
1) (Berg et al., 2008). Nessa mesma via metabdlica, h4 formagdo de
coenzimas reduzidas dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADH)
e dinucleotideo de flavina e adenina (FADH;), ambas direcionadas para
a oxidacdo na cadeia respiratoria (Lunt e Vander Heiden, 2011).
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Figura 1. Visdo geral da via metabdlica esquematica da oxidacdo mitocondrial
de &cidos graxos. Inicialmente, o acil-CoA graxo é oxidado na matriz
mitocondrial pela desidrogenase de acil-CoA especifica para cada comprimento
da cadeia carbonica, formando um trans-A*-enoil-CoA. Este, por sua vez, é
hidratado pela enoil-CoA hidratase, produzindo um L-hidroxiacil-CoA, que sera
oxidado a B-cetoacil-CoA pela B-hidroxiacil-CoA desidrogenase. Por fim, em
uma reacdo catalisada pela enzima tiolase, ha a liberacdo de uma molécula de
acetil-CoA, destinada principalmente ao ciclo de Krebs, e uma moléluca de acil-
CoA com 2 carbonos a menos do que o acil-CoA inicial. CoA: coenzima A,
FAD: dinucleotideo de flavina e adenina, forma oxidada; FADH,: dinucleotideo
de flavina e adenina, forma reduzida; n: ndmero indefinido; NAD™:
dinucleotideo de nicotinamida e adenina, forma oxidada; NADH: dinucleotideo
de nicotinamida e adenina, forma reduzida. Fonte: Nelson e Cox, 2014.

Defeitos da B-oxidacdo mitocondrial de acidos graxos sdo doencgas
hereditarias causadas pela deficiéncia de uma das enzimas presentes nas
diferentes fases da degradacéo destes compostos, bem como no transporte e
na ativacdo desses acidos organicos, levando ao seu acimulo e de seus
metabdlitos. Esse defeito pode ocorrer em diferentes etapas da oxidacédo
de 4cidos graxos, incluindo o ciclo da carnitina, o transporte da
carnitina, a carnitina-palmitoil transferase |1 (CPTI; EC 2.3.1.21), a
translocase de carnitina/acilcarnitina, a carnitina-palmitoil transferase 11
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(CPTII; 2.3.1.21) e as enzimas da espiral de B-oxidagdo (Roe e Ding,
2001).

1.2 DEFICIENCIA DA DESIDROGENASE DE ACIL-COA DE
CADEIA MEDIA

A desidrogenase de acil-CoA de cadeia média (MCAD; EC 1.3.99.3) é
uma flavoproteina mitocondrial homotetramérica constituida de 421
aminoacidos e com massa molecular de 45 kDa (Matsubara et al., 1986;
Kelly et al., 1987). E classificada como oxirredutase e possui um
dinucleotideo de flavina e adenina (FAD) como grupo prostético. Essa
enzima é responsavel pela catalise do primeiro passo da oxidacdo de
acil-Coenzima A (acil-CoA) de cadeia média (4-12 carbonos) na pB-
oxidacdo (Roe e Ding, 2001; Lunt e Vander Heiden, 2011) (Figura 2). A
proteina MCAD é codificada pelo gene ACADM, que possui 12 éxons e
esta localizado na regido 31 do brago curto do cromossomo 1 (1p31)
(Zhang et al., 1992).

Acetil-CoA

Acil-CoA MCAD
b * { AO, AD,
Oxidagéo cDA
de Acidos
3-cetoacil-CoA Graxos de trans-A%-enoil-CoA

Cadeia

Média (

L-3-hidroxiacil-CoA

Figura 2. Via metabdlica afetada na MCADD. A oxidacdo mitocondrial de
acidos graxos de cadeia média é constituida de 4 etapas. A enzima MCAD
catalisa o primeiro passo dessa via, oxidando o acil-CoA de cadeia média. Na
deficiéncia desta enzima, ocorre o0 acumulo dos acidos graxos AO, AD e cDA,
compostos substratos da enzima. AD: éacido decanoico; AO: &cido octanoico;
cDA: 4cido cis-4-decenoico; CoA: coenzima A; MCAD: desidrogenase de acil-
CoA de cadeia média. Elaborada pelo autor.

A deficiéncia de MCAD (MCADD; OMIM 201450) é o defeito
da oxidagdo mitocondrial de &cidos graxos mais comum (Leao et al.,
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2008), possuindo uma incidéncia de 1:10.000 a 1:20.000 nascidos vivos,
a qual varia de acordo com a populagdo (Andresen et al., 2001;
Hoffmann et al., 2004; Oerton et al., 2011; Anderson et al., 2012,
Andresen et al., 2012; Thodi et al., 2012). E um erro inato do
metabolismo cujo padrdo de heranca mendeliana é autossémico
recessivo (Matsubara et al., 1992).

A MCADD ¢ caracterizada bioquimicamente pelo acimulo dos
acidos graxos de cadeia média acido octanoico (AO), acido decanoico
(AD) e é&cido cis-4-decenoico (cDA), bem como de seus conjugados
acilcarnitinas e acilglicinas em tecidos e liquidos bioldgicos de
individuos afetados. As concentragdes plasmaticas de AO, metabdlito
acumulado em maiores concentra¢des na MCADD, podem atingir 22 —
672 uM em pacientes (individuos normais: 0-15 uM). Adicionalmente
ao acumulo dos é&cidos graxos de cadeia média, sdo observadas
alteragdes bioquimicas em situagdes de crise metabdlica desencadeadas
por alta demanda energética, tais como hipoglicemia hipocetotica,
hiperamonemia, desequilibrio hidroeletrolitico, acidose metabdlica e
acidemia lactica (Roe e Ding, 2001; Gramer et al., 2015).

Os primeiros sinais clinicos da MCADD surgem geralmente entre
0s primeiros dias de vida e os seis anos de idade (Wilcken et al., 2007),
mas podem surgir até a fase adulta do individuo (Lang, 2009). Os sinais
e sintomas incluem episédios de vémito, letargia, apneia, podendo levar
a colapso cardiorrespiratério (Nelson, 2009), atraso no desenvolvimento
psicomotor, paralisia cerebral, atraso no crescimento, alteracGes
comportamentais, transtornos psiquiatricos, podendo levar ao coma e a
morte sUbita (Grosse et al., 2006). Estes sintomas sdo desencadeados por
situacbes de catabolismo exacerbado, tais como periodos de jejum,
exercicios fisicos ou estresse metabdlico, como infecgdes virais ou
bacterianas, constituindo uma crise metabdlica (Derks et al., 2006).
Segundo Oerton et al. (2011), 25 % dos pacientes morrem na primeira crise
e 16 % dos pacientes sobrevivem com sequelas neuroldgicas graves, tais
como paralisia cerebral, edema cerebral e anomalias no lobo frontal (Heubi
et al., 1987; Egidio et al., 1989; lafolla et al., 1994; Rhead, 1994; Leach et
al., 2014).

O diagnostico da MCADD pode ser realizado pela quantificago
de metabolitos acumulados no plasma (octanoilcarnitina) ou na urina
(conjugados com glicina de hexanoato e fenilpropinato) por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS). O
diagndstico é confirmado pela medida da atividade da enzima deficiente
em fibroblastos cultivados (Nelson, 2009) e por analise molecular,
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identificando mutacgdes conhecidas da MCADD (Roe e Ding, 2001;
McKinney et al., 2004; Mattern e Rinaldo, 2015).

O tratamento atualmente tem como principal objetivo a
prevencdo de crises metabdlicas, evitando a deficiéncia intelectual e a
morte subita precoce. A terapia atual de longo prazo enfatiza a
prevencdo do jejum, uma dieta com altos teores de carboidratos e baixos
teores de lipideos, cuidados especiais durante episddios de infecgdes,
rapida correcdo da hipoglicemia e hidratacdo, além da administracao
continua de L-carnitina (Roe e Ding, 2001; Lee et al., 2005). Entretanto,
novas estratégias terapéuticas sdo necessarias para a melhora da
gualidade de vida dos pacientes afetados pela MCADD.

1.2.1 Fisiopatologia da MCADD

A fisiopatologia da MCADD ainda é pouco compreendida. O
dano tecidual, especialmente cerebral, apresentado por pacientes tem
sido atribuido ao acimulo de metabdlitos toxicos (Wajner e Amaral,
2015). Um defeito na oxidacdo mitocondrial de acidos graxos de cadeia
média leva & diminuicdo da disponibilidade de substratos energéticos
através da cetogénese para tecidos periféricos. Outra consequéncia da
impossibilidade de utilizacdo dos acidos graxos na sintese de corpos
cetdnicos € o acumulo intramitocondrial de acil-CoA, consequentemente
ocasionando uma elevagdo da razdo acil-CoA:coenzima A (CoA),
1.2.4.1) e a-cetoglutarato desidrogenase (KGDH; EC 1.2.4.2), que
utilizam CoA como substrato (Rinaldo et al., 2002). Com a inibi¢do da
PDH, ocorre uma diminui¢do da conversdo de piruvato a acetil-CoA e,
consequentemente, diminuigdo da disponibilidade deste Gltimo para o
ciclo de Krebs e para a cetogénese. Adicionalmente, ha diminuicdo da
formacdo de citrato pela reacdo catalisada pela citrato sintase (CS; EC
2.3.3.1). O citrato é precursor de oxaloacetato, metabdlito necessario
para a sintese de glicose via gliconeogénese, bem como de malonil-
CoA, o principal regulador inibitério da CPTI (Roe e Ding, 2001;
Grosse et al., 2006; Lunt e Vander Heiden, 2011). Dessa forma, a
diminuicdo dos niveis de citrato ocasionada pelo acimulo do AO e
outros acidos graxos na MCADD agrava a hipoglicemia e induz o
acumulo de derivados de acil-CoA nos tecidos e liquidos biologicos dos
pacientes (Roe e Ding, 2001).

De acordo com Olson et al. (1989), outro efeito atribuido ao AO,
guando testado in vitro, € a inibi¢cdo do controle do volume astrocitario e
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da atividade da enzima Na',K'-ATPase (EC 3.6.1.37) em cultura de
células gliais. Neste contexto, Reis de Assis et al. (2004) mostraram que
o AO inibe moderadamente a atividade da Na',K*-ATPase em cortex
cerebral de ratos jovens. Adicionalmente, Scaini et al. (2012)
demonstraram evidéncias de que o AO altera a bioenergética
mitocondrial e induz danos oxidativos em tecidos periféricos de ratos.
Schuck et al. (2007) observaram que o cDA provoca alteragbes em
pardametros de dano oxidativo e reduz defesas antioxidantes em cortex
cerebral de ratos. Da mesma forma, foi demonstrado que os &cidos
graxos AO e AD in vitro induzem estresse oxidativo em cérebro de ratos
(Schuck et al., 2009a). Além disso, Tonin et al. (2012) mostraram que 0
acumulo de acilcarnitinas também induz estresse oxidativo em cdrtex
cerebral de ratos. Nesse sentido, Derks et al. (2014) demonstraram
alteracOes de parametros de danos oxidativos e defesas antioxidantes em
plasma de pacientes acometidos pela MCADD. Os autores sugerem que 0
acumulo dos metabolitos de acidos graxos de cadeia média, ésteres de
carnitina e 4cidos dicarboxilicos, seriam responsaveis por tais alteraces.
Adicionalmente, foi observado em pacientes niveis aumentados de
fosfatidilcolinas oxidadas em amostras de sangue de pacientes,
corroborando o envolvimento do estresse oxidativo nos mecanismos
fisiopatoldgicos da MCADD (Najdekr et al., 2015).

Adicionalmente, em estudos com coelhos, a administracdo de AO
produziu achados patoldgicos semelhantes aos observados na MCADD,
como encefalopatia, edema cerebral e esteatose hepatica (Heubi et al.,
1987). Reis de Assis et al. (2004) demonstraram que a incubacdo de
homogeneizado de estruturas cerebrais e de mitocondrias isoladas de
cérebro total de ratos na presenca de AO, AD e cDA induz altera¢des no
metabolismo da glicose, nas atividades do ciclo de Krebs, no transporte
de elétrons pela cadeia respiratdria e na atividade da enzima creatina
cinase (CK; EC 2.7.3.2). Os mesmos acidos graxos também alteram
pardmetros de respiragdo celular e a homeostase mitocondrial do célcio,
atuam como desacopladores e alteram o estado redox mitocondrial (Reis
de Assis et al., 2004; Schuck et al., 2009b; Schuck et al., 2010; Amaral
et al., 2016). Recentemente, foi demonstrado que &cidos graxos de
cadeia média inibem o metabolismo mitocondrial, estimulando o
transporte de lactato e corpos cetdnicos entre astrocitos e neurdnios
(Thevenet et al., 2016).
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1.3 METABOLISMO ENERGETICO CEREBRAL

As células do sistema nervoso central (SNC) utilizam energia
para executar diversas fungGes, como transporte ativo de ions
inorganicos e moléculas, neurotransmissdo e sintese de macromoléculas.
A maior parte da energia necessaria para realizar essas funcfes € obtida
pela oxidacdo de substdncias por diversas vias metabdlicas,
principalmente a respiracdo celular (Zheng, 2012; Moussaieff et al.,
2015). O ATP ¢é a principal moeda energética celular para a maioria dos
processos que demandam energia, a qual é obtida pela hidrolise das
ligagdes fosfato presentes nesse nucleotideo (Lunt e Vander Heiden,
2011; Zheng, 2012; Moussaieff et al., 2015).

O SNC possui uma intensa atividade metabdlica e suas reservas
energéticas sdo pequenas em relacdo & sua demanda. Assim, hd a
necessidade de constante oxidacdo de substratos energéticos nesse
6rgdo, sendo a glicose o principal deles (Dickinson, 1996). Esta alta
demanda energética torna esse Orgdo extremamente suscetivel a
diminuicdo da disponibilidade energética (Bolafios et al., 2010; Federico
etal., 2012).

A glicose é transportada para dentro das células por proteinas
transportadoras especificas (transportadores de glicose; GLUTS) e, ao
entrar na célula, pode ser metabolizada em diferentes rotas metabélicas
(Figura 3). A principal via de utilizacdo da glicose é a glicélise,
processo que ocorre no citoplasma de todas as células. Esta via é
composta por uma sequéncia de 10 rea¢es enzimaticas, cujo produto
final é o piruvato (Lunt e Vander Heiden, 2011). Nessa via metabdlica,
uma molécula de glicose gera duas moléculas de piruvato, duas
moléculas de ATP e duas moléculas de NADH. Quando ha elevados
niveis de ATP, a glicose é poupada e armazenada como glicogénio,
forma de armazenamento prontamente mobilizavel durante o jejum,
especialmente no citoplasma de astrocitos (Clark et al., 1993; Berg et
al., 2008).
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Figura 3. Principais vias metabolicas envolvidas na sintese de ATP. A glicose é
captada pela célula por transportadores especificos e é oxidada na via glicolitica
a piruvato. Este, por sua vez, entra na mitocondria e é convertido a acetil-CoA,
o0 qual é totalmente oxidado a CO, no ciclo de Krebs. Nesta via metabdlica, hd a
formacéo de coenzimas reduzidas, que entregam seus elétrons aos complexos da
cadeia respiratoria, bem como de uma molécula de GTP, que pode ser utilizado
como moeda energética ou pode ser convertido a ATP. A sintese de ATP
culmina na fosforilagdo oxidativa, em que o ADP é fosforilado a ATP. ADP:
difosfato de adenosina; ATP: trifosfato de adenosina; CoA: coenzima A,
FADH,: dinucleotideo de flavina e adenina, forma reduzida; GTP: trifosfato de
guanosina; NADH: dinucleotideo de nicotinamida e adenina, forma reduzida.
Fonte: Castro, 2016.

O piruvato proveniente da glicolise apresenta dois principais
destinos. No metabolismo anaerébico, o piruvato é reduzido a lactato
pela atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH; EC 1.1.1.27),
reoxidando o NADH a NAD". No metabolismo aerdbico, o piruvato é
transportado para dentro da mitocondria e sofre acdo do complexo
enzimatico da PDH, formando acetil-CoA, que seguird para o ciclo
Krebs (Lunt e Vander Heiden, 2011).

O ciclo de Krebs, ou ciclo do &cido citrico, ocorre na matriz
mitocondrial e nele hd a completa oxidacdo de uma molécula de acetil-
CoA a CO; por volta do ciclo, através de uma série de oito reagdes
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catalisadas por enzimas diferentes (Figura 4) (Zheng, 2012; Nelson e
Cox, 2014). O ciclo inicia-se com a condensacdo de oxaloacetato e
acetil-CoA para formar citrato pela acdo da enzima CS. Este €
isomerizado a isocitrato pela acdo da enzima aconitase (EC 4.2.1.3). A
descarboxilagdo do isocitrato pela isocitrato desidrogenase (IDH; EC
1.1.1.41) libera o-cetoglutarato em uma rea¢do em que ha liberacdo de
uma molécula de CO,. A segunda molécula de CO; é liberada na reagéo
seguinte, na qual o a-cetoglutarato é descarboxilado oxidativamente a
succinil-CoA pelo complexo enzimatico a-cetoglutarato desidrogenase
(KGDH; EC 1.2.4.2). As reag0es catalisadas pela CS, IDH e KGDH séo
0s pontos cruciais de regulacdo de ciclo de Krebs (Lunt e Vander
Heiden, 2011; Nichols e Ferguson, 2013; Schiaffino et al., 2015).

A sequir, a ligacdo tioéster do succinil-CoA é clivada pela enzima
succinil-CoA sintetase (EC 6.2.1.4), produzindo succinato. Nesta
reacdo, hd concomitantemente a sintese de uma molécula de trifosfato
de guanosina (GTP). O succinato, por sua vez, é oxidado a fumarato
pela enzima succinato desidrogenase (SDH; EC 1.3.5.1). Este Gltimo
transforma-se em malato pela enzima fumarase (EC 4.2.1.2).
Finalmente, 0 malato é oxidado pela malato desidrogenase (MDH; EC
1.1.1.37), regenerando oxaloacetato (Nicholls e Ferguson, 2013). A cada
volta do ciclo, sdo liberadas trés moléculas de NADH nas reacOes
catalisadas pela IDH, KGDH e MDH, uma de FADH, na reacdo
catalisada pela SDH, duas moléculas de CO, nas reacdes catalisadas
pelas enzimas IDH e KGDH e uma de GTP, pela enzima succinil-CoA
sintetase. As coenzimas reduzidas NADH e FADH, liberadas no ciclo
de Krebs serdo posteriormente oxidadas na cadeia transportadora de
elétrons (Lunt e Vander Heiden, 2011).
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Figura 4. Ciclo do &cido citrico. A condensagdo do acetil-CoA (em verde) com
0 oxaloacetato forma citrato, o qual € isomerizado a isocitrato. A
descarboxilagdo oxidativa do isocitrato libera a primeira das trés moléculas de
NADH produzidas pelo ciclo e a primeira liberacdo de CO,. O a-cetoglutarato é
convertido a succinil-CoA, liberando o segundo CO, e produzindo o segundo
NADH. A clivagem de succinil-CoA a succinato produz uma molécula de GTP.
Na sequéncia, o succinato é oxidado a fumarato, com concomitante reducéo de
FAD a FADH, O fumarato, por sua vez, é hidratado formando malato, que é
oxidado a oxaloacetato, liberando o Gltimo NADH do ciclo. CoA: coenzima A,
FADH,: dinucleotideo de adenina e flavina, forma reduzida; GDP: difosfato de
guanosina; GTP: trifosfato de guanosina; NADH: dinucleotideo de nicotinamida
adenina, forma reduzida; Pi: fosfato inorganico. Fonte: Nelson e Cox, 2014.

A cadeia respiratéria é composta por cinco complexos proteicos
(I, H, "L, 1Iv e V) com potencial redox crescente ancorados na
membrana mitocondrial interna (Figura 5) (Smith et al., 2007). O
complexo | é formado por proteinas integrais de membrana e recebe os
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elétrons do NADH, liberando NAD". Esses elétrons sio transportados
por reacdes de oxirredugdo para a ubiquinona, formando ubiquinol. Essa
reacdo faz com que quatro prétons sejam bombeados da matriz
mitocondrial para o espaco intermembranas (Grimm, 2013; Nicholls e
Ferguson, 2013). Adicionalmente, o complexo Il oxida o FADH,
produzido na reacdo da SDH, liberando FAD. Os elétrons provenientes
dessa oxidagdo sdo transferidos para a ubiquinona, reduzindo-a a
ubiquinol. Diferentemente do complexo I, o complexo Il ndo possui
proteinas integrais de membrana e, portanto, ndo bombeia prétons da
matriz mitocondrial para o espaco intermembranas (Grimm, 2013).

O complexo Il recebe os elétrons do ubiquinol e, por reacbes de
oxirreducdo de diferentes citocromos, os transfere para o citocromo c,
outro carreador moével presente na superficie externa da membrana
mitocondrial interna. Durante esta transferéncia de elétrons, hi o
bombeamento de mais quatro prétons para o espago intermembranas.
Finalmente, o complexo IV oxida o citocromo c, transferindo seus
elétrons para o oxigénio molecular, reduzindo-o completamente a agua.
Nessa Ultima etapa, dois prétons sdo bombeados pela membrana
mitocondrial interna (Wallace,1999; Murray et al., 2002; Voet et al.,
2008).

O bombeamento de prétons para 0 espago intermembranas
durante a transferéncia de elétrons gera um gradiente eletroquimico,
também conhecido como potencial de membrana mitocondrial. Esse
potencial é utilizado pelo complexo V da cadeia respiratéria (ATP-
sintase; EC 3.6.3.14) em um processo conhecido como fosforilagdo
oxidativa. Neste processo, 0s prétons que estdo no espaco
intermembranas retornam a matriz mitocondrial por um canal de prétons
existente na ATP-sintase, gerando uma forgca préton-motriz. Tal forca
permite que essa enzima fosforile o difosfato de adenosina (ADP),
sintetizando assim o ATP (Heuvel, 2001; Smeitink, 2001; Bergman e
Ben-Shachar, 2016).
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Figura 5. Cadeia transportadora de elétrons e fosforilacdo oxidativa. Moléculas
ricas em energia quimica sdo metabolizadas por uma série de reacBes de
oxirreducdo levando a producdo de agua ao final da cadeia respiratoria. As
coenzimas reduzidas NADH e FADH, provenientes das oxidagdes de substratos
energéticos entregam seus elétrons ao complexo | e ao complexo |I,
respectivamente. A medida que os elétrons fluem através dos complexos da
cadeia respiratoria, ha transporte de prétons (H") da matriz mitocondrial para o
espaco intermembranas, gerando um gradiente eletroquimico. Este é dissipado
pela ATP-sintase na fosforilagdo oxidativa para a sintese de ATP. ADP:
difosfato de adenosina; ATP: trifosfato de adenosina; FAD: dinucleotideo de
adenina e flavina, forma oxidada; FADH,: coenzima reduzida de adenina e
flavina, forma reduzida; NAD": dinucleotideo de nicotinamida e adenina, forma
oxidada; NADH: dinucleotideo de nicotinamida e adenina, forma reduzida; Pi:
fosfato inorganico. Fonte: Castro, 2016.

A redugdo da sintese de ATP no cérebro pode comprometer a
sintese de neurotransmissores, tais como acetilcolina, glutamato,
aspartato e acido y-aminobutirico (GABA), podendo induzir dano
neuronal (Di Donato, 2000). Acredita-se que alteragdes no metabolismo
energético cerebral estdo envolvidos na fisiopatologia de diversas
doencas neurodegenerativas, incluindo as doengas de Alzheimer,
Parkinson, Huntington, isquemia cerebral e esclerose lateral amiotréfica
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(Brennan et al., 1985; Beal et al., 1992; Heales et al.,1999; Blass, 2001),
bem como de alguns erros inatos do metabolismo (Latini et al., 2005;
Ferreira et al., 2007; Viegas et al., 2008; Schuck et al., 2010;
Macongonde et al., 2015).

Um mecanismo adicional de tamponamento energético celular
inclui a enzima ubiqua creatina cinase (CK; EC 2.7.3.2) (Figura 6). A
funcdo dessa enzima é regular as concentragfes intracelulares de ADP e
ATP, catalisando a transferéncia reversivel de um grupo fosforil entre a
fosfocreatina (PCr) e o ADP, liberando ATP e creatina (Cr) (Brancaccio
et al.,, 2007; Guimardes-Ferreira, 2014). O sistema PCr/CK possui
elevada taxa de regeneracdo de ATP e ¢ particularmente importante em
situacGes de alta demanda metabdlica, quando a taxa de utilizagdo de
ATP excede sua capacidade de sintese por outras vias metabolicas
(Brancaccio et al., 2007; Wallimann et al., 2011; Guimardes-Ferreira,
2014). A CK exerce um papel critico no processo neurodegenerativo
(Tomimoto et al., 1993). Neste contexto, alteragdes da atividade da CK
ou do sistema PCr/CK estdo envolvidas na fisiopatologia de algumas
doencas neurodegenerativas, tais como isquemia cerebral (Moshkova et
al., 2009), doengas de Alzheimer (Zahid et al., 2014) e Huntington (Lin
et al., 2013), fenilcetondria (Costabeber et al., 2003) e acidemia
metilmaldnica (Schuck et al., 2004).

CK

Cr+ ATP ——— PCr+ ADP

Mg?*

Figura 6. Reacgdo catalisada pela enzima creatina cinase (CK). A transferéncia
reversivel de um grupo fosforil entre o ATP e a Cr produzem PCr e ADP. A CK
utiliza Mg** como cofator. Essa reacdo ocorre tanto no citosol quanto na
mitocOndria de todas as células de mamiferos. ADP: difosfato de adenosina;
ATP: trifosfato de adenosina; CK: creatina cinase; Cr: creatina; PCr:
fosfocreatina. Elaborada pelo autor.
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1.4 JUSTIFICATIVA

A MCADD ¢é o mais frequente defeito de B-oxidagdo de &cidos
graxos, frequentemente levando a morte subita infantil (Bennett et al.,
1991; Boles et al., 1998; Wilhelm et al., 2006). Os pacientes que
sobrevivem as crises metabolicas apresentam dano neuroldgico,
incluindo deficiéncia cognitiva (Elkind et al., 2015; Matern e Rinaldo,
2015). Considerando-se que sintomas no SNC podem levar a déficit
cognitivo, coma e morte (Matern e Rinaldo, 2015) e que a fisiopatologia
do dano cerebral apresentado por pacientes acometidos pela MCADD
ainda é pouco conhecida e que h& evidéncias de que a funcdo
mitocondrial esteja prejudicada nos SNC (Longo et al., 2008; Schuck et
al., 2009b; Schuck et al., 2010; Thevenet et al., 2016), torna-se de
grande importancia estabelecer os mecanismos pelos quais ocorre
disfungdo energética cerebral.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da administracio intracerebroventricular
(ICV) de AO sobre parametros bioenergéticos em diferentes estruturas
cerebrais de ratos com 60 dias de vida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar os efeitos da administragdo ICV de AO sobre a
atividade dos complexos da cadeia transportadora de elétrons
em cortex cerebral, estriado, hipocampo e cerebelo de ratos
adultos;

e Auvaliar os efeitos da administracdo ICV de AO sobre as
atividades das enzimas do ciclo de Krebs CS, SDH e MDH em
cortex cerebral, estriado, hipocampo e cerebelo de ratos adultos;

e Avaliar os efeitos da administracdo ICV de AO sobre a
atividade da enzima CK em cortex cerebral, estriado,
hipocampo e cerebelo de ratos adultos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados 24 ratos (Rattus
norvegicus) da linhagem Wistar machos com 60 dias de vida, fornecidos
pelo Biotério da Unidade Académica de Ciéncias da Saude,
Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os animais foram mantidos
em ciclos de claro-escuro de 12 horas a uma temperatura de 24 + 1 °C.
Os animais tiveram livre acesso a agua e ao alimento. A utilizagdo dos
animais seguiu um protocolo experimental aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul
Catarinense sob o protocolo niimero 090/2013-2 (ANEXO A), de
acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de
Animais para Fins Cientificos e Didaticos (CONCEA, 2013) e as
Diretrizes para a Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle
de Experimentagdo Animal (CONCEA, 2013).

Foram utilizados animais com 60 dias de vida, pois essa idade
corresponde a adolescéncia em humanos, época de intensa atividade
metabolica.

3.2 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Para a administracdo do AO, foi realizada cirurgia estereotaxica
para implantagdo de uma cénula no ventriculo lateral direito por
trepanagdo. Durante o processo cirdrgico, 0s animais tiveram uma fonte
de aquecimento para que a temperatura se mantivesse adequada para
estes (aproximadamente 21 °C). Inicialmente, os animais foram
anestesiados pela administracdo intramuscular de uma associacdo de
cloridrato de cetamina (75 mg/kg de peso corporal) e cloridrato de xilazina
(1 mg/kg de peso corporal). Até a completa anestesia, permaneceram em
suas respectivas gaiolas (todos os animais foram anestesiados em
sequéncia). Apds a anestesia, 0s animais foram colocados em um aparelho
estereotéaxico (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 subcuténeo,
expondo a calota craniana. Foram utilizadas algumas gotas de peroxido de
hidrogénio comercial a fim de retirar a camada restante do tecido
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subcutaneo e permitir a melhor visualizacdo 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 implantacdo da canula no
ventriculo direito. A localizacdo obtida pela leitura das coordenadas,
levando-se em consideracdo as coordenadas anteroposterior 0,9 mm e
mesolateral 1,5 mm, indicou o exato local de implantacdo da canula. Para
tanto, foi realizado um pequeno orificio no local determinado utilizando-se
uma caneta de alta rotagdo de um aparelho de brocar utilizado por
odontélogos e uma canula de 9 mm foi introduzida com o auxilio do
aparelho estereotéxico segundo a coordenada dorsoventral -2,6 mm. Esta
canula foi fixada na calota craniana com acrilico odontoldgico, formando
um “capacete. Os animais foram, entdo, devolvidos as suas gaiolas e
mantidos no biotério desta institui¢do por 72 h para recuperago.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos randomicamente em 2 grupos
experimentais: grupo controle e grupo AO. Cada grupo foi constituido
de 12 animais. Ap6s o periodo de recuperacdo, 0s animais do grupo
controle receberam uma administracdo ICV de liquido cefalorraquidiano
artificial (2 pL), enquanto os animais do grupo AO receberam uma
administragdo de AO (1,66 pmol em 2 pL). O AO foi dissolvido em
liquido cefalorraquidiano artificial para uma solucdo de 333 mM, cujo
pH foi ajustado para 7,4.

Posteriormente, cada grupo com 12 animais foi subdivido
randomicamente em dois novos grupos, totalizando 4 grupos com 6
animais cada (dois grupos com 6 animais controle e dois grupos AO),
sendo utilizado 12 animais (6 controle e 6 AO) para analises do
complexo respiratério e 12 animais (6 contrtole e 6 AO) para dosagem
das enzimas testadas.

Uma hora ap6s as administracdes ICV, os animais foram
submetidos a eutanasia por decapitacdo com guilhotina e sem anestesia.
O procedimento foi realizado sem anestesia para que ndo houvesse
interacdes entre os compostos ou acdo do anestésico no SNC que
pudessem interferir nos resultados. A caixa craniana foi aberta e, por
dissecacdo, as estruturas cerebrais cortex, estriado, hipocampo e
cerebelo foram limpas e isoladas. Essas estruturas foram analisadas pelo
fato de ndo se saber exatamente quais sdo as mais fetadas na MCADD.
As estruturas foram imediatamente congeladas em freezer -80 °C até o
momento da realiza¢do das técnicas bioquimicas.
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Grupo Controle Grupo AO

N=12 N=12

Inje¢do Unica ICV de liquido
cefalorraquidiano artificial

(aCsF) 6
U
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Inje¢do Unica ICV de AD

2ul,

Estruturas Analises Estruturas Andlises

cerebrais
N=6

cerebrais
N=6

Bioquimicas
N=6

Bioquimicas
N=6

Figura 7. Visdo geral do desenho experimental. Os animais foram divididos
randomicamente em dois grupos experimentais, com 12 animais cada: grupo
controle e grupo AO. Apds a realizagdo da administracdo
intracerebroventricular (ICV) de liquido cefalorraquidiano no grupo controle e
de acido octanoico (AO) no grupo AO, cada grupo foi subdividido
randomicamente em dois subgrupos para analises bioquimicas em estruturas
cerebrais dos animais. Elaborado pelo autor.

3.4 PREPARO DAS AMOSTRAS

No dia dos experimentos, as estruturas cerebrais foram
homogeneizadas (1:20, peso/volume) em tampdo SETH (250 mM de
sacarose, 2 mM de EDTA, 10 mM de Trizma base e 50 Ul/mL de
heparina), pH 7,4. As amostras homogeneizadas foram centrifugadas a
800 x g por 10 min a 4 °C e o sobrenadante foi reservado em aliquotas e
armazenado a -80 °C até o momento da determinacdo das atividades
enzimaticas.

3.5 ANALISES BIOQUIMICAS
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Determinagdo da atividade do Complexo | (NADH: ubiquinona
oxirredutase; EC 1.6.5.3): A atividade do complexo | da cadeia
respiratoria foi avaliada de acordo com o método descrito Cassina et al.
(1996), utilizando-se o ferrocianeto de potassio como acceptor de
?Iétrons. Os resultados estéo expressos em nmol . min™ . mg de proteina

Determinacdo da atividade do Complexo Il (succinato: DCIP
oxirredutase; EC 1.3.5.1): o meio de incubacdo foi constituido de
tampdo fosfato de potassio (40 mM, pH 7,4), 16 mM de succinato de
sodio e 8 uM 2,6-diclorofenolindofenol (DCIP). Inicialmente pré-
incubou-se com 40-80 pg de proteinas de homogeneizado a 30° C por
20 minutos. Imeditamanete ap6s, foram adicionados ao meio 4 mM de
azida sodica e 7 uM de rotenona e a reacdo foi iniciada com a adicéo de
40 uM de DCIP. As absorvancias foram registradas por 5 minutos a 600
nm. A atividade do complexo Il foi medida pela diminuicdo da
absorvancia causada pela reducdo do DCIP (Fischer et al., 1985). Os
resultados est&o expressos em nmol . min™ . mg de proteina™.

Determinacdo da atividade do Complexo 11+CoQ+Ill (succinato:
citocromo ¢ oxirredutase): o meio de reacdo, constituido de tamp&o
fosfato de potassio 40 mM (pH 7,4) contendo 16 mM de succinato de
sodio, foi pré-incubado com 40-80 pg de proteinas do homogeneizado a
30 °C por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 4 mM de azida
sodica e 7 uM de rotenona e a reagdo se iniciou pela adi¢do de 0,6
ug/mL de citocromo ¢ e as absorvancias foram registradas por 5 minutos
a 550 nm. A atividade do complexo 11+CoQ+lIl foi medida pelo
aumento da absorvancia causado pela reducéo do citocromo ¢ (Fischer
et al.,1985). Os resultados estdo expressos em nmol . min™ . mg de
proteina™.

Determinacdo da atividade do Complexo IV (citocromo c oxidase; EC
1.9.3.1): 0 meio de incubacdo continha tampéo fosfato de potassio 10
mM (pH 7,0), 0,6 mM de n-dodecil-D-maltosideo e 10-20 ug de
proteinas (homogeneizado). A reacéo foi iniciada pela adi¢do de 0,7 pg
de citocromo ¢ previamente reduzido. A atividade do complexo 1V foi
medida a 25 °C por 10 minutos pelo decréscimo da absorvancia a 550
nm devido a oxidacdo do citocromo ¢ reduzido (Rustin et al, 1994). Os
resultados estdo expressos em nmol . min™ . mg de proteina™.
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Atividade da enzima CK: apés um periodo de 15 minutos de pré-
incubacdo, a reacdo foi iniciada com a adicdo de ADP a uma
concentracdo final de 3,2 mM em meio contendo 7,08 mM de PCr e de
0,8-1 pg de proteinas (homogeneizado). Apos 10 minutos de incubagéo,
a reacdo foi interrompida com acido p-hidroximercuribenzoico 50 mM e
a coloracao rosea foi obtida pela adigdo de a-naftol 20 %, agua MilliQ e
diacetil 20 %. A leitura foi realizada por espectrofotometria a 540 nm
segundo o método de Hughes (1962). Para calcular a atividade
enzimatica, foi feita uma curva de calibracdo com Cr nas concentracGes
de 4 nmol/mL e 8 nmol/mL. Os resultados estdo expressos em pmol de
creatina . min™. mg de proteina™.

Atividade da enzima CS: a atividade da enzima CS foi avaliada em um
meio de incubagido contendo 5°,5”’-ditiobis-(2-nitrobenzoato) (DTNB)
0,1 mM, &cido oxaloacético 0,2 mM, Triton X-100 0,1 % e acetil-CoA
0,1 mM, em um tampdo Tris-HCI 100 mM, pH 8,0. A reducdo do
DTNB foi acomanhada espectrofotometricamente a 412 nm por 3
minutos a 37 °C (Srere, 1969). A atividade esta expressa em puM . min™.
mg de proteina™.

Determinacdo da atividade da enzima SDH: para a medida da atividade
da enzima SDH, ao meio de incubagdo contendo tampdo fosfato de
potassio 62,5 mM, pH 7,4, Triton X-100 0,1 %, 1 mM de succinato de
sodio e 9 uM de DCIP, foi adicionada amostra contendo 80-140 ug de
proteina. O sistema foi pré-incubado a 30 °C em banho-maria por 30
minutos, ap6s 0s quais foram adicionados azida sodica 4,3 mM,
rotenona 7 uM, metassulfato de fenazina 1 mM e DCIP 42 uM. A
reducdo do DCIP foi determinada em 600 nm durante 5 minutos a 25 °C
(Fischer et al., 1985). A atividade esta expressa em nmol . min™. mg de
proteina™.

Atividade da enzima MDH: a atividade da MDH foi medida em um
meio contendo tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,4, contendo
Triton X-100 0,1 %, rotenona 10 puM, NADH 0,14 mM e &cido
oxalacético 0,30 mM. A atividade foi determinada pela oxidagdo do
NADH em espectrofluorimetro em comprimentos de onda de excitacdo
e emissdo de 340 e 466 nm, respectivamente (Kitto, 1969). A atividade
esta expressa em UM . min™. mg de proteina™.
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Quantificacdo de Proteinas Totais: Foi realizada através do método de
Lowry et al. (1951), utilizando-se a albumina sérica bovina como
padréo.

3.6 Andlise Estatistica

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da
média. Para a comparacdo entre as medias dos dois grupos
experimentais, foi utilizado o teste t de Student para amostras
independentes. As analises estatisticas foram realizadas pelo programa
IBM SPSS Statistics (IBM, Armonk, Estados Unidos). Foram
consideradas diferencas significativas quando valor de p< 0,05.
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4 RESULTADOS

Inicialmente, foram avaliadas as atividades dos complexos da cadeia
transportadora de elétrons em cortex cerebral, estriado, hipocampo e
cerebelo dos animais dos grupos controle e AO. A figura 7 demonstra
que as atividades dos complexos Il, II-11l e IV foram diminuidas pela
administragdo ICV de AO em comparagdo com 0 grupo controle em
cortex cerebral.

Cortex cerebral
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Figura 8. Efeito da administracdo intracerebroventricular de &cido octanoico
(AO) sobre as atividades dos complexos (A) I, (B) II, (C) lI-1ll e (D) IV da
cadeia transportadora de elétrons em cértex cerebral de ratos com 60 dias de
vida. Os resultados representam média + erro padrdo da média de 6 animais por
grupo. *p<0,05; ***p<0,001 em comparacdo ao grupo controle (Teste t de
Student para amostras independentes).

Adicionalmente, pode-se observar na figura 8 que a administracdo ICV de AO
inibiu os complexo I, I, II-1ll e IV da cadeia respiratéria mitocondrial em
estriado em comparagdo a administragdo de liquido cefalorraquidiano artificial
(grupo controle).



51

Estriado
(A) (B)
1800 4
T 600 ]
£ ;%. 3
3 8
_ & 1 = ;.
e 2 -
%E" 1000 %;;, 2
ac0 ]
8% en [ 8
E 40 E L
E om0 H
5 £
= 0 ]
Controle A0 Controle a0
€ (D) 4
—'g 5 —'E 50
5 £
s8¢ > te
zg Z g
f£o 3 IR
iz & g E
E*.: z 3 ':E o
E E
- 1 = 10
: ]
= = 0
Controle AQ Controle AD

Figura 9. Efeito da administragdo intracerebroventricular de &cido octanoico
(AO) sobre as atividades dos complexos (A) I, (B) II, (C) lI-1Il e (D) IV da
cadeia transportadora de elétrons em estriado de ratos com 60 dias de vida. Os
resultados representam média + erro padrdo da média de 6 animais por grupo.
**p<0,01; ***p<0,001 em comparacdo ao grupo controle (Teste t de Student
para amostras independentes).

No hipocampo dos animais do grupo AO, foi evidenciada uma
inibicdo dos complexos I, 11 e 11-111 em comparagdo ao grupo controle,
sem qualquer alteracdo na atividade do complexo IV (Figura 9). Além
disso, foram observadas inibi¢6es dos complexos Il, 11-111 e IV da cadeia
transportadora de elétrons em cerebelo (Figura 10).
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Figura 10. Efeito da administracdo intracerebroventricular de acido octanoico
(AO) sobre as atividades dos complexos (A) I, (B) II, (C) lI-Ill e (D) IV da
cadeia transportadora de elétrons em hipocampo de ratos com 60 dias de vida.
Os resultados representam média + erro padrdo da média de 6 animais por
grupo. *p<0,05; **p<0,01 em comparacdo ao grupo controle (Teste t de Student
para amostras independentes).



53

Cerebelo
(A) (B)
200 4
"s H
g 0 £ s
E =&
K] e & -
g g o £F 2
E .
87, 8%
E 0 E
5 3
- ] Q
Controle AD Controle AOD
c) ., (D) 7
z z®
£ ® 2w -
= & s =
R g«
- 2 2 2
£% g ”
Ex =
3% 8% w
E 1 E
- - 10
] :
- L] =0
Controle AD Controle AD

Figura 11. Efeito da administracdo intracerebroventricular de acido octanoico
(AO) sobre as atividades dos complexos (A) I, (B) II, (C) II-lll e (D) IV da
cadeia transportadora de elétrons em cerebelo de ratos com 60 dias de vida. Os
resultados representam média + erro padrdo da média de 6 animais por grupo.
**p<0,01; ***p<0,001 em comparacdo ao grupo controle (Teste t de Student
para amostras independentes).

Na etapa seguinte deste estudo, foi avaliada a atividade da
enzima CK nas estruturas cerebrais cortex, estriado, hipocampo e
cerebelo dos animais dos grupos controle e AO. A figura 11 demonstra
que a administracdo ICV de AO aumentou a atividade dessa enzima em
cortex cerebral (figura 11A) em comparagdo & administragdo de liquido
cefalorraquidiano artificial. Por outro lado, esta mesma atividade
enzimatica foi inibida em hipocampo e cerebelo desses animais (figuras
11C e 11D, respectivamente). Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos no corpo estriado desses animais (figura
11B).



54

5 Estriado

(A) Cortex cerebral (B)

1.0 12
T- - -'2
é 0.8 E 0s
s 08 £
E_. 02 E o
g £
e 0.0 00

Controle AD Controle AD

€ Hipocampo (D) 1, Cerebelo

"g 258 V'_g o8

H 3

;. 20 1; o i
seg ™ 58,

. - -

s s

- 05 - =

g g

= 08 = 00

Controle AD Controle AD

Figura 12. Efeito da administragdo intracerebroventricular de &cido octanoico
(AO) sobre a atividade da enzima creatina cinase (CK) em (A) cortex cerebral,
(B) estriado, (C) hipocampo e (D) cerebelo de ratos com 60 dias de vida. Os
resultados representam média * erro padrdo da média de 6 animais por grupo.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em comparagdo ao grupo controle (Teste t de
Student para amostras independentes).

Por fim, foram avaliadas as enzimas do ciclo de Krebs CS, SDH e
MDH em estruturas cerebrais dos animais do grupo controle e do grupo
AO. Houve uma diminuicdo da atividade da SDH em cértex cerebral
dos animais do grupo AO em comparacao ao grupo controle. Por outro
lado, nessa estrutura houve um aumento estatisticamente significativo da
atividade da enzima MDH no grupo de animais que receberam
administracdo ICV de AO (figura 12).
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Figura 13. Efeito da administragdo intracerebroventricular de &cido octanoico
(AO) sobre a atividade das enzimas (A) citrato sintase (CS), (B) succinato
desidrogenasse (SDH) e (C) malato desidrogenase (MDH) em cortex cerebral
de ratos com 60 dias de vida. Os resultados representam média + erro padrédo da
média de 6 animais por grupo. *p<0,05; **p<0,01 em comparagdo ao grupo
controle (Teste t de Student para amostras independentes).

Quando as mesmas atividades enzimaticas foram avaliadas em
estriado, pbde-se observar uma inibi¢do apenas da SDH nesta estrutura
cerebral em ratos submetidos a administracéo ICV de AO (figura 13).
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Figura 14. Efeito da administragdo intracerebroventricular de &cido octanoico
(AO) sobre a atividade das enzimas (A) citrato sintase (CS), (B) succinato
desidrogenasse (SDH) e (C) malato desidrogenase (MDH) em estriado de ratos
com 60 dias de vida. Os resultados representam média + erro padrdo da média
de 6 animais por grupo. *p<0,05 em comparacdo ao grupo controle (Teste t de
Student para amostras independentes).

A figura 14 mostra um aumento da atividade da enzima CS em
hipocampo de animais 1 h ap6s receberem administracdo ICV de AO
em comparagdo ao grupo controle. Por outro lado, ndo houve alteracéo
nas atividades das enzimas SDH e MDH.
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Figura 15. Efeito da administragdo intracerebroventricular de &cido octanoico
(AO) sobre a atividade das enzimas (A) citrato sintase (CS), (B) succinato
desidrogenasse (SDH) e (C) malato desidrogenase (MDH) em hipocampo de
ratos com 60 dias de vida. Os resultados representam média * erro padrdo da
média de 6 animais por grupo. **p<0,01 em comparagdo ao grupo controle
(Teste t de Student para amostras independentes).

Finalmente, foram avaliadas as atividades das enzimas CS,
SDH e MDH em cerebelo de animais dos grupos que receberam uma
administragdo de liquido cefalorraquidiano artificial (grupo controle) e
AO (grupo AO). Nessa estrutura cerebral, a administracdo de AO inibiu
a atividade da enzima SDH, sem afetar as demais atividades enzimaticas
(figura 15).
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Figura 16. Efeito da administragdo intracerebroventricular de &cido octanoico
(AO) sobre a atividade das enzimas (A) citrato sintase (CS), (B) succinato
desidrogenasse (SDH) e (C) malato desidrogenase (MDH) em cerebelo de ratos
com 60 dias de vida. Os resultados representam média + erro padrdo da média
de 6 animais por grupo. *p<0,05 em comparacdo ao grupo controle (Teste t de
Student para amostras independentes).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo investigou parametros bioenergéticos em
estruturas cerebrais de ratos uma hora ap6s serem submetidos a
administragdo ICV de AO. Esse modelo experimental foi desenvolvido
e utilizado tendo em vista que ndo h4 modelos animais in vivo de
MCADD descritos na literatura, apenas estudos in vitro. A idade dos
animais (60 dias) foi escolhida por corresponder a adolescéncia em seres
humanos, periodo de intenso metabolismo, considerando-se que a
MCADD pode se manifestar em qualquer periodo da vida, desde a
infancia até a idade adulta (Randall et al., 2015).

A MCADD ¢ caracterizada bioquimicamente pelo acimulo do
acido graxo AO nos tecidos de pacientes e a sintomatologia €
geralmente desencadeada apos crises metabolicas provocadas por alta
demanda energética (Jameson e Walter, 2015). Pacientes acometidos
pela MCADD que sobrevivem as crises metabdlicas apresentam dano
neurolégico grave (Lovera et al., 2012; Jameson e Walter, 2015), que
tem sido atribuido a toxicidade dos metab6litos acumulados na doenca
(Wajner e Amaral, 2015). Carpenter et al. (2016) descrevem que as
crises metabolicas cerebrais podem estar relacionadas a alteraces na
utilizacdo de glicose como substrato energético e que a disfuncédo
mitocondrial pode levar a um aumento de lactato com alto consumo de
piruvato. Portanto, a acidemia lactica apresentada por pacientes afetados
pela MCADD (Longo et al., 2008) é um forte indicativo de disfuncdo
mitocondrial, o que torna a investigacdo do metabolismo energético
cerebral de grande importancia para o entendimento dos mecanismos
fisiopatoldgicos dessa doenca.

A investigacdo das atividades dos complexos da cadeia
transportadora de elétrons em diferentes estruturas cerebrais (cortex,
corpo estriado, hipocampo e cerebelo) ap6s a administracdo ICV de AO
demonstrou um comprometimento da transferéncia de elétrons em todas
as estruturas avaliadas. Os resultados aqui descritos vdo de encontro a
outros estudos anteriores, que demonstram que o AO in vitro ndo altera
atividade de complexos da cadeia respiratoria em cortex cerebral de
ratos (de Assis et al., 2003). Entretanto, deve-se considerar que in vivo
tem-se um sistema complexo e intrincado, ocorrendo efeitos
bioquimicos que ndo ocorrem in vitro. Além disso, o estudo publicado
por de de Assis et al (2003) avaliou apenas a atividade da cadeia
respiratoria mitocondrial em cortex cerebral, sem investigar o efeito do
AO sobre outras estruturas cerebrais.
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Neste contexto, a cadeia respiratoria mitocondrial é responsavel
pela manutencdo do gradiente eletroquimico formado entre a matriz
mitocondrial e 0 espago intermembranas através do bombeamento de
prétons para este Gltimo. A manuten¢do desse gradiente eletroquimico é
indispensavel a sintese de ATP pela ATP sintase (Nicholls e Ferguson,
2013). Um comprometimento da transferéncia de elétrons, portanto,
repercute na fosforilagdo oxidativa e, consequentemente, na
disponibilidade de energia para o adequado funcionamento celular.
Reforcando a ideia de que a inibicdo de complexos da cadeia
respiratoria pelo AO pode levar a um prejuizo na sintese de ATP,
Schuck et al. (2009b) demonstraram que esse acido graxo altera o
potencial de membrana bem como a eficiéncia na sintese de ATP. Esta
situagdo torna-se mais grave em se tratando de tecidos com alta
demanda energética, como o SNC. Torna-se importante ressaltar que a
disfuncdo  mitocondrial estd envolvida em  processos de
neurodegeneracdo, visto que pode desencadear morte celular além da
disfuncdo energética (Halliwell, 2001; Lee et al., 2009; Uittenbogaard e
Chiaramello, 2014).

AlteracOes da transferéncia de elétrons também podem exacerbar
a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), pela reducédo
incompleta do oxigénio que se encontra no complexo IV da cadeia
respiratoria. Um excesso na producdo de ERO em detrimento das
defesas antioxidantes pode acarretar dano oxidativo a macromoléculas,
tais como proteinas, lipideos e acidos nucleicos (Halliwell e Gutteridge,
2015). Neste sentido, Schuck et al. (2009a) demonstraram que 0 AO in
vitro induz dano oxidativo a lipideos e diminui defesas antioxidantes
ndo enzimaticas. Por outro lado, danos oxidativos causados a lipideos,
processo conhecido como peroxidacdo lipidica, produz como produto
final aldeidos, dentre os quais se destaca o malondialdeido. Este
metabdlito, quando acumulado, inibe as atividades de complexos da
cadeia respiratoria e das enzimas mitocondriais PDH e KGDH em
mitocdndrias isoladas de cérebro de ratos (Long et al., 2009). Portanto,
ndo se pode descartar o envolvimento de ERO, seja como causa ou
como consequéncia, nas alteracdes da cadeia respiratoria causadas pela
administragdo de AO.

Adicionalmente ao prejuizo & transferéncia de elétrons, foram
observadas alteragBes nas atividades de importantes enzimas do ciclo de
Krebs, como CS, SDH e MDH. A atividade da CS, enzima regulatéria
do ciclo do &cido citrico, foi aumentada em hipocampo de animais que



61

receberam AO em comparagdo ao grupo controle. De forma semelhante,
a administracdo de AO provocou um aumento da atividade da enzima
MDH em cortex cerebral. Esta enzima é uma oxirredutase que utiliza
NAD+ como coenzima. Quando ha um aumento desta atividade
isoladamente, a razdo NADH/NAD+ aumenta, diminuindo a
disponibilidade de NAD+ para outras desidrogenases mitocondriais,
incluindo a PDH, diminuindo a sintese de acetil-CoA para o ciclo de
Krebs (Igamberdiev et al., 2014), bem como das enzimas IDH e KGDH,
exacerbando a inibicdo desta via metabdlica. Com uma inibicdo da
PDH, ha acimulo de piruvato no citosol, o qual é destinado a reducéo a
lactato pela enzima LDH. Assim, um aumento da atividade da MDH
pode levar, indiretamente, a um aumento dos niveis de lactato
(Igamberdiev et al., 2014), como observado por pacientes afetados pela
MCADD. Por outro lado, a atividade da SDH foi inibida em cortex
cerebral, estriado e cerebelo, sem apresentar qualquer alteracdo em
hipocampo. A inibicdo da atividade da SDH poderia explicar, a0 menos
em parte, a inibicdo do complexo Il da cadeia respiratoria nesses
tecidos, visto que é parte integrante deste complexo enzimético (Kirby
et al., 2007; Lunt e Vander Heiden, 2011; Nelson e Cox, 2014). Neste
contexto, Reis de Assis e colaboradores (2004) demonstraram que 0 AO
in vitro inibe a producdo de 14CO2 a partir de [1-14C]acetato,
corroborando os achados de inibicdo do ciclo de Krebs demonstrados no
presente estudo..

A atividade da enzima CK também foi avaliada no modelo
animal utilizado no presente estudo. Observou-se um aumento dessa
atividade enziméatica em cortex cerebral de animais submetidos a
administracdo de AO. Por outro lado, esta atividade foi inibida em
hipocampo e cerebelo desses mesmos animais em comparacdo aos
animais do grupo controle. A CK apresenta diferente isoformas, estando
tanto no citosol quanto no espa¢o intermembranas na mitocondria
(Wegmann et al., 1991). A isoforma citosélica dessa enzima apresenta
estrutura dimérica, enquanto que a mitocondrial € um octamero. Sabe-se
gue ambas isoformas de CK possuem em seu sitio ativo residuos de
cisteina, aminoacido com grupo sulfidrila suscetivel a oxidacéo,
especialmente o residuo de cisteina 278, critico para a atividade da
enzima (Yuan et al., 1992). Além disso, grupos sulfidrila desempenham
papel importante na associacdo/dissociacdo dos dimeros e octameros da
estrutura enzimatica da CK (Lipskaya, 2001). Portanto, pode-se
especular que o estresse oxidativo induzido pelo AO (Schuck et al.,
2009a) provoque a oxidacdo de tais grupos sulfidrila, levando a inibigédo
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da atividade enzimética da CK. Nesse contexto, os diferentes resultados
encontrados nas diferentes estruturas cerebrais podem se dever as
diferencas de suscetibilidade das diferentes regibes do SNC as ERO,
visto que, no SNC, a concentracdo de neutoransmissores passiveis de
serem oxidados e de ions ferro é diferente nas estruturas cerebrais
(Barbosa et al.; 2006; Halliwell e Gutteridge, 2015).

Estudos demonstraram que a dissociacdo da estrutura octamérica
é essencial para a correta funcdo da CK mitocondrial, necessaria para a
manutencdo da respiracdo celular, pois auxilia no transporte de ATP
para o citosol e a regeneracdo de ADP para a fosforilagdo oxidativa
(Khuchua et al., 1998; Schlattner and Wallimann, 2000; Guzun et al.,
2012). Além disso, a estabilidade estrutural do octdmero da CK
mitocondrial é fundamental para a regulacdo do poro de transigdo
mitocondrial. A enzima interage funcionalmente com duas proteinas
integrais, o translocador de nucleotideos de adenina, localizado na
membrana mitocondrial interna, e a porina, presente na membrana
mitocondrial externa (Bessman and Carpenter, 1985; Wallimann et al.,
1992; Wyss et al., 1992). A abertura do poro de transicdo mitocondrial
leva & liberagdo de citocromo ¢ da membrana mitocondrial interna para
0 citosol, desencadeando a ativagdo de caspases e, consequentemente,
morte celular por apoptose (Datler et al., 2014).

A CK é de extrema importancia para tecidos com alta demanda
energética, como o cérebro. O sistema PCr/CK atua no tamponamento
energético, com rapida regeneracdo de ATP e se localiza préximo a
sitios celulares de consumo de ATP, tais como a Na+,K+-ATPase
(Schlattner et al., 2016). Alteragdes no funcionamento desse sistema
pode acarretar, portanto, alteraces do gradiente idnico e do potencial de
membrana celular e, consequentemente, da neurotransmissdo.
Adicionamente, a apresentacdo clinica da deficiéncia congénita de Cr
cerebral caracteriza-se por atraso no neurodesenvolvimento, como a
linguagem nos primeiros anos de vida e, posteriormente, deficiéncia
intelectual, movimentos extrapiramidais e epilepsia (Malheiro et al.,
2012). Tais sintomas também sdo apresentados por pacientes
acometidos pela MCADD que evoluem com sequelas neurolégicas.

Dentre as estruturas cerebrais avaliadas, observou-se que o cortex
foi a mais afetada pela administracdo ICV de AO, ja que, no presente
estudo, os resultados demonstraram alteracbes nas atividades dos
complexos II, 1l e Il e IV da cadeia respiratoria e das enzimas CK, SDH
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e MDH. O cértex cerebral é uma fina camada de substancia cinzenta (1
a 4 mm) que reveste o centro branco medular do cérebro.
Anatomicamente, pode-se classificar o cortex em sulcos, giros e lobos e,
funcionalmente, em areas de projecdo e em areas de associacdo. As
principais funcBes do cortex sdo interpretacdo dos impulsos sensitivos,
comando dos movimentos voluntarios e também estd relacionado a
processos cognitivos e a transtornos psiquiatricos (Machado, 2006).

O metabolismo energético cerebral é crucial para a execucdo de
processos celulares necessarios para o desenvolvimento do cérebro e
para seu funcionamento adequado, incluindo sintese de ATP, formagéo
de sinapses e sintese, liberacdo e transporte de neurotransmissores,
auxiliando também na manutencdo dos gradientes i6nicos e do estado
redox celular (Mckenna e Scafidi, 2015). O cérebro utiliza
primordialmente glicose como substrato energético, mas pode utilizar
corpos cetbnicos em casos extremos, como em situagBes de jejum
prolongado ou catabolismo exacerbado (Schonfeld e Reiser, 2013).
Neste cendrio, associada a deficiéncia de disponibilidade de substratos
energéticos devido a hipoglicemia e a hipocetose apresentada por
pacientes acometidos pela MCADD (Lovera et al., 2012), a disfuncdo
mitocondrial ocasionada por metabdlitos acumulados como o AO pode
comprometer a bioenergética cerebral dos pacientes, levando aos danos
neuroldgicos por eles apresentados.

Tomados em conjunto, os achados do presente estudo
demonstram que a administracdo ICV de AO induz significativas
alteracdes no metabolismo energético cerebral, especialmente na funcéo
mitocondrial. Mais estudos sdo necessarios para a compreensao dos
mecanismos pelos quais o AO exerce seus efeitos neurotoxicos,
colaborando para o melhor entendimento da fisiopatologia do dano
cerebral apresentado por pacientes acometidos pela MCADD.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a administragdo ICV de AO
ocasionou alteragdes nas atividades dos complexos enzimaticos da
cadeia transportadora de elétrons e em enzimas do ciclo de Krebs, bem
como da atividade da enzima CK, indicando um comprometimento do
metabolismo energético cerebral.
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